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Avant propos

Le mot forét communément utilisé au Burkina Faso, ou les
foréts proprement dites n'existent pas ou seulement de
mantére trés localisée, désigne les milieux dits naturels
c'est-a-dire plus exactement non labourés depuis les jachére
Jusqu'a des formations plus ou moins proches du climax.
(Plan Stratégique de la recherche, 1996)
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RESUME

Durant 3 années de prospection, vingt et huit especes fongiques ont été recensées sous 6 plantes
hotes (Afzelia africana, Isoberlinia doka, 1. dalziellii, Uapaca guineensis, U. somon et Monotes
kerstingii) appartenant & 3 familles (Leguminosae, sous-famille Caesalpinioideae, Euphorbiaceae ¢t
Dipterocarpaceae) dans les foréts du Sud-Ouest du Burkina Faso. Ces champignons se repartissent en 8
ordres et 13 genres. Parmi les espéces identifiées, les Sclérodermes sont particulitrement abondants, 5
especes dont 4 (Scleroderma dictyosporum (8 isolats), S. verrucosum (4 isolats), Scleroderma spl (3
isolats), et Scleroderma sp5 (1 isolat) ont été isolées et maintenues en culture pure. L'étude du statut

ectomycorhizogéne de ces especes de Sclérodermes vis-2-vis de différentes plantes hdtes montre qu'elles

possedent un large spectre dhote.

L'émde de la diversité génétique des différents isolats et des carpophores de Sclérodermes par
PCR/RFLP des régions ITS et IGS1 de I'ADN ribosomique révele la présence de quatre ribotypes (A, B,
C et D) au sein des especes de S. dictyosporum et trois (A, B et C) au sein des §. verrucosum. Le
séquencage de I'ITS ribosoinique a révélé 1a proximité génétique de Scleroderma spl et S. verrucosum et
permis d'identifier l'isolat indéterminé ORSXMO002 isolé au Sénégal 2 un Telephoraceae. L'analyse du
polymorphisme de I'ADN total par RAPD permet de confirmer la diversité intraspécifique des isolats
révélée par PCR/RFLP et aussi de différencier les isolats génétiquement trés proches 2 l'aide de margueurs
spécifiques des amorces utilisées (152C 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 €€ pi€gés en pépiniere pendant 4 mois sur le sol de 8
sites expérimentaux. L'étude anatomo-morphologique des mycorhizes obtenues a permis d'identifier 3
morphotypes suivant ia couleur du manteau (blanc, brun et beige) repartis en 2 groupes en fonction de la
structure du manteau (prosenchymateux uniforme et pseudoparenchymateux uniforme), L'altrastructure de
ces morphotypes mycorhiziens indique que les champignons impliqués sont des basidiomycetes. A l'aide
de 1la PCR/RFLP, les morphotypes blancs et le morphotype beige ont £1¢ identifiés aux ribotypes B et, A
et B respectivement de S. dictyosporum et S. verrucosum. Les morphotypes bruns seraient dus a une

méme espece fongique non identifiée aux Sclérodermes maintenus en culture.

La mycorhization contrdlée en pépiniere de deux provenances d'A. africana (S€énégal et Burkina
Faso) inoculées avec trois Sclérodermes et le Telephoraceae ORSXMO02 a montré le role bénéfique de

I'inoculation ectomycorhizienne sur la croissance et la nutrition minérale de ces deux plantes-hotes.

Mots ¢lés : Ectomycorbizes tropicales, Burkina Faso, Afzelia africana, Cytologie, Sclérodermes,

PCR/RFLP, RAPD, Séquencage, Mycorhization conurdlée.
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Introduction Générale

Les écosystémes forestiers couvrent 3450 millions d’hectares dans le monde soit 26% de
la surface des continents (CEE/FAO, 1992 dans INRA-mensuel, 1996) et jouent un rdle
important dans 1€quilibre de la biosphére, du climat et des sols. Les arbres fournissent
des biens et services importants pour les industries et l'artisanat, pour 1'alimentation, etc.
Enfin, ils contribuent au stockage du CO; atmosphérique. Ces différents rdles bénéfiques
des foréts expliquent les craintes nées a la suite de leur dépérissement dans I'hémisphére
Nord dans les années 1980, de la déforestation massive en région tropicale et de la
gestion forestiere de type minier en Amérique du Nord.

Ces menaces imposent la mise en place rapide d'une gestion durable des foréts,
c'est-a-dire de garantir leur pérennité écologique, sociologique et économique. Cela
suppose une connaissance du fonctionnement de ces écosystémes 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 1'essentiel
des éléments minéraux nécessaires a leur croissance

Il a été montré que la plupart des arbres forestiers puisaient I'eau et les éléments
minéraux du sol par l'intermédiaire de champignons telluriques associés a leur systeme
racinaire. Cette association de type symbiotique, appelée mycorhize, contribue a la
nutrition minérale et hydrique et 2 la protection phytosanitaire des racines. En retour, le
champignon recoit les photosynthétats nécessaires a sa croissance et a son
développement. Deux principaux types d'association mycorhizienne ont été décrits en
fonction de leurs caractéristiques morphologiques : les endomycorhizes et les
ectomycorhizes. Les premiéres 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'especes (5% des végétaux), mais
se rencontrent chez les essences forestiéres qui couvrent une grande partie des régions
tempérées, boréales et montagnardes (Read, 1991).
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Les ectomycorhizes sont ainsi utilisées surtout dans les programmes de reboisement
dans différents pays pour améliorer la croissance des plants en pépiniére et en plantation
grice A la sélection de partenaires fongiques efficaces. Ces programmes dits de
"mycorhization contrdlée” font désormais 1'objet d'une exploitation commerciale (Marx,
1982 ; Le Tacon ez al, 1997 ; Généré et al, 1997)

En zone tropicale, les foréts abondent d'espéces mycorhiziennes & arbuscules
(Redhead, 1968 ; Thapar et Khan, 1973 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; Newbery et al,
1988 ; Khasa er al, 1990). Cependant quelques essences locales, de grand intérét
économique, sont ectomycorhiziennes comme les Dipterocarpaceae en Asie du Sud-est,
les espéces du genre Afzelia en Afrique... (Jenik et Mensah, 1967 ; Smits, 1983 cité par
Lee, 1988 ; Alexander, 1988 ; Thoen et B4, 1990). L'urgence de reboiser en zone
tropicale justifie une étude approfondie de ces systtmes symbiotiques en général et
ectomycorhizien en particulier. |

En Afrique tropicale, la mycorhization a longtemps concerné les espéces exotiques
utilis€es dans les reboisements (Eucalyptus, Pins, Acacias australiens). Cependant, ces
dernieres années, il y a un regain d'intérét pour certaines espéces locales de grand intérét
économique dans les programmes de reboisement ou d'aménagement des ressources
naturelles ; cas de Afzelia africana en Guinée, Cote d'Ivoire, Sénégal et Burkina Faso
(Evy, 1995 ; B3, 1990) ; A. quanzensis et les especes du genre Brachystegia en Tanzanie
(Munyaziza, 1996) et qui vivent en symbiose avec des champignons ectomycorhiziens.
L'exploitation de cette symbiose par la sélection de souches efficaces pourrait alors
contribuer 2 une meilleure connaissance de la sylviculture de ces espéces (en particulier au
stade juvénile) et a la réussite des plantations (utilisation de plants m)}corhizés par des
souches écologiquement adaptées au site de reboisement).

Cependant, la sélection de souches efficaces pour la croissance d'une espéce
suppose une connaissance des champignons associ€s a l'espéce dans son aire naturelle.
Aussi, une souche fongique susceptible d'étre utilisée en pépiniére doit non seulement
étre apte & former des mycorhizes au stade du semis, mais aussi étre facile a cultiver in
vitro pour la production d'inoculum (Garbaye,1990). Ba (1990) a montré que parmi les
champignons récoltés au Sud du Sénégal, des souches de Sclérodermes et un
champignon non identifié (ORSXMO002) isolés de carpophores, d'ectomycorhizes ou de
sclérotes récoltés sous A. africana, répondaient a 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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— 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 hotes.

Il serait inutile de sélectionner une souche efficace en pépiniére si celle-ci était
incapable de se maintenir au champ apres plantation. Le maintien de l'effet positif de la
mycorhization contrdlée au champ dépend alors de '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 a I'échelle spécifique et intraspécifiques, de
mettre en évidence l'activité mycorhizogéne de ces populations, d'analyser leur mode
d'action et de suivre leur dynamique. Des critéres morphologiques et anatomiques ont
souvent été utilisés pour identifier les espéces fongiques au niveau des mycorhizes.
Cependant la grande ressemblance intraspécifique des morphotypes ectomycorhiziens
limite leur utilisation. Ainsi différents travaux ont mis en évidence a l'aide de techniques
d'analyse d'acides nucléiques (PCR/RFLP, RAPD, analyse d'hétéroduplex) la variabilité
génétique inter- et intraspécifique chez plusieurs especes de champignons
ectomycorhiziens (Sélosse er al, 1996 ; Martin er al, 1998b). Le typage moléculaire
d'isolats ectomycorhiziens a été appliqué a grande échelle pour suivre le devenir de deux
souches ectomycorhiziennes utilisées en mycorhization contrdlée : Laccaria bicolor S238
et Laccaria bicolor 81306 (Henrion et al, 1994 ; Di Battista, 1997 ; Selosse ez 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 intéressé€s a la mycorhization
d'Afzelia africana, une Légumineuse tropicale de la sous-famille des Caesalpinioideae.
Cette espece est trés 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 espéce commune des foréts
du Sud et Sud-Ouest du Burkina Faso qui a retenu 'attention des différents programmes
d'aménagement et d'agroforesterie. Cependant, le manque de données sur les
champignons associés a cette espece au Burkina Faso explique que ceux-ci ne soient pas
pris en compte dans la production des plants. Outre l'action néfaste du bétail, I'absence
d'inoculation pourrait expliquer I'échec des plantations effectuées notamment dans des
systémes agro-forestiers. Nous avons ainsi entrepris cette étude avec comme objectifs :



Introduction Générale

1. L'identification des principaux champignons ectomycorhiziens associés a A.
africana et a d'autres plantes-hdtes 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 spl,
Scleroderma sp2 et Scleroderma sp3), un groupe de champignons ectomycorhiziens
abondant sur le systeme racinaire d'A. africana,

3. L'¢tude de la diversité génétique de ces Sclérodermes du Burkina Faso, et de la
distribution écologique des génotypes observés, a l'aide des techniques de PCR/RFLP,
de RAPD et le séquencgage des régions intergéniques I'TS et IGS1,

4. La mise au point d'une technique de mycorhization contrdlée de A. africana pour
évaluer l'efficacité de souches de Sclérodermes sur la croissance et la nutrition minérale
de cette plante-hote.

Les résultats obtenus seront exposés dans les Chapitres 11, 111, IV et V. Ils sont
précédés d'un Chapitre d'analyse bibliographique (chapitre 1) qui présente le cadre de
- 1'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 a A. africana ou a d'autres
espeéces ectomycorhiziennes. L'accent est mis sur la description des différentes especes
de Sclérodermes présentes dans cetie région.

Le Chapitre III est consacré a la description anatomo-morphologique et
ultrastructurale des mycorhizes de synthése induites sur A. africana par différentes
especes de Sclérodermes en conditions semi-axéniques et celles obtenues sur des jeunes
plants d'A. africana élevés sur les sols de différents sites expérimentaux €tudi€s.

Le Chapitre 1V traite de la variabilité¢ génétique d'une trentaine d'isolats de
Sclérodermes par I'étude du polymorphisme des fragments de restriction des régions
intergéniques (ITS et IGS1) de I'ADN ribosomal nucléaire, le séquengage de ces régions
et 'étude du polymorphisme de 'ADN par RAPD.

Enfin, dans le Chapitre V, nous exposerons les résultats obtenus sur la
mycorhization contrdlée d'A. africana en pépiniere avec trois especes de Sclérodermes.

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

perspectives résultant de nos €tudes.
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Notre étude a été réalisée dans la région du Sud-Ouest du Burkina Faso. Ce premier
chapitre commence par une bréve présentation du cardre géographique.

1.1. Le Burkina Faso : grands traits du climat et de la végétation

Le Burkina Faso est situ¢ au coeur de 1'Afrique occidentale entre les latitudes 9° 20" et 15°
05' et les longitudes 2° 03 et 5° 20" (fig. 1.1). Limité au Nord et A I'Ouest par le Mali, 2
I'Est par le Niger et au Sud par la Cote d'Ivoire, le Ghana, le Togo et le Bénin, il s'étend
sur 274 000 km?2 et compte plus de 9 millions d*habitants.

C'est un pays plat a relief peu accidenté notarnment dans sa moitié Nord. L'altitude
moyenne ne dépasse pas 400 m. Le point culminant est e mont Tenakourou (747 m)
situé au Sud-ouest.

1.1.1. Le climat

Le climat est caractérisé par l'alternance de deux saisons : une saison séche et une saison
des pluies. La saison séche varie de 8 3 9 mois au Nord & 5 mois au Sud-Ouest. Quant &
la saison pluvieuse, elle s'étend d'avril a octobre au Sud (6-7 mois) et de juin a septembre
(4 mois) au Nord.

Les précipitations sont irréguli®rement reparties dans l'espace et dans le temps. La
pluviométrie moyenne annuelle décroit du Sud-ouest (1200 & 1300 mm) au Nord (moins

de 400 mm). Les précipitations sont concentrées en une seule saison des pluies avec un
maximum au mois d'Aoiit. Depuis la sécheresse des années 1973-1974, les isohygtes
initiaux ont perdu entre 100 et 200 mm (Kessler et Geerling, 1994).

Les moyennes mensuelles des températures sont rarement supérieures a 35°C. Les
extrémes sont rencontrées au Nord, ol les amplitudes thermiques diurnes journalieres et
annuelles sont importantes. Suivant les variations de température, les deux saisons
peuvent étre divisées chacune en deux périodes thermiques distinctes :

— saison séche froide de novembre 2 février avec des températures minimales
moyennes en décembre-janvier,

— saison séche chaude de mars 2 mi-juin avec des températures maximales

moyennes en mars-avril ou mai.
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— saison pluvieuse fraiche de juin a septembre o les températures moyennes
minimales se situent au mois d'aolt.

— une bréve saison pluvieuse chaude en octobre.

Les vents sont relativement faibles mais peuvent atteindre 120 km/h en fin

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

En fonction de ces principaux €léments du climat, en particulier la pluviométrie, le
pays est subdivisé en 3 régions climatiques principales (fig. 1.2, Laclavere, 1993) :

—- la zone soudanienne ou Sud-soudanienne : elle couvre le Sud et Sud-ouest du
pays et est délimitée au Nord par I'isohy2te 900 mm. C'est donc la partie la plus arrosée
et 1a plus humide du pays avec des pluviométries > 900 mm/an.

— la zone soudano-sah€lienne ou Nord-soudanienne : elle se situe entre les
isohyetes 900 et 600 mm et occupe Ja moitié de la superficie du pays. La saison des
pluies est de 4 2 5 mois.

— 1a zone sahélienne : région la plus séche du pays, elle couvre environ 25% du
territoire et est limitée au Sud par l'isohyete 600 mm. La saison séche y est la plus longue
(8-9 mois ou plus) et les pluviométries pouvant descendre en dessous de 150 mm
(Laclavére, 1993).

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 & principaux types de sols caractérisés
par les matériaux qui les constituent. Les plus dominants sont :

— les sols ferrugineux tropicaux peu lessivés et lessivés sur matériau sableux,
sablo-argileux ou argilo-sableux couvrant environ la moitié du pays avec de faibles
teneurs en potassium, calcium et phosphore,

— les sols peu évolués d'érosion sur matériau gravillonnaire qui s'étendent
essentiellement au centre et & l'est et sont également pauvres en éléments nutritifs
principaux,

— les sols hydromorphes minéraux & pseudogley sur matériau 2 texture vanée
caractérisés par un exces d'eau temporaire ; ils ont une potentialité chimique moyenne.
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1.1.3. La végétation et la flore

[.e pays appartient 2 la vaste région phytogéographique soudano-zambézienne de
I'Afrique qui s'étend du Sénégal a I'Ouest a la Namibie au Sud en passant par la Somalie
(Lactavere, 1993).

La végétation est caractérisée par la prédominance de formations mixtes ligneuses et
herbacées a couvert peu fermé (steppes, savanes, foréts claires). Les formations végétales
naturelles occupent 60% du territoire (FAO, 1987). On rencontre au Sud des foréts
galeries (1%) et des foréts claires (1%), au Nord des brousses tigrées (1%) et la steppe
(4%) et enfin des savanes arborées et arbustives (53%) dans le reste du pays.

Le facteur déterminant pour le couvert végétal est la pluviosité effective liée a la
topographie. Ainsi du Nord au Sud, le pays a ét€ découpé en deux domaines
phytogéographiques, sahélien au Nord et soudanien au Sud (fig. 1.3) eux mémes divisés
en secteurs et districts (Guinko, 1984).

1.1.3.1. Le domaine phytogéographique sahélien

11 se situe sous le climat sahélien. La formation végétale caractéristique est la steppe a
herbes annuelles 2 la steppe arborée et/ou arbustive et la brousse tigrée du Nord au Sud.
On y rencontre quelques foréts ripicoles dans les dépressions. Ce domaine se subdivise
en deux secteurs.

Le secteur sahélien strict : Siwé au Nord du 148m€ parallgle, il est dominé par les
especes sahariennes et sahéliennes typiques telles que Acacia spp., Lepradenia
pyrotechnica, le palmier doum Hyphaene thebaica et les graminées, Aristida spp. et

Cenchrus spp.

Le secteur subsahélien : Ce secteur sétend entre Je 1380€ et le 148M€ parallle. La
steppe arbustive fait progressivement place a la steppe arbor€e ‘vers le Sud. Les especes
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 balsamifera et
Pterocarpus lucens. Les quelgues rares foréts ripicoles sont dominées par Anogeissus
leiocarpus, Mitragyna inermis, Acacia erytrocalyx et Acacia seyal. Les brousses tigrées
sont A prédominance d'Acacia macrostachya et Combretum spp.
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1.1.3.2. Le domaine phytogéographique soudanien

Il est régi par le climat soudanien et soudano-sahélien. Comparé au domaine précédent, la
végétation apparait plus dense et hétérogene constituée d'une mosaique de formations
primaires (foréts galeries, foréts claires, savanes, prairies) et secondaires (savanes
boisées, arborées ou arbustives).

Ce domaine est divisé en deux secteurs séparés par I'isohyéte 1000 mm, le secteur
Nord-soudanien et le secteur Sud-soudanien.

Le secteur Nord-soudanien : Situé entre les isohyetes 750 et 1000 mm, ce secteur
correspond a la partie la plus peuplée et par conséquent la plus cultivée du pays. Les
formations secondaires, en raison de l'action de 'homme et du feu y prédominent. La
végétation a l'allure de paysages agricoles ol dominent les parcs agro-forestiers avec les
especes A usages muluples, Parkia biglobosa (Nér€), Lannea microcarpa (raisinier),
Adansonia digitata (baobab), Tamarindus indica (tamarinier) et Faidherbia (Acacia)
albida. Des foréts galeries de plus en plus larges vers le Sud sont rencontrées. Des bois
sacrés (llots de foréts séches) protégés du feu et des abattages existent a proximité des
villages.

Le secteur Sud-soudanien : Avec une pluvioméirie de 1000 & 1400 mm, ce secteur
est caractérisé par des savanes boisées, des foréts claires et des galeries forestiéres
constituées d'espaces guinéennes sempervirentes. Dans beaucoup de foréts claires
domine l'espece Anogeissus leiocarpus avec d'autres especes telles que Pterocarpus
erinaceus, Burkea africana, Afzelia africana, Albizia chevalieri et surtout Isoberlinia doka
et Detarium microcarpum. La présence de l'espéce Isoberlinia doka en peuplements
monospécifiques ou associ€ a Isoberlinia dalziellii caracténise également ce secteur.

On distingue de 1'Ouest a I'Est les facies suivants :

— le district Ouest-Volta Noire : L'abondance des eaux de surface entraine la
présence de larges galeries forestires A especes guinéennes : Antiaris africana,
Chlorophora excelsa, Dialium guineense, Rauwolfia vomitora et Voacanga africana.

— le district Est-Volia Noire : Relativement moins riche que le précédent en
espece, ce district se caractérise par une moindre abondance des eaux de surface. Les
especes ripicoles rencontrées sont : Cola launifolia, Pierocarpus santalinoides, Elaeis
guineensis (palmier 2 huile), Manilkara multinervis.
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— le distnict de la Pendjari : Galeries forestiéres dominées par Borassus
aethiopicum (rhonier) associée ou non 2 Khaya senegalensis (cailcédrat), Daniellia oliveri
et Anogeissus leiocarpus.

— le district de la Comoé : H est situé a I'exir@me Sud-Ouest, dans la partie la plus
humide du pays et par conséquent la plus boisée avec quelques foréts classées. Le rhonier
y est répandu en particulier dans les champs.

Du point de vue floristique, le Burkina Faso compte de nos jours environ 1054
espéces dont une centaine introduites par 'homme (Kessler et Geerling, 1994). Les
légumineuses sont taxonomiquement dominantes avec 60 genres (sur un total de 500) et
178 especes.

1.2. Pourquoi s'intéresser a A. africana ?

Pendant longtemps, la politique forestiere au Burkina Faso comme dans beaucoup
d'autres pays soudano-sahéliens a consisté & la protection stricte du domaine classé de
I'état (390 500 ha de parcs nationaux, 2 545 500 ha de réserves faunistiques et §80 000
ha de foréts classées) et trés peu de programmes ont été élaborés en faveur de la
production foresti¢re. Récemment est née la nécessité de reboiser face 2 1'ampleur des
phénomenes de dégradation de l'écosysteme naturel li€s aux conditions climatiques
défavorables et 2 la pression des facteurs anthropiques. En effet, sous l'action conjuguée
des défrichements, du surpaturage, des feux de brousse, de la sécheresse, de pathologies
diverses et de la dégradation des sols, certaines espéces ont disparu du territoire
Burkinabé (Plan stratégique de la recherche, 1997). Cependant, faute de connaissance
suffisantes sur la sylviculture des especes locales et la faible productivité de celles-ci, les
premiers reboisements ont reposé essentiellement sur des especes exotiques (Eucalyprus
camaldulensis, Cassia siamea, Gmelina arborea, Prosopis juliflora, Azadirachta

indica...).

Ces espeéces exotiques ont permis de remplir certaines fonctions des formations
naturelles disparues (bois de feu, bois d'ocuvre et de service, ombrage, lutte contre
I'érosion et l'amélioration de la fertilit€ des sols), mais les populations ont toujours eu
recours aux espéces locales pour des biens et services nécessaires a leur survie
(alimentation, fourrage, médecine et pharmacopée traditionnelles et fonctions
socioculturelles). Par conséquent, il est nécessaire de conjuguer les objectifs de lutte
contre la désertification et la dégradation des écosystemes avec les besoins des
populations. A cet effet, des espéces locales sont de plus en plus utilisées dans les
reboisements au Burkina Faso (Tamarindus indica, Parkia biglobosa, Butyrospermum

10
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parkii, Khaya senegalensis, Adansonia digitata) et différents projets s'occupent de
l'arnénagement des formations naturelles avec la participation des populations riveraines.
Aussi beaucoup d'autres espeéces ont été retenues en fonction de leur degré d'utilisation
(Plan stratégique de le recherche, 1997) pour des programmes de recherche visant a
connaitre et préserver la diversité génétique de ces espéces, & maitriser leur biologie et 2
améliorer leur productivité.

Si Afzelia africana ne figure pas parmi les 16 premiéres espéces retenues, elle reste
cependant une espece de grand intérét économique appréciée par les paysans et tres
exploitée pour le bois d'oeuvre et de service, les feuilles comme fourrage et I'alimentation
dans certaines régions. Les premieres tentatives de plantations forestiéres dans les
champs menées par 'ICRAF (Centre Intermational pour la Recherche en Agroforesteric)
au Burkina Faso ont échoué. Les plantations effectuées en forét en 1995 par le projet
BKF93/(003 d'aménagement des foréts n'ont matheureusement pas fait I'objet d'un suivi
scientifique.

Ainsi dans le cadre des acuvités de recherche de notre laboratoire {(Laboratoire de
Microbiotogie Forestiere, INERA/DPF) sur les symbioses racinaires des plantes et en
particulier ]a symbiose ectomycorhizienne, A. africana a retenu notre atention.

1.3. La symbiose mycorhizienne

La symbiose mycorhizienne est une association a bénéfice réciproque entre certains
champignons et les racines des plantes. L'organe mixte appelé mycorhize est constitué de
tissus du champignon et de la plante-hGte. C'est une association presque univesselle chez
les plantes terrestres. Deux principaux types d'associations mycorhiziennes ont été décrits
en fonction de leurs caractéristiques morphologiques et anatomiques :

1. les endomycorhizes, dans ce type d'association, le champignon pénétre a
I'intérieur des cellules corticales de la plante-hdte et y forme des arbuscules au niveau
desquels s'effectuent Jes échanges entre la plante-hote et Je champignon et des arbuscules
et vésicules (organes de stockage). Cette association, non visible a I'oeil nu, est due a des
champignons mycorhiziens stricts non cultivables en culture pure en )'absence de Ihote.

2. les ectomycorhizes, le mycélium du champignon entoure la racine de 1'hdwe pour
former le manteau, visible A l'oeil nu, & partir duquel des hyphes péneétrent entre les
cellules corticales de 1'ndte et forment ce que 'on appelle le réseau de Harug. Les
champignons impliqués sont des Basidiomycétes et des Ascomycetes et sont cultivables

en l'absence de leur hote.

1}
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Dans tous les cas, des hyphes externes partent des racines "infectées", explorent
des volumes importants de sol environnant les racines et prélevent des €léments minéraux
indispensables 2 la croissance de la plante-hdte. En retour, grice 4 la photosyntheése, la
plante fournit au champignon les substances carbonées nécessaires pour sa croissance et
son développement.

Environ 80% des végétaux terrestres, notarnment 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'especes connues dans le monde (Malloch er al, 1980) ; en
revanche les especes ectomycerhiziennes sont esumées a plus de 5000. Il existe une
spécificité plus importante des champignons ectomycorhiziens vis-a-vis des plantes-
hétes.

1.4. La symbiose ectomycorhizienne en zone tropicale

La plupart des arbres des for€ts boréales. tempérées et montagneuses sont
ectomycorhiziens (Harley, 1984). Environ 90% des arbres en zone tempérée sont
ectomycorhizés (Le Tacon et al, 1991). Par contre, en zone tropicale domine 1'agsociation
endomycorhizienne chez la majorité des arbres forestiers, fruitiers et chez les plantes
cultivées. Ainsi, plusieurs auteurs ont révé€l€ une proportion importante d'especes
endomycorhiziennes dans les foréts tropicales. Sur 62 espéces examinées dans les foréts
de Sri Lanka, de Alwis et Abeynayake (1980) ont dénombsé S espéces a ectomycorhizes
(essentiellement des Dipterocarpaceae), 4 espéces non mycorhiziennes et 53 2
endomycorhizes ; de méme au Nigeria, Redhead (1968) signale 4 espéces
ectomycorhiziennes et 44 endomycorhiziennes sur un total de 51 especes locales
examinées. En Tanzanie, 6 espéces eciomycorhiziennes et une & ectendomycorhizes ont
é16 recensées sur 47 dont 40 endomycorhiziennes (Hogberg, 1982). Dans la forét
tropicale humide de la Guyane Francaise, Béreau et Garbaye (1994) n'ont observé
aucune ectomycorhize sur 21 espeéces examinées. Des observations similaizes ont été
faites un peu partout dans les foréts tropicales (Thapar et Khan, 1973 ; Tupas et Sajise,
1976 ; Hogberg et Nylund, 1981 ; Hogberg, 1982 ; Kasha er al, 1990). De ces
observations, il ressort que les ectomycorhizes sont présentes essentiellement chez les
Dipterocarpaceae, les Myrtaceae (Eucalypius, Melaleuca, Syzygium), les Casuarinaceae
(Casurina, Allocasuarina), les Mimosaceae (Acacias australiens) et les Caesalpinioideae
(Afzelia, Isoberlinia, Tetraberlinia, ...).
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En Afrique tropicale, le nombre d'espéces forestiéres 4 ectomycorhizes est estimé
de nos jours a 67 (Ba et Duponnois, 1998) réparti en 18 genres dont essentiellement des
Caesalpinioideae (tribu des Amherstieae). Des inventaires mycologiques indiquent qu'il
existe €galement une grande diversité de champignons ectomycorhiziens vis-avis de ces
arbres (Buyck et al, 1996). Par exemple, en Afrique de 1'Quest (Burkina Faso, Guinee,
Sénégal) au moins 85 especes fongiques ont été repertoriées parmi lesquelles 7 ont
montré une aptitude A l'ectomycorhization (Thoen et B4, 1989 ; Thoen et Ducousso, 1989
; B et Thoen, 1990 ; Sanon er al. 1997). Ce nombre est probablement sous estimé
puisque 43 especes ont €ié inventoriées sous seulement Afzelia africana et Uapaca
guineensis au Sénégal (Ba, 1990). Comme en zone empérée, certaines espéces a
ectomycorhizes signalées en Afrique tropicale sont de grand intérét économique et
écologique et pour cela sont utilisées dans les reboisements et les programmes
d'aménagement. Nous pouvons citer entre autres les especes du genre Afzelia et
Brachystegia (Ba, 1990 ; Munyaziza et Kuyper, 1994 ; Ahouangonou, 1997 ; Onana,
1698).

1.5. Mycorhization controlée et sélection de champignons

efficients

Il est bien établi que la symbiose ectomycorhizienne joue un role trés important dans
I'écologie et la biologie des plantes-hdtes par I'amélioration de leur croissance et leur
nutrition minérale {Smith et Read, 1997). Elle confére aux plantes mycorhizées une
protection phytosanitaire des racines (Perin, 1991) et une résistance a la crise de
transplantation (Garbaye, 1990). Cette amélioration de la producf.ion végétale de I'hdte a
été mise en évidence expérimentalement grice a 1a mycorhization controlée qui consiste 2
introduire en pépiniére des souches fongiques sélectionnées et a évaluer leur effet sur la
croissance de 1'hdte (Le Tacon, 1982 ; Le Tacon et Bouchard, 1986 ; Garbaye ez al, 1988
. Yazid er al, 1994). Ainsi dans certains pays tempérés tels que la France, 1'Espagne, les
Etats Unis, des plantations ont éié effectuées avec des plants inoculés a l'aide de souches
fongiques sélectionnées (Marx et Cordell, 1988 ; Garbaye et Wihlem, 1984 ; Garbaye.
1990 ; Le Tacon et al, 1988, 1992 ; Garbaye et Churin, 1998). L'analyse des populations
fongiques quelques années apres plantation a révél€ la persistance et la compétitivité de
certaines souches introduites (Villeneuve er al, 1991 ; Di Bauista, 1997 ; Sélosse et al,
1998a).

En zone tropicale, en particulier en Afrique, J'échec des premiéres tentatives
d'introduction de Pins a révélé I'importance de la symbiose ectomycorhizienne. Les
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premiéres plantations de Pins en Afrique tropicale (Pinus radiata au Kenya, Pinus
oocarpa et P. khasya au Nigena) (Mikola, 1970) doivent leur succés 4 l'inoculation des
plants a l'aide d'humus 1ssu de plantations précédentes ou de spores de symbiote
fongique. Néanmoins, les premiers auteurs qui se sont intéressés a la mycorhization des
especes des foréts tropicales d'Afrique ont essentiellement décrit le statut mycorhizien de
celles-ci (Peyronnel et Fassi, 1960 ; Fassi et Fontana, 1962 ; Jenik et Mensah, 1967 :
Redhead, 1968 ; Hogberg, 1982 ; Hogberg et Piearce, 1986 ; Alexander et Hogberg,
1986 ; Newberry ez al, 1988). Les symbiontes fongiques ont été quelques fois identifiés
(Heinemann, 1954, 1959, 1966 ; Heim, 1970 ; Pegler, 1977 ; Munyaziza et Kuyper,
1994 ; Buyck er al, 1996). Cependant, les isolements de mycélium en culture ont été
rarement réalisés expliquant ainsi la rareté des essais de mycorhization contrdlée des
essences locales.

Dans les foréts tropicales ol la pauvreté des sols (surtout en phosphore) constitue
un facteur limitant la production végétale, les mycorhizes doivent fortement contribuer au
maintien de leur productivité.

La nécessité s'impose donc d’identifier et de sélectionner les myco-

. symbiontes efficaces pour la croissance des plants destinés au

reboisement .

Différentes espéces de champignons peuvent s'associer a un arbre au cours de sa
croissance (Masson ez al, 1983 ; Ba et al, 1991). La sélection de souches efficientes pour
la croissance en pépiniere conceme celles capables de mycorhizer I'hdte au stade juvénile.
_ Garbaye (1990a) a défini 4 contraintes principales qui doivent €tre prises en compte lors
la sélection d'une souche performante : (i) l'aptitude a former des mycorhizes au stade
juvénile, ce qui élimine les champignons dits tardifs (Fleming ez al, 1984 ; Masson ez al,
1983) qui forment des mycorhizes au dela des premieres années de plantation, (ii) la
possibilité et 1a facilité de culture in vitro pour la production d'inoculum, (iii) l'efficacité
sur la croissance de 1'hdte dans différentes conditions écologiques et (iv) la compéutivité
vis-a-vis des autres micro-organismes en plantation. La sélection de champignons
efficients en pépiniére nécessite la prise en compte des deux premiers criteres ainsi que
l'effet de la souche sur la croissance de i'héte dans les conditions de pépiniére. Par
contre, l'efficacité des souches fongiques sur le terrain et leur compéttivit€ dépendent de
plusieurs facteurs dont les caractéristiques du site a reboiser (ancien terrain de culture, site
forestier, ...), le type de plantation (exotique ou non) et l'adaptation du champignon aux
conditions écologiques. Ainsi, 'étude de 12 persistance et de la compétitivié des souches
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introduites nécessite qu'il soit possible de les jdentifier en pépiniére et au champ a partir
de leurs différentes formes biologiques.

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

Chaque mycorhize nécessite d'étre identifiée comme une unité biologique afin de
permettre d'explorer ses différents roles sur la croissance et la survie de la plante-hdte.
Aussi, l'importance écologique et la diversité des champignons ectomycorhiziens dans un
écosysteme ont €té couramment évaluées a partir de leur fructification ou de leurs
structures sexuelles de reproduoction (Gardes et Bruns, 1996). Cependant plusieurs
facteurs €cologiques et climatiques peuvent influencer la fructification des champignons
d'une année a l'autre (pluviométrie, température, ...). La fructification est ainsi
sporadique, surtout sous climat peu humide, et nécessite une longue période
d'observation. Différents auteurs indiquent que la présence de carpophores sur un site ne
peut éire un bon indicateur de Ja diversité des champignons présents (Gibson et Deacon,
1988 ; Danielson et Pruden, 1989 ; Dahlberg, 1991 cités par Mehmann ez al, 1994).
Certains champignons présents au niveau des mycorhizes et absents sous forme de
carpophores pourraient étre ignorés. Il est donc indispensable de pouvoir identifier sans
ambiguité les champignons présents au niveau des mycorhizes. Des critéres
morphologiques et anatomiques couplés a des crittres génétiques sont de nos jours
utilisés pour I'identification des isolats fongiques & partir des mycorhizes. Cette
identification est nécessaire a 1'étude de la persistance d'une souche introduite €t a
'évaluation de la diversité génétique des champignons ectomycorhiziens en 1'absence de
fructfication.

1.6.1. Critéres morphologiques et anatomiques

Lidentification des champignons ectomycorhiziens a d'abord été basée sur les caractéres
macroscopiques des carpophores (taille, forme) et des mycorhizes (grosseur, forme,
couleur et aspect) (Agerer, 1987). Les caracténstiques morphologiques des spores ont
ensuite été prises en compte, puis certains chercheurs ont considéré 1'anatomie des
différentes parties des carpophores €1 aussi des mycorhizes.

Ainsi Dominik (1969) a éiablit une classification des mycorhizes en 12 sous-types
subdivisé chacun en 8 genres en fonction des caractéristiques macroscopiques et
microscopiques de Ja mycorhize et du manteau (couleur, forme, texture et structure du
manteau). Cette classification s'est avérée insuffisante puisqu'elle ne prend pas en compte
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la plante-héte et l'espéce fongique. De plus, un genre peut regrouper plusieurs
ectomycorhizes différentes. La classification de Zak (1969, 1973) définit des critéres
applicables a plusieurs espéces avec une description détaillée des 2 partenaires.
L'utilisation de ces critéres (une dizaine) nécessite I'isolement du champignon en culture
pure et la comparaison avec des souches de référence, la synthése mycorhizienne en
conditions contrélées, I'établissement de lien entre les hyphes des rhizomorphes et des
carpophores et la comparaison entre le mycélium & la base du carpophore et les
mycorhizes sous-jacentes. Outre I'énorme investissement en temps, I'aspect sporadique
des fructifications limitent l'efficacité de ces critéres & I'identification, en particulier, des
especes fongiques pour lesquelles il n'est pas connu de fructifications.

Voiry (1981) a également définit des critéres morphologiques et anatomiques a la
classification des mycorhizes du chéne et du hétre. Les cnitéres de Agerer (1995) sont
assez compiexes et leur utilisation n'est pas aisée pour les non spécialistes. De plus ils
sont limités a certaines espéces mycorhiziennes bien connues.

Les différentes classifications anatomo-morphologiques sont efficaces a
I'identification des champignons formant des mycorhizes typiques (Cenococcum
geophilum). Elles restent cependant insuffisantes 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 Suillus
difficiles a identifier en l'absence de carpophores), d'espéces (mycorhizes du genre
Laccearia) et d'isolats (mycorhizes de Sclérodermes) différents rendent plus difficile
'utilisation de ces critéres. Des essais de mycorhization contrélée ont pourtant mis en
évidence une variabilité inter- et intra-spécifique des propriétés mycorhizogénes de
différents champignons (Theodorou et Bowen, 1970 ; Le Tacon et a/, 1991 ; Thomson
et al, 1994 ; Dell et Malajczuck, 1997).

1l s'avére donc indispensable de pouvoir identifier au niveau intra-spécifique les
souches fongiques sélectionnées et introduites en pépiniére pour un suivi rigoureux en
plantation.

Ces derniéres années, différentes techniques biochimiques et/ou moléculaires ont
été développées pour permettre un examen efficace de la diversité génétique des
symbiontes fongiques, identifier les souches fongiques a partir des mycorhizes et suivre
la compétitivité des souches introduites au champ. Parmi ces techniques, l'analyse de
'ADN est désormais la plus utilisée.

16



NSL NSH
IGS2

17S rDNA 5.85

25SrDNA 5S rDNA 17S rDNA

» N
1.0 kbp ' L.

e

Figure 1.4. Structure de I'ADN ribosomal el siles d‘:i'ppariemenl de différentes amorces



Analyse bibliographiyue

1.6.2, Critéres moléculaires

Des techniques biochimiques et moléculaires (immunologie, isoenzyme, analyse des
polypeptides, analyse de I'ADN génomique) ont €té utilisées pour l'identification et pour
I'étude de la diversité génétique de populations fongiques & partir de leurs différentes
formes biologiques (carpophores, mycélium et mycorhizes) (Henrion, 1995). D'énormes
progrés ainsi ont été réalisés dans l'étude de la diversité génétique de champignons
mycorhiziens et l'identification du symbiote impliqué dans les mycorhizes (Gardes et
Bruns, 1997 ; Mehmann et al, 1995 ; Henrion ef al, 1994). Les études ont d'abord porté
sur le polymorphisme de 'ADN total digéré par différentes endonucléases et hybridé &
des sondes ribosomales. La comparaison des profils dhybridation a permis de
différencier des espéces et des isolats fongiques au sein d'une espéce (Armstrong, 1989 ;
Martin e af, 1991). Toutefois son utilisation nécessite des précautions particulieres
relatives aux produits radioactifs. La mise au point de la technique de PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Saiki e al, 1988) a permis dans de nombreux domaines de s'affranchir
du clonage et l‘utilisation de sondes radiomarquées (Haras et Amoros, 1994). C'est une
technique qui permet d'augmenter de fagon exponentielle le nombre de copie d'un
segment d'ADN & partir d'un échantillon contenant des traces d'ADN génomique. Le
principe est basé sur l'utilisation d'amorces nucléotidiques spécifiques, construites a
partir des séquences conservées de I'ADN, et le fonctionnement cyclique d'une ADN
polymérase thermo-résistante.

Face a l'insuffisance des crit¢res anatomo-morphologiques d'identification intra- et
méme interspécifique de champignons ectomycorhiziens en particulier a partir de
mycorhizes, la technique de PCR a été beaucoup utilisée pour l¢tude de la diversité
génétique de populations fongiques et au suivi de champignons introduits en pépiniére
et au champ (Gardes ef al, 1991a, b ; Gandeboeuf et al, 1995 ; Di Battista et a/, 1996 ;
Gardes et Bruns, 1996 ; Dahlberg et af, 1997 ; Gryta et al, 1997 ; Horton et Bruns, 1998
: Selosse et al, 1998). Au cours de ces études, différentes parties du génome ont été
utilisées comme cibles :

— I'ADN ribosomal nucléaire : les ADN ribosomaux (ADNr) ont été trés utilisés
pour I'€tude des relations phylogénétique et systématique chez les champignons. Les
séquences codant les ARN ribosomaux sont présentes en plusieurs copies et leur
structure répélée en tandem est connue chez beaucoup d'organismes dont les
champignons (Kochel et Kuntzel, 1982). L'analyse des séquences répétées ribosomiques
met en évidence des régions intergéniques variables (I'Espaceur Interne Transcrit, ITS et
I'Espaceur Intergénique, IGS) et des régions & séquences trés conservées (fig. 1.4)
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codant les ARN 17s, 5,8s, 25s, et Ss pouvant servir comme amorces universelles (White
et al, 1991 ; Henrion et al, 1992 ; Gardes et Bruns, 1993).

— I'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-unités des ADNr mitochondriaux ont été utilisées par certains auteurs pour
différencier des espéces fongiques (Gardes ef al, 1991 ; Tagliavini et al, 1994 ; Gardes
et al, 1995 ; Bruns et al, 1998).

Des amorces nucléotidiques ont €té construites a partir des régions conservées de
I'ADNr nucléaire et mitochondrial pour permetire |'amplification des régions
spécifiques. Le couple d'amorces ITS1/1TS4 est utilisé pour amplifier la région ITS et
I'IGS1 est amplifié a F'aide des amorces SSA et CNL12. La petite et la grande sous-
unités de 'ADNr-mitochondrial sont respectivement amplifiées par les amorces MS] et
MS2 (Tagliavini ef al, 1994) et ML7 et ML8 (Gardes et al, 1995).

Il a été possible de différencier des espéces et/ou des isolats fongiques apres
électrophorése et analyse de la longueur des fragments des différentes régions
amplifiées (Henrion er al, 1992). Mais trés souvent c'est I'analyse de la longueur des
fragments de restrictions (RFLP), générés par la digestion de ces régions avec
différentes endonucléases, qui permet de différencier des espéces et des isolats de
champignons ectomycorhiziens (Gardes et al, 1991 ; Gardes et Bruns, 1993 ; Gardes et
Bruns, 1996 ; Karen et al, 1997 ; Dahlberg et al, 1997 ; Gryta et al, 1998 ; Selosse e al,
1998a ; Bruns et al, 1998).

La séquence nucléotidique des régions ITS et IGS déterminée par séquengage
permet d'estimer les pourcentages de similarité et d'établir des relations phylogénétiques
entre especes et isolats de champignons ectomycorhiziens (Anderson er al, 1998 ;
Martin ef al, 1998).

— PADN total : la RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), ou
ampliﬁcation- aléatoire de segments d'ADN, a l'aide d'une seule amorce
oligonucléotidique courte est également basée sur la technique de ta PCR. Elle permet
d'accéder au polymorphisme de larges portions du génome. C'est une technique a grande
résolution pour I'étude de la variabilité intraspécifique et permet de différencier des
individus génétiquement trés proches (De la Bastide, 1994 ; Selosse er al, 1998b). Elle a
¢té employée pour I'étude de la distribution spatio-temporelle et de la persistance des
populations de Laccaria bicolor en plantations (De la Bastide er al, 1994 ; Selosse et al,
1998b) et aussi pour l'identification des espéces du genre Tuber (Gandeboeuf ef al,
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1994). Elle est sujette & des problémes de reproductibilité et nécessite des répétitions et
l'utilisation de plus d'une amorce pour un matériel donné (Welsh et McClelland, 1990
cités par Trappe et Jumpponen,1994). Toutefois, ['utilisation de températures
d'hybridation des amorces élevées (50°C) permet d'éviter ces problémes (Selosse et al,
1998b).

Grace & la possibilité d'extraire et d'amplifier 'ADN de champignons 2 partir de
leur différentes formes biologiques, la PCR permet ainsi d'étudier assez rapidement la
diversité génétique des communautés et des populations de champignons mycorhiziens
d'un écosystéme et de suivre rigoureusement, par utilisation de marqueur spécifique, la
persistance d'une souche introduite en pépiniére et en plantation.

Notre projet de recherche de thése visait 4 :

1. estimer }a diversité des champignons ectomycorhiziens associés a différentes
plantes-hétes au Burkina Faso,

2. étudier, en particulier, la diversité intra- interspécifique des Sclérodermes,
3. identifier tes symbiotes d'4. africana élevé en pépiniére.

Afin datteindre ces objectifs, j'ai ¢é1¢ amené a développer une gamme de
méthodologies  d'identification complémentaires basées sur (i) des critéres
morphologiques  (carpophores, mycorhizes), (ii) anatomiques et structurales
{mycorhizes) et (iif) moléculaires (mycorhizes, mycélium).

i)






Chapitre I1.

Inventaire des champignons ectomycorhiziens
associés a A. africana et d'autres espéces

ectomycorhiziennes dans les foréts du Sud-Ouest
du Burkina Faso.
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2.1. Introduction

En zone tropicale, en particulier en Afrique, les inventaires de champignons
ectomycorhiziens associ€s aux especes locales sont peu abondants. Les différents travaux
ont surtout €t€ orientés sur le statut endo- ou ectomycorhizien de ces especes (Fassi et
Fontana, 1962 ; Jenik et Mensah, 1967, Redhead, 1968 ; Hogberg et Nylund, 1981 ;
Newbery er al, 1988 ; Khasa ez al, 1990 ; Ivory er al, 1994). Quelques auteurs ont
cependant identifi€ des champignons symbiotiques des especes telles que Afzelia
africana, A. bracteata, Uapaca guineensis, U. chevaleri, Anthonota crassifolia,
Gilbertiodendron sp et Brachystegia eurycoma (Redhead, 1968 ; Thoen et B4, 1989 ;
Thoen et Ducousso, 1989, Mikola, 1970 cité par B3, 1990 ; Ba, 1990). En effet, au
- Sénégal, 43 especes fongiques ont €€ récoltées sous A. africana et U. guineensis (B4,
1990) ; Thoen et Ducousso (1989) ont récolté une trentaine d'espéces sous 6 essences
(A. africana, A. bracteata, U. guineensis, U. chevaleri et Anthonota crassifolia) des
foréts du Fouta-Djalon. Dans les foréts congolaises des Bolets et des Lactaires ont été
signalés sous Gilbertiodendron sp (Mikola, 1970 cité par B4, 1990). Des Inocybes ont
également €t€ observés sous des jeunes plants d'A. bella au Nigeria (Redhead, 1968).
Excepté ce demier cas, la plupart des inventaires ont €té effectués au sein de peuplements
adultes. Pourtant, la diversité des champignons mycorhiziens associ€s & une espece
résulte de la succession de différents champignons au cours du temps (Last er al, 1983 ;
Masson er al, 1983 ; Fleming et al, 1985 ; Dighton et Masson, 1985 ; Bd er al, 1991 ; B2
et al, 1994). Les champignons qui s'installent en premier sont les pionniers souvent
appelés précoces et ceux apparaissant plus tard dans les peuplements dgés 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 associ€s a des pieds adultes.

Lorsque les jeunes plants sont élevés en pépiniere sur des sols issus des
plantations, seuls les champignons précoces forment des mycorhizes (Fleming, 1983).
Cette pratique présente ainsi le double avantage de permettre de piéger et d'identifier les
champignons précoces importants pour le choix des souches destinées 2 la mycochization
contrdtée (Garbaye, 1986) et aussi de disposer de matériel pour caractériser les
mycorhizes et isoler les champignons impliqués (Ba, 1990). Néanmoins certains
champignons comme Laccaria spp. et Pisolithus spp. présents ou introduits au niveau des
pépiniéres sont capables de se maintenir aprés plantation (Dighton et Masson, 1985,
Villeneuve et al, 1991 : Selosse et al, 1998 ; Dell et Malajczuck, 1997). Ce pourrait e
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Figure 2.1a. Schéma de différents
organes d 'Afzelia africana. }, houpier
2, tronc avec contrefort ; 3, feuille ;

4, inflorescence ; 5, bouton floral ; 6,
fleur ; 7, gousse contenant des graines
8, graine. (Evy, 1995).

Figure 2,1b.  Schéma

(Aubréville, 1959).

différents organes d ’'Isoberlinia
doka. 1, feuille ; 2, stipules ; 3
inflorescence ; 4, fleur ; 5, fruits ;
6, fruit désséché enroulé ; 7, fruit
(face dorsale) ; 8, insertion des
petiolules : 9, graines.
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le cas des Sclérodermes récoltés sous des pieds adultes et capables de former des
mycorhizes sur A. africana en conditions semi-contrlées et en pépiniere. C'est pourquoi,
nous nous sommes particulitrement intéressés aux Sclérodermes présents au Sud-Ouest
+ du Burkina.

Afin d'explorer la diversité des champignons ectomycorhiziens présents dans les
foréts du Sud-Ouest du Burkina Faso, nous nous sorames également intéressés au
cortege fongique de 5 autres essences forestieres ectomycorhiziennes : Isoberlinia doka,
L. dalziellii, Monotes kerstingii, Uapaca guineensis et U. somon.

Aingl, dans ce chapitre, notre approche a consisté a :

1. faire un inventaire des champignons ectomycorhiziens dans les savanes arborées
el foréts claires du Sud-Ouest du Burkina Faso ; a l'issue de cet inventaire, il est apparu
que différentes especes morphologiques de Sclérodermes, Scleroderma verrucosum, S.
dictyosporum, Scleroderma spl, et Scleroderma sp2 étaient particuliérernent abondanies.

2. isoler le mycélium végétatif des différentes especes de Sclérodermes et tester
leur infectivité sur A. africana en condition semi-axénique.

2.2. Matériels et méthodes

2.2.1. Matériel végétal : description botanique des especes

Les caractéristiques botaniques des six especes d'arbres ecltomycorhiziens que nous
avons étudiées sont les suivantes

* Afzelia africana
Famille : Leguminosae
Sous-Famille : Caesalpinioideae
Genre : Afzelia
Espece : africana Sm.
Nom commun : Linké

Arbre de 10 2 35 m 2 fit assez droit muni de contreforts hauts de 1 2 1,5 m. Le
feuillage dense est d'un vert brillant. Les feuilles sont composées, pari-pennées et
alternes avec 3 & S paires de folioles oppbsées. Les fleurs, en racémes terminaux longs de
10 2 15 cm, sont trés odoriférantes. Les fruits sont des gousses ligneuses et €paisses
contenant une graine 2 arille rouge ou orange par loge (fig. 2.1a).
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Figure 2.1c. Schéma de différents organes
de Monotes kerstingii. 1, feuilles et
inflorescence ; 2, base du limbe ; 3, fruit ;
4, coupe transversale

de fruit, (Aubréville, 1959).

Figure 2.1d. Schéma de différents organes
de Uapaca guineensis. 1, feuille ; 2,
inflorescence male ; 3, fleur male et
rudiment d ’ovaire ; 4, fruit ; 5, graine.
(Aubréville, 1959),
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» Isoberlinia doka
Famille : Leguminosae
Sous Famille : Caesalpinioideae
Genre : Isoberlinia
Espéce : doka Craib. & Stapf.

Arbre de 10 2 20 m de haut vivant en groupes. Les feuilles sont composées de 2 2 4
paires de folioles opposées conaces et toujours présentes. Les fleurs sont blanches,
subsessiles en grands panicules dressés de 10 a 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 sont aplaties et de couleur brune a maturité lorsque la gousse éclate
(fig. 2.1b).

* Isoberlinia dalziellii
Famille : Leguminosae
Sous-Famille : Caesalpinioideae
Genre : Isoberlinia
Espece : dalziellii Craib. & Stapf.

Espece généralement confondue a /. doka, elle en différe par la présence de grandes
stipules caduques a la base du pétiole, des feuilles un peu plus larges et moins brillantes
surtout la face inféneure qui est légérement pubescente. Elle posséde des gousses plus
larges et €galement pubescentes.

* Monotes kerstingii
Famille : Dipterocarpaceae
Genre : Monotes
Espece : kerstingii Gilg.

Seule espece de cette famille présente en Afrique de 1'Ouest, elle présente des
individus de petite iaille (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 tres durs de 1,5 cm de diamétre. [Is sont entourés de 5 ailes rougedtres
dérivés du calice et constitués de 3 loges renfermant trois graines (fig. 2.1¢).
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* Uapaca guineensis
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Uapaca
Espece : guineensis Mull. & Arg.

C'est une espece dioique trés répandue dans les zones forestiéres, 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 étroitement
cunéiformes en général sont groupées en touffes dressées terminales. Le limbe atteint 25
cm de long et 12 cm de large et les pétioles mesurent 3 2 8 cm de long. Les fleurs males
sont petites (5-6,5 mm de diametze) et les ovaires glanduleux. Les fruits sont petits et
globuleux (2 cm de diamétre) et contiennent 3 & 4 graines elliptiques de 1,523 1,7 cm de
long et 12 1,2 cm de large (fig. 2.1d).

» Uapaca somon
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Uapaca
Espéce : somon Aubr. & Léan.

Espéce des savanes arborées et des plateaux trés secs, elle se rencontre
indifféremment le long des galeries forestiéres. Elle différe de U. guineensis par sa taille
plus petite et 'absence de racines échasses. Les feuilles sont également de petite taille et
les fruits sont 1égeérement pubescents.

) \
2.2.2. Description des sites expérimentaux

En 1992, une prospection réalisée en collaboration avec le Département de Botanique de
I'IRBET avait permis d'identifier 13 sites ou sont représentées les six especes
ectomycorhiziennes ci-dessus citées (paragraphe 2.2.1.). Ces sites sont situés au Sud-
Ouest du Burkina Faso (entre les latitudes 9°45" et 12°15 et les longitudes 3°10" et 5°25")
dans le domaine phytogéographique soudanien et plus précisément dans le district Quest
Volta-noire et celui de la Comoé (cf. fig. 1.3). Ils s'étendent sur 3 provinces
administratives, les provinces du Houet, du Kénédougou et de la Comoé qui sont les
mieux arrosées du pays. Ces provinces sont caractérisées de nos jours par une
pluviométrie de 900 2 1000 mm/an du Nord au Sud et par une saison pluvieuse de 6 27
mois. Cette pluviométrie est assez mal répartie dans l'espace et dans le temps avec un

24



Pluviométrle (mm/an)

O Comoé

Houet

B Kénédougou

Figure 2.2. Pluviométrie moyenne annuelle sur 10 ans (1987-1996)
des trois provinces couvrant les sites expérimentaux

Tableau 2.1. Quelques caractéristiques physico-chimiques des sols (0-20 cm) des différents sites

Sites H i m v v VI Vi VIII X X X1 X1
Argile (%) 7.8 9.8 7.8 1.9 5.8 176 5.8 17.6 215 235 58 11,3
Limon (%) 176 11,7 274 11,7 1.7 176 11,7 352 254 233 11,7 137
Sable (%) 745 784 64,7 862 823 64,7 823 470 529 529 823 IS
pH H20) 7.0 58 6.5 6,9 6,2 6.5 5,6 6,6 5.4 5,0 6,1 6,20
pH (KC1) 5.9 4.4 5.3 5.5 4,8 3.5 48 5. 4,3 3,6 4.5 4,67
C otal (%) 1.5 0.6 1,1 0,3 c.8 1,3 0,6 1,6 2,0 L1 0,5 0,42
N total (%) 0.2 0,04 007 001 €07 010 005 0,1} 0,10 007 0,02 0,03
Matiére organique

totale (%) 2.7 L1 1.9 0,6 1.4 2.3 byl 2,7 34 1.9 0.9 0,73
C/N 7 16 16 28 12 14 14 14 20 16 22 13
P total

(rog/g) 65 65 22 43 324 32 259 259 97 22 43 43,9
P assimilable (mg/g*) 5.5 2,2 4,9 2,7 1,2 2.4 3,0 5.2 2,6 47 12,1 0388
V (%)** 64 49 103 32 54 51 35 72 109 11 17 66

* Méthode Bray 1
** Taux de saroration



Inventaire mycologique

maximum de pluies au mois d'aoiit. La pluvioméirie moyenne annuelle sur 10 ans (1987-
1996) des trois provinces est représentée sur 1a fig. 2.2.

La végération est composée de savanes boisées, foréts claires constituées d'arbres,
d'arbustes et de graminées pérennes. Les galeries forestieres le long des cours d'eau
conservent les reliques de foréts guinéennes sempervirentes.

Les caractéristiques physico-chimiques des sols (0-20 cm de profondeur) de 12 des
13 sites expérimentaux sont présentées dans le tableau 2.1. Les sols sont essentiellement
sableux 2 sablo-limoneux et pauvres en phosphore et en matiére organique. Le pH est
neutre a Jégerement acide.

Les arbres dominants se repartissent dans les 13 sites comme suit : 4 sites dominés
par Isoberlinia spp (sites I, VIII, IX et XI0), 3 sites dominés par Uapaca guineensis (sites
III, VI et X), 2 sites dominés par Afzelia africana (site IV et VII), 2 sites dominés par
Monotes kerstingii (sites Il et V), un site dominé par Uapaca somon (site XI) et un site
dominé par Isoberlinia dalziellii ex Monotes kerstingii (site XII) (fig. 2.3 et tableau 2.2).

» Sites 4 Afzelia africana : Espéce la plus importante sur le plan économique des six
arbres, elle fut abusivement exploitée et n'existe pratiquement plus en peuplement. Elle
est rencontrée de fagon sporadique en savane, en forét claire et aussi le long des cours
d'eau. Ainsi le site IV est situé a l'entrée de la forét classée de Dindéresso (fig. 2.4). La
végétation ligneuse a quasiment disparue laissant place 4 des graminées pérennes. Op
note la préseunce de quelques régénérations naturelles (semis et rejet de souches) qui ne
résistent pashau passage des feux en saison séche. Le site VII se situe le long d'une
galerie forestiere oll Afzelia est associé a des especes ripicoles.

» Sites a Isoberlinia spp : Les 2 especes d'Isoberlinia sont essenticllement utilisées
comme bois de feu et par conséquent font I'objet de coupes fréquentes. Ce sont des
especes 2 rejet de souches et & régénération naturelle importants. Les sites retenus sont
soit une vieille jachere (site XII) avec des individus ne dépassant pas 5 a 7 m de haut ou
des sols impropres aux cultures (sites I, VII et IX) ou les arbres peuvent atteindre 10 &
15m de haut. Les sites VIII et XII sont constitués d'/soberlinia doka associés a d'autres
arbustes et surtout 2 des graminées (fig. 2.5). Au niveau des sites I et IX, les deux
especes 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. (Ml ) Chef lieu de province ( @ ) Village, ( — ) limite de province

(—— ) Limite de pays ; I, VIII, IX, XII = Isoberlinia doka & 1. dalziellii ; IV, VIl = Afzelia
africana; 111, VI, X = Uapaca guineensis ; 11, V = Monotes kerstingii ; X1 = Uapaca somon.
XI0 = Isoberlinia dalziellii & Monotes kerstingii.
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Tableau 2.2, Liste des différents sites prospeclés avec Jes plantes dominanies

Sites Plantes dominantes Sitvation géographique
(Provinces)

v Afzelia africana Houet

v Afzelia africana Kénédougou

1 Isoberlinia doka & Isoberlinia dalziellii Houet

Vi Isoberiinia doka Comoé

X Isoberlinia doka & Isoberlinia dalziellil Comoé

X Isoberlinia doka Houet

1 Uapaca guineensis Houet

V] Uapaca guineensis Comoé

X Uapaca guineensis Comoé

i Monotes kerstingii Houel

v Monotes kerstingii Comoé

X Uapaca somon Comoé

A Isoberlinia dalziellii & Monotes kerstingii Kénédougou




Figure 2.4. Afzelia africana, site IV

Figure 2.5. Isoberlinia doka, site VIII
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Figure 2.6. Monotes kerstingii, site 11

Figare 2.7, Uapaca guineensis, site T
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* Sites & Monotes kerstingii : Cette espece dont les feuilles sont utilisées en
pharmacopée traditionnelle est également trés exploitée dans la province du Houet ot if ne
restait en 1997 aucun des pieds observés sur le site (II} en 1992 (fig. 2.6). Situé sur une
colline gravillonnaire, le site V est moins exploité et M. kerstingii y est associé a d'autres
espéces mycorhiziennes et & des graminées. Contrairement aux Dipterocarpaceac de
I'Asie du Sud-Est, M. kerstingii présente une croissance tortueuse due probablement 2 la
pauvrelé du sol et au passage annuel des feux de brousse généralement tardifs.

« Sites & Uapaca guineensis : Espéce relique des foréts guinéennes, U. guineensis
est rencontrée en alignement le long des galeries forestiéres en parties inondées en aoiit.
La présence des racines échasses constitue vraisemblablement une adaptation a ces
inondations cycliques (fig. 2.7).

« Site a Uapaca somon : Bspece des platcaux secs, U. somon a été rencontrée 2
l'extrtéme Sud-Ouest du pays. Le site est temporairement inondé aprés de fortes pluies.
Sur ce site, U. somon est associée a Afzelia africana et Isoberlinia spp et d'autres espéces
non ectomycorhiziennes.

* Site & M. kerstingiiet I dalziellii - Ce site situé sur un sol argileux est dominé par
M. kerstingii et L. dalziellii. Les espéces graminéennnes y sont peu représentées.

2.2.3. Inventaire des champignons réputés ectomycorhiziens

La fructification des champignons ectomycorhiziens varie en fonction des conditions
environnementales (pluviométrie, température) et est, de ce fait, particuliérement erratique
en zone tropicale. Aussi, certains champignons fructifient une ou plusieurs fois chague
année alors que d'autres espéces ne fructifient que tous les dix ans (Brundrett et al,
1996). Entre 1994 et 1996, nous avons donc effectué des prospections pour collecter et
identifier des champignons ectomycorhiziens sur les sttes sélectionnés. Ces prospections
se sont déroulées lors de la saison des pluies au cours de la période privilégiée de
fructification. Chaque site a été ainsi visité 2 a 3 fois (juin-juillet, aoQt et septembre) par
an durant les 3 ans de notre projet de recherche.

Les sites étant situés de 365 & 500 km de notre laboratoire, nous avons choisi
comme base le Laboratoire du Programme Coton (INERA/CNRST), situé dans la ville de
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 espéces forestires A ectomycorhizes. Pour chaque espece 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
Le mycélium devéloppé sur papier bisulfitique est mis en contact avec
le systéme racinaire des plants (fleches).
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photographiés et étiquetés (numéro d'herbier, lieu et date de récolte, plante-hote). Les
échantillons A conserver en herbier sont séchés a 1'étuve 3 50°C. La plupart des
carpophores ont 1€ décrits et identifiés par rapport & un herbier de référence (Thoen et
B, 1989).

Les carpophores de Sclérodermes ont souvéi}t été observés sous la litiere ou 2
proximité des termitieres dans des endroits trés humides. Les différentes especes ont été
identifiées au laboratoire aprés observation des spores au microscope photonique.

2.2.4. Isolement des cultures mycéliennes et aptitude ectomycorhizogéne des
isolats de Sclérodermes en conditions semi-axéniques

2.24.1. Isolement des cultures mycéliennes

Les isolements de mycélium végétatif ont été réalisés essentiellement sur les
Sciérodermes. Ils sont effectués sur des carpophores fermes selon la méthode décrite par
Ba (1990). Les carpophores sont débarrassés des particules de sol avec un pinceau et du
coton imbibé d'alcool 96% puis fractionnés en deux en conditions stériles. A l'aide d'un
scalpel flambé, des fragments de carpophores sont prélevés dans la partie interne du
péridium et déposés sur milicu gélosé MNM (Marx, 1969) en boites de Petri puis incubés
2 30°C dans une étuve. Des repiquages successifs sur milieu contenant de la
streptomycine (300 ppm) permettent d'éliminer les contaminants bactériens et d'obtenir
des cultures pures de mycéliums ectomycorhiziens dicaryotiques. Ces cultures sont
maintenues par repiquage sur un milieu frais une fois par mois.

2.2.4.2. Aptitude ectomycorhizogéne de quelques isolats de Sclérodermes

Les différents isolats fongiques étant issus de plantes-hotes différentes, nous avons

~effecué des tests d'infectivité vis-a-vis d'Afzelia africana et aussi étudié le spectre d'hote

de ces especes vis-a-vis d'autres plantes (Isoberlinia doka, 1. dalziellii, A. quanzensis et
Brachystegia speciformis). Compte tenu de la 1aille des graines de ces espéces, en
particulier celles d'Afzelia et d'Isoberlinia, ces tests ont €1€ réalisés en conditions semi-
axéniques dans des mini-rhizotrons (B4, 1990). Ce sont des parallélépipedes plats
transparents en polystyréne (20 x 8 x 2,5¢cm) et ouvrables sur ure face (Riedacker, 1974)
(fig. 2.8). En expérimentation, ils sont inclinés de 30°C a 45°C par rapport a la verticale
du coté de la face ouvrable permettant ainsi I'étude des systemes racinaires.

Les graines d'A. africana et A. quanzensis sont scarifiées et désinfectées a l'acide
sulfurique 95% pendant 2 h puis rincées a l'eau distiliée stérile. Les graines d'/soberlinia
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Tableau 2.3. Champignons ectomycorhiziens récolis sous Afzelia africana, Isoberlinia doka, Isoberlinia dalzieliii,
Monotes kerstingii, Uapaca guineensis et Uapaca somon

Ordres Isolement du  N? herbier
Espéces Plantes- Hotes* mycélium
I do. [ da A a. M. k. U. p. U.

Aphyllophorales

+Coltncia cinnamomea (Pers) - - + 4]

Murr.

Agaricales

+Amanila hemibapha + + + + - 25,43

{(Brek. & Br.) Sacc.

+Amanita spl (brun) + + - + - 67, 42

Amanita sp2 (rose) = - + + . 26,50

Inocybe spl + + + - - - - 10, 39

Inocybe sp2 + + - - + - 11, 12038

Boletales

Boletellus spl (brun) + + + - + + - 13, 19, 46, %0

Boletellus sp2 (jaune) + + + - + - 48, 60

Boletellus sp3 (jaune-vert) + + - - - - 52

Boletellus spd (bleu) - - + - - - 53

Boletellus sp5 (orange) = - - + - 65

Strobilomyces sp ' - : + - - . 40

Tubosaeta bruneosetosa (Siz.)  + - - + + 17a, 17b

Horak. .

+Xerocomus subspinolosus + + + - - - 66

Heinem.

Cantharellales

+Cantharellus pseudofriesii + + + + + + 28, 33, 37, 77,

Heinem, 80, 81

Gautierales

Austrogauticra sp (hypogé) + + - + - 29

Hymenogastrales

Sclerogaster sp (hypogé) + + + + + = 34, 61, 72,
104

Russulales

+Lactarius gymnocarpus + + + + + + 23, 24, 27, 36,

Heinem it 45, 47

+Lactarius spl (brun-orangé) - - - - + - 64

Lactarius sp2 (jaune) + - - - 68

Russula annulata Heinem - - - - + - 46

+Russula spl (rouge) + + + + - + 14, 49, 54, 58,
69, 70

+Russula sp2 (brun) - - - + 62

Sclerodermatales

+Scleroderma dictyosporum + + + + + + + 103, 109, 215,

Pal. 300, 304, 205

+Sclerodenma verrucosum Pers.  + + + + + + + 105, 200, 256,
3085, 401, 500,
600, 503

Scleroderma spl - - + - + 406, 407, 409,
410, 420

Seleroderma sp2 + + + + + 5 - 100, 208, 254,
510

Seleroderma sp3 + + - ¥ 252

Scleroderma spd - - - + + 520

Scleroderma sp5 + + - = ~ = = 605

Nombre total d'especes (30) 19 18 15 10 14 12 7

Les noms de champignons précédés du signe (+) sont illustrés sur Jes planches [ et 11

(*) I. do. = Isoberlinia doka, I. da. = Isoberlinia dalzieilii, A. a. = Afzelia africana, M. k. = Monotes kerstingii, U. g. =
Uapaca guineensis., U.s. = Uapaca somon. (+) = présence ; (-) = absence
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doka, I. dalziellii et Brachystegia speciformis sont désinfectées dans I'hypochlorite de
sodium (1%) pendant 10 min, rincées et trempées dans l'eau 24 h. Les graines sont
ensuite mises a germer dans des bacs contenant de la vermiculite stérile arrosée d'eau
distillée siérile et mainienus dans une chambre de culture (température, 35°C jour/27°C
nuit ; photopériode, 16h jour/8h nuit ; humidité 60-70% ; intensité lumineuse 60W/m?2).
Les graines prégermées sont repiquées dans des mini-rhizotrons remplis d'un mélange de
tourbe/vermiculite stérile (1 : 4, v/v) et arrosées avec de l'eau distillée. Les plants sont
€élevés en chambre de culture comme précédemment. Parallélement, la préparation de
lI'inoculum et l'inoculation sont faites selon la méthode "paper sandwich” décrite par
Chalvers et al (1986). Les champignons sont repiqués sur papier carton absorbant (papier
bisulfinque de la société Cellulose de Strasbourg) placé sur milieu MNM gélosé en boite
de Petri pendant 15 jours & 30°C. Au bout de 2 semaines, les papiers recouverts de
mycélium sont appligués sur le systéme racinaire ayant colonisé la face ouvrable du
minirhizotron des plants 4gés de 10 a 15 jours. Les observations sont effectuées sous la
loupe binoculaire aprés 7 a 10 jours de contact entre le mycélium et les racines d'A.
africana. La couleur et I'aspect du manteau sont notés pour chaque type de mycorhizes.
Les mycorhizes sont soigneusement prélevées et fixées dans du glutaraldéhyde 2,5%
dans du tampon cacodylate de sodium (0,1M, pH 7,2).

Des coupes a main levée ont €t€ effectuées dans la moelle de sureau. Les coupes
sont éclaircies A I'hypochlorite de sodium 12%, rincées a l'eau acidifiée et colorées au
rouge Congo glycériné (0,5%). Elles sont ensuite montées dans du glycérol 50% entre
lame et lamelle et observées au microscope photonique. Le statut mycorhizien du
champignon vis-a-vis de la plante-hdte est confirmé par la présence du manteau et du

réseau de Hartig.

2.3. Résultats

2.3.1. Champignons ectomycorhiziens récoltés au Sud-ouest du Burkina
Faso

Trente espéces de champignons ectomycorhiziens ont été récoltés sous les plantes-hotes
étudiées (A. africana, I. doka, I. dalziellii, M. kerstingii, U. guineensis et U. somon)
(tableau 2.3). Ces espéces fongiques se repartissent en 8 ordres (Aphyllophorales,
Agaricales, Boletales, Cantharellales, Hyménogastrales, Russulales, Gauti€rales et
Sclérodermatales) et 13 genres. Parmi les 30 especes, 6 (Cantharellus pseudofriesii,
Lactarius gymnocarpus, Scleroderma dictyosporum, S. verrucosum, Scleroderma sp 2 el
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Tableau 2.4. Liste des différents isolais de Scieroderma en culture

Especes fongiques Isolats Plantes hdies Sites d'isolement  Collecteur/année de
recolle
Scleroderma dicryosporum  [R109 A. afncana Sue IV Ba & Sanon (1994)
IR215 1. doka & . dalziellic Site 1 B3 & Sanon (1994)
[R250 1. doka & I. dalziellii Site VIII Sanon (1996)
IR412 U. guineensis Site XI1 Sanon (1996)
IR602 1 dalziellii & M, kerstingii  Site XII Sanon (1996)
Scleroderma verrucosum  IR500 U. somon Site X1 Bi & Sanon (1994)
R600 L dalziellii & M. kerstingii Site X1 Sanon (1996)
IR256 [ doka & dalziellii Site IX Sanon (1996)
Scleroderma spl IR406 U. guineensis Site I B4 & Sanon (1994)
IR409 U. guineensis Site I Bi & Sanon (1995)
TIR410 U. guineensis Site I Sanon (1996)
IR414 U. guineensis Site XI Sanon (1996)
Scleroderna sp2 IR100 A. gfricana Site IV Ba & Sanon (1994)
[R408 U. guineenis Site I B2 & Sanon (1995)
R510 U. somon Site XI Sanon (1996)
Scleroderma sp3 R252 /. doka & I. dalziellii Site XJ1 Sanon {1996)
Scleroderrna spS TR605 1. doka & dalziellii Site | Bi(1993)
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Russula spl) sont communes aux 6 plantes-hdtes. Cependani, certains champignons
semblent plus spécifiques 2 un genre ou une famille de plantes. Ainsi, Amanita
hemibapha, Inocybe spl, Boletellus sp3, Xerocomus subspinulosus, Lactarius sp2,
Scleroderma sp3 et Scleroderma sp5 n'ont €ié récoltées que sous les Caesalpinioideae.
Les carpophores de Coltricia cinnamomea, Boletellus spS, Lactarius spl, Russula
annulata, Russula sp2, Austrogautiera sp Scleroderma spl et Scleroderma sp4 sont plus
spécifigues aux espeéces du genre Uapaca. Nous avons également rencontré deux espéces
de champignons hypogés (Austrogautiera sp. et Sclerogaster sp.) qui pourraient
correspondre aux espéces collectées av Sénégal.

Les especes fréquemment rencontrées au cours des trois années de notre inventaire
sont : Scleroderma spp, Cantharellus pseudofriesii, Lactarius gymnocarpus,
Austrogautiera sp, Russula spl, Sclerogaster sp., Inocybe spl et Boletellus spl. Au
cours de certaines prospections effectuées en début de saison pluvieuse, nous avons
essentiellement renconu€ des Sclérodermes ; ils sont peu abondants vers la fin de la

saison pluvieuse.

Hormis Cantharellus pseudofriesii, Inocybe spp et Boletellus spp, nous avons tenté
d'isoler le mycélium végétatif de tous les champignons récoltés. Seuls les Sclérodemmes
et Tubosaeta brunneosetosa ont pu étre isolés avec succes et maintenus en culture. Parmi
les 7 espéces morphologiques de Scleroderma identifiées, l'isolement de mycélium de
Scleroderma sp4 a échoué. Les carpophores de cette espece récoli€s en fin de saison
pluvieuse étaient secs et dé€hiscents. Nous avons donc constitué une collection de 17
isolats avec les 6 autres especes de Scleroderma (tableau 2.4).

2.3.2. Description morphologique des différents Sclérodermes isolés

Les carpophores des Sclérodermes sont sphériques a sub-sphénques et contractés a Ja
base pour former une structure en forme de tige (pl. II). La face exteme du péridium
peut-Etre aréolée, lisse, verruqueuse ou en forme d'écaille. Ils sont souvent rencontrés en
groupe dans des endroits assez humides, sous la litiere ou sur des termitiéres.

— Scleroderma dictyosporum : péridium de couleur brun 2 la base 2 marron-noire
sur la face concave lisse (pl.IIL fig. 1). Carpophores de diaméire variant de 1 2 4 cm
contenant une masse sporale de couleur marron a noire. Les spores sont urés foriement
réuculées avee un diameuce de 7 2 9 wm sans les réucules (plII, fig. 2).
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PLANCHE 1

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

Figure 1. Coltricia cinnamome« (site XI)
Figure 2. Amanita hemibapha (site I)

Figure 3. Amanita sp1 (site VII)

Figure 4. Cantharellus pseudofriesii (site XI)
Figure 5. Xerocomus subspinulusus (site I)
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PLANCHE I

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

Figure 1. Sclerogaster sp (site V)

Figure 2. Luctarius gymnocarpus (site 1X)
Figure 3. Luctarius sp2 (site VL)

Figure 4. Russula sp1 (site IV)

Figure S. Russula sp2 (site X1)



Inveniaire mycologique

— Scleroderma verrucosum : carpophores (2 2 5 cm de diametre parfois plus)
bruns, sessiles ou présentant une pseudo-tige (pl.III, fig. 3). Le péridium est couvert de
petites tdches brunes foncées en forme d'écaille. Les spores brun-noires sont
verraqueuses, 52 9 pm de diamétre avec des épines de 14 2 um de long (pL.III, fig. 4).

Sil'on considere que l'ornementation des spores constitue un critére taxonomigue
clé, on peu distinguer dans notre collection 5 espéces morphologiques supplémentaires de
Scleroderma.

—Scleroderma spl : carpophores brun-rosatre de 2 & 4 cm de diamétre. Péridium
portant de nombreuses €cailles marron. La masse sporale est de couleur brun-jaune a sec.
Les spores présentent de longues épines de 2 & 3 mm et ont un diameétre moyen de 11 £2
um (pLIH, fig. 5).

—Scleroderma sp2 : deux morphotypes de cette espéce ont €té rencontrés, ils sont
caractérisés par des spores lisses sans omementation. Le premier (IR100 et IR408) est de
couleur brun-jaune et a ét€ rdentifi€ sous pratiqguement toutes les plantes-hotes. Pour le
second morphotype (IR510), les carpophores correspondent aux descriptions de §.
verrucosum. Le diamétre moyen des spores est de 6 + 1 pm (pl.IL, fig. 6).

— Scleroderma sp3 : carpophores assez proche de ceux de Scleroderma
verrucosum mais de taille plus grande (plus de S cm), cette espéce est caracténsée par des
spores ponctués de 5 a 6 um de diameéwe (pl.IV, fig. 1).

~— Scleroderma sp4 : deux carpophores (environ 3 a 4 cm de diametre) secs et
déhiscents de cette espéce ont €té récoliés sous U. somon. L'état s€nescent des
fructifications n'a pas permis l'isolement dv mycélium végétatif. Les spores brunes sont
de tres petites tailles, 3,5 = 1um (pL.IV, fig. 2).

— Scleroderma sp5 : cette espece récoliée 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
(pL.IV, fig. 3).

L'analyse moléculaire de ces especes morphologiques putatives (chapitre IV)
permettra de confirmer l'existence de certains de ces taxons.
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PLANCHE 1

Carpophores et spores de 4 especes morphologiques de Sclérodermes

Figure 1. Carpophores de S. dictyosporum (site IV)
Figure 2. Spores de §. dictyosporim

Figure 3. Carpophores de S. verrucosum (site I)
Figure 4. Spores de S. verrucosum
Figure 5. Spores de Scieroderma <pl
Figure 6. Spores de Sclercvderma sp2
Barre d’échelle, 10 wn
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PLANCHE 1V

Spores et mycélium en culture de différentes espéces de Sclérodermes

Scleroderma sp5
IR605

s

S Meves

-3 Scilerodorm, ¢ ;r"!';fﬁ!-‘}lmmu

me .
Al IR215

Figure 1. Spores de Scleroderma sp3
Figure 2. Spores de Scleroderma sp4

Scleroderma sp3
IR252

Scicroderma sp2 Scleroderma sp2
IR408 IR100

sSeloroderma dictyasporim

Figure 3. Mycélium en culture de Scleroderma spS et d *autres isolats
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{nveniaire mycologique

2.3.3. Aptitude ectomycorhizogene des isolats fongiques

Nous avons testé 'aptitude ectomycorhizogéne d'au moins un isolat par espéce ainsi
qu'une souche de Scleroderma dictyosporum (ORS7731) isolée au Sénégal (tableau 2.5)
Tous les Sciérodermes testés ont cotonisé le systéme racinaire d'A. africana, I. doka, 1.
dalziellii et deux Caesalpinioideae de I'Afrique de 1'Est (A. quanzensis et Brachystegia
speciformis). Les mycorhizes formées par les différents Sclérodermes sont toutes de
couleur blanche avec un manteau blanc cotonneux. L'examen des coupes des racines
colonisées effectuées & main levée, a montré Ia présence d'un manteau et d'un réseau de
Hartg permettant ainsi de confirmer le statut ectomycorhizien de ces isolats. L'espéce
Scleroderma spl qui paraissaitl spécifique & U. guineensis mycorhize bien toutes les
espéces. L'isolat ORS7731 du Sénégal est également infectif sur toutes les especes. Ces
résultats suggerent que les espéces du genre Scleroderma sont peu spécifiques et
colonisent un specire d'hdte large, du moins e€n ce qui concerne les essences tropicales
testées. Par contre '1solat IR605 de Scleroderma sp5 collecté sous Isoberlinia spp, sa
plante-hote apparente, n'infecte ni Isoberlinia spp, les plantes d'isolement ni les autres
especes d'arbres étudiées.

2.4. Discussion et Conclusion

Le nombre d'especes fongiques ectomycorhiziennes rencontrées dans trois régions du
Burkina Faso sous six plantes-hdtes (30 especes) (tableau 2.3) est plus faible par rapport
aux espéces identifiées au Sud du Sénégal (44 especes) et au Fouta-Djalon (37 especes)
(Thoen et B3,1989 ; Thoen et Ducousso, 1989). Au Sénégal et en Guinée, les genres les
plus représentés en nombre d'especes sont les genres Amanita et Russula alors qu'au
Burkina Faso (1ableau 2.6), ce sont les Scleroderma et Boletellus. Cette différence entre
les 3 régions pourrait étre liée aux plantes-hbtes (Fouta-Djalon) et aux caractéristiques
écologiques de ces sites (Sud du Sénégal et Fouta-Djalon). En effet, les sites prospectés
au Burkina Faso sont situés pour I'essentiel en foréts claires et savanes arborées ou les
températures et la pluvioméirie influent certainement sur la diversité spécifique et la
fructification. Certaines espaces eclomycorhiziennes que nous avons inventoriées ont
également été signalées dans d'autres régions de 1'Afrique telles que le Kenya (Ivory ef
al,1994), la Tanzanie, et I'Afrique du Sud et pourraient avoir une large répartition

géographique (tableau 2.7).
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Tableau 2.5, Infectivité de certains isolats fongiques vis-a-vis d'Afzelia africana (A.a.), Afzelia quanzensis (A. g.).

Isoberlinia doka (I. do.), Isoberlinia dalziellii (I. da.) et Brachvsiegia speciformis (B.s.)

Isolats/espéces Plantes héles Origine Plantes

testées

A.a. A.q. I.do. lda B.s.

[R109 §. dictyosporum A. africana Burk:na Faso (site IV) + + + + +
IR406 Scleroderma spl U. guineensis Burkina Faso (site [T) + + + + +
IR408 Scleroderma sp2 U. guineensis Burkina Faso (site [IT) + + + + +
IR500 S. verrucosum U. somon Burkina Faso (site XI) + + + + +
IR60S Scleroderma sp53 Isoberlinia spp. Burkina Faso (site T) - ) " - -
ORS 7731 §. dictyosporum A. africana Sénégal + + + + +

(+) = présence du mantean et do réseau de Hartig, (-) = absence du manteau et du réseau de Hartig



Inventaire mycologique

Les especes du gente Scleroderma sont associées a toutes les plantes-hétes
indigenes étudiées et aussi a des plantes exotiques introduites (cas de S. verrucosum
associ€ a Eucalyptus camaldulensis et Cinnamomum zeylanicum au Fouta-Djalon). Ceci
suggére que ces champignons indigénes comme ceux de la zone tempérée (Harley et
Smith, 1983) soient peu spécifiques et confirme les résultats obtenus par Thoen et Ba
(1989). D'ailleurs au Burkina Faso, deux espéces morphologiques, Scleroderma spl et
Scleroderma sp4 n'ont €€ rencontrées que sous Uapaca spp et Scleroderma spl ne
montre pas de spécificité vis-a-vis des autres especes d'arbres indigénes. Par contre, les
especes Russula annulara, Austrogautiera sp et Colrricia cinnamomea n'ont é1€ identifiés
que sous Uapaca spp en Afrique de ['Ouest suggérant que cette espéce est spécifique 2 ce
genre du moins dans cette partie du continent.

L'étude du statut ectomycorhizien a permis de confirmer le large spectre d'hdte des
Sclérodermes. Quelque soit 1'hdte sous lequel le carpophore a été 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 tropiques (Guzman (1970) cité par Sims er al (1997)), en particulier S.
verrucosunt, pourrait expliquer leur large spectre d’hote.

Nos résultats suggerent que les especes de Scleroderma récoltées sous des arbres
adultes et capables d'infecter les jeunes plants d'A. africana sont des champignons dont la
capacité mycorhizogene est peu dépendante de 1'dge de I'hdte. 1l s'agit donc de candidats
potentiels pour la mise en place de la mycorhization controlée.

L'isolat IR605 de Scleroderma sp5, isolé a partir de carpophores associés 2
Isoberlinia spp., n'infecte aucune plante-hdte. Cet isolat pourrait donc &ure considéré
comme un champignon mycorhizien tardif pour Isoberlinia spp.

La diversité de champignons ectomycorhiziens dans le Sud-Ouest du Burkina Faso
est relativement faible par rapport & d'autres régions d'Afrique telle que le Sud du Sénégal
et le Fouta-Djalon en Guinée. Cette différence inter-régionale est vraisemblablement lide
aux caractérisuques écologiques, phytosociologiques et physiogéographiques des régions
étudiées. Toutefois, l'inventaire que nous avons réalisé ne couvre que trois années de
récolte et il n'est pas exclu que centaines espéces a fructification sporadique n'aient pas été
observées sur une pénriode si courte.

L'abondance des espéces du genre Scleroderma sur le terrain, leur spécificité
mycothizienne réduite et la facilité relative de maintien en culture pure du mycélium de ces
especes font d'elles des candidats potentiels pour la mycorhization contrdlée.
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Tableau 2.6 : Nombre d'espces fongiques par genre en fonction de quelques zones géographiques

Geores Nombre d'espéces

Fouta-Djalon Sud dv Sénégal Sud-Ouest du
Burkina Faso

Boletellus ] 3
Gyrodon =
Gyroporus
Rammeloo
Porphyrellus
Pulveroboletus
Strobylomyces
Tubosaeta
Xerocomus
Lecccinum
Mucilopilus
Tylopilus
Amanita
Inocybe
Elasmomyces
Lactarius
Russula
Cantharellus
Coltricia
Ausfrogautiera
Sclerogaster
Scleroderna 3

L S T o L N e T A L L P gy G B S |
:bh'tx.l-...j| N W R i i i i o I
[N Fs] B bt e

e b
ad e e o (D LD P
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Références : Thoen et Bi (1989), Thoen et Ducousso (1989), Sanon et al (1997).

Tableau 2.7. Distribution en Afrique de quelques champignons ectomycorhiziens récoltés au Burkina Faso.

Especes Pays

Laciarius gymnocarpus Guinée, Sénégal, Cameroua, Cte d'Ivoire, Zaire, Tanzanie

Russula annulata Guinée, Sénégal, Zaire, Tanzanie, Madagascar

Tubosaeta brunneosetosa Guinée, Sénégal, Liberia, Kenya

Scieroderma dictyosporum Guinée, Sénégal, Ghana, Zaire, Kenya

Scleroderma verrucosum Guinée, Sénégal, Centrafrique, Cameroun, Sierra Leone, Zimbabwé,
Kenya, Afrique Sud

Références : Bouomley (1947), Dring et Rayner (1967), Demoulin et Dring (1975), Pegler (1977), Levin (1985)
cités par Thoen et Ducousso (1989), Thoen et Bi (1989) ; Ivory et al (1996) ; Sanon et al (1997).



Chapitre I11.

Etude anatomique et morphologique des
mycorhizes de synthese et de piégeage

d'A. africana
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Anaiomie et cyiologie

3.1. Introduction

L'abondance d'une espéce fongique ectomycorhizienne est mal évaluée par le
denombrement des fructifications. En effet, la fructification des champignons
ectomycorhiziens est sporadique surtout en zone tropicale peu humide 2 pluviométrie
annuelle tres irréguliere. De plus, certains champignons ectomycorhiziens précoces sont
absents des peuplements adultes ou encore d'autres ne produisent pas de fructifications
connues (cas de Cenoccocum en zone tempérée et de la souche ORSXMOQ2 isolée au
Sénégal & partir de mycorhizes). La présence de carpophores sous une plante-héte
Suppose pourtant que ceux-ci sont associé€s a I'hdte par le biais du réseau mycélien
souterrain. Cependant, il est difficile de tirer une conclusion sur la présence ou l'absence
d'une espece lorsque le carpophoere est inexistant. En d’autres termes, les communautés
de champignons ectomycorhiziens sont mal représentées par la distribution quantitative
des fructifications (Gardes et Bruns, 1996). L'inventaire des champignons
ectomycorhiziens d'un écosysteme donné doit alors €tre complété par une identification
des champignons impliqués au niveau des mycorhizes, prélevées sur le terrain ou piégées
en pépiniere (champignons précoces). Cependant, dans le cadre de notre projet de
mycorhization contrdlée de jeunes plants, ce sont essenticilement les champignons
précoces qui nous intéressaient. Nous avons ainsi choisi d'utiliser }a méthode de piégeage
qui consiste & élever pendant quelques mois en pépiniere des jeunes plants d'A. africana
sur le sol provenant des sites étudiés afin de piéger les différents champignons précoces
qui pourraient s’y trouver sous forme de propagules infecticuses (spores, sclérotes,
fragments racinaires).

Afin d'identifier les multiples morphotypes ectomycorhiziens présents sur les
différents sites étudiés, une analyse morphologique comparative a éié réalisée. En nous
basant sur des criteres morphologiques et anatomiques définis par Zak (1973) (forme des
mycorhizes, couleur, texture et structure du manteau, présence ou absence de
rhizomorphes et sclérotes), nous avons décrit les mycorhizes obtenues en pépinidre sur
A. africana et nous les avons comparés aux mycorhizes de synthése obtenues sur A.
africana avec des isolats de Sclérodermes définis.
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Tableau 3.1. Liste des morpbotypes mycorbiziens obtenus par piégeage

Morphotypes mycorhiziens

Origine (plante-bote/site) des sols
utilisés pour piégeage

Mycorhizes blanches

BL1]
BLI12
BLS
BL10
BL7

Mycorhizes beiges
BEi2
Mycorhizes brunes

BR10
BR2
BR11
BR8
BR3

U. somon (site XI)

1, doka (site XI)

1. doka & 1. dalziellii (site [X)
U. guineensis (site X)

A, africana (site VI

1. doka (site X1)

U. guineensis (site X)
M. kerstingii (site 11)
U. somon (site XI)

1. doka (site VII)

U. guineensis (site 11T)
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Analomie et cytologie

3.2 . Matériels et méthodes

3.2.1. Piégeage des champignons ectomycorhiziens a 1'aide de plantules
cultivées 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 cultiver 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
gaines en plastique de 2 litres sont remplies et maintenues dans la pépiniere du
DPF/CNRST dans les conditions climatiques de Ouagadougou (Burkina Faso) pendant 4
mois. Les graines d'A. africana sont scarifiées comme décrit av paragraphe 2.2.4.2 et
repiquées a raison de deux graines par gaine. L'arrosage est effectué au besoin avec l'eau
de robinet. Un traitement témoin négatif a ét€ réalisé sur du sable afin de tenir compie des
contaminants éventuels de la pépinire et ainsi de s'assurer de 1'origine des mycorhizes
formées sur chaque sol. Au bout des 4 mois de culture, les plantules sont prélevées, le
systéme racinaire est soigneusement lavé et les racines fines sont trempées dans de l'eau.
Pour chaque sol, la proportion des différents types de mycorhizes est estimée sous la
loupe en attribuant des coefficients de 1 24 (1 : 0-25 %; 2 : 25-50 %; 3 : 50-75 % e1 4 :
75-100 %), puis ces dernigres sont décrites morphologiquement (couleur et forme de la
mycorhize, couleur et aspect du manteau, présence de cordons mycélien, présence de
sclérotes) (Zak. 1973). Les différents morphotypes sont regroupé€s en fonction de
J'origine du sol, puis repartis en 2 lots destinés a :

— la fixation et l'inclusion en résine pour les études anatomiques et

ultrastructurales en microscopies photonique et électronique, et

— l'identification moléculaire des champignons impliqués a I'aide de la PCR/RFLP
{cf. chapitre IV)

3.2.2. Obtention des mycorhizes de synthese

Les mycorhizes de synthése ont é1¢ obtenues comme indiqué au chapitre Il (paragraphe 2.
2. 4. 2) avec quatre isolats appartenant a trois espéces morphologiques, Scleroderma
dictyosporum (IR109 et IR250), Scleroderma spl (IR406) et Scleroderma sp2 (IR408).
Nous montrerons (chapitre IV) que Scleroderma spl (IR406) est taxonomiquement affilié
A S. verrucosum et Scleroderma sp2 (IR408) a §. dictyosporum.






Anatomie et cytologie

3.2.3. Description anatomo-morphologique et cytologique des mycorhizes
de piégeage et de synthese

Les mycorhizes de synthése et de piégeage sont bien nettoyées et rincées 2 l'eau distillée,
puis traitées suivant le protocole décrit par Le Disquet (1997) afin de permetire leur
observation en microscopies photonique et élecuonique.

3.2.3.1. Fixation et postfixation

Les mycorhizes sont placées dans une gouae de fixateur (glutaraldéhyde 2,5% tamponné
a pH 7,2 par du cacodylate de sodium 0,05M) et sont découpées en petits fragments (1
mm). Les échantillons sont ensuite transférés dans des tubes contenant du fixateur neuf,
dégazés sous vide et fixés pendant toute une nuit 3 4°C. Ils sont ensuite rincés pendant au
moins 1 heure dans du tampon cacodylate 0,05M et postfixés pendant 1h dans le
tétroxyde d'osmium a 2% dans du tampon cacodylate 0,05M.

3.2.3.2. Déshydratation et inclusion

A l'issue de la postfixation, les échantillons sont rincés abondamment a l'eau distillée par
passages successifs dans plusieurs bains, puis déshydratés par wansferts consécutifs de
I5 2 30 min dans des concentrations croissantes d'acétone (10%, 20%, 40%, 60%,
80%), puis & 90% et 2 x [00% pendant 24 h chacun. Les échantillons déshydratés sont
imprégnés dans unc séric de mélanges acétone-résine. L'acélone est progressivement
remplacé par la résine Epon 8128 (TAAB). Le temps d'imprégnation est fonction du type
de matéyiel et est de 24 h pour les mycorhizes pour chague bain. Un passage sous vide
est également effectué pour chaque bain d'imprégnation. L'inclusion est réalisée dans la
résine pure dans des moules et polymérsée a 70°C pendant 48 h.

3.2.3.3. Réalisation des coupes

Les blocs obtenus aprés polymérisation de la résine sont taillés en pyramide sous la loupe
a l'aide d'une lame de rasoir afin d'isoler I'objet & couper. Les coupes sont réalisées a
l'aide d'un couteau de diamant (Diatome) sur un ultramicrotome (RMC modele MT-7).
Pour les observations au microscope photonique, nous avons effectué des coupes semi-
minces de 0,45 2 0,55 um. Ces coupes sont récupérées sur une lame de vene et collées
par un léger chauffage. Elles sont ensuite colorées au bleu de toluidine A 1% dans 2,5%
de NapCO3 (pH 11,6). Pour l'observation ultrastructurale, des coupes fines (80 2 120
nm) sont récupérées sur des gritles de 3,05 mm de diamétre en cuivre rhodié¢ (HR24
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PLANCHE V

Mycorhizes de synthése d’A. africana

Figure 1. Mycorhize A. africana ! S. dictyosporum IR109

Figure 2, Mycorhize A. africana / S. dictyosporum IR250

Figure 3. Mycorhize A. africana ! Scleroderma spl IR406
Figure 4, Mycorhize A. africana / Scleroderma sp2 TR408
Barre d’échelle, 4 ram



Anatomie et cvtologie

Cu/Rh) ou cuivre simple (G3 00 HEX). Elles sont contrastées pendant 15 min 2 f'acétate
d'uranyle selon Valentines (1961), puis 15 min au citrate de plomb selon Reynolds
(1963). suivi d'un ringage abondant A l'eau distiliée apres chaque traitement. Ce double
marquage est effectué sous atmosphere confinée dans une boile de Pétri contenant du

KOH déposé dans un verre de montre pour éviter la précipitation du plomb en présence
de CO».

3.2.3.4. Les observations microscopiques

Les coupes semi-minces sont observées A l'aide d'un photomicroscope I CARL ZEISS
en contraste de phase et les photos sont prises suc un film Ektachcome 160T Kodak.
L'épaisseur du manteau, la profondeur de pénétration du réseau de Hartig et le diaméwe
de la mycorhize ont été mesurés 2 I'aide d'un micrometre gradué sur au moins 20 coupes
par échantillon (3 4 4 blocs).

Les observations ultrastructurales sont faites au microscope électronique 2
transmission (ZEISS EM 9 S 2). Les photos sont réalisées 2 l'aide d'un film de marque
AGFA (8/10 cm).

3.3. Résultats

3.3.1. Morphologie et anatomie des mycorhizes

3.3.1.1. Les mycorhizes de synthese

Au bout de trois a quatre jours de conlact entre les racines d'A. ¢fricana et le mycélium de
S dictyosporum IR109, 1] est possibie de voir A travers les parois transparentes des mini-
rhizolrons des mycorhizes. Les autres souches testées, IR250, IR406 et IR408 ont
mycorhizé plus tardivement (5 & 7 jours).

Toutes les mycorhizes obtenues se présenient sous forme de racines courtes
(racines Jatérales d'ordre 2) entourées d'un feutrage blanc de mycélium. Elles ont une
forme pyramidale-monopodiale. Elles présentent toutes un manteau plus ou moins lisse
de couleur blanche avec un réseau de mycélium frangant assez bien développé (pl.V,
fig.1, 2, 3, 4) et sont ainsi impossible a différencier les unes des autres.

Des coupes Lransversales, observées au microscope photonique, permetient d'avoir
une vue d'ensemble de l'organisation de ces mycorhizes présentes aprés 10 jours de
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PLANCHE V]

Microscopie photomque des mycorhizes de synthese d . africana apres
10 jours de contacte entre le mycelium et le systeme racinatre
(coloration au bleu de 1oluidine)
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Figure 1. Coupe transversale o ‘unc miscorlnee d U afrrcone F Sederoderine spl IRA0G Le manicim
est constind de deus cotiches. une couche inicrne (Miy constitice ¢ “hvphes wsodiméiriques ¢l une
couche externe (Me) d “hy phes peu souddés. Lo véscau de Hartig (fechesy est limig a Ly premicre
couche de cellules corticales doni certaines sont campleiement entourées par les i phes

tbarre d'echelle Y um),

Fizure 2. Coupe transversale d wne mycorhize d i efrcana 780 dictvoxporn IR 109 Lo réscan de
Hartig s'intercale entie les cellules corticales gui sont adlongées radialement Lo mantcon (M) dc
structure prosencin matcuse st bes peu pais. (barre d'cchelle 4 1oy,

Fizure 3. Coupe tansversale d “une mveorhize d™ 1 africana 1S dictvosporim IR230 Stmcuane
semblable a celle de la my corluze formée par IR 109 Le manican est peu énais cf le résean de Hartig
¢st il a da premuére couche de cellules corticales (barre déehelic 9

Figure 3, Coupe transversale d ‘une mycorhice dl africona / Neleradersme sp2 IR30Y Celie
mycorhize préscnte une arwinisaugn voising de cclles obicnues ayce o8 1solats de N, ey espeartun
tharre déchelle 9 pumy



Anatomie el cyiologie

contact (pl.VI). Le manteau présente une épaisseur variable de 3 & plusieurs couches
d'hyphes. Le réseau de Hartig, en continuité avec le manteau est peu développé et limité a
la premiére couche de cellules rhizodermiques. Ces demiéres sont allongées radialement.
Les couches internes du rhizoderme et les cellules endodenmiques ne sont jamais
attemntes. Le réseau de Hartig présente un arrangement uniserié.

Avec Ja souche IR406, le manteau est constitué d'une couche interne de structure
pseudoparenchymateuse (manteau interne) composée de 3 a 4 couches d'hyphes et d'une
couche externe prosenchymateuse (pl.VI, fig.1). Les autres souches sont caractérisées

par un manteau prosenchymateux uniforme de 3 & 5 couches d'hyphes (pl. VI, fig.2, 3,
4).

3.3.1.2. Les mycorhizes obtenues par piégeage

Apres Jes 4 mois de culture des jeunes plants d'A. africana sur les différents sols, trois

types de mycorhizes (blanc, beige et brun) ont €i€ identifiés sur le systme racinaire
(tableau 3.1).

Les taux de mycorhization obtenus sont assez faibles : 25 a 50% du systeme
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 (pl.VII, fig.1, 2 et 3). 1l est observé
en association avec le type brun sur les sites X et XI (pl. V1], fig.4 et 5). Dans ce demier
cas, 80% des mycorhizes sont de type blanc. Le morphotype brun a €té rencontré sur 5
sols (sites II, ITI, VIII, X et X1,) (pl. V111, fig.1, 2, 3, 4 et 5) et le type beige sur le sol
du site XII (pl.V1I, fig.6). Ce morphotype beige pourrait correspondre a des mycorhizes
agées du type blanc présentes sur Je méme site.

Les formes des mycorhizes sont pyramidale-monopodiales (type blanc et beige) a
monopodiales (type brun). Les caractéristiques morphologique et structurale des
différents types de mycorhizes sont présentées dans le tableau 3.2. Pour le morphotype
blanc, on distingue Jes mycorhizes blanches a sclérotes et cordons mycéliens ou
chizomoxphes (sites VII et XII) et ies mycorhizes blanches avec présence ou non de
cordons mycéliens (sites IX, X et XI).

Hormi l'importance du mycélium frangant chez les mycorhizes de syntheése, les
mycorhizes de synthese obtenues avec les 4 isolats de Sclérodermes iestés présentent une
morphologie semblable 2 celle des morphotypes mycorhiziens blancs observés apres
piégeage. 1l est donc probable que cenaines mycorhizes de piégeage de couleur blanche
soient dues & des Sclérodermes.
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Tabteau 3.2. Caraciéristiques anatomo-morphologiques des mycorbizes de piégeage et de synthése d'Afzelia africana

Références dans Couleur Forme Mycorhize Manteau Profondeur du  Sclérotes  Cordons

le lexte (Diametre réseau de Hartig ou

moyen ([m)) (Lum) mycélium
frangant
Texlure Structure Epaisseur

Mycorhizes

de piégeage

BL11 blanche pyramid-monop 349 * Jisse prosen- 236 40 - +

BLI2 blanche pyramid-monop 341 T Jisse pseudoparench 26 32,8 + +

BL9 blanche pyramid-monop 327 lisse prosenchym 21,2 27,6 - +

BL10 blanche pyramid-monop 259 + lisse pseudoparench 16 29.6 - +

BL7 bianche pyramid-menop 212 lisse prosenchym 15,2 43,2 + +
prosenchym

BR10 ,brune monopodiale 312 lisse 35,6 32,8 - -

BR2 brune monopodiale 359 poils pseudoparench 21,2 43,2 :

BR11 brune monopodiale 422 poils pseudoparench 36,8 34,8 -

BRS brune monopodiale 382 * Jisse pseudoparench 32,4 35,2 -

BR3 brune monopodiate 378 poils pseudoparench 15 10 -
prosenchym

Mycorhizes

de synthése

IR109 blanche pyramid-monop 205 *lisse prosenchym. 13,6 24 . +

IR250 blanche pyramid-monop 214 *lisse prosenchym 13,6 19,6 - +

1R406 blanche pyramid-monop 312 tlisse prosenchym & 30 19,2 +
pseudoparench

IR408 blanche pyramid-monop 198 *lisse prosenchym 12,8 22 - +

pyramid-monop : pyramidale-monopodiale ; prosenchym : prosenchymateux ; pseudoparench : pseudoparenchymateux.



PLANCHE VII

Morphotypes mycorhiziens blancs et beige obtenus par piégeage

Figure 1. Mycorhize du site VII. Noter la présence de sclérotes (fléches)
Figure 2. Mycorhize du site IX.

Figure 3. Mycorhize du site X.

Figure 4. Mycorhize du site XI.

Figure 5. Mycorhize du site XII.

Figure 6. Morphotype beige du site XIL

Barre d’échelle, 5.5 mm
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PLANCHE VIU

Morphotypes mycorhiziens bruns obtenus par piégeage

Figure 1. Mycorhize du site II
Figure 2. Mycorhize du site 111
Figure 3. Mycorhize du site VIII
Figure 4. Mycorhize du site X]
Figure 5. Mycorhize du site X
Barre d'échelle, 5,5 mmt



Analomie ¢! cyiologie

La structure des mycorhizes oblenus par piégeage est assez variable d'un
morphotype 4 l'autre. Dans tous les cas, l'organisation générale ¢st mainlenue A savoir un
manteau constitué de plusieurs couches d'hyphes et un réseau de Hartig limité 2 la
premiére couche de cellules corticales. Cependant, contrairement aux mycorhizes de
synthése, il peut éue plurisérié (pl.XI, fig.2b, 3). Le diameétre des mycorhizes en coupe
transversale est relativement plus grand pour les mycorhizes de piégeage. Les hyphes du
manleau présentent également un diametre important en fonction des morphotypes. Les
hyphes de gros diamétre se rencontrent en particulier chez les morphotypes bruns. Par
conséquent, le manteau constitué de 3 A 5 couches d'hyphes a une €paisseur moyenne
variant de 15 a 35 mm. La plupart des mycorhizes présente une structure
prosenchymateuse uniforme (pl. IX, fig. 1, 2a & b, 3. 4) ou pseudoparenchymateuse
uniforme (pl. X, fig. 1, 2, 3 et pl.X[, fig.l, 2a & b, 3). 1l est également possible de
distinguer entre un manteau interne de 1 a 2 couches et un manteau externe (pl. X, fig. 1 ;
pl. X1, fig. 2a & b). Cette variabilit¢ dans la structurc du manteau n'est pas liée aux
morphotypes mycorhiziens. En elfel, les dcux Lypes d'organisation du manteau se
rencontrent aussi bien chez les morphotypes bruns que chez les morphotypes blancs.
Cependant, les morphotypes bruns présentent essentiellement un manteau
pseudopacenchymalteux (pl.X, fig.1, 2 ; pl.XI, fig. 1, 3).

Excepté la taille des cellules, la steucture du manteau des morphotypes blancs (BL7,
BL 10, BL12) rappellc celle des mycorhizes de synthése oblenues avec les isolats IR 109,
IR250 et TR408. Aucunc mycorhize obtenue par piégeage ne présente une structure
semblable A la mycorhize de synthése obtenue avec l'isolat IR406.

L'organisation des hyphes du manteau permelt de classer les mycorhizes oblenues
par pi€geage en 2 groupes :

— Groupe 1 : mycorhizes présentant un manteau A structure prosenchymateuse
uniforme (BL7, BL10, BL12 et BR3).

— Groupe 2 : mycorhizes a manteau pseudoparenchymaleux uniforme (BLY,
BL11, BR2, BR10, BR§ et BR11).
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PLANCHE IN

Microscopie photonique de mycorhizes d H. afrrcana obtenues par piegeage presentant
un imanteau prosenchymateux uniforme
(coloration au bleu de toluidine).
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Figure 1. Coupe tmmss ersale d'une mycorhize de morphoty pe brun (site 11y Le numican st trés réduit
le réscau de Hartig se limie a fa prenicre couche de cellules corticales. (barre d'éehelle 14y,

Figure 2. Coupe longitudinale d'une mis corhize de morphoty pe blane (site VI Nater le développement
mportang du rescan de Hartig (barre d échelle 7.8 wm),

Figure 3. Conpe transy ersale d une m corhize de morphots pe blane (site X, thare ¢ échelle 9.3 pun
Figure 4. Coupe transversale d'ane iy corhize de morphots pe blanc site N1, (barre dechelle 9.3 wm,



PLANCHE X

Microscopie photonique de mveorhizes d' 4. afiicana obtenues par piégeage
presentant un manteau pseudoparenchymateux unitorme
(colaration au bleu de toluidine)

Figure 1. Coupe transyersale d une mycorinze de morphots pe brun (site i), Lo mantein présente
une i deny couches o' ln phes isodimmetriques entourds de quelques conches d 'y phes moims
soudis Les cellules corticales presentem des Tormes variées plus o moms allongées radinlement.
{barre d'échelle 10wy,

Fignre 2a & b. Conpe transyersale o une mycorhese de morphots pe bron site VI, La ligure 20
(harre d'échelle 4.8 pmy présente une ¢hauche de racme Latdrale ¢mergeant d'une racine
mycarhizée On nolte des dépots de s dans Te manteie (20) ¢t le résean de Firhg st bien
developpé. tbarre d échelle [0 wn)

Figure 3. Coupc tiansversale d "une nmcorhize de momphoty pe blanc (site 1N} Les wphes du
mntcau sonl wes sowdds. (barre d¢chetle 11wy
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PLANCHE N1

Microscopie photonique de mycorhizes d ‘A .wfricana abienues par piegeage
présentant un mantcau pscudoparenchymateux untforme,
(cotoration au bleu de toluidine).

Figure §. Conpe teansversitle d une nincarhize de morphoiype brun (sile N), Les Inphes sont de
wrande tnlle, (barre dechelie 0.3 jum),

Figure 20 & b, Coupe transversale d une mycorhize de morphon pe blane (site N1, Le manicau
présente une o dens couches ¢ hy phes plus eu moins sphériquucs cmanicar interng) ¢t an moins une
cauche d “hy phes plus altonges (manteau exteme) Le réscn de Hartig est bisérié par endroil (2.
barre déchelle 25 yun el 2b. barre d'échelle 8 pum)

Figore 3. Conpe timsversale d une macorhize de momphois pe brun (sie X1, Les by phes soni de
grande taille ¢ le réscon de Hartig peut Sre bisénd (barvee ¢ échelle T4 wny.



Anaiomie el cylologie

3.3.2. Structure des mycorhizes

3.3.2.1. Les mycorhizes de synthése

L'observation au microscope €lectronique a transmission a été faile sur toules les
mycorhizes obtenues par synthése. Nous présentons ici I'organisation structurale des
mycorhizes obtenues avec les souches S. dictyosporum IR250, Scleroderma sp2 IR408
et Scleroderma spl IR406.

A. africana | S. dictyosporum IR250

Le manteau est constitué de 3 couches d'hyphes ptus ou moins individualisés. Ces
derniers sont vivants pour la plupart et de forme trés variée (pL.XII, fig.1). Certains
hyphes extramatriciels montent des signes de dégénérescence i coté d'autres présentant
un cytoplasme riche en organites (pl.XII fig.2). Du manteau partent des hyphes qui
s'intercalent entre les cellules corticales de 1I'hote pour former le réseau de Hartig qui
présente une structure labyrinthique caractéristique de mycorhize fonctionnelle (pl. XII,
fig.1). On note un dépdt important de tanin au voisinage du réseau de Hartig. Les cellules
corticales sont vivantes et contiennent de grosses vacuoles qui occupent un grand volume
du cytoplasme, réduisant celui-ci en un fin film pariétal (pl. X1, fig. 1, 3).

A. africana ! Scleroderma sp2 1R408

La structure de cette mycochize rappelle celle décrite ci-dessus. Les hyphes du
manteau sont soudés par un ciment lache (pl.XIIL, fig.1). Le réseau de Hartig est par
contre plus développé. Les hyphes sont vivants ainsi que les cellules corticales de 1'hote
(pl.XII, fig.2, 3). Le séquengage de la région ITS ribosomique révele que cet isolat est
un S. dictyoporum (cf. chapitre IV), ce qui explique celte similitude de structure avec les
autres isolats de S. dicryosporum (IR109 et IR250),

Les observations effectuées sur les mycorhizes oblenues avec l'isolat IR109 ont
montré des cellules corticales dégénéréscentes (résultat non présenté ici) avec des dépdts
de tanin sous forme de couche importante ou de granules.

A. africana | Scleroderma spl IR406

Les mycorhizes induites pav l'isolat IR406, apparenté & S. verrucosum (cf. chapitre
IV) sont différentes de celles formées par les isolats de S. dictyosporum. Dans le manteau
externe, les hyphes présentent une section allongée et sont pour la plupart vivantes
(pL.XIV, fig.1). Ils apparaissent peu soud€s entre eux. Le manteau interne par contre est
formé d’hyphes 2 section ovale soudés par un ciment plus dense (pl.XIV, fig. 2a & b).
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PLANCHIE XTI

Ultrastructure d une mycorhize 4. africana 1 S. dictvospornm \R250
(contrastée a }acétate d uranyle/citrate de plomb)

Figure 1. Le manteau (M est forme d his phes v inaais soudés pa un ciment Liche, Une
couche importante de tanin (T est situee o 'mlerfiace des hy phes du mantcau. Le rescin
de Harig  (RH) en cours de formanon ¢st ¢ealement constiué o "y phes snants On
note 1oy presence de dolipore (d) caractéristique des basidiomyecles

Les cellutes corticales (Cey conticnnent de grosses viicuoles (V) contimles rédmsant e
cvioplasme cnoun fin fitm panétal. (barre d'échelle | wm,

Figure 2. Certains hyphes extromatriciels (hed sont vides de contenu ¢y toplasnigue
(barre d ¢chelle 0.4 um),

Figure 3. Huphe du réscan de Hantig eniourée par 3 ecliules corncales toules vivanics.
Noter I présence de rcticulum endoplasmique (Re) (bare d'échelle 0.7 pun),
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PLANCHE XIII

Ultrastructure d une mycorhize 4. ufricana | Scleradering sp2 IR408
(contrastee a |'acetate d uranyle/citrate de plomb)

e e,

4
1
!
!

Figure 1. Les hy phes du manteiau sont 1es pen soudes. ibarre d échelle 0.8 pun)
Figure 2a & b, Le rescan de Hartig ¢t les ecllules comcales de Fhote sont v ivantes.
tbarre d echelle 1.7 um)
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PLANCHIE NIN

Ultrastructure d une mycorhize 4 afircanne | Scleroderimea spl IR406
(contrastee a |'acétate d uranvle/citrate de plomb)

Ficrure | & 2. Lo numtcan ¢st constitie de deus conches. une couche exierme (Me)
dont les In phes sont soudds pat un cimeni kiche (1. boane d “échelle 0.5 jund ¢t une
conche mterne (Mi) o ciment ptns dense (20 & b barre d “échelic 1.3 wm)

Figure 3. Le éscau de Hartie est s ot ot les cellules corticales sont martes. (barre
d “¢echelle 0.6 jum),



Anatomie ef cyiologie

Le réseau de Hartig est vivant avec cependant des cellules corticales mortes
présentant des dépdts granuleux de tanins (pl. XIV, fig.3).

3.3.2.2. Les mycorhizes obtenues par piégeage

L'étude ultrastructurale des mycorhizes de piégeage a porté sur un morphotype blanc 2
manteau prosenchymateux obtenu sur s plants cultivés sur le sol du site XII (BL12) el
deux morphotypes bruns A manteau pseudoparenchymateux constitué de deux couches
(manteau interne et extemne, BR2) ou d'une seule couche (BR8). Le morphotype BR2 est
issu des blants cultivés sur le sol du site [I et BR8 sur le sol du site VIIL.

L'ulteastructure de ces différentes mycorhizes présente la méme organisation que
les mycorhizes obtenues en conditions semi-contrdlées. La piésence de dolipores
suggerent qu'il s'agit de Basidiomyceles.

Cas du morphotype blanc BL12

Les hyphes présentent une taille relativement plus importante. Comparativement
aux mycorhizes obtenues par synthése avec les isolats de S. dicryosporum, les hyphes du
manteau sont soudés par un ciment plus dense (pl.XV, fig.la & b). Ces hyphes sonl
riches en organites cellulaires, essentiellement des mitochondries. Une couche de tanin
sépare les hyphes du manteau de ceux de réseau de Hartig (pl.XV, fig.1a, 2). Ces
derniers sont intercalés entre des cellules corticales dégénérées.

Cas du morphotype brun BR2

Le manteau externe est constitué d'hyphes morts, allongés et dépourvus de conlenu
cytoplasmique. Par contre, les hyphes du manteau interne sont vivantes et riches en
organites (pl.XVI, fig.1, 2). On observe une couche de tanin 4 la limite du manteau
interne et exteme (pl.X VI, fig.2). Les hyphes du réseau de Hartig contiennent beaucoup
de mitochondries (pl. XVI, fig.3).

Cas du morphotype brun BR8

Le manteau présente des hyphes vivants (pl.X VI, fig. 1). Cependant, certains
hyphes exiernes sont dégénérescents et encadrent des bactéries probablement saprophytes
(pl.XVII, fig.2). On observe de nombreux organites cellulaires au niveau du réseau de
Hartig qui présente par endroit une organisation bisériée (pl. X VII, fig.3, 4). Certaines
cellules corticales de I'hdte sont vivantes (pl.XVIIL. fig.3) et d'autres présentent des
signes de dégénéréscence (pl.XVIL tig.4).
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PLANCHE XV

Ultrastructure d une mycorhize de morphotype blanc (BL12)
(contrastée a 'acétate d uranyle/citrate de plomb)

Figure Fa & b Le montcan prosenchy maieny st constitue d Tn phes v ivanis ¢f nches
cnimitochondnes ( la. barre d’échelle .85 pmeet 1b. barre d éehiclle 2.7 wim). Noter I
presence de dolipore (d) cinmcicnistigne des bastdiomyeéies ¢la). Le ciment inter-
hyphal (C est peu soudé.

Figure 2. Les cellules corticales sont mortes cependint le rescan de Haulig estvivant,
tbinre ' cchelle 13 jumy,
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PLANCHE XV

Ultrastructure d une mycorhize de morphotype brun (BR2)
(contrastee & I'acétate d'uranyle/citrate de plomb)

Fiztre 1. Les hnphes o manicau imerne sont v antes et celles dn manieau externe sont vicles
de contenus cellulaires Le resean de Hartig est cgalement vivam (barre d ¢chelle 1.6 pm)
Figure 2. Dénnl des by phes dumantcior mousrnt vn depot de tom entie les dens couches.

¢barre d echelle 1.5 puny
Figure 3. Les nphes du réseau de Hartrz sont nches on mitochondries  thare o éehelle 1.

[T
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PLANCHLE \VII

Ultrastructure d une mycorhize de morphotype brun (BRS)
(contrastée a I'acétate d uranyle/citrate de plomb)

Figure 1. Le mantcau presenie une simicture pseudoparenchy matense €1 ¢st consiitng ¢ In phes
vivams (barre d'cchelle 2.3 pum)

Figure 2. On note I presence de bacterics (b) probablement saproplites o proxinué des h phes
degénérescents du mamican. (borre d'echetle 2 pimg

Figure 3 & 4. Le rescau de Hartig est biséric (3. barre d &chelle 2 3 jum) avee des In phes nches en
argantes (4, bare d échelle 2 7 pemy,
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Anwaontie et cytologie

La présence d'organites chez les deux partenaires est l'indication des zones
physiologiquement actives.

3.4. Discussion et conclusion

L'analyse cytologique des mycorhizes développées sur A. africana a permis de confirmer
que celles induites par les isolats de Sclérodermes définis et tous les morphotypes
identifiés sur les plantules piégées constituaicnt des mycorhizes fonctionnelles avec un
manteau bien développé, ou en dégénérescence, et un réseau de Hartig présentant par
endroit des hyphes labyrintiques. L'utilisation des seuls critéres morphelogiques permet
dans certains cas d'identifier J'espece fongique impliquée dans une mycorhize et surtout
les genres (Zak, 1973 ; Mehmann et al, 1995). Les mycorhizes formées par les
différentes espeéces de sclérodermes que nous avons testées présentent une morphologie
qui pourrait caracténser les mycorhizes du genre Scleroderma au stade juvénile. En effer,
bien que la croissance de la souche TR406 en milieu de culture differe fortement de celle
des autres isolats, toutes les mycorhizes formées par les souches IR109, IR250, IR408
(S. dictyosporum) et IR406 (Scleroderma spl) sont semblables. Les mycorhizes de S.
citrinum sur Betula pendula (Agerer, 1987) et celles de Scleroderma sp sur chéne
(Garbaye, 1990b) présentent également une morphologie semblabie a celles que nous
avons décrites. Cependant, au cours des essais en pépiniere (cf. chapitre V), nous avons
obtenu des mycorhizes de couleur jaune pile avec les souches IR109 et IR408, 4 mois
apres inoculation. Garbaye (1990) signale €galement un changement de couleur des
mycorhizes de Scleroderma passant du blanc au jaune péle. Ces observations soulignent
les difficultés d'identification du partenaire fongique & partir d'une mycorhize a l'aide des
seuls criteres morphologiques.

En considérant les criteres anatomigques (organisation du manteau en particulier), il
est possible d'identifier aisément les mycorhizes formées par Scleroderma spl IR406
(génétiquement proche de S. verrucosum, chapiue IV) qui sont caraciérisées par un
manteau externe lache entourant un manteau interne a hyphes noyés dans un ciment
dense. Les mycorhizes obienues avec l'isolat IR408, que nous avons atiribué a S.
dictyosporum (cf. chapitre IV), présentent Ja méme organisation anatomique que celles
des deux autres souches de S. dictyosporum (IR109 et IR250). Par conséquent, les
critéres morphologiques et anatomiques sont utiles afin d'identifier I'espece mycorhizant
. les plants, mais ils sont insuffisants pour différencier les souches fongigues.
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Anatomie el cytologie

Les mycorhizes oblenues par piégeage présentent la méme organisation générale
(manteau d'épaisseur variable et réseau de Hartig peu profond) que celles qui sont
obtenues par synthese. Cependant, le diameéure des mycorhizes de piégeage est légérement
plus grand. On observe chez les deux morphotypes deé structures variables du manteau,
prosenchymateuse ou pseudoparenchymateuse uniforme. Son épaisseur est assez variable
et généralement, plus importante au niveau des mycorhizes de pi€geage. La souche IR406
présente cependant une €paisseur du manteau supérieure a celle de certains morphotypes
(BL7, BL10). La profondeur de pénétration intercellulaire du réseau de Hartig est
€galement plus importante chez les mycorhizes de piégeage. Ce réseau mycélien semble
ure en cours de formation pour certaines mycorhizes de synthése (pl.XII, fig.1). La
faible épaisseur du manteau des mycorhizes de synthése pourraient dong traduire le stade
de développement précoce des tissus observés. En effet, des travaux ont montré une
augmentation de 1'épaisseur du manteau au cours de 1'évelution de la mycorhize (B4,
1990 ; Pargney et Leduc, 1990). Il est peu important chez les mycorhizes jeunes et
devient plus €pais au niveau des mycorhizes plus dgées. L'anatomie comparée montre
que certaines mycorhizes blanches et brunes ont la méme organisation du manteau,

Excepté la taille des cellules et aussi 1'dge des mycorhizes, certaines mycorhizes de
piégeage ont des structures semblables a celles de synthese (cas des mycorhizes formées
par les isolats de S. dictyosporum et BL10, BL12 et BR3).

Toutes les mycorhizes examinées présentent la structure typique des mycorhizes
d'Angiospermes (Hétre, Bouleau, Eucalyptus, Afzelia, Brachystegia) avec une seule
couche de cellules corticales colonisées par le réseau de Hartig (Hogberg et Nylund,
1981; Alexander et Hogberg, 1986 ; Ba, 1990 ; Strullu, 1991 ; Dexheimer et al, 1994).
L'organisation du manteau en deux couches (interne et externe) a déja éié décrite chez A.
africana et A. quanzensis (Hogberg et Nylund, 1981 ; B4, 1990). La présence d'un
manteau pseudoparenchymateux strict a également ét€ observée chez des mycorhizes
blanches d'A. africana obtenues par piégeage (B, 1990). Cette derniére organisation
rappelle le morphotype blanc BL (site IX).

Les études ultrastructurales ont permis de montrer que pratiquement toutes les
mycorhizes sont physiologiquement actives avec des cellules vivantes des deux
parienaires plus ou moins riches en organites. La présence de dolipores au niveau des
hyphes des mycorhizes de piégeage observées au microscope €lectronique confirme
gu'elles sont dues 4 des Basidiomyceles. Les hyphes extramatriciels sont généralement
dégénérescentes ou mortes chez les mycorhizes obtenues par synthése et par piégeage.
Les hyphes du manteau 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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cellules corticales sont mortes. Compte tenu de 1'age des mycorhizes de synthése, ceci
pourrait étre liée 2 la zone de coupe. En effet, Lei (1988) a délimité dans l'organisation
longitudinale des mycorhizes de synthése de Pinus sylvestris trois zones : une zone agée
présentant des cellules corticales dégénérescentes ou mortes, une zone sous-apicale sous-
jacente courte montrant des cellules corticales vivantes et une zone active avec la présence
d’hyphes et de cellules corticales vivants.

Nous avons observé des couches de cellules & tanins 4 'interface des hyphes du
manteau et du réseau de Hartig. Cette configuration est fréquente chez les associations
ectomycorhiziennes (Massicotie et Petterson, 1987 ; Lei, 1988, Pargney et Leduc,
1990). Ces tanins qui interviendraient dans la coloration des mycorhizes et dans le
contrdle de la croissance du champignon par les cellules radiculaires (Malajczuk, 1984)
sont plus impertants au niveau des mycorhizes de synthése que celles de piégeage et cetie
accumulation pourrait étre liée aux conditions de culture.

La morphologie, l'anatomie et la structure des différentes mycorhizes
décrites dans ce chapitre permettent de rapprocher certains morphotypes
blancs (BLI10, BLI12) formées par l'inoculum présent dans le sol, a
certaines mycorhizes de synthése obtenues avec les souches IR109, IR250
et IR408 de S. dictyosporum.

Les vanauons de P'€paisseur du manteau et de la profondeur du réseau de Hartig
pourraient étre liées a 1'age des mycorhizes. Cependanl, il est difficile de confirmer avec
certitude 1'appartenance taxonomique des morphotypes. Les champignons précoces,
associés A A. africana dans les 8 sites expérimentaux, comprennent des Sclérodermes et
d'autres espeéces fongiques (chapitre IV). Nous ne pouvons pas identifier en l'absence de
mycorhizes de synthése ces autres espéces de champignons rencontrés sur les sites.
Ainsi, l'utilisation de ces critéres anatomo-morphologiques pour identifier les
champignons au niveau des mycorhizes nécessite que l'on puisse les isoler a partir des
mycorhizes et réaliser des syntheses mycorhiziennes sur plantule. Les mycorhizes de
synthese ainsi obtenues sont alors comparées a des mycorhizes obtenues dans les mémes
conditions avec des souches de référence comme cela a ét€ signalé par Zak (1973). Cela
demande un temps assez Jong et la nécessité d'isoler les champignons 4 parur des
mycorhizes. Malgré tout, il serait tres difficile, voire impossible, de différencier les
mycorhizes formées par des souches de méme espece tels que IR109, IR250 et IR408.

Les techniques de biologie moléculaire développées ces derniéres années
(PCR/RFLP, RAPD) ont permis de s'affranchir de ces difficultés en associant des
crteres génétiques aux caractéristiques morphologiques (Gardes et Bruns, 1996). Ainsi,
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grace & 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 I'étude de
la diversité génétique des communautés et des populations fongiques d'un écosystéme et
au suivi de souches introduites en pépiniere et au champ (Henrion e al, 1994 ; Gardes et
Bruns, 1996 ; Di Battista, 1997 ; Sélosse et al, 1998a ; Gryta et al, 1997).

Dans le chapitee suivant, les techniques de PCR/RFLP sont appliquées pour
identifier les mycorhizes de sclérodermes parmi les symbioses formées sur les racines des
plantules piégés. Compte-tenu des caractéristiques morphologiques des mycorhizes de
sclérodermes décrites plus haut, l'accent est mis sur les morphotypes blancs qui
pourraient étres formés par les sclérodermes.
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Chapitre 1V.

Etude de la diversité génétique des sclérodermes et
identification des champignons associés a
A. africana.
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4.1. Introduction

Des diftérences inter- et intraspécifiques dans la capacité mycorhizogéne ou la stimulation
de croissance des plantes-hotes ont é1¢ mises en évidence chez les champignons
ectomycorhiziens au cours de différents travaux réalisés en laboratoire, en pépiniére et au
champ (Malajczuk er al. 1990 ; Lei et al, 1990 ; Le Tacon ez al, 1992 ; Thomson et al,
1994). Afin de vérifier si le gain de croissance des plantes-hbtes résulte des symbiotes
inoculés, il est indispensable d'apprécier la persistance de ceux-ci. En absence de
fructification, 1'étude de la persistance du mycosymbionte implique qu'il soit possible de
I'identifier & partir des mycorhizes formées in situ. Pourtant, l'identification des
champignons ectomycorhiziens sur les racines est assez délicate, ceci étant dfi 2 des
caractéristiques morphologiques et structurales semblables (chapitre ITT) (Agerer, 1987 ;
Harley and Smith, 1983 ; Gardes er 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 criteres anatomiques et morphologiques. Pour remédier a ces
difficuliés, les techniques de biologie moléculaire sont de plus en plus utilisées pour
permettre l'identification de champignons ectomycorhiziens a partir de carpophores, de
mycélium en culture et de mycorhizes. Ces techniques sont entre autres ['amplification
génique in vitro, ou PCR (Polymerase Chain Reaction), suivie de l'analyse du
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP, Restriction Fragments
Length Plymorphism), I'amplification aléatoire de segments de I'ADN génomique ou
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) et le séquengage des espaceurs
intergéniques (ITS et IGS) de I'ADNr (Bruns ez al, 1998 ; Horton et Bruns, 1998, Martin
et al, 1998b). Elles reposent sur la comparaison de profils RFLP ou de séquences
nucléotidiques d'un échantillon inconnu avec ceux d'un échantillon de référence
taxonomiquernent défini.

Un de nos objectifs étant la sélection de souches de Sclérodermes efficaces pour la
croissance d'A. africana en pépiniére, avec a couct terme une étude de la compéutvité de
la souche introduite apres plantaton, il €tait important :

1. de caractériser moléculairement les différentes especes de Sclérodermes récoliées
au Burkina Faso et d'évaluer leur diversité génétique inter- et intraspécifique,

2. de définir la filiation taxonomique des espéces morphologiques indéfinies,
Scleroderma spl, Scleroderma sp2 et Scleroderma sps, et
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Tableau 4.1. Liste des différents isolats ¢t carpophores de Sclérodermes éludiés avec Ics siles expérimeniaux
d'origine, les plantes associées el leur appartenance taxonomique.

N® échantillons Espices Année de Site Plante-hte
récolle
Carpophores
Sdl Scleroderma dictyosporum 1997 v A. africana
Sdz ! 1997 VI A. africana
§d3 " 1997 X 1. doka & I. dalziellii
Sdd 1997 X U. guineensis
Sds 1997 X 1. doka
Sd6 1997 X M. kerstingii & [. dalzeillii
Sd? 1997 0 M. kerstingii
Sd8 1997 Xl M. kerstingii & [. dalzeillit
Mycélium
Sd109 Seleroderma dictyosporun 1994 v A. africana
Sd215 " 1994 1 [ doka & I. dalgiellii
$d250 1996 VII {. doka
Sd412 1996 X U. guineensis
Sde02 1996 X103 M. kerstingii & 1. dalzeillii
Sd7731 1989 Sénégal A. africana
Carpophores
Svi Scleroderma verrucosum 1997 v M. kerstingli
Sv2 i 1997 V] U. guineensis
Sv3 2 1997 VI I. doka
Svd ' 1997 IX 1. doka & I dalziellui
Sv5 " 1997 X U. guineensis
Sv6 ! 1997 X 1 doka
Sv? ¢ 1997 X M. kerstingii & 1. dalziellii
Mycélium
Sv256 Scleroderma verrucosum 1996 X I doka & I. dalziellii
Sv500 : 1994 X1 U. somon
Sv600 1956 X M. kerstingii & 1. dalzellii
Carpophore
Sspl Scleroderma sp) 1997 i U. guineensis
Mycélium
Ssp1-406 Scleroderma spl 1994 m U. guineensis
Ssp1-409 ! 1995 m U. guineensis
Sspl-410 1996 m U. guineensis
Ssp-414 1996 m U. guineensis
Mycélium
Ssp2-100 Scleroderma sp2 1994 v A. africana
Ssp2-408 " 1995 m U. guineensis
Ssp2-510 1996 X1 U. somon
Mycélium
Ssp3-252 Scleroderma sp3 1996 XN I doka
Mycélium
Ssp5-605 Scleroderma sp5 1993 [ 1. doka & I. dalzellii
ORSXMO002 d 1989 Sénégal A. africana

Dans ce tableau, l'initial IR des isolats en culture a €té remplacé par sd, sv, sspl, ssp2, ssp3 ou sspS permeitant
de les identifier respeclivement aux especes S.dictyosporum, S. verrucosum, Scleroderma spl, Scleroderma sp2,
Scieroderma sp3 el Scleroderma sp3. Cette dénomination est uniquement ulilisée pour ce chapitre,

nd = non délerminé
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3. d'identifier les champignons précoces, dont les Sclérodermes, impliqués dans
les mycorhizes obtenues en pépiniére sur les sols provenant de sites expérimentaux.

Nous avons ainsi utilis€ trois techniques de diagnostic : la PCR/RFLP, le
séquengage des régions intergéniques de I'ADN ribosomique (ITS et IGS1) et la RAPD.

4.2. Matériels et méthodes

" 4.2.1. Les souches fongiques

L'étude de la diversité inter- et intraspécifique a été réalisée sur 17 isolats de
Sclérodermes obtenus au cours de cette étude (chapitre IT) et deux autres isolats dont un
S. dictyosporum (ORS7731) et un isolat indéterminé (ORSXMO002) provenant du Sud du
Sénégal (tableau 4.1). Afin d'élargir I'échantillonnage des Sclérodermes en culture, des
carpophores ont également ét€ récoltés sur les sites expérimentaux en 1997 (tableau 4.1).
. L'appartenance taxonomique des différents Sclérodermes a €té déterminée initialement a
partir des caractéristiques morphologiques des carpophores et des spores.

Au cours de notre expérience de piégeage de souches fongiques sur plantules
cultivées sur le sol provenant des différents sites expérimentaux (chapitre III), nous
avons identifié trois morphotypes principaux de mycorhizes (tableau 4.2). Dans ce
chapitre, les espéces fongiques ayant formé ces mycorhizes sont comparées aux
différents isolats fongiques, taxonomiquement définis, provenant de carpophores.

Les isolats fongiques sont maintenus en culture sur milicu gélosé MNM & 25-30°C
depuis leur isolement. Quant aux mycorhizes et carpophores, ils ont ét€ conservés dans
un mélange de glycérol/feau/éthanol (30 : 40 : 30, v/v/v) 2 4°C.

4.2.2. Extraction de I'ADN total

Notre étude portant sur du matériel trés peu utilisé en analyse moléculaire (carpophores de
Sclérodermes) ou pas du tout (mycorhizes d'Afzelia 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 a €tre
amplifi€ par PCR.
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Tableau 4.2. Liste des différents morphotypes mycaorhiziens obtenus
par piégeage sur les plantules d'A. africana

Morphotypes de mycorhizes
Icode sur les gels

Origine du sol vtilisé en pépiniere et
planle-hdle

Mycorhizes blanches

BLI11
BLJ)2
BL9
BL10
BL7

Mycorhizes beiges
BE12

Myecorhizes brunes
BR10

BR2

BRil

BR8
BR3

U. somon (site XI)

1. doka (site XIT)

[ doka & I. dalziellii (site IX)
U. guineensis (site X)

A. africana (site VII)

1. doka {site XII)

U. guineensis (site X)
M. kerstingii (site IT)
U. somon (site XI)

1. doka (site VIIT)

U. guineensis (site III)




Diversité génétique

4.2.2.1. Extraction a partir de cultures mycéliennes

Pour I'extraction de 'ADN total 4 partir de mycélium, nous avons utilisé la méthode
CTAB 2 (Hexadecyltrimethylammonium bromide) décrite par Henrion et al (1994b)
modifiée par Di Battista (1997). Le protocole est le suivant ;

1. Environ 10 mg de mycélium sont prélevés a partir des cultures sur milieu gélosé
MNM et broyés en présence de PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) insoluble & l'aide d'un
piston en plastique dans un tube a microcentrifuger. Le broyat est mis en suspension dans
650 yd de tampon d'extraction (100 mM Tris HCl pH 9,0 ; 20 mM EDTApH 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 2 65°C pendant 1 heure.

2. Apres cette incubation, les échantillons sont centrifugés a 14 000g pendant 1 22
min et le surnageant contenant I'’ADN est transféré dans un autre tube. Ce surnageant est
déprotéinisé par addition de 600 pl d'un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique
(24 : 24 : 1, v/v/v). Le mélange est agit€ pendant 15 sec sur un agitateur de tubes
{Bioblock) et centrifugé 15 min a 14 000g.

3. La phase aqueuse est récupérée dans un nouveau tube et additionnée de 600 pl
de chloroforme afin d'éliminer les traces de phénol résiduel. Le mélange est de nouveau
agité et centrifugé & 14 000g pendant 10 min.

4. La phase aqueuse est prélevée et I'ADN est précipité par addition de 900 pl
- d'isopropanol et incubation 2 -20°C pendant au moins 1 heure.

5. Apres centrifugation & 14 000g pendant 30 min, le surnageant est éliminé et le
précipité contenant ' ADN est rincé trois fois a I'éthanol 70% (v/v) par centrifugations
successives. Le culot est séché une dizaine de minutes a l'air afin d'¢liminer les traces
d’alcool. Le culot est alors suspendu dans 50 pl d'eau déionisée stérile et incubé pendant
5 min 2 65°C afin de faciliter Ja solubilisation de I'ADN.

Cette solution d'ADN est conservée 2 4°C sur de courtes périodes (quelgues jours)
ou 2 -20°C pour une plus longue durée. Les réactions de PCR s'effectuent sur des
solutions diluées (1 : 25) d'ADN.

Si nécessaire, une étape supplémentaire de précipitation des polyphénols dans du
PEG (Polyéthyiéne glycol) permet de purifier les extraits fortement colorés. 32 pl de la
solution d'ADN sont alors additionnés de 8 pl d'acétate de sodium 5 M et de 40 pl de
PEG (13%, p/v). Apres incubation dans la glace pendant 30 min, le mélange est
centrifugé a 14 000 g pendant 30 min. Le culot est récupéré et rincé trois fois a l'éthanol
70% (v/v) par centrifugations successives, puis repris dans 50 pl d'eau désionisée.
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1. Broyage des échantillons dans le tampon AP1 + 4 uml
de Rnase (100 mg/ml) et incubation 10 min & 65°C
Addition de 130 pul AP2 et incubation 5 min dans la glace

2. Transfert des échantiilons dans une colonne QIAshredder et
centrifugation 2 min a 14 000g pour €liminer Jes débris
cellulaires

3. Récupération du filtrat et addition de 0,5 volume de tampon AP3,
} volume d’éthanaol 100%. Bien mélanger

4. Transfert du mélange dans une colonne Dneasy mini
spin et centrifugation &4 6000g. L ' ADN est retenu dans
la colonne et le filtrat est jeté.

5. L. "ADN est rincé deux fois avec 500 pl de solution AW suivi
de centrifugation a 6000 g puis 4 14 000 g pour sécher la colonne

6. 100 pl ou moins de tampon AE préchauffé 2 65°C ou de I'eau
désionisée sont mis 4 incuber dans la colonne 5 min a4 température
ambiante

Une cenmrifugation 1 min & 6000 ¢ permet de récupérer |’ADN
contenu dans ¢ tampon ou I'eau.

L 'extrait &’ ADN est alors conservé 4 -20°C,

Figure 4.1. Schéma d’extraction de ’ADN & I’aide du kit DNeasy

de Qiagen
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4.2.2.2. Extraction a partir de mycorhizes et de carpophores

L'extraction a partir de mycorhizes et de carpophores est effectuée selon la méthode
décrite par Grube er al (1995) modifiée Martin ef al (1998a). L'extraction est réalisée sur
--10 mg de fragments de carpophores, débarrassés des spores, ou sur une seule racine

- mycorhizée.

1. Les échantillons sont broyés a l'aide d'un piston en plastique dans un tube 2
microcentrifuger et le broyét est mis en suspension dans 300 pt de tampon thiocyanate de
guanidine préparé selon Maniatis et al (1982) (cf. annexe 2). La suspension est incubée 2
65°C pendant environ 1 heure. Apres avoir,éliminé les protéines de l'extrait (cf. étapes 2
et 3 protocole CTAB 2, paragraphe 4.2.2.1), I'ADN est précipité dans de l'iodure de
sodium (Nal, 6 M) additionné de 5 U de billes de silice (Glassmilk, GeneCleanll, Bio
161, La Jolla, CA 1001-400), dans de la glace pendant 10 min 3 toute une nuit.

2. Les tubes sont ensuite centrifugés 1 min 4 14 000g et le sumageant €liminé. Le
culot contenant 'ADN li€ aux billes de silice est rincé€ deux fois avec 300 ul d'éthanol
80% (conservé & -20°C), puis séché .

3. Le culot de billes est ensuite suspendu dans de l'eau désionisée (MilliQ,
Millipore). Les tubes sont centrifugés 1 min a 14 000g et le surnageant contenant ' ADN,
élué des billes, est récupéré. Cet extrait est dilué 10 fois (1 : 10) et utilisé pour la PCR.

A plusieurs reprises, 'ADN des mycorhizes et des carpophores, extrait & I'aide de

" ces deux protocoles, était contaminé par des composés inhibant 'amplification PCR.

Nous avons alors employé le Kit de purification dADN DNeasy de Qiagen (fig. 4.1).
Plus cofiteux, il est généralement plus efficace dans l'élimination des composés
interférents avec la PCR.

4.2.3. Amplification enzymatique in vifro de l'espaceur interne. transcrit
(ITS) et l'espaceur intergénique (IGS1) de I'ADNr nucléaire

Les régions ITS et IGS1 de I'ADN ribosomal nucléaire ont ét¢ amplifiées a l'aide
d'amorces oligonucléotidiques spécifiques des champignons ITS1/ITS4 et 5SA/CNL12
(White er al, 1990 ; Henrion er al, 1992) (tableau 4.3). Pour la réaction de PCR, 25 pl
d'ADN dilué dans l'eau désionisée sont mélangés avec 25 ul du milieu réactionnel
(Appligéne-Oncor) (tableau 4.4). La réaction seffectue dans un cycleur Thermojet
(EUROGENTEC, St Quentin/Yvelines) ou GeneAmp 9600 (PERKIN ELMER, St
Quentin/Yvelines). Lorsque le cycleur Thermojet est utilisé, le mélange est recouvert
d'une goutte d’huile minérale (Sigma) afin d'éviter ['évaporation aux fortes températures.
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La durée et la température des différentes étapes d'amplification sont : dénaturation initiale
de 'ADN, 3 min & 95°C, suivie de 25 a 30 cycles de dénaturation (1 min 4 95°C), fixation
des amorces (30 sec a 50°C) et polymérisation (2 min & 72°C) et enfin une étape de
polyménsation finale de 10 min & 72°C. Chaque séne d'amplification inclue une solution
témoin sans ADN fongique afin de déiecter d'éventuels contaminants dans les tampons et
réactifs.

Tableau 4.3. Séquences des amorces nucléotidiques ITS1/1TS4 et SSA/CNL12
utilisées pour 'amplification de I'TTS et 1TGS1.

Amorees Séquences (5'2 3) ; Cibles

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG cégion ITS
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

5SA CAGAGTCCTATGGCCGTGGAT ~ région IGS1
CNLI2 GACTGAATCTCCGCAAGTC

Tableau 4.4. Compositon du mélange réactionnel utilisé pour la PCR dirigée de I'[TS et de I'IGS1
et en RAPD '

Milieu Volume (ul) Concentration finale

Tampon réactionnel 10 x 5 1x (100 mM KCI; EDTA 0,1 mM

Appligéne 20 mM Tris-Hel pH 8 ; 1,5 mM
: MgCly; 1% triton X-100; 0,2 mg/ml

gélatine)

dXTP Quantum Bioprobe (10 mM) 1 200 M

Amorce 1 0,1 10 mM

Amorce 2 0,1 10 mM

Tag Polymérase Appligéne (5 uw/jui) 0,1 0,05unité

Eau ' qsp 25 5

Solution d'ADN 25

A la fin de la réaction, les amplifiats sont déposés sur un gel d'agarose (1%, p/v)
(Sambrook er al, 1989). Dix jtl d'amplifiats sont mélangés avec 2 pul de tampon de charge
(bleu de bromophénol 10 mg ; glycérol 87% (v/v), 2,8 ml ; EDTA 0,5M, 2 ml ; xyléne
cyanol FF 10 mg ; eau désionisée, gsp 5 ml) et le mélange est déposé dans les puits d'un
gel horizontal d'agarose placé dans une cuve d'électrophorése Midi Sub Cell (Bio-Rad).
La migration s'effectue a2 8V/cm pendant 90 min dans du TBE 1x (Tris base, 108 g ;
acide borique, 55 g ; EDTA 0,5 M (pH 8), 40 ml ; eau désionisée gsp 11 pour un tampon
10x). Un marqueur de masse moléculaire (100 pb DNA ladder, GIBCO BRL) migre
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dans une piste paralléle a celles des échantillons afin de déterminer la longueur des
amplifiats.

Aprés migration, les gels sont incubés dans du bromure d'éthidium (BET) pendant
5 a 10 min afin de colorer 'ADN. Le BET s'intercale entre les bases d'ADN et permet
d'observer les fragments d'’ADN par fluorescence sur un transilluminateur UV (254 nm).
Les gels sont ensuite incubés 10 2 15 min dans de I'eau désionisée afin d'éliminer 1'exceés
de BET, puis des photos sont prises & l'aide d'un systéme vidéo (Bioprobe System)
comprenant une caméra Hitachi, une unité de numérisation Polaroid et une imprimante
thermique.

4.2.4. Polymorphisme de longueur des fragments de restriction de I'ITS et
I'IGS1 ribosomaux

Afin de révéler la présence éventuelle d'un polymorphisme de séquence dans les régions
ITS et IGS1, les amplifiats (20 pl) correspondants sont digérés toute fa nuit 2 37°C avec
2,5 unités d'enzymes de restriction, Hinfl (Biolabs) et Mbol (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 posséde une résolution supérieure
au gel d'agarose et permet de séparer avec une bonne résolution les fragments de
longueur inférieure 2 100 pb. La migration s'effectue a 4,5 mA/cm pendant 75 min dans
des cuves d'électrophorese Protean II (Bio-Rad) contenant du TBE 1x. Le marqueur de
masse moléculaire (100 pb) est mis & migrer & une des extrémités de chaque gel. Les
fragments d'’ADN sont colorés au BET et observés comme décrit ci-dessus (paragraphe
4.2.3).

Tableau 4.5. Composition des gels d'acrylamide viilisés pour la séparation des fragments
d’ADN aprés RFLP ou RAPD

Composants Gel de séparation Gel de concentration
(8%) (3.5%)

Acrylamide/Bisacrylamide 30% (p/v), 29:1 1,33 ml 0,29 ml

TBE 10x 0,5ml] -

Tris-Hcl 0,5M, pH 6,8 - 0,5 ml

Eau ultrapure 3,135 ml 1,693 ml

APS (ammonium persulfate) 10% (p/v) 50 375 W

TEMED 5wl 5 ul

3.5 ml 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. Séquencage de I'I'TS

Les produits d'amplification correspondant 2 1'['TS de différents isolats de Sclérodermes
sont purifiés par précipitation a I'acétate d'ammonium 10 M afin d'éliminer les amorces
oligonucléotidiques (Martin et Voiblet, 1998). Les deux brins d'ADN sont séquencés &
l'aide des amorces ITSI/ITS4 et du kit Big Dye Terminator (PE ABI). Les fragments
d'ADN, issus de la réaction de séquengage, sont séparés sur une colonne capillaire (57
cm x 100 um) placée dans le séquenceur automatique GenoTyper ABI 310 (PE ABD).
Les séquences lues par le logiciel "Sequence Analysis” (PE ABI) sont éditées et corrigées
a l'aide du logiciel Sequencher (Gene Codes Corporation, Anon Arbor, MT). Les
alignements de séquences sont réalisés A'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 IBPC (Lyon, France), puis comparées afin de déterminer
les pourcentages de similarité. La recherche de similarité avec d'autres séquénces de
champignons ectomycorhiziens est effecluée par comparaison aux séquences répertoriées
dans 1a base de données d'ADN (NCBI GenBank) a I'aide du logiciel Blast 2.0 du site
Web du NCBI (Altschul et af, 1997).

4.2.6. Analyse de parcimonie

Différents alogorithmes de calculs, tous basés sur la recherche de l'arbre le plus court
permettant d'établir les relations phylogénétiques entre isolats étudiés’ a partir des
séquences ITS alignées par MuliAlin et ClustalW, ont été utilisés. Il s'agit des
algorithmes exacts et des algorithmes heuristiques, méthode de réarragement des
branches ou "Branch Swanping" du programme PAUP 3.1. Ces algorithmes générent
des arbres assez voising pour les Sclérodermes €tudi€s parmi lesquels nous avons retenu
celut de la méthode heuristique

4.2.7. Analyse du polymorphisme de I'ADN par RAPD

Pour 1'étude du polymorphisme de I'ADN génomique par RAPD, nous avons utilisé les
amorces 152C (5’'CGCACCGCAC?) et 174 (5AACGGGCAGC3"). 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 50°C. 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 Appligéne-Oncor (20 mM Tris-HCL, pH 9 ; 1,5 mM MgCl2 ; 100 mM KCI ;
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1% Triton X-100), 0,2 mM de chaque dNTP, 1-2 ng/ul 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 1GS1

Afin d'apprécier la variabilité génétique inter- et intraspécifique des Sclérodermes, nous
avons étudi€ Je polymorphisme des régions intergéniques ITS et IGS1 des différents
isolats et carpophores. Ces séquences ribosomiques ont été amplifiées 3 'aide des
amorces PCR ITS1/ITS4 et CNL12/5SA (tableau 4.3). L'analyse des produits
d'amplification de I'TTS et de I'IGS1 révele l'existence d'une variabilité inter-, mais aussi
intraspécifique, au sein des isolats et carpophores étudiés (fig. 4.2A-D, tableau 4.6). En
effet, on note un polymorphisme de la longueur de I'ITS entre les différentes espéces et
également au sein d'une méme espece. Aingsi, la longueur de I'TTS des isolats, 1a plupart
des carpophores de S. verrucosum (sv256, sv500, sv600, svl, sv2, sv3, sv4 et sv6) et
de l'isolatScleroderma sp3 (ssp3-252) est plus grande (760 pb) que celle des S.
dictyosporum sd109, sd250, sd412, sd602, sd7731, sdl, sd2, sd3, sd4, sdS et sd6 (670
pb) et sd7, sd8 (590 pb). Par contre, les 3 isolats de Scleroderma spl (ssp1-406, sspl-
409 et ssp1-410) et le carpophore sspl présentent un ITS de longueur identique & celle de
I'TTS des S. verrucosum. D'antres isolats et carpophores, supposés apparterﬂr 3 la méme
espece, présentent des [TS de longueur différente. C'est le cas des isolats sspl-414 de
Scleroderma spl (590 pb), ssp2-510 (590 pb) et ssp2-408 (670 pb) de Scleroderma sp2 et
le carpophore sv5 (620 pb). L'ITS de Scleroderma ssp5-605 a la méme longueur que
celui des isolats de S. verrucosum (760 pb). L'isolat indéterminé ORSXMO002 et §.
dictyosporum sd7731 du Sénégal présentent un ITS de méme longueur que les isolats et
carpophores de S. dictyosporum (670 pb).

Inversement, Ja longueur de 1'IGS1 des isolats et carpophores de S. Verrucosum
(440) est inférieure 2 celle des §S. dicryosporum (470, 500 et 550 pb). Les espéces
identifiées & Scleroderma spl (sspi-406, ssp1-409, sspi-410 et sspl) ont des IGS1 de
longueur identique a celle des S. dictyosporum (470 pb). L'1GS1 de l'isolat ssp1-414 a
une taille identique 2 celle des autres isolats de méme espece (Scleroderma spl) (résultat
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Tableau 4.6. Longueur des régions ITS et IGS amplifiées des isolats et carpophores de Sclérodermes.

Isolals et carpophores Longueur ITS (pb) Longueur IGS (pb)
Scleroderma dictyosporum

Sd109 670 470
Sd215 670 530
Sd250 670 470
Sdd12 670 470
Sd602 670 470
Sd773i 670 470
Sdl 670 550
Sd2 670 550
Sd3 670 470
Sd4 670 470
Sds 670 470
Sd6 670 470
Sd7 590 500
Sd8 590 500
Scleroderma verrucosum

Sv256 760 440
Sv500 760 440
Sv600 760 440
Svl 760 440
Sv2 760 440
Sv3 760 440
Svd 760 440
Sv5 620 440
Své 760 440
Sv7 760 440
Scleroderma spl

Ssp1-406 760 470
Ssp1-409 760 470
Sspl1-410 760 470
Sspl-414 590 470
Sspl 760 470
Scleroderma sp2

Ssp2-100 670 550
Ssp2-408 670 470
Ssp2-510 590 500
Seleroderma sp3

Ssp3-252 760 440
Scleroderma sp5

Ssp5-605 - : 760 5
ORSXMO002 670 -

lia ]
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non présenté sur le gel). Les isolats de Scleroderma sp2 ont des tailles différentes de
I'IGS1, 550 pb pour ssp2-100, 500 pb pour ssp2-510 et 470 pb pour ssp2-408.
Scleroderma sp3 (ssp3-252) présente un IGS1 de 440 pb.

Cette analyse comparative révele donc un polymorphisme de longueur de I'TS et
de I'IGS1 au sein de cette population de Scleroderma du Burkina Faso. Cependant, ce
polymorphisme ne permet pas d'identifier les isolats d'une méme espece et aussi des
especes différentes, telles que S. verrucosum et Scleroderma spl qui ne peuvent étre
différenciées sur ce critere.,

4.3.1.2. Analyse du polymorphisme de longueur des fragments de
restriction des régions ribosomiques ITS et IGS1

La digestion de I'ITS et de I'lGS1, amplifiés & partir des différentes souches de
Sclérodermes, par les deux enzymes de restriction Hinfl et Mbol génére plusieurs
fragments de restriction (tableau 4.7 et 4.8).

ITS coupé par Hinfl et Mbol

La digestion de I'TTS par Hinfl génére des patrons de 238 fragments selon la souche de

scléroderme. Les isolats sd109, sd250, sd412, sd602, sd7731 et les carpophores sd3,

sd4, sd5 et sd6 présentent un profil 2 § bandes (174, 127, 113, 87, 60, 37, 36 et 8 pb)
*(tableau 4.7, fig. 4.3A & B). La souche ssp2-408 présente le méme profil de digestion

suggérant qu'elle appartient i l'espéce S. dictyosporum. Trois autres profils existent au

sein de ces S. dictyosporum dont |'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 l¢ demier par sd7 et
- sd8 (206, 186, 99 et 69 pb). Ces deux demiers profils s'identifient respectivement 2 ceux
de ssp2-100 et ssp2-510 qui seraient des isolats de S. dictyosporum. Cependant, on note
* une bande supplémentaire 2 149 pb pour sd8 qui résulterait de la présence de deux ITS
différents du mycélium dicaryotique. Les profils de digestion HinfI de I'I[TS des S.
verrucosum, svS00 et sv600 posseédent 7 bandes (fig. 4.3A & B). L'isolat ssp3-252 que
nous avons identifié & Scleroderma sp3, présente le méme profil (285, 146, 110, 66, 49,
37, 36, 25, 8 pb) et serait donc un isolat de S. verrucosum. Les profils obtenus avec
ssp1-406, ssp1-409, ssp1-410 et sspl (322, 149, 110, 66, 30 et 26 pb) sont tres voisins
de ceux des isolats de S. verrucosum sv500 et sv600. Parmi les S. verrucosum, le
carpophore svS présente un profil 4 6 fragments (264, 114, 104, 93, 48 et 41 pb).
L'isolat sv256 a un profil de digestion de I'ITS par Hinfl (311, 246, 93 pb) identique 2
celui des carpophores svl, sv2, sv3, sv4 et svb.
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Tableau 4.7. Longueur des fragments de restriction obtenus aprés amplification et digestion par les
endonucléases Hinfl et Mbol de 1a région ITS des isolats et carpophores de Sclérodermes.

Isolals et carpophores ITS/Hinfl ITS/Mbol Ribotypes
Scieroderma dictyosporum

Sd109 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sd215 287, 240 218, 198, 167, 76 A
54250 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
5d412 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sds02 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135,119 B
Sd7731 174,127,113,87.60,37,36,8 208, 159, 135,119 B
5dl 331, 294, 87 284, 2217, 91 C
Sd2 331, 294, 87 284, 227, 91 C
Sd3 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sd4 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sds 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sdé 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Sd7 206, 186, 99,69 152, 137, 113, 106, 87 D
Sd8 206, 186, 99,69 152, 137, 113, 106, 87 D
Seleroderma verricosum

Sv256 311, 246, 93, 35, 29,24 171, 162, 153, 119, 91 A
Sv500 285, 146, 110, 66, 49, 37, 36, 25,8 254, 146, 124, 98, 77 B
Sv600 285, 146, 110, 66, 49, 37, 36, 25,8 254, 146, 124, 98, 77 B
Svi 311, 246, 93, 35, 29, 24 171, 162, 153, 119, 91 A
Sv2 311, 246, 93, 35, 29, 24 171, 162, 153, 119, 91 A
Sv3 311, 246, 93, 35, 29, 24 171, 162, 153, 119, 91 A
Svd 311, 246, 93, 35, 29, 24 171, 162, 153, 119, 91 A
Sv§ 264, 114, 104, 93, 48, 41 208, 159, 135, 92 (5
Své 311, 246, 93, 35,29, 24 171, 162, 153, 119, 91 A
Sv7 311, 246, 93, 35,29, 4 171, 162, 153, 119, 91 A
Scleroderma spl

Sspl-406 322, 149, 110, 66, 30, 26 241, 153, 140, 119, 102 B
Sspl1-409 322, 149, 110, 66, 30, 26 241, 153, 140, 119, 102 B
Ssp1-410 322, 149, 110, 66, 30, 26 241, 153, 140, 119, 102 B
Sspl-414 256, 179, 84, 17 315, 174, 129, 98 A
Sspl 322, 149, 110, 66, 30, 26 241, 153, 140, 119, 102 B
Scleroderma sp2

Ssp2-100 331, 294, &7 284, 227, 91 A
Ssp2-408 174,127,113,87,60,37,36,8 208, 159, 135, 119 B
Ssp2-510 206, 186, 99,69 152, 137, 113, 106, 87 C
Scleroderma sp3 i

Ssp3-252 285, 146, 110, 66, 49, 37, 36, 25,8 254, 146, 124, 98, 77 A
Scleroderma sp5

Ssp5-605 180, 138,.113, 95, 74 284, 175, 119, 96 A
ORSXM002 254, 206, 83, 74 340, 210, 129, 96 A
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Il apparait que nous avions regroupé, sur la base des crittres morphologiques (cf.
chapitre II), dans l'espéce indéfinie Scleroderma sp2 des souches de S. dictyosporum
puisque les 3 profils différents obtenus (ssp2-100, ssp2-510 et ssp2-408) s'identifient 2
des carpophores de cetle espece. Aussi, l'isolats ssp3-252 serait un S. verrucosum. La
souche ssps-605 est trés différente des autres avec 5 bandes (180, 138, 113, 95 et 74
pb). ORSXMO0O0Z qui est un champignon indéterminé présente un profil unique 2 4
bandes (254, 206, 83 et 74 pb).

Les profils de digestion Mbol de I'1TS possédent 3 & 5 bandes selon les especes
(fig. 4.4A & B, tableau 4.7). L'analyse de ces profils permet de confirmer que les isolats
ssp2-408 et ssp3-252 sont respectivement des isolats de S. dictyosporum et S.
verrucosum. C'est également le cas des deux isolats de Scleroderma sp2 qui présentent
les mémes profils que sdl et sd2 (ssp2-100) et sd7 et sd8 (ssp2-510). Dans la suite du
texte, ces isolats ont €t€ quelques fois désignés par sd408, sv252, sd100 et sd510. Le
polymorphisme observé entre les différents isolats avec cette enzyme est le méme qu'avec
I'enzyme Hinfl. Les isolats regroupés sur la base des patrons de digestion Hinfl le sont
également avec Mbol. La digestion de 'ITS de l'isolat indéterminé ORSXMO02 présente
12 aussi un profil spécifique avec 4 fragments de restriction (340, 210, 129 et 96 pb). 11
en est de méme pour ssp5-605 avec 4 fragments de 284, 175, 119 et 96 pb.

L'analyse RFLP de la région ribosomique ITS, coupée par Hinfl et Mbol, des
différents Sclérodermes étudiés permet de distinguer 4 ribotypes de S. dictyosporum, 3
ribotypes de S. verrucosum et 2 ribotypes de Scleroderma spl (tableau 4.7). Les isolats
de Scleroderma sp2 et Scleroderma sp3 appartiendraient aux espéces S. verrucosum
(ssp3-252) et §. dictyosporum (ssp2-100, ssp2-510, ssp2-408).

IGS1 coupé par HinfI et Mbol

La digestion de I'IGS1 par l'endonucléase Hinfl conduit 2 la formation de 2 & 5
fragments (fig. 4.5A & B, tableau 4.8). Les souches appartenant & S. dicryosporum
présentent 3 bandes de 160, 151 et 82 pb pour lisolat sd215 ; 143, 135 et 128 pb pour
les isolats et carpophores sd109, sd250, sd-408, sd412, sd602, sd7731, sd3, sd4, sd5 et
sd6 ; 232, 143 et 88 pb pour sdl, sd2 et sd100, et 173, 139 et 124 pb pour sd7, sd8 et
sd510. Les souches de S. verrucosum (sv252, sv500 et sv6({)) se distinguent facilement,
clles présentent 3 fragments (182, 147 et 88 pb). L'isolat sv256 et les carpophores svl,
sv2, sv3, svd et sv6 se différencient des autres S. verrucosum par la présence de 3
fragments de restriction (182, 167 et 100 pb).
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Tableau 4.8. Longueur des fragments de restriction oblenus aprés amplification et digestion par ics
endonucléases Hinfl et Mbol de la région IGS 1 des isolats et carpophores de Sclérodermes.

Isolats et carpophores IGS/Hinfl 1GS/Mbel Ribotypes
Scleroderma dictyosporum
Sd109 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd215 160, 151, 82 280, 240 A
Sd250 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd412 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd602 143, 135, 128 228, 153, 86 B
§d7731 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sdl 232, 143, 88 228, 153 C
Sd2 232, 143, 88 228, 153 C
Sd3 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd4 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sds 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd6 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Sd7 173, 139, 124 231, 209 D
Sd8 173, 139, 124 231, 209 D
Scleroderma verrucosum
Sv256 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Sv500 182, 147, 63 228,178 B
Sv600 182, 147, 63 228, 178 B
Svi 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Sv2 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Sv3 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Svd 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Svs 182, 139, 119 238, 210 C
Své 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Sv7 182, 167, 119, 63 238, 151, 54 A
Scleroderma spl
Sspl-406 286, 143 228, 196 B
Ssp1-409 286, 143 228, 196 B
Sspl-410 286, 143 228, 196 B
Sspl-414 - - A
Sspl 286, 143 228, 196 B
Scleroderma sp2
Ssp2-100 232, 143, 88 228, 153 A
Ssp2-408 143, 135, 128 228, 153, 86 B
Ssp2-510 173, 139, 124 231, 209 C
Scleroderma sp3
Ssp3-252 182, 147, 63 228, 178 A
Scleroderma sp5
Ssp5-605 - - A
ORSXM002 A
Il..gsogproﬁls IGS1 des isolats ssp1-409 et ssp1-410 montrent des fragments d'hétérodupiexe situés entre 1000 et
b.
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Deux bandes caractérisent les profils de 3 isolats (ssp1-406, ssp1-409, ssp1-410) et
le carpophore sspl de Scleroderma spl (286 et 143 pb).

La région IGS1 amplifiée des différents isolats et coupée par Mbol permet d'obtenir
2 2 4 profils différents au sein de chaque espéce (fig. 4.6A & B, tableau 4.8). L2 aussi,
les regroupements d'isolats définis sur les profils RELP IGS1/HinfI sont confirmés par
les profils RFLP 1GS1/Mbol.

Certains fragments de restriction non révélés par électrophorése n'ont pas été
considérés dans les tableaux 4.7 et 4.8 sauf dans le cas des ITS séquencés

La digestion des deux régions intergéniques de 'ADN ribosomal par les deux
enzymes de restriction permet d'identifier 2 2 4 nbotypes au sein de chaque espéce. Pour
S. dictyosporum, le type A avec 11 fragments de restriction est représenté par la souche
sd215 ; quant au type B, identifié par 18 fragments, il regroupe les autres isolats et les
carpophores sd3, sd4, sd$5 et sd6. Le type C est représenté par les carpophores sdi, sd2
et sd100 (11 fragments) et le type D par sd7, sd8 et sd510 (14 fragments). Le ribotype A
de S. verrucosum est représenté par sv256, svl, sv2, sv3, sv4 et sv6 (17 fragments), le
ribotype B (19 fragments) par sv500, sv600 et sv252, le C (15 fragments) par sv5. Les
profils de Scleroderma spl (ssp1-406, ssp1-409, ssp1-410 et sspl) constituent le type B
des isolats de cette espece (15 fragments) et ssp1-414 est de type A (8) fragments pour la
région I'TS coupée par les deux enzymes).

L'analyse RFLP de I'ITS ou de I'lGS1 permet une distinction aisée des différentes
especes de Scleroderma présentes sur les sites étudiés. Elle met en évidence une forte
variabilité interspécifique. Au contraire la variabilité intraspécifique apparait réduite. 11
serait toutefois nécessaire d'analyser un échantillonnage plus large de Sclérodermes afin
de confirmer ce résultat. L'isolat sd7731 de $. dictyosporum du Sénégal présente des
profils PCR/RFLP identiques au ribotype B de S. dictyosporum du Burkina Faso.
L'isolat indéterminé ORSXMO02 apparait trés différents des Sclérodermes.

4.3.1.3. Séquences nucléotidiques de 1'ITS de différents isolats de

Sclérodermes

La différence de longueur de I'ITS et 'IGS1 des différents isolats de Sclérodermes, ainsi
que la variabilité dans les profils de restriction traduisent une variation en bases

67



Tableau 4.9. Longueur de la région ITS séquencée de 13 isolats de sclérodermes.

Isolats ITS amplifié (pb)  ITS séquencé (pb)
- (longueur des amorces)

Scleroderma dictyosporum

5d109 670 581

sd215 670 563

sd250 670 581

408 670 581

sd412 670 581

sd602 670 581

Scleroderma verrucosum

sv252 760 637

5v256 760 628

sv500 760 637

sv600 760 638

Scleroderma spl

sspl1-406 760 613

sspl-410 760 619

Tableau 4.10. Pourcentage de similarité de 1'TT'S ribosomique entre différents isolats de sclérodermes

Isolats sd109 sd215 sd250 sd412 sd602 ssp2-  sv256 sv500 sv600 ssp3-  sspi-  sspl-

408 252 406 410
sdi09 100 998 100 100 877 669 75 63 64 71 70
sd215 100
sd250 998 - 100 998 998 877 669 15 652 647 T} 70
sd412 100 - 99,8 100 100 81,7 66,9 75 63 647 M 70
sd602 100 - 998 100 100 87,7 669 75 65 64,7 71 70
ssp2- 87,7 - 877 81,7 81,7 100 64 - 566 59 65 67
408
sv256 66,9 - 66,9 669 66,9 64 100 645 788 786 798 795
sv300 75 - 75 75 75 - 64 100 62,8 645 639 75
sv600 65 - 63 63 65 56,6 788 628 100 97,6 67,6 68
ssp3- 64 - 64,7 647 647 59 78,6 645 976 100 68 68
252
sspl- 71 - 71 71 71 63 798 63,9 676 68 100 98.8
406
sspl- 70 - 70, 70 70 67+ 795 75 68 68 98,8 100

410 !
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nucléotidiques de cette séquence. Les deux brins d'ADN de la région ITS de certains
isolats de Sclérodermes représentant les trois principales especes, S. dictyosporum
(sd109, sd215, sd250, sd408, sd412 et sd602), S. verrucosum (sv252, sv256. sv500 et
sv600) et Scleroderma spl (ssp1-406, ssp1-410 et ssp1-414) et l'isolat indéterminé
ORSXMO002 ont donc €té séquencés.

Une légére variation entre la longueur de I'TS de 13 isolats de Sclérodermes
(sd109, sd215, sd250, sd408, sd412, sd602, sv252, sv256, sv500, sv600, ssp1-406,
ssp1-410 et ssp1-414) et l'isolat indéterminé ORSXMO02 amplifié et celle obtenue par
séquengage (tableau 4.9) est observée. Cette différence entre la longueur de 1'1TS
amplifi€ et la longueur sequencée provient de l'imprécision liée a l'estimation de la
distance de migration sur les gels. Ces séqflences ont ét¢ alignées et montrent, outre ta
séquence conservée correspondant 2 'ADNr 5,8 S, de larges portions de I'TTS1 et I'TTS?2
trés voisines (figure 4.7). L'TTS de deux espéces (S. dictyosporum et S. verrucosum)
présente une faible divergence de 25 a 45% (tableau 4.10). Cependant, on distingue
nettement deux ensembles de séquences sur la base de leur similarité, l'un correspond
aux §. dictyosporum et Pautre aux S. verrucosum. La séquence de I'ITS des S.
verrucosum est supérieure 4 celle des §. dictyosporum . Cette différence résulte
essentiellement de quatres insertions -TTCCGGAT- centrée sur 60 pb,
-TTCGGGGACCTGC- vers 195 pb, -TTCCTTC- vers 465 pb et GAC-GGGG vers 620

' pb. Hormis ces insertions, les mutations de transition et de transversions (subsiitution
d'une base purique par une base pyrimidique ou réciproquement) sont rares. Les
Scleroderma spl sont trés voising des S. verrucosum. L'isolat ssp1-414 de Scleroderma
spl est tres éloigné de tous les Sclérodermes examinés (résultat non présenté). Cet isolat
qui présente une particularité de croissance en culture et dont on a jamais pu mettre en
évidence la capacité mycorhizogéne vis & vis d'Afzelia africana ne serait
vraisemblablement pas un champignon ectomycorhizien. Son ITS présente une forte
homologie avec un champignon entomo-pathogéne du genre Beauveria,

Les données de séquengage ont été codées et exploitées afin de déterminer la
filiation taxonomique des isolats indéterminés (Scleroderma spl) et d'apprécier les
relations phylogénétiques entre I'ensemble des Sclérodermes étudiés. Un alignement des
séquences a ét€ réalisé & l'aide des programmes MultAlin (Corpet, 1988) et ClustalW
(Thompson er al, 1994). Ces programmes sont bas€s sur des algorithmes différents. Les

résultats des alignements ont €té vérifi€s et optimisés manuellement pour les zones les
plus délicates 2 aligner (points chauds d'insertion délétion). Ces alignements optimisés
ont ensuite été analysés par le programme de parcimonie PAUP 3.1.1 (Swofford, 1991).
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Figure 4.7. Alignement multiple des séquences de I'I'TS de I'ADNr nucléaire des
Sclérodermes par MultAlin,
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Figure 4.8. Phylogramme des ITS de I'ADNr nucléaire des Sclérodermes. Méthode heuristique de
parcimonie (PAUP 3.1.1). L'alignement a ét€ réalisé par MultAlin,



Diversité générigue

L'arbre phylogénétique le plus parcimonieux (méthode heuristique, PAUP 3.1.1)
repartit I'ensemble des isolats en deux branches distinctes (fig. 4.8) portant les isolats de
S. dictyosporum ou ceux de S. verrucosum. Les deux isolats de Scleroderma spl (sspl-
406 et sspl-410) sont clairement affiliés & S. verrucosum avec en moyenne 30% de
divergence. Au sein de chacune des especes, le pourcentage de divergence oscille entre
20 et 35%. L'abre phylogénétique obtenu a partir de l'alignement des séquences par
ClustalW est pratiquement identique 2 celui obtenu par MultAlin (cf. annexe 3).

Ces résultats confirment ceux obtenus par PCR/RFLP et différencient les ribotypes
A et B au sein de chaque espece. L‘aligr{emcnt des séquences confirme également
I'appartenance de ssp3-252 et ssp2-408 respectivement aux espéces S. verrucosum et S.
dictyosporum. Une légére différence de s€équences nucléotidiques existe cependant entre
les génotypes trés proches, différence qui ne pouvait étre révélée par la PCR/RFLP. La
PCR/RFLP, approche peu onéreuse, permet donc une identification efficace des espéces
de Sclérodermes. Le séquengage permet une connaissance totale de la variation de I'ADN
des individus génétiquement treés proches, non détectable par la PCR/RFLP. 1l s'agit
cependant d'une technique cofiteuse qui ne saurait étre utilisée en routine.

L'alignement de séquence de 1'TTS de l'isolat indéterminé ORSXMO002 (fig. 4.9)
indique que celui-ci présente 89% de similarité avec 1TTS de Telephora terrestris (Taylor
et Bruns, 1997). L'arbre phylogénétique €tablit & partir de ces séquences montre une
grande filiation génétique entre ORSXMO02 et les charpignons du genre Tomentella et
Telephora (fig. 4. 10). Cette souche indéterminée serait Fio nc un Telephoraceae.
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Figure 4.9. Alignement multiple de la séquence de I'TTS de I' ADNTr de 1'isolat indéterminé
ORSXMO02 par rapport a la séquence de Telephora terrestris
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Diversité génétique

4.3.1.4. Distribution écologique des différents génotypes

Les différentes especes et isolats étudiés proviennent de différentes plantes-htes (tableau
4.1) et de sites écologiques différents allant des sols périodiquemeént inondés 2 des sols
pauvres argileux ou gravillonnaires. Pour S. dictyosporum, le tibotype B est associé a
toutes les plantes-hétes d'isolement (A. africana, sd109 ; Isoberlinia doka, sd250, sd5 ;
1. doka & I dalziellii, sd3 ; Uapaca guineensis, sd408, sd412, sd4 et Monotes kerstingii
et f. dalziellii, sd602, sd6). L'isolat sd7731, is0lé sous A. africana au Sénégal, appartient
€galement & ce ribotype. Ces données suggerent que ce ribotype a une Yarge répartition en
Afrique de 1'Ouest. Ce ribotype semble également adapté A différentes conditions
édaphiques, sol 2 inondation temporaire des bords des cours d'ean (sd408 sd412 et sd4),
sol argileux & €érosion hydrique importante (sd602 et sd6) et sol relativement riche
(sd109, sd250, sd3 et sdS). L'isolat de type A (sd215) est spécifique & 1. doka et 1.
dalziellil. Le ribotype C apparait spécifique 3 A. africana (sdl, sd2 et sd100) et le
ribotype D est présent sur deux sites ol on rencontre M. kerstingii (site Il et XIIT, sd7 et

sd8) et sur le site a U. somon (sd510).

Le ribotype B des isolats de S. verrucosum a également un large spectre d'hdte (1.
doka et 1. dalziellii, sv2§2 ; U. somon, sv500 et M. kerstingii et L dalziellii, sv600). Il en
est de méme pour le type A qui a été identifié sous 1. doka et 1. dalziellii (sv256, svd), M.
kerstingii (sv1), U. guineensis (sv2), I. doka (sv3 et sv6), M. kerstingii et 1. dalziellii
(sv7). Un seul carpophore du nibotype C a é1€ identifi€ sous U. guineensis (sv5).

Le type ribosomique B de Scleroderma spl a éié identifi€ sous U. guineensis ;
compte-tenu des résultats de séquence ITS, il pourrait étre un S. verrucosum adapté aux

conditions de sol temporairement inondé.

4.3.1.5. Estimation de la variabilité intraspécifique par RAPD

Nous avons détecté un polymorphisme intraspécifique chez les deux espéces de
Sclérodermes par séquengage de I'TTS et 1'TGS1. Nous avons ensuite utilisé la RAPD
pour évaluer ce polymorphisme sur une portion plus large du génome des isolats de

Sclérodermes en culture.

Compte-tenu des problémes 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 profils.
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L'utilisation des deux amorces 152C et 174 générent respectivement 25 et 33
marqueurs (tableaux 4.11 et 4.12, fig. 4.11 et 4.12) pour l'ensemble des 18 isolats de
Sclérodermes et confirme la diversité inter- et intraspécifique au sein de ces taxa. Les
marqueurs amplifiés par I'amorce 152C indiquent que les isolats de S. dicryosporum
examinés se composent de 5 génotypes. Le génotype représenté par l'isolat sd215 n'a
aucune similarité avec les autres isolats, il en est de méme des isolats ssp2-100 (sd100) et
ssp2-510 (sd510). Les six autres isolats se repartissent en 2 génotypes qui diffeérent par la
présence ou l'absence du marqueur 1089 pb. L'un, caractérisé par la présence du
marqueur 1089 pb, regroupe les isolats sd408 et sd7731, deux isolats d'origine
géographique (Burkina Faso et Sénégal) et de plantes-hdtes différentes, une
Euphorbiaceae (Uapaca guineensis) et une Cesalpinioideae (A. africana). Le demier
génotype regroupe les 4 isolats restant (sd109, sd250, sd412 et sd602) prélevés sur les
sites IV, VIII, X et XIIL Il apparait que les génotypes de sd215, sd100 et sd510
présentent 100% de divergence entre eux et avec les autres génotypes de S.
dictyosporum. Les deux autres génotypes divergeat seulement de 10%. Les marqueurs
amplifiés par I'amorce 174 discriminent seulement les génotypes de sd215, sd100 et
sd510 par rapport aux autres avec également 100% de divergence.

Parmi les isolats de S. verrucosum, nous avons généré 7 marqueurs avec I'amorce
152C et 9 avec 174. La combinaison de ces deux amorces permet d'identifier 4 génotypes
représentés chacun par un isolat. Le génotype de sv256 présente 87% de divergence avec
sv252 et 100% avec les autres isolats lorsqu'on considére I'amorce 152C ; par contre
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 2 la présence du marqueur 22 pb chez
I'isolat sv600. Le pourcentage de divergence entre lisolat sv252 et sv500, sv600 est de
20% avec l'amorce 152C. Cependant, avec 'amorce 174, le pourcentage est plus €levé,
60% et 54%.

Les 4 marqueurs de 'amorce 174 sont présents chez les 3 isolats de Scleroderma
spl qui ont donc 100% de similarité. Par contre avec I'amorce 152C l'isolat sspl1-406
diverge de 50% des deux autres. La plupart des isolats d'espéces différentes sont & 100%
divergents. Néanmoins, quelques faibles similarités entre isolats d'espéces différentes
sont 2 signaler. C'est notamment le cas de l'isolat sd510 qui présente environ 10% de
similarité avec sv252, sv500 et sv600.
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Figure 4.11 (A, B et C). Profils RAPD obtenus sur gel acrylamide
(15%) avec I’amorce 152C des différents isolats de sclérodermes.
M = marqueur de masse moléculaire (échelle de 100 pb).
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Figure 4.12. (A, B et C). Profils RAPD obtenus sur gel acrylamide
(15%) avec I'amorce 174 des différents isolats de sclérodermes.
M = marqueur d¢ masse moléculaire (échelle de 100 pb).
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En confirmation des résultats obtenus par PCR/RFLP, l'isolat de Scleroderma sp5,
ssp5-605 est spécifique et présente quelques similarités avec sspl-414 (présence des
marqueurs 972 pb et 471 pb de I'amorce 152C) qui re serait pas un scléroderme comme
signal€ au paragraphe 4.3.1.3,

4.3.2. Identification des champignons des mycorhizes d'A. africana obtenues
par piégeage apres amplification et digestion des régions ITS et YGS1

L'amplification de I'TTS des différents morphotypes de mycorhizes moatre que toutes les
mycorhizes de morphotype brun (BR2, BR3, BRS, BR10 et BR11) ont un ITS de 600
pb (fig. 4.13). Au contraire, les mycorhizes présentant le morphotype blanc regroupent
un ensemble de taxa car elles présentent des ITS de longueur variée. La longueur de I'TTS
varie entre 670 pb (BLY, BL12) et 760 pb (BL7). Le morphotype beige (BE12) présente
un ITS ideatique a celui de BL9 et BL12.

La région IGS1 présente également un polymorphisme au niveau des mycorhizes
blanches (fig. 4.13). Ainsi, la longueur de cette région est identique (470 pb) chez les
deux morphotypes blancs BL9, BL12 et le morphotype beige (BE12). La taille de I'I[GS1
(440 pb) des morphotypes bruns est identique 2 celle des morphotypes blancs (BL7,
BL10 et BLI11).

La digestion par Hinfl et Mbol de I'IGS1 des morphotypes bruns générent tous un
profil identique que nous n'avons pu identifier 2 aucun des profils des mycéliums en
culture (résultats non montrés). Par contre, la digestion de 1'IGS1 des morphotypes
blancs par Hinfl et Mbol donne trois types de profils (fig. 4.14). L'IGSI des
morphotypes BL10 et BL11 digérés par Hinfl et Mbol générent respectivement 4 bandes
de 182, 167 et 100 pb et 3 bandes de 238, 151 et 54 pb qui correspondent aux profils de
digestion de I'IGS1 du ribotype 1‘; de §. verrucosum. La digestion de I'IGS1 du
morphotype blanc BL7 par Hinfl et Mbol donne un profil qui s'identifie a celui des
isolats de ribotype ﬁ de S. verrucosum avec 3 bandes (182, 147 et 88 pb) et 2 bandes
(228 et 178 pb) respectivement pour Hinfl et Mbol. Les profils RELP obtenus aprés
digestion de I'IGS1 par Hinfl et Mbol des morphotypes blancs (BL9 et BL12) et beige
(BE12) sont semblables 4 ceux obtenus avec les cibotypes B de S. dicryosporum. En
effet, la digestion de 1'IGS1 de ces mycorhizes génerent 3 bandes avec l'enzyme Hinfl
(143, 135 et 128 pb) et Mbol (228, 153 et 86 pb).
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Figure 4.13. Variabilité des produits d'amplification de I'f'TS et
de I'IGS1 des morphotypes de mycorhizes de piégeage. M =
marqueur de masse moléculaire (échelle delOO pb). Gels
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Figure 4.14. Variabilité des produits de digestion de I'lGS1 (Mbol et Hinfl) des
morphotypes blancs réprésentatifs des mycorhizes de piégeage (A) et des isolats de
Sclérodermes (B) auquels ils sont identifiés. M = marqueur de masse moléculaice
(échelle de100 pb). Gels acrylamide (8%)



Diversité générique

4.4. Discussion

Les especes S. dictyosporum et S. verrucosum, homogeénes d'un point de vue
taxonomique, morphologique, présentent un polymorphisme intraspéeifique important en
terme de pouvoir mycorhizogéne (chapitre V). Outre un intérét taxonomique évident,
V'analyse de la structuration génétique des populations de ces deux espaces constitue donc
une approche pertinente des interactions de ces symbiotes avec leur plante-hdte.

Disposant d'une collection d'isolats provenant de diverses origines géographiques
et isolés sous une gamme d'hdtes, représentatives des foréts du Sud-Ouest du Burkina
Faso, nous avons cherché a déterminer

— le niveau de variabilité du génome de S. dicryosporum et S. verrucosum,

— s'il existait une corrélation entre le polymorphisme observé et une éventuelle
spécificité d'hbte ou appartenance A un groupe fonctionnel,

— la correspondance entre morphotypes mycorhiziens et appartenance taxonomique.

La réponse A ces questions a imposé un effort important de mises au point
méthodologique sur un matériel étudié pour la premiere fois. Nous disposons désormais
d'une panoplie d'outils moléculaires (PCR, RFLP, séquengage, RAPD) permettant
l'identification de marqueurs génétiques présentant des taux d'évolution et des degrés de
polymorphisme compatibles avec la résolution des problémes posés.

La variabilit¢ génomique d'une trentaine d'isolats a été caractérisée par une analyse
comparative du polymorphisme obtenu par différentes approches : la RFLP de I'TTS et
ITGS1 de ' ADNr nucléaire, leur séquengage, et les profils RAPD.

Nous avons ainsi pu amplifier les régions intergéniques ITS et IGS1 de 'ADN
ribosomique des especes africaines de Sclérodermes a l'aide des amorces universelles
ITS1/TTS4 et CNL12/5SA. Comme beaucoup de basidiomycetes mycorhiziens (Karen et
al, 1997), la longueur de 1'TTS des souches étudiées oscille entre 600 et 800 pb. L'IGS1
des Sclérodermes a une longueur voisine de 500 pb. L'IGS des Pisolithus qui
appartiennent également aux Sclérodermatales présente une longueur voisine (Martin ef
al, 1998b). Cette région est donc plus courte que chez les Laccaria (Henrion er al, 1992)
et d'autres especes ectomycorhiziennes telles que Tuber spp. (Gandboeuf et al, 1995). Di
Battista (1997) a obtenu pour une espce de S. dicryosporum (OXF5517) une longueur
de 894 pb de la région ITS. Cette longueur est largement plus grande que celles des
isolats de Sclérodermes du Burkina Faso et celut du Sénégal (sd7731). Par contre, I'TTS
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d'une autre espece de Scleroderma (SEL), déierminé par cet auteur présente une taille de
I'TTS assez proche (633 pb) des Sclérodermes du Burkina Faso.

11 est difficile d'identifier les isolats et certaines espéces Jes uns des autres par la
longueur des seuls produits d'amplification comme déja signalé chez la plupart des
champignons ectomycorhiziens caractérisés par typage moléculaire (Henrion ez al, 1992 ;
Gardes et al, 1991b, Di Battista, 1997, Karen et al, 1997 ; Pritsch et al, 1997 ; Martin et
al, 1998b). Cependant la RFLP de ces régions intergéniques a permis de différencier
certaines souches. Nous avons pu ainsi regrouper les isolats (sd408, sv252, sd100 et
$d510) a des especes définies & partir de l'analyse comparative des profils de restriction.
Ces isolats avaient ét€ initialement identifiés & partir des caractéristiques morphologiques
de leurs spores. Des taxa génétiquement trés proches peuvent donc présenter des
différences morphologiques remarquables.

Au sein de chacune des espéces, les isolats trés proches ne sont pas différenciés
aprés PCR/RFLP des régions intergénigues par les deux enzymes de restriction que nous
avons utilisées. Les types ribosomiques identifiés semblent posséder une large répartition
géographique au Burkina Faso et sont adaptés a différentes plantes-hotes. I1 ne semble
pas exister de groupes génotypiques liés  la planic-hdte. 11 est cependant possible que les
deux enzymes utilisées soient insuffisantes pour révéler une différence entre isolats trés
voisins. Afin de vérifier I'importance du polymorphisme de I'ITS et de 1'IGS1, nous
avons utilisé le séquengage. L'analyse des séquences nucléotidiques de la région ITS de
13 isolats a confirmé la faible variabilité génétique entre isolats de la méme espeéce.
L'alignement multiple des séquences ITS a permis d'étudier les relations phylogénétiques
et de meitre en évidence la proximité génétique des isolats de S. verrucosum et
Scleroderma spl. 1l a également permis de confirmer l'appartenance de ssp2-408 & S.
dicryosporum et ssp3-252 A S. verrucosum.

Les résultats obtenus par RAPD confirment 1a variabilit€ inter- et intraspécifique des
isolats de Sclérodermes observée par PCR/RFLP. Ces résultats montrent que la RAPD
est un outil efficace pour lidentification intraspécifique des champignons
ectomycorhiziens. En effet, quelques isolats de Sclérodermes que nous n'avions pas pu
différencier par PCR/RFLP présentent des marqueurs RAPD différents permettant de les
identifier (cas de sv252 de S. verrucosum, sd408 et sd7731 de §. dictyosporum, sspl-
406 de Scleroderma spl). Cependant, certains isolats ne peuvent toujouss pas €tre
différenciés A l'aide des deux amorces que nous avons utilisées suggérant qu'ils
appartiennent au méme clone ou genet Toutefois, il faudra vérifier I'absence de vanation
entre les phénotypes RAPD en utilisant d'autres amorces ou d'autres types de sondes
(microsatellites, télomériques).
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L'ensemble de ces données moléculaires indique que les espéces S. dictyosporum
et S. verrucosum sont monophylétiques. Elles sont, au regard de leur séquence ITS,
proches au plan évolutif car elles ne different entre clles que par moins de 40%.
L'essentiel de la divergence réside dans quelques insertions d'une dizaine de nucléotides.
Les populations de S. dictyosporum et §. verrucosum sont remarquablement homogeénes
compte-tenu de la distance (2 2 200 km) séparant les différents prélévements de
carpophores (ex. : sd109, sd250, sd412, sd602, ssp2-408, fig. 4.12A). L'homogénéité
moléculaire des populations de Sclérodermes du Burkina Faso pourrait s'expliquer par
une prédominance de la multiplication végétative sur la reproduction sexuée. Elle rappelle
'homogénéité moléculaire des trois types de Pisolithes mise en évidence dans la forét
claire de la plaine cdtiere du Kenya (Martin et af, 1998b). 1] reste & déterminer par quels
mécanismes (phénomeénes d'incompatibilité?) cette homogénéité moléculaire pérsiste au
sein de ces populations de Sclérodermatales.

Enfin, aucun génotype n'est spécifiquement associé & A. africana Ou 2 une autre
plante-hdte étudiée.

Pour les mycorhizes, les résultats montrent que les morphotypes bruns des
différents sites sont diis 2 un méme champignon. Par contre, les morphotypes blancs
‘génrent trois profils différents que nous avons identifiés A trois isolats de Sclérodermes
(S. dictyosporum ribotype B, BE12, BL12 et BL9 ; S. verrucosum ribotype A, BL10 et
BL11 et S. verrucosum ribotype B, BL7). Le morphotype beige (BE12) présente le
méme profil que le morphotype blanc du méme site (BL12) et confirme I'hypothese selon
laquelle ce morphotype serait une mycorhize dgée du morphotype blanc. Comme indiqué
par (Mehmann et al, 1995), nous avons montré la correspondance entre un morphotype
et une espéce fongique (morphotype brun) et un morphotype et plusieurs especes
fongiques (morphotype blanc).

Dans le chapitre précédent, I'utilisation des critéres anatomo-morphologiques, en
particulier la structure du manteau, avait permis de classer ces morphotypes blancs en 2
groupes. Cette classification différencie les morphotypes BLY et BL12 qui pourtant sont
dus & une méme espéce fongique sur la base des données moléculaires. Ces résultats
montrent la nécessité d'associer les deux types de criteres (morphologique et moléculaire)
A I'identification des champignons au niveau des mycorhizes. Les champignons précoces
susceptibles de s'associer 3 A. africana au stade juvérile en plantation incluraient les
Sclérodermes et le champignon responsable des mycorhizes brunes. La sélection de
champignons pour la mycorhization contrlée devrait s'orienter vers Jes Sclérodermes qui

sont relativement faciles 2 isoler en culture pure.
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Chapitre V.

Effet de l'inoculation ectomycorhizienne sur la
croissance et la nutrition minérale d'A. africana
en pépiniere.

e Ul

Kessler et Geerling (1994)

30






Mycorhization contrélée

5.1. Introduction

Le rdle bénéfique de l'inoculation ectomycorhizienne sur la croissance et la nutrition
minérale des plants forestiers a été mis en évidence grace 2 la technique de mycorhization
contrflée (Garbaye, 1990). C'est une technique qui consiste 4 associer une souche

.fongique bien définie et compatible avec la plante-hdte dans des conditions contrdlées et 2

mesurer l'effet de ce champignon sur la croissance de ['hdte. Elle a permis ces deriéres
années de sélectionner des champignons compatibles pour la production de plants pour le
reboisement (Garbaye ez al, 1988 ; Garbaye, 1990a ; Le Tacon er al, 1992 ; Le Tacon et
al, 1997 ; Palardé et al, 1997 ; Dell et Malajczuk, 1997). Les critéres retenus pour la
sélection des meilleurs champignons sont entre autres l'aptitude & la mycorhization des
jeunes plants, l'effet bénéfigue 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
par le mycosymbionte ou la proportion d'hyphes métaboliquement actifs dans le sol
associée aux autres paramétres, sont également indiqués par certains auteurs comme
pouvant caractériser l'efficacité du champignon (Jones et al, 1990 ; Hamel et al, 1990).

Cette technique est trés largement utilisée en zone tempérée (France, Espagne,
USA, Canada, ...) (Le Tacon et al, 1992). En revanche, eile a fait I'objet de trés peu
d'études sur les arbres tropicaux. Des résultats intéressants ont surtout €t€ obtenus en
pépiniére avec des souches et/ou des essences exotiques. En Asie du Sud-Est,
I'inoculation des plants d'Hopea spp (Dipterocarpaceae) avec une souche exotique de
Pisolithus tinctorius a permis d'améliorer la croissance et la nutrition phosphatée de ces
plantes-hdtes (Yazid er 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 pépiniére par Pisolithus tinctorius augmentait la production
en volume d'un hybride d'eucalyptus de prés de 30% (Garbaye er al, 1988). Cependant,
ce Pisolithe Nord Américain a été€ remplacé par un Scléroderme local. Ceci implique la
nécessité d'introduction de souches fongiques ayant coévoluées avec les eucalyptus
tropicaux dans leur aire d'origine. Au Sénégal, la premidre tentative d'inoculauon
d'Afzelia africana avec un champignon introduit, Pisolithus tinctorius n'a pas donné de
résultats concluants (Sary, 1989). Il n'existe pratiquement pas de données publiées sur le
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rle des champignons ectomycorhiziens vis-a-vis des arbres indigénes d'Afrique ; Ba
(1990) a montré l'effet bénéfique de l'inoculation ectomycorhizienne sur la croissance et
la nutrition minérale d'A. africana cultivé en serre A I'INRA de Nancy. Ces résultats ont
toutefois besoin d'étre éprouvés dans des conditions de pépiniere en zone tropicale. C'est
pourquoi nous avons comparé en pépiniere l'efficacité de trois Sclérodermes isolés au
Burkina Faso avec la souche fongique ORSXMO002 isolée au Sénégal et qui s'est montrée
la plus performante en serre. Ces champignons ont été testés pour leur effet sur la
croissance et la nutrition minérale de deux provenances d'A. africana : Sénégal (AaSN)
et Burkina Faso (AaBF).

5.2. Mateériels et méthodes

5.2.1. Souches fongiques

Parmi les souches fongiques dont le mycélium végétatif a pu étre isolé en culture
pure (cf. Chapitre II), nous avons choisi, & cause de leur croissance rapide, les isolats
IR109 et IR408 de Scleroderma dicryosporum et IR406 de Scleroderma spl. Tous ces
isolats sont issus de carpophores récoliés sous A. africana (IR109) et Uapaca guineensis
(IR406 et IR408) au Sud-Ouest du Burkina Faso (Sanon et al, 1997). Nous avons
également utilisé un champignon ectomycorhizien (ORSXM002) identifi€ a un
Telephoraceae (cf. chapitre IV) qui 2 ét€ isolé d'ectomycorhizes d'A. africana piégées sur
un sol du Sud du Sénégal (Ba et Thoen, 1990). Ces isolats sont maintenus en culture sur
un milieu MNM (cf. Chapitre II).

5.2.2. Matériel végétal

Les graines des deux provenances ont été gracieusement fournies par le CNSF
(Centre National de Semences Forestiéres, Burkina Faso, provenance Nazinga) et par le
CNRF (Centre National de Recherche Forestidre, Sénégal, provenance Diatock). Les
graines ont ét€ scarifiées avec de l'acide sulfurigue 95%, rincées a 'eau de robinet et
mises A germer dans les conditions décrites précédemment (Chapitre IT).

5.2.3. Préparation de I'inoculum fongique

Pour la préparation de l'inoculum ectomycorhizien. nous nous sommes basés sur la
méthode décrite par Duponnois et Garbaye (1991). Le mycélium végétatif est repiqué sur
milieu gélosé MNM (quatre implants par boite) et incubé a 30°C pendant deux & trois
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semaines. Des bocaux de 800 ml sont remplis & moitié avec un mélange de tourbe et de
vermiculite (1/4 ; v/v) et autoclavés & 120°C pendant 20 min. Apres refroidissement, 300
m] de milieu liquide MNM sont additionnés au contenu des bocaux qui sont de nouveau
autoclavés. Une dizaine d'implants fongiques de mycélium végétatf de chaque souche
sont repiqués dans chaque bocal. Les bocaux inoculés sont herméuguement fermés et
incubés a 1'étuve a 30°C. Il sont agités régulierement au fur et & mesure que le
champignon colonise le substrat afin d'améliorer la croissance du mycélium.

5.2.4. Substrat de culture et inoculation

Le mycélium colonise enti¢rement le substrat aprés 2 a 3 mois de culture et
l'inoculum est mélangé au sol de la pépiniere afin d'assurer la mycorhization des semis.
Le sol utilisé a été prélevé (0-20 cm) & Sangalkam (région de Dakar) en zone de savane ol
A. africana est absent des formations végétales. Les caractéristiques physico-chimiques
de ce sol sont présentées sur le tableau 5.1. Le sol a été tamisé et mélangé 2 l'inoculum
(10 : 1, v/v). Le mélange est distribué dans des sachets en polyéthylene de 2 litres et
arrosé 4 l'eau de robinet. Les graines prégermées y sont repiquées a raison de 2 graines
par gaine. Dix jours apres repiquage des graines, le nombre de plantules est réduit & une

par gaine.

Tabie 5.1. Quelques caractéristiques pbysico-chbimiques du sol de Sangalkam (Sénégal).

Argile Limon Sable pH pH  Cwotal Ntotal MO C/MN  Prwwrl P.ass.* V(%)
(H20)  (KCl) (%) (%)  total{%) (%) (ppm) s

54 58 888 603 461 039 0027 0,68 4 4192 2,15 47

* méthode Bray 1

** Capacité d'échange cationique. MO = matiére organique.

5.2.5. Dispositif expérimental

Chacune des provenances d'A. africana a été inoculée avec les 4 souches fongiques
(Scleroderma dictyosporum, IR109 et IR408 ; Scleroderma spl, IR406 et ORSXMO002)
plus le témoin non inoculé ayant regu un mélange de tourbe et de vermiculite arrosé de
milieu MNM. Chagque traitement a été répété 10 fois. Le dispositif expérimental est de
type factoriel (2 provenances d'A. africana x 5 champignons) et les traitements ont €t€
disposés au hasard sur une tabletie métallique sous un abri grillagé non étanche dans les
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conditions climatiques de Dakar (Sénégal) de Mai & Aoit (température moyenne
Jjournaliere 25-30°C, photopériode environ 12h). L'arrosage a été effectué tous les deux
jours.

5.2.6. Parameétres mesurés

L'expérience a duré 4 mois. A la récolie, des paramétres de croissance ont été mesurés :
hauteur des plants et diamétre au collet. La masse de matiére séche des feuilles, des tiges
et des racines a été mesurée apres séchage a 'étuve pendant 72 b 4 80°C. Nous avons
également mesuré la dépendance mycorhizienne [(biomasse des plants inoculés -
biomasse des plants non inoculés) x 100 / biomasse des plants inoculés] (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), spectrophotométrie
d'emission de flamme (K) et colorimétrie autoanalyseur (N et P) au laboratoire de
ITCRISAT (Niamey, Niger).

Pour I'évaluation du taux de mycorhization, les racines latérales sont
soigneusement débarrassées des débris de sol et échantillonnées. Cing racines latérales,
découpées du pivot et composées elles mémes de racines de premier et deuxiéme ordre
sont prélevées au hasard et observées sous la loupe binoculaire. Cent 2 200 apex
radiculaires sont examinés. Le nombre de racines courtes mycorhizées par rapport au
nombre total de racines courtes est noté et permet d'exprimer le taux de mycorhization en
pour cent .

L'évaluation de la longueur totale du réseau extramatriciel est réalis€e sur cing
répétitions choisies au hasard par traitement. Cing échantillons de sol ont été prélevés
dans chaque sachet a ['aide d'une mini-tariere (1 cm de diamétre et 10 cm de profondeur).
Les échantillons de sol sont ensachés et conservés & -20°C jusqu'a 'utilisation pour
I'extraction du mycélium extramatriciel. L'extraction du mycélium est réalisée selon la
méthode décrite par Thomson ez al (1994). Dix g de sol de chaque échantillon sont mis n
suspension dans 500 ml d'eau, puis agités vigoureusement pendant 1 min. Aprés 1 a 2
min de décantation, une aliquote de 10 mi est filtrée sous vide sur un filtre de 0,45 um
pour retenir le mycélium. Le filtre est ensuite coupé en deux et la face ayant retenue le
mycélium est coloré au bleu trypan 2 0,05% (p/v) dans du lactoglycérol et conservé a 4°C
pendant une nuit, Chaque moitié de filtre est moniée entre lame et lamelle dans du
glycérol 4 50% et observée au microscope (40x) équipé d'un oculaire gradué. La
longueur totale du réseau extramatriciel a été évaluée selon Ja formule de Newman (1966)
: R=pNA/2H o1 R est la longueur totale du réseau extramatriciel, N est le nombre de fois
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 sciérodermes : S. dictyosporum JR109 et TR408,

Scleroderma spl TR406 et la souche indéterminée OREXMO02 sur la croissance des plants inoculés de AaBF et

AaSN

Hauteur Diamétre au Matldre Matldre Maijére Malidre séche Taux de ﬁxl'glxn(c%)

{cm) collet {cm) - ;%:&g) s&cl;:; ]!Ige skh? gt;;wl: racine/tige myc D(r%:?ntlon

AaBF
Témoin 3898 b 0,64 a 1,76 ¢ 439b 6.15b 0,40 b 00c 100
NM* )
IR109 4197ab 0652 2,83 be 4,98 ab 781 ab 0,58 ab 69a 126.9
IR406 449ab 0,69%9a 2.53 be 5.20 ab 1,74 ab 049 b 32b 125.7
IR408 47,78 a 0,70 a 329ab  S571a 9.0l a 0,58 ab 64a 146,3
ORSXM002 42,75ab 0,6%9a 398a 5,12 ab 9.10a 0.78a 46 ab 147.9
AaSN
Témoin 52,60 a 0,64 a 173 b 4,62 a 6,33 2 037b 00c 100
N‘N]u
IR109 46,85 a 0,61 a 2,07 ab 4,27 a 6,34 a 0,47 ab S8a 100,17
IR406 47,80 a 0,64 a 2,71 ab 423 a 6,95 a 0,64 a 38ab 109,6
TR408 52,40 a 0,77 a 2,17 ab 4,86 a 7,03 2 0,44 ab 22bec 110,9
ORSXMO002 52,78 a 0,63 a 292a 526 a 818a 0,55 ab 64a 129,2

Chaque valeur est la moyenne de 10 répétitions par traitement. Dans la méme colonne, les valeurs suivies d'une

méme lettre ne different pas significativement av seuil de 5% (SAS, Test de Bonferroni).

NM = non mycorhizé

Tableau 5.3. Comparaison des deux provenances au niveau des différents paramétres de croissance et de Ja

concentration en éléments minéraux des feuilles.

Hauteur Diawétre Polds sec Poids sec Poids sec Rapport Taux de
(cm) au collet racines tige (g) total (g} raclne/tige mycorbiza
{cm) (g} tion{%)
AaBF 43,28 b 0,68 a 2,88 a 508a 7,96 a 0,57 a 0,42 a
AaSN 50,48 a 0,66 a 2320 4,65 b 6,97 b 0,49 b 0,362
N{(%) P (%) Ca (%) K (%) Mg (%)
AaBF 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 1,731 a 0.586 a

Dans la méme colonne, les valeurs suivies d'une méme letire ne différent pas significativement au seuil de 5%

(Test de Bonferroni).
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positions (une fois verticalement et deux fois horizontalement pour chaque filtre), A est la
surface examinée (celle du filtre) et H est la longueur totale de la ligne de graduation de
I'oculaire dans les 3 positions.

Les données sont soumises & une analyse de variance et les moyennes sont
comparées avec le test de Bonferroni au seuil de 5%.

5.3. Reésultats

5.3.1. Taux de mycorhization et longueur totale du réseau extramatriciel

A la fin de l'expérience de mycorhization contrdlée d'A. africana, aucune mycorhize n'a
été observée sur les plants témoins suggérant l'absence dans le sol non désinfecté de
champignons ectomycorhiziens compatibles avec A. africana. Les deux provenances d'A.
africana ont réagi différemment aux différentes souches fongiques.

Le taux de mycorhization des deux provenances varie a peu prés dans les mémes
proportions, 32% a 69% pour AaBF et 22% a 64% pour AaSN (tableau 5.2)..

Pour la provenance du Burkina Faso (AaBF), les meilleurs taux de mycorhization
ont été obtenus avec les souches de Scleroderma dictyosporum, IR109 (69%) et IR408
(64%). La souche indéterminée ORSXMO02 mycorhize moyennement AaBF avec un
taux de 46%. Scleroderma spl IR406 présente un taux plus faible de 32%.

Les souches IR408 et IR406 donnent les taux de mycorhization les plus faibles
(22% et 32%) avec la provenance A. africana sénégalaise (AaSN). IR109 et ORSXM002
induisent des taux de mycorhization élevés : 58% et 64%. '

Ainst une forte interaction souche fongique/provenance est mise en évidence pour
ce parametre (Fig. 5.1A). La souche IR408 par exemple mycorhize fortement la
provenance sénégalaise et trés faiblement la provenance burkinabé. Nous n'avons décelé
aucune différence significative entre les champignons étadiés au niveau de la longueur du
réseau extramatriciel développé dans le substrat (Fig. 5.1B).

Pour ces deux parametres (taux de mycorhization et longueur du réseau
extramatriciel), il n'y a pas de différence significative entre les deux provenances
indépendamment des souches fongiques (tableau 5.3).
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5.3.2. Morphologie des mycorhizes

Les mycorhizes formées par les diffésentes souches sont de forme monopodiale et
pyramidale. Les mycorhizes des Sclérodermes IR250 et IR408 présentent une couleur
jaune pale avec un manteau plus ou moins lisse. Par contre, les mycorhizes dTR406
gardent la couleur blanche caractéristique des mycorhizes de Sclérodermes au stade
juvénile (cf. chapitre Il). Des mycorhizes brunes claires 2 brunes foncées caractéristiques
ont €€ obtenues avec la souche ORSXMO002. Le manteau présente des soies raides.
D'abondants cordons mycéliens ont €té observés pour chacune des souches. Les
mycorhizes formées par ORSXMO002 présentent un manteau 2 structure
pseudoparenchymateuse plus ou moins épaisse en fonction de I'dge (B3, 1990).
Cependant, les coupes effectuées sur les jeunes mycochizes d'A. africana avec les
Sclérodermes testés (cf. chapitre III) montrent un manteau peu épais A structure
prosenchymateuse (IR109 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'TR406 présente un manteau plus 1ache par rapport &
ORSXMO02.

5.3.3. Effet de Ja mycorhization sur la croissance des plants

L'inoculation se traduit par une stimulation de la croissance en hauteur des plants
inoculés d'AaBF, mais seul §. dicryosporum IR408 stimule cette croissance de fagon
significative (tableau 5.2, fig. 5.2A). A l'inverse, pour AaSN aucune souche fongique
n'a stumulé la croissance des plants de maniére significative. L'inoculation n'a pas d'effet
sur le diamétre au collet pour les deux provenances d'A. africana (tableau 5.2).

De tous les parameétres, la biomasse radiculaire est le plus influencée par
l'inoculation. En effet, les plants des deux provenances inoculés avec la souche fongique
indéterminée ORSXMO02 présentent une masse de matidre séche des racines
significativement supéricure a celle des plants témoins. Il en est de méme pour les plants
d'AaBF inoculés avec S. dictyosporum IR408 (fig. 5.2B). Cette stimulation de la
biomasse radiculaire n'est cependant pas corrélée avec le taux de mycorhization.

Le rapport des masses de matiére séche des racines et des tiges (fig. 5.2C) traduit
une influence de la mycorhization dans la répartition de biomasse entre la partie aérienne
et la partie souterraine des plants inoculés avec ORSXMO02 et IR406 respectivement
pour les provenances AaBF et AaSN.
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La mycorhization induit un gain en matiere seche totale des plants inoculés, de
25,7% 2 47,9% pour AaBF et 0,17% 4 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 IR408 et ORSXMO002.
Cependant cette stimulation de biomasse n'est pas significative pour les plants d'AaSN
inoculés.

L'effet provenance montre que AaSN a une croissance en hauteur significativerment
supérieure & AaBF (tableau 5.3). Cependant pour les autres parameétres de croissance
(hormis le diamétre au collet), la provenance burkinabé présente les meilleures
performances.

La dépendance mycorhizienne (tableau 5.4) montre que la croissance des plants de
la provenance burkinabé dépend de 20 a 30% de l'inoculation mycorhizienne. Par contre,
pour la provenance sénégalaise, sa croissance dépend de seulement 22,2% avec la souche
ORSXMO002. La croissance des plants de cette provenance due 2 1'inoculation par les
Sclérodermes est trés faible, voire nulle (0% pour IR109 & 10% pour IR408).

5.3.4, Concentration en éléments minéraux des feuilles des deux
provenances d'A. africana.

La concentration des feuilles en éléments minéraux (N, P, K, Ca et Mg) est un effet
plus ou moins affectée par I'inoculation ectomycorhizienne (tableau 5.5). Comme pour
les paramétres de croissance et le taux de mycorhization, les variations de la concentration
en €léments minéraux est fonction des souches fongiques et des provenances d'A.

africana.

La concentration en K des plants des deux provenances inoculés avec 1'une ou
l'autre des souches fongiques est significativement plus importante que celle des plants
témoins. La souche fongique Scleroderma spl IR406 a un impact particuliérement
bénéfique sur les deux provenances, ainsi que S. dictyosporum IR408 sur la provenance
AaSN, La concentration en N et Ca est significativement stimulée par les souches isolées
sous U. guineensis IR406 et IR408 pour la provenance sénégalaise et seulement par la
souche IR406 pour la provenance burkinabé. Pour les deux provenances, AaBF et
AaSN, seule I'inoculation avec les souches IR408 et IR109 augmentent la concentration
en P de fagon significative. Les concentrations en Mg les plus élevées ont ét€ obtenues
avec S. dictyosporum IR109 et Scleroderma spl 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 provenances d'A. africana (AaBF et AaSN) inoculées
avec 4 souches fongiques (TR 109, IR408, IR406 et ORSXMO002),

AaBF AaSN

Témoin IR109 [R406 IR408 ORS Témoin IR109 IR406  IR408 ORS
NM* XMO002 | NM* XM002

DM

10 22,2
(%) O 217 207 32 32 0 0 8

DM = dependance mycorhizienne. NM = non mycorhizé

Tableau 5.5. Concentration en N, P, K, Ca et Mg (%) des feuilles

N(%) P (%) Ca (%) K (%) Mg (%)
AaBF
Témoin 2024 b 0,108 b 2,008 b 1,021 ¢ 0,507 b
NM#*
1IR109 1,960 b 0.115 b 2,136 b 1,4i4 b 0,653 a
IR406 2,337 a 0,099 b 2,658a 2,129 a 0,655 a
IR408 1,944 b 0,145 a 1,776 b 1,661 b 0,565 ab

ORSXM002 1,854 b 0,108 b 1,996 b 1455 b 0,586 ab

AaSN

Témoin 1,900 ¢ 0,100 b 2,204 b 1,135¢ 0,537 b
NM* .

IR109 2,035 ¢ 0,132 a 1,828 b 1,552 b 0,552 b
IR406 2,281 b 0.101 b 2,838a 2,052a 0,622 ab
IR408 2,540 a 0,114ab | 3,093a 2111a 0,646 a

ORSXMO002 2,087 be 0,122 ab 1,764 b 1,807 ab 0,572 ab

Chaque valeur est la moyenne de 10 répétitions par traitement. Dans la méme colonne,
les valevrs suivies d'une m&me lettre ne different pas significativernent au seuil de 5%
(Test de Bonferroni).

NM = non mycorhizé
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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).
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5.4, Discussion

L'inoculation contrblée des deux provenances d'A. africana avec les quatre souches
fongiques sélectionnées s'est traduite par une accumulation de biomasse de 0,17% 2
47,9%, avec des taux de mycorhization variant de 22% a 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
ORSXMO002 plus important que celui obtenu au bout de 5 mois avec une autre
provenance du Sénégal (39%) également sur sol non désinfecté (Ba, 1990). Par contre,
dans notre étude, la croissance de la provenance sénégalaise est faiblement stimulée par la
mycorhization (10,9%). Ces différences pourraient étre liées 2 'effet provenance et/ou
aux conditions expérimentales. En effet, B (1990) a utilisé au cours de son expérience
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 apparait plus sensible & 1'inoculation
ectomycorhizienne (25% a 48% de gain de biomasse) que celle du Sénégal (0,17% a
29,24%). Cependant les plants d'AaSN inoculés ou non présentent une €roissance 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.

La mycorhization semble avoir trés peu d'effet sur la croissance en hauteur des
plants d'A. africana par rapport a la masse de matiére séche radiculaire qui est
significativement stimulée par la souche ORSXMOO02 chez les deux provenances malgré
un taux de mycorhization peu élevé pour la provenance du Burkina Faso. Ceci est
probablement dii au type de mycorhizes formées par la souche ORSXMO002. Ba (1990) a
également obtenu la biomasse radiculaire la plus importante avec ceite souche fongique
indéterminée comparée 2 un isolat de Scleroderma dictyosporum (ORS7731).

L'efficacité d'une souche fongique a €t€ corrélée par d'autres auteurs avec
Uimportance du réseau extramatriciel développé dans le sol (Jones et al, 1990 ; Hamel et
al, 1990 ; Colpaert er al, 1992). Par contre dans notre étude, aucune différence
significative de la longueur du mycélium extramatriciel n'a été décelée entre les différentes

souches.
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Nous avons obtenu une vadabilité importante entre les soughes dans la
concentration en éléments minéraux des feuilles Qui n'est pas corrélée avec Je taux de
mycorhization (résultats non présentés). Ces résultats (concentration en P et N) vont dans
le sens de ceux qui sont obtenus par différents auteurs (Burgess ez al, 1993 ; Thomson et
al, 1994). Les souches IR109 et IR408 améliorent respectivement la nutrition phosphatée
des plants d'AaSN et AaBF. Pour les autres léments minéraux, IR406 et/ou IR408
apparaissent plus efficaces.

Nos résultats montrent que la croissance d'A. africana en pépiniere est stimulée par
certaines souches locales de Sclérodermes et l'isolat indéterminé ORSXMO002. Ce demiec
résultat confirme les données acquises par. Ba (1990) en conditions de serre sur un sol
non issu de l'aire de foréts & A. africana. Nous avons obtenu une variabilité importante
entre les deux provenances d'A. africana dans la réponse 2 l'inoculation mycorhizienne
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 syst¢me radiculaire induise un gain de la croissance des deux provenances
d’A. africana, devra s'orienter vers ORSXMO002 et IR408. Cependant, notre €tude a €té
effectuée sur un sol non représentatif des conditions naturelles de sol des foréts 2 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 technique de
mycorhization utilisée permet d'obtenir des plants d'A. africana bien mycorhizés. Cette
technique pourrait &tre utilisée pour la production des plants d'Afzelia pour le reboisement
en Afrique tropicale aprés évaluation de gain de croissance induit par les champignons
inoculés en plantation.
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Figure 1. Alignement multiple des séguences de I''TS de I'ADNr nucléaire des Sclérodermes par
ClustalW.
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Figure 2. Phylogramme des ITS de 'ADNr nucléaire des Sclérod
parcimonie (PAUP 3.1.1). L'alignement a été réalisé par ClustalW.



Conclusion générale el Perspectives

Au cours de ce travail, nous avons identifi€ pour la 'premiére fois les champignons
ectomycorhiziens associés a six plantes-hotes au Sud-Ouest du Burkina Faso. Tous les
champignons récoltés appartiennent & des genres ectomycorhiziens déja identifiés et
certains ont ét€ identifiés au niveau spécifique par rapport 2 un herbier de référence au
Sénégal. Une trentaine d'especes fongiques constituent notre collection et sont
maintenues dans un herbier au Laboratoire de Microbiologie de ITNERA/DPF au Burkina
Faso. Nous avons observé une faible diversité spécifique des champignons récoltés par
rapport a d'autres régions de 1'Afrique de 1'Ouest (Sud du Sénégal, Fouta-Djalon) malgré
la durée de prospection (3 saisons de fructification). Cette faible diversité pourrait étre liée
aux conditions géoclimatiques différentes de ces régions et aussi 2 la fluctuation de la
fructification des champignons ectomycorhiziens d'une année 2 l'autre en zone peu
humide.

Notre inventaire a révélé une abondance relative des espéces du genre Scleroderma
par rapport aux autres (6 espeéces morphologiques, Scleroderma dictyosporum, S.
verrucosum, Scleroderma spl, Scleroderma sp2, Scleroderma sp4, Scleroderma spS).
Aussi, ce sont principalement ces espéces que nous avons f}u maintenir en culture (17
isolats). Elles sont peu spécifiques car elles ont été fréquemment rencontrées sous
pratiquement toutes les plantes-hdtes. Seule l'espce indéterminée, Scleroderma spl, n'a
été identifiée que sous Uapaca guineensis. Leur facilité d'isolement en culture pure fait
d'eux des candidats potentiels pour des tests de mycorhization contrdlée. Par conséquent,
notre travail s'est orienté sur ces Sclérodermes dont nous avons étudi€ I'anatomie et la
morphologie des mycorhizes formées avec Afzelia africana. Nous avons ensuite comparé
ces mycorhizes de Sclérodermes a celles obtenues par cultures pieges. La diversité
génétique des Sclérodermes a été estimée dans le but d'un suivi écologique aprés
plantation. L'effet de certaines souches sur la croissance d'Afzelia africana en pépiniére,
une espéce trés appréciée et utilisée dans les rebotsements a €té évalué.

La capacité mycorhizogéne des isolats représentatifs des especes identifiées a €té
mise en évidence vis-a-vis de certaines plantes-hdtes (A. africana, A. quanzensis,
Isoberlinia doka, I. dalziellii et Brachystegia speciformis). Ces résultats montrent que les
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Sclérodermes sont peu spécifiques et peavent &tre considérés comme des champignons
précoces capables de mycorhizer les jeunes plants d'une large gamme d'hdtes et de se
maintenir sur les pieds adultes. Nous avons ensuite effectué des expériences de piégeage
sur des sols de 8 sites expérimentaux afin d'identifier les champignons précoces, qui
incluraient les Sclérodermes, susceptibles de s'associer aux jeunes plants d'A. africana
dans les foréts du Sud-Ouest du Burkina Faso. Deux principaux morphotypes de
mycorhizes, blanc et brun ont €t€ identifiés soit simultanément sur le méme site soit
séparément. Nous avons supposé que le morphOt)Epe blanc €tait_induit par des
Sclérodermes car ce morphotype est voisin des mycorhizes de synthése obtenues entre A.
africana et des isolats de Sclérodermes. Cependant les études anatomiques montrent que
certains morphotypes blancs (BL7, BL10, et BL12) et bruns (BR3) présentent une
organisation anatomique proche de celle des mycorhizes de synthése avec les isolats de S.
dictyosporum IR109, IR250 et IR408. La structure psendoparenchymateuse uniforme du
manteau des autres morphotypes blancs ne permet pas de les identifier aux mycorhizes
formées par l'isolat IR406. L'ultrastructure des mycorhizes de synthese et de certaines
mycorhizes de piégeage a mis en évidence des zones physiologiquement actives
(manteau, réseau de Hartig et cellules corticales de 1'hGte vivants). Cependant, certaines
sont dégénérescentes avec des hyphes du manteau ou des cellules corticales mortes (BL9,
BRS, IR109 et IR406). Compte tenu de l'dge des mycorhizes de synthese, nous avons lié
la dégénérescence des cellules corticales A Ja zone de coupe. Les observations faites sur
les caractéristiques anatomo-morphologiques suggerent que différentes especes fongiques
sont impliquées au niveau de ces mycorhizes et ces criteres paraissent insuffisants pour
les identifier avec certitude. Nous avons alors utilisé I'approche moléculaire (PCR/RFLP)
a l'identification des champignons tmpliqués dans ces mycorhizes de piégeage,
essentiellement les morphotypes blancs.

L'étude de la diversité génétique des différents isolats et des carpophores de
Sclérodermes par amplification génjqué des régions ITS et IGS1 et leur digestion par les
enzymes Hinfl et Mbol a permis d'identifier deux a quatre ribotypes caractéristiques (A,
B, Cet D) parmi les isolats de chaque espéce. Nous avons not€ un plus grand nombre de
ribotype B pour S. dicryosporum et A pour S. verrucosum rteprésentés respectivement
par 9 et 7 isolats et carpophores. Un profil RFLP particulier a-ét€ obtenu avec
Scleroderma sp5 IR60S.

Le séquengage de la région ITS de 13 isolats de Sclérodermes appartenant a .
dictyosporum, S. verrucosum et Scleroderma spl a confirmé les analyses RFLP. L'arbre
phylogénétique construit & partir de ces séquences, répartit ces 1solats en 2 branches
regroupant d'une part les S. verrucosum et d'autre part les §. dictyosporum. Scleroderma
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spl est génétiquement proche de S. verrucosum. Par contre le ribotype A de Scleroderma
spl est génétiquement trés €loigné des Sclérodermes examinés et serait probablement un
champignon pathogéne du genre Bauveria.

Nous avons également utilis€ la RAPD avec les deux amorces 152C et 174 pour un
examen du polymorphisme d'une plus large région du génome des Sclérodermes. Cette
technique a confirmé les analyses RFLP et le séquengage et a permis d'identifier des
marqueurs spécifiques de certains isolats tels que IR406, IR408 et ORS7731. La
PRC/RFLP n'avait pas permis de les séparer des autres isolats trés voisins.

Nous avons obtenu des profils RFLP identiques avec le ribotype B de S.
dictyosporum du Burkina Faso et un isolat de S. dicryosporum du Sénégal suggérant que
ce rbotype est largement répandu en Afrique de 1'Ouest.

L'amplification des régions ITS et IGS! 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 morphotypes bruns résultat non présenté).
La digestion de I'IGS1 des morphotypes blancs par Hinfl et Mbel indique que ceux-ci
sont effectivement dus 2 des Sclérodermes, en particulier le ribotype B de S.
dictyosporum (BL9, BL12 et BE12), les ribotypes A (BL10 et BL11) et B (BL7) de .
verrucosum. Ces données suggerent que la PCR/RFLP peut étre appliqué efficacement au
suivi de la persistance de Sclérodermes associés & A. africana en pépiniére et aprés
plantation au niveau des mycorhizes.

Enfin nous avons testé l'efficacité de 4 isolats fongiques (3 Sclérodermes et le
Telephoraceae ORSXM0O02) sur la croissance et la nutrition minérale de plants de deux
provenances d'A. africana en pépiniére. Nous avons montré que l'inoculation induisait
une stimulation plus ou moins importante de la croissance des plants (0,17% a 48% de
gain de biomasse) et une amélioration de la nutrition minérale, surtout en potassium.
L'utilisation de deux provenances d'A. africana a permis de mettre en évidence
l'influence forte du fond génétique de ]a plante-hote sur l'effet bénéfique de la
mycorhization. La dépendance mycorhizienne indique que la provenance sénégalaise est
moins dépendante des mycorhizes pour sa croissance que la provenance burkinabé.
L'utilisation de souche efficace pour 'amélioration de la croissance des plants d'A.
africana peut éire orientée vers les isolats IR406 et IR408 ainsi que ORSXMO02 pour les
deux provenances. Cependant, ces isolats devront €tre auparavant testés dans d'autres

conditions édaphiques.

Notre étude a conduit 2 des avancées significatives dans le développement de
nombreux outils moléculaires utilisables pour appréhender la diversité des populations et

%4


http:provenan.ce




Conclusion générale et Perspectives

analyser les événements sexuels qui conduisent & l'apparition de nouvelles souches. Elle
nous aura permis d'apporter notre contribution a la connaissance des champignons
ectomycorhiziens tropicaux et en particulier les Sclérodermes. Les résultats obtenus
ouvrent des perspectives pour d'autres études qui permettront une meilleure connaissance
de la symbiose ectomycorhizienne en région tropicale :

— Une meilleure appréciation de la diversité spécifique. des champignons
ectomycorhiziens du Sud-Ouest du Burkina Faso imposera des récoltes de carpophores
étalées sur une plus longue période. En effet, en zone tropicale peu humide, les
fluctuations saisonnieres et la faiblesse des précipitations conduisent 2 une fructification
erratique des champignons. Certains champignons, 2 fructification rare, n'ont
probablement pas pu étre observés au cours de nos prospections. Il serait également
intéressant de prélever des mycorhizes sur le terrain et d'identifier les champignons qui y
sont impliqués a l'aide de la PCR/RFLP afin de prendre en compte les champignons a
fructifications indéterminées, tel que ORSXMO02.

— L'étude de la diversité génétique des Sclérodermes a port€ sur un
échantillonnage faible d'isolats et de carpophores. Il est alors délicat de déterminer
l'abondance relative des différents ribotypes/génotypes observés. Un €chantillonnage
plus important qui inclurait un plus grand nombre de carpophores et d'isolats devra éure
réalisé afin d'obtenir une image plus juste de cette diversiié génétique des Sclérodermes

en zone tropicale.

— L'%tude de la structuration génétique des populations de S. verrucosum et S.
dictyosporum et en particulier les roles respectifs de la reproduction sexuée et végétative
devront étre poursuivis.

— La mycorhization contrdlée d'A. africana en pépiniére a montcé que les
Sclérodermes étaient de bons candidats pour des programmes de mycorhization
contrblée. Notre expérimentation a été effectuée sur un sol sableux non représentaif des
conditions de foréts A A. africana en Afrique de 1'Ouest. Toute sélection de souche devra
done dtre complétée par des essais réalisés dans des conditions variées et respectant les
conditions locales de plantations.

— Il conviendrait désormais d'étayer les hypoth@ses faites & partir de nos premiers
résultats obtenus en matiere de structuration génétique des populations, et d'évaluer et de
hiérarchiser les différents facteurs qui limitent les échanges génétiques.
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— Le suivi de la persistance et de la dissémination des souches de Sclérodermes
introduites et leur impact sur les populations locales peut désormais étre gnvisagé car
nous disposons des outils moléculaires adéquats.

— Enfin, il restera 3 comparer le comportement génétique et écologique des

Sclérodermes avec les autres champignons ectomycorhiziens utilisés dans ces régions
(Pisolithus).
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Annesxes

Annexe 1

Composition du milien MNM (Marx, 1969)

Caclp, 2H20 005¢g
NaCl 0,025 g
KH2PO4 0,58
(NH4)2 PO4 0,25
MgS0O4, 7TH20 0,15¢
Cirrate fernique 1% 1,2 ml
Thiamine-HCI 1 mg/ml 1 ml
Extrait de Malt 3g
Glucose 10g
Agar 20 g
H0 qsp 11

Le pH est ajusté a 5,5 avant autoclavage.
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— Annesxes

Annexe 2

Composition du tampon isothiocyanate de guanidine (Maniatis et al, 1982)

Isothiocyanate de guanidine S0g
HyO 50 ml
Tris-HCI IM pH 7,6 53ml
EDTA0,2M 5.3 ml

Laisser dissoudre a température ambiante et ajouter

Sarkosyl 20% 10,6 ml
B-mercaptoéthanol 1,05 ml
Hy0O gsp 106 ml

Conserver 4 4°C 4 1'abri de la lumiére.
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Abstract

During the rainy season. putative ectomycorrhizal fungi were observed under three species of Caesalpinioideae Afzelia
africana Sm., Isoberlinia doka Craib. and Stapf. and [soberlinia dalziellii Craib. and Stapf., one species of Diptero-
carpaceae Monotes kerstingii Gilg. and two species of Euphorbiaceae Uapaca guineensis Mill. Arg. and Uapaca somon
Aub, and Lean. The fungi belong to the orders of Agaricales, Aphyllophorales, Boletales, Cantharellales, Gautieriales,
Hymenogastrales, Russulales and Sclerodermatales. Some of these fungal species e.g. Lacrarius gymnocarpus Heim.,
Cantharellus pseudofriesii Heinem., Scleroderma dictyosporum Pat.. Scleroderma verrucosum Pers., Scleroderma sp2 and
Russula spl, are common to the tropical tree families known to form ectomycorrhizas. A few species of these fungi e.g.
Amanita hemibapha (Berk. and Br.) Sacc.. Jnocybe spl, Bolerellus sp3, Lacrarius sp2 and Xerocomus subspinulosus
Hetnem.. are observed only under mycorrhizal trees belonging to the group of Caesalpinicideae legumes. However, seven
tungal species Colrricia cinnamomea (Pers.) Murr., Boletellus sp5. Austrogautiera sp. (hypogeous), Lactarius spl, Russula
annulata Heim., Russula sp2 and Scleroderma spl seem more specific to the Uapaca species. In all, twenty-seven putative
ectomycorrhizal fungi were recovered and only five fungal species were isolated from sporocarps and maintained in pure
culture. Four Scleroderma species were confirmed as mycorrhizal fungi on A. africana, Isoberlinia spp. and two East
African trees. Brachvstegia speciformis Benth. and Afzelia quanzensis Welw. The two Uapaca species. B. speciformis and
M. kerstingii possess both arbuscular mycorrhizas and ectomycorrhizas. © 1997 Elsevier Science B.V.

Kevwords: Tropical trees: Ectomycorthizal fungi: Arbuscular mycorrhizas; Trapping culture: Ectomycorrhizal synthesis: Specificity

1. Introduction

In tropical ecosystems, most tree species are asso-
ciated with endomycorrhizal and /or ectomycorrhizal
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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 B3, 1987;
Thoen and B#, 1989; Thoen and Ducousso, 1989).
Some putative ectomycorrhizal fungi have been iden-
tified in the subfamily Caesalpinioideae ( Anthonotha,
Afzelia, Brachystegia and Paramacrolobium) and in
the family Euphorbiaceae (Uapaca) (Hogberg, 1982;
Thoen and B4, 1989; Thoen and Ducousso, 1989).
Although the ectomycorrhizal status of the family
Dipterocarpaceae (Monotes and Marquesia) and
some genera belonging to Caesalpinioideae (e.g.
Isoberlinia) 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. africana. A. bracteata,
U. guineensis and U. chevaleri (Thoen and B3,
1989: Thoen and Ducousso, 1989) and some of them
have been isolated and mainwained in pure culture
(Bi and Thoen, 1990). Among the fungi isolated
from sporocarps. Scleroderma dicrvosporum and
Scleroderma verrucosum have confirmed their ecto-
mycorrhizal status as early stage fungi (B3 and
Thoen, 1990; B3 et al., 1991).

In this paper, we report (1) the putative ectomyc-
orthizal tungi of Afzelia africana. Isoberlinia doka.
Isoberlinia dalziellii, Monotes kerstingii, Uapaca
guineensis and Uapaca somon, (2) the mycorrhizal
status of these local tree species, (3) the in vitro
symbiotic character of some putative ectomycor-
rhizal fungi isolated from sporocarps and their speci-
ficity on two East African trees Afcelia quanzensis
and Brachystegia speciformis.

2. Materials and methods
2.1, Site description

Eleven forests in Burkina Faso were visited dur-
ing the rainy season of 1994 and 1995 in order to
collect ectormnycorrhizal fungi fruiting under local

trees (Fig. 1). The forests are located in southwestern
Burkina Faso (9°45'N—12°15'N and 3°10°W-
5°25'W), and ranged from Guinean to Sudano-
Guinean vegetation. The vegetation sampled 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,
I doka, I. dalziellii, and M. kerstingii, are the most
common tree genera in semideciduous lowland
forests, sometimes dominating the canopy. The gre-
garious species, I. doka, is often associated with /.
dalziellii in moist zones, or with species such as
Anogeissus leiocarpus, Prosopis africana, Burkea
africana, Pterocarpus erinaceus, Parkia biglobosa,
Khaya senegalensis, Butyrospermum parkii and U.
somon (Guinko, 1984). The northem limit of /. doka
is 12°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
ternifolia, Lannea velutina, Parkia biglobosa and
Terminalia avicennoides (Terrible, 1984). As in
southern Senegal (Thoen and B3, 1989), A. africana
has a wide range of habitats from savanna to open
forest or riverine forest. U. guineensis is a relict 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
Isoberlinia spp (sites I, VIII and IX), two by A.
africana (sites IV and VII), three by U. guineensis
(sites III, VI and X), two by M. kerstingii (sites 1I
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 soil
pH ranged from strongly acid to neutral with low
organic matter and available phosphorus contents.

2.2. Sampiing

Soil samples were collected from the eleven sites
during prospection in the rainy season. Seeds of



indigenous trees were harvested in southwestern
Burkina Faso. Seeds of A. quanzensis and B. speci-
formis were obtained from Kenya Forestry Seed
Centre (Nairobi).

Superficial roots of Isoberlinia spp., Uapaca spp.,
A. africana and M. kerstingii were excavated start-
ing at the trunks of the trees. 10-20 g of fine root
material were extracted and fixed in formalin, acetic
acid and water (1:1:1, v/v/v). The whole root
system of regenerating seedlings was also fixed. In
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the laboratory. fine roots were stained for arbuscular
mycorrhizas (AM) according to the procedure of
Phillips and Hayman (1970) 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. kerstingii. and Uapaca spp. photographed,
oven-dnied at 50°C, identified in the laboratory and
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Fig. 1. Localization of the samples sites. A = Province of Kenedougou: B = Province of Houet: C = Province of Comoe. (l)‘ Couf\ty of
} Province limit. (~ + —) Border: 1. VIIL. IX = Isoberlinia doka& 1. dalzietlii; IV. VI1 = Afcelia africana;

IIL V1. X = Uapaca guineensis: 1L V = Monotes kerstingii: X1 = 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. africana and A. quanzensis were
scarified in 95% sulfuric acid for 2 h and rinsed with
sterile distilled water. Seeds of I. doka, I. dalziellii
and B. speciformis 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. africana seediings were raised on the
eleven sampled soils, whereas those of A. quanzen-
sis and B. speciformis were raised on soil of site [V
and those of fsoberlinia spp. on soil of sites I, VIII
and IX. Plants were maintained in natural climatic
conditions in QOuagadougou (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

K.B. Sanon et al. / Forest Ecology and Management 98 (1997) 61-69

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-
tilled water (B 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/m>. 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 Scleroderma species, one
isolate of T. brunneosetosa and, thus, one isolate of
Scleroderma dictyosporum Pat. (ORS. 7731) fruiting
beneath A. africana (Ba 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 seedling 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

Table |

Main physico-chemical characieristics of the upper soil layer {0-20 cm)

Site No. I i1 11 v v Vi VII VIl X X X1
Clay (%) 78 98 7.8 1.9 5.8 17.6 5.8 17.6 21.5 235 5.8
Silt (%) 17.6 1.7 274 11.7 {7 17.6 11.7 352 25.4 235 1.7
Sand (%) 4.5 78.4 64.7 86.2 823 64.7 82.3 47.0 52.9 52.9 823
pH (H.,O) 7.0 5.8 6.5 6.9 6.2 6.5 5.6 6.6 54 5.0 6,1
pH (KCD 59 44 5.3 5.5 4.8 5.5 48 5.1 43 36 45
Total C (%) 1.5 0.6 1.1 0.3 08 1.3 0.6 1.6 2.0 1.1 0.5
Total N (%) 02 0.04 0.07 0.01 0.07 0.10 0.05 0.11 0.10 0.07 0.02
Total organic matter (%} 27 1.1 1.9 0.6 1.4 23 1.1 2.7 3.4 1.9 0.9
C/N 7 16 16 28 12 14 14 14 20 16 22
Total P (mg/g} 65 65 22 43 324 32 259 259 97 22 43
Available P (mg/g) 5.5 22 4.9 2.7 1.2 24 30 5.2 2.6 4.7 12.1
V(%) 64 49 103 32 54 51 35 72 109 11 17

* Metalic cations percentage saturation of soil.
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Table 2

Putative ectomycorrhizal fungi collected under Afzelia africana. Isoberlinic doka.

guineensis and Uapaca somon

Isoberlinia dalziellii, Monotes kersiingii, Uapaca

Orders, Species Host trees * Isolation  N° of voucher material {IR}
ldo. lda. Aa Mk Uyg Us.

Aphyliophoralles

Coltricia cinnamomea (Pers.) Murr. + + + - - - — 41

Agaricales

Amanita hemibapha (Brek. and Br.) Sacc.  + + + - - + - 25.43

Amanita spl (brown) + + -+ + - - - 67. 42

Amanira sp2 (rose) - - + + - - - 26. 50

Inocybe spl + + + - - - - 10, 39

Inocvbe sp2 + + - - - + - 11, 12.38

Boletales

Boletellus spl (brown) + + + - + + - 19,46, 13,90

Boletellus sp2 (yeliow) + + + - - + - 48. 60

Bojeteilus sp3 (yellow-green) + + - - - - - 52

Boletellus sp4 {blue) - - + - - - - s3

Boletellus sp5 (orange) - - - - + - - 65

Strobilomyces sp. - - - + - - - 40

Tubosaeta brunneoseiosa {Siz.) Horak. + + - - + - + 172, 17b

Xerocomus subspinulosus Heinem. + + + - - - - 66

Cantharellales

Cantharellus pseudofriesii Heinem. + + + + + + - 28.33,37,77,80, 81

Gautierales

Austrogautiera sp. (hypogeous) - - - - + - - 29

Hymenogastrales

Selerogaster sp. {hypogeous) + + + + + - - 34,104. 61,72

Russulales

Lactarius gymnocarpus Heinem. + + + + + + - 23,24, 27, 36. 45, 47

Lactarius spl {brown~orange) - - - - + - - 64

Lactarius sp2 (yellowish) + - - - - - - 68

Russula annulata Heinem, - - - -~ + - - 46

Russula sp1 {(pinkish red) + - + + + + - 14. 49, 54, 58, 69,70

Russula sp2 (brown) - - - - - + - 62

Sclerodermatales

Scleroderma + + + -+ + + + 215, 401

dicpyosporum Pat. 300. 103, 104, 304, 304. 205

{mean diameter 8 + | um)

Scleroderma verrucosum Pers. + + + + + + -+ 501, 601, 400, 102. 105, 200.

(mean diameter 7 + 2 um) 305, 500, 503

Scleroderma spl - - - - + - + 406, 407, 409

(mean diameter 11 & 2 pm)

Scleroderma sp2 + + + + + + + 100, 208, 408

(rnean diameter 6 & 1 um)

Number of species (total = 27) 17 16 15 10 14 1 5

* 1do. = Isoberlinia doka. l.da.= Isoberlinia dalziellii, A.a. = Afzelia africana.

U.s. = Uapaca somon.

M.k.= Monotes kerstingii, U.g. = Uapaca guineensis.,
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(0.5:1:1, w/v/v) and examined with a light micro-
scope.

3. Results

3.1. Ectomycorrhizal fungi 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, Aphyliophorales. 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 I doka, sixteen under /.
dalziellii, fifteen under A. africana, ten under M.
kerstingii and U. somon and fourteen under U.
guineensis. The fungal species Cantharellus pseud-
ofriesti, Lacrarius gymnocarpus, Scleroderma dic-
tyosporum, Scleroderma verrucosum, Scleroderma
sp2 and Russula spl were found to be common to
all six host trees. Two Amanita species whose
Amanita spl and Amanira sp2 were common (o the
Caesalpinioideae subfamily and Dipterocarpaceae
family. The sporocarps of Coltricia cinnamomea,
Boletellus sp5. Lacrarius spl. Russula annulara,
Russula sp2. Scleroderma spl and one hypogeous
species, Austrogautiera sp, seemed more specific to
the Uapaca species. The five fungal species. A.
hemibapha, Inocybe spl. Boletellus sp3. X. sub-
spinulosus and Lactarius sp2. occurred only under
host trees belonging to the Caesalpinioideae subfam-
ily. Four species of Scleroderma were found in
Burkina Faso, including S. dicrvosporum and §.
verrucosum. Sporocarps of Scleroderma spl were
pinkish and their spores differed from those of both
identified Scleroderma by the presence of long spines
from 2 to 3 um. The spore diameters of this Sciero-
derma species ranged from 10 to 12 um. Sporocarps
of Scleroderma sp2 were yellow and their spore
diameters ranged from 5 to 6 um without peridial
omamentations. The average diameter of §. dic-
rvosporum spores was 8.5 pm. 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 (IR104, IR109
and IR215) and Scleroderma sp2 (IR208, IR408 and
IR100), two isolates of Scleroderma spl (IR406 and
IR409) and Tubosaeta brunneosetosa (IR17a and
IR17b), and one isolate of S. verrucosum (IR500)
were maintained in pure culture.

3.2. In situ mycorrhizal status of trees

Roots of adult trees and regenerating plants were
examined for their mycorrhizal status (Table 3). The
ectomycorrhizal status of all adult tree species was
confirmed. Connections have been established be-

Table 3
Mycorrhizal status of host trees

Mycorrhizal status

Host trees

ectomycorrhizas endomycorrhizas

Afzelia africana

Adult tree + -
Regeneration + -
Seedlings -+ -
Isoberlinia doka

Adult tree + -
Regeneration + -
Seedlings + -

Isoberlinia dalziellii

Adult tree + -
Regeneration + -
Seedlings + -
Monotes kerstingii

Adult tree + +
Regeneration + +

Uapaca guineensis
Adult tree + “+
Regeneration + +

Uapaca somon

Adult tree + 4
Regeneration + +
Afzelia quanzensis

+ -

Seedlings

Brachystegia speciformis
Seedlings + -

+ = presence, — = absence.
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Table 4

Fungal isolates and their ectomycorrhizal status on Afzelia africana ( A.a.), Afzelia quanzensis (A.q.). Isoberiinia doka (1.do.), Isoberlinia

dalzieltii (1.da.} and Brachystegia speciformis (B.s.)

Culture No. and fungi Host trees Origin Infectivity
A.a. A.g. l.do. l.da. B.s.

IR109 S. dicrvosporum A. africana Burkina Faso + + + + +
IR304 S. dictvosporum M. kerstingii Burkina Faso + + -+ + +
IR406 Scleroderma spl U. guineensis Burkina Faso + + + -+ +
IR408 Scleroderma sp2 U. guineensis Burkina Faso + + + + +
IR500 §. verrucosum U. somon Burkina Faso + + + + +
IR17 Tubosaeta brunneosetosa Isoberlinia spp. and U. guineensis Burkina Faso - - - - -
ORS 7731 §. dictvosporum A. africana ‘ Senegal + + + + +
+ = presence of mantle and Hartig net, — = absence of mantle and Hantig net.

tween white, yellow, beige and brown bristly ecto-
mycorrhizas of Uapaca spp. and sporocarps of Scle-
roderma spl, Austrogautiera sp., L. gymnocarpus
and C. cinnamomea, respectively. In general, white
ectomycorrhizas were collected under sporocarps of
Scleroderma spp. collected under A. africana,
Isoberlinia 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 all other soil samples. Both of these types of
ectomycorthizas 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. kersringii 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 Isober-
linia spp. root systems (Table 3).

3.3. In vitro ectomycorrhizal status of seedlings

Among the thirty fungal species collected, only 7.

. brunneosetosa, and Scleroderma spp. were isolated,

maintained in MMN medium and tested for their
ability to form ectomycorrhizas (Table 4). X. sub-
spinulosus, Sclerogaster sp. and Boletellus sp3 were
also isolated but died during successive subcultur-
ings. All Scleroderma spp. were able to form ecto-

mycorrhizas on Afzelia spp., Isoberlinia spp. and B.
speciformis. Their morphology varied from simple to
branched and hyphal strands were often present. In
transverse section, hyphae colonized roots by form-
ing fungal sheath and penetrating as a Hartig net
which did not exceed the epidermal 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. All
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 B34, 1987;
Thoen and B4, 1989; Thoen and Ducousso, 1989).
The identified fungal species have already been col-
lected in southern Senegal (Thoen and B3, 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
B3, 1989; B4, 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 formed (Thoen and B3, 1989). Four
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species of Scleroderma were collected in Burkina
Faso including Scleroderma verrucosum and Sclero-
derma dictyosporum. The sporocarps of the two
identified Scleroderma have already been observed
in Senegal (Thoen and B3, 1989) and Guinea (Thoen
and Ducousso, 1989). All Scleroderma species were
able to form ectomycorrhizas on the five host trees
including the East African trees, A. quanzensis and
B. speciformis. This suggests that these fungi have a
widespread and broad host range.

Nevertheless, several genera of fungi e.g. Lactar-
ius, Russula, Inocybe and Boletellus 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 not necessarily infect the young
seedlings. In other circumstances, B4 and Thoen
(1990) also isolated eleven fungi from thirty-one
sporocarps beneath A. africana. whereas only two
isolates were able to form ectomycorrhizas on the
young seedlings. In addition. Bi et al. (1994a) also
showed that one isolate of Pisolithus sp. formed a
pseudoparenchymatic tissue over lateral roots of A.
africana seedlings under varied in vitro conditions
after 15 days of contact. This superficial colonization
by the fungus induces a hypersensitive reaction on
A. africana cell wall. However, this fungus was able
to form typical ectomycorrhizas on 6 month old A.
africana seedlings. Similar observations were made
on 8 month 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 form ecto-
mycorrhizas, depending on the degree of plant matu-
rity (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 Peacon, 1990). In
this respect, BA et al. (1994a,b) establish that the
time sequence of ectomycorrhizal colonization of A.
africana seedlings reflected changes in root carbo-
hydrate level. Therefore, several genera of fungi

collected in the fieid could be mid- or late-stage
fungi in the sense of Mason et al. (1983).

Most tree species formed only one type of mycor-
rhiza, but some have been found to possess both
arbuscular mycorrhizas and ectomycorrhizas. Qur
observations confirmed 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 B3, 1989;
Thoen and Ducousso, 1989). A. africana, A.
quanzensis and Isoberlinia spp. were not colonized
by AM fungi, whereas B. speciformis and Uapaca
spp. were. Our observations are consistent with those
of Ba (1990) on A. africana. However, there is a
discrepancy with those of Thoen and Ducousso
(1989) on this piant 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 confirmed on Ce-
salpinioideae. Some of the fungi are, through their
mycelial strand, linked with ectomycorrhizas of Ua-
paca spp. in the field. However, further studies are
necessary to elucidate the ectomycorrhizal status of
other fungi.
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