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l. INTRODUCTION

La forét guyanaise se caractérise |par une tredgrdiversité en especes d’arbres puisque

I'on en compte a ce jour plus de 1200 especesreombins de 200 recensées en meétropole.
Parmi ces espéces, certaines sont remarquablesartidepr grande résistance face aux
rigueurs du climat (taux d’humidité élevé) et aurgessus de décomposition. Ces processus
induisent la production de systemes enzymatiquescifigues et uniques chez les

champignons lignocellulolytiques.

A I'heure actuelle, la diversité des champignogadicellulolytiques tropicaux est encore tres
mal connue ainsi que la gamme des enzymes capdbleségrader les lignocelluloses
présentes dans des espéces d’arbres ayant urrdsiegistant. Selon le rapport de diversité
entre les champignons filamenteux et les végétapérseurs en zone tropicale (d’au moins
5 pour 1 selon Roberts et Spooner, 2000) et le nordb plantes recensées en Guyane de
I'ordre de 5000 la biodiversité fongique est estna25 000 especes dont seules 3 % sont
décrites. Nous ciblerons dans ce travail les chgnguis en particulier ceux qui dégradent le
bois. Selon leur phénotype, ceux-ci peuvent étessés en: « pourritures blanches ou
fibreuses » (essentiellement des basidiomycétest ddactivité ligninolytique est
prépondérante), « pourritures brunes ou cubiquessentiellement des basidiomycétes a la
fois ligninolytiques et hémicellulolytiques), et enpourritures molles » (deutéromyceétes

hémicellulolytiques en particulidirichodermaet Aspergillug.

A ce jour, les méthodes classiques basées sust@iplgon de caractéres morphologiques et
anatomiques des champignons demeurent incontoesiaBkependant, elles possedent des
limites pour la caractérisation et lidentificatiae ces champignons, au niveau inter et
intraspécifique. Elles restent fastidieuses etllis gouvent ne permettent pas I'identification
des cultures mycéliennes.

Il apparait indispensable de proposer de nouvellesrnatives pour l'identification des
champignons dégradant le bois. Les techniques mlaiées combinant amplification et
séquencgage semblent particulierement adaptéesnigkiretal., 2005). Dans cette étude les
outils moléculaires comme la réaction de polyméonsaen chaine de 'ADN(PCR) et le
séquencage vont permettre une caractérisatiorsanfé pour reconnaitre un taxon fongique.
L’identification sera réalisée en comparant la sége de la souche de champignon a
identifier aux séquences de la banque GENBANKwW.ncbi.org. Dans ce cadre
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d’application, les banques de séquences sont umealéessentiel de la caractérisation

taxinomique.

L’ensemble des études entreprises au cours devaltront été menées avec des objectifs
multiples:

- appréhender la diversité des fructifications fgngs du site forestier de Paracou en Guyane
dont la microflore est peu ou pas connue, et laatariser d’'un point de vue taxinomique.

- constituer une collection d’isolats fongiquesaétip de ces fructifications fongiques

- caractériser les isolats taxinomiquement originau

En plus des objectifs précédemment énumérés, apieche taxinomique devrait aboutir a
une meilleure connaissance de la diversité fongiaume particulier les champignons qui

dégradent les bois.

Dans ce document, aprés une revue bibliographicgstva une meilleure connaissance des
champignons en particulier ceux qui dégradent Is, be théme de recherche développé sera
destiné a préciser et fiabiliser la caractérisagbiiidentification des champignons issus de

collectes de fructifications fongiques du siteekirer de Paracou en Guyane. En conclusion,
nous insisterons particulierement sur les perspesfondamentales et appliquées offertes par

tous ces outils de caractérisation moléculaire.

*Stage en relation avec le projet E-TRICEL : Explayn de la biodiversité enzymatique pour
la complémentation du sécrétome Tiechoderma reeseafin d’améliorer I'hydrolyse des

lignocelluloses
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LA PRESENTATION GENERALE DE L’ENTREPRISE

Le CIRAD (Centre de coopération International Agrmomque pour le Développement) est un
établissement public créé en 1984. C’est l'insfitabcais de recherche agronomique au service du
développement des pays du Sud et de I'outre-mecdia. La mission premiére du CIRAD est de
« contribuer au développement rural des régionsidd® par des recherches et des réalisations

expérimentales, principalement dans les secteuisoéags, forestiers et agroalimentaires ».

En 2008, environ 1840 agents, dont 1100 cadresntdaees, travaillent au sein de cet
établissement dont le siege social est a Parigédiar Gérard Matheron. Le CIRAD comprend 52
unités de recherche réparties en trois départeament

-Systémes biologiques (Biospncernant la caractérisation et I'exploitationviiant.

-Performances des systémes de production et defdramation tropicaux (Persysth lien avec les

processus biologiques en interaction avec I'enviemnent ;

-Environnement et Sociétés (E§ui exploite les relations entre I'agriculture, dgstion des

ressources naturelles et les dynamiques sociales.

Les départements sont composés d’'Unités de reahatithnités de service et de services d’appui.
Les unités de recherche en Métropole peuvent &uprgs (UPR), c'est-a-dire composées
d’agents du CIRAD exclusivement, mixtes (UMR), taslire composées d’agents du

CIRAD et d’autres collectifs, Universités, Organesrde recherche ...

Présentation de 'UPR 39 : Diversité génétique etnaelioration des espéeces forestieres

L’Unité Propre de Recherche 39 du CIRAD-BIGESpour objectif de mesurer I'impact des
processus biotiques, abiotiques induits par I'#éilnumaine sur I'expression et I'évolution
des caracteres, et donc sur le comportement désessprborées. Elle concoit des stratégies
de gestion de la diversité intra spécifique dassdiemaines de I'amélioration génétique, de
'aménagement des espaces forestiers et agrofngstie la conservation des especes

menacees et de la restauration des foréts dégradées

Cette Unité de Recherche consiste a produire égalerdes connaissances sur les
champignons lignocellulolytiques dans le domainel'oigéeraction microorganisme-arbre-

environnement afin de mieux comprendre le rble f@eseurs environnementaux dans la
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prédisposition des arbres aux attaques de pathsgéinke réle de I'affaiblissement de la
plante héte (arbre) par différents facteurs daro&misation par les microorganismes.

Présentation de I'Unité Mixte de Recherche Ecologieles Foréts de Guyane (UMR

EcoFoG) :

L’'UMR Ecologie des Foréts de Guyane créée en 2Q0dirigée par Bernard THIBAUT
regroupe les forces scientifiques de I'INRA, deNGREF et du CIRAD, sur Kourou, avec

un objectif scientifique restreint aux aspectsatefionnement et de gestion de I'écosysteme.

Les recherches conduites par I'Unité, centréed’shjet d’études « écosystemes forestiers

guyanais », ont pour but de contribuer a répondie guestion « Quelles sont les relations

entre la biodiversité et le fonctionnement des yst@snes forestiers ? ». Le projet est

d’intégrer différentes approches en écologie etrams des matériaux pour :

- D’une part comprendre les relations entre biodit@rst fonctionnement des écosystémes
forestiers exploités et en évolution sous les jpas<limatiques et anthropiques,

- D’autre part susciter I'innovation dans la valotisa des ressources forestieres dans le
contexte de cette forte biodiversité en tenant dentles contraintes d’utilisation liée au

milieu tropical humide.

Caonseil d'administration Comité d'éthique

Conseil scientifique Collége de direction

Directions
régionales
en métropale

et outre-mer

Gérard MATHERCM, directeur général

Etienne HAINZELIM, directeur de la recherche

Direction n il ———
des relations et de |a stratégie o Délégation
européennes et DEPERROIS. aux évaluations
|n1:ernat|c-nale5 Jean-Christophe Robert Fatrick secrétaire Délégation a la
Diractions GLA.SZMANN, HABIB, C.A.RCIN. E,E"I'Iél‘a| sr T e
réginnales directeur directeur directeur —_—
sl BIOS PERSYST ES Delégation
—mn ger aux systémes
Délégation diinformation
i la valorisation
Délégation I Direction de
a linformation Département ';cgggﬁ':;r' e
scientifique Performances financigres
et technique Département des systémes Département T —
W Systémes de production Environnements des ressources
aux échanges biologiques et de et sociétés humaines
scientifiques (BIOS) transformation (ES) I:I!I.Iir»_a-lctin:w‘:I
internationauwx P technique des
i aménagements

(PERSYST) etdela
maintenance

Figure 1 : Organigramme du CIRAD
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Il. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
2.1. Les Champignons
2.1.1. Caracteres généraux

Longtemps considérés comme des végétaux, les chaoms forment, aujourd’hui, un régne
a part entiére : le regne desngi (du latinfungus le champignon), qui compte environ un
million d’especes. Ce sont des organismes eucayactest-a-dire possédant un véritable
noyau, qui se différencient principalement des te&gé par leur absence de pigments
chlorophylliens ce qui les rend incapables de sitighr la matiere carbonée indispensable a
leur nutrition. lls doivent donc vivre aux déperes (produits carbonés élaborés par d’autres
organismes, autotrophes, vivants ou morts. Aifssse nourrissent soit en décomposant de la
matiere organique morte, ils sont alors qualifiéssdprophytes, soit au détriment d’autres
organismes, ils sont alors parasites, ou bien en@wr vivant en symbiose avec des

organismes chlorophylliens.

Le bois, étant naturel et de composition organigest, susceptible d’'étre altéré par ces
champignons qui se développent en présence d’'umédhé supérieure a 20%. En effet, il
contient les substances carbonées qui leurs soassdres. Les champignons se développant
en surface ou a l'intérieur du bois sont appelgsidoles mais cette dénomination générale ne
prend pas en compte I'action du champignon suoig. I©n distingue alors deux classes :

* Les champignons lignicoles vraisqui se développent sur le bois en lui tirant des
substances nutritives ou de réserve, comme l'amid@is sans dégradation de ses
constituants. Cela ne provoque ainsi seulementnggésordre esthétique.

» Les champignons lignivores qui, en plus de se développer sur le bois, le
dégradent puisqu’ils entrainent une destructioncdesposants majoritaires du bois, a
savoir la cellulose, 'hémicellulose et la lignin@éela provoque ainsi une pourriture

conduisant a une perte de la résistance mécanique.

2.1.2. Les Champignons lignivores

lIs appartiennent majoritairement aux classes desidbmyceétes, des Ascomyceétes et des
Deutéromycetes. Pour se développer, un des fadiesigus importants est 'humidité : en
effet, tant que le bois conserve une humidité iatée ou €gale a 20%, il demeure insensible
a l'attaque des champignons. L’humidité optimaleirple développement du mycélium se

situe entre 30% et 50% selon les espéces.
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Quand ils se développent et puisent dans le bsigllEments nécessaires a leur survie, ces
champignons engendrent la pourriture du bois, -@edite, une détérioration profonde et
irréversible des ses propriétés par hydrolyse eafague. lls atteignent l'intégrité du bois en
agissant au niveau structurel : le champignon npebfit les éléments constitutifs de la paroi
en sécrétant des enzymes qui dégradent la cellbsk lignine. Cela entraine un
affaiblissement, voire la destruction complete da®priétés meécaniques, physiques,
chimiques et esthétiques du bois.

Cependant, les champignons lignivores differerdrstdur mode d’action. Ainsi, on distingue
différents types de dégradations entrainant tygies de pourritures possibles : la pourriture
cubique (classe des Basidiomyceétes), la pourriibreuse (classe des Basidiomycetes) et la

pourriture molle (classe des Ascomyceétes et desébmuycetes).

La pourriture cubique ou brune

lls dégradent de facon préférentielle de la cedl@da lignine reste trés peu touchée. Ce
phénomene n’est pas discernable extérieurementpeled premiers stades de I'attaque, il se
traduira peu a peu par une coloration foncée da @ou son nom de pourriture brune) et

I'apparition de fentes longitudinales puis transedgs délimitant des structures plus ou moins
cubiques. Le bois est tres altéré dans sa struetudevient friable. La phase ultime de la

dégradation conduit a une perte totale des résissamécaniques.

On trouve notammentSerpula lacrymangla mérule),Coniphora puteangle coniophore)

Poria vaillantii, Gloeophyllum trabeum...

Figure 2. Le champignon de pourriture cubi@&gpula lacrymanattaquant un bois indéterminé
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La pourriture fibreuse ou blanche

Tous les constituants des membranes sont touchdés ftaalignine est dégradée
préférentiellement. On peut distinguer deux groupepourriture fibreuse, les premiéres qui
sont capables de dégrader simultanément les pabgms&tructuraux c'est-a-dire, lignine,
hémicelluloses et cellulose dans une proportionlaira (simultaneous white rot) tandis que
les secondes ont une préférence pour dégradgniadi et les hémicelluloses avant d’attaquer
la cellulose (preferential white rot) (Eaton et €]al993). Les champignons fibreux sont les
seuls capables de dégrader totalement la lignieebdis attaqué conserve en partie sa
structure et son aspect n'est modifié que par wanggment de couleur, il prend une
consistance molle et n'est pas friable. Ce type pdarriture n'est pas discernable
macroscopiquement, pendant les premiers stadess pwi a peu le bois subit une
décoloration progressive conduisant a une coulieunchatre et se décompose en fibrilles.

Le champignon fibreux le plus étudié €xtriolus versicolormais on peut citer également :

Pycnoporus sanguineuBleurotus Ostreatus...

Figure 3 : La fleche jaune montre le champignomalgriture fibreuseCoriolus versicolorattaquant

le bois dans le sens des fibres du bois

La pourriture moll

Ce type de pourrilre est plus rare car ces charopjexigent une humidité élevée pour se

développer. lls sont capables de dégrader la oskulles hémicelluloses et parfois la lignine
mais de fagon partielle. La pourriture molle estacterisée par un ramollissement superficiel
du bois qui devient alors noiratre, modifiant aisess propriétés physiques et mecaniques.
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2.1.3. Place des champignons lignivores dans lasiigation

Le régne des champignons se distingue du régnealgmgr I'absence de photosynthése dans
sa nutrition et du regne animal par le fait quecdleampignons n’ingérent pas leur nourriture
mais l'absorbent. Les espéces du régne fongiquersparties dans les quatre divisions
suivantes GymnomycotaDeuteromycota Mastigomycotaet AmastigomycotaSuivant les
auteurs, la classification des champignons compremug ou Six grands groupes, dont deux
sont parfois regroupés: les Myxomycetes et leshirgcetes. Pratiquement, aucun
champignon lignivore n’est présent dans ces groupes contre, les Phycomycetes, les
Ascomyceétes, les Basidiomycetes et les Champigmmpsrfaits comprennent un grand
nombre d’espéces qui dégradent le bois. A ce slajes$ la classification et la nomenclature,
nous suivrons le Synopsis Fungorum 7 de Ryvardésilbertson (1993). Cependant, il faut
rappeler que la classification systéematique dempignons peut avoir un caractere subjectif.
En effet, pour les champignons, la notion de teowml’espéce telle qu’elle est définie pour le
regne végétal ou animal, conduit a une interpaatomplexe du fait de la difficulté (voire
l'impossibilité) de constater les capacités de adpction croisée et de fertilité de la

descendance pour la plupart des espéces (Ainsebalh, 2001 ; Burnett, 2003).

La division desAmastigomycotaegroupe les champignons a reproduction sexuéey on
retrouve selon le type d’hyphes, quatre sous-dinisi les Zygomycetes, a hyphe syphonnée,
les Glomeromycetes, les Ascomycetes et les Basidietas, a hyphe cloisonnée

Dans cette étude, nous nous intéressons parteml@rt aux Ascomycetes et aux
basidiomycetes :

- Les Ascomycetes :

lIs se caractérisent par une reproduction sexuéeatt des ascospores contenues dans des
asques. Certains sont a l'origine de pourritureiquy fibreuse ou molle et aussi a 'origine
des discolorations des bois com@eratocystis pice&t Pullularia pullulans On y retrouve
des champignons importants tant par leur pathodameaine (Onygénales), leur pathogénie
agricole (Erysiphales ou oidiums de la vigne, dsieng etc.), leur renom culinaire avec les
morilles et les truffes, que par la quasi dispamitde 'orme champétre en Europe di au

Ceratocystis ulmi

- Les Basidiomycétes
lls se caractérisent par une reproduction sexuématd des basides portées par des
basidiocarpes. On y trouve des agents bien comouwtsg’abord sur le plan agronomique avec
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les Urédinales (responsable de la rouille des e&ntes Ustilaginales (agents du charbon des
plantes), mais aussi sur le plan gastronomiquen{plgmons de Paris, pleurotes, cepes,
chanterelles, ...) ou encore des champignons reqaar leur toxicité tels que I'amanite
phalloide. C’est également dans cette sous-divisiprion retrouve la plupart des
champignons des pourritures fibreuse et cubique.

On compte deux classes chez les BasidiomycetesTél@mycetes et les Hyménomyceétes.
Pour la classe des Teliomyceétes, on peut citer comxemple de genres&symnosporiumnet
Leucosporidium.Dans la classe des Hymenomycétes sont regroupéwalarité des
champignons lignivores. Cette classe est elle- ndimgeée en deux sous-classes :

- La sous-classe des Phragmobasidiomycetidae : oo¢ des champignons
lignivores ou parasites. Les basidiospores germgénéralement par réplication
ou par formation de conidies.

- La sous-classe des Holobasidiomycetidae : ce desmichampignons lignivores
et rarement parasites; on y observe deux ordress: Agaricales et les

Aphyllophorales.

- Les Agaricalesont des champignons a hyménophores généraleamellés, parfois
tubullés ou lisses. On y retrouve des genres cotelasqueCoprinus (coprin), Pleurotus

(pleurote) Armillaria (armillaire) ouAmanita(amanite).

- Les Aphyllophoralesontiennent des champignons a hyménophores générat non
lamellés. Les champignons lignivores appartiengeoet ordre dont les principales familles
sont : les Coniophoraceae, les Corticiaceae, lem@amataceae, les Hymenochaetaceae, les

Polyporaceae et les Stereaceae.

2.2. Lanotion d’espece

Une des premiéres traces écrite de la notion dtespémonte au moins au%Vsiécle avant
J.-C. avec Aristote qui dans sa classification desnaux utilisait le mot eidos » pour
désigner une unité élémentaire. Ce terme philospighgrec qui signifie « apparence » a été
traduit en latin par le terme species »d'ou dérive le mot francais espece. Cependant, au
cours du temps, ce terme perd son sens biologigee acquiert d'autres. John Ray en 1686
redonne une acception moderne et biologique aroeetd_e probleme de la classification se
pose alors dés la fin du XVfsiécle et concerne essentiellement les spécimetasifues.
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Devant I'afflux de nouveaux spécimens provenantnd@sdes nouvellement découverts et la
nécessité de pouvoir identifier facilement des f@amtiles en pharmacopée, la mise en place
d'une classification s'impose.

Apres toutes ces analyses, nous constatons gped&a recu une multitude de définitions, ce
qui montre qu'aucune ne peut étre reconnue comnweraallement applicable en toutes
circonstances et a toute entité biologique. Ennelve, I'espéce recouvre deux concepts, celui
de la classification et celui de I'évolution desotas. Ainsi, la classification dont le but est de
ranger les entités biologiques dans des catéghxies, se heurte a la non-immuabilité des
espéeces. Mais pour notre objet, qui n’est pas leologie systématique, nous nous bornerons
a une classification générale mais suffisammentigeépour que toute classification plus fine
puisse s’y intégrer sans probleme. Toutes les aeslguivantes sont nécessaires pour définir
et pour donner un sens a l'espece en particulida @éfinition de I'espece chez les

Basidiomycetes.

La Notion d’espéece chez les champignons

L’étude systématique des champignons ne commerzment qu’a la fin du 18" siecle.
Les planches en couleurs de Bulliard (1752-17938nies sous le nom d’Histoire des
Champignons, puis les travaux de Persoon (1761)18B86utissent au travail du Suédois
Elias Magnus Fries (1794-1878), le pere de la nogiel descriptive, Systema Mycologicum
(1821) qui est son principal ouvrage.

Comme nous venons de le présenter, les conceptéfaetitions de l'espéce ont été
longuement débattus et continuent d'évoluer. Mayd®97) reprend 22 concepts énonces
dans la littérature définissant la notion d'espé&mmnt le plus communément admis est le
«Biological species concept ¢Mayr, 1982). Ces concepts d'espéces sont basédesur
données biologiques, des homologies phénotypigless paramétres écologiques, et parfois
des données moléculaires, I'ensemble constituatéxdanomie polyphasique, c'est-a-dire
s'appuyant sur un ensemble de caracteres, tanbiypérues que moléculaires et biologiques.
Chez les champignons, on observe fréquemment dgaulghons, éventuellement
sympatriques, isolées génétiquement au sein dspexe phénétique : aucun croisement n'est
possible, sauf éventuellement & tres faible frégeem'une population a l'autre. Un tel
systeme d'incompatibilité est frequent chez lesdsamycetes (Boidin, 1986). Ces groupes
d'interstérilité constituent en fait des "espéciedogiques” et peuvent parfois étre corrélés a
des différenciations morphologiques ou a des speatthétes distincts. Parfois pourtant,
comme poutaccaria laccata Heterobasidion annosuimu certaine®rmillaria (Korhonen,
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1987), la définition phénétique est conservée paméglige les interstérilités pour des raisons
pratiques (critére peu opérationnel et risque decellement des espéces). De cette relative

confusion ressort donc l'idée que la notion d’espeste complexe en mycologie.

2.3. Le concept de Biodiversité des espéces

Ces derniéres anneées, les études relevant, a gessdivers, du concept de biodiversité se
sont multipliées. Les analyses de diversité mi@obé se sont notamment considérablement
développées. En effet, I'étude des microorganismabiant les environnements naturels avait
longtemps consisté en une approche culturale mascaractérisation des isolats purs selon
des criteres définis par la taxinomie. La clasatfan des isolats était alors réalisée sur la base
de caracteres phénotypiques et biochimiques. Seulenune majorité considérable des
micro-organismes observés typiqguement dans la evattirestimée a plus de 99%, ne serait
pas cultivable par des techniques culturales stdeadéAmannet al, 1995). Depuis une
dizaine d’années, les études de diversité microleiesnt connu un nouvel essor grace au
développement des méthodes de biologie molécwddiem particulier des techniques basées
sur les molécules d’ARN ribosomaux. Elles permettardescription de la composition des
communautés microbiennes en s’affranchissant dgegtculturales. Désormais, les cultures

et la nomenclature ne constituent plus un préalabtmtournable aux études de diversité.

Certains micro-organismes sont extrémement sess#i conditions environnementales.
Afin de cultiver ces types de micro-organismes edes stratégies culturales peuvent étre
développées. A I'avenir, la mise au point de nouxaailieux de culture et le développement
de méthodes innovantes devrait permettre de culivme nombre exponentiel de micro-
organismes incultivés a ce jour. Les essais deragtsur des milieux comportant des extraits
cellulaires ou les cultures d’enrichissement etfées dans des réacteurs simulant les
conditionsin situ pourraient notamment s’avérer fructueux car il fest probable que les

relations synergiques aient une place importame & environnements naturels

La quasi-totalité des études de diversité est wifec en amplifiant par PCR les ADNr
présents dans des échantillons naturels a pasijuaés '’ADN a été extrait. La question de la
fidélité de la représentativité de la microfloraipdonc également se poser car cette approche
posséde ses propres limites et ses biais. Selmmmdzdure d’extraction suivie, la lyse pourra
étre plus ou moins sélective et la qualité desescitlicléiques plus ou moins bonne (Theron

et Cloete, 2000). Par conséquent la diversité rbierme pourra étre plus ou moins
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correctement estimée. Les artefacts liés a la PELRgnt également biaiser I'évaluation de la
diversité. En effet, les amplifications de difféieADN-matrices (Reysenbad al, 1992;
Suzuki et Giovannoni, 1996), I'influence du nomlae copies des genes d’ARNr et leur
microhétérogénéité (Farrellgt al, 1995; Amannet al, 2000; Crosby et Criddle, 2003),
I'effet de la concentration de 'ADN-matrice, laégjficité des amorces (Weisbugy al,
1991) et la formation de séquences chimériques ¢Kporski et al, 1994) sont des
phénomenes qui sont bien connus en PCR. Outre leiais inhérents, les méthodes
moléculaires d’analyse de la diversité les plusramument employées ne permettent pas
d’attribuer une physiologie et un métabolisme dipdes séquences détectées. Les approches
culturales et moléculaires, permettant chacunederndre a des questions différentes et bien
précises, s’averent donc complémentaires. L'émeryéee techniques culturales nouvelles et
le développement de techniques permettant d’inférkx fois une fonction et une position
phylogénétique devraient considérablement améliomre connaissance de la diversité

microbienne.

2.4. Meéthodes de caractérisation taxinomique applables aux champignons

L’ADN ribosomal nucléaire et le séquengage

Les techniques de biologie moléculaire les pluiseis pour I'analyse de la biodiversité
microbienne sont basées sur I'analyse de I’ADN ibfant des genes. La plupart des études
sont ciblées sur les genes codant pour ’ADN ribeesiade la petite sous unité.

L’analyse de 'ARNr 16S est aujourd’hui largemeritlisée pour I'étude de populations
bactériennes, et I'analyse des génes codant pdRNI 18S et des espaces internes transcrits
(ITS : Internal Transcribed Spacer) sont utilisésptlis en plus pour analyser les populations
fongiques. Les genes codant pour 'ARNr sont desegédéaux car ils possedent des régions
conservées entre toutes les bactéries ou champigfacilitant I'alignement de séquence
lorsque des comparaisons sont faites, alors quetrd& régions exhibent des degrés de
variations différents, ne permettant pas la disitimcentre différents groupes. L'analyse de la
séquence du géne codant pour 'ARNr 16S chez leies permet une discrimination fine.
Chez les champignons, la séquence du gene codant’A®Nr 18S ne permet qu'une
discrimination au niveau des genres et trés rareraanniveau des espéeces, mais une

information plus fine peut étre obtenue par I'asalges régions ITS (Prosser, 2002).

Nous notons donc que I'ADN ribosomal nucléaire psisent en de multiples copies a

I'intérieur du génome comportant a la fois desaagivariables et des régions trés conservées
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et la plupart des données existant actuellemerteroant cette région de I’ADN. Ainsi ses
variations sont relativement bien connues chezatebneux organismes, y compris certains
champignonsBRutler and Metzenberg 1988lenrionet al, 1992 ; Berbee et Taylor, 1993 ;
Cullings et Vogler, 1998, Hibbet et Donoghue 20Bihder et Hibbett 2002)Les séquences
nucléotidiques ont fait également l'objet de pwilans de plus en plus nombreuses. Elles ont
porté sur des parties diverses du génome et suahd@spignons trés variés. Cela a permis des
avancees en systématique, au niveau des classesecpan exemple chez les Basidiomycetes
(Walker et Doolitle, 1982 ; lllingwortlet al, 1991 ; Stickwelkt al, 1992 ; Swann et Taylor,
1993, 1995 ; Berrest al, 1995 ; Bresinsky, 1996 ; Liet al, 1997). Berbee et Taylor (1993)
focalisent leurs travaux sur I'évolution en utifisdes secteurs relativement stables de I'ADN,
comme la petite unité 18S de I'ARN ribosomique.idverse, les sections a évolution plus
rapide, comme les espaceurs transcrits en paeidab ITS, sont de plus en plus utilisés pour
détecter les parentés, soit au niveau des orcrgsllds et des genres (Hibbett et Donoghue,
1995 ; Moncalvcet al, 1995a, 1995b ; Hallenbeeg al, 1996 ; Nakasone, 1996 ; Moreth et
Schmidt, 2000) , soit au niveau spécifique (Kasetga., 1993 ; Nakasone et Sytsma, 1993 ;
Adams et Knopp, 1996). Boidet al (1998), en comparant 360 séquences d'ITS d'esplece
Basidiomycetes, pour la plupart des Aphyllophorafgepose cing ordres nouveaux :
Péniophorales, Phlébiales, Podoscyphales, Trarsé&tleVuilleminiales ainsi que cing
familles nouvelles: Acanthophysiaceae, Amylostezaac Gloiotheleaceae, Lophariaceae et

Trametaceae.

En outre, il doit étre souligné, qu’aujourd’hui,cam couple unique d’amorces ou technique
d’étude de profil des communautés n’est optimal rpdastimation de la diversité

microbienne, mais ils doivent étre choisis selonblé de la recherche, le groupe de
microorganismes ciblés et le contenu des banquekdeées. Par exemple, I'analyse de la
diversité fongique, sur la base de la richesse éatlondance relative ainsi que la dynamique
de la communauté, est compliquée a la fois paatara mycélienne des champignons et la

présence potentielle des spores dans I'échantbmmé (Anderson et Cairney, 2004).

Amplification par PCR et choix des amorces

La PCR est I'acronyme anglais deolymerase Chain Reactigrréaction de polymérisation
en chaine. C'est une technique d'amplification maigue, grace a la Tag polymérase qui
permet, a partir d’ADN, d'obtenir un grand nombeecdpies identiques d’'un fragment cible

de cet ADN. Le choix des amorces qui encadrentélguence cible et permettent son
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amplification, est donc primordial pour l'identifiton des microorganismes présents dans un

échantillon environnemental.

Le gene codant pour 'ARN ribosomique 16S de l@@asbus-unité des ribosomes (Figure 4)
est le plus couramment amplifié pour I'analysealbibdiversité bactérienne (Weisbwtal,
1991). Ce gene consiste en des régions conservéesiables, et le choix des amorces va
conditionner I'étendue du champ taxonomique étudieeffet, il existe aujourd’hui un grand
nombre d’amorces cibles qui va permettre d’amplifidfDN de bactéries appartenant a
différents taxons comme par exemple les Eubactéuetes Archaebactéries, ou alors des
amorces dites universelles vont permettre d’angpliFIADN de toutes les bactéries. Cette
approche est devenue un outil tres important datsde de communautés bactériennes

présentes dans des échantillons environnementatialiSreiter- Gurtnezt al, 2001a).

ADNr

ADNr 16S ADNr 23S 35

& ms o

Figure 4 : Organisation génétique de l'opéron codpaur les ARN ribosomiques

procaryotes.

Les champignons, qui sont des organismes eucaryostepossedent pas les mémes ARN
ribosomiques que les bactéries qui sont des omgasiprocaryotes. lls doivent donc étre
analysés seéparéement. Or, I'étude de la diversitéojodogie moléculaire est moins répandue
chez les eucaryotes, en particulier au niveau dampignons. Le choix des amorces et donc
du gene cible a amplifier pour identifier les chagnpns d’'un échantillon environnemental
est encore discuté. Cependant I'étude de la rédoiADN codant pour les sous-unités

ribosomiques est aujourd’hui établie. La Figuredntre ce géene.
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Figure 5 : L'opéron du géne d’ARNr ribosomique @egaryotes. L'opéron comprend trois
genes principaux (molécules d’ARNr 5.8S, 18S et @328S), et des régions « entre-espaces
» entremélés (IGS — intergenic spacer, NTS — namstribed spacer, ETS — externally

transcribed spacer, ITS (internally transcribedcepa(D’aprés (Mitchell et Zuccaro, 2006).

Au contraire des bactéries, l'identification taxamique des champignons basée sur les
séquences de la sous-unité ribosomique des eueayy@®RNr 18S, est plus problématique.
En effet I'identification est limitée au niveau danre ou de la famille. Cela est premiérement
dd au manque relatif de variations dans le geneRNA 18S entre especes fongiques
relativement proches, résultant de la période digwm relativement courte du regne des
champignons comparé a celle des bactéries (haly 2000; Anderson et Cairney, 2004).
En revanche les régions ITS de 'ADNr bénéficienindtaux d’évolution rapide, et il en
résulte une variation de séquence plus grande aldse especes relativement proches,
compareé aux régions codantes plus conservées a@ucgelant pour I'’ADNr 18S (Anderson et
Cairney, 2004). C’est pourquoi afin d’obtenir uneilleure résolution, de prochaines études
seront analysées sur les régions d’espaces n@so(TS). Cependant, nombre de régions
ITS eucaryotes séquenceées restent limitées etdsmmt bien moins représentées dans les
banques de données, comparées aux sequences d¥IINprocaryotes. Mais ce probleme

s’atténue au fur et a mesure que les banques adedsse remplissent (Prosser, 2002).

White et al. (1990) ont défini les premiéres amorces de PCR pamnplification des genes

codant pour I'’ADNr 18S et ITS fongique. Bien ques @norces ont été dessinées alors que
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les informations de séquences étaient limitéess edht prouvées étre des instruments tres
puissants et sont toujours largement utilisées. &asrces ont été, quoi qu’il en soit,
dessinées pour amplifier le champ taxinomique Ues phrge possible, et ainsi, dans certains
cas 'ADN de plantes a pu étre amplifié lors d'@sdd’échantillons mixtes d’ADN de
champignons et eucaryotes. Les amorces ITS1 caupléeamorces ITS4 ont été
spécialement utilisées pour amplifier des champignde communautés mixtes d’ADN
(Anderson et Cairney, 2004).

Dans notre étude, nous avons choisi de travaitigpremier lieu sur la SSU, région la plus
couramment utilisée pour établir des arbres phylétigues et faire de lidentification de
souches. Deux couples d’amorces SR6/SR10R et SRR/SRt été choisis dans le cadre de
cette analyse taxinomique des espéces étudieean@mses ont été dessinées pour amplifier
les deux extrémités des régions spécifiques du dera petite sous unité ribosomique 18S
(SSU) chez les champignons.

2.5. Conclusion

Ces outils moléculaires vont permettre d’étudiedilgersité et la taxinomie des champignons
de 101 fructifications fongiques issus du site $tisx¥ de Paracou en Guyane, en particulier
les champignons qui dégradent le bois. Cette ébedse limitera pas qu’aux observations
morphologiques, histologiques et anatomiques degifications qui restent incontournables

mais fastidieuses. Ainsi, I'étude des régions gpgms du gene de la petite sous unité
ribosomique 18S (SSU) en utilisant les deux couplamorces SR6/SR10R et SR7/SR1R
devra conduire a l'identification et a la discrimiion de la plupart de ces espéces de

champignons a partir d'une culture pure mycélienne.
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.  MATERIEL ET METHODES

3.1. Echantillonnage
Le réseau des placettes permanentes en Guyane

Depuis 2001, ECOFOG en liaison avec I'Office Nasibdes Foréts (ONF) a entrepris de
structurer un réseau de dispositifs permettanudiét la dynamique forestiere et la diversité

associée.

Ce réseau a été constitué a partir de différesfsoditifs installés entre 1968 et 2006 dont les
protocoles expérimentaux ont été harmonisés anfesmations standardisées. Il comprend
23 placettes de 4 a 6 ha réparties sur 9 sitesuwjar@ et totalise 102 ha inventoriés et
référencés dans une base de données. Différerds tig peuplements (naturels, exploités,
éclaircis) et un large éventail de conditions emwirementales (pédologie, pluviométrie) sont
représentés (voir Fig. 4). Par ailleurs, plusiesites de collecte bénéficient de structures

d'accueil qui sont mises a la disposition des nogeees.

G Réseau des placettes permanentes
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Figure 6. Le réseau des placettes permanentesy@an&u

Dans le cadre de ce travail, le site de collecteleesite forestier de ParacoGe site de
Paracou (5°18’N, 52°53'W) est un terrain de 400@0de&fini en 1982, dans le cadre de
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l'opération "Recherches sylvicoles sur les peuphsnéorestiers naturels guyanais”, initiée
par ECOFOG.

Figure 7 : La lisiere du site forestier de Paracou

La Récolte des fructifications fongiques

Les champignons sont choisis frais et en bon étalesbois mort (environ 43), sur les arbres
sur pied (environ 15) et sur les feuilles des arlfeaviron 15).

lIs sont prélevés délicatement avec un couteawxréme base du stipe afin déviter de
détruire les éléments fragiles.

Chaque échantillon doit étre enveloppé dans du epapluminium avec ['étiquette
correspondante et cela avant de le mettre dansboite ou dans une caisse. Chaque

échantillon est ainsi classé par ordre numériquecgte (de PP-01 a PP-101).
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Il faut récolter au moins deux exemplaires de cbadguampignon, certains seront utilisés
pour décrire les caractéres macroscopiques etrdsapbur réaliser une sporée, d’autres pour

'examen microscopique ; on peut conserver un exangp au réfrigérateur pendant 1

semaine ou au congélateur a -80°C pour une dudéteirminée.

Parallelement, chaque fructification sera photolgiem (vue d’ensemble) sur place, en forét
ou apres récolte au laboratoire. Ces photos seiverdnstituer une fiche technique pour

chaque champignon.

Les fructifications seront conservées dans desesagtastiques scellés avec une fiche notée

avec le numéro d’ordre de la récolte, la dateiele ét I'essence si possible.
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Figure 8 : Le chemin forestier est inaccessiblause de la montée des eaux
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Figure 9 : Fructifications sur un angélique (Dyaoayguianensis)
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Figure 10 : Fructifications sur un arbre sur pied

Figure 11 : Fructifications sur une feuille
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3.2. Isolement et production de mycélium

Toutes les fructifications récoltées ont été netesy (& I'eau distillée + alcool dilué) et
stockées au congélateur.

Cent une (101) fructifications sont cultivées ddas boites de Pétri pendant une semaine.
Ces bhoites de Pétri contiennent environ 30 ml dhileu M.E.A (Malt Dextrose Agar)
préparé selon les concentrations suivantes : exteamalt en poudre (20g/l) ; agar (159/l) ;
glucose (20g/l) ; 1L d’eau distillée. Avant de caules boites de pétri, 1 ml (5:1@/1) de
streptomycine est ajouté au milieu de culture afidliminer d’éventuels contaminants
bactériens. Pour chaque échantillon, trois boitespétri sont utilisées pour avoir une
meilleure chance de réussite pour le repiquage.

A partir de cette culture en pleine croissancefaindes repiquages de cubes de 2-3 mm.
d’'aréte. On laisse les cultures incuber a I'obséwet a une température de 20°C, en ne les
amenant a la lumiére que pour les examiner. Ebgg examinées toutes les 2 semaines
pendant 6 semaines.

Une fois que la pureté de la culture est obsereélle-ci est repiquée sur 3 boites puis
définitivement entretenue en boite de Pétri pogolastitution de la mycothéque.

Figure 12 : Isolement en boite de Pétri, a patting fructification fongique

3.3. Etudes moléculaires
3.3.1. Extraction de 'ADN fongique
Les fructifications des champignons récoltés a ¢taraont broyés dans 'azote liquide avec

200 mg de matériel biologique frais
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Une pointe de spatule de PVPP (Polyvinyl-polypydiak ; C6HONO) insoluble est ajoutée
dans le mortier pour piéger les polyphénols préseans les cellules.

Le broyat est mis en présence de 1,4 ml de tamjgxtraction chaud dans le mortier.

Le tampon d’extraction (Tris 200mM pH 9; NaCl 1,4MDTA 20mM pH 8; CTAB 2% ;j-
mercaptoéthanol 0,2% ; gsp H20 15ml) provoqueulsture des membranes lipidiques
présentes dans les cellules et la libération dBNAprésent dans ces mémes cellules.

Les solutions sont mises dans des tubes eppsndmf et placés a incubation a 65°C
pendant 30 minutes.

L’ajout de 600ul de solution de dichlorométhan&i2CI2) : chloroforme (CHCI3) :alcool
isoamyl (C5H120) (24 ;24 ;1) élimine les protéirasles polysaccharides encore présents
dans les tubes. La phase aqueuse est alors réewg@es centrifugation (13500 tours/min, a
20°C, pendant 15minutes).

La précipitation de '’'ADN se fait par I'ajout de lmhisopropanol (C3H8Ogssocié a 0,1ml
d’acétate de sodium (CH3CO2N2M. Les tubes sont placés une heure a -20°C pailitér

la précipitation de ’ADN puis centrifugés a 100@drs/min a 4°C durant 10 minutes.

Le lavage de I'ADN des souches extraites s’effeawec 1 ml d’éthanol 70% pour éliminer
les traces d’isopropanol ,puis centrifugation aQBurs/min a 0°C durant 10 minutes.

Le culot est alors séché au speed vac puis susgamdul00 pl d’eau miliQ.

L’ADN des souches extraites est quantifié par spewottrie sur le spectrophotométre Nano
Drop ND-100. Il mesure la concentration et la péiee I'ADN extrait avec 2ul d’échantillon.
L’indice de pureté est calculé grace aux rappoets mesures de I'absorbance a 260 et 280
nm. Ce rapport 260/280 doit se rapprocher de 118 paalifier I'échantillon de pur. Des
valeurs plus petites indiqueraient la présence mliretés ou de protéines absorbant aux

environs des mémes longueurs d’ondes

3.3.2. Amplification PCR des régions SSU

Principe

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est niéaction enzymatique en chaine qui
permet 'amplification d’'une région spécifique dADN. Elle a été décrite initialement par
Mulis (1987). La PCR utilise deux oligonucléotidesgquences courtes d’ADN) qui servent
d’amorce a une enzyme la Tag DNA polymérase thesabtes Des dNTPs (ATP, TTP, CTP,
GTP) permettent I'élongation de la chaine nuclaqtid amplifiee. La PCR est un ensemble

de cycles thermique répétés n fois
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Choix des amorces dans le cadre de la réaction d€R

Deux couples d’amorces SR6/SR10R et SR7/SR1R entckbisis dans le cadre de la
reconstruction phylogénétique des especes étudiges.amorces ont été dessinées pour
amplifier des régions spécifiques du gene de laepsdus unité ribosomique 18S (SSU) chez
les champignons (Bruns, ét al1992). Les deux couples d’amorces présents ammplifes

deux extrémités du gene 18S afin d’avoir le maxinalimformation génétique pour ce gene.

SR6: ° TGTTACGACTTTTACTT? ; SR10R > TTTGACTCAACACGGG?
SR7: ° GTTCAACTACGAGCTTTTTAA®; SRI1R:°>TACCTGGTTGATQCTGCCAGT

Le coupleSR6/SR10R amplifie un fragment d’ADN de 579 pbé&iéun 3’ du gene de la petite
sous unité ribosomique. Le couple SR7/SR1R amplifieun fragment d’ADN de 637 pb
situé en 5’ de ce gene (cf. figure 5).

Primers for amplification of small-subunit (S 3U) rDNA,

55U RBHA

NS1 M52 ENEBR NS6
SRR SRYR SRER SRR F 10R ENE-CR
— — e A —
|
Y. SR3 SRT  SRd SRS SR2 ENEL: SRE
SRR EMEA g5z ENVEE NS7 . NS8

SR1 NS4

200 bp

Prirners mnost usefd For routine sequencing are shown in bol d

Figure 13 : Schéma du géne nucléaire ribosomiqug [®SU) et des amorces définies pour

les champignons

Les réactions de PCR se font dans des plaques dggeaque) 96 puits. Les plagues sont
préparées en ajoutant dans chaque puis : 1,4l dréiéQ ; 2ul de tampon 10X ; 0,4ul de
MgCI2 (50mM) ; 1ul de dNTP (2,5mM) ; 8ul de PVPudde (5%) ; 1ul pour chaque amorce
forward (SR6 ou SR7) (10uM)et 1ul pour chaque amoreverse (SR10R ou
SR1R) (10uM) ; 0,2 pl de Tag Polymérase (5U/ul)l;dBADN matrice dilué au 1/100em.

Le programme de PCR utilisé pour les échantillessitest le suivant:
- La dénaturation initiale : elle s'effectue par chauffage, au dessus dengdeature de
fusion (Tm) de I'ADN, a 94°Cpendant 5 min ce qui permet la rupture des liaisons

hydrogenes, qui maintiennent ’ADN double brin,ldiss entre les bases (3 liaisons entre
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G-C et 2 entre A-T). On obtient alors une molécdlADN simple brin préte pour
I’hybridation avec les amorces.
- cette dénaturation initiale estsuivie de 35 cycles composés de 3 étapes

- dénaturation a 92°C pendant 45 s

- hybridation : la température est abaissée progressivement uees
température dépendant des températures d’hybnidéfio) des deux amorces
utilisées qui doivent donc étre voisines. Cetteeshinférieure d’environ 5 a
10°C a la température de fusion. Cette dernierermt®ge la composition en
bases des amorces et est calculée grace a la éosmvhnte : Tm = 2x (A+T)
+ 4x (G+C).

On obtient donc TMYR6/SR10R = a 44°Cet Tm SR7/SR1R = 58 °C.
Cette hybridation se fagendant 1 min.

Dans ces conditions, les amorces vont alors se dixechaque brin, de part et
d’autre de la région a amplifier.

- élongation : la température est remontée pour atteindre lapéeature
optimale (72°C) de la Taq polymérase qui va algrdgrgtiser deux nouveaux
brins a partir des amorces en piochant les dNTRgpEmentaires du brin
matriciel dans le milieu. Cette élongation se fa@ndant 2 min

- La derniere phase consiste en étangation finalea 72°C pendant 5 min.

Les produits de I'amplification sont ensuite stackélt°C.

La présence de produits de PCR est révélée paatioigrdans un gel d’agarose 0,8% avec

bain de bromure d’éthydium. Le marqueur de tailikse est le 1Kb Plus DNA Ladder.

Figure 14 : Exemples de gels de PCR

Rapport de stage d'Olivier Descazeaux Master 8cés de la Vie et de la Santé 34/55



Les résidus de I'amplification par PCR (amorcedMNTP libres) peuvent nuire a la qualité du
séquencgage. lls sont éliminés et purifiés graceeaemzyme : 'lEXoSAP-IT® (Exonuclease I-
Shrimp Alakaline Phosphatase). L'EX0OSAP-IT® dégrddse amorces ou les séquences
nucléotidiques simples brins, la phosphatase aledlydrolyse les dNTPs en surplus dans les
réactions de PCR.

Pour chaque échantillon, 2 pul d’'ExoSAP-IT® sonusgs a 10 pl de produits de PCR.

Ces deux enzymes sont dans une premiére étapéexcthb min a 37°C pendant laquelle
'excés d’amorces et de dNTPs est supprimé. L'EXeSKR est inactivée suite a une

incubation a 80°C pendant 15 min.

3.3.3. Séquencage des produits de PCR

Principe

Le séquencage se fait par une méthode d’analysségeence de I'ADN basée sur une
détection de la fluorescence. La réaction de ségudite méthode de Sanger (Sangfeal,
1977) consiste en la synthese d’une molécule d’Aldhplémentaire d’'une matrice d’ADN
simple brin terminée par un nucléotide terminatpartant une fluorescence. Les brins
d’ADN sont séparés en fonction de leur taille dEnsapillaire par électrophorése sur un gel
de polyacrylamide haute définition. Les bandes sepérées lors de leur passage au niveau
du systeme de détection par un faisceau lasem ¢twde filtres est alors utilisé pour les

différencier d’apres leur spectre d’émission.

La réaction de séquence

Une fois purifiés, les produits de PCR sont ségégselon la méthode de Sanger (Saeger
al., 1977). Les réactions de séquences se font suwanélange suivant : 4 pl de produit de
PCR purifié ; 3 ul de MgGI(5mM) ; 1,5 ul de tampon ABI BigDye; 2 pl d’'amor(&5 uM)
sens ou anti sens ; 1 p2@ miliq ; 1 pl de BigDye v.3.1®

Le BigDye contient des ddNTP (didésoxynucléotid@himsphate) en une concentration
définie. Chaque ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTag®)ié a un fluorochrome différent
et posseédent pas de groupe hydroxyle libre en Bframement au dNTP (désoxynucléotide
triphosphate) empéchant la formation de liaisorssphodiesters entre les nucléotides. Leur
incorporation dans les séquences nucléotidiquesrarhpt donc I'élongation de la chaine de
nucléotides. Nous obtenons ainsi des fragments iffireshtes tailles. Le programme de

séquencage dans le termocycler se déroule selpalasétres suivants :
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Le programme s’effectue en deux phases. : La prenégt une dénaturation initiale a 96°C
pendant 1 min suivit de 25 cycles avec pour chayete : dénaturation a 96°C pendant 10

s ; hybridation a 50°C pendant 5 s ; élongatiof&6endant 2 min.

3.3.4. Purification des produits de séquencage
La purification des produits de séquencage sestaitcolonnes de résine Sephadex® G-50
préparées dans des plaques MultiScreen MILLIPORE® diéliminer des sels et autres

résidus du séquencage.

Une fois préparées, 6ul d’eau miliQ est ajoutélasimini colonnes puis 10ul de réaction de
séquence au milieu de chaque colonne de Sephadex.

Dans les puits des plaques 96 puits destinéescueséeur, I'ajout de 4ul de Hi-Formamide
évite I'évaporation des produits de séquencageplaque MultiScreen est alors centrifugée
5min a 910g.

Les séquences simples brins obtenues sont corrigéepartir de linterprétation des

électrophorégrammes avec le logiciel CHROMAS et BBDOT.

280 300 310
T 4 G A A C G C A c A i F G c G o c C T C i G G

| /\/\ l' ‘l‘ L‘

Figure 15 : Exemple d’une partie d’un électrophoségme obtenu
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3.3.5. Analyse des ségquences par comparaison awelhanques de données — BLAST
Principe

L’identité d’'une séquence fongique est obtenue sapree recherche d’homologie dans les
banques de données, comme « Genbank » au Centiend®lapour I'Information
Biotechnologique (NCBI, http://ncbi.nim.nih.gov/BISA/), soutenu par I'Institut Européen
de Bio-informatique (EMBL-Bank, http://www.ebi.akfembl/), le « Ribosomal Database
Project (http://rdp.cme.msu.edu/http://www.psb.udeirRNA/blastrrna.html), et le projet
AFTO(http://aftol.biology.duke.edu/pub/blastUploadfsonzales et Saitz-Jimenez, 2005;
Mitchell et Zuccaro, 2006). Les séquences inconramd alignées avec celles qui sont
connues et présentes dans les banques de doneéascherches effectuées par I'Outil Local
de Base de Recherche (ou BLAST pour Basic Locajnitient and Search Tool) au NCBI
fournit la liste des résultats probables correspaha la séquence inconnue, avec les valeurs
de similarités des séquences. BEAST est une méthode spécialement développée pour
confronter une séquence nucléique ou protéiguenme® a I'ensemble de celles que I'on
trouve dans les banques nucléig(retp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

Les programmes de comparaison de séquences ontbpbute repérer les endroits ou se
trouvent des régions identiques ou trés procheas eeux séquences et d'en déduire celles qui
sont significatives et qui correspondent a un $eologique de celles qui sont observées par
hasard. BLAST détecte de courts segments (onz&atiges identiques ou deux tripeptides

similaires) qui sont localement homologues a laisége inconnue (Altschet al,, 1997).

Les résultats des comparaisons de séquences gsenf@s sous forme du ratio d’homologie

entre les séquences obtenues et les séquencdéréace les plus proches.

3.3.6. Constitution d’un fichier de séquences de fiérence

Lors de la réalisation des BLAST, toutes les ségaemle référence proches de nos souches
seront extraites des banques de données NCBI. Edlestitueront ainsi une source de
séquences de référence, outil essentiel pour mode®taxonomiques et pour des prochaines

études phylogénétiques.
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IV- RESULTATS ET DISCUSSION

Afin de respecter la propriété intellectuelle dURBID et pour des raisons de réelle confidentialite,
des résultats ne sont pas présentés et interpdzgas ce rapport (séquences, photos, affiliations

phylogénétiques)..

4.1. Larécolte des fructifications fongiques

La récolte s’est effectuée sur le site forestiePdeacou pendant la saison des pluies (période
idéale pour la récolte des champignons) qui sactérise par de fréquentes et fortes averses
qui balayent la Guyane deux fois par an (novembr&vaier et avril a juillet) et qui
correspondent a 20 a 30 jours de pluie par molsurhidité moyenne de l'air était supérieure

a 90% et la température de I'air d’environ 35°C.

La variation fréquente du niveau des eaux desgsativieres rendait parfois difficile I'acces a
certains endroits du site (inondations des layeégétation plus dense, moustiques, serpents,

etc...) et la récolte souvent infructueuse.

Chaque récolte a duré environ 4 heures dans ceéetfopicale humide ou la faune et la flore
guyanaise sont particulierement riches et variéeshidées, poux d’agouti, mygale, tatou,
toucan, papillon « morpho », etc.).

Il a fallu environ deux mois pour récolter 101 fifications fongiques notées de PP-001 a

PP-101 issues de bois morts, d’essences forestitdesfeuilles d’arbres.

4.2. La culture des isolats.

La recherche d’'un milieu de culture favorable a@rl@issance du mycélium s’est avérée nécessaire
notamment pour la plupart des champignons de Guganmontraient des difficultés a croitre sur
sur le milieu M.A (Malt Agar), classiquement W@ au laboratoire. C’est le milieu M.E.A (Malt
Dextrose Agar) contenant I'antibiotique streptomgcqui a été retenu.

Cependant, de nombreuses contaminations dans Tess lie Pétri ont été rencontrées lors de
l'isolement. Elles sont causées principalement lpaprésence de bactéries, de moisissures,
d’insectes et d’acariens venant des fructificatiforggiques. Les contaminants se développent en

colonies humides et irradiantes. lls suivent I'édioin du mycélium et résistent bien aux
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antibiotiques. Les insectes et les acariens appodeuvent les moisissures et l'isolement est
difficile & obtenir dans ces cas la.

Dans ce contexte tropical un nombre important deacoinations a été observé lors des isolements
et des repiquages successifs de ces souches @fiteétéées avant I'obtention d’'une souche pure :
sur 101 fructifications repiquées 25 sont contaesné

Il est apparu que ces isolements doivent se faipgrativement dans les 24 heures qui suivent la
récolte sinon la fructification se décompose tiés. v

Il semble que ce mode d’isolement en conditiorgpitales (température et humidité de I'air du
laboratoire trés forte) ne soit pas adapté a cemplgnons. L'exploration d’autres techniques
d’isolement seront envisagées pour ce type d’isetdnfajouts d’antibiotiques, d’anti acariens
dans les milieux de culture, isolement a partifrdetifications séchées, culture de thalle mycélien

sur feuille de cellophane...).

La liste des isolats fongiques étudiés dans I'éfigleent en Annexe 1. Cette liste présente la
référence des isolats, l'origine du substrat, liee die prélevement et le nombre de repiquage

gu’il a fallu pour I'obtention de la souche pure.
Discussion

A Tlorigine de nombreuses études, l'exploration ¢tk diversité des communautés
microbiennes présentes dans un environnement delopg mis en ceuvre des méthodes
indirectes comprenant une étape de mise en culagdactéries en laboratoire. Ces méthodes
reposent sur la notion de culture pure, selon légume population clonale dérive de la
division cellulaire d’'une cellule unique. Or cesthuElologies, pourtant a la base méme de la
microbiologie, présentent de nombreuses limitesesll en effet reconnu depuis plusieurs
annees que la « cultivabilité », ou encore la capatune cellule a former des colonies sur
un milieu de culture, est extrémement variablersé&#s micro-organismes. Il s’avere difficile
de faire développer les microorganismes en comditite laboratoire. Les raisons de cette «
non cultivabilité» restent parfois obscures, maig’ést pas difficile de concevoir que les
conditions artificielles de culture en laboratos@t probablement trop restrictives selon les
microorganismes. Et malgré le souci de reproduire mieux les conditions
environnementales, de nombreux facteurs potentielte essentiels pour la croissance de
certains microorganismes restent non maitrisésabaratoire, comme le rble des phages
lysogéniques, I'influence du « quorum-sensing »encore bien d’autres effets imprévisibles

de la micro-niche. Les interactions entre microoig@es, existant dans I'environnement
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naturel, peuvent également s’avérer tres influesteda croissance des micro-organismes en
laboratoire, et certaines nécessiteront la présdiazgres types de microorganismes pour se
développer de maniere optimale (Herrera, 2006).rhéthodes sélectives de mise en culture
n‘'ont donc permis de prendre en compte qu'une daiphrtie de la diversité des
microorganismes existant réellement. Dans le casofjue nombre de bactéries donnant des
colonies sur milieux de culture est par exemplargsentre seulement 0,1 et 10%.

Depuis les travaux pionniers de Torseikal (1990) mettant en évidence des bactéries non
cultivéees en étudiant directement 'ARN extrait m’wechantillon environnemental, de
nouvelles méthodes moléculaires, qualifiées de ménee environnementale, ont été mises
au point pour déterminer plus exactement la dit&rdes communautés bactériennes en
s’affranchissant du biais de la culture (Herre(&).

Le bénéfice le plus important des techniques mdédes est donc la possibilité de
caractériser la diversité sans requérir aux méthatie cultures en laboratoire. De plus,
I'identification moléculaire est plus rapide ques lenéthodes basées sur la culture des
microorganismes et devient la méthode la plus éh@sur les identifications de nombreux

groupes environnementaux (Prosser, 2002).

4.3. Extraction de 'ADN

L’adaptation du protocole mis en place au laborataipermis une extraction optimale. Ainsi
I'ADN des 101 champignons étudiés a pu étre exdtamplifié.

La concentration et la pureté des ADN totaux etgrant été évaluées comme décrit dans la
partie précédentecf; partie 3.3.1. de la partie matériels et méthodes3. quantités d’ADN
obtenues varient en fonction des échantillons :9da 118 ng/ml. Ces résultats peuvent
s’expliquer par I'obtention de culots colorés dushablement a la présence de pigments, de
tanins, d'impuretés qui « fausseraient » les maseffectuées au Nano Drop. Dans ce dernier
cas, une étape supplémentaire concernant le laagellot, lors de I'extraction de I’ADN,
peut étre envisageable.

Les concentrations des ADN extraits sont préser@esnexe 2.

4.4.  Amplification du géne de la petite sousité ribosomique 18 S (SSU)

Apres plusieurs conditions expérimentales testi@eprotocole d’amplification est tres bien
adapté a la région spécifique du gene de la pstits unité ribosomique 18 S (SSU) pour
83% des champignons pour laquelle nous avons ohteaubande d’'un poids moléculaire
compris entre 540 et 660 pb. Les tailles des amtdifobtenus ont été estimées a l'aide du
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marqueur 1KbPlus DNA Ladder. Globalement la tailids SSU des souches étudiées est trés

variable.

4.5. Analyse des séquences par comparaismec les banques de données — BLAST

Sur le gel d’électrophorese, on visualise toujauns seule bande. Ceci confirme la spécificité
des amorces SR6/SR10R et SR7/SR1R. Cependantumséqiliencage, certaines séquences
amplifiées avec les couples d’amorces SR6/SR10BR&SR1R n'ont pas pu étre lues. |l
semblerait que le couple d’'amorce SR6/SR10R (73westes lues) soit plus spécifique que
SR7/SR1R (27% séquences lues).

- Ces 84 seéguences ont été corrigées a partir I'ideerprétation des
électrophorégrammes avec le logiciel CHROMAS et BDOT : 72 ont pu étre corrigées et
les 12 autres ont révélées des contaminationsi€pligscourbes).

- La recherche de similarité a donc été réalisée78uséquences (86% des séquences)
en utilisant le BLASTn sur interngittp://www.ncbi.nim.nih.goBLASI) pour comparer nos

séquences avec celles présentes en banques.

Le tableau |1 présente les recherches de simildgitdos séquences avec les séquences des

banques de données. Dans ce tableau figurent I&érmunde la souche étudiée, le nom du
champignon identifié par BLASTn, son numéro deng¥iée ou d’accession pour les couples

d’amorcegSR6/SR10R) et (SR7/SR1R).

Tableau 1 : Résultats de I'identification par BLAST

N°de la souche Identification N°_accession ldentification BLAST n N_accession
BLASTN (SR6/SR10R) (SR7/SR1R) (SR7/SR1R)
(SR6/SR10R)
PP_001 Nolanea sericea DQ367421
PP_002_DO03 Antrodiella americana AY336781
PP_002 H12 Steccherinum AF518590
fimbriatum
PP_006 Resinicium DQ834916
saccharicola
PP_007_FO03 Xylaria sp. EU593767
PP_007 Muscodor albus AF324337
PP_008 Hygrocybe coccinea DQ444858
PP_009 Omphalotus olivascens DQ851577
PP_010 Dentipellis separans AF334911
PP_010_A04 Hygrocybe coccinea DQ444858
PP 011 Athelia bombacina M55638
PP_011 BO4 Chaetocalathus cf. AY916685
PP_012 Marchandiomyces sp. AY662664
PP_013 Burgoa angulosa AF289662
PP_018 Rhodocollybia AY752966
maculata
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Suite tableau 1

N°de la souche

PP_019
PP_019_F04
PP_021
PP_025
PP_026
PP_026_A05
PP_028

PP_032
PP_033

PP_036
PP_036_EO5
PP_041
PP_044
PP_045
PP_045_A06
PP_047
PP_047_B06

PP_048
PP_051
PP_052
PP_052_E06
PP_054

PP_055_G06

PP_055
PP_056
PP_056_H06
PP_059_B07
PP_059
PP_061
PP_062
PP_064
PP_066
PP_067
PP_068
PP_069_HO07
PP_069
PP_073
PP_073_A08
PP_075
PP_076
PP_079

Identification
BLASTn
(SR6/SR10R)

Earliella scabrosa
Paxillus filamentosus

Pycnoporus sp.
Campanella
subdendrophora
Entoloma sinuatum
Astrodiella andinium

Earliella scabrosa
Paxillus filamentosus
Miladina lecithina
Antrodiella americana

Hohenbuehelia tristis

Xylariaceae sp.
Fomitopsis rosea

Omphalotus olivascens

Pleuroflammula
flammea
Rhodocollybia
maculata

Marasmius sp.
Crinipellis zonata

Cryptococcus peneaus

Coriolopsis byrsina
Lentinus tigrinus

Hygrocybe miniata
Marasmius alliaceus

Melanoleuca verrucipes

Lyophyllum boudieri

Hohenbuehelia tremula

Pycnoporus sp.

N°_accession
(SR6/SR10R)

AY336766
DQ534686

EU888830
AY445118
AY657007
AY293158

AY336766
DQ534686
DQ646538
AY336780

DQ851573

EU593767
AY336764

DQ851577
DQ08021

AY 752966

AY916732
AY916691

AB085799
AY336773
AY946269

DQ444859

AY787214
DQ457645

DQ825433
DQ440645

EU888830

Identification BLAST n
(SR7/SR1R)

Coriolopsis gallica

Coriolopsis gallica
Trametes versicolor

Scytinostroma
eurasiaticogalactinum
Coriolopsis gallica

Steccherinum fimbriatum

Chrysompholiana grassulata

Marasmius oreades

uncultured Agaricomycotina

Athelia bombacina

Moniliophthora roreri
Pycnoporus sp.

Muscodor albus

Arthromyces matolae
Lepiota procera

N_ascession
(SR7/SR1R)

AY336772
AY336772

AY309016

AY293159

AY336772

AF518590

AY752969

DQ457644

EU647038
M55638

AY916745
EU888830

AF324337

EU708331
L36659

uncultured Agaricomycotina EU647049
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Les résultats des comparaisons de séquences gsenps sous forme du ratio d’homologie
entre les séquences obtenues et les séquencdéreacé les plus proches.

Le tableau 2 présente les recherches de simildeitdos séquences avec les séquences des
banques de données. Dans ce tableau figurent I&rmunde la souche étudiée, le nom du
champignon identifié par BLASTn, son numéro deng¥iée ou d’accession pour les couples
d’amorces (SR6/SR10R) et (SR7/SR1RJe nombre de paires de bases de chacune de ces
séquences (npb) et la longueur de la séquence té @omparée par BLAST avec son
pourcentage d’identité noté entre parentheses.

Tableau 2 : Recherches de similarité de nos séqaeavec les séquences des banques de

données

Numéro de la souche

Identification BLAST

Nombre deaire

Identité BLAST

de base longueur de séquence et
%
PP_001 Nolanea sericea 660 483/490 (98%)
PP_002_DO03 Antrodiella americana 540 487/494 (98%)
PP_002_H12 Steccherinum fimbriatum 615 571/576 (99%)
PP_006 Resinicium saccharicola 638 476/494 (96%)
PP_007_FO03 Xylaria sp. 546 479/489 (97%)
PP_007 Muscodor albus 610 573/581 (98%)
PP_008 Hygrocybe conica 553 490/495 (98%)
PP_009 Omphalotus olivascens 553 485/494 (98%)
PP_010 Dentipellis separans 610 568/579 (98%)
PP 011 Athelia bombacina 611 586/597 (98%)
PP _011 BO4 Chaetocalathus cf. 657 489/491 (99%)
PP _012 Fomitiporia mediterranea 547 487/493 (98%)
PP _013 Marchandiomyces sp. 552 475/492 (96%)
PP _018 Omphalotus olivascens 552 489/491 (99%)
PP_019 Coriolopsis gallica 610 580/583 (99%)
PP_019 F04 Earliella scabrosa 555 491/492 (99%)
PP_021 Paxillus filamentosus 555 492/495 (99%)
PP_025 Coriolopsis gallica 605 573/577 (99%)
PP_026 Trametes versicolor 604 565/575 (98%)
PP_026_A05 Pycnoporus sp. 554 492/492 (100%)
PP_028 Campanella subdendrophora. 552 491/492 (99%)
PP _032 Entoloma sinuatum 556 492/495 (98%)
PP_033 Asterostroma andinium 611 4871498 (97%)
PP_036 Coriolopsis gallica 608 576/579 (99%)
PP_036_EO05 Earliella scabrosa 552 491/492 (99%)
PP _041 Paxillus filamentosus 562 540/547 (98%)
PP_044 Miladina lecithina 555 491/492 (99%)
PP_045 Steccherinum fimbriatum 612 571/579 (98%)
PP_045_A06 Antrodiella americana 548 487/494 (98%)
PP_047 Chrysompholiana grossulata 612 491/495 (99%)
PP_047_B06 Hohenbuehelia tristis 555 541/552 (98%)
PP_048 Xylariaceae sp. 551 489/489 (100%)
PP _051 Fomitopsis rosea 552 486/492 (98%)
PP 052 Marasmius oreades 612 579/582 (99%)
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Suite tableau 2

Numéro de la souche

Identification BLAST

Nombre deaire

Identité BLAST

de base longueur de séquence et
%
PP_052 EO06 Omphalotus olivascens 552 535/550 (97%)
PP_054 Pleuroflammula flammea 551 489/492 (99%)
PP_055_GO06 Rhodocollybia maculata 556 492/493 (90%)
PP_055 uncultured Agaricomycotina 612 578/583 (99%)
PP_056 Athelia bombacina 610 578/583 (99%)
PP_056_H06 Marasmius sp. 564 470/499 (94%)
PP_059_BO07 Crinipellis zonata 553 490/491 (99%)
PP_059 Moniliophthora roreri 608 577/578 (99%)
PP_061 Cryptococcus peneaus 662 452/549 (82%)
PP_062 Coriolopsis byrsina 613 492/492 (100%)
PP_064 Lentinus tigrinus 553 528/540 (97%)
PP_066 Muscodor albus 605 570/589 (96%)
PP_067 Hygrocybe miniata 555 488/494 (98%)
PP_068 Marasmius alliaceus 551 488/491 (99%)
PP_069 HO7 Melanoleuca verrucipes 554 543/549 (98%)
PP_069 Arthromyces matolae 612 580/582 (99%)
PP _073 Lepiota procera 602 583/591 (98%)
PP_073_A08 Lyophyllum boudieri 554 489/492 (98%)
PP_075 Hohenbuehelia tremula 592 489/492 (98%)
PP_076 uncultured Agaricomycotina 609 569/569 (100%)
PP_078 Trechispora sp. 553 492/492 (100%)
PP_079 Pycnoporus sp. 551 492/492 (100%)
PP_082 Hygrocybe conica 613 489/493 (99%)
PP_083 Fomitopsis pinicola 552 491/493 (99%)
PP_085 Marasmius sp. 612 491/491 (99%)
PP_086 Lepolichen coccophorus 554 473/490 (96%)
PP_088 Pycnoporus sp. 552 492/492 (100%)
PP_090 B09 Pycnoporus sp. 549 481/551 (87%)
PP_090 Cymatoderma caperatum 615 482/496 (97%)
PP_091 Agaricus bisporus 609 490/491 (99%)
PP_092 Psilocybe stunzii 553 492/492 (100%)
PP_093 uncultured Boletaceae 611 578/584 (98%)
PP_093_E09 Pleurotus salmoneostramineus 553 493/493 (100%)
PP_094 Steccherinum fimbriatum 611 570/575 (99%)
PP_094_F09 Antrodiella americana 551 487/494 (98%)
PP_098 Marasmius rotula 611 568/575 (98%)
PP_098_G09 Nolanea sericea 617 483/490 (98%)
PP_099 Omphalotus olearius 608 491/491 (100%)
PP 101 Ramaria rubella 551 480/492 (97%)

Apres BIAST nous observons les résultats suiva@i®s de ces séquences possedent plus de

90% de similarité sur plus de 80% de leur longueur.

Sur 101 champignons, 72 ont pu étre identifiees BlaASTn. Quatre especes sont des
ascomycetes du genMuscodoret Xylaria. Les 68 autres especes, toutes de la classe des

basidiomycetes, se répartissent dans les ordresrdgsi: 31 agaricales, 1 athéliale, 2
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bolétales, 1 gomphale, 12 polyporales, 1 trechim@e et 1 tremellale. On y trouve
également un taxon indéterminé tres proche deeris

Dans l'ordre des polyporales, on y rencontre laacgaux genres tels quantrodiella,
Coriolopsis, Fomitopsis, Ganoderma, Lentinus, Pyaomas, Steccherinum, Trametes,
Fomitoporia.Ces champignons ont tous la particularité a dégiladaois.

Dans nos résultats, le taxon indéterminé treshgrales lichens pose probleme. En effet, les
banques de données génétiques sont sous-représquiée beaucoup de groupes de
champignons. Le « Genbank » du NCBI est la basdoimées la plus large et il abrite
environ 16400 séquences représentant des espécgguies. Ce sont des séquences d’ARNr
principalement d’ascomycetes, représentant appmikiement 63% de toutes les séquences
déposées, 34% pour les Basidiomycétes et 1% denByaries. Cette déficience de dépbts
peut rendre l'identification de séquences fongiqie®aracou difficile sans I'accés a d’autres
sources d’informations, comme celles dérivées demikection de cultures locales (Mitchell
et Zuccaro, 2006). En conséquence, la précisiamtaxique de beaucoup de séquences dans
les bases de données peut étre remise en quddtierétude de trois groupes taxonomiques
majeurs, rapporte un taux d’erreur d’identificata®20% (Mitchell et Zuccaro, 2006).

Toutes ces especes identifiées par BLASTn avel@lie et leur classe figurent dans

I’Annexe 3.
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Afin de caractériser les 101 champignons du sitesteer de Paracou en Guyane se
développant dans un écosystéme particulier (terypérade I'air 35°C et humidité de 90%),
nous avons développé une méthode rapide et disentd basée sur I'analyse de la diversité
de séquences de la petite sous-unité (SSU) de I'Ad$omal (r) utilisant les deux couples
d’amorces SR6/SR10R et SR7/SR1R. Cette caractérisgiest réalisée indépendamment du
recours aux caractéres morphologiques macro et ostgpiques des fructifications

nécessaires a l'identification des genres et espece

Notre protocole permet d’extraire avec une bonrgetabilité 'ADN des champignons a
partir de quelques mg de mycélium pur ; extraisON qui nous ont permis d’obtenir, avec

la plupart des souches étudiées, un amplifiat dtaitle variant de 540 a 660 paires de bases.

L’analyse par BLASTn des séquences obtenues aveouthes des champignons de Guyane
nous a permis également de placer les limites uttges des fragments étudiés pour la
caractérisation de ces souches. Les résultats #Bh menés avec nos séquences dans la
banque de données de NCBI nous permettent d'emvidagilisation de cet outil pour
I'identification & minima du genre d'une souche rptaquelle nous ne disposons pas
d'information quant aux caractéristiques morpha@naues des fructifications, mais pour
laquelle nous savons que de nombreuses séquencgende sont disponibles. Afin de
préciser cette caractérisation taxinomique molé@yld parait souhaitable de compléter ces
données de seéquences, par exemple dautres seégueimesomales nucléaires ou
mitochondriales ou en s’appuyant sur d’autres gecmsme celui codant pour la Rtubuline.
L’utilisation combinée d’autres génes structuraaMgmenterait la précision taxinomique de

ces méthodes.

Enfin, cette étude taxinomique des champignonstduaestier de Paracou en Guyane nous
a permis de caractériser également la diversitéclampignons dégradant le bois qui se
situent tous dans l'ordre des polyporales et déniles recherches sur les affiliations

phylogénétiques.
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Annexe 1: Liste présentant la référence des isolats, la dat@rélevement, le nombre

repiquage qu’il a fallu pour I'obtention de la shequre et I'origine du substrat

Réf. Date de I'ensemencement Nbre de repiquage Obtemtion de la Souche pure |Origine (Bois mort, Arbre sur pied, Feuille)
PP-001 12/03/2008 3 non bois mort
PP-002 12/03/2008 2 non bois mort
PP-003 12/03/2008 1 oui bois mort
PP-004 12/03/2008

PP-005 12/03/2008 2 oui feuille
PP-006 12/03/2008 2 non bois mort
PP-007 12/03/2008 bois mort
PP-008 12/03/2008 2 non arbre sur pied
PP-009 12/03/2008 2 oui feuille
PP-010 12/03/2008 2 oui bois mort
PP-011 12/03/2008 1 oui bois mort
PP-012 12/03/2008 4 oui bois mort
PP-013 12/03/2008 2 oui bois mort
PP-014 18/03/2008 3 oui feuille
PP-015 18/03/2008 2 oui

PP-016 18/03/2008 5 oui

PP-017 18/03/2008 2 non

PP-018 18/03/2008 bois mort
PP-019 18/03/2008 4 oui bois mort
PP-020 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-021 18/03/2008 3 non bois mort
PP-022 18/03/2008

PP-023 18/03/2008 2 oui

PP-024 18/03/2008 3 oui

PP-025 18/03/2008 3 oui bois mort
PP-026 18/03/2008 3 oui bois mort
PP-027 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-028 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-029 18/03/2008 3 non

PP-030 18/03/2008 5 non

PP-031 18/03/2008 3 oui

PP-032 18/03/2008 3 oui arbre sur pied
PP-033 18/03/2008 4 oui bois mort
PP-034 18/03/2008 2 oui

PP-035 18/03/2008 2 oui

PP-036 18/03/2008 bois mort
PP-037 18/03/2008 2 non

PP-038 18/03/2008

PP-039 18/03/2008 3 oui

PP-040 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-041 18/03/2008 1 oui arbre sur pied
PP-042 18/03/2008 3 oui

PP-043 18/03/2008 2 oui

PP-044 18/03/2008 4 oui bois mort
PP-045 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-046 18/03/2008 3 oui bois mort
PP-047 18/03/2008 2 non arbre sur pied
PP-048 18/03/2008 1 oui arbre sur pied
PP-049 18/03/2008 2 oui bois mort
PP-050 18/03/2008 2 non

PP-051 03/04/2008 2 non bois mort
PP-052 03/04/2008 2 non fedille
PP-053 03/04/2008 1 non fedille
PP-054 03/04/2008 2 non fedille
PP-055 03/04/2008 2 oui fedille
PP-056 03/04/2008 bois mort
PP-057 03/04/2008 2 non fedille
PP-058 03/04/2008 fedille
PP-059 03/04/2008 2 oui bois mort
PP-060 03/04/2008 2 non fedille
PP-061 03/04/2008 1 oui bois mort
PP-062 03/04/2008 2 oui fedille
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SUILE ANNEXE L. e e,

PP-063 03/04/2008 3 oui

PP-064 03/04/2008 1 non bois mort
PP-065 03/04/2008 2 oui

PP-066 03/04/2008 2 oui arbre sur pied
PP-067 03/04/2008 2 oui arbre sur pied
PP-068 03/04/2008 2 non fedille
PP-069 03/04/2008 2 non arbre sur pied
PP-070 03/04/2008 bois mort
PP-071 03/04/2008 3 oui

PP-072 03/04/2008 3 oui

PP-073 03/04/2008 5 oui arbre sur pied
PP-074 03/04/2008 4 oui bois mort
PP-075 03/04/2008 1 oui arbre sur pied
PP-076 03/04/2008 arbre sur pied
PP-077 03/04/2008

PP-078 03/04/2008 2 non bois mort
PP-079 03/04/2008 bois mort
PP-080 09/06/2008

PP-081 09/06/2008

PP-082 09/06/2008 arbre sur pied
PP-083 09/06/2008 bois mort
PP-084 09/06/2008

PP-085 09/06/2008 feuille
PP-086 09/06/2008 bois mort
PP-087 09/06/2008

PP-088 09/06/2008 bois mort
PP-089 09/06/2008 2 oui bois mort
PP-090 30/04/2008 2 oui bois mort
PP-091 30/04/2008 arbre sur pied
PP-092 30/04/2008 2 oui bois mort
PP-093 30/04/2008 2 non arbre sur pied
PP-094 30/04/2008 2 non arbre sur pied
PP-095 30/04/2008 2 oui bois mort
PP-096 30/04/2008 2 oui bois mort
PP-097 30/04/2008 2 non feuille
PP-098 30/04/2008 2 non bois mort
PP-099 30/04/2008 feuille
PP-100 30/04/2008 2 oui

PP-101 30/04/2008 bois mort
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Annexe 2 :Quantification de 'ADN extrait en ng/ml

N°souche quantité ADN extrait ng/ml
PP-01 30,83
PP-02 83,4
PP-03 53,47
PP-04 113,68
PP-05 103,12
PP-06 22,22
PP-07 10,34
PP-08 82,56
PP-09 90,57
PP-10 17,12
PP-11 27,52
PP-12 32,52
PP-13 62,35
PP-14 70,23
PP-15 56,32
PP-16 45,12
PP-17 47,25
PP-18 65,28
PP-19 102,23
PP-20 110,15
PP-21 45,89
PP-22 46,52
PP-23 42,23
PP-24 65,25
PP-25 25,89
PP-26 14,52
PP-27 17,89
PP-28 15,64
PP-29 13,25
PP-30 12,25
PP-31 78,95
PP-32 102,32
PP-33 18,95
PP-34 118,23
PP-35 23,26
PP-36 25,63
PP-37 25,98
PP-38 35,89
PP-39 58,96
PP-40 78,95
PP-41 59,65
PP-42 74,52
PP-43 15,26
PP-44 25,26
PP-45 32,56
PP-46 15,78
PP-47 15,48
PP-48 9,56
PP-49 110,89
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Suite Annexe 2

PP-50 101,25
PP-51 98,58
PP-52 95,62
PP-53 48,52
PP-54 45,23
PP-55 62,57
PP-56 65,25
PP-57 68,96
PP-58 72,25
PP-59 104,25
PP-60 25,6

PP-61 12,35
PP-62 123,5
PP-63 78,95
PP-64 45,89
PP-65 42,28
PP-66 25,96
PP-67 15,26
PP-68 78,95
PP-69 58,26
PP-70 48,95
PP-71 25,64
PP-72 14,87
PP-73 102,36
PP-74 14,52
PP-75 45,62
PP-76 26,35
PP-77 48,95
PP-78 41,26
PP-79 47,89
PP-80 12,36
PP-81 45,26
PP-82 26,35
PP-83 18,9

PP-84 14,56
PP-85 15,64
PP-86 14,89
PP-87 25,36
PP-88 12,32
PP-89 21,54
PP-90 12,36
PP-91 58,92
PP-92 65,26
PP-93 24,56
PP-94 56,23
PP-95 102,32
PP-96 112,32
PP-97 98,23
PP-98 87,95
PP-99 12,89
PP-100 23,64
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Annexe 3 :Liste des especes identifiées par BLASTn avecdedre et leur classe

N%ouche Identification BLASTn Classification (NCBI) |SR6 [SR7 |groupe phylogénétiqgue fgmille
PP-91 Agaricus bisporus AY787216 positif [positif |agaricale basidiomycete
PP-70 Arthromyces matolae EU708331 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-28 Campanella subdendrophora |AY445118 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-12 Chaetocalathus cf. AY916685 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-47 Chrysomphalina grassulata AY75269 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-59 Crinipellis zonata AY916691 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-10 Dentipellis separans AF334911 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-32 Entoloma sinuatum AY657007 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-75 Hohenbuhelia tremula DQ440645 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-48 Hohenbuhelia tritis DQ851573 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-08 Hygrocybe coccinea DQ444858 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-82 Hygrocybe conica DQ851574 positif [positif |agaricale basidiomycete
PP-67 Hygrocybe miniata DQ444860 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-73 Lepiota procera L36659 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-74 Lyophyllum boudieri DQ825433 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-68 Marasmius alliaceus AY787214 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-52 Marasmius oreades DQ457644 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-97 Marasmius rotula DQ11391 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-58; PP85 Marasmius sp. AY916732 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-69 Melanoleuca verrucipes DQ457645 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-60 Monoliophthora roreri AY916745 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-01; PP-98 Nolanea sericea DQ367421 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-99 Omphalotus olearius DQ459374 positif [positif |agaricale basidiomycete
PP-09; PP-53 Omphalotus olivascens DQ851578 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-54 Pleuroflammula flammea DQ08021 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-94 Pleurotus salmonestrius FJ39285 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-92 Psilocybe stunzii DQ851584 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-07 Resinicium saccharicola DQ834916 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-18; PP-55 Rhodocollybia maculata AY752966 positif [negatif |agaricale basidiomycete
PP-56 Uncultured agaricomycotina  [EU647038 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-76 Uncultured agaricomycotina  [EU647049 negatiff positif |agaricale basidiomycete
PP-11; PP-57 Athelia bombacina M55638 negatiff positif |atheliale basidiomycete
PP-21; PP-41 Paxillus filamentosus DQ534686 positif [negatif |boletale basidiomycete
PP-93 uncultured boletaceae EF024683 negatif|postif |boletale basidiomycete
PP-101 Ramaria rubella AY707095 positif [negatif ]gomphale basidiomycete
PP-44 Miladina lecithina DQ646538 positif [negatif [pezizale ascomycete
PP-02, PP-46;PP-96 [Antrodiella americana AY336781 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-33 Asterostroma andinium AF518571 positif [positif |polyporale basidiomycete
PP-62; PP-88 Coriolopsis byrsina AY336773 positif [positif |polyporale basidiomycete
PP-19; PP-25; PP-36|Coriolopsis gallica AY33677 negatiff positif |polyporale basidiomycete
PP-20 Earliella scabrosa AY336766 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-83 Fomitopsis pinicola AY336765 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-51 Fomitopsis rosea AY336764 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-40 Ganoderma lucidium positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-64 Lentinus tigrinus AY946269 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-27, PP-89;PP-79 [Pycnoporus sp. EU888830 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-03, PP-45;PP-95 [Steccherinum fimbriatum AF518590 positif [negatif |polyporale basidiomycete
PP-26 Trametes versicolor AY309016 negatiff positif |polyporale basidiomycete
PP-13 Fomitoporia mediterranea AY662664 positif [negatif |taxon incertain basidiomycete
PP-86 Lepolichen coccophorus AF274110 positif [negatif |taxon incertain ascomycete
PP-14 Marchandiomyces sp. AF289662 positif [negatif |taxon incertain basidiomycete
PP-78 Trechispora sp. AYB03753 positif [negatif Jtrechisporale basidiomycete
PP-61 Cryptococcus peneaus AB085799 positif [negatif |tremellales basidiomycete
PP-05; PP-66 Muscodor albus AF324337 negatiff positif |xylariale ascomycete
PP-06 Xylaria sp. EU593767 positif [negatif |xylariale ascomycete
PP-49 Xylariaceae sp. EU593767 positif [negatif |xylariale ascomycete
PP-04 negatiff negatif
PP-100 positif [negatif
PP-15 positif [negatif
PP-16 negatiff negatif
PP-17 positif [negatif
PP-22 positif [negatif
PP-23 negatiff negatif
PP-24 positif [negatif
PP-29 positif [negatif
PP-30 negatiff negatif
PP-31 negatiff negatif
PP-34 positif [negatif

Rapport de stage d’'Olivier Descazeaux ﬁ ster Sces de la Yle etde la

gfdfme Ticom ¢

)<

55/55



