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RESUME 

Durant 3 années de prospection, vingt et huit espèces fongiques ont été recensées sous 6 plantes 

hôtes (Afzelia africana,lsoberlinia doka,l. dalziellii, Uapaca guineensis, U. somon et Monotes 

kersûngii) appartenant à 3 familles (Leguminosae, sous-famille Caesalpinioideae, Euphorbiaceae et 

Dipterocarpaceae) dans les forêts du Sud-Ouest du Burkina Faso. Ces champignons se repartissent en 8 

ordres et 13 genres. Parmi les espèces identifiées, les Sclérodermes sont particulièrement abondants, 5 

espèces dont 4 (Scleroderma dictyosporum (8 isolats), S. verrucosum (4 isolats), Scleroderma spI (3 

isolats), et Scleroderma sp5 (1 isolat) ont été isolées et maintenues en culture pure. L'étude du statut 

... 	 ectomycorhizogène de ces espèces de Sclérodermes vis-à-vis de différentes plantes hôtes montre qu'elles 

possèdent un large spectre d'hôte. 

L'étude de la diversité génétique des différents isolats et des carpophores de Sclérodermes par 

PCRlRFLP des régions ITS et IGS 1 de l'ADN ribosomique révèle la présence de quatre ribotypes (A, B, 

C et D) au sein des espèces de S. dictyosporum et trois (A, B et C) au sein des S. verrucosum. Le 

séquençage de l'ITS ribosomique a révélé la proximité génétique de Scleroderma spI et S. verrucosum et 

permis d'identifier l'isolat indéterminé ORSXMOO2 isolé au Sénégal à un Telephoraceae. L'analyse du 

polymorphisme de l'ADN total par RAPD permet de confirmer la diversité intraspécifique des isolats 

révélée par PCRlRFLP et aussi de différencier les isolats génétiquement très proches à l'aide de marqueurs 

spécifiques des amorces utilisées (IS2C et 174). Ainsi les ribotypes B de S. dictyosporum et S. 

verrucosum se composent de deux génotypes différents. 

Des champignons précoces d'A. africana ont été piégés en pépinière pendant 4 mois sur le sol de 8 

sites expérimentaux. L'étude anatomo-morphologique des mycorhizes obtenues a permis d'identifier 3 
• 

morphotypes suivant la couleur du manteau (blanc, brun et beige) repartis en 2 groupes en fonction de la 

structure du manteau (prosenchymateux uniforme et pseudoparenchymateux uniforme). L'ultrastructure de 

ces morphotypes mycorhiziens indique que les champignons impliqués sont des basidiomycètes. A l'aide 

de la PCRlRFLP, les morphotypes blancs et le morphoLype beige ont été identifiés aux ribotypes B et, A 

et B respectivement de S. dicryosporum et S. verrucosum. Les morphotypes bruns seraient dus à une 

même espèce fongique non identifiée aux Sclérodermes maintenus en culture. 

La mycorhization contrôlée en pépinière de deux provenances d'A. africana (Sénégal et Burkina 

Faso) inoculées avec trois Sclérodermes et le Telephoraceae ORSXMOO2 a montré le rôle bénéfique de 

l'inoculation ectomycorbizienne sur la croissance et la nutrition minérale de ces deux plantes-hôtes. 

Mots clés: Ectomycorbizes tropicales. Burkina Faso. Afzelia africana, Cytologie, Sclérodermes, 

PCRlRFLP, RAPD, Séquençage, MycorhizaLion contrôlée. 
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INERA : Institut de l'Environnement et de Recherche Agricole 
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RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism 
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Pour les figures: 

b : bactéries 


Cc : cellules corticales 


Ci : ciment interhyphal 


d : dolipore 


he : hyphes extramatriciels 


M: manteau 

.. mt : mitochondries 


RH : réseau de Hartig 


T: tanins 

V: vacuoles 
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Introduction Générale 

• 


• 

,. 

,. 

Les écosystèmes forestiers couvrent 3450 millions d'hectares dans le monde soit 26% de 

la surface des continents (CEEIFAO, 1992 dans INRA-mensuel, 1996) et jouent un rôle 

important dans l'équilibre de la biosphère, du climat et des sols. Les arbres fournissent 

des biens et services importants pour les industries et l'artisanat, pour l'alimentation, etc. 

Enfm, ils contribuent au stockage du C02 atmosphérique. Ces différents rôles bénéfiques 

.. 	 des forêts expliquent les craintes nées à la suite de leur dépérissement dans l'hémisphère 

Nord dans les années 1980, de la déforestation massive en région tropicale et de la 

gestion forestière de type minier en Amérique du Nord. 
• 

Ces menaces imposent la mise en place rapide d'une gestion durable des forêts, 

c'est-à-dire de garantir leur pérennité écologique, sociologique et économique. Cela .. 
suppose une connaissance du fonctionnement de ces écosystèmes pour une production 

soutenue mais tout en maintenant la qualité de l'environnement. Le sol, ressource non 

renouvelable, se trouve au centre de cette préoccupation car les arbres en tirent l'essentiel 

des éléments minéraux nécessaires à leur croissance 

Il a été montré que la plupart des arbres forestiers puisaient l'eau et les éléments 

minéraux du sol par l'intermédiaire de champignons telluriques associés à leur système 

racinaire. Cette association de type symbiotique, appelée mycorhize, contribue à la 

nutrition minérale et hydrique et à la protection phytosanitaire des racines. En retour, le 

champignon reçoit les photosynthétats nécessaires à sa croissance et à son 

développement. Deux principaux types d'association mycorhizienne ont été décrits en 

fonction de leurs caractéristiques morphologiques : les endomycorhizes et les 

ectomycorhizes. Les premières sont les plus répandues (90% des végétaux) et se 

rencontrent essentiellement chez les plantes cultivées et chez la plupart des arbres 

tropicaux; quant aux secondes, elles concernent peu d'espèces (5% des végétaux), mais 

se rencontrent chez les essences forestières qui couvrent une grande partie des régions 
... 

tempérées, boréales et montagnardes (Read, 1991). 
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InrroduClion Générale 

Les ectomycorhizes sont ainsi utilisées surtout dans les programmes de reboisement 

dans différents pays pour améliorer la croissance des plants en pépinière et en plantation 

grâce à la sélection de partenaires fongiques efficaces. Ces programmes dits de 

"mycorhization contrôlée" font désormais l'objet d'une exploitation commerciale (Marx, 

1982; Le Tacon et al, 1997 ; Généré et al, 1997) 

En zone tropicale, les forêts abondent d'espèces mycorhiziennes à arbuscules 

(Redhead, 1968 ; Thapar et Khan, 1973 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; Newbery et al, 

1988 ; Khasa et al, 1990). Cependant quelques essences locales, de grand intérêt 

économique, sont ectomycorhiziennes comme les Dipterocarpaceae en Asie du Sud-est, 

les espèces du genre Afzelia en Afrique ... (Jenik et Mensah, 1967 ; Smits, 1983 cité par 

Lee, 1988 ; Alexander, 1988 ; Thoen et Bâ, 1990). L'urgence de reboiser en zone 

tropicale justifie une étude approfondie de ces systèmes symbiotiques en général et 

ectomycorhizien en particulier. 

En Afrique tropicale, la mycorhization a longtemps concerné les espèces exotiques 

utilisées dans les reboisements (Eucalyptus, Pins, Acacias australiens). Cependant, ces 

dernières années, il y a un regain d'intérêt pour certaines espèces locales de grand intérêt 

économique dans les programmes de reboisement ou d'aménagement des ressources 

naturelles; cas de Afzelia africana en Guinée, Côte d'Ivoire, Sénégal et Burkina Faso 

(Evy, 1995 ; Bâ, 1990) ; A. quanzensis et les espèces du genre Brachystegia en Tanzanie 

(Munyaziza, 1996) et qui vivent en symbiose avec des champignons ectomycorhiziens. 

Uexploitation de cette symbiose par la sélection de souches efficaces pourrait alors 

contribuer à une meilleure connaissance de la sylviculture de ces espèces (en particulier au 

stade juvénile) et à la réussite des plantations (utilisation de plants mycorhizés par des 

souches écologiquement adaptées au site de reboisement). 

Cependant, la sélection de souches efficaces pour la croissance d'une espèce 

suppose une connaissance des champignons associés à l'espèce dans son aire naturelle. 

Aussi, une souche fongique susceptible d'être utilisée en pépinière doit non seulement 

être apte à former des mycorhizes au stade du semis, mais aussi être facile à cultiver in 

vitro pour la production d'inoculum (Garbaye,1990). Bâ (1990) a montré que parmi les 

champignons récoltés au Sud du Sénégal, des souches de Sclérodermes et un 

champignon non identifié (ORSXMOO2) isolés de carpophores, d'ectomycorhizes ou de 

sclérotes récoltés sous A. africana, répondaient à ces caractéristiques. 

La compréhension du fonctionnement des populations de champignons, la 

précision de leur évolution et leur gestion, nécessitent l'intégration de connaissances 

relevant de deux axes de recherches complémentaires en écologie microbienne: 
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Introduction Générale 

- l'étude des interactions entre les facteurs du milieu et les populations 

microbiennes, 

- l'étude des interactions d'ordre biologique entre populations microbiennes et 

entre populations microbiennes et populations hôtes. 

Il serait inutile de sélectionner une souche efficace en pépinière si celle-ci était 

incapable de se maintenir au champ après plantation. Le maintien de l'effet positif de la 

mycorhization contrôlée au champ dépend alors de l'adaptation et de la compétitivité de la 

souche introduite. Il est donc important de déterminer cette capacité en suivant la 

persistance et la dissémination de la souche introduite en plantation. Il convient alors de 

caractériser les populations de mycobiontes à l'échelle spécifique et intraspécifiques, de 

mettre en évidence l'activité mycorhizogène de ces populations, d'analyser leur mode 

d'action et de suivre leur dynamique. Des critères morphologiques et anatomiques ont 

souvent été utilisés pour identifier les espèces fongiques au niveau des mycorhizes. 

Cependant la grande ressemblance intraspécifique des morphotypes ectomycorhiziens 

limite leur utilisation. Ainsi différents travaux ont mis en évidence à l'aide de techniques 

d'analyse d'acides nucléiques (PCRlRFLP, RAPD, analyse d'hétéroduplex) la variabilité 

génétique inter- et intraspécifique chez plusieurs espèces de champignons 

ectomycorhiziens (Sélosse et al, 1996 ; Martin et al, 1998b). Le typage moléculaire 

d'isolats ectomycorhiziens a été appliqué à grande échelle pour suivre le devenir de deux 

souches ectomycorhiziennes utilisées en mycorhization contrôlée: Laccaria bicolor S238 

et Laccaria bicolor 81306 (Henrion et al, 1994; Di Battista, 1997 ; Selosse et al, 1998a & 

b). L'utilisation de tels outils permet alors une meilleure identification des champignons 

introduits et un suivi efficace. Elle permet également d'envisager l'analyse de la 

structuration des communautés et populations de champignons mycorhiziens (Gardes et 

Bruns, 1996; Gryta et al, 1997 ; Sélosse et al, 1998a). 

Dans ce projet de recherche, nous nous sommes intéressés à la mycorhization 

d'Afzelia africana, une Légumineuse tropicale de la sous-famille des Caesalpinioideae. 

Cette espèce est très appréciée pour son excellent bois d'oeuvre et de service, pour son 

feuillage comme fourrage et est utilisée dans les reboisements en Afrique tropicale 

(Sénégal, Guinée, Burkina Faso, Cameroun, etc.). C'est une espèce commune des forêts 

du Sud et Sud-Ouest du Burkina Faso qui a retenu l'attention des différents programmes 

d'aménagement et d'agroforesterie. Cependant, le manque de données sur les 

champignons associés à cette espèce au Burkina Faso explique que ceux-ci ne soient pas 

pris en compte dans la production des plants. Outre l'action néfaste du bétail, l'absence 

d'inoculation pourrait expliquer l'échec des plantations effectuées notamment dans des 

systèmes agro-forestiers. Nous avons ainsi entrepris cette étude avec comme objectifs : 
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1. L'identification des principaux champignons ectomycorhiziens associés à A. 

africana et à d'autres plantes-hôtes dans la région du Sud-Ouest du Burkina Faso, 

2. L'analyse morphologique et anatomique des mycorhizes de quelques 

Sclérodermes (Scleroderma verrucosum, S. dictyosporum, Scleroderma spI, 

Scleroderma sp2 et Scleroderma sp3), un groupe de champignons ectomycorhiziens 

abondant sur le système racinaire d'A. africana, 

3. L'étude de la diversité génétique de ces Scléroderrnes du Burkina Faso, et de la 

distribution écologique des génotypes observés, à l'aide des techniques de PCRJRFLP, 

de RAPD et le séquençage des régions intergéniques ITS et IOSI, 

4. La mise au point d'une technique de mycorhization contrôlée de A. africana pour 

évaluer l'efficacité de souches de Scléroderrnes sur la croissance et la nutrition minérale 

de cette plante-hôte. 

Les résultats obtenus seront exposés dans les Chapitres II, III, IV et V. Ils sont 

précédés d'un Chapitre d'analyse bibliographique (chapitre 1) qui présente le cadre de 

l'étude, fait le point sur les symbioses ectomycorhiziennes dans la zone tropicale et 

souligne l'importance des outils de biologie moléculaire dans l'identification et le suivi de 

souches fongiques introduites en plantation. 

Dans le Chapitre II, nous présenterons l'inventaire des champignons 

ectomycorhiziens du Sud-Ouest du Burkina Faso associés à A. africana ou à d'autres 

espèces ectomycorhiziennes. L'accent est mis sur la description des différentes espèces 

de Scléroderrnes présentes dans cette région . 

Le Chapitre III est consacré à la description anatomo-morphologique et 

ultrastructurale des mycorhizes de synthèse induites sur A. africana par différentes 

espèces de Scléroderrnes en conditions semi-axéniques et celles obtenues sur des jeunes 

plants d'A. africana élevés sur les sols de différents sites expérimentaux étudiés. 

Le Chapitre IV traite de la variabilité génétique d'une trentaine d'isolats de 

Sclérodermes par l'étude du polymorphisme des fragments de restriction des régions 

intergéniques (ITS et lOS 1) de l'ADN ribosomal nucléaire, le séquençage de ces régions 

et l'étude du polymorphisme de l'ADN par RAPD. 

Enfin, dans le Chapitre V, nous exposerons les résultats obtenus sur la 

mycorhization contrôlée d'A. africana en pépinière avec trois espèces de Scléroderrnes. 

Ce mémoire se conclura par une synthèse des résultats acquis et envisagera les 

perspectives résultant de nos études . 
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Analyse bibliogrophique 

Notre étude a été réalisée dans la région du Sud-Ouesl do Burkina Faso. Ce premÎer 

chapitre commence par une brève présentation du cardre géographique. 

1 
1.1. Le Burld/Ul Faso: grands traits du climat et de la végétation 

1 
Le Burkina Faso es t situé au coeur de l'Afrique occidentale entre les latirudes 9° 20' et 150 

05' et les longitudes 2' 03 et 5° 20' (fig. l.l). Limité au Nord et à l'Ouest par le Mali , à 

l'Est par le Niger et au Sud par la Côte d'Ivoire, le Ghana, le Togo et le Bénin, il s'étend 

sur 274 000 km2 et compte plus de 9 millions d'habitants. 

1 
C'est un pays plat à relief peu accidenté notamment dans sa moitié Nord. L'altitude 

moyenne ne dépasse pas 400 ID. Le point culminant est le mont Tenakoumu (747 m) 

1 situé au Sud-ouest 

1.1.1. Le climat 

Le climat est caractérisé par l'alternance de deux saisons; une saison sèche et une saison 

des pluies. La saison sèche varie de 8 à 9 mois au Nord à 5 mois au Sud-Oues t. Quant à 

la saison pluvieuse, elle s'étend d'avril à octobre au Sud (6-7 mois) et de juin à sepl.embre 

(4 mois) au Nord. 

1 Les précipitations sont irrégulièrement reparues dans l'espace et dans le temps. La 

pluviométrie moyenne annuelle décroît du Sud-ouest (1200 à !300 mm) au Nord (moins 

de 400 mm). Les précipitations sont concentrées en une seule saison des pluies avec un 

maximum au mois d'Août. Depuis la sécheresse des années 1973-1974, les isohyètes 

1 initiaux ont perdu entre !OO et 200 mm (Kessler et GeerIing, 1994). 

Les moyennes mCDsue Ues des températures sont rarement supérieures à 35°C. Les 

extrêmes sont rencontrées au Nord, où les amplitudes thermiques diurnes journalières et 

annuelles sont importantes. Suivant les variations de température, les deux saisons 

peuvent être divisées chacune en deux périodes thermiques distinctes : 

- saison sèche froide de novembre à février avec des températures minimales 

moyennes en décembre-janvier. 

_ saison sèche chaude de mars à mi-juin avec des températures maximales 

moyennes en mars-avril ou mai. 
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Figure 1.1. Situalion géographique du Burkina Faso en Afrique de l 'Ouesi 
(Laclavére, 1993). 
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1 
1 

- saison pluvieuse fraîche de juin à septembre où les températures moyennes 

minimales se situent au mois d'août. 

- une brève saison pluvieuse chaude en octobre. 

1 Les vents SOnt relativement faibles mais peuvent atteindre 120 kmJh en fin 

d'hivernage. En saison des pluies dominent les vents humides (la mousson) du secteur 

1 Sud-Ouest à Sud. 

En fonction de ces principaux éléments du climat, en particulier la pluviométrie. le 

pays est subdivisé en 3 régions climatiques principales (fig. 1.2, Laclavère, 1993) : 

-la zone soudanienne ou Sud-soudanienne : elle couvre le Sud et Sud-ouest du

1 pays et est délimitée au Nord par l'isohyète' 900 mm. C'est donc la panie la plus arrosée 

et la plus hlUllide du pays avec des pluviométries> 900 mmlan. 

1 - la zone soudano-sahélienne Ou Nord-soudanienne : elle se si tue entre les 

isohyètes 900 et 600 mm et occupe la moitié de la superficie du pays. La saison des 

1 pluies esl de 4 à 5 mois. 

- la zone sahélienne : région la plus sèche du pays, elle cOuvre environ 25% du 

territoire et est limitée au Sud par J'isohyète 600 mm. La saison sèche y est la plus longue 

(8-9 mois ou plus) el les pluviométries pouvant descendre en dessous de 150 mm 

1 (Laclavère, 1993). 

1 1,1.2. Les sols 

Ils dépendent du substrat géologique sous-jacent et de l'évolution géo-morpho­

pédologique et climatique de celui-ci. On distingue 8 principaux types de sols caractérisés 

par les matériaux qui les constituenl Les plus dominants sOnt : 

1 - les sols ferrugineux tropicaux peu lessivés et lessivés sur matériau sableux, 

sable-argileux ou argile-sableux couvrant environ la moitié du pays avec de faibles 

1 teneurs en potassium, calcium et phosphore, 

1 - les sols peu évolués d'érosion sur matériau gravillonnaire qui s'étendent 

essentiellement au cenue el à l'est et sont également pauvres en éléments nutritifs 

principaux,

1 - les sols hydromorphes minéraux à pseudogley sur ma[ériau à te"ture variée 

caractérisés par un excès d'eau temporaire ; ils ont une potentialité chimique moyenne. 
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(Guinko, 1984 repris par Depommier, 1996) 
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1.1.3. La végétation et la flore 

Le pays appartient à la vaste région phytogéographique soudano-zambézienne de 

l'Afrique qui s'étend du Sénégal à rOueS! à la Namibie au Sud en passant par la Somalie 

(Ladavère.1993). 

La végétation est caractérisée par la prédominance de formations mixtes ligneuses et 

herbacées à couvert peu fermé (Steppes, savanes, forêts claires). Les formations végétales 

naturelles occupent 60% du tenitoire (PAO, 1987). On' renContre au Sud des forêts 

galeries (1 %) et des forêts clai res (l %), au Nord des brousses tigrées (1 %) et la steppe 

(4%) et enfUI des savanes arborées et arbustives (53%) dans le resle du pays. 

1 
Le facleur détenninam pour le couvert végétal est la pluviosité effective liée à la 

topographie. Ainsi du Nord au Sud, le pays a été découpé en deux domaines 

phytogéographiques, sahélien au Nord et soudanien au Sud (fig. 1. 3) eux mêmes divisés 

en secteurs et districts (Guinko, 1984).

1 
1.1.3.1. Le domaine phytogéographique sahélien 

1 
1 

Il se si tue sous le climat sahélien. La formation végétale caractéristique est la steppe à 

herbes annueUes à la steppe arborée et/ou arbustive et la brousse tigrée du Nord au Sud. 

On y rencontre quelques forêts ripicoles dans les dépressions. Ce domaine se subdivise 

en deux secteurs. 

1 
Le secteur sahélien strict.' Situé au Nord du 14ème parallèle, il est dominé par les 

espèces sahariennes et sahéliennes typiques telles que Acacia spp .. Leptadenia 

pyrotechnica, le palmier doum Hyphaene thebaica et les graminées. Ariscida spp. et 

Cenchrt~s spp. 

Le secreursubsahélien : Ce secteur s'étend entre)e I3ème et le 14ème parallèle. La 

s teppe arbustive fail progressivement place à la steppe arborée vers le Sud. Les espèces 

sahéliennes et soudaniennes ubiquistes y coexistent dont : Acacia senegal, Capparis 

sepiaria, Aristida hordeacea, Bauhinia rufescens. Cenchrus biflorus, Chloris spp. ; 

Boscia senegalensis, Commiphora africana, Grewia spp. Euphorbia balsa mifera el 

Pterocarpus lucens. Les quelques rares forêts ripicoles sont dominées par Anogeissus 

leiocarpus. Mitragyna inermis. AcaCÎa erycrocalyx et AcaCÎa seyal. Les brousses tigrées 

sont à prédominance d'Acacia macrosrachya el Combretum spp. 

1 
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1.1.3.2. Le domalne phy togéographique soudanien 

il est régi par le climat soudanien et soudano-sahélien. Comparé au domaine précédent, la 

végétation apparaît plus dense et hétérogène constllUée d'une mosaïque de fonnations 

primaires (forêts galeries, forêts claires. savanes, prairies) et secondaires (savanes 

boisées, arborées ou arbustives). 

Ce domaine est divisé en deux secteurs séparés par l'isohyète ! ()(X) mm, le sec teur 

Nord-soudanien et le secteur Sud-soudanien. 

Le secteur Nord-soudanien : Situé entre les isohyètes 750 et 1000 mm, ce secte ur 

correspond à la partie la plus peuplée et par conséquent la plus cultivée du pays. Les 

formations secondaires. en raison de l'acti on de l'homme et du feu y prédominen t. La 

végétation a l'aU ure de paysages agricoles où dominent les parcs agro-forestiers avec les 

espèces à usages multiples, Parkia biglobosa (Néré), Lannea microcarpa (raisinier), 

Adansonia digitata (baObab), Tama rindus indica (tamarinier) et Faidherbia (A cacia) 

albida. Des forêts galeries de plus en plus larges vers le Sud sont rencontrées. Des bois 

sacrés (îlotS de forêtS sèches) protégés du feu et des abattages existent à proximité des 

villages. 

1 Le secteur Sud-soudanien " Avec une pluviométrie de 1000 à 1400 mm, ce secteur 

est caractérisé par des savanes bo isées, des forêts claires e l des galeries foresti ères 

constituées d'espèces guinéennes sempervirentes. Dans beaucoup de forêts claires 

domine l'espèce Anogeissus leiocarpus avec d'autres espèces telles que Pterocarpus 

erinaceus, Burkea africana, Afzelia africQJU1, Albizia chevalieri e l sunout Isoberlinia doka 

et Delarium microcarpum. La présence de l'espèce Isoberlinia doka en peuplements 

rnonospécifiques ou associé à Isoberlinia dalziellii caractérise également ce secteur. 

1 

1 On distingue de l'Ouest à l'Est les faciès swvantS : 

-le district Ouest-Volta Noire ; L'abondance des eaux de surface entraîne la 

présence de larges galeries forestiè res à espèces guinéennes : Anriaris africana. 

CJùorophora excelsa, Dialium guineense, Rauwolfia vomitora et VoacangQ africana. 

-le district Est-Volta Noire : Relativement moins riche que le précèdent en 

espèce, ce dis trict se caractérise par une moindre abondance des eaux de surface. Les 

espèces ripicoles renconuées sont : Cola launifolia . Pzerocarpus sanralinoides, Elaeis 

guineensis (palmier à huile), ManiLkara nmltinervis. 
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- le district de la Pendjari : Galeries forestières dominées par Borassus 

1 aethiopicum (rhônier) associée ou non à Khaya senegalensis (cai1cédraL), Daniel/ia oliver; 

et Anogeissus leiocarpus. 

- Je dîslrict de la Cornoé : U est sÎ tué à l'extrême Sud-Ouesl, dans la panie la plus 

humide du pays el par conséquent la plus boisée avec quelques forêts classées. Le rhônier 

y est répandu en particulier dans les champs. 

1 

Du point de vue floristique. le Burkina Faso compte de nos jours environ 1054 

espèces dont une centaine introduites par l'homme (Kessler et Geerling. 1994). Les 

légumineuses sont taxonorniquement dominantes avec 60 genres (sur un total de 500) el 

178 espèces. 

1.2. Pourquoi s'intéresser à A. africana ?1 
1 Pendant longtemps. la politique forestière au Burkina Faso comme dans beaucoup 

d'autres pays soudano-sahéliens a consisté à la protection stricte du domaine classé de 

l"élal (390 500 ha de parcs nalionaux, 2 545 500 ha de réserves [aunjsliques el 880 000 

ha de forêts classées) et très peu de programmes ont été élaborés en faveur de ia 

production forestière. Récemment est née la nécessité de reboiser face à l'ampleur des 

1 phénomènes de dégradation de l'écosystème nature] liés aux conditions climatiques 

défavorables et à la pression des facteurs anthropiques. En effet. sous raction conjuguée 

1 des défrichements. du surpâturage. des feux de brousse, de la sécheresse, de pathologies 

1 

diverses et de la dégradation des sols . certaines espèces ont disparu du territoire 

Burkinabé (Plan sLralégique de la recherche. 1997). Cependant, faute de cOOJlaissance 

suffisantes sur la sylviculture des espèces locales et la faible productivité de celles-ci,les 

premiers reboisements ont reposé essentiellemenl sur des espèces exotiques (Eucalyptus 

1 
camaldulensis, Cassia siamea, Gmelina arborea, ProsopÎs juliflora, Azadirachra 

indica ... ). 

1 
Ces espèces exotiques ont permis de rempür certaines foncuons des fonnations 

naturelles disparues (bois de feu, bois d'oeuvre et de service, ombrage. Lune conue 

l'érosion et l'améliora tion de la fertilité des sols). mais les populations om toujours eu 

recours aux espèces locales pour des biens e t services nécessaires à leur survie 

(alimentation, fourrage. médecine el pharmacopée Ifaditionnelles et fonction s 

socioculturelles). Par conséquent, il est nécessaire de conjuguer les objectifs de lutte 

1 contre la désertification et la dégradation des écosystèmes avec les besoins des 

populations. A cet effel. des espèces locales sont de plus en plus utilisées dans les 

reboisements au Bur1cina Faso (Tamarindus indica. Parkia biglobosa, Buryrospermum 
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parkii, Khaya senegalellsis, Adansonia digitata) et différents projets s'occupent de 

l'aménagement des formations naturelles avec la participation des populations riveraines. 

Aussi beaucoup d'autres espèces OOl été retenues en fonction de leur degré d'utili sa tion 

(Plan stratégique de le recherche, J997) pour des programmes de recherche visan! à 

connaître et préserver la diversi té génétique de ces espèces, à maîtriser leur biologie et à 

améliorer leur productivité. 

Si Aftelia africana ne figure pas panni les 16 premières espèces relenues, elle reste 

cependant une espèce de grand intérê t économique appréc iée par les paysans et très 

exploitée pour le bois d'oeuvre et de service. les feuilles comme fourrage et l'alimentation 

dans certaines régions. Les premières ten tatives de plantations forestières dans les 

champs menées par l'ICRAF (Cent re International pour la Recherche en AgroforeSlerie) 

au Burkina Faso ont échoué. Les plantations effectu ées en forêt en 1995 par le projet 

BKF93/003 d'aménagement des forêts n'on1 malheureusement pas fait l'objet d'un suivi 

scientifique. 

1 Ainsi dans le cadre des activités de recherche de notre laboralOire (Laboratoire de 

Microbiologie Forestière, INERNDPF) sur les symbioses racinaires des plantes el en 

particulier la symbiose ectomycorhlzienne, A. afriCQJ1a a retenu notre anentioo. 

1 1.3. La symbiose mycorhizienne 

La symbiose mycorhizienne est une association à bénéfice réc iproque entre certains 

champignons et les racines des plan les. L'organe mixte appelé mycorhize est conslÎtué de 

tissus du champigoon et de la plante-hôte. C'est une association presque uni verselle chez 

les plantes terrestres. Deux principaux types d'associations mycorhi z.iennes ont été décrits 

1 :en fonction de leurs caracléristiques morphologiques et anatomiques 

L les endomycorhizes. dans ce type d'association, le champignon pénètre à 

J'intérieur des cellules corticales de la plante-hôte et y forme des arbuscules au niveau 

desquels s'effectuenlles échanges entre la plante-hôte et le champignon et des arbuscules 

et vésicules (organes de stockage). Cette association, non visible à l'oeil nu, eSl due à des 

champignons mycorhiziens stricts non cultivables en culture pure en l'absence de l'hôte. 

1 

2, les ectomycorhizes, le mycélium du champignon entoure la racine de l'.hÔte pour 

former le manteau, visible à l'oeil nu, à panir duquel des hyphes pénètrent entre les 

cellules corticales de l'hôle et forment ce que l'on appelle le réseau de Hanig. Les 

champignons impliqués son t des Basidiomycètes et des Ascomycètes et SOnt cultivables 

en l'absence de leur hô [(~. 

Il 
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Dans tous les cas, des hyphes externes panent des racines "infectées", explorent 

des volumes impOrtants de sol envi(Ünnant les racines et prélèvent des éléments minéraux 

indispensables à la croissance de la plante-hôte. En retour, grâce à la photosynthèse, la 

plante fournit au champignon les substances carbonées nécessaires pour sa croissance el 

son développement. 

Environ 80% des végélauX terrestres, notamment les plantes cultivées, la plupart 

des arbres tropicaux forment des endomycorhizes alors que seulement 5% sont 

ectomycorhiziens. La richesse spécifique des champignons endomycorhiziens est faible 

avec environ une centaine d'espèces connues dans le monde (Mallocb et al. 1980) ; en 

revanche les espèces eClomycOI:h iziennes sont estimées à plus de 5000. Il ex iste une 

spécificilé plus imponanle des champignons ectomycorhiziens vis-à-vis des plantes­

hôtes. 

1.4. La symbiose ectomycorhizienlle en ZOlle tropicale 

La plupan des arbres des forêts boréales. tempérées et montagneuses sonl 

ectomycorhiziens CHarley. 1984). Environ 90% des arbres en zone tempérée SOnt 

ectomycorhizés (Le Tacon et al, 1991). Par contre, en zone tropicale domine l'association 

endomycorhizienne chez la majorité des arbres forestiers, fruiliers et chez les plantes 

cultivées. Ainsi, plusieurs auteurs ont révélé une proportion impon.ante d'espèces 

endomycorhiziennes dans les forêts u-opicales. Sur 62 espèces examinées dans les forêts 

de Sri Lanka. de A1wis el Abeynayake (1980) onl dénombré 5 espèces à ectomycorhizes 

(essentiellement des Dipterocarpaceae), 4 espèces non mycorhiziennes et 53 à 

endom ycorhizes ; de même au Nigeria, Red head (1968) s ign..ale 4 espèces 

ectomycorhiziennes et 44 endomycorhizien nes sur un total de 51 espèces locales 

examinées. En Tanzanie, 6 espèces eClomycorhiziennes et une à ectendomycorhizes on1 

été recensées sur 47 dont 40 endomycorhiziennes (Hogberg, 1982). Dans la forêt 

tropicale humide de la Guyane Française, Béreau et Garbaye (1994) n'ont observé 

aucune eClOmycorhize sur 21 espèces examinées. Des observations s imilaiœs om été 

faites un peu partout dans les forêts tropicales (Thapar et Khan, 1973 : Tupas et Sajise. 

1976 ; Hôgberg e l Nylund . 1981 ; Hôgberg, 1982 ; Kasha el al, 1990). De ces 

observations, il ressort que les ectOmycorhizes SOnt présentes essentiellement chez les 

Dipterocarpaceae, les Myrtaceae (Eucalyptus, Melaleuca, Syzygium), les Casuarinaceae 

(Casurina, AlLocasuarÎna), les Mimosace~e (Acacias auslIaliens) et les Caesalpiruoideae 

(Afzelia, Isoberlinia, Telraberlinia, ... ). 

12 
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En Mrique tropicale, le nombre d'espèces forestières à ectomycorhizes est estimé 

de nos jours à 67 (Bâ el Duponnois, 1998) répani en 18 genres donl essentiellemenl des 

Caesalpinioideae (uibu des Arnherstieae). Des inventaires mycologiques indiquent qu'iJ 

existe également une grande diversité de champignons ectomycorhiziens vis-àvis de ces 

arbres (B.uyck e l al, 1996). Par exemple, en Afrique de J' Ouest (Burkina Faso, Guinee, 

Sénégal) au moins 85 espèces fongiques onl été repenoriées parmi lesquelles 7 onl 

montré une aptitude à l'eclomycorhizalion (Thoen et Bâ. 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989 

; Bâ et Thoen, 1990; Sanon el al. 1997). Ce nombre est probablement sous estimé 

puisque 43 espèces ont été inventoriées sous seulement Afze/ia <Jfricana et Uapaca 

guineensis au Sénégal (Bâ, 1990). Comme e n zone tempérée, certaines espèces à 

ectomycorhizes signalées en Afrique tropicale som de grand intérêt économique et 

écologique el pour cela sont ulilisées dans les re boisements et les programmes 

d'aménagement. Nous pouvons citer entre autres les espèces du genre Afzelia et 

Brachystegia (Bâ, 1990; Munyaziza et Ku yper, 1994 ; Ahouangonou, 1997 ; Onana, 

1998). 

1,5. Mycorhization contrôlée et sélection de champignons 
efficients 

Il est bien établi que la symbiose ectomycorhizienne joue un rôle très imponam dans 

l'écologie et la biologie des plantes-hôtes par l'amélioration de leur croissance et leur 

nutrition minérale (Smith et Read, 1997). Elle confère aux plantes mycorhizées une 

protec tion phytosanitaire des racines (Penn, 1991) et une résistance à la crise de 

transplantation (Garbaye, 1990). Cetle amélioration de la production végétale de J'hôte a 

été mise en évidence expérimentalemenl grâce à la mycorhization contrôlée qui consiste à 

introduire en pépinière des souches fongiques sélectionnées ct à évaluer leur effet sur la 

croissance de l'hôte (Le Tacon, 1982; Le Tacon et Bouchard, 1986; Garbaye et al, 1988 

; Yazid el al, 1994). Ainsi dans certains pays tempérés tels que la France, J'Espagne, les 

Etats Unis, des plantations ont été effectuées avec des plants inoculés à l'aide de souches 

fongiques sélectionnées (Marx et Cordell, 1988 ; Garbaye el Wihlem, 1984 ; Garbaye. 

1990; Le Tacon el al, 1988, 1992 ; Garbaye et Churin, 1998). L'analyse des populations 

fongiques quelques années après plantation a révélé la persistance et la compétitivité de 

certaines souches introdui tes (Vi lleneuve et al. 1991 ; Di Bauista. 1997 ; Sélosse et al. 

1998a). 

En zone tropicale, cn particulier en Afrique, l'échec des premi ères tentatives 

d'introduc tion de Pins a révé lé J'importance de la symbiose eClOmycorhizienne. Les 
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premières plantations de Pins en Afrique trop icale (Pinus radiata au Kenya, PÎnus 

oocarpa et P. khasya au Nigeria) (Mikola, 1970) doivent leur succès à l'inoculation des 

plants à l'aide d'humus issu de plantations précédentes ou de spores de symbiote 

fongique. Néanmoins. les premiers auleurs qu i se sont intéressés à la mycorhization des 

espèces des forêts tropicales d'Afrique ont essentiellement décrit le statut mycorhizien de 

celles-ci (peyronnel et Fassi. 1960 ; Fassi e t Fontana. 1962; Jenik et Mensah. 1967 ; 

1 Redhead, 1968 ; Hogberg, 1982; Hogberg e t Piearce . 1986; Alexander et Hogberg, 

1986; Newberry et al, 1988). Les symbiomes fongiques ont été quelques fois identifiés 

(Heinemann, 1954, 1959. 1966 ; Heim , 1970 ; Pegler, 1977 ; Munyaziza et Ku yper. 

1994 ; Buyck et al, 1996). Cependant. les isolemems de mycélium en culture ont é lé 

rarement réalisés expliquant ainsi la rareté des essais de mycorhization contrôlée des 

essences locales. 

Dans les forêts tropicales où la pauvreté des sols (surtout en phosphore) constitue 

un facteur limitant la production végét.a.le, les mycorhizes doivent fonement contribuer au 

maintien de leur productivité. 

La nécessité s'impose dOliC d'identifier et de sélectionner les myco· 

symbio ntes efficaces pour la croissa nc e des plants destinés au 

reboisement . 

1 
Différentes espèces de champignons peuvent s'associer à un arbre au cours de sa 

croissance (Masson et al, 1983 ; Bâ el al, 1991). La sélection de souches efficientes pour 

la croissance en pépinière concerne ceUes capables de mycorhizer l'hôte au stade juvénile. 

Garbaye (1990a) a défini 4 contraintes principales qui doivent être prises en compte lors 

la sélec tion d'u ne souche pe rfonnante : (i) l'ap titude à fonner des mycorhi z.es au stade 

juvénile. ce qui élimine les champignons dits tardifs (Fleming et al. 1984 ; Masson et al, 

1983) qui forme nt des mycorhizes au delà des premières années de plantation. (ii) la 

possibilité et la facilité de culture in vitro pour la production d'inoculum, (iii) l'efficacité 

sur la croissance de l'hôte dans différentes conditions écologiques et (iv) la compétitivité 

vis-à-vi s des autres micro-organismes en plantation. La sélection de champignons 

efficien ts en pépinière nécessite la prise en comple des deux pre miers critères ainsi que 

l'effet de la souche sur la croissance de l'hôte dans les conditions de pépinière. Par 

contre, l'efficacité des souches fongiques sur le terrain et leur compétitivité dépendent de 

plusieurs facLeurs dont les caractéristiques du sile à reboiser (ancien terrain de culrure. site 

forestier . ... ), le type de plantation (exotique ou non) et l'adaptation du champignon aux 

conditions écologiques. Ainsi, l'étude de la persis tance et de la compétitivité des soucbes 
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introduites nécessite qu'il soit possible de les identifier en pépinière et au champ à partir 

de leurs différentes formes biologiques. 

1.6. Suivi des souches introduites en pépinière et au champ, 
critères d'identification des champignons ectomycorhiziens 

1 
Chaque mycorhize nécessite d'être identifiée comme une unité biologique afin de 

pennettre d'explorer ses différents rôles sur la croissance et la survie de la plante-hôte. 

Aussi, l'imponance écologique et la diversité des champignons eclOmycorhiziens dans un 

écosystème ont été couramment évaluées à partir de leur fruc lificauon ou de leurs 

Struc tures sexue lles de reproduction (Gardes et Bruns, 1996). Cependant plusieurs 

facteurs écologiques et climatiques peuvent iniluencer la fructification des champignons 

d'une année à l'autre (pluviométrie, température, ... ). La fructification es t ainsi 

sporadique, surtout sous climat peu humide, et nécess ite une longue période 

d'observation. DifférentS auteurs indiquent que la présence de carpophores sur un site ne 

peUl être un bon indicateur de Ja diversité des champignons présents (Gibson et Deacon. 

1988; Danielson et Pruden, 1989 ; Dahlberg, 1991 cités par Mehmann er al, 1994) . 

Cenains champignons présents au niveau des mycorhizes el absents sous forme de 

carpophores pourraient être ignorés. Il est donc indispensable de pouvoir identifier sans 

ambiguïté les champignons présents au niveau des mycorhizes. Des critères 

morpholog iques et anatomiques couplés à des critères génétiques sont de nos jours 

utili sés pour l'identification des isolats fongiques à partir des mycorhizes. Cette 

identi1ication est nécessaire à l'étude de la persistance d'une souche introduite et à 

l'évaluation de la diversité génétique des champignons ectornycorhiziens en l'absence de 

fructification. 

1.6.1. Critères mOl'phologiques et anatomiques 

L'identification des champignons ectomycorhiziens a d'abord été basée sur les caractères 

macroscopiques des carpophores (taille, fonne ) et des mycorhizes (grosseur. forme, 

couleur et aspec t) (Agerer, 1987). Les caractéris tiques morphologiques des spores om 

ensuite été prises en compte. puis certains chercheurs ont considéré J'anatomie des 

différentes parues des carpophores et aussi des mycorhizes. 

Ainsi Dominik (1969) a é tablit une classification des mycorhizes en 12 sous-types

1 subdivisé chacun en 8 genres en fonction des caractéristiques macroscopiques et 

microscopiques de la mycorhize et du manteau (couleur. forme. texture e t SLruc ture du 

manteau). Cette c lassification s'est avérée insuffis ante puisqu'eUe ne prend pas en compte 
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la plante-hôte et l'espèce fongique. De plus, un genre peut regrouper plusieurs 

ectomycorhizes diffé rentes. La classification de Zak (1969, 1973) définit des criteTes 

1 applicables â plusieurs espêces avec une description détaillée des 2 partenaires. 

1 

L'utilisation de ces critères (une dizaine) nécess it~ l'iso lement du champignon en culture 

pure et la comparaison avec des souches de ré férence, la synthèse mycorhizienne en 

conditions contrôlées, l'établissement de lien entre les hyphes des rhizomorphes et des 

carpophores et la comparaison entre le mycélium à la base du carpophore et les 

mycorhizes sous-jacentes. Outre l'énonne investissement en temps, l'aspect sporadique 

des fructi fications limitent j'efficaci té de ces c ritères à l'identification, en particulier, des 

espèces fongiques pour lesquelles il n'est pas connu de fructifications. 

Voiry (198 1) a également définit des c ritères morphologiques et anatomiques à la 

classification des mycorhizes du chêne et du hêtre. Les critères de Agerer (1995) sont 

assez complexes et leur utili sat ion n'est pas aisée pour les non spécialistes. De plus ils 

sont limités à certaines especes mycorhiziennes bien connues. 

Les différentes classifications anatomo·morphologiques sont efficaces à 

l'identi ucat ion des champignons formant des mycorhizes typiques (Cenococcum 

geophilum). Enes restent cependant insuffi san tes face aux multitudes d'associations 

ectomycorhiziennes existant dans le monde. La grande ressemblance morphologique et 

anatomique des mycorhizes de genres (cas des mycorhizes de Rhizopogon et Sui/lus 

difficiles à identifier en l'absence de carpophores), d'espèces (mycorhizes du genre 

Laccaria) et d'isolats (mycorhizes de Sclérodennes) différents rendent plus difficile 

J'utilisation de ces critères. Des essais de mycorhi zation contrôlée ont pourtant mis en 

évidence une variabilité inter- et intra-spécifique des propriétés mycorhizogènes de 

différents champignol)s (Theodorou et S owen, 1970 ; Le Tacon el al, 1991 ; Thomson 

1 et al, 1994 ; Dell et Malajczuck, 1997). 

1 

Il s'avère donc indispensable de pouvoir identifier au niveau infra-spécifique les 

souches fongiques sélectionnées et introduites en pépinière pOlir un suivi rigoureux en 

plantation. 

Ces dernières années, différentes techniques bjodùmiques et/ou moléculai res onl 

été développées pour permettre un examen efficace de la diversité génétique des 

symbiontes fongiques, identifier les souches fongiques à partir des mycorhi zes e l sui vre 

la compét it ivi té des souches introduites au champ. Parmi ces techniques, l'analyse de 

l'ADN es t désomlals la plus utili sée. 
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1.6.2. Critères moléculaires 

Des techniques biochimiques et moléculaires (immunologie, isoenzyme, analyse des 

polypeptides, analyse de l'ADN génomique) ont été utilisées pour l'identificat ion et pour 

l'étude de la diversité génétique de populations fongiques à partir de leurs différentes 

formes biologiques (carpophores, mycétiwn et mycorhizes) (Henrion. 1995). D'énormes 

progrès a insi ont été réa li ses dans l'erode de la diversité génétique de champignons 

mycorruziens el l'identification du symbiote impliqué dans les mycorhizes (Gardes et 

Bruns, 1997; Mehmann el al, 1995; Henrion el al, 1994). Les études ont d'abo rd porté 

sur le polymorphisme de l'ADN total digéré par différentes endonucléases et hybridé à 

des sondes ribosomales. La comparaison des profils d'hybridation a pennis de 

différencier des espèces et des isolats fongiques au sein d'une espèce (Annstrong, 1989 ; 

Martin el ai, 1991). Toutefois son utili sation nécessite des précautions particulières 

relatives aux produits radioactifs. La mise au point de la technique de PCR (Polymerase 

Chain Reaction) (Saiki el al. 1988) a pennis dans de nombreux domaines de s'affranchir 

du clonage el l'utili sation de sondes radiomarquées (Haras et Amoros, 1994). C'est une 

technique qui pennet d'augmenter de façon exponentielle le nombre de copie d'lU1 

segment d'ADN à partir d'un échantillon contenant des traces d'ADN génomique. Le 

principe est basé sur l'utilisation d'amorces nucléotidiques spécifiques, construites a 
paJ1ir des séquences conservées de J'ADN, et le fonctionnement cycl ique d'une ADN 

polymërase lhermo-résistante. 

Face à l'insuffisance des critères anatomo-morphalogiques d'identification intra- et 

même interspécifique de champignons ectomycorhiziens en particulier à partir de 

mycorhizes, la technique de PCR a été beaucoup utili sée pour l'étude de la diversité 

génétique de populations fongiques et au suivi de champignons introduits en pépinière 

et au champ (Gardes et al, 1991 a, b ; Gandeboeuf el al, 1995 ; Di Battista el al, 1996 ; 

Gardes et Bruits, 1996 ; Dahlberg el al, 1997 ; Gryta et al, 1997 ; Horton et Bruns, 1998 

; Selasse et al, 1998). Au cours de ces études, différentes parties du génome onl été 

ut ilisées comme cibles: 

- l'ADN ribosoma! nucléaire: les ADN ribosomaux (ADNr) ont été très utili sés 

pour l'étude des relations phylogénétique et systématique chez les champignons. Les 

séquences codant les ARN ribosomau:x sont présentes en plusieurs copies et lew 

structure répétée en tandem est connue chez beaucoup d'organismes dont les 

champignons (Kochel el Kuntzel, 1982). L'analyse des séquences répétées ribosomiques 

mel en évidence des régions intergéniques variables (l'Espaceur Interne Transcrit, lTS et 

l'Espaceur Intergénique, rOS) et des régions à séquences très conservées (fig. lA ) 
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codant les ARN 17s, 5,8s, 25s, et 5s pouvant servir comme amorces W1iverselles (White 

el al, 1991 ; Henrion el al, 1992 ; Gardes et Bruns, 1993). 

- l'ADN ribosomal mitochondrial : présents également en plusieurs copies, les 

ADN ribosomaux mitochondriaux sont indépendants du génome nucléaire et facilement 

accessibles pour des études génétiques. Des régions polymorphes de la grande et la 

petite sous-uni tés des ADNr mitochondriaux ont été utilisées par certains auteurs pour 

différencier des espèces fongiques (Gardes et al, 1991 ; Tagliavini et al, 1994; Gardes 

el al, 1995 ; Bnms el al, 1998). 

Des amorces nuclêotidiques ont été construites à partir des régions conservées de 

J'ADNr nucleaire et mitochondrial pour pennettre l'amplification des régions 

spécifiques. Le couple d'amorces ITS l/ITS4 est utili sé pour amplifier la région ITS et 

l'IGS I est amplifié à l'aide des amorces 5SA et CNLI2. La petite et la grande SQUS­

unités de ]'AONr ·mitochondrial son! respectivement amplifiées par les amorces MSl et 

1 MS2 (Tagliavini el al, 1994) et ML7 et ML8 (Gardes el al, 1995). 

Il a été possible de différencier des espèces et/ou des isolats fongiques après 

1 électrophorèse et analyse de la longueur des fragments des différentes régions 

amplifiées (Henrion el al, 1992). Mais très so uvent c'est l'analyse de la longueur des 

1 fragments de restrictions (RFLP), générés par la digestion de ces régions avec 

1 
différentes endonucléases, qui permet de différencier des espèces et des isolats de 

champignons ectomycorhiziens (Gardes el al, 1991 ; Gardes et Bruns, 1993 ; Gardes et 

1 
Bruns, 1996 ; Karen el al, 1997 ; Dahlberg el al, 1997; Gryta el al, 1998 ; Selosse el al, 

1998a; Bruns el al, 1998). 

1 
La séquence nucJéotidique des reglons rTS et rGS déterminée par séquençage 

permet d'estimer les pourcentages de similarité et d'établir des relat ions phylogénétiques 

entre espèces et isolats de champignons ectomyco rhi ziens (Anderson et al. 1998 ; 

Martin el al, 1998).

1 - l'ADN lolal : la RAPD (Random Annplified Polymorphism DNA), oU 

amplification aléatoire de segments d'A DN, à l'aide d'une seule amorce 

oligonucléotidique courte est également basée sur la technique de la pe Ro Elle permet 

d'accéder au polymorphisme de larges portions du génome. C'est une technique à grande 

1 résolution pour l'étude de la variabilité intraspécifique et pennet de différencier des 

individus génétiquement très proches (Oc la Bastide, 1994 ; Selosse el of, 1998b). Elle a 

1 été employée pour l'étude de la distribution spario-temporelle el de la persistance des 

populations de Laeearia bie%r en plantations (De la Bastide el al, 1994 ; Selosse el al, 

1998b) et aussi pour l'identification des espêces du genre Tuber (Gandeboeuf et al, 
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1 

1994). Elle est sujette à des problèmes de reproductibilité el nécessite des répétitions e l 

l'utilisation de plus d'une amorce pow un matériel donné (Welsh et McClelland, L 990 

cités par Trappe e l Jumpponen, L994). Toutefois, l'utili sation de températures 

d'hybridation des amorces élevées (SOOe) pennet d'éviter ces problèmes (Sel asse el al, 

1998b). 

Grâce à la possibilité d'extraire et d'amplifier l'ADN de champignons à partir de 

leur différentes formes biologiques, la PCR pennet ainsi d'étudier assez rapidement la 

d iversité génétique des communautés et des populations de champignons mycorhiziens 

d 'un écosystême et de suivre rigoureusement, par utilisation de marqueur spécifique, la 

1 
1 persistance d'une souche introduite en pépinière et en plantation. 

Notre projet de recherche de thèse visait à : 

1 
1. estimer la diversité des champignons ectomycorhiziens assoc iés à différentes 

plantes· hôtes au Burkina Faso, 

2. étudier, en partÎculier, la diversité intra· interspécifique des Sclérodennes, 

3. identifier les symbiotes d'A. africana élevé en pépinière. 

Afin d'atteindre ces objectifs, j'ai été amené à développer une gamme de 

méthodologies d'identification complémentaires basées sur 0) des critères 

morphologiques (carpophores, mycorhizes), (il) anatomiques e l struc turales 

(mycorhizes) et (iii) moléculaires (mycorhizes. mycélium). 
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Chapitre II. 

Inventaire des champignons ectomycorhiziens 
associés à A. africana et d'autres espèces 

ectomycorhiziennes dans les forêts du Sud-Ouest 1 

du Burkina Faso. 
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Inventaire myc:oiogique 

2.1. Introduction 

En zone tropicale, co particulie r en Afrique, les inventaires de champignons 

ectomycorhiziens associés aux espèces locales sont peu abondants. Les différenLS tra vaux 

1 ont surtout été orientés sur le statut endo~ ou ectomycorhizien de ces espèces (Fassi et 

1 

Fontana, 1962 ; Jenik et Mensah, 1967, Redhead. 1968 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; 

Newbery et al, 1988; Khasa el al, 1990; Ivory er al, 1994). Quelques auteurs ont 

cependant identifié des champignons symbiOliques des espèces [elles que Afzelia 

a/ricana, A. bracteata, Uapaca guineensis, U. chevaleri, Anthonota crassifo/ia, 

Gilbertiodendron sp et Brachysregia eurycoma (Redhead, 1968 ; Thoen et Bâ, 1989 ; 

Thoen et Ducousso. 1989. Mikola, 1970 cité par Bâ, 1990; Bâ, 1990). En effet, au 

Sénégal, 43 espèces fongiques onl é té récollées sous A. africana et U. guineensis (Bâ, 

1990) ; Thoen et Ducousso (1989) ont récolté une trentaine d'espèces sous 6 essences

1 (A. africana , A. bracreata, U. guineensis. U. chevaleri el Anrhonota crassifoUa) des 

forêts du Fouta~Djalon. Dans les forêts congolaises des Bolets et des Lactaires Ont été 

signalés sous Gilberriodendrorr sp (Mikola, 1970 cité par Bâ. 1990). Des Inocybes ont 

également été observés sous des jeunes plantS d'A. bella au Nigeria (Redhead, 1968). 

1 Excepté ce dernier cas, la plupart des inventai res ont été effectués au sein de peuplements 

adultes. Pourtant, la diversité des champignons mycorhiziens associés à une espèce 

résulte de la succession de différents champignons au cours du temps (Last et al, 1983 ; 

Masson eral, 1983; Heming et al, 1985 ; DighLon et Masson. 1985; Bâ er al, 1991 ; Bâ 

et al, 1994). Les champignons qui s'installent en premier sont les pionniers souvent 

appelés précoces et ceux apparaissant plus tard dans les peuplements âgés sont appelés 

champignons tardifs. En Tanzanie, Munyaziza et Kuyper (1995) ont montré que certains 

champignons ne formaient de mycorhizes sur jeunes plants d'A. quanzensis que si ceux~ 

ci étaient associés à des pieds aduhes. 

1 Lorsque les jeunes plants sont élevés en pépinière sur des sols issus des 

plant.ations, seuls les champignons précoces forment des mycorhizes (Fleming, 1983). 

1 Celte pratique presente ainsi le doubJe avantage de permeure de piéger et d'identifier les 

champignons précoce.s impOrtants pour Je choix des souches destinées à la mycorruzation 

1 contrôlée. (Garbaye, 1986) et aussi de disposer de matériel pour caractériser les 

mycorhi.zes et isoler les champignons impliqués CBâ, 1990). Néanm oins certains 

champignons comme Laccaria spp. el Pisolithus spp. présents ou introduitS au niveau des 

pépinières sont capables de se maintenir après plantation (DighLOn el Masson , 1985, 

Villeneuve er al, 1991 ; Selosse et al, 1998 ; Dell el Malajczuck, 1997). Ce pourrait être 
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Figure 2.la. Schéma de différents 
organes d 'Afzelia africana. 1, houpier 
2, tronc avec contrefort; 3, feui lle; 
4, inflorescence; 5, bouton floral ; 6, 
flew ; 7, gousse contenant des graines 
8, graine. (Evy, 1995). 
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Figure 2.1 b. Schéma de 
différents organes d ' /soberlinia 
doka. 1, feuille; 2, stipules; 3, 
inflorescence ; 4, fleur ; 5, fruits; 
6, fruit desséché enroulé; 7, fni it 
(face dorsale) ; 8, insertion des 
péliolules 9, graines. 
(Aubréville, 1959). 
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1 Inventai" mycolQgique 

1 

le cas des Sclérodennes récoltés sous des pieds adultes et capables de former des 

mycorhizes sur A. africana en conditions semi-contrôlées e( en pépinière. C'est pourquoi, 

nous nous sommes particulièrement iméressés aux Scléroderrnes présents au Sud-Ouest 

du Burkina. 

Afin d'explorer la diversité des champignons eClomycorh.i ziens présents dans les 

forêts du Su d-Ouest du Burkina Faso, nous nous sommes également intéressés au 

cortège fongique de 5 autres essences forestières ectomycorhiziennes : lsoberlinia doka, 

I. dalziellii. MonO/es kerstingii, Uapaca gumeensis et U. samon. 

Ainsi, dans ce chapitre, notre approche a consisté à : 

1. faire un inventaire des champignons eClOmycorhl z.iens daos les savanes arborées 

el forêts claires du Sud-Ouest du Burkina Faso ; à l'issue de cet inventaire, il est apparu 

que différentes espèces morphologiques de Scléroderrnes, Scleroderma verruCosum. S. 

dicryosporum, Scleroderma sp I , el Sclerodenna sp2 étaient particulièrement abondantes. 

1 2. isoler le mycélium végétatif des di ffé rentes espèces de Sclérodermes el tester 

leur infectivité Sur A. africana en condition semi·axénique. 

2.2. Matériels et méthodes 

1 
2.2.1. Matériel végétaJ : description botanique des espèces 

Les caractéristiques botaniques des six espèces d'arbres eCLomycorhiziens que nous 

avons étudiées SOOlIes suivantes 

• Afzelia africana 

Famille : Leguminosae 

Sous· Famille : Caesalpinio ideae 

Genre : Alzelia 

Espèce : aPicana Sm. 

Nom commun : Linké 

Arbre de 10 à 35 m à fû t assez droit muni de contrefortS hauts de 1 à 1,5 m. Le 

feu illage dense est d'un ven briliaOl, Les feuilles sont composées, pari-pennées et 

alternes avec 3 à 5 paires de fo lioles opposées. Les Oeurs. en racèmes terminaux longs de 

10 à 15 cm, sont très odorifé rantes, Les frui ts som des gousses ligneuses et épaisses 

con tenant une graine à arille rouge ou orange par loge (ftg. 2.1 a). 
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Figure 2.1c. Schéma de différents organes 
de Monoles kerstingii . 1, feuilles el 

inflorescence; 2, base du limbe; 3, fruil ; 
4, coupe transversale 
de fruit. (Aubréville, 1959). 

Figure 2.ld. Schéma de différents organes 
de Uapaca guineensis. 1, feuille ; 2, 
inflorescence mâle ; 3, flew mâle et 
rudiment ct 'ovaire ; 4, fruit; 5, graine. 
(Aubréville, 1959). 
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lnvenlaire mycologique 

• lsoberlinia daka 

Famille : Leguminosae 

Sous Famille : Caesalpinioideae 

Genre: Isoberlinia 

Espèce : doka Craib. & Stapf. 

Arbre de 10 à 20 mde haut vivam en groupes. Les feuilles som composées de 2 à 4 

paires de folioles opposées coriaces el toujours présentes. Les fleurs som blanches, 

subsessiles en grands panicules dressés de 10 à 15 cm. Les gousses, ligneuses sOnt 

plates, brunes, finement striées transversalement et glabres (18·20 cm de long et 5·6 cm 

de large). Les graines som aplaties et de couleur bnme à maturité lorsque la gousse éclate 

(fig. 2.1 b) 

-lsoberlinia dalliellii 

Famille : Leguminosae 

Sous·Famille : CaesaJpinioideae 

Genre: lsoberlinia 

Espèce: da/vellii Craib. & Stapf. 

Espèce généralement confondue à l. doka . eUe en diffère par la présence de grandes 

stipules caduques à la base du pétiole. des fe uilles un peu plus larges et moins brillantes 

sunoulla face infé rieure q ui est légèrement pubescente. Elle possède des gousses plus 

larges e l également pubescentes . 

• MonOles kerstingii 

1 Famille : Dipterocarpaceae 

Gerue : MonOles 

Espèce: kerslingii Gilg. 

1 Seule espèce de celle famille présente en Afrique de l'Ouest, elle présente des 

individus de petite taille (environ 10 m de haut). Les feuilles simples, sont elliptiques et 

duveteuses sur la face inférieure. Les fleurs blanches et jaunes sont en cymes. Les fruits 

sont subglobuleux très durs de 1,5 cm de diamètre. ils sont entourés de 5 ailes rougeâtres 

dérivés du calice et constitués de 3 loges renfermant trois graines (fig. 2.1c). 
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Im'en/aire mycologiqlle 

• Uapaca guineensis 

Famille : Euphorbiaceae 

Genre : Uapaca 

Espèce: guineensis Mull . & Arg. 

C 'est une espèce dioique très répandue dans les zones forestières, elle se renContre 

au Burkina Faso le long des cours d'eau. Elle porte des racines échasses qui sont une 

adaptation aux conditions d'inondation. Les feuilles obovées, allongées et é1!0itement 

cunéifonnes en général sont groupées en touffes dressées tenninales. Le limbe atteint 2S 

cm de long et 12 cm de large el les pétioles' mesurent 3 à 8 cm de long. Les fleurs mâles 

sont petites (5-6,5 mm de diamètre) et les ovaires glanduleux. Les fruits sont petits et 

globuleux (2 cm de diamètre) et contiennenl3 à 4 graines elliptiques de 1,5 à 1,7 cm de 

long et 1 à 1,2 cm de large (fig. 2. ld) . 

• Uapaca somon 

Famille : Euphorbiaceae 

Genre : Uapaca 

Espèce : somon Aubr. & Léan. 

1 Espèce des savanes arborées et des plateaux très secs, elle se rencon tre 

indifféremment le long des galeries forestières. Elle diffère de U. guineensis par sa taille 

plus petite et l'absence de racines échasses. Les feuilles sont également de peti te laille el 

les fruitS SOnt légèrement pubescentS. , 
2,2.2. Description des sites expérimentaux 

1 
1 

En 1992, une prospection réalisée en collaboration avec le Département de Botanique de 

l'IRBET avai t permis d'identifier 13 sites où sont représentées les six espèces 

ectomycorhiziennes cj ·dessus citées (paragŒphe 2.2.1.). Ces sites sont situés au Sud­

Ouest du Bur.kina Faso (entr.e les latirudes 9'45' et 12'15 et les longitudes 3° lO' et 5"25') 

dans le domaine phytogéographique soudanien el plus précisément dans le di suicl Ouest 

Volta-noire et celui de la Com oé (cf. fig. 1.3) . Ils s'étendent sur 3 provinces 

administratives , les provinces du Houet. du Kénédougou et de la Camoé qui sont les 

mieux arrosées du pays. Ces provi nces sont carac térisées de nos jours par une 

pluvioméLrie de 900 à 1000 mm/an du Nord au Sud el par une saison pluvieuse de 6 à 7 

mois. Celte pluviométrie est assez mal répartie dans l'espace et dans le temps avec un 

24 




0 

1987 1988 198' 199{) 1991 lm 1993 1'" 1995 1996 

Année 

Figure U. Pluviométrie mo~enne annuelle sur 10 ans (1987· ]996) 
des Irois provinces couvrant es sites expérimentaux 

Tableau 2.1. Quelques caractéristiques physico-chimiques des sols (O-W cm) des dirrérenlS sites 

Sites 1 n ru IV V VI VU Vlll lX X Xl XJl 

A.-gile (%) 7,8 '.8 7.8 S.8 17.6 S.8 17.6 21.5 23.5 5 .8 11.31.. 
Limon (%) 17.6 11.7 27,4 11.7 11.7 17,6 11.7 35,2 25,4 23,3 11.7 13,7 
Sable(%) 74,5 78,4 64,7 86.2 82.3 64,7 82.3 47 ,0 52,9 52,9 82,3 75 
pH (H2Ü) 7,0 5,8 6 ,S 6,' 6,2 6,S S,6 6 ,6 5,4 5,0 6, 1 6,20 
pH (Ka) 5,' 4,4 5,3 5,S 4,8 5,5 4 ,8 S,I 4,3 3,' 4.5 4,67 
C total (%) 1.5 0,6 1.1 0,3 C,8 1,3 0,6 1.6 2,0 1,1 0.5 0.42 
N total (%) 0.2 0,04 0,07 0.01 C,Q? O,JO 0,05 O.ll 0,10 0,07 0,02 0,03 
Matière organique 
totale (%) 2.7 1.1 0,6 1,4 2.3 1,1 2,7 3,4 l,' 0,' 0,73l.' l'CIN 7 16 16 28 12 14 1. 20 16 22 13 
P total 
(rngJg) OS .5 22 '3 324 32 25. 25. 97 22 43 48,9 
P assimilable (mg/g·) 5,S 2.2 4,' 2,7 1,2 2,4 3,0 5 ,2 2,6 4,7 12,1 0,88 
V (%)U 6. 4' 103 32 54 51 35 72 109 11 17 66 
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Invenwire mycologique 

maximum de pluies au mois d'août. La pluviométrie moyenne annuelle sur 10 ans (1987· 

1996) des trois provinces est représentée sur la fig. 2.2. 

La végétation esl composée de savanes boisées, forêts claires constituées d'arbres. 

d'arbustes et de graminées pérennes. Les galeries forestières le long des cours d'eau 

COnservent les reliques de forêts guinéennes sempervirentes. 

Les caractéristiques physico-chimiques des sols (0-20 cm de profondeur) de 12 des 

13 sites expérimentaux sont présentées dans le Lableau 2.1. Les sols SOnt essentiellement 

sableux à sablo-Iimoneux el pauvres en phosphore el en matière organique. Le pH est 

neulre à légèrement acide. 

Les arbres dominants se repartissent dans les 13 sites comme suit : 4 sites dominés 

par lsoberlinia spp (sites J, VIn, LX et XII). 3 sites dominés par Uapaca guineensis (sites 

1lI, VI et X), 2 sites dominés par Afzelia africana (site IV et VII), 2 sites dominés par 1 Monaus kerslingii (sites II el V) , un site dominé par Uapaca sarnen (sÎle XI) el un site 

dominé par Isoberlinia dalziellii et Monoles kerstÎngii (sile XIII) (fig. 2.3 el tableau 2.2). 

1 
• Sites à Aftelia africalill : Espèce la plus importante sur le plan économique des six 

arbres, elle fut abusivement exploitée el n'existe pratiquement plus en peuplement. Elle 

est rencontrée de façon sporadique en savane, en forêt claire et aussi le long des cours 

d'eau. Ainsi le site IV est situé à l'entrée de la forêt classée de Dindéresso (fig. 2.4). La 

1 végétation ligneuse a quasiment disparue laissant place à des graminées pérennes. On 

note la présence de quelques régénérations n3lUrelles (semis et rejet de souches) qui ne

1 résistent pas 'au passage des feux en saison sèche. Le site VII se situe le long d'une 

galerie forestière où Afzelia est associé à des espèces ripicoles. 

1 • Sites à lsoberlinia spp : Les 2 espèces d'lsoberlinia sont essentiellement utilisées 

comme bois de feu et par conséquent font l'objet de coupes fréquentes. Ce sont des 

1 espèces à rejet de souches et à régénération naturelle importants. Les sites retenus som 

1 
soit une vieille jachère (sile XlI) avec des individus ne dépassant pas 5 à 7 m de haut ou 

des sols impropres aux cultures (sites J. VUI e t IX) où les arbres peuvent atteindre 10 à 

1 
15m de haut Les sites VIII et XII sont constitués d'Isoberlinia doka associés à d'autres 

arbustes et surtout à des graminées (fig. 2.5). Au niveau des sites 1 el lX, les deux 

espèces sont associées. 
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Figure 2.3. Localisation des sites. A =- Province de Kénédougou ; B == Province du Houet ; C = 
Province de la Comoé. ~) Chef lieu de province ( • ) Village, (- ) limite de province 
(~ ) Limite de pays ;!, VIII , LX, Xli = lsoberlillia daka & l. dalziellii ; IV , VII = AJzelia 
africana: III, vr, X :-:: Uapaca 811ineenJis ; Il. V = Monoles kerstingii ~ Xl = Uapaca somon. 
XIO ;;;; lsoberlinia dalziell!~ §c._M~~qles kerslingii. 
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Tableau 2.2. lisle des différems sites prospectés avec les plantes dominantes 

1 
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Sites Plantes dominantes Situation géographique 
(Provioces) 
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IV A~lin africana 
VU A~lia africano. 

1 lsoberfinw dola & /sober/inia da/vellii 
vm lsoberlinia tkJko 
IX Isoberfinitl doka & Isoberfjf1jo datzieflij 
)(TI lsoberlinio. dako 

ID Uapaca gllineensis 
V) Uapoca guiMensis 
X Uapoca guineerzsis 

fi MonOles kerslingii 
V ManOles kerstingii 

XI Uapaca somon 

xm lsoberlinia dalziellii & MonDres kersringji 

HoueI 
Kénédougou 

Houet 
Comoé 
Comoé 
HoueI 

HoueI 
Como' 
Comoé 

HoueI 
Comoé 

Cornoé 

Kénédougou 
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Figure 2.4. Aftelia a/ricana, site IV 

-


Figure 2.5. /soberlinia doka, site vm 
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Figure 2.6. Mo/wtes kerstingii, site il 

F....e 2.7. Uapaca guineensis. site ID 
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1 Invenlai,.e mycologiqlll 

• Sites à Monotes kerstingii : Cette espèce dont les feuilles sont utilisées en 

pharmacopée traditionneUe est également très exploitée dans la province du Hallet où il ne 

restait eo J997 '.lueun des pieds observés sur le sÎ le (11) en 1992 (fig. 2.6). Situé sur une1 colline graviUonnaire, le site V est moins e:ltploÎté et M. kersJingii y est associé à d'autres 

espèces mycorhiziennes et à des graminées. Contrairement aux Dipterocarpaceae de 

1 	 l'Asie du Sud-Est, M. kerstingii présente une croissance tortueuse due probablement à la 

pauvreté du sol et au passage annuel des feux de brousse généralemenl tardifs. 

~ Sites à Uapaca guineensis : Espèce relique des forêts guinéennes, U. guinunsis 

est rencontrée en alignement le long des ~aleries forestières en parties inondées en août.

1 La présence des racines éch~ses constitue vraisemblablement une adaptation à ces 

inondations cycliques (fig. 2.7) . 

• Site à Uapaca somon : Espèce des plateaux secs, V. somon a été rencontrée à 

l'extrême Sud-Ouest du pays. Le site est temporairement inondé après de fortes pluies. 

Sur ce site, V. somon es t associée à Aftelia africana et lsoberlinia spp et d'autres espèces 

non ectomycorhiziennes, 

• Site à M. kersn"ngii et/. dolzie{Ui : Ce site situé sur un sol argileux est dominé par 

M. kerstin8ii et l. dall.ieUii. Les espèces grarninéennnes y sont peu représentées. 

1 	 2.2.3. Invenlaire des champignons réputés ectomycorhiziens 

1 	 La fructification des champignons ectomycorhiziens varie en fonction des conditions 

1 

environnementales (pluviométrie, température) et est, de ce fail, particulièrement en·atique 

en rooe tropicale. Aussi, certains champignons fructifient une ou plusieurs fois chague 

année alors que d'autres espèces ne fructifient que tous les dix ans (Brundreu et ai, 

1996). Entre 1994 et 1996, nous avons donc effectué des prospections pour collecter et 

identifier des champignons ectomycorhiziens Sur les sites sélectionnés. Ces prospections 

se sont déroulées lors de la saison des pluies au cours de la péliode privilégiée de 

fructification. Chaque sile a été ainsi visité 2 à 3 fois (juin-juillet, aoGI el septembre) par 

an duranlles 3 ans de notre projet de recherche. 

1 Les sites étan t si tués de 365 à 500 km de notre laboratOire. nous avons choisi 

comme base le Laboratoire du Programme Coton (INERNCNRST), situé dans la ville de 

1 Bobo-Dioulasso (365 km de Ouagadougou), pour l'isolement des champignons récoltés 

quotidiennement. 

Nous avons récolté tous les champignons réputés ectomycorhiziens et fructifiant au 

voisinage des espèces forestières à eclOmycorhizes. Pour chaque espèce de champignons. 

les carpophores en développement ou matures sont soigneusement récoltés 
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Figure 2.8. Mini-rhizotron contenant deux plants d ·Afzelia africana 1 

Le mycélium devéloppé sur papier bisulfitique est mis en contact avec 
le système racinaire des plants (flèches). 
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phOtographiés et étiquetés (numéro d'herbier, lieu et date de récolte, plante-hôte). Les 

échantillons à conserver en herbier SOnt séchés à l'éLUve à 50'C. La plupart des 

carpophores ont été décrits et identifiés par rapport à un herbier de référence (l'hoen et 

Bâ, 1989). 

Les carpophores de Sclérodennes ont souvent , été observés sous la litière ou à 

proximité des termitières dans des endroits très humides. Les différenteS espèces ont été 

iden tifiées au laboratoire après observation des spores au microscope photonique. 

1 	 2,2.4. Isolement des cultures mycéliennes et aptitude ectomycorruzogène des 
isolats de Sclérodermes en conditions semi-axéniques 

1 2.2.4.1. Isolement des cultures mycéliennes 

1 

Les isolements de mycélium végétatif on t été réalisés essentiellement sur les 

Sclérodermes. Ils sont effectués sur des carpophores fermes selon la méthode décrite par 

Bâ (1990). Les carpophores sont débarrassés des particules de sol avec un pinceau el du 

coton imbibé d'alcool 96% puis fractionnés en deux en conditions sLériles. A l'aide d'un 

scalpel flambé, des fragments de carpophores som prélevés dans la partie interne du 

péridium et déposés sur milieu gélosé MNM (Marx, 1969) en boîtes de Petri puis incubés 

à 30°C dans une étuve. Des repiquages successifs sur milieu contenant de la 

streptomycine (300 ppm) pennettent d'éliminer les contarninants bactériens et d'obterur 

des cultures pures de mycéliums eCLOmycorhiziens dicaryotiques. Ces cultures sont 

maintenues par repiquage sur un milieu frais une fois par mois. 

2.2.4.2. Aptitude ectomycorhizogène de quelques isolats de Sclérodermes 

1 
Les différents isolats fongiques étant issus de plantes-hôtes différentes. nous avons 

1 

. effectué des tests d'infecuvité vis-à-vis d'Aftelia africana et aussi étudié le spectre d'hôte 

de ces espèces vis· à-vis d'autres plantes (lsoberlinia dokn, l. dnlziellii, A. quanzensis et 

Brachystegia speclform is), Compte tenu de la taille des graines de ces espèces, en 

parti cu lier celles d'Afzelia e t d'Isoberiinia, ces tests ont été réalisés en conditions semi­

axéniques dans des mioi-rhizotrons (Bâ, 1990). Ce sont des parallélépipèdes plats 

1 transparents en polystyrène (20 x 8 x 2,Scm) el ouvrables sur une face (R;edacker, 1974) 

(fig. 2.8). En expérimentation. ils sont inclinés de 30°C à 45°C par rappon à la verticaJe 

1 du côté de la face ouvrable permettant ainsi l'élude des sysœmes racinaires. 

Les graines d 'A. africana et A. quanzensis sont scarifiées e l désinfectées à l'acide 

1 sulfurique 95% pendan( 2 h puis rincées à l'eau distillée slérile. Les graines d'Isoberlinia 
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1 Tableau Z.3. Champignoos ectomycorhiziens récoltés so us Afœ/ia africana. lsoberlinia doka, isober/iltia der/tidlii, 
Monot~s kerstingii, Uapaca guineensis et Uapoco saman 

Ordres Isolement du N° herbier 1 
8pèces Plantes- Hôtes· mycélium 

l. do. 1. da. A. a. M. k. U. &. u. $. 

Aphyll opboral es 
+ColtricUl cinru:mlomea (Pers.) + 41 1 
MUrT. 

Agaricales 
+Aman:ita hemibapho + + + + 25.43 1 
(Brel;. & Br.) Sacc. 
+Amanita sp i (brun) + + + + 67,42 
Amanita sp2 (rose) + + 26,50 1Inocybe spI + + + 10, 39 
Inocybe sp2 + + + 11, 12. 38 

Boletales 1
Boletellus spi (brun) + + + + + 13, 19. 46.90 
Bolerellus spl (jao oe) + + + + 48,60 
Bolerellu$ s:p3 (j aune-vert) + + 52 
Boletel/us sp4 (bleo) + 53 1 
BoleleUus sp5 (orange) + 65 
Strobilomyces sp + 40 
Tubosoeto bruneoserosa (Su.) + + + + 17a.l7b 
Horak . 1 
+Xeroc;omus subspinolosus + + + 66 
Heioem 

1Calltbarellales 
+Cantharellus pseudojriesii + + + + + + 28, 33, 37, 77, 
Heioem 80,81 

1Gautierales 
AusTrogaulicra sp (hypogé) + + + 29 

Hymellogastralcs 1
Sderogaster sp (hypogé) + + + + + 34,61. 72. 

104 
Russ u.lales 
+ÙlCrarius gymnocorpus + + + + + + 23,24,27. 36. 1 
Heinem 45 , 47 
+l.nc/arius spi (brun-orangé) + 64 
lActarius sp2 Uaune) + 68 
Russula annulata Heinem + 46 1 
+Russula spI (rouge) • + + + + + 14,49,54,58. 

69, 70 
+Russu/a $p2 (brun) + 62 1 
Sderodermatales 
. Sck ,ot!ermo diclyosporum + + + + + + + 103, 109.2 15 , 1Pal. 300, 304. 205 

+Sclerodumn venuCOSUIII Pers. + + + + + + + 105. 200. 256. 
305. 401.500. 
600.503 

Sderoderma ~I + + 406.407.409. 
410,420 

Sclerodenna sp2 + + + + + + 100, 208. 254, 
510 1 

Sc/erodennn sp3 + + + 252 
Scleroderma sp4 + + 520 
Sclerodemw sp5 + + 60S 1 
Nombre loul d'~èces ~302 19 18 15 10 14 12 7 

1
Les noms de cbampigooos prt.cédés du signe (+) sont illustrés sur les planches 1 et Il 
('") 1. tUJ. =lsoberlinin doka, 1. da. =lsoberlinia daldellii,A. a. - Alzelia africano, M. k.. =Mono/es kerstingii, U. g. = 
Uapaca guineensis. , V.s. =Uapaca SOn/en. (+):: présence; (-),. absence 



Inventaire mycolog;que 

dOka, l. dalziellii et Brachysregia speciformis SOnt dés infectées dans l'hypochlorite de 

sodium (1%) pendant 10 min, rincées et trempées dans l'eau 24 h. Les graines sont 

ensuite mises à germer dans des bacs contenant de la vermiculite stérile arrosée d'eau 

disLillée stéliJe el maintenus dans une chambre de culture (Lempérature, 35°C jour/27°C 

nuiL ; pholopériode. 16h jour/S h nuit ; humidité 60-70% ; intensité lumineuse 60W/m 2). 

Les graines prégennées sont repiquées dans des mini-rhizotrons remplis d'un mélange de 

lOurbe/vermiculite stérile (1 : 4, v/v) et arrosées avec de l'eau distillée. Les plants sont 

élevés en chambre de culture comme précédemment. Parallèlement, la préparation de 

l'inoculum et l'inoculaLion sont faites selon la méthode "paper sandwich" décrite par 

Chilvers el al ( 1986). Les champignons som repiqués sur papier carton absorbant (papier 

bisulfitique de la société Cellulose de Strasbourg) placé sur milieu MNM gélosé en boîte 

de Petri pendant 15 jours à 30°C. Au bout de 2 semaines. les papiers recOuverlS de 

mycélium SOnt appliqués sur le système racinaire ayant colonisé la face ouvrable du 

minirhizotron des plants âgés de ID à 15 jours. Les observations sont effectuées sous la 

loupe binoculaire après 7 à 10 jours de conlact entre le mycélium et les racines d'A. 

africana. La couleur et l'aspect du manteau sont notés pour chaque type de mycorhizes. 

Les mycorhizes som soigneusement prélevées et fixées dans du glutaraldéhyde 2.5% 

dans du tampon cacodylate de sodium (O,IM, pH 7,2). 

Des coupes à main levée om été effectuées dans la moelle de sureau. Les coupes 

sont éclaircies à l'hypochlorite de sodium 12%, rincées à l'eau acidifiée et colorées au 

rouge Congo glycériné (0,5%). Elles sont ensuite montées dans du glycérol 50% enue 

lame et lamelle et observées au microscope photonique. Le sLalUt mycorhizien du 

champignon vis-à-vis de la plante-hôte est confirmé par la présence du manteau et du 

réseau de Hartig. 

2.3. RésuUats 

2.3.1. Champignons ectomycorhiziens récoltés au Sud·ouest du Burkina 

Faso 

Trente espèces de champignons ectomycorhiziens ont été récoltés sous les plantes-hôtes 

étudiées CA. africana. 1. doka, I. dalziellii. M. kersringii, V. guineensis et V. saman) 

(tableau 2.3). Ces espèces fongiqu es se repartissent en 8 ordres (Aphyllophorales. 

Agaricales, Boletales, Cantharellales. Hyménogastrales. Russulales, Gautiérales el 

Sclérodennatales) et 13 genres. Parmi les 30 espèces, 6 (CanthareLlus pseudofriesi;, 

Lacrarius 8ymnocarpus, Scleroderma dicryosporum. S. verrucosum, Scleroderma sp 2 et 
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1 
Tableau 1.4. Liste des djf(érenu isolaIS de Sc/eroderma en culture 

1
Espèces fong iques IsolaIS Plantes hôtes Sites d'isolement 	 CoUccleur/annéc de 

rêcolte 

1 
Sckro<knn(l dicr)'osporum 	 IR 109 A. ajricana Sile IV Bâ & Sanon ( 1994 ) 

ffi2 15 1. doka &: 1. da/lieUii Sile 1 Bâ&Sanon ( 1994) 
IR250 1. doka &: 1. dallielli; SileVID SanQfl (1996) 
IR412 U. guinunsis Sile XlI Saooo (1996) 1 
IR602 J. dLJl~lIi; &: M. urs/ingi; Site XlII Sanon (1996) 

Sclerodermo vtr",cosum 	 IR500 U. samon Sile XI Bà&Sanon(1 994) 
IR600 1. dtJlzj.ellii « M. ursimgi; SileXITI Sanon (1996) 1 
IR256 l. doktJ & da/l,dlii Sile LX Sanon (1996) 

Sc/eroderma spi IR406 U. guineeruu Site ID 	 Bâ & Sarxm (1994) 1IR409 U. guineeruis Sile ID Bâ & Sanon (1995) 
IR4iO U. guineeruiJ Silem Sanon (1996) 
IR414 U. gu.inunsis Sile Xl Sanon (1996) 

1SckrodemUJ sp2 	 IR 100 A. f1jric(JllQ Site IV Bâ & Sanon ( 1994) 
IR408 U. guiMenis $i1e ID BS & Sanon (1995) 
IR5 10 U. somon Site XI Sanon ( 1996) 1 

SclerodemUl sp3 IRm J. doka «1. dolzidfii Site Xll 	 S:l.noo (19%) 

Sclerodermo spS IR605 1. doka &: (ÛJ/~UÙ Si le J 	 Bà (1993) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
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Inven/aire mycologique 

Russula spI) sont communes aux 6 plantes-hôtes. Cependant , cenains champignons 

semblent plus spécifiques à un genre ou une famill e de planles. Ainsi, Amanita 

hemibapha , Inocybe spI, Boletellus sp3, Xerocomus subspinulosus, Lactarius sp2, 

Scleroderma sp3 et Scleroderma sp5 n 'Ont été récoltées que sous les Caesalpinioideae. 

Les carpophores de Coltricia cinnamomea, BolereUus sp5, Laczarius sp I, Russula 

annulara. Russula sp2, Austrogauriera sp Scleroderma spI el Scleroderma sp4 sont plus 

spécifiques aux: espèces du genre Uapaca. Nous avons également rencontré deux: espèces 

de champignons hypogés (Austrogautiera sp. et Sclerogasrer sp.) quj pourraient 

correspondre aux. espèces collectées au Sénégal. 

Les espèces fréquemment rencontrées'au cours des trois années de nOtre inventaire 

sont : Scleroderma spp, Canlharellus pseudo/riesii , Lactarius gymnocarpus, 

Austrogautiera sp, Russula spi, Sclerogasler sp., Inocybe spi et Boletellus sp l. Au 

cours de certaines prospections effecluées e n début de saison pluvieuse, nous avons 

essentiellement renconLré des Sclérodermes ; ils sont peu abondants vers la fin de la 

saison pluvieuse. 

Honnis Cantharellus pseùdofriesii,/nocybe spp et Boletellus spp, nous avons tenté 

d'i soler le mycélium végétatif de tous les champignons récoltés. Seuls les Sc1érodennes 

et T ubosaeta brunneosetosa ont pu être isolés avec succès et maintenus en culture. Parmi 

les 7 espèces morphologiques de Scleroderma identifiées, l'isolement de mycélium de 

Scleroderma sp4 a échoué. Les carpophores de celle espèce récoltés en fin de saÎson 

pluvieuse étaient secs et déhiscents. Nous avons donc constitué une collection de 17 

isolatS avec les 6 autres espèces de Scleroderma (tableau 2.4). 

2.3.2. Description morphologique des différents Sclérodermes isolés 

Les carpophores des Sclérodennes sont sphériques à sub-sphériques et contractés à la 

base pour form er une Structure en forme de tige (pL ID). La face externe du péridium 

peuL-être aréolée, lisse, venuqueuse ou en forme d'écaille. Ils SOnt SQuvem rencontrés en 

groupe dans des endroits assez humides, sous la litière ou sur des termitières. 

1 

1 


- Scleroderma dictyosporum : péridium de couleur brun à la base à marron-noire 

sur la face concave lisse (pUll , fig. 1). Carpophores de diamètre variant de 1 à 4 cm 

contenan t une masse sporale de couleur marron à noire . Les spores sont très fonemenl 

réuculécs avcç un diamèlIc de 7 à 9)..lm sans les réticules (pUll fig. 2). 
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PLANCHEI 

1 
1 

Photographies de quelques champignons ectomycorhiziens récoltés dans les forêts 
claires et savanes arborées du Sud-Ouest du Burkina Faso 

1 

1 


1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 \/ 

Figure 1. Couricw cinnamomea (sÎte XI)


1 Figurt: 2. Amaniuz hemibapha (site I) 

Figure 3. Amanila sp 1 (site VU) 
Figure 4. Cantharellus pseudofriesii (site XI) 
.Figure S. Xerocomus subspinulosus (site 1) 
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PLANCHEll 


Photographies de quelques champignons eClomycorruziens récoltés dans les 
forêts claires el savanes arborées du Sud-Ouest du Burkina Faso 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Figure 1. Sclerogasler sp (site V) 

Figure 2. LlIctarius gymnocarplts (site IX) 

Figure 3. Ln ctaril/S sp2 (sile Vlli) 

Figure 4. Russula sp 1 (SiR: N) 

Figure S. RussulcJ sp2 (site XI) 




Invtnioirt mycologique 

- Scleroderma verruCOSllm : carpophores (2 à 5 cm de diamèlre parfois plus) 

bruns, sessiles ou présentant une pseudo-ùge (pUll, fig. 3). Le péridium est cou ven de 

petites tâches brunes foncées en forme d'écaille. Les spores brun· noires sont 

verruqueuses, 5 à 9 ~ de diamètre avec des épines de 1 à 2 ~m de long (pUll, fig. 4). 

Si l'on considère que l'ornementation des spores consuLUe un critère taxonomique 

clé, on peu distinguer dans notre collecùon 5 espèces morphologiques supplémentaires de 

Scleroderma.. 

- Scleroderma spI : carpophores brun·rosâtre de 2 à 4 cm de diamètre. Péridium 

portant de nombreuses écailles marron. La masse sporale est de couleur brun·jaune à sec. 

Les spores présentent de longues épines de 2 à 3 mm et om un diamètre moyen de Il ± 2 
~m (pUll, fig. 5). 

-Scleroderma sp2 : deux morphotypes de cene espèce ont été rencontrés, ils SOnt 

caractérisés par des spores lisses sans omementaùon. Le premier (IR 100 et IR408) est de 

couleur brun·jaune et a été identifié sous pratiquement toutes les plantes· hôtes. Pour le 

second morpho type (IR510). les carpophores correspondent aux descriptions de S. 

vemlcosum. Le diamètre moyen des spores est de 6 ± 1 ~m (pUll, fig. 6). 

1 - Scleroderma sp3 : carpophores assez proche de ceuX: de Scleroderma 

verrucoswn mais de taille plus grande (plus de 5 cm), cette espèce est caractérisée par des 

spores ponctués de 5 à 6 ~m de diamètre (pl.rv. fig. 1) . 

- Scleroderma sp4 : deux carpophores (environ 3 à 4 cm de diamètre) secs el 

déhiscents de cette espèce ont été récoltés sous U. somon. L'état sénescent des 

fructifications n'a pas permis l'i solement du mycélium végétatif. Les spores brunes son! 

de très petites tailles, 3,5 ± l~m (pUY , fig. 2). 

- Scleroderma sp5 : cette espèce récoltée sous 1. doka et 1. dalziellii en 1993 n'a 

pas été décrite. L'aspect du mycélium en culture est spécifique et différent des autres 

(pUY . fig. 3). 

1 L'analyse moléculaire de ces espèces morphologiques putatives (chapitre IV) 

permettra de confirmer J'existence de certains de ces taxons. 
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PLANCHElIJ 


Carpophores et spores de 4 espèces morphologiques de Sclérodenncs 
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1 

Figure 1. Carpophores de S. dicryosporum (site fV) 

Figure 2. Spores de S. dictyo\'pomlfl 

Figure 3. Cmpophores de S. verTUCOSlI 111 (s il!.! J) 


figure 4. Spores de S. verruCOSflnJ 


Fig.ure S. Spores de Scferodermn "p [ 

figure 6. Spore~ de Scler(,rle rma sp2 
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PLANCHE IV 


Spores et mycélium en culture de différentes espèces de ScJérodermes 
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Figure 1. Spores de Scleroderma sp3 
Figure 2. Spores de Sclerodenlla sp4 1
Figure 3. Mycélium en culture (je Scleyoderma sp5 el d'autres isol.ts 
Barre d'échelle, JO J.lm 
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Invemaire mycologique 

2.3.3. Aptitude ectomycorhizogène des isolats fongiques 

Nous avons testé l'aptitude ectomycorhizogène d'au moins un isolat par espèce ainsi 

qu'une souche de Sc/eroderma dictyosporum (ORS7731) isolée au Sénégal (tableau 2.5) 

Tous les Sclérodennes testés ont colonisé le système racinaire d'A. africana.l. doka, L 

dalziellii et deux Caesalpinioideae de l'Afrique de l'Est (A. quanzensis et Brachyslegia 

speclformis). Les mycorhizes fonnées par les différents Sclérodermes sont toutes de 

couleur blanche avec un manteau blanc cotonneux. L'examen des coupes des racines 

colonisées effectuées à main levée, a montré la présence d'un manteau et d'un réseau de 

Hartig pennettant ainsi de confirmer le statut ectomycorhizien de ces isolats. L'espèce 

Scleroderma spI qui paraissait spécifique à U. guineensis mycorhize bien toutes les 

espèces. L'isolat ORS7731 du Sénégal est également infectif sur toutes les espèces. Ces 

résultats suggèrent que les espèces du genre Scleroderma sont peu spécifiques et 

colonisent un spectre d'hôte large, du moins en ce qui concerne les essences tropicales 

testées. Par contre l'isolat IR605 de Scleroderma sp5 collecté sous Isoberlinia spp, sa 

plante-hôte apparente, n'infecte ni lsoberlinia spp, les plantes d'isolement ni les autres 

espèces d'arbres étudiées. 

1 
2.4. Discussion et Conclusion 

1 
Le nombre d'espèces fongiques ectomycorhiziennes rencontrées dans trois régions du 

Burkina Faso sous six plantes-hôtes (30 espèces) (tableau 2.3) est plus faible par rapport 

aux espèces identifiées au Sud du Sénégal (44 espèces) et au Fouta-Djalon (37 espèces) 

(Thoen et Bâ,1989 ; Thoen et Ducousso, 1989). Au Sénégal et en Guinée, les genres les 

plus représentés en nombre d'espèces sont les genres Amanita et Russula alors qu'au 

Burkina Faso (tableau 2.6), ce sont les Scleroderma et Boletellus. Cette différence entre 

les 3 régions pourrait être liée aux plantes-hôtes (Fouta-Djalon) et aux caractéristiques 

écologiques de ces sites (Sud du Sénégal et Fouta-Djalon). En effet, les sites prospectés 

1 au Burkina Faso sont situés pour l'essentiel en forêts claires et savanes arborées où les 

températures et la pluviométrie influent certainement sur la diversité spécifique et la 

1 fructification. Certaines espèces eClomycorhiziennes que nous avons jnvemoriées onl 

également été signalées dans d'autres régions de l'Afrigue telles que le Kenya (Ivory et 

al,1994), la Tanzanie, et l'Afrique du Sud et pourraient avoir une large répartition 

géographique (tableau 2.7). 
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IRI09 $. dictyosporum A. africima Burk.:na Faso (site TV) + + + + + 

IR406 Scleroderma spI U. guineensis Burkina Faso (site DI) + + + + + 

IR408 Sc/eroderma sp2 U. gumeensÎ.s Burkina Faso (site Ill) + + + + + 

IR500 S. verrucosum U. somali Burkina Faso (site XI) + + + + + 

IR.605 Scleroderma sp5 lsoberlinia spp. Burkina Faso (site I) 

ORS 7731 S. d icryosporum A.africana S~négaJ 
 + + + + + 

(+) := présence du manteau et du réseau de Hartig. (-) =absence du JIUt)lcau et do réseau de Hanig 

1 

Tableau 2.5, Infeclivité de certains isolats (ong iques vis-à-vis d'Afzelia a/ricana (A.lI.) , Afzeliu qllonzensis (A . q.), 

Isoberlinia doka (/. do.), lsoberlinin dillziellii (1. da.) el Brcchyslegia speciformu (8.s.) 1 

bolatslespè= Planles hôtes Origine 	 Plantes 

lestées 1 

ka. A.q. I.dn . !.da. B.s. 
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/m'en/a ire mycologique 

Les espèces du genre Scleroderma som associées à toutes les plantes-hÔles 

indigènes é tudiées et aussi à des plantes exotiques introduites (cas de S. verrucosum 

associé à Eucalyptus camaldulensis et Cinnamomum zeylanicum au Fouta-Djalon). Ceci 

suggère que ces champignons indigènes comme ceux de la zone tempérée (Harley e( 

Smith , 1983) soient peu spécifiques et confirme les résultats obtenus par Thoen et Bâ 

(l989). D'ailleurs au Burkina Faso, deux espèces morphologiques, Scleroderma spI et 

Scleroderma sp4 n'ont été rencontrées que sous Uapaca spp e t Scleroderma spl ne 

montre pas de spécifici té vis-à-vis des autres espèces d'arbres indigènes. Par contre. les 

espèces Russula annulata, Austrogauliera sp et Coltricia cinnamomea n'ont été identifiés 

que sous Uapaca spp en Afrique de l'Ouest suggérant que cene espèce est spécifique à ce 

genre du moins dans cette partie du continent. 

L'élUde du statut ec tomycorhizien a pennis de confirmer le large spectre d'hôte des 

Sclérodermes . Quelque soil l'hôte sous leq uel le carpopbore a é té récolté. ces 

Sclérodermes infectent toutes les plantes testées, A. africana. A. quanzensis, I. doka , 1. 

dalziellii et Brachystegia speciformis. La large répartition géographique des Sclérodermes 

sous les tropiq ues (Oulman (l970) cité pa, Sims et al (1997», en particulier S. 

verrucosum, pourrait expliquer leur large spectre d'hôte. 

Nos résu ltats suggèrem que les espèces de Scleroderma récoltées sous des arbres 

adultes e t capables d'infec ter les jeunes plants d'A. africana som des champignons dont la 

capacité mycorhiwgène est peu dépendante de l'âge de l'hôte. Il s'agit donc de candida ts 

potentiels pour la mise en place de la mycorhilation contrôlée. 

L 'isola t IR60S de Scle roderma spS, isolé à partir de carpophores associés à 

lsoberlinia spp ., n'infecte aucune plante-hôte. Cet isolat pourrait donc être considéré 

comme un champignon mycorhizien uudif palU' Isoberlinia spp. 

La diversité de champignons ectomycorhiziens dans le Sud-Ouest du Burkina Faso 

est relativement faible par rapport à d'autres régions d'Afrique telle que le Sud du Sénégal 

elle Fouta-Djalon en Guinée. Celle différence inter-régionale est vraisemblablement liée 

aux caractéristiques écologiques, phytosociologiques el physiogéographiques des régions 

étudiées. Toutefois , l'inventaire que nouS avons réalisé ne couvre que trois années de 

réco lte e t il n'est pas exclu q ue œrtaines espèces à fructification sporadique n'aieot pas é té 

observées sur une période si coune. 

L 'abondance des espèces du genre Scleroderma sur le terrain, le ur spécinc iLé 

mycorhizienne rédui te et la facilité relative de maintien en culture pure du mycélium de ces 

espèces font d'elles des candidats potentiels pour la rn ycorhj z.alion contrôlée. 



Nombre d'espèces 

1 
Tableau 2.6 . Nombre d'espèces fongiques par genre en (oncLion de quelques zones géographiques 
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Fouta,Djalon Sud du Séilégal Sud·Ouest du 
Burkina Faso 

Bole,el/us 
Cyrodon 
Gyroporus 
Rommeloo 
Porplryrellus 
Pulveroboletus 
S,robylomyces 
Tuoosaela 
Xerocom US 
Lecccinum 
Mucilopilus 
Tylopilus 
Amanito 
Inocybe 
Elasmomyces 
Locrarius 
Russula 
Can.tharellus 
Coilricia 
AusfTogauliera 
Sclerogas/cr 
Sckrodenno 

1 
1 
2 
1 
3 
2 
1 
2 
7 
2 

3 
4 

2 

J 
3 

1 
2 

1 
3 

7 
2 
1 
4 
Il 
2 
1 
1 
1 
2 

, 


3 
2 

3 
3 
1 
1 
1 
1 
7 

Références : Thoen et Bâ (1989), Thoen ct Durousso ( 1989), Sanon et al (1997). 


Tableau 2.1. DislribuLio n en Afrique de quelques champignons ectomycorhiziens récoltés au Burkina Faso. 


Pays 

l.oC/arius gymnocarpus 	 Guinée, SéoégaJ, Camerouo. Côte d'Ivoire, Zaïre, Tanzanie 
Russula ann.u /.a ta 	 Guinée. Sénégal, Zaïre, Tam.anie, Madagascar 
Tubosaela broMeoselosa 	 Guinée. Sénégal. Liberia , Kenya 
Scleroderma dictyospomm 	 Guinée, Sénégal. Gbana., ZÜfe, Kenya 
Sderoderma verrucosum 	 Gu inée, Sénégal. Centrafrique, Cameroun, Sierra Leone, Zimbabwé, 

Ke n.ya, Alrique Sud 

Références: Bo uoroJey (1941). Dring et Rayner ( 1967), Demoul in et Dring (L97S), Peglcr (1977), Levin (1985) 

cités par Thoen e t Ducousso (1989), Thoeo et Bâ (1989) ; Ivory et al ( 1996) ; Sanon et al (1997). 
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Chapitre III. 

Etude anatomique et morphologique des 
mycorhizes de synthèse et de piégeage 

d'A. africana 
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Ana/omit: t:1 cytologit: 

1 3.1. Introduction 

L'abondance d'une espèce fongique eClOmycorhizienne est mal évaluée par le 

denombremem des fructification s. En effe t, la fructification des champignons 

ectomycorhiziens est sporadique surtout en zone tropicale peu humide à pluviométrie 

annuelle très irrégulière. De plus, certains champignons eClOmycorhjziens précoces sont 

1 absents des peuplements adultes ou encore d'autres ne produisent pas de fructifications 

connues (cas de Cenoccocum en zone tempérée el de la souche ORSXMOO2 isolée au 

1 Sénégal à partir de mycorhizes). La présence de carpophores sous une plante· hôte 

1 
suppose pounant que ceux-ci sont associés à l'hôte par le biais du réseau mycélien 

souterrain, Cependant, il est difficile de tirer une conclusion SUT la présence ou l'absence 

d'une espèce lorsque le carpophore est inexistant. En d'autres tenues, les communautés 

de champignons ectomycorhiziens sont maJ représentées par la distribution quantitative 1 des fructifications (Gardes el Bruns. 1996) . L'in ven taire des champignons 

eclomycorhiziens d'un écosystème donné doit alors être complété par une idenLificauon 

1 des champignons impliqués au niveau des mycorhizes, prélevées sur le terrain ou piégées 

en pépinière (champignons précoces). Cependant, dans le cadre de notre projet de 

1 mycorhization contrôlée de jeunes plants, ce SOnt essentiellement les champignons 

précoces qui nous intéressaient. Nous avons ainsi choisi d'utiliser la méthode de piégeage 

1 qui consiste à élever pendant quelques mois en pépinière des jeunes plants d'A. africana 

1 
sur le sol provenant des sites étudiés afin de piéger les différents champignons précoces 

qui pourraient s'y trouver sou~ forme de propagules infectieuses (spores, sclérotes. 

fragmenlS racinaires). 

1 Afin d'idenûfier les multiples morpholypes eClOmycorhiziens présems sur les 

1 
différents sites étudiés, une anaJyse morphologique comparative a élé réalisée. En nous 

basant sur des critères morphologiques et anatomiques défrnis par Zak (1973) (forme des 

1 
my~orhizes, couleur, texture el structure du manteau, présence ou absence de 

rhizomorphes et sclérotes), nous avons décrit les mycorhizes obtenues en pépinière sur 

A. africana et nous les avons comparés aux mycorhizes de synthèse obtenues sur A. 

africana avec des isola[S de Sclérodermes définis. 
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Tab leau 3.1. Liste des morpbolypeS mycorbiz.iens obtenus par piégeage 

1 


1 


1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


Morpbo[)'peS mycorbiziens Origine (plante·bôt.elsite) des sols 
utilisés pour piégeage 

Mycorbiles blanches 

BUI 
BU2 
BL9 
BLIO 
BL7 

Mycorb.i2.es beiges 

BEI2 

Mycorhizes brunes 

BRIO 
BR2 
BR II 

eR8 
BRJ 

U. somOIl (site XI) 
1. 00"" (si,e XU) 
1. doka & 1. da/ziel/ii (sile LX) 
U. guineensis (sile X) 
A. afrjCMO (site vm 

1. 00"" (site XO) 

U. guintensis (site X) 
M. kerslingi; (sile II) 
U. sontOn (site XI) 
f. dOklJ (sile VOQ 
U. guinunsis (site TIl) 

http:Mycorb.i2.es


AnaJomi~ CI 9',oI08ie 

1 3.2 . Matériels et méthodes 

1 
3.2.i. Piégeage des champignons ectomycorhiziens à l'aide de plantules 

cuJtivées sur du sol issus des différents sites expérimentaux 

Au cOurs de nos différentes missions de prospection, des échantillons de sol (0-20 cm) 

ont été prélevés afin de culliver les jeunes plants d'A. africana. Les expériences de 

piégeage ont été réalisées sur le sol de 8 sites (tableau 3.1). Pour chaque type de sol. trois 

1 gaines en plastique de 2 litres sOnt remplies et maintenues dans la pé pinière du 

DPF/CNRST dans les conditions climatiques de Ouagadougou (BurlOna Faso) pendanl4 

1 mois. Les graines d'A. africana sont scarifiées comme décrit au paragraphe 2.2.4.2 el 

1 
repiquées à raison de deux graines par gaine. L'arrosage est effectué au besoin avec l'eau 

de robinet. Un traitemem témoin négatif a été réalisé sur du sable afm de tenir compte des 

1 
contaminants évemuels de la pépinière et ainsi de s'assurer de l'origine des mycorhizes 

formées sur chaque soL Au bout des 4 mois de culture, les plantules sont prélevées, le 

système racinaire est soigneusemenllavé et les racines fines sont trempées dans de t'eau. 

Pour chaque sol, la proportion des différents types de mycorhizes est estimée sous la 

loupe en attribuant des coefficientS de J à 4 (J: 0-25 %; 2: 25-50 %; 3: 50·75 % et 4: 

75-100 %), puis ces dernières sont décrites morphologiquement (couLeur el forme de la 

mycorhize, couleur el aspect du manteau, présence de cordons mycélien , présence de 

sdérotes) (Za!<. 1973). Les différentS morphotypes sonl regroupés en fonction de 

J'origine du sol, puis repartis en 2 lots destinés à : 

- la fixation et l'inclusion en résine pour les études anatom iques et 

ultrastructurales en microscopies photonique et électronique, et 

- J'identification moléculaire des champignons impliqués à J'aide de la PCRlRFLP 

(cf. chapitre IV) 

1 3.2.2. Obtention des mycorhizes de synthèse 

Les mycorhizes de synthèse ool été obtenues comme indiqué au chapitre II (paragraphe 2. 

2. 4. 2) avec quatre isolats appartenant à trois espèces morphologiques, Scleroderma 

dicryosporum (lRI09 el JR250). Sele roderma spI (IR406) et SclerodermLl sp2 (IR408) . 

Nous montrerons (chapitre IV) que Scleroderma spl (ffi406) est raxonomiquement affilié 

à S. verrucosum et Scleroderma sp2 (lR408) à S. dicryosporum.

1 
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Ana/omie c/ Cr/o1oRie 

3,2,3, Description anatomo-morphologique et cytologique des mycorhizes 
de piégeage et de synthèse 

Les mycorhizes de synlhèse el de piégeage sont bien neuoyées et rincées à l'eau distillée. 

puis traitées suivant le protocole décrit par Le Disquet (1997) afin de permettre leur 

observation en microscopies photonique et éleccronique. 

3.2.3.1. Fixation et postfixation 

1 

Les mycorhizes sont placées dans une gOUtte de fLXateur (glutara1déhyde 2,5% tamponné 

à pH 7,2 par du cacodylate de sodium O,05M) et sont découpées en peuts fragments (1 

mm). Les échantillons sont ensuite transférés dans des tubes contenant du fixateur neuf, 

dégazés sous vide e t fvcés pendant toule une nuit à 4°C. Us sont ensuite rincés pendant au 

moins 1 he ure dans du tampon cacodylate O.05M et postfixés pendant th dans le 

tétroxyde d'osmium à 2% dans du tampon cacodylate OMM. 

3.2.3.2. Déshydrata tion et in,clusion 

A l'issue de la postfixaùon, les échanlillons SOnL rincés abondamment à l'eau distillée par

1 passages successifs dans plusieurs bains, puis déshydratés par trans[erls consécutifs de 

15 à 30 min dans des concentrations croissantes d'acétone (10%, 20%. 40%, 60%, 

80%), puis 11 90% et 2 x 100% pendant 24 h chacun. Les échantillons déshydratés sont 

imprégnés dans une série de mélanges acétone-rési ne. L'acétone est progressivement 

remplacé par la résine Epon 812S (TAAB). Le temps d'imprégnation est Conction du type 

de matéLiel et est de 24 h pour les mycorhizes pour c haqlle bain. Un passage sous vide 

est également effectué pour chaque bain d'imprégnation. L'inclusion est réalisée dans la

1 résine pure dans des moules et polymérisée à 70°C pendant 48 h. 

3.2.3.3. Réalisation des coupes 

Les blocs obtenus .pres polymérisation de la résine sont taillés en pyramide sous la loupe 

à l'aide d'une lame de rasoir afin d'isoler l'objet à couper. Les coupes sont réalisées à 

l'aide d'un COuteau de diamant (Diarome) sur un ultramicrotome (RMC modèle MT-7) . 

Pour les observalions au microscope photonique, nous avons effectué des coupes semi­

minces de 0,45 à 0,55 Jlm. Ces coupes sont récupérées sur une lame de ven'e et collées 

par un léger chauffage. Elles sont ensuite colorées au bleu de toluidine à 1 % dans 2,5% 

de Na2C03 (pH lI,6) . Pour J'observation ultrastructurale , des coupes fines (80 11 120 

nm) sont récupérées sur des grilles de 3,05 mm de diamètre en cuivre rhodié (HR24 
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Mycorhizes de synthèse d'A. africa/Ul 1 
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Figure 1. Mycorhize A. africall.G 1S. dictyospoTLlm IR109 
Figure 2. Mycorhize A. africa/la 1S. dictyosporum lR250 
Figure 3. Mycorhize A. africana 1 Scleroderma spI IR406 
Fik'lJre 4. Mycorhize A. africana 1Scleroderma sp2 IR408 
Barre d' échelle, 4 mm 



Ana/QmÎe el cytologie 

1 
Cu/Rh) ou cu ivre simple (G3 00 HEX). EUes sont conu'asLées pendant 15 min à l'acémte 

d'uranyle selon Va1enl Înes (196 1), puis 15 lO in au citrate de plomb se lon Reynolds 

(1963), suivi d'un rinçage abondant à J'eau distillée après chaque traitement. Ce double 

1 marquage esl effecLUé sous atmosphère confinée dans une boîte de Pétri contenant du 

KOH déposé dan s un VeLTe de montre pour éviter la précipitation du plomb en présence 

de C02. 

3.2.3.4. Les observations microscopiques 

Les coupes semi-minces sont observées à ['aide d'un phOlOmi(;1"Oscope II CARL ZEISS 

1 en contraste de phase el les photos sont 'prises sur un Jilm Ektachrome 160T K odak. 

L'épaisseur du manleau. la profondeur de pénétra tion du réseau de Hartig elle diamètre 

de la mycorruze ont été mesurés à l'aide d'un micromètre gradué sur au moins 20 coupes

1 par échan tillon (3 à 4 blocs). 

Les observations ullrastructurales son l faites au microscope électronique à1 transmission (ZEISS EM 9 S 2). Les phOIOS sonL réalisées à l'a ide d'un film de marque 

AGFA (81l0 cm). 

3.3. Résultats 

1 
3.3,1. Morphologie et anatomie des mycorhizes 

3.3,1.1. Les mycorhizes de synthèse 

Au bout de trois à qualre jours de conlact entre les racines d'A. alricana e t le mycéliu m de 

S. dictyosporum IR 109, il est possible de voir à travers tes parois tl'ansparentes des mini­

rhiwtrons des mycorhizes. L~s autres souches testées, IR250, IR406 et IR408 ont 

mycorbi zé plus tardivement (5 Ù7 jours). 

Toutes les mycorhizes obten ues se présentent sous forme de r~cj nes courtes1 (racines latérales d'ordre 2) entourées d'un reuu'age bJanc de mycélium. Elles ont une 

fOl:me pyramidale-monopodiale. Elles présentent toutes un manteau plus ou moins lisse 

1 de couleur blanche avec un réseau de mycélium franga nt assez bien développé (pl.V, 

fig.1, 2, 3, 4) et sont ainsi impossible à différencier les unes des aut.res. 

Des coupes Lransversales, observées au microscope photonique, pClmettenl d'avoir 

une vue d'ensemble de l'organisaLÎon de ces mycorhizes présentes après 10 jours de 
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MlcrOSCOplè photonique des Il1VCnrhlzès cie synthese ci .,1 1(/1'/('(1/1(/ apn::c. 

10,lours de COll [acte entre le 11lycehuI11 èlle système ra.CIIl(llre 1 
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Figure 1. COllpe (r;1I1s\-crsalc cl 'tlile 1ll.\COrhl/c cl 1 ojnCfII/U / SC!('I(J,!('J'i!I(/ spi IR-tl)(, Le 11\;1111<2;111 

CSI COIlSIIWC de deu\ cOllches_ UIlC couclle IIHel'llC (Mtl cOIlSlIlll':C d ÎI~'Phcs Isodl:IIllClri(]IICS Cl IIlle 


couche olcrilC (MCI cl Îl.\ phes pCII sOllclés. Le l'CSC:lll de )-I:II"lit! (ncçhç5) CSI IlinilC <1 l,) prcmière 

cOliche de cellules con iCI les don] ccrl:lillCS SOIl( c0l\lpklCIl~1l1 cllIOllrccs pat- les 11\ piles 

d~;IITC cI"ccllcllc ') fllU) 


Fi:!lIrt 2. Coupe HOlIlS\'crsalc cl uue Ill.\corhi/c cl J oj!ï((lI!O 1 S. djcl,III"J'rJrIIllI IR I()() Le IC5(;:1I1 de 

)-I:lrlig sïlllcrCl1c enlie les cellules corliC;llcs qlli SOIlI ;lilollgces l':ldi;IIeIllCIlI Le 1ll;lllle;UI (Ml- (le 

SlnlClllre prosencll\ Ill:lle\lse eSlll'è" p'::\1 cp;lis_ (b,IITe d'cchelle ') P\ll). 

Fi:':'lIl't' J. Coupc Ir,IIlSI'CI'S,IJc ci "ulle 1I1~'COrlIl/C cI'j ({lriCOI/Il! S di("/I"",!~)1"II1I1 IR2)() SII110(l1"(: 

semblablc :'1 celle de bill.' eorhl/e fonllCc p<ll' IR 10') Le 1ll:\llle;1I1 eSI peu épais CI le reSC;1l1 cie H;II"1i~ 


CSI lilllilc;"1 ),1 pl'cllllèrc couche cie eellilles COMIC:IIeS (b;IITC (l"cchellc <) )ll1l) 

Fi:!lIt"l' J. Coupe Ir:lllsyersaie d'lIlle IHlcorhi/e cl 1 olricIIIIII I.V!cl"rlr/(,/"II/1I sp2 IR--IIli'i Celle 

lm cOl'lIi/.e preseille !lIlC OI'~;1I1IS;1I101l \'oisillc de cellcs oblelilles ;1\ cc lcs IsoLllS de .\ dlc 1\0.'1)/J1"II1" 


(!J,IITC cI'échelle ') ~un) 
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1 
Anatomie el cytQlogie 

contact (pI.VI). Le manteau présente une épaisseur variable de 3 à plusieurs couches 

d'hyphes. Le réseau de Hanig. en continui té avec le man teau est peu développé et limité à 

la première couche de ceUules rhizodenniques. Ces dernières sont allongées radialemenl 

Les couches internes du rh izoderme et les cellules endodermiques ne son t jamais 

atteintes. Le réseau de Hartig présente un arrangement uniserié. 

1 

Avec la souche IR406, te manteau est consutué d'une couche interne de SlruclUre 

pseudoparenchymateuse (manteau interne) composée de 3 à 4 couches d'hyphes et d'une 

couche externe prosenchymateuse (pL VI , fi g. l). Les auues souches sont caraclérisées 

par un manteau prosenchymateux un iforme de 3 à 5 couches d'hyphes (pLVI. fig.2 , 3, 

4) . 

3.3.1.2. Les mycorhizes obtenues par piégeage 

1 
Apres les 4 mois de culture des jeunes plants d'A. africana sur les différents sols, trois 

types de mycorhizes (blanc, beige el brun) ont été identifiés sur le système racinaire 

(tableau 3. 1). 

1 Les taux de mycorhization obtenus sont assez faibles: 25 à 50% du système 

racinaire colonisé. Le morphotype blanc est le plus abondant. il est rencontré sur les 

plantes cultivées sur les sols des sites VII , IX et XII (pLVII, fig. l, 2 et 3). Il est observé 

en association avec le type brun Sur les Sites X et XI (pLVIL figA et 5). Dans ce dernier 

cas, 80% des mycorhizes sout de type blanc . Le morpholype brun a été rencontré sur 5 

sols (sites 11, Ill , VIll. X et XL) (pLVIIl, fig . !. 2, 3, 4 et 5) et le type beige sur le sol 

du site XII (pl.VII , fig.6). Ce morphOlype beige pourrait correspondre à des mycorhizes 

1 âgées du type blanc présentes sur Je même site. 

Les fonnes des mycorhizes som pyramidale-monopodiales (type blanc et beige) à 

monopodiales (type brun). Les caractéristiques morphologique el s tructurale des 

différents types tle mycorhizes sont présentées dans le tableau 3.2. Pour le morphotype 

blanc, on distingue les mycorhizes blanches à sclérotes el cordons mycé1iens ou 

rhizomorphes (sites VII et XII) et les mycorhi zes blanches avec présence ou non de 

1 cordons mycéliens (sites IX, X el XI). 

Hormi l'importance du mycélium franganl chez les mycorhizes de synthèse. les 

1 mycorhizes de synthèse obtenues avec les 4 isolats de ScJérodennes testés présentent une 

morph ologie semblab le à celle des morpholypeS mycorhiziens blancs observés ap rès 

piégeage. Il est donc probable que cerHunes mycorhizes de piégeage de couleur blanche 

soient dues à des Sclérodermes. 
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- - - - -- - - -- - -- - -- - --
Tablfau 3.2. Caracteristiques anaLOrno-morphologiques des myçorbires de piégeage el de synthèse d'Afzelia a/ricana 

Références dans Couleur Forme Mycorhize Manteau Profondeur du Sclérores Cordons 
le lex ie (Diarnè." réreau de Harrig ou 

moyen (Llm)) (J.un) mycélium 
franganl 

Texture Structure Epaisseur 
Mycorhizes 
de piégeage 

BUI blanche pyramîd-monop 349 ± lisse prosen- 23.6 40 + 
su 2 blanche pyramid-monop 34 1 ± lisse pseudoparench 26 32.8 + + 
BL9 blanche pyramid-monop 327 lisse prosencbym 21,2 27.6 + 
BLIO blanche pyramid-monop 259 ± lisse pseudoparench 16 29.6 + 
BU blanche pyramül-monop 212 lisse prosenchym 15.2 43,2 + + 

prosencbym 
BRIO brune monopodiale 312 lisse 35,6 32.8 
DR2 brune monopodi.ale 359 poils pseudoparench 2 1,2 43.2 
GRil brune monopocliale }lI poils pseudopareoch 36,8 34,8 
BR8 brune mOflopodiale 382 ± lisse pseudoparench 32,4 35.2 
BRJ brune monopodîale 378 poi ls pseudoparench 15 10 

prosenchym 
M yco rhi zes 
de syn th èse 

IRI 09 blanche pyramid-monop 205 ±lisse prosenchym. 13,6 24 + 
IR250 blanche pyramid-monop 214 ±Iisse prosencbym 13,6 19,6 + 
IR406 blanche pyramid-monop 312 ±Iisse prosencbym & 30 19.2 + 

pseudoparench 
IR40B blanche pyramid-monop 198 ±lisse prosenchym 12.8 22 + 

pyramid-monop: pyramidale-monopodiaJe ; prosenchym : prosenchymateux ; pseudoparench : pseudoparenchymateux. 



PLANCHE VII 


Morphotypes mycorhiziens blancs et beige obtenus par piégeage 


1 
1 

Figure 1. Mycorhize du site VU. Noter la présence de sclérotes (flècnes) 
F igu re 2. Mycorhize du site IX. 
Figure: 3. Mycorhize du site X . 
Figu re 4. Mycorhize du site XI. 
Figu re S. Mycorbize du site XlI. 
Figure 6. Mocphotype beige du sile XII. 
Barre d'échelle, 5.5 mm 
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1 
Morphotypes mycorhiziens bruns obtenus par piégeage 

1 
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Figure 1. Mycorhi ze du site II 
Figure 2. Mycorhize du sile III 
Figure 3. Mycorhize du site VIII 
Figure 4. Mycorhi ze du site XI 
Figure 5. Mycorhize du site X 
Barre d'échelle. 5,5 mm 



1 
1 La struclUre des mycorhi zes ob tenus par pi~geage est assez variab le d'un 

morphotype à J'autre. Dans tous les cas, l'organisation générale es t maintenue à savoir un 

manteau constitué de plusieurs couc hes d'hyphes e l un réseau de Hanig limiré à la 

première couche de cellules cortÎca les. Cependant, cOntrai rement au x mycorh izes de 

synthèse. il peuL être pluri sérié (plXt. fig.2b. 3). Le diamètre des mycorhizes en coupe 

transversale est relativement plus grand pour les mycorhizes de piégeage. Les hyphes du 

1 

manteau présentent également un diamè tre imporlant en fonction des morpholypes. Les 

1 hyphes de gros diamètre se rencontrent en paniculier chez. les morphol ypeS bfuns. Par 

conséquent, le manteau constÎlué de 3 à ,5 couches d'hyphes a une épaisseur moyenne 

variant de 15 à 35 mm. L a plupart des mycorhi zes prés~nte une structu re 

prosenchymateuse uniforme (pl. IX, fi g. 1. 2a & b, 3. 4) ou pseudoparenchymateuse 

uniforme (pL X, fig, 1, 2, 3 el pl.XC fig, 1, 2a & b, 3), 11 eSl égalemenl possible de 

distinguer entre un manLC:lLl interne de 1 à 2 couches el un manteau externe (pl. X. lig. 1 ; 

pl. Xl, fig. 2a & b). Celte variabi l i té dans la s tructure du manteau n'esl pas liée aux. 

mOl'pho types mycorhi ziens. En effel , les deux l ypes d'organi saüon du manteau se 

rencontrent aussi bien chez les morphOlypes bruns que chez les morphotypes blancs. 

Cepe ndant, les morpho typcs bruns présentent essentidlemc nl un man tea u 

pseudoparenchymalerrx (pI.X, Lig.l, 2; pl. XJ, fi g. 1,3). 

Exccpté la Laille des œ liules, la structure du manteau des morphOLypes blanGS (BL7, 

BLIO, BL12) rappelle cel le des mycorhizes de synlhèse obtenues avec les isolats IR 109. 

IR250 el IR408. A ucune mycorhize obll.:!nue par piégeage ne présente une structure 

semblable à la mycorhize de synlhèse obtenue avec l'isolat IR406.

1 L'organisation des hyphes du manteau permet de classer les mycorh izes ob tellues 

par piégeage en 2 groupes ;

1 - Groupe 1 : m ycorhi zes pri~cnlilnt un mantrau à Sl ruCllll'!! proscnchymlltcust: 

unifolme (B l 7, BlIO, Bll2 el BR3). 

1 
- Groupe 2 : mycorhizes à manteau pseudoparenchymateux. uniforme (BL9, 

BLll , BR2. BRIO, BRS et BRll). 

1 
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PLA NCHE 1\ 

1 

\ 1iCI\1SCopie ph O(nllll.llle de l1l ycnrhizes cl ',.1. {!/i'ICdIlU obt~l1l1es 1',11" p l eg~<lge p re$l,'lHiltll 1
1IIlInanleau prosellChy,"nalell :'\ un i forme 

(coloration <lU bleu de toi l lic!l ne). 
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Fi;.:u ft 1. COllpe II':IIIS\ crsale (J'UHe m~corlIl /J': de 1I!()lphoJ~ 1)1.; hnm (Sile III ) Le 1lI;IIl ICaH CSI t r':s rédwl 

le rcsc;1U de Hanig sc l illl i , ~· :i la prc lnl\:I'C cOllcl lC de C';" II!cS con ic:IJcs_tb:ll"!"c d"0c lhèllc 1~ fllll) , 

Figure 2. CClllpC I O Il~i(lIdin;11c d ' tille 111.\ COI'lIl /,';: de 1\\0 1l'1101.\ Ilc hbuc (sile VII ) Noler k {k" c loppc n~ nl 1 

Illl j)()11:1Il1dit réseau de Harli !; tba IT':: d ·...'ç h..::!lc 7.x ,llll i L 


Figul'l' J. COllpe Ir:IIlSl crS: l1c d ' ilile Ill.\ corhll,c ch.: IIIClI'pllOl ,\ pc bbnc (sil e X). (barre d"cchdk 'J. :' plll ) 

Figll l '{' -1. COllpc 11~ II \S\'crS: ll c d' IIU":: Ill~ corhi /c de morphOI\ p' hbnc l sile .\ I II. (b;,n"(' ct·ccl lcllc ') . ~ P III J. 
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PLA NCH E X 

Microscopi e photolllClu e de Illvcor!Jlzes c! ' ..-I . (//i 'ica}/{! obtenues par piégeage 

presentalllun Ill(l lHe<t ll p~eud0pa reT1 ch YI11 (lt e ll \: uil iform e 


(coloration fIll bleu rlè: toluidine) 
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Fi~tll1: 1. COU!~ Ir(ll1s, ..:: rS;t!c d"ml": I1l\C0rlll / .": <k IllCHphol,\ p..: bnlll (Sil ..: Il). Le 1ll;III IC;1I1 p r~S "::llIl' 


tille ;'] ,kll '\ cOllc hes d ÎI ~ pi les isoc!JaOlclriqllo.:s t:lIlourés cio: qlldq lll'S cOllch..::s d' h~ phl'S 111(11115 

S()\Icks L.;:s ce llu les CQfllcalCs prç~ ..... "h: " l des ror11lc ~ \ ; lri ,:,~ s plu s 0 11 1l1 (l lllS ; lllollg~C ~ l';ld i:lk Illel\t . 

(b:lITC d" éche ll e 1(1 ,lllll) , 


Fi;!lIfl' 2;1 ~'\: h . (ollpe lr:mSlcrs<lk' cl lUle Imcorl u/": de 1\101 1' \101\ 1''': br\lll (Sile V!l I), LI n~IIn.: 1;1 


(!1:II'I'( d éc helle ·U": fll ll ) Incs":l1lc 1111 "; élJ :lllClt..:: cio.: I:I( II\C I.Il": ral.: é ll...:r~l'; lI u d'IIII": r:lC iHl' 


lIl~co rh l /.é~ 011 nOie d~s dcpols <1.: I :UII II!' d:lll$ k tH;!H\.... :UI (11.» ct k I"C S.... ;l1I d.... I - I :II"I I ~ cs t bkll 

dc\"(:loppé Ib,)ITC (l"cc ilc llc Il) ~ lIll ) 


I:ï;":UfC J . Coupe tra llsn:rsa!..: d ·une m~eorhi /e de tIIorphOI.II>C bb l1C {site 1.\ 1. Les Il.Iphcs du 

1Il:l11tcau SOUlires so udes. (b;IITC d ·cchc!1c Il .l\l1I) 
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Microscopie pil O!OI1Î'lue de mycorhizes cl ',-l ..,!/,"n'IIl/1 1oblenues !Jar piegeagt: 

prcSC lll illl! lI ll IllfllllC ,1lI p:;ctldopfll"cnchynwlcu'\ tllüf~)IlIlC . 


(colorat ion au bl eu de toluidine). 


Fij.!lJn' 1. ('oup..: Iral1s,"cr$<lIc , r UIl C I11\C(1I"l1i/(' cie IllCl lpllOl\PC bl'lll\ (~ ilc :\). Le s l1 \p hc~ ;0 111 de 

Sl',mdc I;)d lc Ib:IITC (r echel k 'J,:: )1 111), 


Fi(.:lIl't, 2:J.1i: h. COllpe 11',1115\'(' 1'<;; 11 .:: d'tlll(' InI C(lI'hi/C de 1ll 0 l' flho l ~I>O: ll bllc [ site " 1). L..:: lll;lIIlcau 

prescilic llllC:l (lel l.\ COI lchcs d"h,' I)hcs pil is (lI . moins spllCnqucs (llIal lle: 1I1imc l1lc ) cl ,I II Illo ins "110..' 


couc he d 'h~ phes 1)1115 allonges ( 1II(IIIIC:lU c,, [e l11e ) Le rés.:; !U <II; 1·-I;lIlig. Csi h is~ ri': p~l r endroit (2.. . 

barre <1" éche lle 25 JUil CI 2b. barre (r éc helle x ,L Ull i . 


Fiv,:lI rc J. CO li!>: 11 ~ 111 S\ 'crsa1c d ' llilC 111.lcorhil.\è cie 1l10 lvii0 llpC bnlll (st te X I) Les II~phcs 50111 (k 


gr;II1(!c taille: CI le rCse;1l1 de H,1I1i 1,: pelll circ bi<;~I"1~ Ib:lrn: d·~chçllc 1·1 p lll ). 




1I110101llle el c~ 

3.3.2. Structure des mycorhizes 

3.3.2.1 Les mycorhi zes de synthèse 

1 L'observation au microscope éleclronique à transmission a été faile sur toutes les 

mycorhizes obtenues par syn thèse. Nous présentons ici j'orga nisa tion structurale des 

1 mycorhizes obtenues avec les souches S. dicryospoJ"um IR250. Sclerodenna sp2 IR408 

et Scleroderma spI IR406. 

A. africana 1 S. dic/yosporllln IR 250 

Le man teau est constitué de 3 couches d'hyphes plus ou moins indi vidualisés. Ces , 

1 

derniers sont vivants pour la plupart et de (orme très va riée (pl.XlI, fig.1). Certains 

hyphes eXLramall;ciels montent des signes de dégénérescence à coté d'autres présentant 

un cytoplasme ri che c n organ ites (pI.XIl fig. 2). Du manteau partent des hyphes qui 

s'intercalent entre les cellules corticales de l'hôte pour former le réseau de Harlig qui 

présente une structure labyrinthique caraCtél;s tique de mycorhize fonctionnelle (p1.XIl, 

1 
fig.l). On note un dépôt importan t de tanin au voisinage du réseau de Haltig. Les cellules 

corticales sont vivantes et contiennen t de grosses vacuoles qui occupent un grand volume 

du cytoplasme, réduisant celui-ci en un fin fi lm paliétal (pl.XII, fig. l , 3). 

D A. africana 1 Scleroderma sp2 IR408 

La structure de cette mycorhize rappelle ce lle décrite ci-dessus. Les hyphes ùu 

manteau sont soudés par un ciment lâche (pl. XUl. fi g. 1). Le réseau de Hanig est par 

contre plus développé. Les hyphes sont vivants ainsi que les cellules conicales de l'hôte 

(pl.Xm , fig.2, 3). Le séquençage de la région ITS ribosomique révèle que cet isolal est 

un S. dictyoporum (cf. chapi tre IV), ce qui explique ceUe similitude de st.ructure avec les 

autres isolats de S. dicryosporum (IRI 09 el IR2Sû). 

Les observations effectuées su r les mycorhi zes obten.ues avec l'iso lat IRI09 ont 

monlfé des cellules COl1icales dégénéréscentes (résultat non présenté ici) avec des dépôts 

de tanin sous fOlme de couche importante ou de granules. 

A. africalla / Scleroderma spi IR406 

Les mycorhizes induites par l'isolat IR406, apparenté à S. verrucosum (cf. chapitre 

IV) sont différen tes de celles fonnées par les isolats de S. dicryosPOl"Wll. Dans le manteau 

ex terne, les hyphes présentent une section allongée el som pour la plu pan vivantes 

(pl.XIV, fig. 1). Ils apparaissent peu soudés entre eux. Le manteau interne par conlre est 

fonné d'hyphes à section ovale soudés par un ciment plus dense (p I. XIV, fig. 2a & b). 
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Fïl!UfC 1. Le Illanteau (M l est fo rllIe d'l l~ plies \ 1\ :uu!> ",ondes 1'''1 11 11 c iment b che. Une 
cOllelle illlpOl1:IIlIC de ';llIin (Tl CSI silllee ;', l' IIlI!.::r r; 1CC des h.\ phes dll 1ll<lIlIC: 1\1. Le l'('sca u 
(le Ha"ll~ (RH ) Cil C0111'$ de (0 1"111;11 1('111 CSI cg,alc llIc llI constlt uc d ' h ~ phc$ 111:ltll!; Ou 
IlOle 1;, presence de c101 iporc (d) c:l r:l c l~risllqllC des b:lsic!i olll.\'cè lcS 
Les ce llules çorlic;llcs ((Cl contiennent de grosses \":Icuolcs [V) cO:l1u~lks ..CdUl S:In( le 
ç~ (Opl;ISIllC Cil 1111 flll filill p:lI"ic WI (b:lI"rc cl"c chcllc 1 fllll) , 

Fi)!LJ"c 2. CCI1;U I\S hyphes c'\l l'alllatricicis thel soni \"ides de COIIII.' I111 c~lOplasnllqllc 
(barre (rcehel lc 0,-1 ~ t1\\), 

Figul'c J, H,\ phe ,hl réSC:l l1 de HaH ig Cll\OIlfCC par :; ec lllilcs eonlc; llcs loutes \ i\ 'antes. 
NOlcr la llféscllcc <te rét iculmo c ndopt;IS Ill iq l!e (Re) (barre d' èc he Ile o. 7 ~lIn ). 
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Ultraslructure d'une mycorhi ze .4 . l ~f;-'(,(III(1 1 S dic~rw!J(J""/l1 IR2)û 

(contrilstée a l"acetate d'uranyle/c itrate de plomb) 1 
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PLANCHE XIII 


Uli raSlruClure (r Une mycorhize A. l!li-ie,:OIl(/ / Sch,,.udcrlllo sp2 IR40S 

(C01l 1111Stee ~ l' aceHlt e d' lIrany le/c irréHe de plomb) 

. c 
' ~'1 ". • 

Cc 

. Cc · 

Cc 
2 3 

Fi;':11I1: 1. Les h~ plies du lllallh':'!lI SOlll lrès I>CU ,>olld':s. (b;u'l"C d"cchcllc tI.X ~u u l 

Fi).(urc 201 ,~ h . Le ...ese; 11l de H ;IIÜ~ Cl 11.'0;, ce ll \1les COlllC:lk5 de t' ho te $0111 ' i' anles. 

(barre Il"cc helle 1. 1 p mi 
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PI.ANC H E \1\ 

Uhr ('\ SI flICturè ct "ulle III ycorhi l e A (~rl'lnlll(/ 1Sdt'l"odt'r lIIo sp1 1R-lOb 

(C('llH fa$h~e Il I" ôcé lél l e cl" urll llyle/citnlle de p l ~) l ll b) 
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Fi~lIn: 1 ~I\: 2. Llo mall\C; \U CSI COllsti'ue {h:: de u \ ';01l(' IIC5. IIl1e cOllc he ('\lc ruc (Mc) 
cio nt les h~ phc~ SOIll soudes ,XI I 1111 cill1CI1I 1:"lc llC (1. b.lIl e (1 "I!c hclk 0,5 11111) Cl 1111,;' 
eO llche Inlefne (Mi l :", Ctllle l!! plI!:" (k llse \ 1:1 1'<;.. b b:UTC cl ·cc h.;::ll c 1.5 .1I1 \1) 
FiJ.:UI 't J. Le H~SÇ';l l1 de Ha n i.:: CSI ' 1\ :ml,:1 les ccllu lc-s cClI lle:'!"::$ <;.01 11 mOlles. i lJ:IITC 
d "ce llcl!c D.f, )l ll i l . 
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An(4101llie el cylologie-------_.__._------­

Le réseau de Hartig est vÎvant avec cependant des cellules corticales mones 

présen,anl des dépôlS granuleux de 'anins (pI.XIY, fig ,3 ). 

3.3.2.2. Les mycorhizes obtenues par piégeage 

L'étude ultrastruclurale des mycorhizes de piégeoge a porté sur un morphoLype blanc à 

manteau prosenchymateux obtenu sur les plants culüvés sur le sol du site XII (BL12) eL 

deux morphotypes bruns à manteau pseudoparenchymuteux constitué de deux couches 

(mantea~ interne et exteme, BR2) ou d'une seule couche (BR8). Le morphotype ·BR2 est 

issu des plants cultivés sur le sol du sile II et BRS sur le sol du site VUI. 

L'ultraslruClure de ces différentes mycorhizes présente la même organisation que 

les mycorhizes obtenues en condition s semi-co ntrôlées. La présence de dolipores 

suggèrent qu'il s 'agit de Basidiom ycètes. 

Cas du morpholype blanc BL 12 

Les hyphes présentent une taille relati "ement plus imponante. Comparative ment 

aux mycorhizes obtenues par synthèse il Vec les isolats de S. diclyosponlln. les hyphes du 

manteau sont soudés par un ciment plus dense (p l.XV, fig. la & b). Ces hyphes sont 

liches en organites cellulaires, essentiellemen t des mitochondries. Une couche de tanin 

sépare les hyphes du manleau de ceux de réseau de Hartig (pI.XY, fig. la, 2). Ces 

derniers sont intercalés. entre des cellules corticales dégénérées. 

Cas du morpholype brun BR2 

Le manteau externe est consLilué d'hyphes morts, allongés et dépourvus de contenu 

cytoplasmique. Par contre, les hyphes du manteau interne sont vivantes e t riches en 

O{ganiles (pLXVI. fig. l, 2). On observe une couche de tanin à La limite du manleau 

interne et exte rne (pl.XVI, fjg.2). Les hyphes du réseau de Hanig contiennent beaucoup 

de milochondries (pl. XYI, fig,3) . 

Cas du morphotype brun BR8 

Le manteau présente des hyphes vivants (pI.XYII, fig. 1). Cependant, certains 

hyphes externes sont dégénérescems et encadrent des bactéries probablement saprophytes 

(pl.XVII, fig.2). On observe de nombreux organites cellulaires au niveau du réseau de 

Hartig qui présenLe par endro it une organisaLion bisériée (pl.X VII. fig .3 , 4). Certaines 

cellules corticales de J'hôte sont vivantes (pI.XVII. fig.3) et d'autres présentent des 

signes de dégénérésccncc (pI.XVll, tigA). 
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PLANCH E :XV 

1 
Ul1I"<lstrucrure ct'L1lle l11 ywrhl ze cie 1l1lxphoty pe bl<1I1 C ( BL 11) 


( cn l1!l'il<;tée (\ l 'él c~ t <l ( e c!' lI t"êll1vIe /c lt r?d e cie plomh) 
 1 

FÎ;!Hn' LI ~'\: h. L~ lIlaJUcau proscllch~ 1II,IICII\ ":5-1 const itue d -h.\ plies \ Î\";UUS CI nc hes 1 
Cil mitochondries t 1;1. barre (r .5c llC l lc o.=--5 ~"" CI l u. barre d "échelle 1. 7 fU ll ). NOlcr 1:1 
prese nce de do llpo l"c (dl C: II: ICICrisllfI "C des b:ISid io lllyCCICS ( 1;11. Le (illlèUl ililc r­
h,\"jlha l (('il CSI pCII soucié . 1Fij!u n' 2. Les cd lll h:~ con iCak <:. ~III llIon..:s œpcnd;1II1 le rc SC:1II de H:U11,1;. eSI \ IUIII . 
(uarre «'cche lk 1 5 )L ill) . 
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PLAI" CH E XVI 

Ultrast ruc ture (r une mycorhize de morpholype bnm (BR2) 
(contrastee a l"a cetate d'urally le/citrate de plom b) 
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1 Cc 

1 
Fi;!u r{' 1. L~'s h~ piles cl" llI:lHh'; :1LI inl('fI1C $("lili \ 1\ ;1Ht~'<; .:;( ccllcs (1 11 IIl:mllè;!11 c .\I ~'l"l1e SOIl! \ Î(kS 

de CO lllel1l1S cel ll1lai!..::s Le I"C"~';l!1 cie H<l n l~":: \1 é~, i1 ": lII cn l \ i';JllI lb:lI"!"c d éch..:l k 1.r, p Ul ) 
Fil!lIl ' l" 2. Dél:lIl cks h .\ phes Clll 11tlllle :11I 1l10 1liLI1I1 \111 d ,,:pol cl..: !;)!l lll ": l1l n:: k~ (Iell \ COIIChl'S. 

,b,II TC ([ ('cheik l ,:' ~1I 1l1 

Figul"l' J. Les h~phcs dll 1i..'~C: 1U de H,I "' I!!. "0111 fiches C il 1I11lochOl\{I rics (!l;IITe cl échell e \ . 1 
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l'L,.\NC H I:: :\\/1 1 1 
L ljl ra~ [ rU C l llre d'unt: ll1ycorlll7.e d~ Illorphùtypc brun (RRS) 

( C Ol1trJ S H~e ~ 

Fi:!II !'t, 1. l e IlIanteaLl prc'>CIIIC tille ~ l nlC l tlrC pC;C l1dOp;lrC l1ch' lll;lICH~ CI ':51 C'o ns,li llu,: d ' h~ phcs 


"h-a lUs Ibarre (I" cchclk L i ~ lI n) 


Fi.l!lll'l' 2. Ollllole la presenc.:- de b:lc icr icc; , b) pl'(l\);,I)k' IllCl lr sal lropll.\ ICS a prOXi lllllC des l1\ phc!' 

dc ;;,c l1é.-cscc ms dll Ill;m\C:1tI. 1 tl ;m C' cr ..:c hc lle- 2 )1111) 


Fï:"''l lfC J & ..1. Le réseau de H:lfli!!- CS! bisériê ( ~. O:I ITC (r~chc l k 2 :' ~ 11 11 1 :II'';-C dcs h.\ pllc<; nche.. Cil 

CH~; I I1!1 c S (~ b: IITC ,réc he lle 1 7 pmI. 
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Anatomie ~ t cylologie 

La présence d'organites chez les deux partenaires est l'indicati on des zones 

physiologiquement aclives. 

3.4. Discussion et conclusion 

L'analyse cytologique des mycorhizes développées sur A. africana a pennis de confumer 

que celles induites par les isolats de Sclérodermes définis el tous les morphotypes 

iden[ifi~s sur les plnnwle.<:i piégl5cs con.caitunicnI des mycorhi zes fonctionnelles avec un 

manteau bien développé. ou en dégénérescence, el un réseau de Hartig présentant par 

endroit des hyphes labyrinLiques. L'Ulilisauon des seuls critères morphologiques permet 

dans cenains cas d'idenlifier J'espèce fon gique impliquée dans une mycorhize et Surtoul 

les genres (Zak. 1973 ; Mehmann et al, 1995). Les mycorhizes formées par les 

différentes espèces de scléroderroes que nous avons testées présentent une morphologie 

qui POUrrail caractériser les mycorhizes du genre Scleroderma au slade juvénile. En effe!.., 

bien que la croissance de la souche IR406 en milieu de culture diffère fortement de celle 

des autres isolaLS, toutes les mycorhizes form ées par les souches IR109, IR250, IR408 

(S. dicryosporum) et IR406 (Sc/eroderma sp 1) sont semblables. Les mycorhizes de S. 

citrinum sur Belula pendula (Agerer, 1987) el celles de Scleroderma sp sur c hêne 

(Garbaye. 1990b) présentent également une morphologie semblable à celles que nous 

avons décrites. Cependant, au cours des essais en pépinière (cf. chapilIe V), nous avons 

obtenu des mycorhizes de couleur jaune pâle avec les souches TR109 et IR408. 4 mois

1 après inoculation. Garbaye ( 1990) signale également un changement de couleur des 

mycorhizes de Scleroderma passant du blanc au jaune pâle. Ces observations soulignent 

les difficullés d'identification du panenaire fongique à partir d'une mycorhize à l'aide des 

seuls critèl:es morphologiques. 

1 En considérant les critères anatomiques (organisation du manteau en particulier), il 

est possible d'identifier aisément les mycorhizes fonnées par Scleroderma spI IR406 

(génétiquement proche de S. verrucosum, c hapiue TV) qui son l caractéri sées par un 

manteau ex.terne lâche entourant un manteau interne à hyphes noyés dans un ciment 

dense. Les mycorhizes obtenues avec l'isolat lR408, que nous avons attribué à S. 

dicryosporum (cf. chapitre IV), présen tent la même organisation anatomique que celles 

des deux aulres souches de S. dicryosporum (JRI09 et IR250). Par conséquen t. les 

critères morphologiques el anatomiques som utiles aftn d'idenLiIier l'espèce mycorhizant 

les pLanlS, mais ils sont insuffisants pour différencier les souches fongiques. 
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AnaJomie el cytolog ie 

Les mycorhizes oblenues par piégeage présentent la même organisation générale 

(manteau d'épaisseur variable et réseau de Hartig peu profond) que celles qui sont 

obtenues par synthèse. Cependant, le diamètre des mycorhizes de piégeage est légèrement 

plus grand. On observe chez les deux morphotypes des structures variables du manteau. 

prosenchymateuse ou pseudoparenchymateuse uniforme. Son épaisseur est assez. variable 

el généralement. plus imponante au niveau des mycorhizes de pi~geage. La souche IR406 

présente cependant une épaisseur du manteau supérieure à celle de certains morphotypes 

(BL7. BLlO). La profondeur de pénélr. tion intercellulai re du réseau de Hanig est 

également plus importante chez les mycorhizes de piégeage. Ce réseau mycélien semble 

être en cours de formauon pour certaines mycorhizes de symhèse (pI.X n , fig .}). La 

faible épaisseur du manteau des mycorhizes de synthèse pourraient donc traduire le stade 

de développement précoce des tissus observés. En effet, des travaux onl monué une 

augmentation de l'épaisseur du manteau au cours de l'évolution de la mycorhize (Bâ, 

1990 ; Pargney et Leduc, 1990). 11 es t peu important chez les mycorhizes jeunes et 

devient plus épais au niveau des mycorhizes plus âgées. L'anatomie comparée monlfe 

que certaines mycorhizes blanches et bnmes ont la même organisation du manteau. 

Excepté la taille des ceHules et aussi l'âge des mycorhizes, cenaines mycorhizes de 

piégeage ont des StruCLUres semblables à celles de synthèse (cas des mycorhizes foanées 

par les isolats de S. dictyosporum et BLIO, BU2 et BR3). 

TOUles les mycorhizes examinées présentent la struc ture typique des mycorhizes 

d'Angiospennes (Hêtre, Bouleau, Eucalyptus, Afzelia , Brachyslegia) avec une seule 

couche de cellules corticales colonisées par le réseau de Hanig (Hëgberg et Nylund. 

1981; Alexander et Hogberg. 1986; Bâ. 1990 ; Strullu. 1991 ; Oexheimer et al, 1994). 

L'organisation du manteau en deux couches (interne et externe) a déjà été décrire. chez A. 

africana et A. quanzensis (Hogberg et Nylund. 1981 ; Bâ, 1990). La présence d'un 

manteau pseudo parenchymateux strict a également été observée chez des mycorhizes 

blanches d'A africana obtenues par piégeage (Bâ, 1990). Cette dernière organisation 

rappelle le morpho type blanc BL9 (site IX). 

Les études ultrastructurales om permis de mOntre r que pratiquement toutes les 

mycorhizes sont physiologiquement actives avec des cellules vivantes des deux 

panenaires plus ou moins riches en organites. La présence de dolipores au niveau des 

hyphes des mycorhi zes de piégeage observées au microscope électronique confirme 

qu 'elles sont dues à des Basidiomycètes. Les hyphes eXl(amalriciels sont généralement 

dégénérescentes ou mortes chez les mycorhizes obtenues par synthèse et par piégeage. 

Les hyphes du manleau interne sont généralement vivants et ceux du réseau de Hartig 

sont riches en organites traduisant une forte activité mitotique. Cependant. certaines 
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Anatomie et cytologie 

cellules corticales som mortes. Compte tenu de l'âge des mycorhizes de synthèse, ceci 

pourrait être liée à la zone de coupe. En effe t, Lei (1988) a délimité dans l'organisation 

longitudinale des mycorhizes de synthèse de Pinus sylvestris trois zones: une zone âgée 

présentant des cellules corticales dégénérescentes ou mortes. une zone sous-apicale sous­

jacente coune monlr3Il1 des ceUules corticales vÎvanœs et une zone active avec la présence 

d'hyphes et de cellules cort icales vivants . 

Nous avons observé des couches de cellules à tanins à l'interface des hyphes du 

manteau et du réseau de Hartig. Cette configuration est fréque nte chez les assoc iatioos 

eClOmycorhiziennes (Massicoue et Peuerson, 1987 ~ Lei. 1988. Pargney el Leduc, 

1990). Ces tanins q ui interviendraient dans la coloration des mycorhizes et dans le 

conlrô le de la croissance du champignon par les cellules radiculaires (Malajczuk. 1984) 

son t plus importants au niveau des mycorhizes de synthèse que ceUes de piégeage et cene 

accumulation pourrait être liée aux conditions de culture. 

La morphologie, l 'anatomie et la structure des différentes mycorhizes 

décrites dans ce chapitre permettent de rappro cher certains morphotypes 

blan cs (BLIO, BL12) f ormées par f'ino culum présen t dans le sol, à 

certaines mycorhizes de synthèse obtenues avec les souches IRJ09, IR250 

et IR408 de S. dictyosporum. 

Les variations de l'épaisseur du manteau et de la profondeur du réseau de Hartig 

pourraient être liées à l'âge des mycorhizes. Cependant. il est difficile de confinner avec 

certitude l'appartenance taxonomique des morphotypes. Les champignons précoces, 

associés à A. africana dans les 8 sites expérimentaux, comprennent des Sc1érodermes et 

d' autres espèces fongiques (chapitre N). Nous ne pouvons pas iden tifier en l'absence de 

mycorhizes de synthèse ces autres espèces de champignons re ncontrés sur Les sites. 

Ains i. l' utili sa tion de ces c ri tères anatomo-morphologiques pour identifier les 

champignons au niveau des mycorh izes nécessite que l'on puisse les isoler à partir des 

mycorhizes et réaliser des synthèses mycorhiziennes sur plantule. Les mycorhizes de 

synthèse ainsi obtenues sont alors comparées à des mycorhizes obte nues dans les mêmes 

conditions avec des souches de référeoce comme cela a é Lé signalé par Zak ( 1973). Cela 

demande un temps assez long eL la nécessité d'isoler tes champignons à partir des 

mycorhi zes. Malgré tou t, il serait très difficile, voire impossible, de différencier les 

mycorhizes formées par des souches de même espèce tels que IRI09, lR250 et IR408. 

Les techniques de bio logie molécula ire déve loppées ces derniè res années 

(PCRlRFLP, RAPD) ont pennis de s 'affranchir de ces diCficul tés en associant des 

crilères génétiques aux caractéri sliques morphologiques (Gardes et Bruns, 1996). Ainsi, 
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Ana/on/il! I!! gta/agit 

1 
grâce à ces techniques, il est possible d'identifier le champignon d'une ectomycorhize au 

niveau intraspécifique. Elles sont assez simples et de plus en plus utilisées pour l'élude de 

1 
la diversité génétique des communautés et des populations fongiques d'un écosystème et 

au suivi de souches introduites en pépinière et au champ (Henrion el al, 1994; Gardes et 

Bruns. 1996; Di Battista. 1997 ; Sélosse et al. 1998a ; Gryta et al. 1997). 

Dans le chapitre suivant, les techniques de PCRlRFLP sont appliquées pour 

identifier les mycorhizes de sclérodermes panni les symbioses tonnées sur les racines des 

plantules piégés. Compte-tenu des caractéristiques morphologiques des mycorhizes de 

scléroderm es décrites plus haut, t'accent est mis sur les morphotypes blancs qui 

pourraient êtres fonnés par les sclérodermes. 

1 
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Chapitre IV. 

Etude de la diversité génétique des scléroderme's et 
identification des champignons associés à 
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DiverSÎli générique 

4.1. Introduction 


1 

Des différences inter- el intraspécifiques dans la capacilé myco(hizogène ou la sLÎmulaùon 

de croissance des plantes-hôtes ont été mises en évidence chez les champignons 

ectomycorhiziens au cours de düférents travaux réalisés en laboratoire, en pépinière et au 

champ (Malajczuk ellli, 1990 ; Lei el al. 1990; Le Tacon el al, 1992; Thomson el al, 

1994). Afin de vérifier si le gain de croissance des plantes-hôtes résulte des symbiotes 

inoculés, il est indispensable d'apprécier la persistance de ceux-ci. En absence de 

fructification, l'étude de la persistance du mycosymbionte implique qu'il soit possible de 

l'identifier à partir des mycorhizes formées in situ. Pourtant, l'identification des 

champignons ectomycorhiziens sur les racines est assez délicate. ceci étant dû à des 

caractéristiques morphologiques et structurales semblables (chapitre ID) (Agerer, 1987 ; 

Harley and Smith, 1983 ; Gardes el al, 1991b). Nous avons également souligné dans le 

chapitre précédent la difficulté d'identifier la souche fongique au niveau des mycorhizes 

d'A. africana par des critères anatomiques et morphologiques. Pour remédier à ces 

difftcullés, les techniques de biologie moléculaire SOnt de plus en plus utilisées pour 

pennettre l'identification de champignons ectomycorhiziens à partir de carpophores, de 

mycélium en culture el de mycorhizes. Ces techniques sont eotre autres l'amplificaûon 

génique ;'1 vitro, oU PCR (Polymerase Chain Reaction). suivie de l'analyse du 

polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RR..P, Restriction Fragments 

Length Plymorphism) , l'amplîfication aléatoire de segmentS de l'ADN génomique ou 

RAPD (Randorn Amplified Polymorphic DNA) et le séquençage des espaceurs 

intergéniques (ITS et IGS) de J'ADNr (Bruns et al. 1998 ; Honon et Bruns. 1998. Manin 

et al, 1998b) . Elles reposent sur la comparaison de profils RFLP ou de séquences 

1 nucléotîdiques d'un échantillon inconnu avec ceux d'un échantillon de réfé reDce 

taxonomiquement défUli. 

1 Un de nos objectifs étant la sélection de souches de Sclérodennes efficaces pour la 

croissance d 'A. africano. en pépinière, avec à court terme une étude de la compétitivité de 

1 la souche introduite après plantation, il était important : 

1. de caractériser moléculairement les différentes espèces de Sclérodermes récoltées 

1 au Burkina Faso e l d'évaluer leur diversité génétique ÎnLer- e( imraspéciflque, 

2. de dénnir la filialÏon taxonomique des espèces morphologiques indéfinies, 

1 Scleroderma sp l , Sc1eroderma sp2 et Sc1eroderma sp5, et 
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Tableau 4.1. Lislc des différents Îsolats CI carpophorcs de Sclérodcrrn<:s étudiés avec les sites expérimel'llaUX 
d'origine. les plmtes associées etlew appartenance taxonomique. 

N° échantillons Ann<ede Sile Plante-hôte 
cé«>1~ 

1 

1 

1
Carpoph or es 

Sd l Sc/erodemw dicryosporum 1997 IV A africana 
Sd2 1997 VII A. africann 
SdJ 1997 IX 1. do/œ & l dalvellii 1 
Sd4 1997 X U. guineensis 
SdS 1997 XD J. doktl 
Sd6 1997 XIII M. kus/ingii & 1. dalz.e illij 
Sd7 1997 li M. kers/ingii 1 
Sd8 1997 XIII M. kerstingii & 1. dalzeillii 
Mycélium 
Sd lO9 Scler(}(Ûrmo dicryosporom 1994 IV A africana 
Sd215 1994 1 r. dokn & 1. dalziellii 1 
Sd250 1996 vm r. dokn 
Sd41 2 1996 X U. guineensu 
Sd602 1996 XIII M. kerslingii & 1. dalzeillii 
Sd7731 1989 Sénégal A. aJricano 1 
Carpophores 1 
Svl SclertJd,ermo vemlCOsum 1997 V M. kers/ingii 
Sv2 1997 VI U. guineensis 
Sv3 1997 vm I.doka 1
Sv4 1997 IX 1. doka & 1. dalziellii 
Sv5 " 1997 X U. guineensù 
Sv6 1997 XlI 1. doka 
Sv7 1997 XIII M. kers/ingii & 1. dallJeflii 1 
Mycélium 
Sv256 Sckrodemw verrocosum 1996 IX 1. doka & 1. daluellii 
$v500 1994 Xl U. saman 1 
Sv600 1996 XlII M. kersting ii & l dalzjellii 

Carpophore 1Ssp! SclerodemUl sp 1 1997 m U. guinunsis 

Mycélium 
Sspl~406 Sclerodemw sp 1 1994 m u. guineensü 1Ssp l-409 1995 m U guineen.sü 
Sspl -41O 1996 m u. guineensls 
Ssp·4 14 1996 m u. guineensis 1 
Mycélium 
Ssp2-100 Sclerodenna sp2 1994 IV A. africana 
Ssp2-408 1995 ID u. gumeensis 
Ssp2-51O 1996 Xl U. saman 1 
Mycélium 
Ssp3 ·252 Sclerodemla sp3 1996 XlI 1. daka 1 
Mycélium 
Ssp5-605 Sc/eroduma spS 1993 1. doko. & 1. dall.Îellii 1 
ORSXMOO2 nl 1989 Sénégal A-africana 

1 
Dans ce tableau. J'initial IR des isolats en culture a élé remplacé par sd. sv, ssp l, ssp2, ssp3 ou ssp5 permetlant 

de les identifier respeclivemeol aux espèces S.dicryosporum. S. verrucosum, Scleroderma spl, Sclerodenna sp2. 

Sclerodenna sp) et Scleroderma sp5. Celte dénomination esl uniquement utilisée pour ce chapit.re. 

nd = non détennin~ 
 1 

http:chapit.re
http:guineen.s�


Diversité génétiq!!!.. 

3. d'identifier les champignons précoces, dont les Sclérodermes, impliqués dans 

les mycorhizes obtenues en pépinière sur les sols provenant de sites expérimentaux. 

Nous avons ainsi utilisé trois techniques de diagnostic: la PCR/RFLP, le 

séquençage des régions intergéniques de l'ADN ribosomique (ITS et IGS1) et la RAPD. 

1 4.2. Matériels et méthodes 

. 4.2.1. Les souches fongiques 

1 L'étude de la diversité inter- et intraspécifique a été réalisée sur 17 isolats de 

Sclérodermes obtenus au cours de cette étude (chapitre II) et deux autres isolats dont un

1 S. dictyosporum (ORS7731) et un isolat indétenniné (ORSXMOO2) provenant du Sud du 

Sénégal (tableau 4.1). Afin d'élargir l'échantillonnage des Scléroderrnes en culture, des 

1 carpophores ont également été récoltés sur les sites expérimentaux en 1997 (tableau 4.1). 

L'appartenance taxonomique des différents Sclérodennes a été déterminée initialement à 

1 partir des caractéristiques morphologiques des carpophores et des spores. 

Au cours de notre expérience de piégeage de souches fongiques sur plantules 

1 cultivées sur le sol provenant des différents sites expérimentaux (chapitre III), nous 

1 
avons identifié trois morphotypes principaux de mycorhizes (tableau 4.2). Dans ce 

chapitre, les espèces fongiques ayant formé ces mycorhizes sont comparées aux 

différents isolats fongiques, taxonorniquement défmis, provenant de carpophores. 

Les isolats fongiques sont maintenus en culture sur milieu gélosé MNM à 25-30°C 

depuis leur isolement. Quant aux mycorhizes et carpophores, ils ont été conservés dans 

1 un mélange de glycérolleauléthanol (30 : 40: 30, v/v/v) à 4'C. 

4.2.2. Extraction de l'ADN total 

1 

Notre étude portant sur du matériel très peu utilisé en analyse moléculaire (carpophores de 

Sclérodermes) ou pas du tout (mycorhizes d'Aftelia africana), nous avons initialement 

testé et optimisé différents protocoles d'extraction d'ADN sur chaque type de matériel 

afin d'obtenir le rendement d'extraction d'ADN le plus élevé et un ADN apte à être 

amplifié par PCR. 

1 
1 
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Tableau 4.2. Liste des difftrents morphotypes mycorhi:tiens obtenus 
par piégeage sur les plantules d'A. ojricana 

Morphotype.s de mycorhizes Origine du sol utilisé e n pépinière el 
Icode sur les gels plante-hôle 

Mycorh.i.zes blanches 

BLII 
BU2 
BL9 
BL IO 
BL7 

Mycorbizes beiges 

BEl2 

Mycorbius brunes 

BRIO 
BR2 
BRll 
BR8 
BR3 

U. $Omon (sile XJ) 
1. dcka (site xm 
1. dota &: l. dolVeliii (site lX) 
U. gumeeruis (site X) 
A. a.fricorUJ (site vm 

1. doka (site XII) 

U. guineensu (site X) 
M. kemingij (site IT) 
U. saman (site Xl) 
1. dota (site VllI) 
U. guir.eensis (sile lU) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 




Dilltrsili stntliqul 

4.2.2.1. Extraction à partir de cultures mycéliennes 

Pour l'extraction de l'ADN total à panir de mycélium , nous avons utilisé la méthode 

CTAB 2 (Hexadecyltrimethylammonium bromide) décrite par Henrion ~I al (1994b) 

modifiée par Di Battista (1997). Le protocole est le suivant: 

1 1. Environ 10 mg de mycélium sont prélevés à partir des cultures Sur milieu gélosé 
MNM et broyés en présence de PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) insoluble à l'aide d'un 

1 piston en plastique dans un tube à microcentrifuger. Le broyât est mis en suspension dans 

650 ~ de tampon d'extraction (100 mM Tris HCI pH 9.0; 20 mM EDTA pH 8; 1,4 M 

NaCl ; 2% CTAB. 0.2% B-mercaptoethanol) Contenant 0.2 mg de protéinase K 

(Bioprobe PROK02). Le mélange est ensuite incubé à 65·C pendant 1 heure. 

1 2, Après ceue incubation, les échantillons sont cenlrifugés à 14 0008 pendant 1 à 2 

min et le surnageant contenant l'ADN eSl transféré dans un aulre lube. Ce surnageanl est 

1 déprotéinisé par addition de 600 III d'un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamytique 

(24 : 24 : l, v/v/v). Le mélange est agité pendant 15 sec sur un agitateur de tubes 

(Bioblock) et centrifugé 15 min à 14 0008. 

3. La phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et additionnée de 600 III 

de chloroforme afm d'éliminer les traces de phénol résiduel. Le mélange est de nouveau1 agité et centrifugé à 14 ooog pendant JO min. 

1 4, La phase aqueuse est prélevée et l'ADN est précipité par addition de 900 ).lI 

d'isopropanol et incubation à -20°C pendant au moins 1 heure. 

1 S, Après centrifugation à 14 Ooog pendant 30 min. le surnageant est éliminé et le 

précipité contenant l'ADN est rincé trois fois à J'éthanol 70% (vlv) par centrifugations 

successives. Le culot est séché une dizaine de minutes à l'air afin d'éliminer les traces1 ­d'alcool. Le culot est alors suspendu dans 50 ~ d'eau déionisée stérile et incubé pendant 
5 min à 65°C afln de faciliter la solubilisation de l'ADN. 

Cette solution d'ADN est conservée à 4oC sur de courtes périodes (quelques jours) 

ou à -2QoC pour une plus longue durée. Les réactions de PCR s'effectuent sur des 

solutions diluées (1 : 25) d'ADN. 

1 Si nécessaire, une étape supplémentaire de précipitation des polyphénols dans du 

1 
PEG (polyéthylène glycol) permet de purifier les extraits fonement colorés. 32 III de la 

solution d'ADN sont alors additionnés de 8 ~ d'acétate de sodium 5 M et de 40 III de 

PEG ( 13%. plv). Après incubation dans la glace pendant 30 min, le mélange est 

centrifugé à 14000 g pendant 30 min. Le culot est récupéré et rincé trois fois à J'é thanol 

70% (v/v) par centrifugations successives, puis repris dans 50 III d'eau désionisée. 

57 



1 
, 

1l, 

1J. Broyage des échantillons dans Je taJ'npon API T 4 ).Lml~ 
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de Rnase (l00 mg/ml) et incubation 10 min à 65°C 
Addition de 130 fJ.l AP2 et incubation 5 min dans la glace 1 

1 
2. Transfert des échantillons dans une colonne QIAshredder et 

centrifugation 2 min à 14 000& pour éliminer les débris 
 1 
cellulaires 

1 
3. Rêcupé,.lIion du filtrai el addition de 0,5 volume de lampon AP3 , 1 
l "olume d'éthanol 100%. Bien mélanger 

1 
4. Transfert du mélange dans W1e colonne Dneasy mini 1spin et centrifugation à 6000g. L ' ADN est retenu dans 

(a colOMe et le filtrat est jeté. 


1 

1
5. L • ADN est rincé deux fois avec 500 ).Il de solution A W suivi 


de centrifugation il 6000 g puis à 14000 g pour sécher la colonne 


1 
6. Joo ~1 ou moins de tampon AE préchauffé à 65"C ou de l'eau 1désionisée sont mis à incuber dans la colonne 5 min à température 
ambiante 
Une centrifugation 1 min à 6000 g permet de récupérer l ' ADN 
contenu dans le tampon ou l' eau. 1 
L 'extrait d'ADN est alors conservé à -20°e. 

1 
Figure 4.1. Schema d 'extraction de L'ADN à L'aide du kit DNe.sy 
de Qiagen 1 

1 



1 Diversité généliqu,: 

4.2.2.2. Extraction à partir de mycorhizes et de carpophores 

1 
L'extraction à partir de mycorhizes et de carpophores est effectuée selon la méthode 

1 décrite par Orube et al (1995) modifiée Martin et al (1998a). L'extraction est réalisée sur 

--ID mg de fragments de carpophores, débarrassés des spores, ou sur une seule racine 

1 . mycorhizée. 

1. Les échantillons sont broyés à l'aide d'un piston en plastique dans un tube à 

1 microcentrifuger et le broyât est mis en suspension dans 300 ~ de tampon thiocyanate de 

1 
guanidine préparé selon Martiatis et al (1982) (cf. annexe 2). La suspension est incubée à 

65°C pendant environ 1 heure. Après avoir~éliminé les protéines de l'extrait (cf. étapes 2 

1 
et 3 protocole CTAB 2, paragraphe 4.2.2.1), l'ADN est précipité dans de l'iodure de 

sodium (Nal, 6 M) additionné de 5 ~ de billes de silice (Glassmilk, GeneCleanII, Bio 

101, La Jalla, CA 1001-400), dans de la glace pendant 10 min à toute une null 

1 2. Les tubes sont ensuite centrifugés 1 min à 14 OOOg et le surnageant éliminé. Le 

culot contenant l'ADN lié aux billes de silice est rincé deux fois avec 300 ~ d'éthanol 

80% (conservé à -20°C), puis séché. 

1 
3. Le culot de billes est ensuite suspendu dans de l'eau désionisée (MilliQ, 

Millipore). Les tubes sont centrifugés 1 min à 14 OOOg et le surnageant contenant l'ADN, 

élué des billes, est récupéré. Cet extrait est dilué 10 fois (1 : 10) et utilisé pour la PCR. 

1 A plusieurs reprises, l'ADN des mycorhizes et des carpophores, extrait à l'aide de 

1 
ces deux protocoles., était contaminé par des composés inhibant l'amplification peR. 

Nous avons alors employé le Kit de purification d'ADN DNeasy de Qiagen (fig. 4.1). 

Plus coûteux, il est généralement plus efficace dans l'élimination des composés 

interférents avec la PCR. 

1 
4.2.3. Amplification enzymatique in vuro de l'espaceur interne. transcrit 

1 (ITS) et l'espaceur intergénique (IGSl) de l'ADNr nucléaire 

1 Les régions ITS et lOS 1 de l'ADN ribosomal nucléaire ont été amplifiées à l'aide 

d'amorces oligonucJéotidiques spécifiques des champignons ITSIIlTS4 et 5SNCNLl2 

(White et al, 1990 ; Henrion et al, 1992) (tableau 4.3). Pour la réaction de PCR, 25 !lI

1 d'ADN dilué dans l'eau désionisée sont mélangés avec 25 III du milieu réactionnel 

(Appligène-Oncor) (tableau 4.4). La réaction s'effectue dans un cycleur Therrnojet 

1 (EUROOENTEC, St QuentinfYvelines) ou GeneAmp 9600 (PERKIN ELMER, St 

QuentinlYvelines). Lorsque le cycleur Thennojet est utilisé, le mélange est recouvert 

d'une goutte d'huile minérale (Sigma) afm d'éviter l'évaporation aux fortes températures. 
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Divusiti gMitique 

La durée et la température des différentes étapes d'amplification sont: dénaturation initiale 

de l'ADN, 3 min à 95'C, suivie de 2S à 30 cycles de dénaturation (1 min à 95'C), fixation 

des amorces (30 sec à 50'C) et polymérisation (2 min à n'Cl et enfm une étape de 

1 polymérisation finale de 10 min à 72°C. Chaque série d'amplification inclue une solution 

témoin sans ADN fo ngique afln de détecter d'éventuels contaminants dans les tampons et 

réactifs. 

1 
Tableau 4,3. Séquences des amorces nueléoûdîques ITSI/lTS4 C.I 5SNCNL12 
utilisées pour l'amplificaCion de l'ITS et I1GS 1. 

1 Amorces Séquences (5' à 31 Cibles 

ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG rtgion ITS 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

5SA CAGAGTCCTATGGCCGTGGAT région 10SI 
CNLt2 GACTGAATCTCCGCAAGTC 

Tableau 4,4, Composition du mélange réactionnel utilisé pow- la PCR dirigée de l'ITS et de l'lOS1 
et en RAPD . 

1 Milieu VolUD'le {J.U) Concentration ftnale 

Tampon réactionnel 10 x

1 Appligène 

dXTP Quantum Bioprobe 00 m:M:) 
Amorce J 
Amorce 2 

Taq POlymérase Appligène (5 u/tll)

Eau . 
Solution d'ADN 

5 

1 
0,1 
0, 1 
0, 1 
qsp25 
25 

1, (100 mM KCl; EDTA 0,1 mM 
20 mM Tris-Hel pH 8 ; 1,5 mM 
MgC12; 1% triton X-I OO; 0,2 mg/ml 
gélatine) 
200 iJ.M 
tOmM 
tOmM 
O.05unite 

A la fin de la réaction, les amplifiats sont déposés sur un gel d'agarose (1 %, plv) 

(Sam brook et al, 1989). Dix).Ù d'amplifiats sont mélangés avec 2 ).Ù de tampon de charge 

(bleu de bromophénol 10 mg; glycérol 87% (v/v), 2,8 ml ; EDTA D,SM, 2 ml ; xylène 

cyanol FF 10 mg ; eau désionisée, qsp 5 ml) et le mélange est déposé dans les puits d'un 

gel horizontal d'agarose placé dans une cuve d'électrophorèse Midi Sub CeU (Bio-Rad). 

La migration s'effectue à 8V!cm pendant 90 min dans du TBE l x (Tris base, !O8 g ; 

acide borique, 55 g ; EDTA 0,5 M (pH 8),40 ml ; eau désioo.isée qsp 11 pour un tampon 

10x). Un marqueur de masse moléculaire (100 pb DNA ladder, GIBCO BRL) migre 
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dans une piste parallèle à celles des échantillons afin de déterminer la longueur des 

amplifiats. 

Après migration, les gels sont incubés dans du bromure d'éthidium (BEn pendant 

1 

1 5 à 10 min afin de colorer l'ADN. Le BEr s'intercale entre les bases d'ADN et permet 

d'observer les fragments d'ADN par fluorescence sur un transilluminateur UV (254 mn). 

Les gels sont ensuite incubés 10 à 15 min dans de l'eau désionisée afin d'éliminer l'excès 

de BEr, puis des photos sont prises à l'aide d'un système vidéo (Biqprobe System) 

comprenant une caméra Hitachi, une unité de numérisation Polaroïd et une imprimante 

thermique. 

1 	 4.2.4. Polymorphisme de longueur des fragments de restriction de l'ITS et 
l'IGSl ribosomalJ)( 

Afm de révéler la présence éventuelle d'un polymorphisme de séquence dans les régions 

ITS et IGS1, les amplifiats (20).ll) correspondants sont digérés toute la nuit à 37°C avec 

2,5 unités d'enzymes de restriction, Hinfl (Biolabs) et MboI (Promega) selon les 

instructions du fournisseur. Les fragments de restriction sont séparés sur des gels 

verticaux d'acrylamide composés d'un gel de concentration (3%) et d'un gel de 

séparation (8% ou 15%) (tableau 4.5). Ce type de gel possède une résolution supérieure 

all gel d'agarose et permet de séparer avec une bonne résolution les fragments de 

longueur inférieure à 100 pb. La migration s'effectue à 4,5 mNcm pendant 75 min dans 

des cuves d'électrophorèse Protean II (Bio-Rad) contenant du TBE lx. Le marqueur de 

masse moléculaire (100 pb) est mis à migrer à une des extrémités de chaque gel. Les 

fragments d'ADN sont colorés au BET et observés comme décrit ci-dessus (paragraphe 

4.23). 

1 Tableau 4.5. Composition des gels d'acrylamide utilisés pour la séparation des fragments 
d'ADN après RFLP ou RAPD 

1 
Composants Gel de séparation Gel de concentration 

(8%) (3.5%) 

AcrylamidelBisacrylamidc 30% (plv), 29: 1 
TEE tOx 
Tris-Hel 0,5M, pH 6,8 
Eau wtrapure 
APS (ammonium persulfale) 10% (Plv) 
TEMED 

1,33 ml 
0,5ml 

3,135 ml 
50 ~l 
5 ~1 

0,29 ml 

0,5 ml 
1.693 ml 
37.5 ~ 
5 ~ 

3.5 nù du gel de séparation sont coulés entre les plaques en verre, compléter par 1,5 ml 

de gel de concentration. 
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4.2.5. Séquençage de l'ITS 

1 

1 

Les produits d'amplification correspondant à l'ITS de différents isolats de Sclérodermes 

sont purifiés par précipitation à l'acétate d'ammonium 10 M afin d'éliminer les amorces 

oligonucléotidiques (Martin et Voiblet, 1998). Les deux brins d'ADN sont séquencés à 

l'aide des amorces !TSlIITS4 et du kit Big Dye Tenninator (PE AB!). Les fragments 

d'ADN, issus de la réaction de séquençage, sont séparés sur une colonne capillaire (57 

cm x 100 ~m) placée dans le séquenceur automatiqu,e GenoTyper AB! 310 (PE ABI). 

1 Les séquences lues par le logiciel "Sequence Analysis" (PE AB!) sont éditées et cOl1'igées 

1 

à l'aide du logiciel Sequencher (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MT). Les 

alignements de séquences sont réalisés à:l'aide des logiciels MultAlin (Corpet, 1988) et 

ClustalW 1.74 (Thompson et al, 1994) installés respectivement sur les serveurs Web 

ProDom (INRA-Toulouse) et IEPC (Lyon, France), puis comparées afin de déterminer 

les pourcentages de similarité. La recherche de similarité avec d'autres séquences de 

champignons ectomycorhiziens est effecluée par comparaison aux séquences répertoriées 

dans la base de données d'ADN (NCB! GenBank) à l'aide du logiciel Blast 2.0 du site 

Web du NCB! (Altschul et al, 1997). 

1 
4.2.6. Analyse de parcimonie 

1 
Différents alogorithmes de calculs, tous basés sur la recherche de l'arbre le plus co un 

1 permettant d'établir les relations phylogénétiques entre isolats étudiés' à, partir des 

séquences ITS alignées par MultAhn et ClustalW, ont été utilisés. Il s'agit des 

algorithmes exacts et des algorithmes heudsüques, méthode de réanagement des 

branches ou "Branch Swanping" du programme PAUP 3.1. Ces algorithmes génèrent 

des arbres assez voisins pour les Sclérodermes étudiés parmi lesquels nous avons retenu 

celui de la méthode heulistique 

4.2.7. Analyse du polymorphisme de l'ADN par RAPD 

Pour l'étude du polymorphisme de l'ADN génomique par RAPD. nous avons utilisé les 

amorces l52C (5'CGCACCGCAC3') et 174 (5'AACGGGCAGC3'). Afin d'améliorer 

la reproductibilité des amplifications, Sélosse et al (1998a) recommandent la réalisation de 

la RAPD dans les conditions utilisées pour la PCR dirigée, en particulier une température 

d'hybridation des amorces de SO°e. La réaction d'amplification se déroule donc dans les 

conditions décrites au paragraphe 4.2.3. Le mélange réactionnel est composé du tampon 

de réaction Appligène-Oncor (20 mM Tris-HCl, pH 9; 1,5 mM MgC12 ; 100 mM KC1 ; 
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Figure 4.2A· D. Variabilité inter- et intraspécifique de l'ITS (A) et de 1'10S1 (B) 
amplifiés des isolaIS en culture de sclérodermes (récolte 1994- 1996), de l'ITS (C) 1
et l'lOS 1 (0) de carpophores (récolte 1997), M ~ marqueur de masse moléculaire 
(échelle de 100 pb), Oels d'agarose (1%) 
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g 

Diyusiré gin/ligue 

) % Triton X·lOO), 0,2 mM de chaque dNfP, )·2 ng/~I d'ADN et 0,06 unités de Taq 

DNA polymérase. Les fragments d'ADN sont séparés Sur gel d'acrylamide comme décrit 

dans le paragraphe 4.2.4 (tableau 4.5), 

4.3. Résultats 

4,3,1. Variabilité génétique inter· et intraspécifique des Sclérodermes 

4.3.1.1. Analyse du polymorphisme de longueur des régions 

, ribosomiques ITS et IGS! 

Alin d'apprécier la variabilité génétique inter- et intraspécillque des Sclérodermes, nous 

avons étudié le polymorphisme des régions intergéniques rrs et IGSl des différents 

isolats et carpophores. Ces séquences ribosomiques ont élé amplifiées à l'aide des 

amorces PCR ITSIlITS4 et CNLl2/5SA (tableau 4.3). L'analyse des produits 

d'amplification de l'ITS et de l'IGSI révèle l'e,.; istence d'une variabilité inter·, mais aussi 
intraspécifique, au sein des isolats et carpophores étudiés (fig. 4.2A-D. tab~eau 4.6). En 

effet, on note un polymo!]lhisme de la longueur de l'ITS enlre les différentes espèces et 

également au sein d'une même espèce. Ainsi, la longueur de l'ITS des isolats, la plupart 

des carpophores de S. verrucosum (sv256. sv500, sv600, svl, sv2, sv3. sv4 el sv6) et 

de l'isolatScleroderma sp3 (ssp3·252) est plus grande (760 pb) que celle des S. 

dicryosporum sdl09, sd250, sd412, sd602, sd773!' sdl, sd2, sd3, sd4, sd5 el sd6 (670 

pb) et sd7, sd8 (590 pb). Par contre, les 3 isolats de Scleroderma spi (sspl.4<M, sspl· 

409 et sspt-4lO) et le carpophore sspl présentent un ITS de longueur identique à celle de 

l'ITS des S. verrucosum. D'autres isolats et carpophores. supposés appartenir à la même 

espèce, présentent des ITS de longueur différente. C'est le cas des isolats SSpl·414 de 

Scleroderma spi (590 pb), ssp2·5JO (590 pb) et ssp2-408 (670 pb) de Scleroderma sp2 et 

le carpophore sv5 (620 pb). L'ITS de Scleroderma ssp5·605 a la même longueur que 

celui des isolats de S. verrucosum (760 pb). L'isolat indéterminé ORSXMOO2 el S. 

dicryosporum sd773 1 du Sénégal présentenl un ITS de même longueur que les isolats et 

ca!]lophores de S. dicryosporum (670 pb). 

Inversement, la longueur de l'IGSl des isolats et carpophores de S. verrucosum 

(440) est inférieure à celle des S. dicryosporum (470. 500 et 550 pb). Les espèces 

identifiées à Scleroderma spi (sspt.4<M, sspt-409, sspt-410 et sspl) ont des IGSI de 

longueur identique à celle des S. dicryosporum (470 pb). L'IGSI de l'isolat SSpl·414 a 

une taille identique à celle des autres iso lats de même espèce (Scleroderma spI) (résultat 
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Tableau 4.6. Longueur des dgioos rrs ellGS amplifiées des isolatS el carpopbores de Scl&odermes. 

Isolats et carpophores Longueur ITS (pb) Longueur lGS (Pb) 

Sckr(}(Ùmul dictyosporum 
Sdl09 
5d215 
Sd250 
Sd412 
Sd602 
Sd773 1 
Sdl 
Sd> 
Sd3 
SM 
Sd5 
Sd6 
Sd7 
Sd8 

5ckroderma 'oIt!mLCosum 
$v256 
Sv500 
$v600 
S"I 
S"2 
S"l 
S"4 
5"5 
S"6 
S"7 

Sckroderma spi 
Sspl-406 
Sspl-409 
Ssp l-4l0 
Sspl-414 
Sspl 

Scluodemlll sp2 
S",2-100 
S",2-408 
S",2-S 10 

Sckrodenna sp3 
Ssp3·2.5 2 

Sckroderma sp.s 
Ssp5-605 . 

ORSXM002 

670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
670 
590 
590 

760 
760 
760 
760 
760 
760 
760 
'20 
760 
760 

760 
760 
760 
590 
760 

670 
670 
590 

760 

760 

670 

470 
SlO 
470 
470 
470 
470 
550 
550 
470 
470 
470 
470 
500 
500 

440 
440 
440 
440 
440 
440 
440 
440 
440 
440 

470 
470 
470 
470 
470 

550 
470 
500 

440 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
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non présenté sur le gel). Les isolats de Scleroderma sp2 ont des tailles différentes de 

l'IGSI. 550 pb pour SSp2-100, 500 pb pour ssp2-510 et 470 pb pour ssp2-408. 

Sc/erodermo sp3 (ssp3-252) présente un IGSI de 440 pb. 

Cette analyse comparative révèle donc un polymorphisme de longueur de J'ITS et 

de nos 1 au sein de cette population de Scleroderma du Burkina Faso. Cependant. ce 

1 polymorphisme ne permet pas d'identifier les isolats d'une même espèce el aussi des 

espèces différentes, telles que S. verrucosum et ScleroderltUJ spI qui ne peuvent être 

différenciées sur ce critère. 

4.3.1.2. Analyse du polymorphisme de longueur des fragments de , 
restriction des régions nbosomiques ITS et IGSl 

La digestion de l'ITS et de l'lGSI, amplifiés à partir des différentes souches de 

Sclérodermes. par les deux enzymes de reslriction HinfI et .Mbol génère plusieurs 

fragments de restriction (tableau 4,7 et 4_8). 

11'8 coupé par Hinfl et MboI 

1 


La digestion de lITS par Hinfi génère des patrons de 2 à 8 fragments selon la souche de 


scJérodenne. Les isolats sd l09, sd250, sd412, sd602, sd773 1 et les carpophores sd3, 


sd4, sd5 et sd6 présentent un profil à 8 bandes (174, 127, 113, 87,60,37,36 et 8 pb) 


. (tableau 4.7, fig. 4.3A & B). La souche SSp2-408 présente le même profil de digestion 


suggérant qu'elle appartient à l'espèce S. dicryosporum. Trois aulreS profils exiStenl au 


sein de ces S. dictyosporum dont l'un est représenté par sd215 (287 et 240 pb), le second 

par le profil des deux carpophores sdl et sd2 (331, 294 et 87 pb) et le dernier par sd? et 

sd8 (206, 186,99 et 69 pb). Ces deux derniers profils s'identifient respectivement à ceux 

de ssp2-1 00 et ssp2-510 qui seraient des isolats de S. dicryosporum. Cependant, on note 

1 une bande supplémentaire à 149 pb pour sd8 qui résulterait de la présence de deux ITS 

différents du mycélium dicaryotique. Les profils de diges tion Hinfl de l'ITS des S. 

ve"ucosum, 5v5oo et sv600 possèdent 7 bandes (fig. 4.3A & B). L'isolat ssp3.252 que 

nous avons identifié à Scleroderma sp3, présente le même profil (285, 146, 110, 66,49, 

1 37,36,25, 8 pb) et serai t donc un isolat de S. verrucosum. Les profils obtenus avec 

1 
sspl-406, sspl-409. sspl-410 et sspl (322, 149, 110.66,30 et 26 pb) sont très voisins 

de ceux des isolats de S. verrucosum sv500 el sv600. Panni les S. verrucosum, le 

carpophore sv5 présente un profil à 6 fragments (264, 114, 104, 93, 48 et 41 pb). 

L'isolat sv256 a un profil de digestion de l'ITS par Hinfl (311, 246, 93 pb) identique à 

celui des carpophores svl. sv2, sv3, sv4 et sv6. 
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Tableau 4.7. Longueur des fragments de restriction obtenus après amplificatÎon el digestion par les 
endonucJéases Hinfl et Mbol de la région ITS des isolats et carpophores de $c\érodermes. 

Isolais et carpophores rrSIHinj1 rrS/Mbol 

Sckrotkmw. dicryosporum 
Sdl09 
Sd21S 
Sd250 
Sd412 
Sd6Q2 
5d7731 
Sdl 
Sd2 
SdJ 
Sd4 
Sd5 
Sd6 
Sd7 
Sd8 

174,127,113,87.60.37,36,8 
287.240 
174,127,113,87.60.37.36.8 
174,127,113,87,60.37.36.8 
174,127,1 13.87,6O,37,36.S 
114,127.113.87.60,37.36.8 
331. 294, 87 
331. 294, 87 
174,121,113,87,60.37,36,8 
174,127,113,87,60.37,36,8 
174.127,113,87.60.37.36,8 
174,127. t 13,87,60,37,36.8 
206, 186,99,69 
206, 186, 99,69 

208, 159, 135, 119 
218.198. 167,76 
208, 159, 135. 119 
208, 159, 135, JJ9 
208. 159, 135, 119 
208.159.135.119 
284,227,91 
284,227,91 
208. 159. 135. 119 
208, 159, 135, 119 
208, 159, 135, 119 
208, 159, 135, 119 
152,137, ln, 106,87 
152, 137, 113. 106.87 

Sc~roderma lJerrocO$um 
Sv256 
Sv500 
Sv600 
Svl 
Sv2 
Sv3 
Sv. 
SvS 
Sv6 
Sv7 

3 11. 246, 93, 35, 29.24 
285,146,110,66,49,37.36,25,8 
285. 146, llO, 66, 49, 37. 36, 25.8 
311. 246. 93, 35, 29,]A 
311, 246, 93, 35, 29, 24 
311.246.93.35.29,24 
1II, 246, 93, 35, 29, 2. 
264,114,104,93.48,41 
311, 246, 93, 35, 29, 24 
311,246,93 ,35,29, 24 

171.162,153. ll9, 91 
254, 146. 124,98,77 
254, 146. 124,98,77 
111, 162, 153, 119.91 
171,162,153,119,91 
171.162,153,119.91 
171. 162. 153, 119.91 
208, 159, 135, 92 
171.162,153,119.91 
171, 162, 153, 119,91 

Sclerodemul spI 
Sspl-406 
Sspl-409 
Sspl-4lO 
Sspl-414 
Sspl 

322, 149, 110. 66, 30, 26 
322. 149, 110, 66. 30, 26 
322. 149, 110. 66, 30, 26 
256. 179, 84, 17 
322, 149. 1 ID, 66, 30, 26 

241, 153. 140. 119, 102 
241. 153. 140, 119. 102 
241. 153, 140, lJ9, 102 
315. 174, 129.98 
241. 153. 140, 119. 102 

Sclerrx:knna sp2 
5sp2-100 
Ssp2-408 
Ssp2-510 

331 ,294,87 
174,127,113.87.60,37.36,8 
206, 186, 99,69 

284,227,91 
208, 159, 135, 119 
152, 137, 1I3, 106, 87 

Sc1eroderma sp3 
5sp3-252 

, 
285. 146. 110, 66, 49. 37, 36. 25,8 254, 146, 124,98,77 

Sclerocknna sp5 
Ssp5-605 180,138,113,95,74 284,175,119,96 

ORSXM002 254, 206, 83. 74 340,210. 129.96 

Ribotypes 

B 
A 
B 
B 
B 
B 
C 
C 
B 
B 
B 
B 
D 
D 

A 
B 
B 
A 
A 
A 
A 
C 
A 
A 

B 
B 
B 
A 
B 

A 
B 
C 

A 

A 

A 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



toi .,~ 
N8 § 

'" 
~~ 3:3: 
0 
~ 

.. 
~ 

"'109 

<>:".3 

"o." ...ê ... 
. ~ .<: 

00215
9Ël 

<Jo '" ('>0­
sd250"'C'". .

"o ~ ~. 
sd412"" e:" " 

;z:'" 
~ 

>d602~5' 
d sd713 1 
Il'& 
aD. 
e:"".0,0 sv25G 
" " " " " a. ~ '" sv50Qa. '" 
" 3 "" a 

sv600~ g-

" r;; 
3 a. 
o " ssp l-406 
~ e 
" ao 
,,~ 

sspl -409 
;:"â' g. 
~ " 
~o. sspl-41 0 ,,-"
" ­;:;::j 

sspl-4 140.(1) 
"a. 
- ~ 8~ 
""",
",0 
~ -. ., 
Cl" 

u p2.t OO" ~-.,
"'~ 0,,, 

spp3-252'" ~ 

1 
"a. 
~~ 

up2-408Sn 
c:.a 

1 " 0
~""-cr $!p2--5 10 
"'0
<l'@ 
y'" 

sspl -409 ssp5-605 "53 
~ 

a. 
ORS XMOO2" 

64 




- - - - C::I - - - - - - • 

A 

- - - - - - -
0 ~ 8 N .. 0 

~ 0 N N M oC Q Q ~ ~ ~ ~ 

Figure 4.4, Variabililé inter e l inlraspécitïque des produits de diges tion de l'ITS des isolats (A) e l des carpophores (B) de 
sclérodennes, Digeslion par MboI. M = marqueur de masse moléculaire (échelle delOO pb), Gels d'acrylarnide (15%) 
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Il apparaît que nous avions regroupé, sur la base des critères morphologiques (c f. 

chapitre m, dans l'espèce indéfinie Scleroderma sp2 des souches de S. dicryosporum 

puisque les 3 profils différents obtenus (ssp2.100, ssp2·510 et ssp2-408) s'identifient à 

des carpophores de cette espèce. Aussi, l'isolats SSp3-252 serait un S. verrucosum. La 

souche ssp5·605 es t très différente des aUlfes avec 5 bandes (1 80, 138, 113,95 et 74 

pb). ORSXM002 qui est un champignon indéterminé présente un profil unique à 4 

bandes (254, 206, 83 et 74 pb). 

Les profùs de digestion MboI de l'ITS possèdent 3 à 5 bandes selon les espèces 

(fig. 4AA & B, tableau 4.7). L'analyse de ces profùs permet de conrlOner que les isolatS 

ssp2.408 et ssp3-252 SOnl respeclÎ vemem des isolats de S. dicryosporum et S. 

verrucosum. C'est égalemem Je cas des deux holats de ScLeroderma sp2 qui présentent 

les mêmes profils que sdl et sd2 (ssp2·1oo) et sd7 et sd8 (ssp2·5iO). Dans la suite du 

texte, ces isolats ont été quelques fois désignés par sd408, sv252, sdloo et sd510. Le 

pol)'111orphisme observé entre les différents isolats avec cette enzyme est le même qu'avec 

J'enzyme Hinfl . Les isolats regroupés sur la base des patrons de digestion Hinjlle sont 

également avec MboI. La digestion de l'ITS de l'isolat indétenniné ORSXM002 présente 

là aussi un profil spécifique avec 4 fragments de restriction (340. 210,129 et 96 pb). Il

1 en est de même pour ssp5·605 avec 4 fragments de 284, 175. 119 et 96 pb. 

L'analyse RFLP de la région ribosomique ITS, coupée par Hinfi et MboI, des 

différents Sclérodennes étudiés permet de distinguer 4 ribotypes de S. dictyosporum. 3 

ribotypes de S. verrucOsum e t 2 ribotypes de Sclerodemia sp 1 (tableau 4.7). Les isolats 

1 de Scleroderma sp2 et Scleroderma sp3 appartiendraient aux espèces S. verrucosum 

(ssp3·252) et S. dicryosporum (ssp2-1oo, ssp2·51O, ssp2·408). 

IGSl coupé par Hinfl et Mbol 

La digestion de l'IGS 1 par l'endonucléase Hinfi conduit à la fonnation de 2 à 5 

fragmentS (fig. 4.5A & B, tableau 4.8). Les souches appartenant à S. dicryosporum 

présentent 3 bandes de 160, 151 et 82 pb pour l'isolat sd215 ; 143, 135 eL 128 pb pour

1 les isolats et carpophores sdl09, sd250, sd·408, sd412, sd602, sd773!. sd3, sd4, sd5 et 

sd6 ; 232, 143 et 88 pb pour sd l, sd2 et sd 100, et 173, 139 et 124 pb pour sd7, sd8 et 

sd51O. Les souches de S. verrUCO$um (sv252, sv500 et sv600) se distinguent facilement, 

elles présentent 3 fragmenlS ( 182.147 et 88 pb). L'isolat sv256 elles carpophores Sv} , 

sv2, sv3, sv4 et sv6 se différencient des autres S. VerrllCQSUm par la présence de 3 

fragments de resmction (182, 167 et 100 pb). 
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Tableau 4.8. Longueur des fragments de rC$lriction obtenus après amplilicntion et digeslion plU" les 
endonucléase. Hinfl et Mbol de la ~gion IGS 1 des isolats et carpophores de Scltrodermes. 

Isolats do ca.rpophores IGSlHinfl IGSIMboI Rjootypes 

Sckroderma dictyosporu m 
Sdl09 143. J3S. 128 228. 153.86 B 
Sd21S 160. 151. 82 280,240 A 
SillO 143.135,128 228, 153, 86 D 
S<I412 143, 135. 128 228, 153,86 B 
Sd602 143, 135, 128 228, 153, 86 8 
Sd1731 143, 135. 128 228, 153, 86 8 
SO I 232, 143. 88 228, 153 C 
Sd2 232, 143, 88 228, 153 C 
S<I3 143, 135, 128 228, 153, 86 8 
Sd4 143. 135. 128 228, 153, 86 8 
SdS 143, 135, 128 228, 153,86 D 
Sd6 143. 135, 128 228, J5J , 86 8 
Sd7 173. 139. J24 23 1,209 0 

1 


1 
1 
1 
1 

Sd8 173, 139, 124 231. 209 D 

Scleroderma veTTUCosum 1 
$v25 6 lU. 167, 119.63 238, 151. S4 A 

Sv500 182. 147, 63 228 . 178 8 

Sv600 182. 147.63 228, 178 8 

Svl 182, 167, 119.63 238, 15 1.54 A 
 1 
Sv2 182,167, 119.63 238, 15 1.54 A 

Sv3 182. 167. 1l9, 63 238. 151.54 A 

Sv4 182, 167, L19,63 238, 151,54 A 

$v5 182, 139, 119 238,210 C 

Sv6 182, 167, 119,63 238, 151. 54 A 

Sv7 182, 167, 119,63 238, 151.54 A 
 1 
Sc/erockmw sp 1 
$", 1-406 286. 143 228, 196 8 
Sspl -409 286. 143 228. 196 B 1
$",1-41 0 286, 143 228, 196 B 
Sspl -414 A 

1Sspl 286, 143 228. 196 B 

Sckrockrma sp2 
$",2-100 232. 143, 88 228. 153 A 
$",2-408 143, 135. 128 228, 153,86 B 1$",2-510 173, 139, 124 23 1, 209 C 

Sckrockmra sp3 1Ssp3-252 182. 147, 63 228, 178 A 

Sckrotknna spS 
$",5-605 A 1 
ORSXM002 A 

1 
Les profils IGS 1 des isolats ssp 1-409 et ssp 1-410 iTIODt.retl l des fragments d'httéroduplexe situts entre 1000 et 
1200pb. 

1 

1 

1 

I l 




- - - -

o N 00 oA 8 
~ 

;<:l S? 

M M 
8 ~ 'f ".. 

B 8 
8 ::8 

'f 
M N M ~ 'il -~ ~ ~ M ~ ~ ~ ~ 00 ~ ~ 

~ "il 11 11 11 "\1 > > > > > > > 11 • M• • • • • • • • • • " • '" "" 
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1 	 Divenitt gtf/ilique 

1 
Deux bandes caractérisent les proftIs de 3 isolats (sspl-406, sspl-409, sspl-4lO) et 

le carpophore sspl de Sc/eroderma spi (286 et 143 pb). 

La région IOSI amplifiée des différents isolats et coupée par MboJ pennet d'obtenir 

1 2 à 4 profIls différents au sein de chaque espèce (fIg. 4.6A & B, tableau 4.8). Là aussi, 

les regroupements d'isolats défInis sur les proflls RFLP lOS lfHinj! som conflnnés par 

les profùs RFLP IGSIIMbol. 

1 
Certains fragments de restriction non révélés par électrophorèse n'ont pas été 

considérés dans les tableaux 4.7 et 4.8 sa"Î dans le cas des lTS séquencés 

1 

La digestion des deux régions intergéniques de l'ADN ribosomal par les deux 1 enzymes de restricùon permet d'identifier 2 à 4 ribotypes au sein de chaque espèce. Pour 

S. dict:;osporum, le type A avec Il fragments de restriction est représenté par la souche 

1 sd215 ; quanl au type B, identifié par 18 fragments, il regroupe les autres isolats et les 

carpophores sd3, sd4, sd5 et sd6. Le type C est représenté par les carpophores sdl, sd2 

1 et sdlOO (II fragments) elle type D par sd7, sd8 el sdSlO (14 fragments). Le ribotype A 

de S. verrucOsum est représenté par sv256. svl, sv2. sv3, sv4 et sv6 (17 fragments), le 

1 ribotype B (19 fragments) par sv500: sv600 et sv252, le C (15 fragments) par sv5. Les 

profùs de Sc/eroderma spi (sspl-406, sspl-409, sspt410 et sspl) constituent le type B 

des isolats de cette espèce (15 fragments) et sspl-414 est de type A (8) fragments pour la 

région ITS coupée par les deux enzymes). 

L'analyse RFLP de l'ITS ou de l'lOS 1 permet une distinction aisée des différentes 

espèces de Sclerodenna présentes sur les sites étudiés. Elle met en évidence une forte 

variabilité interspécifique. Au contraire la variabilité intraspécifique apparaît réduite. Il 

serait toutefois nécessaire d'analyser un échantillonnage plus large de ScJérodermes afin 

de confIrmer ce résultal L'isolat sd773 1 de S. dictyosporum du Sénégal présente des 

1 	 proflls PCRJRR.P identiques au ribotype B de S. diccyosporum du Burkina Faso. 

L'isolat indéterminé ORSXMOO2 apparaît très différents des ScJérodermes. 

1 
1 

4.3.1.3. Séquences nucléotidiques de l'ITS de différents isolats de 

Sclérodermes 

La différence de longueur de l'ITS et l'lOS 1 des différents isolats de Sclérodermes, ainsi 

que la variabilité dans les profils de restriction traduisent une variation en bases 
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Tableau 4.9. Longueur de la région ITS séquencée de 13 isolats de sclérodermes. 

Isolats rrs amplifié (Pb) 	 rrs séquencé (Pb) 
,. Qongueur des amorces) 

Sclerodenna dictyosporum 
670 581 

670 563 


"'109 
"'215 
= 670 581 


670 581
"'408 
sd412 670 581 

"'602 
 670 581 

Sc1erodenna verrucosum 
sv252 760 637 

sv256 760 628 

sv500 760 637 

sv600 760 638 

Sc/eroderma spI 

sspl-406 760 613 

sspl-4iO 760 619 


1 


1 

1 


1 

1 

1 

1 

1 

1
"'109 100 99,8 100 100 87,7 66,9 75 65 64 7I 70 


sd215 100 

sd250 99,8 100 99,8 99,8 87,7 66,9 75 65,2 64,7 7I 70 

sd412 100 99,8 100 100 87,7 66,9 75 65 64.7 7I 70 
 1 

"'602 100 99,8 100 100 87,7 66,9 75 65 64,7 7I 70 

ssp2- 87,7 87,7 87,7 87,7 1~) 64 56,6 59 65 67 

408 

,v256 66,9 66,9 66,9 66,9 64 100 64,5 78,8 78,6 79,8 79,5 
 1 

sv500 75 75 75 75 64 100 62,8 64,5 63,9 75 

,,600 65 65 65 65 56,6 78,8 62,8 100 97,6 67,6 68 

ssp3- 64 64,7 64,7 64,7 59 78.6 64,5 97,6 100 68 68 

252 
 1 

sspl- 7I 7I 7I 7I 65 79,8 63,9 67,6 68 100 98,8 

406 

1
sspl- 70 70, 70 70 67 79,5 75 68 68 98,8 100 

410 


Tableau 4.10. Pourcentage de similarité de l'ITS ribosomique enlre différents isolats de sclérodermes 

Isolats "'109 sd215 sd250 sd412 "'602 ssp2- sv256 sv500 ,,600 ssp3- sspI- sspl­
408 252 406 410 


1 

1 

1 




1 
Diversité génétique 

nucléotidiques de cette séquence. Les deux brins d'ADN de la région ITS de certains 

isolats de Sclérodennes représentant les trois principales espèces, S. dictyosporum 

(sdl09, sd215, sd250, sd408, sd412 et sd602), S. verrucosum (sv252, sv256, sv500 et 

sv600) et Sclerodemw spI (SSpl.406, SSpl.410 et SSpl·414) et l'isolat indétenniné 

ORSXM002 ont donc été séquencés. 

1 Une légère variation entre la longueur de l'ITS de 13 isolats de Sclérodennes 

1 
(sd109, sd215, sd250, sd408, sd412, sd602, sv252, sv256, sv500, sv600, sspl.406, 

sspl-410 el sspl-414) et l'isolat indétenniné ORSXM002 amplifié et celle obtenue par 

séquençage (tableau 4.9) est observée. Cette différence entre la longueur de l'ITS 

amplifié et la longueur sequencée provie~t de l'imprécision liée à l'estimation de la1 distance de migration sur les gels. Ces séquences ont été alignées et montrent, outre la 

séquence conservée correspondant à l'ADNr 5,8 S, de larges portions de lITS 1 et l'ITS2 

1 très voisines (figure 4.7). LTfS de deux espèces (S. dictyosporum et S. verrucosum) 

présente une faible divergence de 25 à 45% (tableau 4.10). Cependant, on distingue 

nenement deux ensembles de séquences sur la base de leur similarité, l'un correspond 

aux S. dictyosporum et l'autre aux S. verrucosum. La séquence de l'ITS des S. 

1 verrucosum est supérieure à celle des S. dictyosporum . Cette différence résulte 

essentiellement de quatres insertions -TTCCGGAT- centrée sur 60 pb, 

1 -TICGGGGACCTGC- vers 195 pb, -TICCTIC- vers 465 pb et GAC-GGGG vers 620 

1 
pb. Honnis ces insertions, ,les mutations de transition et de transversions (substitution 

d'une base purique par une base pyrimidique ou réciproquement) sont rares. Les 

Scleroderma spi sont très voisins des S. verrucosum. L'isolat sspl-4l4 de Scleroderma 

sp 1 est très éloigné de tous les Sclérodermes examinés (résultat non présenté). Cet isolat 

1 qui présente une particularité de croissance en culture et dont on a jamais pu mettre en 

évidence la capacité mycorhizogène vis à vis d'Afzelia africana ne serait 

1 vraisemblablement pas un champignon ectomycorhizien. Son ITS présente une forte 

homologie avec un champignon entomo-pathogène du genre Beauveria. 

Les données de séquençage ont été codées et exploitées afin de déterminer la 

filiation taxonomique des isolats indéterminés (Scleroderma spi) et d'apprécier les 

1 relations phylogénétiques entre l'ensemble des Sclérodermes étudiés. Un alignement des 

séquences a été réalisé à l'aide des programmes MultAlin (Corpet, 1988) et ClustalW 

(Thompson et al, 1994). Ces programmes sont basés sur des algorithmes différents. Les 

1 
résultats des alignements ont été vérifiés et opùmisés manuellement pour les zones les 

plus délicates à aligner (points chauds d'insertion délétion). Ces alignements optimisés 

ont ensuite été analysés par le programme de parcimonie PAUP 3.LI (Swofford, 1991). 

1 
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Figure 4.7. Alignement multiple des séquences de l'ITS de l'ADNr nucléaire des 
Sclérodermes par MultAlin. 

69 

http:COC:iOIoQCC"11'JCA,....,.-~AT....cI
http:C''I'C'.MI
http:i'C"i'CA.AA
http:A'I'ICCaoWICIIoONOC'O.jl
http:AC.'nATAC.Uo
http:cTC_"'CTGGC'O~_.oc


S. dlct!losporum [R215 

Sc/erodemMsp21R252 

S. verrucosum [RSOO 

S. verrueosum IR 600 


SclerodermtJ sp2 IR408 

9l 
S. dlct!losporum IR602 

S. dlct!lospOfum IR41 2 
100 

S. dfclljospOfUm lRl09 

$. dfct!lfJS{Jorom lfUsa 

s. uerrucosum 1R2 56 

8/ 

100 

100 

100 


J nt 

Selerodtffll.rsplIR406 

, SciuodermtJsplIR410 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


Figure 4.8. Phylogramme des lTS de l'ADNr nucléaire des Sclérodermes. Méthode heuristique de 
parcimonie (PAUP 3.1.1 ). L'alignement a été réalisé par MullA lin. 



Diversitt générique 

L'arbre phylogénétique le plus parcimonieux (mélhode heuris tique, PAUP 3, J.l) 

repartill'ensemble des isolat.<; en deux branches distincles (fig, 4.8) ponanlles isolat.<; de 

S. dicryosporum ou ceux de S. verru COsum. Les deux isolats de Scleroderma sp 1 (sspl­

406 el Sspl-4!O) SO nt clairemenl affiliés à S. verruCQsum avec en moyenne 30% de 

divergence. Au sein de chacune des espèces, le pourcentage de divergence oscille entre 

1 
20 el 35%. L'abre phylogénétique oblenu à pani r de l'alignemenl des séquences par 

ClustalW esl pratiquemenl identique à celui obcenu par MullAlin (cf. annexe 3). 

Ces résultat.<; confll11lenl ceux obtenus'par PCRfRFLP el différencienlles ribotypes 

1 A et B au sein de chaque espèce. L'aligrlement des séquences confirme également 

1 
l'appartenance de ssp3-252 et ssp2-408 respectivement aux espèces S. verrucosum et S. 

d.icryosporum.. Une légère différence de séquences nucléotidiques existe cependant entre 

les génolypeS uès proches, différence qui ne pouvail être révélée par la PCRlRFLP. La 

PCRlRFLP. approche peu onéreuse, permet donc une identification efficace des espèces 
de Sclérodermes. Le séquençage permet une connaissance totale de la variation de l'ADN 

des individus génétiquement très proches, nOn détectable par la PCRlRFLP. 11 s'agil 

cependant d'une technique coûteuse qui ne saurait être utilisée en routine. 

L'alignemenl de séquence de l'ITS de l'isolal indéterminé ORSXMOO2 (fig. 4.9) 

1 indique que celui-ci présence 89% de similarité avec 111S de Telepiwm terrestris (Taylor 

el Bruns, 1997). L'arbre phylogénétique élablil à partir de ces séquences montre une

1 grande filiation génétique entre ORSXMOO2 elles champignons du genre Tomentella el 

Telepiwra (ftg, 4. 10). Cette souche indéternllnée serail donc un Telepiwraceae. 
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Th~lephora 
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20 lO 60
" " 1 1 1
1 


L~n : AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCAAN 

Len: ------ --- --- -- -- ---- --- ---- - - -- --GGTGG -CCT----- -- --- - -- ­
Len -- --- --- --- --- - ---- -- --- - - - --- --- -GGTGa-CCT- ---- - - - -- --- ­

70 80 90 100 110 120 


1 1 1 1 1
1 


Thelephora ACTGAATTCTCAAACGGGNTGTTGCTCNCCC!CATAGGGGGCATGTGCACGCTCTGTTTA 
ORSXM002 

Thelep hora 

ORSXM002 

Thelephora

1 ORSXM002 

1 The l ephora 
QRSXM002 

1 Thelephora 
ORSXM0 02 

1 

Thel.phora 
ORSXM002 

1 Th.Iephor. 
ORSlO1Q02 

1 

Thelephora 
OltSXMOO2 

1 The l ephora 
ORSXM 002 

1 

1 

Tholephora 
ORSXM002 

- - -- - -- --TCAAACGGC - - ---- - ---- --- -- --- ---GCATGTGCACCCTCTGTTTG 
- --- -- ---TCAAACGGC ---- ----- - - ---- - ---- --CCATGTCCAOGCTCTGTTTa 

130 140 150 1 60 170 180 

1 1 1 1 1 1 


CACA'I'Co.Cl'CACACC'l'G7CCACCCTCTGTAGTTCTATGG1'CTGGGGGACCC'l'CTCCTTC 

CA--TCCACTCACACCTG'l'CCACCCTCl'GTACT'l'CCCTGO'I'T'GCMGGACGATGTCTTTC 

CA--TCCACTCACACCTGTCCACCCTCTGTAGTTCCaTGGTC9GaaGGACcaTCTCCT'l'C 

190 200 210 220 230 24 0 


1 1 1 1 1 1 

CTTCTCTÇCTTCTACGTC'I'CTACACACACJ\CTG'rAATAMG1'TTTATGGMTCTACATCG 

CTCCCGTCGTCCTGCGTCTTTACACACACACTGTAATGQGGTTTTATGGAAtGTAAGCGG 
CTCCCGTGCTCCTaCGTCTCTACACACACACTGTAATaa4GTTTTATGGAATGTAaaccG 

250 260 270 280 290 300 


1 1 1 1 1 1 

CGTCTAACGCAATACAATACAACTTT CACCAACGGATCTCTTGGCTCTÇGÇATCGATGAA 

CGTTTc;ACGCAATACAATACAACTTTCAGCMCGGATCTCTTGGCTCtCGCATCGATGAA 

CGTcTcACGCAATACAATACAACTTTCAGCAACGGATCT~CTCTCGCATCGATGAA 

31. 320 ))0 34. 35. 360 


1 1 1 1 1 1 

GAAOGCAGCGAAATCCGATAAGTAAtGtGhATTGCAGAATTCAGTGAAt CAt CGAATCTT 
GAACCCAGCGAAAtGCCATAAGTAAtCTC~.TTGCAGAATTCAGTGAAtCATCGAATCT7 

GAAC'GCAGCGAAATGCGATAAGTAAT'G7GAAT7GCAGAATTCAGTGMTCATCGAATC'M' 

J70 lBO 390 40. <2.
".
1 1 1 1 1
1 


TGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCtATTCCGAGGGGCATGCCTGTTTGAGt ATCATCAAC 
TGAAOCCACCTTGCGCCCTTTCGCTATTCCGAAGGGCATGCCTGT!TGAGTATCATGAAC 
TGAACGCACC'M'GCGCCCc'l'TGGC1'ATTCCGAaGGGCA'I'CCCTG'I'TTÇ;t..GTATCATGAAC 

430 HO 450 460 47' 480 


1 1
1 1 


ACC1'CAACTCTC\TGG'I'T'I'GCCATCA'tCAGTTCGACI'CTGGGGCTTTTGCTGGCCTG'!'GG 
ACC1'CAACCCTCATGCCTATCCATGA'l'GGGCTGGl'.ctCTGGAGGG'M'TCCTGGCT'l'GTTC 
l'.CC'I'ÇAACc CTCATGGcTagCCATGATGaGcTGGACTC'I'GGaGGgT'M'CCTGGCc1'GtgG 

490 soO 510 52 0 530 54' 

1 1 1 1 1 1 


~TTAATCAGCCTCCCAG'l'GT'l'TOC'i'GTCACGGGTCTGATAAAT 

'l'C(;GCTCCTCTCJ\.AJ>o.AGAA'M'AGCCTACCGGCGTCTGCTGGCATCCCCAGTG'l'GA'I'AAAT 
TCGGCTCCTCTCAAAaqAATcAGCCTaCCaG cGTgTGCTGGCATC&CGaGTGTGATAAAT 

550 560 570 580 590 600 


1 1 1 1 1 1 

ATCTACGCTCGCTCTTCTCTCCCAGCTAACC"?T'l'GGTCACAAAGGTTTCCTCCACCTCAC 
A~CTGCGCTTGCGGTTGCTCACCGGATGACCTTCATCCTTGGAGGTTCGCTGGGGCTTAC 

ATCTaCGCTcGCqGTTCcccaCCaGaTaACCTTcegcCacaaAGGTTCGCTGGaGCTCAC 

61. 620 63. ,so 660
'" 1 1 1 1 1 1 

AO~TOTCTCTCetCAOCO~OOACAOCTrlliIAACOTTCOhTCTCAAATCAGCTAGGACT 

AGACGTCTTTC-TCGGTGAAAACAG----- - - ---- - ----- -- -- - ------ -- ---- ­
AGAcGTCTctC- t CaGcGAaaACAG- ----- - --- -- ------ - --- - ----- -- --- - ­

Figure 4.9. Alignement multiple de la séquence de ITTS de I"ADNr de l"isolat indéterminé 
ORSXMOO2 par rappon à la séquence de Telephora rerrestris 
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Figure 4.10. Phylogramme de 1" ITS de l'ADNr nucléaire de quelques Telephoraceae el des 
champignons ectomycorhiziens nOn identifiés ORSXMOO2. LAPl6 el LAP35. 



Dillu$icé génétique 

4.3.1.4. Distribution écologique des différents génotypes 

Les différentes espèces et isolats étudiés proviennent de différentes plantes·hôtes (tableau 

4.1) et de sites écologiques différents allant des sols périodiquemènt inondés à des sols 

pauvres argileux ou gravillonnaires. Pour S. dictyosporum, le ribOlype B est associé à 

tOutes les plantes-hôtes d'isolement (A. africana, sdl09 ; lsoberlinia ookLl, sd250, sd5 ; 

J. doka & l. dalüellii, sd3 ; Uapaca guineensis, sd408; sd412. sd4 et MOMIes kerstingii 

et 1. oolziellii, sd602, sd6). L'isolat sd773!. isolé sousA. a[ricana au Sénégal, appartient 

également à ce ribotype. Ces données suggèrent que ce ribotype a une large répartition en 

Afrique de l'Ouest. Ce ribotype semble également adapté à différentes conditions 

1 édaphiques, sol à inondation temporaire des bords des cours d'eau (sd408 sd4l2 et sd4), 

sol argileux à érosion hydrique importante (sd602 el sd6) el sol relativement riche 

1 (sdl09, sd250, sd3 et sd5). L'isolat de type A (sd215) est spécifique à 1. dokLl et 1. 

oolziellii. Le ribotype C apparaît spécifique à A. africana (sdl. sd2 et sdJOO) et le 

1 ribotype D est présent sur deux sites où on rencontre M. kerStÎngii (site net xm. sd7 et 

sd8) et sur le site à U. sOnuJn (sd5l0). 

1 

Le ribotype B des isolats de S. verrucosum a également un large spectre d'hôte (1. 

ookLl et 1. oo/ziellii, sv252 ; U. saman, sv500 et M. kerstingii et 1. da/liellii. sv600). Il en 

est de même pour le type A qui a été identifié sous 1. doka et 1. dalliellii (sv256. sv4). M. 

kersringii (svl), U. guineensis (sv2).1. ooka (sv3 et sv6), M. kerstingii et 1. oo/àellii 

(sv7). Un seul carpophore du ribotype C a été identifié sous U. guineensis (sv5).

1 Le type ribosornique B de Scleroderma spI a été idenùtïé sous U. guineensis ; 

compte-tenu des résultats de séquence ITS, il pourrait être un S. verrucosum adapté aux 

conditions de sol temporairement inondé. 

4.3.1.5. Estimation de la variabilité intraspécifique par RAPD 

1 Nous avons détecté un polymorphisme imraspécifique chez les deux espèces de 

Sclérodermes par séquençage de l'lTS et l'lOS!. Nous avons ensuite utilisé la RAPD 

pour évaluer ce polymorphisme sur une portion plus large du génome des isolats de 

ScJérodermes en culture. 

Compte-tenu des problèmes de reproductibilité de la RAPD, nous avons effectué au 

moins deux répétitions pour chaque amorce utilisée. Nous avons seulement considéré les 

bandes majeures et reproductibles pour l'analyse des profùs. 
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Dj\lerlili ginélÎqu~ 

L'utilisation des deux amorces l52C et 174 génèrent respectivement 25 et 33 

marqueurs (tableaux 4.11 et 4.12, fig. 4.11 et 4.12) pour l'ensemble des 18 isolats de 

Sclérodennes et confinne la diversité Înter- el intraspécifique au sein de ces taXa. Les 

marqueurs amplifiés par l'amorce I52e indiquent que les isolats de S. dicryosporum 

examinés se composent de 5 génotypes. Le génotype représenté par l'isolat sd2l5 n'a 

aucune similarité avec les autres isolats, il en est de même des isolats ssp2-l00 (sdlOO) et

1 ssp2-51O (sd51O). Les six autres isolats se repartissent en 2 génotypes qui diffèrent par la 

présence ou l'absence du marqueur 1089 pb. L'un, caractérisé par la présence du 

1 marqueur 1089 pb, regroupe tes isolats sd408 et sd773l, deux isolats d'origine 

géographique (Burkina Faso et Sénégal) et de plantes-hôtes différentes, une 

Euphorbiaceae (Uapaca guineensis) et une Cesalpinioideae (A. africana). Le dernier 

génotype regroupe les 4 isolats restant (sdl09, sd250, sd412 et sd602) prélevés sur les 

sites IV, VIII, X et XIII. Il apparaît que les génotypes de sd215, sdlOO et sd5l0 

présentent lOO% de divergence entre eux et avec les autres génotypes de S. 

dicryosporum. Les deux autres génotypes divergent seulement de 1<>.%. Les marqueurs 

amplifiés par l'amorce 174 discriminent seulement les génotypes de sd215, sdlOO et 

sd510 par rappert aux autres avec également 100% de divergence. 

1 	 Panni les isolats de S. 'Ve"UCOSI~m, nous avons généré 7 marqueurs avec l'amorce 

1 l52C et 9 avec 174. La combinaison de ces deux amorces permet d'identifier 4 génotypes 

représentés chacun par un isolal Le génotype de sv256 présente 87% de divergence avec 

sv252 et 100% avec les autres isolats lorsqu'on considère l'amorce 152C ; par contre 

1 	 avec l'amorce 174 ce pourcentage de divergence est de 77% avec sv252 et 80 et 83% 

avec respectivement sv500 et sv600. Avec l'amorce 174, nous avons observé une 

divergence de 10% entre sv500 et sv600 due à la présence du marqueur 22 pb chez 

l'isolat sv600. Le pourcentage de divergence entre l'isolat sv252 et sv500, sv600 est de 

20% avec l'amorce l52e. Cependant, avec l'amorce 174, le pourcentage est plus élevé, 

60% et 54%. 

1 	 Les 4 marqueurs de l'amorce 174 sont présents chez les 3 isolats de Scleroderma 

1 
spI qui ont donc 100% de similarité. Par contre avec l'amorce 152C l'isolat sspl-406 

diverge de 50% des deux autres. La plupart des isolats d'espèces différentes sont à 100% 

1 
divergents. Néanmoins, quelques faibles similarités entre isolats d'espèces différentes 

sont à signaler. C'est notamment le cas de l'isolat sd510 qui présente environ 10% de 

similarité avec sv252, sv500 el sv600. 
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Figure 4.11 (A, B et C). Profils RAPD obtenus sur gel acrylamide 
(15%) avec l'amorce IS2C des différents isolats de scléroderme5. 
M = marqueur de masse moléculaire (échelle de 100 pb). 
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Figure 4.12. (A, B el Cl. Profils RAPD obtenus sur gel acrylamide 
(15%) avec l' amorce 174 des différents isolaLl de selérodermes. 
M = marqueur de musse moléculaire (échelle de 100 pb). 
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Diversité géniriqllt 

En confumation des résuhalS obtenus par PCRlRFLP, l'iso lat de Scleroderma sp5, 

ssp5-605 es t spécifique et présen te quelques similarités avec sspl-414 (présence des 

marqueurs 972 pb et 471 pb de l'amorce 152C) qui ne serait pas un scléroderme comme 

signalé au paragraphe 4.3.1.3. 

4,3.2. Identification des champignons des mycorhizes d'A. africana obtenues 

par piégeage après amplification et digestion d~s régions ITS et IGSI 

L'amplification de l'ITS des différenlS morphotypes de mycorhizes montre que toutes les , 
mycorhizes de morphotype brun (BR2, aR3, BR8, BRIO et BRll) ont un ITS de 600 

pb (fig. 4.1 3). Au contraire, les mycorhizes présentant le mQ[photype blanc regroupent 

un ensemble de taxa car elles présentent des ITS de longueur vmiée. La longueur de l'lTS 

varie entre 670 pb (BL9, BLl2) et 760 pb (BL7). Le morphotype beige (BEI2) présente 

un ITS identique à celui de BL9 et BLI2. 

1 
La région IOS t présente également un polymorphisme au niveau des mycorhizes 

blanches (fig. 4.13). Ainsi, la longueut de cette région est identique (470 pb) chelles 

deux morphotypes blancs BL9, BLl 2 ct le morphotype beige (BEI2). La taille de l'lGS 1 

(440 pb) des morpho types bruns est identique à celle des morphotypes blancs (BL7, 

1 BLI0etBLll). 

1 La digestion pat HinjI et Mbol de l'IGSl des morphotypes bruns génèrent tous un 

profil identique que nous n'avons pu identifier à aucun des profils des mycéliums en 

culture (résultats non moncrés). Par contre, la digestion de l'IGSl des morpholypes 

1 blancs par Hinfl et MboI donne trois types de profils (fig. 4.14). L'IGSl des 

morpho types BLIO et BLU digérés par HinjI et Mbol génèrent respectivement 4 bandes 

1 de 182, 167 et 100 pb e t 3 bandes de 238, 151 et 54 pb qui con'espondent aux profils de 

1 

digestion de l'IGS 1 du ribotype j;
l' 

de S. verrucosu",. La digestion de J'IGS 1 du 

morphotype blanc BL7 par HinjI et MboJ donne un profil qui s'identifie à celui des 

isolats de ribotype ~ de S. verrueos",n avec 3 bandes (182, 147 et 88 pb) et 2 bandes 

(228 et 178 pb) respectivement pour HinjI et Mbol. Les profils RFLP obtenus après 

digestion de l'IOSI par HinjI et MboI des morphotypes blancs (BL9 et BLl2) et beige 

(BEJ.2) sonl semblables à ceux obtenus avec les ribotypes B de S. dicryosporum. En 

effet, la digestion de l'IGSl de ces mycorhizes génèrent 3 bandes avec l'enzyme Hinfl 

( 141, 135 et 128 pb) et Mbol(228, L53el86 pb). 
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Figure 4.14. Valiabilité des produits de digeslion de l'lGS 1 (MboI el Hi"jI) des 
morpholypes blancs réprésentatifs des mycorhizes de piégeage (A) et des isolatS de 1 
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4.4. Discussion 

Les espèces S. dictyosporum et S. verrucosum, homogènes d'un point de vue 

taxonomique, morphologique, présentent un polymorphisme intraspécifique important en 

terme de pouvoir mycorhlzogène (chapitre V). Outre un intérêt taxonomique évident., 

l'analyse de la structuration génétique des populations de ces deux espèces constitue donc 

une approche pertinente des in teractions de ces symbiotes avec leur plante-hôte. 

Disposant d'une collection d'isolaLS provenant de diverses origines géographiques 

el isolés sous une gamme d'hôtes. représentatives des forêtS du Sud-Ouest du Burkina 

Faso, nous avons cherché à déterminer 

-le niveau de variabilité du génome de S. dicryosporum et S. vernlcosum, 

- s 'il existait une corréJalion entre le polymorphisme observé et une éventuelle 

spécificité d'hôte cu appartenance à un gmupe fonctionnel, 

-la correspondance entre morphotypes rnycorhiziens et appartenance taxonomique. 

La réponse à ces questions a imposé un effon important de mises au point 

méthodologique sur un matériel étudié pour la première fois. Nous disposons désormais 

d'une panoplie d'outils moléculaires (PCR, RFLP. séquençage, RAPD) permeuam 

l'identification de marqueurs génétiques présentant des taux d'évolution et des degrés de 

polymorphisme compatibles avec la résolution des problèmes posés. 

La variabilité génomique d'une trentaine d'isolaLS a été caractérisée par une analyse 

comparative du polymorphisme obtenu par différentes approches: la RFLP de l'ITS et 

l'lGSI de l'ADNr nucléaire. leur séquençage. et les profils RAPD. 

Nous avons ainsi pu amplifier les régions in tergéniques ITS e t lGSI de l'ADN 

ribosomique des espèces africaines de Sclérodermes à l'aide des amorces universelles 

ITSIfITS4 et CNLI2ISSA. Comme beaucoup de basidiomycètes mycorhiziens (Karen el 

al. 1997). la longueur de l'ITS des souches étudiées oscille entre 600 et 800 pb. L'lGSl 

des Sclérodennes a une longueur voisine de 500 pb. L'IGS des Pisolithus qui 

appartiennent également aux. Sclérodermatales présente une longueur voisine (Manin et 

al. 1998b). Cette région est donc plus coune que chez les Laccaria (Henrion et al, 1992) 

et d'aulees espèces ec{Qmycorhiziennes telles que Tuber spp. (Gandboeuf et al, 1995). Di 

Battista (1997) a obtenu pour une espèce de S. dicryospomm (OXF5517) une longueur 

de 894 pb de la région ITS. Cette longueur est largement plus grande que celles des 

isolats de Sclérodennes du Butkina Faso et celui du Sénégal (sd7731 ). Par contre. l'JTS 
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1 ., 

d'une autre espèce de Scleroderma (SEL), déterminé par cel auteur présente une taille de 

l'ITS assez proche (633 pb) des Sclérodennes du Burkina Faso. 

Il est difficile d'identifier les isolats et certaines espèces les uns des autres par la 

1 longueur des seuls produits d'amplification comme déjà signalé chez la plupart des 

champignons ectOrnycorhiziens caractérisés par typage moléculaire (Henrion el al, 1992 ; 

1 Oardes et al, 1991b, Di Battista, 1997, Karen et al, 1997 ; Pritsch et al, 1997 ; Martin et 

al, 1998b), Cependant la RFLP de ces régions in[ergéniqucs a pennis de dlfférencier 

certaines souches. Nous avons pu ainsi regrouper les. isola ts (sd408. sv252, sdlOO et 

sd5!O) à des espèces définies à partir de l'analyse comparative des profils de restriction. 

Ces isolats avaient été initialement identifiés à partir des caractéri stiques morphologiques

1 de leurs spores. Des taxa génétiquemerit très proches peuvent donc présenter des 

dlfférences morphologiques remarquables. 

Au sein de chacune des espèces, les isolats très proches ne sont pas différenciés 

après PCRlRFLP des régions intergéniques par Jes deux enzymes de restriction que nous

1 avons utilisées. Les types ribosomiques identifiés semblent pos.stder une large répanition 

géographique au Burkina Faso et sont adaptés à différentes plantes-hôtes . nne semble 

1 pas exister de groupes génotypiques liés à la plante-hôte. Il est cependant possible que les 

deux enzymes utilisées soient insuffisanleS pour révéler une différence entre isolats très 

1 voisins, Afin de vérifier l'importance du polymorphisme de l'lTS et de l'IOSI . nous 

1 
avons utilisé le séquençage. L'analyse des séquences nucléotidiques de la région ITS de 

13 isolats a confinné la faible variabilité génétique entre isolats de la même espèce. 

L'alignement multiple des séquences ITS a permis d'étudier les relations phylogénétiques 

eC de mettre en évidence la proximilé génétique des isolats de S. verru cosum et 

Scleroderma spI. Il a également permis de confinmer l'appanenance de ssp2-408 à S. 

dicryosporum et ssp3-252 à S. verruCOSUIn.

1 Les résultats obtenus par RAPD coofinment la variabilité inter- et intraspécifique des 

isolats de Sc1érodermes observée par PCRfRFLP. Ces résultats montrent que la RAPD 

est un outil efficace pour l'identification Îmraspécifique des champignons 

ectomycorhiziens. En effet, quelques isolats de Sclérodermes que nous n'avions pas pu 

différencier par PCRiRFLP présentent des marqueurs RAPD différents pemleUan[ de les 

identifier (cas de sv252 de S. verrucoSilm. sd408 et sd7731 de S. dictyosporum. sspl ­

406 de Scleroderma spI). Cependant, certai ns isolats ne peuvent toujours pas être 

différenciés à J'aide des deux amorces que nous Hvons utilisées suggérant qu'ils 

appartiennent au même clone ou geneL Toutefojs, jl faudra vérifier l'absence de variation 

entre les phénotypes RAPD en utilisant d'autres amorces ou d'autres types de sondes 

(microsatellites, télomériques). 
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Diversi!l générique 

L'ensemble de ces données moléculaires indique que les espètes S. dictyosporum 


et S. verrucosum sont monophylétiques. Elles sont , au regard de leur séquence ITS, 


proches au plan évolutif car elles ne diffè rent enl re elles que par moins de 40%. 


1 L'essentiel de la divergence réside dans quelques insertions d'une dizaine de nucléotides. 


1 
Les populations de S. dicryosporum el S. verrucosum som remarquablemenl homogènes 

compte-tenu de la distance (2 à 200 km) séparanl les différents prélèvemenLS de 

carpophores (ex. : sdl09, sd250, sd412, sd602, ssp2-408, fig. 4.12A). L'homogénéité 

moléculaire des populations de Sclérodennes du Burkina Faso pourrait s'expliquer par 

une prédominance de la multiplication végétative sur la reproduction sexuée. Elle rappelle 

l'homogénéité moléculaire des trois lypes , de Pisolilhes mise en évidence dan's la forêt 

1 claire de la plaine côtière du Kenya (Manin et al. 1998b). 1l reste à détenniner ~ar quels 

mécanismes (phénomènes d'incompatibilité?) celte homogénéité moléculaire persiste au 

sein de ces populations de Sclérodermatales. 

Enfin, aucun génotype n'est spécifiquement associé à A. africana ou à une autre 

1 plante-hôle étudiée. 

Pour les mycorhizes. les résultats montrent que les morpho lypes bruns des 

différents sites sont dûs à un même champignon. Par contre, les rnorphotypes blancs 

'génèrent trois profils différen ts que nous avons identifiés à trois isolats de Sclérodennes 

1 

(S. diczyosporum ribotype B, BEl2, BLl 2 el BL9 ; S. vermcosum ribOlype A, BLlO el 

BLU el S. verrucosum ribotype B, BL7). Le morpbolype beige (BEI2) présente le 

même profil que le morphotype blanc du même sile (BLl 2) e t confirme l'hypothèse selon 

laquelle ce morphotype serait une mycorhize âgée du morpholype blanc. Comme indiqué 

par (Mehrnann et al. 1995), n OUS avons montré la correspondance entre un morphotype 

et une espèce fongique (morphotype brun ) et un morphOlype el plusieur~ e.spèces 

fongiques (morphotype blanc). 

Dans le chapitre précédent . l'utilisation des critères analomo-morphologiques. en 

particulier la struClUre du manteau. avait permis de classer ces morpho types blancs en 2 

groupes. Cette classification différencie les morphotypes BL9 et BL12 qui pounant sont 

dus à une même espèce fongique sur la base des données moléculaires. Ces résultats 

1 montrent la nécessité d'associer les deux types de critères (morphologique et moléculaire) 

à l'idenLificauon des chanlpignons au niveau des mycorhizes. Les champignons précoces 

1 susceptibles de s'associer à A. africana au stade juvénile en plantation incluraient les 

Sclérodermes et le cham pignon responsable des mycorhizes brunes. La sélection de 

1 champignons pour la mycorhization contrôlée devtalt s'orienter vers Jes ScJérodennes qu i 

sont relativement faciles à isoler en cuhure pure, 

1 
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Effet de l'inoculation ectomycorhizienne sur la 

croissance et la nutrition minérale d'A. africana .. . .,en pepzmere. 1 
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1 
1 5.1. Introduction 

1 Le rôle bénéfique de l'inoculation eclOmycorhizienne sur la croissance et la nutrition 

minérale des plants forestiers a été mis en évidence grâce à la technique de mycorhization 

1 


1 contrôlée (Garbaye. 1990). C'est une technique qui consjste à associer une souche 


. fongique bien défmie et compatible avec la plante-hôte dans des conditions contrôlées et à 


mesurer l'effet de ce champignon sur la croissance de l'hôte. Elle a permis ces dernières 


années de sélectionner des champignons compatibles pour la production de plants pour le 


reboisement (Garbaye el al, 1988; Garbaye, 1990a ; Le Tacon el al, 1992 ; Le Tacon el 


1 
al, 1997 ; Pa1ardé el al, 1997 ; Dell et Mal ajczuk, 1997). Les critères retenus pour la 

sélection des meilleurs champignons SOnt entre autres l'aptitude à la mycorhization des 

1 
jeunes plants. l'effet bénéfique sur la croissance des plants inoculés et la teneur en 

éléments minéraux des différents organes des plants, en particulier le phosphore. Cette 

meilleure nutrition traduit une efficacité dans l'absorption de ces éléments par le 

champignon associé. Aussi, la longueur du réseau extramatriciel développé dans le sol 

1 par le mycosymbionte ou la proportion d'hyphes métaboliquemem actifs dans le sol 

associée aux autres paramètres. sont égal ement indiqués par certains auteurs comme 

1 pouvant caractériser l'efficacité du champignon (Jones el al, 1990 ; Hamel et al, 1990). 

Cette technique est très largement utilisée en zone tempérée (France. Espagne, 

1 USA, Canada, ... ) (Le Tacon el al, 1992). En revanche. elle a fait l'objet de très peu 

1 

d'études sur les arbres tropicaux. Des résultats intéressants ont surtOut été obtenus en 

pépinière avec des souches et/ou des essences exotiques. En Asie du Sud-Est, 

l'inoculation des plants d'Hopea spp (Diprerocarpacea e) avec une souche exotique de 

Pisolirhus tinctorjus a permis d'améliorer la croissance et la nutrition phosphatée de ces 

plantes-hôtes (Yazid et al. 1994). En Chine et aux Philippines, différents travaux Ont mis 

en évidence l'efficacité de souches fongiques australiennes (Pisolithus spp., Hydnagium 

spp.) dans l'amélioration de la croissance d'eucalyptus en plantation (Dell et Malajczuk, 

1997). En Afrique tropicale, une expérience de terrain réalisée au Congo a permis de 

montrer que l'inoculation en pépinière par Pisolithus unclorius augmentait la production 

en volume d'ua hybride d'eucalyptus de près de 30% (Garbaye el ai, 1988). Cependant. 

1 ce Pisolithe Nord Américain a été remplacé par un Sclérodenne local. Ceci implique la 

1 

nécessité d'introduction de souches fongiques ayant coévoluées avec les eucalyptus 

tropicaux dans leur aire d'origine. Au Sénégal. la prernî~re tentative d'inoculation 

d'Aftelia africana avec un champignon introduit, Pisolirhus tincrorius n'a pas donné de 

résultats concluants (Sary, 1989). Il n'existe pratiquement pas de données publiées sur le 
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1 

rôle des champignons ectomycorhiziens vis-à-vis des arbres indigènes d'Afrique; Bâ 

(1990) a montré l'effet bénéfique de l'inoculation cc tomycorhizienne sur la croissance et 

la nutrition minérale d'A. africana cultivé en serre à l'INRA de Nancy. Ces résultats ont 

toutefois besoin d'être éprouvés dans des conditions de pépinière en zone tropicale. C'est 

1 
pourquoi nous avons comparé en pépinière l'efficacité de trois Sc1érodermes isolés au 

Burkina Faso avec la souche fongique ORSXMOO2 isolée au Sénégal et qui s'est montrée 

la plus performante en se rre. Ces champignons onl été testés pour leur effet sur la 

crojssance el la nuuition minérale de deux provenances d'A. africana : Sénégal (AaSN) 

1 et Burkina Faso (AaBF). 

1 5,2, Matériels et méthodes 

1 5.2.1. Souches fongiques 

Parmi les souches fongiques dont le mycélium végétatif a pu être isolé en culture 

pure (cf. Chapitre TI). nous avons choisi. à cause de leur croissance rapide. les isolats 

IRI09 et LR408 de Scleroderma dicryosporum et LR406 de Scleroderma.spl. Tous ces 

isolats sont issus de carpophores récoltés sous A. africana (IR 109) et Uapaca guineensis 

1 (IR406 et IR408) au Sud·Ouest du Burkina Faso (Sanon el al, 1997). Nous avons 

également utilisé un champignon ectomycorhizien (ORSXM002) identifié à un 

Telephoraceae (cf. chapilfe IV) qui a été isolé d'ectoroycorhizes d'A. africana piégées sur 

un sol du Sud du Sénégal (Bâ et Thoen , 1990). Ces isolats sont maintenus en culture sur 

un milieu MNM (cf. Chapitre D). 

5.2.2. Matériel végétaI 

1 
Les graines des deux provenances ont é té gracieusement fournies par le CNSF 

1 (Centre National de Semences Forestières, Burkina Faso, provenance Nazinga) et par le 

CNRF (Centre National de Recherche Forestière, Sénégal, provenance Diatock). Les 

graines ont été scarifiées avec de l'acide sulfurique 95 %, rincées à l'eau de robinet et 

miSes à genner dans les conditions décrites précédemment (Chapitre II). 

5.2.3. Préparation de I"inoculum fongique 

Pour la préparation de l'inoculum eCLOmycorhizien. nous nous sommes basés sur la 

méthode décrite par Duponnois et Garbaye (l99l). Le mycélium végétatif est repiqué sur 

milieu gélosé MNM (quatre implan tS par boîte) et incubé à 30°C pendant deux à. trois 
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1 

semaines. Des bocaux de 800 ml sont remplis à moitié avec uo méJange de tourbe et de 

venniculite (1/4; v/v) et autoclavés à 120'C pendant 20 min. Après refroidissement, 300 

ml de milieu liquide MNM sont additionnés au COntenu des bocaux qui sont de nouveau 

autoclavés. Une dizaine d'implants fongiques de mycélium végémuf de chaque souche 

sont repiqués dans chaque bocal. Les bocaux inoculés sont hennétiquement fennés et 

incubés à l'étuve à 30°C. Il sont agités régulièrement au fur el à mesure que le 

champignon colonise le substrat afm d·améLiorer la croissance du mycélium. 

5,2.4. Substrat de culture et inoculation 

1 Le mycélium colonise entièrement le substrat ap rès 2 à 3 mois de culture et 

1 
J:inoculum est mélangé au sol de la pépinière afin d'assurer la mycorhization des semis. 

Le sol utilisé a été prélevé (0-20 cm) à Sangalkam (région de Dakar) en zone de savane où 

A. africana est absent des fonnalions végétales. Les caractéristiques physico·chimiques 

de ce sol sont présentées sur le tableau 5.1. Le sol a été tamisé et mélangé à l'inoculum

1 (la: 1, v/v). Le mélange eSl distribué dans des sachelS en polyéthylène de 2 litres et 

arrosé à l'eau de robinet. Les graines prégennées y som repiquées à raison de 2 graines 

par gaine. Dix jours après repiquage des graines, le nombre de plantules est réduit à une 

par game. 

Table 5.1. Quelques caractéristiques physico-chimiques du sol de Sangalkarn (Sénégal). 

1 
Argile LiolOO Sable pH pH C tolal N tolal MO cm P total P. us.· V(%) 

(H20 ) (KC1) (%) (%) 10131(%) (%) (ppm) .. 
5,4 5.8 88,8 6.03 4.61 0.39 0.027 0.68 14 41 .92 2,15 47 

• méthode Bray 1 

** Capacité d'échange calionique. MO = maùère orgaruque. 

5,2.5, Dispositif expérimental 

1 Chacune des provenances d'A. africana a été inoculée avec les 4 souches fongiques 

(Sc/eroderma dicryosporum, IR 109 eL IR408 ; Sc/eroderma sp 1, IR406 et ORSXM002) 

plus le témoin non inoculé ayant reçu un mélange de tourbe et de vermiculilc arrosé de 

milieu MNM. Chaque traitement a été répété la fois. Le dispositif expérimental eSl de 

lype factOriel (2 provenances d'A. africana x 5 champignons) et les traitements ont été 

1 disposés au hasard sur une tablette métallique sous un abri grillagé non étanche dans les 
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1 
conditions climatiques de Dakar (Sénégal) de Mai à Août (température moyenne 

journalière 25-30°C, photo période environ 12h). L'arrosage a été effectué tous les deux 

jours. 

1 5,2.6. Paramètres mesurés 

1 

1 L'expérience a duré 4 mois. A la récolte, des pammètres de croissance ont été mesurés: 

hauteur des plants el diamètre au collet La masse de m~Lière sèche des feuilJes , des tiges 

et des racines a été mesurée après séchage à l'étuve pendant 72 h à 80°C. Nous avons 

également mesuré la dépendance mycorhizienne [(biomasse des plants inoculés ­

biomasse des plants non inoculés) x 100 1 biomasse des plants inoculésl (Plenchette, 

1983). Les feuilles séchées sont broyées et des éléments minéraux (N, P, K. Ca et Mg) 

dosés par spectrophotométrie d'absorption atomique (Ca et Mg), spectrophotornétrie 

1 
d'emission de flamme (K) el colorimétrie aUloanalyseur (N et P) au laboratoire de 

l'ICRISAT (Niamey, Niger). 

1 
Pour l'évalu3lion du Laux de mycorhizatio n, Les racines latérales sont 

soigneusement débarrassées des débris de sol e t échantillonnées. Cinq racines latérales, 

découpées du pivot et composées eUes mêmes de racines de premier et deuxième ordre 

sont prélevées au hasard et observées sous la loupe binoculaire. Cent à 200 apex 

rad iculaires sont examinés. Le nombre de racines courtes rnycorhizées par rappon au 

nombre total de racines counes est noté et penn et d'exprimer le taux de mycorhization en 

1 pour cent. 

1 

L'évaluation de la longueur totale du réseau extramatriciel est réalisée sur cinq

1 répétitions choisies au hasard par trai temenL Cinq échantillons de sol ont été prélevés 

dans chaque sachet à l'aide d'une mini-tarière Cl cm de diamètre et 10 cm de profondeur). 

1 Les échant..iUons de sol som ensachés et conservés à -20°C jusqu'à l'u tilisation pour 

l'extraction du mycélium extramatriciel. L'extraction du mycélium est réalisée se lon la 

méthode décrite par Thomson el al (1994) . Dix g de sol de chaque échantillon sont mis en 

suspension dans 500 ml d'eau , puis agités vigoureusemem pendant 1 min. Après 1 à 2 

min de décantation, une aliquote de 10 ml est filtrée sous vide sur un mtre de 0,45 )..lIIl 

pour retenir le mycélium. Le filtre est ensuite coupé en deux et la face ayant retenue le 

mycélium est coloré au bleu trypan à 0,05% (plv) dans du lac toglycérol et conservé à 4°C 

pendant une nuit. C haque moi tié de filtre est montée entre lame e t lamelle dans du 

glycérol à 50% e t observée au microscope (40x) équipé d'un oculaire gradué. La 

1 longueur totale du réseau extramatriciel a été évaluée selon la formule de Newman (1966) 

: R=pNN2H où R est la longueur totale du réseau extramatriciel, N est le nombre de fois 

1 que les filaments coupent la ligne de graduation de l'oculaire dans les différentes 
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Tableau 5.2. Effet de l'inoculation de 3 souches fongiques de sclérodcrmes : S. dictyosporum IR 109 et TR408, 


Sclerodemw spi IR406 et la souche indéterminée ORSXMOO2 sur la croissance des planLS inoculés de AaBF et 


AaSN 

1 

1 


CrQlssance 1Ib.ut~ur Dlamtlre aU "'hU~r~ ~h ll ~ r~ ~bll~rc M.ti~n: s«bc Tal.l,1:ck relalhe (<;\ ) 
( cm) CO)lt l (cm) ,~c"'t mhc UI:.C ~hc totale radnelUg. mycorbluUon 

nodnn <g) <g) <KI ,';" 
1 

AaBF 

Témoin 38,98 b 0,64 a 1.76 c 4,39 b 6.1.5 b 0,40 b 00, 100 1NW 

tRl09 41,97 ab 0.65 a 2.83 bC 4,98 ab 7.81 ab 0,58 ab 69a 126.9 

tR406 44,96 ab 0.69 a 2.53 bC 5.20 ab 7,74 ab 0,49 b 32 b 125.7 1 
IR408 47,780 0,70 a 3,29 ab 5,710 9.01 a 0,58 ab 64a 146.3 

ORSXMOO2 42,75 ab 0.69 a 3,980 5.12 ab 9,100 0,78 a 46 ab 147.9 1 
AaSN 1 
Témoin 52.60 a 0,64 a 1.73 b 4,62 a 6,33 a 0,37 b 00, 100 

NW 1 
IR 109 46,85 a 0.61 a 2,07 ab 4.27 a 6,34 a 0,47 ab 58a 100,17 

IR_06 47,80 a 0,64 a 2,71 ab 4,23 a 6,95 a 0,640 38 ab 109,6 

tR408 .52,40 a 0.77 a 2,17 ab 4, 86 a 7,03 a 0,44 ab 22bc 110,9 1 
ORSXMOO2 52.78 a 0.63 a 2,92 0 5.26 a 8.18 a 0.55 ab 64a 129,2 

1 
Cbaque valeur est la rooyenne de 10 répétitions par traitement. Dans la même colonne. les valeurs suivies d'une 

~me lettre ne diffèrent pas significativement au seuil dc. 5% (SAS , Test de Bonferroni). 

NM c non mycorhizé 

Tableau S.J. Companison des deux provenances au niveau des différents paramètres de croissance et de la 

conceolJ"ation en éléments minéraùx des feuiUes . 

1 

1 


, 1Hauteur Dlato è lr e Poids sec P oids sec Poids sec Rapport Taux de 
(cm) ail coll et racines tige (g) total (i) racine/tige mycorbl za 

(cm) (g} tlon (%) 

_F 43,28 b 0.68 a '2,88 a 5.08 a 7,96 a 0.57 a 0,42 a 1 
AaSN 50,48 a 0.66 a 2.32 b 4 ,65 b 6.97 b 0,49 b 0,36 a 

1 
N(%) p (") Ca (cre ) K (%) Mg (cre) 

1
MlF 2,023 b 0,115 a 2, 114 b 1,536 b 0,593 a 


AaSN 2.168 a 0,114 b 2,345 a 1,73 1 a 0.586 a 


Dans la rœme coloooe, les valeurs suivies d'une même k Hre ne dilRrent pas s ignificativement au seuil de 5% 1(Test de Boaferroni). 

1 
1 



Mr.corhlWllOn contrô/ce 

positions (une fois verticalemem et deux fois honzonlalemenl pour chaque filtre), A eslla 

surface examinée (celle du filtre) et H est la longueur totale de la ligne de graduation de 

l'oculaire dans les 3 positions. 

Les données sont soumises à une analyse de variance et les moyennes sonl 

comparées avec le test de Bonferroni au seuil de 5%. 

5.3. Résultats 

5.3.1. Taux de mycorhization et longu~ur totale du réseau extramatriciel 

A la fm de l'expérience de mycorhization contrôlée d'A. africana, aucune mycorhize n'a 

1 été obsetvée sur les plants témoins suggérant l'absence dans le sol non désinfecté de 

1 
champignons ectomycorhiziens compatibles avec A. africana. Les deux provenances d'A. 

africana ont réagi différemment aux différentes souches fongiques. 

Le taux de mycorhizaLion des deux provenances varie à peu près dans les mêmes 

proportions, 32% à 69% pour AaBF et 22% à 64% pour AaSN (tableau 5.2) .• 

Pour la provenance du Burkina Faso (AaBF), les meilleurs taux de mycorhization 

1 ont été obtenus avec les souches de Scleroderma dicryosporum, IRI09 (69%) et IR408 

(64%). La souche indéterminée ORSXMOO2 mycorhize moyennement AaBF avec un 

taux de 46%. Scleroderma spllR406 présente un taux plus faible de 32%. 

Les souches IR408 et IR406 donnent les taux de mycorhiz.aùon les plus faibles 

1 (22% et 32%) avec la provenanceA. africana sénégalaise (AaSN). IRI09 et ORSXMOO2 

induisent des taux de mycorhization élevés: 58% el 64%. 

1 

Ainsi une forte interaction souche fongique/provenance est mise en évidence pour 

ce paramètre (Fig. S.IA). La souche lR408 par exemple mycorhize fortement la 

.provenance sénégalaise et très faiblement la provenance burkina~. Nous n'avons décelé 

1 

aucune différence significative entre les champignons étudiés au niveau de la longueur du 

réseau extramatriciel développé dans le substrat (Fig. 5.IB). 

POllr ces deux paramètres (taux de mycorhization et longueur du réseau 

extra matriciel), il n'y a pas de différence significative entre les deux provenances 

indépendamment des souches rongiques (tableau 5.3). 

1 
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1 
Mycorhization cont,.~lée 

5.3.2. Morphologie des mycorhizes 

1 
Les mycorhizes formées par les différentes souches sont de fonne rnonopodiale et 

pyramidale. Les mycorhizes des Sclérodermes IR250 et IR408 présentent une couleur 

1 
jaune pâle avec un manteau plus ou moins lisse. Par contre, les mycorhizes d'IR406 

gardent la couleur blanche caractéristique des mycorhizes de Sclérodermes au stade 

1 
juvénile (cf. chapitre ID). Des mycorhizes brunes claires à brunes foncées caractéristiques 

ont été obtenues avec la souche ORSXM002. Le manteau présente des soies raides. 

D'abondants cordons mycéliens ont été observés pour chacune des souches. Les 

mycorhizes formées par ORSXM002 présentent un manteau à structure

1 pseudoparenchymateuse plus ou moins épaisse en fonction de l'âge (Bâ, 1990). 

Cependant, les coupes effectuées sur les jeunes mycorhizes d'A. africana avec les 

1 Sclérodermes testés (cf. chapitre III) montrent un manteau peu épais à structure 

1 
prosenchyrnateuse (IRI09 et IR408) oU plus épais avec deux couches de manteau, 

prosenchymateux externe et pseudoparenchymateux interne (IR406). Malgré ces deux 

couches de manteau, la mycorhize d'IR406 présente un manteau plus lâche par rapport à 

ORSXMOO2. 

5.3.3. Effet de la mycorhization sur la croissance des plants 

1 
L'inoculation se traduit par une stimulation de la croissance en hauteur des plants 

inoculés d'AaBF, mais seul S. dicryosporum IR408 stimule cette croissance de façon 

significative (tableau 5.2, fig. 5.2A). A l'inverse, pour AaSN aucune souche fongique 

n'a stimulé la croissance des plants de manière significative. L'inoculation n'a pas d'effet 

sur le diamètre au collet pour les deux provenances d'A. africana (tableau 5.2). 

1 De tous les paramètres, la biomasse radiculaire est le plus influencée par 

l'inoculation. En effet, les plants des deux provenances inoculés avec la souche fongique 

indéterminée ORSXM002 présentent une masse de matière sèche des racines 

significativement supérieure à celle des plants témoins. TI en est de même pour les plants 

d'AaBF inoculés avec S. dictyosporum IR408 (fig. 5.2B). Cette stimulation de la

1 biomasse radiculaire n'est cependant pas corrélée avec le taux de mycorhization. 

Le rapport des masses de matière sèche des racines et des tiges (fig. S.2e) traduit 

une influence de la rnycorhization dans la répartition de biomasse entre la partie aérienne 

et la partie souterraine des plants inoculés avec ORSXMOO2 et IR406 respectivement 

pour les provenances AaBF et AaSN. 
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Mycorhizarion contrôlée 

La mycorhization induit un gain en matière sèche totale des plants inoculés, de 

25,7% à 47,9% pour AaBF et 0,17% à 29,2% pour AaSN, par rapport aux plants 

témoins (tableau 5.2, fig . 5.2D). Ceci se traduit par une augmentation significative de la 

biomasse totale pour les plants d'AaBF inoculés avec les souches 1R408 et ORSXMOO2. 

Cependant cette stimulation de biomasse n'est pas significative pour les plants d'AaSN 

inoculés. 

L'effet provenance montre que AaSN a W1e croissance en hauteur significativement 

supérieure à AaBF (tableau 5.3). Cependant pour les auttes paramètres de croissance 

(hormis le diamètre au collet), la provenance burkinabé présente les meilleures 

performances. 

La dépendance mycorhizieone (tableau 5.4) montre que la croissance des plants de 

la provenance burkinabé dépend de 20 à 30% de l'inoculation mycorhizienne. Par contte, 

pour la provenance sénégalaise, sa croissance dépend de seulement 22,2% avec la souche 

ORSXMOO2. La croissance des plants de celle provenance due à l'inoculation par les 

Sclérodennes est très faible, voire nulle (0% pour IRI09 à 10% pour 1R408). 

5.3.4. Concentration en éléments minéraux des feuilles des deux 

provenances d'A. africano.. 

La concentration des feuilles en éléments minéraux (N, P, K, Ca et Mg) est un effet 

plus ou moins affectée par l'inoculation ectomycorhizienne (tableau 5.5). Comme pour 

les paramètres de croissance et le taux de mycorhization. les variations de la concentration 

en éléments minéraux est fonction des souches fongiques et des provenances d'A. 

africana. 

La concentration en K des plants des deux provenances inoculés avec l'une Ou 

l'autre des souches fongiques est significativement plus importante que celle des plants 

témoins. La souche fongique Sc/eroderma spI IR406 a un impact particulièrement 

bénéfique sur les deux. provenances. ainsi que S. dicryosporum IR408 sur la provenance 

AaSN. La concentration en N et Ca est significativement sLimulée par les $ouches isolées 

sous U. guineensis IR406 et IR.408 pour la provenance sénégalaise et seulement par la 

souche IR406 pour la provenance burkinabé. Pour les deux. provenances, AaBF et 

AaSN, seule l'inoculation avec les souches ffi408 et rR109 augmentent la concentration 

en P de façon significative. Les concemrauons en Mg les plus élevées ont été obtenues 

avec S. dictyosporum IRI09 et ScierodernUl spi IR406 pour AaBF et S. dictyosporum 

IR408 pour AaSN. Pour N. Ca et K, l'effet positif de la mycorhization sur les deux 

provenances se traduit par une concentration plus importante des plants de la provenance 
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Tableau 5.4. Dépendance mycorhizienne (DM) des deux provenôlnces d'A. africana (AaB F el AaSN) inoculées 

avec 4 souches fongiques (IR 109, IR408, IR406 et ORSXMOO2). 

1 


--------------~------~-----.
AaBF Aa5N 

Témoin IR 109 IR4û6 IR408 ORS Témoin IRi09 IR406 IR408 ORS 
NM' XMOO2 NM' XMOO2 

---------------+---------------.

DM 

0 21.7 20,7 32 32 0 0 8 10 22,2(%) 

--------------~-------------I 

DM = depc.ndance mycorh.itienne. NM - noo mycort"lizé 

1 
Tableau 5.5. Concentration e n N, P, K, Ca et Mg (%) des feuill es 

•N("') P (%) Ca (%) K (%) Mg ('1..) 

1 
AaBF 

Témoin 2,024 b 0,108 b 2,008 b 1.021 c 0,507 b 1NM' 

1R109 1.960 b 0,115 b 2.136 b J,414b 0.653 a 

IR406 2.337 a 0,099 b 2,658 a 2,129 a 0,655 Cl 1 
IR408 1.944 b 0.145 a 1,776 b 1,661 b 0.565 ab 

ORSXMOO2 1,854 b 0,108 b 1,996 b 1,455 b 0,586 ab 1 

• 

1 


AaSN 

Témoin 1.900 c O,lOOb 2.204 b \,135 c 0,537 b 

NM' 

IRI09 2,035 c 0,132 Cl 1,828 b 1,552 b 0,552 b 

1R406 2,281 b 0,101 b 2,8380 2.052 a 0,622 ab 

IR408 Z.S4Da 0,114 ab 3.093 a 2,1 JJ 0 0.6460 

ORSXMOO2 2,087 bc 0,122 ab 1,764 b 1.807 ah 0,572 ab 

Chaque valeur est la moyenne de 10 répétitions par traitement. Da.ns la même colonne, 

les valeurs suivies d'une même letlre ne diffèrent pas significati vtroeat au seuil de: 5% 

(rest de Bonferroni). 

NM = nOD mycorbité 

1 

1 

1 

1 


• 

1 




1 

Mf.corhi~rion e<mtr6/lt: 

AaSN. Par contre, la concentration en P est plus importante pour la provenance AaBF et 

aucune différence significative n'existe entre les deux provenances pour la concentration 

en Mg (tableau 5.3). 

1 

1 

1 


1 

1 


88 




1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 




Mycorhizalion cOnIrb[ée 

1 5.4. Discussion 

1 L'inoculation contrôlée des deux provenances d'A. africana avec les quatre souches 

fongiques sélectionnées s'est traduite par une accumulation de biomasse de 0,17% à 

47,9%, avec des taux de mycorhization variant de 22% à 69%. Cependant, les souches 

présentant les plus forts taux de mycorhization n'induisent pas toujours les meilleurs 

gains de croissance. Nous avons obtenu, au bout de 4 mois, un gain de biomasse des 

plants de la provenance d'A. africana du Burkina Faso (47,9%) inoculés par la souche 

ORSXM002 plus important que celui o,btenu au bout de 5 mois avec une autre 

provenance du Sénégal (39%) également sur sol non désinfecté (Bâ, 1990). Par contre, 

dans notre étude, la croissance de la provenance sénégalaise est faiblement stimulée par la 

mycorhization (10,9%). Ces différences pourraient être liées à l'effet provenance eUou 

aux conditions expérimentales. En effet, Bâ (1990) a utilisé au cours de son expérience 

1 une autre provenance sénégalaise (Bayottes). De plus, cette expérience a été réalisée dans 

des conditions de serre. 

La provenance d'A. africana du Burkina Faso apparaît plus sensible à l'inoculation 

ectomycorhizienne (25% à 48% de gain de biomasse) que celle du Sénégal (0,17% à 

29,24%). Cependant les plants d'AaSN inoculés ou non présentent une croissance en 

hauteur plus importante que ceux de la provenance burkinabé (tableau 5.3). Ceci se 

traduit par une différence significative entre les deux provenances pour la hauteur des 

plants. 

1 La mycorhization semble avoir très peu d'effet sur la croissance en hauteur des 

1 

plants d'A. africana par rapport à la masse de matière sèche radiculaire qui est 

significativement stimulée par la souche ORSXMOO2 chez les deux provenances malgré 

un taux de mycorhization peu élevé pour la provenance du Burkina Faso. Ceci est 

probablement dû au type de mycorhizes formées par la souche ORSXMOO2. Bâ (1990) a 

1 
également obtenu la biomasse radiculaire la plus importante avec cette souche fongique 

indéterminée comparée à un isolat de Scleroderma dictyosporum (ORS7731). 

L'efficacité d'une souche fongique a été corrélée par d'autres auteurs avec 

l'importance du réseau extramauiciel développé dans le sol (Jones et al, 1990 ; I:1amel et 

al, 1990 ; Colpaert et al, 1992). Par contre dans notre étude, aucune différence 

significative de la longueur du mycélium extramatricie1 n'a été décelée entre les différentes 

souches. 

1 
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Mycorhiz.alion COnlr6Ue 

Nous avons obtenu une variabilité importante e ntre les souc;hes dans la 

concentration en éléments minéraux des feuilles qui n'est pas corrélée avec le taux de 

rnycorhization (résultats non présentés). Ces résultats (concentration en P et N) vont dans 

le sens de ceux qui sont obtenus par différents auteurs (Burgess el al, 1993 ; Thomson et 

al, 1994). Les souches lRI09 et IR408 améliorent respectivement la nutrition phosphatée 

des plants d'AaSN et AaBE Pour les autres éléments minéraux, IR406 et/ou lR408 

apparaissent plus efficaces. 

1 

Nos résultats montrent que la croissance d'A. africana en pépinière est stimulée par 

certaines souches locales de Sclérodermes et l'isolat indéterminé ORSXMOO2. Ce dernier 

résultat confirme les données acquises par.Bâ (1990) en cOJ:lditions de serre sur un sol 

non issu de l'aire de forêts à A. africana. Nous avens obtenu une variabilité importante 

entre les deux provenances d'A. africana dans la réponse à l'inoculation rnycorhizienne 

qui pourrait s'expliquer par la différence de croissance initiale et la dépendance 

mycorhizienne. L'utilisation de souches fongiques, suffisamment efficaces pour que leur 

présence sur Le système radiculaire induise un gain de la croissance des deux provenances 

d'A africana, devra s'orienter vers ORSXMOO2 et IR408. Cependant, notre étude a été 

effectuée sur un sol non représentatif des conditions naturelles de sol des forêlS à A. 

africana ; il serait donc intéressant de réaliser ces essais dans des conditions variées afin 

d'évaluer l'adaptabilité et la compétitivité des souches fongiques. La lechnique de 

mycorruzation utilisée permet d'obtenir des plants dl\. africana bien mycorhizés. Cette 

technique pourrait être utilisée pour la production des plants d'Aftelia pour le reboisement 

en Afrique tropicale après évaluation de gain de croissance induit par les champignons 

inoculés en plantation. 

1 
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Figure 1. Alignement multiple des Séque llCes de l'iTS de r ADNr nucléa.lre des Sclérodermes par 
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Figure 2. Phylogramme des ITS de l'ADNr nucléaire des Sc!érodermes. Méthode heurislique de 
parcimonie (PAUP 3. U ), L'alignement a élé réal isé par CluslalW. 



Conclusion générale el PerspectÎveJ 

Au cours de ce travail, nous avons identifié pour la première fois les champignons 

ectomycorhiziens associés à six plantes-hôtes au Sud-Ouest du Burkina Faso. Tous les 

champignons récoltés appartiennent à des genres ectomycorhiziens déjà identifiés e t 

certains ont été identifiés au niveau spécmque par rapport à un herbier de référence au 

Sénégal. Une trentaine d'espèces fongiques constituent nOlCe collection et sont 

maintenues dans un herbier au Laboratoire de Microbiologie de l1NERAlDPF au Burkina 

Faso. Nous avons observé une faible diversité spécifique des champignons récoltés par 

rappon à d'autres régions de l'Afrique de l'Ou es' (Sud du Sénégal, FOUla-Djalon) malgré 

la durée de prospection (3 saisons de fructification). Ceue faible diversité pourrai' être liée 

aux conditions géoclimatiques différentes de ces régions et aussi à la fluctuation de la 

fructification des champignons ectomycorhiziens d'une année à l'autre en zone peu 

hurride. 

Noue inventaire a révélé une abondance relative des espèces du genre Scleroderma 

par rapport aux autres (6 espèces morphologiques, Scleroderma dictyosporum. S. 

verrucasum, Scleroderma spI, Scleroderma sp2, Scleroderma sp4, Scleroderma sp5). 

Aussi. ce sont principalement ces espèces que nous avons pu maintenir en cuhure (17 

isolats). Elles SOnt peu spécifiques car elles ont été fréquemment renconutes sous 

pratiquement toutes les planles~hôles. Seule l'espèce indétenninée', Scleroderma spI, n'a 

été identillée que sous Uapaca guineensis. Leur facilité d'isolement en culture pure fait 

d'eux des candidats potentiels pour des lests de mycorhiz.ation contrôlée. Par conséquent, 

not..re travail s'est orienté sur ces Sclérodennes dont nous avons étudié l'anatomie et la 

morphologie des mycorhizes formées avec Aftelia africana. Nous avons ensuite comparé 

ces mycorhizes de Sclérodennes à celles obtenues par cultures pièges. La diversité 

génétique des Sclérodermes a été eslimée dans le bU! d'un suivi écologique après 

p1antation. L'effet de certaines souches sur la croissance d'Aftelia africana en pépinière, 

une espèce très apprèciée e' uùlisée dans les reboisemenls a été évalué. 

La capacité mycorhizogène des isolats representaùfs des espèces identifiées a été 

mise en évidence vis-à-vis de certaines plantes-hôtes (A. africana, A. quanzensis, 

lsoberlinia doka, 1. dalziellii et Brachystegia speciformis). Ces résullaLS montrent que les 
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Conclusion gi nÜcJe el Perspectives 

1 

Sclérodennes sont peu spécifiques et peuvent ê tre considérés comme des champignons 

précoces capables de mycorhizer les jeunes planlS d'une large gamme d'hôtes et de se 

maintenir sur les pieds adultes, Nous avons ensuite effectué des e]Cpériences de piégeage 

sur des sols de 8 sites e]Cpérimentaux afin d'identifier les champignons précoces, qui 

incluraient les SClérodennes, susceptibles de s'associer aux jeunes plants d'A. africana 

dans les forêts du Sud·Ouest du Burkina Faso. Deux principaux morphotypes de 

mycorhizes, blanc et brun Ont é té identifiés soit simultanément sur le même site soit 

séparément. Nous avons supposé que le morphotype blanc était, induit par des 

Scléroderrnes car ce morphotype est voisin des mycorhizes de synthèse obtenues entre A. 

africana et des isolats de Sclérodennes. Cependant les études anatomiques montrent que 

1 
certains morphotypes blancs (BL7, BL IO, et BLl2) et bruns (BR3) présentent une 

organisation anatomique proche de celle des mycorhizes de synmèse avec les isolats de S. 

1 

dicryosporum IRI09, IR250 et IR408. La structure pseudoparenchymateuse uniforme du 

manteau des autres morphotypes blancs ne perme l pas de les identifier aux mycorhizes 

1 formées par l'isolat IR406. L'ultrastructure des mycorhizes de synthèse et de certaines 

mycorhizes de piégeage a mis en évidence des zones physiologiquement actives 

(manteau, réseau de Hartig e l cellules corticales de l'hôte vivants). Cependant, certaines 

sont dégénérescentes avec des hyphes du manteau ou des cellules corticales mortes (BL9, 

BR8, IRl09 et IR406). Compte tenu de l'âge des my.corhizes de synthèse, nous avons lié 

la dégénérescence des cellules corticales à la zone de coupe. Les observations faites sur 

les caractéristiques anatomo-morphologiques suggèrent que différentes espèces fongiques 

1 
sont impliquées au niveau de ces mycorhizes et ces critères paraissent insuffisants pour 

les identifier avec certitude. Nous avons alors utilisé l'approche moléculaire (PCR/RFLP) 

à l'identification des champignons impliqués dans ces mycorhizes de piégeage, 

essentiellement les morphotypes blancs. 

L'étude de la divers ité génétique des différents isolats e t des carpophores de 

Sclérodennes par ampüficaLion génique des régions ITS et IGS 1 et leur digestion par les 

enzymes HinfI el MboI a permis d'identifier deux à quatre ribotypes ~aractéristiques (A, 

B, C et D) parmi les isolats de chaque espèce. Nous avons noté un plus grand nombre de 

ribolype B pour S, dicryosporum et A pour S. verrucosum représentés respectivement 

par 9 et 7 isolats e t carpophores. Un profil RFLP particulier a ·été obtenu avec 

1 Scleroderma sp5 IR605. 

Le séquençage de la région ITS de 13 isolats de Sc1~roderrnes appartenant à S. 

1 dictyospoTwn, S. verrucosum et Scleroderma spl a confirmé les analyses RFLP. L'arbre 

phylogénétique construit à partir de ces séquences, répartît ces isolats en 2 branches 

regroupant d'une parties S. vermcosum et d'autre part les S. diccyosporum. Scleroderma 
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Conc/uÛon générCJ1.e el Perspectives 

1 

spI est génétiquement proche de S. verrucosum. Par contre le ribolype A de SclerodernUl 

sp 1 est génétiquement très éloigné des Sc!érodennes examinés et serait probablement un 

champignon pathogène du genre Bauveria. 

Nous avons également utilisé la RAPD avec les deux amorces IS2e et 174 pour un 

examen du polymorphisme d'une plus large région du génome des Sc1érodermes. Cette 

technique a confunné les analyses RFLP et le séquençage et a permis d'identifier des 

marqueurs spécifiques de certains isolats tels que IR~06. IR408 et ORS7731. La 

PRClRFLP n'avait pas pennis de les séparer des autres isolats très voisins. 

Nous avons obtenu des profils RFLP identiques avec le ribotype B de S, 

dicryosporum du Burkina Faso et un isolat de S. dicryosporum du Sénégal suggérant que 

ce ribotype est largement répandu en Afrique de l'OuesL 

1 L'amplification des régions ITS et IGS 1 des mycorhizes a montré un 

polymorphisme de longueur de ces régions au sein des morphotypes blancs. Par contre 

aucun polymorphisme n'est observé pour les morphorypes bruns résultat non présenté). 

La digestion de l'IGSI des morphotypes blancs par Hinfl et MboI indique que ceux-ci 

sont effecLÎvement dus à des Sclérodermes, en particulier le ribotype B de S. 

dictyosporum (BL9. BLl2 et BEI2).les ribotypes A (BLIO et BLll) et B (BL7) de S. 

verrucosum. Ces données suggèrent que la PCRlRFLP peut être appliqué efficacement au 

suivi de la persistance de ScJérodennes associés à A. africana en pépinière et après 

plantation au niveau des mycorhizes. 

1 
Enfin nous avons testé l'efficacité de 4 isolats fongiques (3 Sclérodermes et le 

1 

Telephoraceae ORSXMOO2) sur la croissance et la nutrition minérale de plants de deux 

provenances d'A. africana en pépinière. Nous avons montré que l'inoculation induisait 

une stimulation plus Ou moins imponante de la croissance des plants (0,17% à 48% de 

gain de biomasse) et une amélioraùon de la nutrition minérale, surtout en potassium. 

L'utilisation de deux provenances d'A. africana a pemis de mettre en évidence 

l'influence forte du fond génétique de la plante-hôte sur l'effet bénéfique de la 

mycorhization. La dépendance mycorruzienne indique que la provenan.ce sénégalaise est 

moins dépendante des mycorhizes pour sa croissance que la provenance burkinabé. 

L'utilisation de souche efficace pour l'amélioratîon de la croissance des plantS d'A . 

africana peut être orientée vers les isolats IR406 et IR408 ainsi que ORSXMOO2 pour les 

deux provenances. Cependant, ces isolaLS devront êLre auparavant testés daos d'aul.res 

conttitions édaphiques. 

Notre étude a conduit à des avancées significatives dans le développeme nt de 

nombreux outils moléculaires utilisables pour appréhender la diversité des populations et 
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ConclusÎon géntrale et Pen/MctÎves 

analyser les évènements sexuels qui conduisent à l'apparition de nouvelles soucpes. Elle 

nous aura pennis d'apporter notre contribution à la connaissance des champignons 

eClomycorhiziens tropicaux e t en panicuIier les Sclérodennes. Les résultats obtenus 

ouvrent des perspectives pour d'autres érudes qui permettront une meilleure connaissance 

de la symbiose ectomycorhizienne en région tropicale: 

- Une meilleure appréciation de la di versité spécifique. des champignons 

eclomycorhiziens du Sud·Ouest du Burkina Faso imposera des récoltes de carpophores 

étalées sur une plus longue période. En effet, en zone tropÎCale pe u humide, les 

fluctuations saisonnières et la faiblesse des précipitations conduisent à une fructification 

erratique des champignons. Certains champignons, à fructification rare, n'om 

probablement pas pu être observés au cours de nos prospections. Il serait également 

intéressant de prélever des mycorhizes sur le terrain e t d'identifier les champignons qui y 

sont impliqués à J'aide de la PCRlRFLP afin de prendre en compte les champignons à 

fructifications indéterminées, tel que ORSXMOO2. 

- L'étude de la diversité génétique des Sclérodermes a porté sur un 

échantillonnage faible d'iso laIS et de carpophores. n est alors délicat de déterminer 

l'abondance relative des différe nts ribolypeslgénotypes observés. Un échantillonnage 

plus important qui inclurait un plus grand nombre de carpoph·ores et d'isolats devra être 

réalisé afin d'obtenir une image plus juste de cette diversité génétiqüe des Sclérodennes 

en zone tropicale. 

- L'étude de la structuration génétique des populations de S. verru cosum et S. 

dîcryosporum et en particulier les rôles respectifs de la reproduction sexuée el végétative 

devront être poursuivis. 

_ La mycorhization contrôlée d'A. africana en pépinière a montré que les 

Sclérodermes étaient de bons candidats pour des programmes de rnycorhization 

contrôlée. Notre expérimentation a été effectuée sur un sol sableux non représentatif des 

conditions de forêts àA. africana en Afrique de l'Ouest. Toute sélection de souche devra 

donc être complétée par des essais réalisés dans des conditions variées et respectant les 

conditions locales de plantations. 

-Il conviendrait désormais d'étayer les hypoilièses faiteS à partir de nos premiers 

résultats obtenus en matière de strucruration génétique des populations, et d'évaluer et de 

hiérarchiser les différents facteurs qui limitent les échanges génétiques. 
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1 

- Le suivi de la persistance et de la dissémination des souches de Sclérodennes 

inLroduites et leur impact sur les populations locales peut désormais être envisagé car 

nous disposons des outils moléculaires adéquats. 

1 
- Enfin. il restera à comparer le comportement généùque et écologique des 

Sclérodermes avec les autres champignons eCl0mycorhiziens utilisés dans ces régions 

(Pisolithus). 
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Ann esxes 

Annexe 1 

Composition du milieu MNM (Marx, 1969) 

• 

Cacl2,2H20 

NaCI 

KH2P04 

(NH4)2 P04 

MgS04, 7H20 

Citrate ferrique 1% 

Thiarnine-HClI mg/ml 

Exrrait de Malt 

Glucose 

Agar 

H20 

0.05 g 

0,025 g 

0,5 g 

0,25 

0,15 g 

1.2 ml 

1ml 

3g 

lOg 

20 g 

qsp II 

Le pH est ajusté à 5,5 avant autoclavage. 
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Annesxes 

Annexe 2 

Composition du tampon isothiocyanate de guanidine (Maniatis et al, 1982) 

Isothiocyanate de guanidine 50 g 


H20 50 ml 


Tris-HCIIM pH 7,6 5,3 ml 


EDTAO,2M 5,3 ml 


Laisser dissoudre à température ambiante et ajouter 


Sarkosyl 20% 10,6 ml 


B-mercaptoéthanol 1,05 ml 


H20 qsp 106 ml 


Conserver à 4°C à l'abri de la lumière . 


• 
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Abstract 

During the rainy season. putative eetomyeorrhizal fungi were observed under three species of Caesalpinioideae Aftelia 
africana Sm., Isoberlinia doka Craib. and Stapf. and Isoberlinia dalziellii Craib. and Stapf .• one species of Diptero­
earpaeeae Monotes kerstingii GiJg. and two speeies of Euphorbiaceae Uapaca guineensis Müll. Arg. and Uapaca somon 
Aub. and Lean. The fungi belong to the orders of Agarieales. Aphyllophorales. Boletales, Cantharellales, Gautieriales, 
Hymenogastrales. Russulales and Sclerodennatales. Sorne of these fungal species e.g. Lacrarius gymnocarpus Heim.• 
Camharellu.l' pselldofriesii Heinem.• Scleroderma dicryosporum Pat.. Scleroderma uerrucosum Pers., Scleroderma sp2 and 
Rus.mla spi, are common to the tropical tree families known to fonn ectomycorrhizas. A few species of these fungi e.g. 
Amanita hemihapha <Berk. and Br.) Sace.. IrUJcyhe sp 1. Bo/etei/Ils sp3, Lacrarius sp2 and Xerocomus subspinulosus 
Heinem.. are observed only under myeorrhizal trees belonging to the group of Caesalpinioideae legumes. However. seven 
fungal species CO/Tricia cilllUllllomea (Pers,) Murr., Bo/etel/us sp5. Austrogauriera sp. (hypogeous>. Lacrarius spI. Russu/a 
anmdata Heim .. Russll/a sp2 and Sc:leroderma sp 1 seem more specifie to the Uapaca speeies. In ail, twenty-seven putative 
ectomyeorrhizal fungi were reeo\'ered and only tive fun gal species were isolated from sporocarps and maintained in pure 
culture. Four Scleroderl1w species were eontinned as mycorrhizal fungi on A. africana. Isoberlinia spp. and two East 
African trees. BrachysteKÎll speciformis Benth. and Af:elia qIlan:ensis Welw. The two Uapaca species. B. speciformis and 
M. kerstin~ii possess both arbuscular mycorrhizas and eetomycorrhizas. © 1997 Elsevier Science B.Y. 

Kenmrds: Tropical (ree:;: EctornycoTThizal fungi: Arbuscular mycoTThizas: Trapping culture: Ectornycorrhizal synthesis: Specificity 

1. Introduction 

In tropical ecosystems, most tree species are asso­
ciated with endomycorrhizal and/or ectomycorrhizal 

. Corresponding author. Pre~ent address: ISRA. URA-Forêt. BP fungi that con tri bute to their minerai nutrition and· 
2312. route de Hann. Dakar. Sénégal. Tel.: + 221­ growth (Harley and Smith, 1983). Endomycorrhizal 
323219/321638: fax: +221-329617. 

symbiosis is widespread and present in 90% of plants,1 Tel.: +226.334098: fax: +226-307617. 

:: Tel.: + 33-83-912223: fax: + 33-83-903277. whereas ectomycorrhizal species are found in only 
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5% of forest trees (Redhead, 1968; Gianinazzi-Pear­
son and Diem, 1982; Kasha et al., 1990). However, 
the woodlands represent approximately 12% of the 
area in Africa and are dominated by ectomycorrhizal 
tree species which play a major role in the local 
economy (Malaisse, 1973). 

The data concerning the ectomycorrhizal fungi of 
most tropical trees of Africa are increasing (Re­
dhead, 1968; Alexander, 1985; Thoen and Bâ, 1987; 
Thoen and Bâ, 1989; Thoen and Ducousso, 1989). 
Sorne putative ectomycorrhizal fungi have been iden­
tified in the subfamily Caesalpinioideae (Anthonotha, 
A/zelia. Brachystegia and Paramacrolobium) and in 
the family Euphorbiaceae (Uapaca) (Hogberg, 1982; 
Thoen and Bâ, 1989; Thoen and Ducousso, 1989). 
Although the ectomycorrhizal status of the family 
Dipterocarpaceae (Monores and Marquesia) and 
sorne genera belonging to Caesalpinioideae kg. 
lsoberlinia) has already been reported (Newberry et 
al., 1988). no available data regarding the ectomyc­
orrhizal fungi of these trees is known. However. in 
Guinea and Senegal, putative ectomycorrhizal fungi 
have been collected under A. a/ricana. A. bracteata, 
U. guineensis and U. chevaleri (Thoen and Bâ. 
1989: Thoen and Ducousso, 1989) and sorne of them 
have been isolated and maimained in pure culture 
(Bâ and Thoen, 1990). Among the fungi isolated 
from sporocarps. Scleroderma dicryosponlm and 
Scleroderma L'ernu.:osllm have confirmed their ecto­
mycorrhizal status as early stage fungi' (Bâ and 
Thoen, 1990; Bâ et al., 1991). 

In this paper, we report (1) the putative ectamyc­
orrhizal fungi of Aft.elia a/ricana. lsoberlinia doka. 
lsoberlinia dal::iellii, Monores kerstingii, Uapaca 
guineensis and Uapaca somon. (2) the mycorrhizal 
status of these local tree species, (3) the in vitro 
symbiotic character of sorne putative ectomycor­
rhizal fungi isolated from sporocarps and their speci­
ficÎty on two East African trees Aft.elia quanzensis 
and Brachysregia speciformis. 

2. Materials and methods 

2.1. Site description 

Eleven forests in Burkina Faso were visited dur­
ing the cainy season of 1994 and 1995 in order ta 
collect ectomycorrhizal fungi fruiting under local 

trees (Fig. O. The focests are located in south western 
Burkina Faso (9°45'N-12°15'N and 3°lO'W­
5°25'W), and ranged from Guinean to Sudano­
Guinean vegetation. The vegetation sarnpled in­
cluded savanna and open, semideciduous and river- ' 
ine forests. The mean annual rainfall varies from 
1000 to 1200 mm, with a long dry season from 
October to May:. The rainfall is very unevenly dis­
tributed over the year and appears to be declining by 
100 to 200 mm since 1970 (Kessler and Geerling, 
1994). 

The Sudano-Guinean trees such as A. africana, 
1. doka, 1. dalzielW, and M. kerstingii, are the most 
common tree genera in semideciduous lowland 
forests, sometimes dominating the canopy. The gre­
garious species, 1. doka, is often associated with J. 
dalziellii in moist zones, or with species such as 
Anogeissus leiocarpus, Prosopis africana, Burkea 
a/ricana, Pterocarpus erinaceus, Parkia biglobosa, 
Khaya senegalensis, Butyrospermum parkii and U. 
somon (Guinko, 1984). The northern timit of 1. doka 
is I2°N latitude (Terrible, 1984). M. kerstingii is 
confined to southern Burkina Faso. It is the only 
Dipterocarp occurring in West Africa associated with 
Buryrospermum parkii, Entada africana, Gardenia 
temifolia, Lannea velutina, Parkia biglobosa and 
Terminalia avicennoides (Terrible, 1984). As in 
southern Senegal (Thoen and Bâ, 1989), A. a/ricana 
has a wide range of habitats from savanna to open 
forest or riverine forest. U. guineensis is a reliet of 
Guinean vegetation found scattered in riverine forest, 
with stilt roots adapted to waterlogging in hydromor­
phic soils. U. somon is a savanna tree found scat­
tered on dry plateaus or marshland (Aubreville, 
1959). 

Among the eleven sites, three are dominated by 
lsoberlinia spp (sites l, VIII and IX), two by A. 
africana (sites IV and VU), three by U. guineensis 
(sites III, VI and X), IWO by M. kerstingii (sites II 
and V) and one by U. somon (site XI). The main 
characteristics of the upper soil layer (0-20 cm) of 
these sites are shown in Table 1. In general, the soi! 
pH ranged from strongly acid to neutral with low 
organic matter and available phosphorus contents. 

2.2. Sampling 

Soil samples were collected from the elev en sites 
during prospection in the rainy season. Seeds of 
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indigenous trees were harvested in south western 
Burkina Faso. Seeds of A. quanzensis and B. speci­
formis were obtained from Kenya Forestry Seed 
Centre (Nairobi). 

SuperficiaI roots of lsoberlinia spp., Uapaca spp., 
A. africana and M. kerslingii were excavated start­
ing at the trunks of the trees. 10-20 g of fine root 
maleriaI were extracted and fixed in formalin. acetic 
acid and waler 0:1:1, v/v/v). The whole root 
system of regenerating seedlings was also fixed. In' 

the laboratory. fine roots were stained for arbuscular 
mycorrhizas (AM) according to the procedure of 
PhiIlips and Hayman (I970) and examined with light 
microscopy. Roots were colonized by AM when they 
showed appressoria, vesicules, endocellular hyphal 
coils and arbuscules. 

Sporocarps of putative ectomycorrhizal fungi were 
collected from under A. africana. Isoberlinia spp., 
M. kerslingii. and Uapaca spp. photographed , 
oven-dried at SO°e, identified in the laboratory and 
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1II. VI. X = Uapaca gllineensis: IL V = Manores kerstingii: XI = Uapaca somon. 
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deposited in the herbarium at IRBET (Burkina Faso). 
Fungi were isolated at the collection sites from fresh 
sporocarps and maintained on MMN agar medium 
(Marx, 1969). 

2.3. Trapping culture 

Seeds of A. a/ricana and A. quanzensis were 
scarified in 95% sulfuric acid for 2 h and rinsed wîth 
sterile distilled water. Seeds of I. doka. 1. dahiellii 
and B. specifonnis were disinfected in 1 % calcium 
hypochlorite. rinsed and soaked in sterile distilled 
water for 48 h. Then, seeds were sowed in plastic 
bags containing a mixture of sampled soils and sand 
(1:3, v/v). A. a/ricana seedlings were raised on the 
eleven sampled soils, whereas those of A. quanzen­
sis and B. specifonnis were raised on soil of site IV 
and those of Isoberlinia spp. on soi! of sites l, VIII 
and lX. Plants were maintained in natural c1imatic 
conditions in Ouagadougou (Burkina Faso) and wa­
tered regularly with tap water. They were carefully 
uprooted and their mycorrhizal status was assessed 
after six months. 

The U. somon and U. guineensis seeds germi­
nated as soon as they reached the soil in the field and 
often were not available for nursery studies. Seeds of 
M. kerstingii were harvested but failed to germinate. 
probably due to the collection. drying and storage 
conditions. In general. the seeds of Dipterocarps are 
extremely recalcitrant. becoming nonviable when 

Table: 1 
Main physico-chemical char:Jcteristics of the upper soil layer (0-20 cm) 

.. 


• 

'. ~ 

.. 

Site No. 

Clay (€k) 


Sih ('le) 


Sand (%) 


pH ŒzO) 

pH (KCI) 

Tota[ C ("lé) 


Total N (llo) 


Total organic matter (%) 


C/N 

Total P (mg/g) 

Available P (mg/g) 

V('1c) " 


• Metalic cations percent age saturation of soil. 

they dry below moisture limits from 12% to 30% 
(Krishnapillay, 1994). 

2.4. Ectomycorrhizal synthesis 

Seeds of tree species were surface disinfected as 
indicated above. Pregerminated seeds were raised in 
minirhizotrons containing a mixture of vermiculite 
and peat moss (4:1, v/v) and moistened with dis­
tilIed water (Bâ and Thoen, 1990). The conditions of 
growth cabinet were 35°C day/27°C night. daylength 
16 h, relative humidity 60-70% and light intensity 
60 W /m2. For inoculum preparation, the mycor­
rhizal fungi were grown at 30°C on absorbent paper 
cards laid on MMN medium (Chilvers et al.. 1986). 
We tested four isolates of Sclerodenna species, one 
isolate of T. brunneosetosa and, thus, one isolate of 
Sclerodenna dictyosporum Pat. (ORS. 7731) fruiting 
beneath A. a/ricana (Bâ and Thoen, 1990). After 
two weeks of seedling growth. inocula of the differ­
ent fungi, in the form of colonized paper cards. were 
placed onto the root systems. Ten days after inocula­
tion, the seed1ing root systems were examined for 
mycorrhizal formation. Lateral roots with a fungal 
sheath were collected under binocular microscope. 
and fixed in 2.5% gluteraldehyde in 0.1 M sodium 
cacodylate buffer (pH 7.2). Then, freehand trans­
verse sections were cleared in 12% sodium 
hypochlorite. rinsed with acidified water, stained 
with a mixture of Congo red. glycerol and water 

Il III IV V VI VII VIII IX X Xl 

7.8 9.8 7.8 1.9 5.8 17.6 5.8 17.6 21.5 23.5 5.8 
17.6 11.7 27,4 11.7 [ 1.7 17.6 1l.7 35.2 25.4 23.5 11.7 
74.5 78A 64.7 86.2 82.3 64.7 82.3 47.0 52.9 52.9 82.3 

7.0 5.8 6.5 6.9 6.2 6.5 5.6 6.6 5.4 5.0 6,1 

5.9 4.4 5.3 5.5 4.8 5.5 4.8 5.1 4.3 3.6 4.5 

1.5 0.6 1.1 0.3 0.8 1.3 0.6 1.6 2.0 1.1 0.5 

0.2 0.04 0.07 0.01 0.07 0.10 0.05 0.11 0.10 0.07 0.02 

2.7 l.l 1.9 0.6 lA 2.3 l.l 2.7 3.4 1.9 0.9 
7 16 16 28 12 14 14 14 20 16 22 

65 65 22 43 324 32 259 259 97 22 43 

5.5 2.2 4.9 2.7 l.2 2.4 3.0 5.2 2.6 4.7 12.[ 

64 49 103 32 54 51 35 72 [09 Il 17 
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Table 2 
Putative ectomycorrhizal fungi collected under A/ze/ia a/ricana. Isober/inia do/w, Isoberlinia dabellii. Monotes kerstingii. Vapaca 
guineensis and Vapaca saman 

Orders. Species Hosttrees a Isolation N" of voucher material OR) 

I.do. 1. da. A.a. M.k. V.g. o.s. 

Aphyllophoralles 
Co/tricia cinnamomea (Pers.) Murr. + + + 41 

Agaricales 
Amonita hemibapha (Brek. and Br.) Sace. 
Amanita spi (brown) 
Amanica sp2 (rose) 
Inocybe spi 
Inocybe sp2 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

25.43 
67.42 
26. 50 
10.39 
Il. 12.38 

Boletales 
Bo/etel/us sp 1 (brown) 
Bu/etellus sp2 (yellow) 
Ba/etel/us sp3 (yellow-green) 
Boletel/us sp4 (blue) 
Bo/etel/us sp5 (orange) 
Strobilomyces sp. 
Tubosaeca brunneosetosa (Siz.) Horak. 
Xerocomus subspinu/osus Heinem. 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

19.46. 13.90 
48.60 
52 
53 
65 
40 
17a.17b 
66 

Canlharellales 
Cantharellus pseudo/riesii Heinem. + + + + + + 28.33.37.77.80.81 

Gautierales 
Austrogautiera sp. (hypogeous) + 29 

Hymenogastrales 
Sc/eragaster sp. (hypogeous) + + + + + 34. 104.61.72 

Russulales 
Lactarius gymnocarpus Heinem. 
Lactarius spi (brown-orange) 
LactariuJ sp2 (yellowish) 
Russulà annulata Heinem. 
Russula sp 1 (pinkish red) 
Russula sp2 (brown) 

+ 

""­

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

23.24.27.36.45.47 
64 

68 
46 
14.49.54.58.69.70 
62 

Scleroderrnatales 
Sc/eroderma 
diCfyosporum Pat. 
(mean diameter 8 ± 1 ,u.m) 
Sc/eroderma verrucosum Pers. 
(mean diameter 7 ± 2 ,u.m) 
Sc/eroderma sp 1 
(mean diameter Il ± 2 ,u.m) 
Scleroderma sp2 
(mean diameter 6 ± 1 ,u.m) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

""­

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

215.401 
300. 103. 104.304,304.205 

501.601. 400. 102. 105.200. 
305,500.503 
406,407,409 

100.208.408 

Numberof (total = 27) 17 16 ID 14 ! 1 5 

M.k. = MonOles kerstingii. V.g. == Vapaca guineensis .•, I.do. = Isoberlinia doka. I.da. = Isoberlinia da/zie/li!. A.a. Aftelia alricana. 

v.s. = Vapaca saman. 
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• 

"" 

(0.5: 1: 1, wIv Iv) and examined with a light micro­
scope. 

3. Results 

3.J. Ectomycorrhizal fwzgi and isoLation 

Table 2 shows the putative ectomycorrhizal fungi 
collected under the six host trees. These fungi were 
distributed through eight orders belonging to Agari­
cales, Aphyllophorales. Boletales. Cantharellales, 
Gautieriales, Hymenogastrales, Russulales and Scle­
rodermatales, and twenty-four fungal species. The 
most occurred orders were Boletales, Russulales, 
Agaricales and Sclerodermatales, with 8, 6, 5 and 4 
fungal species, respectively. Seventeen fungal species 
were collected under 1. doka, sixteen under 1. 
daLziellii. fifteen under A. africana, ten under M. 
kerstingii and U. somon and fourteen under U. 
guineensis. The fungal species CanthareLLus pseud­
ofriesii, Lactarius gymnocarpus, Sclerodenna dic­
tyosporum, Scleroderma verrucoswn, Sclerodenna 
sp2 and RussuLa sp 1 were found to be common to 
ail six host trees. Two Amanita species whose 
Amanita sp 1 and Amallira sp2 were common to the 
Caesalpinioideae subfamily and Dipterocarpaceae 
family. The sporocarps of Coltricia cinnamomea, 
BoleteLLus sp5. Lactarius sp 1. RussuLa annulata. 
Russula sp2. ScLerodenna sp 1 and one hypogeous 
species, Austrogautiera sp. seemed more specifie to 
the Uapaca species. The five fungal species. A. 
hemibapha, Inocybe sp 1. Boletellus sp3. X. sub­
spinulosus and LactarÎus sp2. occurred only under 
host trees belonging to the Caesalpinioideae subfam­
ily. Four species of Sclerodenna were found in 
Burkina Faso, including S. dicryosporum and S. 
verrucosum. Sporocarps of Sc/erodenna spi were 
pinkish and their spores differed from those of both 
identified ScLerodenna by the presence of long spines 
from 2 to 3 #Lm. The spore diameters of this Sc/ero­
derma species ranged from 10 to 12 #Lm. Sporocarps 
of Sclerodenna sp2 were yellow and their spore 
diameters ranged from 5 to 6 #Lm without peridial 
omamentations. The average diameter of S. dic­
tyosporum spores was 8.5 J,Lm. The hypogeous fun­
gal species Sclerogaster sp. was common to five 

trees, whereas Austrogautiera sp. were found specif­
ically under Uapaca spp. 

Three isolates of S. dictyosporum (IR 1 04, IR 109 
and IR215) and Sclerodenna sp2 (IR208, IR408 and 
IR 100), two isolates of Sclerodenna spi (IR406 and 
IR409) and Tubosaeta brunneosetosa (IRI7a and 
IR l7b), and one isolate of S. verrucosum (IR500) 
were maintained in pure culture. 

3.2. In situ mycorrlzizaL status of trees 

Roots of adult trees and regenerating plants were 
examined for their mycorrhizal status (Table 3). The 
ectomycorrhizal status of ail adult tree species was 
confirmed. Connections have been established be-

Table 3 
MycorrhizaJ status of host t.rees 

Host trees Mycorrhizal status 

ectomycorrhizas endomycorrhizas 

A/zelia africana 
Adult tree 
Regeneration 
Seedlings 

+ 
+ 
+ 

Isoberlinia doka 
Adult tree 
Regeneration 
Seedlings 

+ 
+ 
+ 

Isoberlinia dalziel/ii 
Adult tree + 
Regeneration + 
Seedlings + 

Monores kerstingii 
Adult tree + 
Regeneration + 

+ 
+ 

Uapaca guineensis 
Adult tree + 
Regeneration + 

+ 
+ 

Uapaca somon 
Adult tree 
Regeneration 

+ 
+ 

+ 
+ 

A/zelia quanzensis 
Seedlings + 

Brachyslegia speciformis 
Seedlings + + 

+ = presence. - = absence. 
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Table 4 

Fungal isolates and their ectomycorrhizal status on Afzelia africana (A.a.). Afzelia quan:ensis (A.qJ. Isoberlinia doka (/.do.>. Isoberlinia 
dal:iellii Uda.) and Brachystegia speciformis (B. s.) 

Culture No. and fungi Host trees Origin Infectivity 

A.a. A.q. I.do. l.da. B.s. 

IR 1 09 S. dicryosporum A. africana Burkina Faso + + + + + 
IR304 S. dict)!asparum M. kerstingii Burkina Faso + + + + + 
IR406 Scleroderma sp 1 U. guineensis Burkina Faso + + + + + 
IR408 Scleroderma sp2 U. guineensis Burkina Faso + + + + + 
IRSOO S. verrucosum U. saman Burkina Faso + + + + + 
IRI7 Tubosaeta brunneosetosa lsoberlinia spp. and U. gUÎ/leensis Burkina Faso 

ORS 7731 S. dicryosporum A. africana Senegal + + + + + 


+ = presence of mantle and Hanig net. - absence of mamIe and Hanig net. 

tween white, yellow, beige and brown bristly ecto­
mycorrhizas of Uapaca spp. and sporocarps of Scle­
roderma sp l, Austrogautiera sp., L gymnocarpus 
and C. cinnamomea, respectively. In general, white 
ectomycorrhizas were collected under sporocarps of 
Scleroderma spp. collected under A. africana. 
lsoberlinia spp. and M. kerstingii. No ectomycor­
rhizas were clearly observed under other sporocarps 
collected around these trees. In the nursery. we 
found two types of mycorrhizas on A. africana root 
seedlings. White ectomycorrhizas were found only in 
three soil samples (V, VIII and X). The second type 
of ectomycorrhizas had a beige color and were pre­
sent in ail other soil samples. Both of these types of 
ectomycorrhizas were comparable with those ob­
served on A. quanzensis and B. speciformis roots 
on soil of site IV. 

AM were present on the roots of adult trees and 
regenerating plants of M. kerstingii and Uapaca 
spp. (Table 3). They were also present on baiting 
plants of B. speciformis. However. no AM were 
found on A. africana, A. quanzensis and lsober­
linia spp. root systems (Table 3). 

3.3. ln vitro ectomycorrhizal status of seedlings 

Among the thirty fungal species collected, only T. 
brunneosetosa, and Scleroderma spp. were isolated, 
maintained in MMN medium and tested for their 
ability to fonu ectomycorrhizas (Table 4). X. sub­
spinulosus, Sclerogaster sp. and Boletel/us sp3 were 
also isolated but died during successive subcultur­
ings. Ail Scleroderma spp. were able to form ecto­

mycorrhizas on AfteUa spp., lsoberlinia spp. and B. 
speciformis. Their morphology varied from simple to 
branched and hyphal strands were often present. In 
transverse section, hyphae colonized roots by fonu­
ing fungaJ sheath and penetrating as a Hartig net 
which did not exceed the epidenual cells. 

4. Discussion 

Where host trees were present. the ectomycor­
rhizal fungi were present too, suggesting a high 
dependence of these fungi on the host trees. Ali 
fungal species collected in Burkina Faso belonged to 
the genera usually reported as putative ectomycor­
rhizal fungi in Africa (Heinemann, 1954, 1959, 1966; 
Heim, 1970; Pegler, 1977; Thoen and Bâ, 1987; 
Thoen and Bâ, 1989; Thoen and Ducousso, 1989). 
The identified fungal species have already been col­
Iected in southem Sene gal (Thoen and Bâ, 1989). 
However, there was a great diversity of species 
occurring in both Senegal and Burkina Faso. 
Twenty-seven species were found under six host 
trees in Burkina Faso, whereas forty-three under A. 
africana and U. guineensis, in Senegal (Thoen and 
Bâ, 1989; Bâ, 1990)~ This discrepancy was probably 
due to the several'common ectomycorrhizal fungi 
fruiting beneath host trees during the rainy season in 
Burkina Faso. The hypogeous fungus Austrogau­
tiera sp. occurring only under Uapaca spp., may be 
the same species found under U. guineensis in Sene­
gal, as indicated by their spores and yellow color of 
ectomycorrhizas fonued (Thoen and Bâ, 1989). Four 
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species of Sclerodenna were collected in Burkina 
Faso including Sclerodenna l-'errucosum and Sclero­
denna dictyosporum, The sporocarps of the two 
identified Sclerodenna have already been observed 
in Senegal (Thoen and Bâ, 1989) and Guinea (Thoen 
and Ducousso, 1989). Ail Scierodenna species were 
able to fonn ectomycorrhizas on the five host trees 
including the East African trees, A. quanzensis and 
B. specifonnis. This suggests that these fungi have a 
widespread and broad host range. 

Nevenheless, seve rai genera of fungi e.g. Lactar­
ius, Russula, Inocybe and Boletel/us failed to be 
isolated or to be maintained in pure culture. There­
fore, their in vitro symbiotic character was not veri­
fied. Hence, T. brunneosetosa was isolated but failed 
to colonize, even if their sporocarps were collected 
regularly from under Isoberlinia spp. This indicates 
that fungal cultures isolated from putative ectomyc­
orrhizal fungi did Ilot necessarily infect the young 
seedlings. In other circumstances, Bâ and Thoen 
(1990) also isolated eleven fungi from thiny-one 
sporocarps beneath A. a/ricana. whereas only two 
isolates were able to fonn ectomycorrhizas on the 
young seedlings. In addition. Bft et al. (1994a) also 
showed that one isolate of Piso/irhus sp. fonned a 
pseudoparenchymatic tissue over laterai roots of A. 
africana seedlings under varied in vitro conditions 
after 15 days of contact. This superficiai colonization 
by the fungus induces a hypersensitive reaction on 
A. a/ricana cell wall. However, this fungus was able 
to fonn typical ectomycorrhizas on 6 month old A. 
a/ricana seedlings. Similar observations were made 
on 8 mon th old A. quanzensis seedlings inoculated • 
with basidiospores of one isolate of Pisolithus 
(Munyanziza and Kuyper. 1995). These data suggest 
that the mycorrhizal synthesis are not conclusive to.. 
establish the symbiotic character of putative ectomy­
corrhizal fungi. The isolates which did not show 
early colonization of seedlings, may later fonn ecto­... 
mycorrhizas, depending on the degree of plant matu­
rit y (Mason et al., 1983). This succession may be 
explained by the variation of root soluble carbo­

• 	 hydrate contents which increased with plant growth 
(Mason et al., 1983; Gibson and Deacon, 1990). In 
this respect, Bâ et al. (l994a,b) establish that the .• 	 time sequence of ectomycorrhizal colonization of A. 
africana seedIings reflected changes in root carbo­
hydrate level. Therefore, several genera of fungi 

collected in the field could be mid- or late-sta!!e 
fungi in the sense of Mason et al. (1983), 

Most tree species fonned only one type of mycor­
rhiza, but sorne have been found to possess both 
arbuscular mycorrhizas and ectomycorrhizas. Our 
observations confinned the ectomycorrhizal status of 
the six local trees and the two East African trees, as 
has already been shown (Alexander and Hogberg. 
1986; Newberry et al., : 1988: Thoen and Bâ. 1989; 
Thoen and Ducousso, 1989). A. a/ricana, A. 
quanzensis and Isoberiinia spp. were not colonized 
by AM fungi, whereas B. specifonnis and Uapaca 
spp. were. Our observations are consistent with those 
of Bâ (1990) on A. africana. However, there is a 
discrepancy with those of Thoen and Ducousso 
(I 989) on this plant species. 

In conclusion, our results show a high diversity of 
putative ectomycorrhizal fungi fruiting beneath six 
indigenous trees. The in vitro ectomycorrhizal status 
of four Scleroderma species is confinned on Ce­
saipinioideae. Sorne of the fungi are, through their 
myceliai strand, Iinked with ectomycorrhizas of Ua­
paca spp. in the field. However, funher studies are 
necessary to elucidate the ectomycorrhizal status of 
other fungi. 
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