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Summary

The study of the genetic variability of somes genera and species of entomogenous
Hyphomycetes and their phyletic relationships, has been undertaken by the compa-
rison of the rRNA 28S sequences and the analysis of isozymes. Differents methods of
analysis have been used in order to constructing trees: Fitch, parsimony and
Neighbor-joining for the rRNA sequences; dynamic clustering and UPGMA for
isozymes.
Criginal resuits have been obtained:

- the burst of the genera Tolypocladium and Paecilomyces

- the phyletic proximity of N. rileyi and the genus Metarhizium, of M.
oncoperae and the genus Beauveria

- the total separation of the genus Tolypocladium and Beauveria

- the uniformity of the species: B. bassiana, B. velata, N. rileyi, V. le-
canii , P. farinosus and T. cylindrosporum

- the relative heterogeneity of the species: M. anisopliae, B. bron-
gniartii and P. fumosoroseus

- the strict homology of the sequence of B. sulfurescens and B. bassiana.
Morever, we have confirmed the divergence of the strains of M. anisopliae variety
major and we demonstrated the originality of the strains originating from New Zealand.
At least, this study allowed better understanding of the relationship between entomo-
genous species and phytopathogenic species.



l A. INTRODUCTION GENERALE |



Actuellement, pour combattre les ravageurs des cultures, on utilise essentiel-
lement des produits phytosanitaires chimiques. Malgré leur indéniable efficacité, ces
produits, appliqués systématiquement dans les programmes de traitement, ont ap-
pauvri a outrance une partie de la faune et de Ia flore auxiliaires, régulatrices natu-
relles des ecosystemes, favorisant ainsi le développement des nuisibles . Cette situa-
tion singuliére entraine donc une spirale de dépendance aux pesticides chimiques. Face
aux grands problémes que sont le devenir de notre alimentation et la protection de
notre environnement, il est souhaitable et vital de trouver une alternative aux pro-
duits agrochimiques. En effet, il faut non seulement réduire leur utilisation, mais
aussi, réintégrer les organismes auxiliaires, afin de reequilibrer les chaines tro-
phiques naturelles.

Pour ce faire, la lutte biologique, définie par I'OILB (Organisation
Internationale de Lutte Biologique) comme étant "['utilisation d'organismes vivants ou
de leurs produits pour empécher ou réduire les pertes ou dommages causés par des
organismes nuisibles”, est, nous semble t-il, en mesure de fournir des solutions
adéquates. Parmi ses nombreux avantages, notons la grande spécificité des organismes
utilisés. Malheureusement, malgré quelques succés, sa mise en pratique n'est pas
réellement effective; en particulier en ce qui concerne les champignons entomopa-
thogénes, car nous manquons encore de connaissances sur la dynamique des populations
de nuisibles et de leurs antagonistes, ainsi que sur les facteurs influengant cette dy-
namique et sur les relations qu'entretiennent entre elles ces deux populations. Pour
mieux gérer la lutte biologique, il est nécessaire de connaitre les différents potentiels
des organismes candidats; cette connaissance passe, entre autres, par l'analyse de leur
variabilité génétique .

C'est ainsi qu'apparait la nécessité d'une caractérisation plus fine des souches:
- d’'une part pour discriminer les différents génotypes sympatriques
dans une étude populationnelle de souches.
- d'autre part, pour apprécier les distances génétiques entre souches de
la méme espéce et entre espéces et genres différents.

En effet, fréquemment, pour identifier des isolats, les pathologistes d'insectes
utilisent des critéres macroscopiques, physiologiques et pathologiques.
Malheureusement, ceux-ci s'avérent parfois insuffisants et par conséquent,
I'identification incertaine.



De nouvelles techniques trés performantes peuvent étre utilisées pour des
études taxonomiques ainsi que pour la caractérisation des organismes.

Nous entreprenons ici l'analyse de la variabilité génétique de quelques
Champignons entomopathogénes avec les critéres suivants:

- morphologique.

- biochimique : afin d'apporter une contribution supplémentaire a la caracté-
risation des espéces, I'estimation de la variabilité génétique a été abordée par l'analyse
du polymorphisme électrophorétique des enzymes .

- moleculaire : analyse des séquences d’ARNr 28S

A l'issue des résultats:
- nous discuterons de l'utilisation des divers caractéres a des fins
d’identification des souches.
- nous établirons des phylogénies fondées sur I'étude des caractéres
appropriés et nous les comparerons.
- nous confronterons les résultats a la classification classique.

Enfin, nous apportons ici notre contribution & la détermination de quelques
souches (d'identification incertaine) isolées a partir d'insectes, par I'analyse conju-
guée des séquences d'ARNr, des isoenzymes et de la morphologie. Il est aujourd'hui
impératif d'asseoir les bases de nouvelles définitions de I'espéce et du genre pour les
organismes dépourvus de reproduction séxuée. Nous tenterons une approche de la dé-
finition des espéces et des variétés d’entomopathogénes.

A.l._Les Champignons entomopathogénes

Les liens pathologiques qu'entretiennent les Champignons avec les Insectes sont
connus depuis longtemps. Bassi (1835) est le premier & avoir identifié la Muscardine
qui est I'une des plus sévéres maladies du Ver a soie (Bombyx mori Linné), provoquée
par Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Le concept de muscardine s'est étendu
par la suite a d'autres mycoses provoquées par les Hyphomycetes, présentant un
symptdme post-mortem suivant lequel le cadavre de I'hdte est momifié avec ou non
émission de pigments par le mycélium. Suivant la couleur de la sporée, on nomme



Tableau 1 : Les différentes stratégies de contréle biologique:

quelques exemples

Stratégie Agent entomopathogéne Insecte Culture
Acclimatation Entomophthora Aphides Cultures protégées
Traitement préventif Nomuraea rileyi Anticarsia gemmatalis Soja
Verticillium lecanii Trialeurodes vaporariorum Cultures sous serre
Traitement curatif  Beauveria bassiana Ostrinia nubilalis Mais

Mahanarva posticata

Metarhizium anisopliae  Nilaparvata lugens

Beauveria brongniartii  Otiorhynchus sulcatus

Canne & sucre

Riz

Cultures sous serre




genéralement muscardine blanche les mycoses & Beauveria, muscardine verte les
mycoses a Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, et muscardine rouge les
mycoses a Sorosporella uvella.

Les champignons entomopathogénes jouent un réle important dans la régulation
naturelle de populations d'insectes. Les épizooties de maladies d'insectes provoquées
par des champignons sont relativement communes dans la nature et peuvent étre par-
fois spectaculaires. C'est & partir de I'observation de ces epizooties qu'est né le concept
de lutte microbiologique. Les premiéres tentatives de contrdle cryptogamique
dinsectes ravageurs de culture sont dues & Metschnikoff (1879) qui avait découvert la
muscardine verte provoquée par Metarhizium anisopliae , sur des larves de scarabées
du blé. Il avait trouvé une méthode de muitiplication et de dissémination du pathogéne .
En 1888, Krassilstchik donna la preuve pratique de cette lutte microbiologique, en
provoquant le développement de la muscardine verte dans les populations de Cleonus
punctiventris Germar, ravageur de la betterave. Ceci suscita I'enthousiasme de nom-
breux entomologistes de I'époque, car les moyens de lutte contre les ravageurs de
culture étaient alors aussi limités qu'inefficaces. Depuis lors, de nombreuses études
ont été entreprises tant sur les différents processus pathologiques et écologiques qui
favorisent le développement des mycoses que sur les différentes modalités d'application
et d'action des pathogénes.

Les nombreuses expérimentations des derniéres décennies permettent de dé-
fendre trois stratégies principales d’interventions avec des champignons entomopa-
thogénes:

- l'acclimatation d'une souche: c’est l'introduction d'une souche exo-
tique, qui se maintiendra pendant plusieurs générations, en jugulant la population
cible en dessous de son seuil de tolérance économique.

- le traitement préventif, dont I'objectif est d'anticiper une épizootie
qui se serait probablement déclenchée trop tardivement dans les conditions naturelles.
Il consiste en lintroduction précoce d'une quantité réduite d'inoculum qui se multi-
plierait suffisamment avant I'épizootie naturelle.

- le traitement curatif enfin consiste en I'apport massif d’'un inoculum
qui décimera brutalement la population de ravageurs, pour disparaitre par la suite.
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Trop souvent décevants, mais parfois prometteurs, les procédés de lutte my-
cologique ont été suffisamment répétés dans I'espace et dans le temps, pour que l'on
puisse aujourd’hui préciser les cas ou l'efficacité agro-économique et la fiabilité sont
suffisantes, pour envisager un développement industriel (Tableau 1).

Ces espéces entomopathogénes appartiennent a plusieurs genres dont les pius
importants sont: Beauveria, Paecilomyces, Metarhizium, Nomuraea, Isaria, Gibellula,
Aspergillus, Verticillium, Acremonium, Sporotrichum etc... Ces pathogénes sont
trouvés sur des insectes hdtes de toutes les niches écologiques. Dans cette étude, sept
genres seront considérés: Beauveria, Paecilomyces, Verticillium, Nomuraea,
Tolypocladium, Microhilum et Metarhizium, qui sont des endoparasites nécrotrophes
facultatifs. Les souches analysées sont des souches d'origines édaphique et géographique
diverses. (Tableau 19).

A.l.1. Cycle de développement

Les endoparasites nécrotrophes peuvent pénétrer de différentes fagons dans
l'insecte hoéte:
- par pénétration directe au travers du tégument
- & travers le tube digestif
- par les orifices naturels
- par des blessures
La pénétration par le tégument est le mode d'entrée le plus fréquemment ex-
ploité par les Hyphomycétes. Pour Tolypocladium cylindrosporum Gams, il a été
montré qu'en plus de linvasion tégumentaire, il peut aussi infester les larves de
moustiques par l'intermédiaire du mésentéron (Soares, 1982).

Le cycle de développement (figure.1) des Hyphomycétes entomopathogénes
étudiés ici comporte deux phases:

- une phase parasitaire s'effectuant en deux étapes:
+ l'adhésion et la germination des spores sur la cuticule de I'h6te
+ la pénétration du tégument par un tube germinatif
- une phase saprophyte qui correspond au développement du champignon dans le
cadavre de l'insecte .



Tableau2 : Les substances toxiques de faibles poids moléculaires

Genre Espéce Toxines
Beauveria B. bassiana Beauvericine
Bassianolide
B. brongniartif Beauverolides H,I
B. bassiana Isarolides A, B, C
Tenselline, Bassianine
Ogosporgine

Acide oxalique

Metarhizium M. anisopliae Destruxines A, B, C, D
Cytochalasines C, D

Nomuraea N. rileyi Non identifiées
Verticillium V. lecanii Bassianolides
Paecilomyces P. fumosoroseus Beauvericine

P. farinosus

P, fumosoroseus
Acide Pyridine 2-6 Dicarboxylique

NB : Un large éventail de champignons entoemopathogénes produit des toxines
protéigues qui sont surtout des protéases.




Le contact des spores et de I'hdte se produit d'une maniére aléatoire; il dépend
des conditions climatiques, de la quantité d'inoculum et de la densité de I'héte.
L'adhésion des spores est en général un phénomeéne passif; elle peut étre facilitée dans
certains cas par la présence d'une enveloppe mucilagineuse autour de Ia spore (cas de
Verticillium lecanii Zimmermann Viégas). Ces mucilages de nature glycoprotéique
peuvent avoir des fonctions enzymatiques impliquées certainement dans la digestion de
la cuticule qui fournit les éléments nutritifs nécessaires & la germination (Nicholson,
1984).

Cette adhésion des spores peut étre corrélée, mais pas toujours, & l'agressivité
ou a la spécificité d'hdte. Fargues (1981) a montré qu'il y a une corrélation entre la
specificité d'hdte de Metarhizium anisopliae et la capacité d'attachement des spores
sur la cuticule des larves de Scarabeides. De méme, I'hypovirulence de certaines
souches de M. anisopliae pathogénes de larves de moustique, peut étre due a un défaut
d'attachement des conidies sur les siphons larvaires (Al-Aidroos et Roberts, 1978)

Une fois la spore attachée a la cuticule, elle germe en développant un tube
germinatif qui pénétre la cuticule. Cette pénétration est a la fois physique et enzyma-
tique (Robinson, 1966; Samsinakova et al,. 1971; Pekrul et Grula, 1979). La pé-
nétration peut se faire directement comme dans le cas de V. lecanii (Hugues et
Gillepsie, 1985) et de B. bassiana, ou par production d'un tube de type appressorium
comme dans le cas de M. anisopliae (Zaccharuk 1970 a, b; Michel, 1981) .

Lors de cette phase, des modifications épicuticulaires importantes sont obser-
vées; en particulier, c'est a ce stade que les lipides épicuticulaires jouent un rodle
important dans la specificite parasitaire (Lecuona, 1989). Différentes enzymes sont
excrétées par le pathogéne: protéases, lipases, amylases et chitinases. Chez B. bas-
siana, la quantité de chitinases atteint son maximum avant celui des autres enzymes ;
cette quantité produite est directement liée a la capacité de pénétration de la cuticule
par le tube germinatif. La pathogénicité du champignon est étroitement liée aux dif-
férentes activités enzymatiques. Par exemple, la pathogénicité de B. bassiana pour les
larves de Leptinotarsa decemlineata Say dépend fortement de ses activités chitinoly-
tiques et protéolytiques (Samsinakova et al, 1977). Pour l'espéce B. brongniartii
(Sacch.) Petch, c'est l'activité lipolytique qui joue un réle important dans la patho-



génicité du champignon vis a vis des larves de Melolontha melolontha Linné: des mu-
tants lipase-négatifs et chitinase-negatifs sont incapables d'infester M. melolontha .

Face a cette agression, I'nbte réagit de maniére non spécifique par I'activation
des phénoloxydases (Ratault et Vey, 1977). Cette réaction est assez puissante pour
bloquer le processus d'infection; elle se traduit par des taches de mélanisation sur la
cuticule. Ces phénoloxydases peuvent étre activées par des glucides et des glycopro-
téines du champignon (Unestam et Soderhall,1977; Soderhall et Unestam, 1979;
Soderhall, 1982). Si le champignon réussit & surmonter cette barriére, il pénétre
dans 'hémolymphe. L'héte réagit en formant des granulomes autour du mycélium. Le
champignon va émettre des substances toxiques, les mycotoxines (tableau 2)(Kucera
et Samsinakova, 1868; Hamill et al,.1969; Kucera, 1971; Frappier et al,. 1978;,
Roberts 1981), qui affaiblissent les granulomes et vont permettre la production de
blastospores et l'invasion de I'hnémocoele, provoquant rapidement la mort de I'hbte.
L'importance des toxines dans la virulence du pathogéne est assez difficile & évaluer
dans la mesure ou leur production est précédée par plusieurs activités du champignon.
Il a cependant été montré que la production de beauvericine par différentes souches de
B. bassiana est corrélée a leur virulence contre Galleria mellonella Linné. Quant aux
destruxines, isolées des filtrats de cullures de M. anisopliae (Kodaira 1962; Roberts
1966; 1969; 1981), elles sont des inhibitrices de synthése des ARN et ADN des cel-
lules hotes (Quiot et al.1985). En plus de leur réle dans la réduction de l'activité
phagocytaire de I'héte et l'inhibition de la formation des granulomes, certaines sub-
stances toxiques (telles les beauvellides, les bassionalides, les isarolides) ont un effet
antibactérien durant la phase saprophytaire.

L'hémocoele envahi, on entre dans la phase non parasitaire pendant laquelle le
champignon pénétre dans les différents tissus en momifiant l'insecte. Quand les con-
ditions environnementales sont favorables, le pathogéne traverse de nouveau le té-
gument, cette fois-ci de l'intérieur vers l'extérieur du cadavre. Il développe des
structures conidiogénes et sporule si I'humidité relative est suffisante Si les condi-
tions ne sont pas favorables, le champignon peut rester a l'intérieur de l'insecte ou il
peut survivre pendant plusieurs mois.En fonction de différents facteurs climatiques, le
champignon restera dans le sol (en général sous forme de conidies) ou sera disséminé
par le vent. Sa viabilité dans le sol dépend de sa résistance aux pressions des facteurs
édaphiques; Cette résistance est fonction de la forme sous laquelle se trouve le germe.
Les conidies de B. bassiana peuvent survivre plus de 400 jours dans le sol & 10°C
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Tableau 3 : Récapitulatif des différentes étapes du cycle de
développement

Action du pathogene Réactions de l'insecte ou effet sur
I'insecte
Phase parasitaire
- Adhésion et germination des spores sur
la cuticule
- Pénétration
+ reconnaissance: production Modifications épicuticulaires
de différentes enzymes
+ Infection Activation des phénoloxydases
Mélanisation
Production de granulome
- Colonisation
+ émission de substances Affaiblissement des granulomes
toxiques
+ multiplication: production de
blastospores
+ invasion de I'hémocoele Mort de l'insecte
Phase saprophytaire

- Colonisation totale Momification
- Sortie de 'hyphe a travers le tégument dans
les conditions environnementales favorables
- Sporulation
- Survie dans le sol

- Dissémination
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Tableau 4 : Liste des genres contenant des espéces entomopathogénes

( d'aprés Samson et Al.1988)

Chytridiomycétes :- Chytridiales - Coelomycidium
- Myiophagus
- Blastocladiales - Coelomomyces
Oomycétes :- Lagenidiales - Lagenidium
- Saprolegniales - Leptolegnia
- Couchia
Zygomycetes .- Entomophthorales- Conidiobolus
- Entomophthora
- Erynia
- Massospora
- Meristacrum
- Neozygites
- Mucorales - Sporodiniella
Ascomyceétes : - Ascosphaera
- Atricardyceps
- Calonectria
- Cordycepioideus
- Cordyceps
- Hypocrella
- Myriangium
- Nectria
- Podonectria
- Torrubjella
Deutéromycétes 3 - Acremonium
- Akanthomyces
- Aschersonia
- Aspergilius
- Beauveria
- Culicinomyces, Engyodontium, Funicularis,
Gibeflufa, Hirsutella, Hymenostilbe, Meta-
rhizium,Nomuraea,Paecilomyces, Paraisaria
Pleurodesmospora, Polycephalomyces,Pseu-
dogibeliula, Sporosporelfa, Sporothrix, Tetra-
crium, Tetranacrium, Tilachlidium, Tolypo-

cladium, Verticillium.
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(Lingg et Donaldson 1981); celles de M. anisopliae , 21 mois & 19°C (Fargues et
Rcbert 1885).

Nous donnons dans le tableau 3, un récapitulatif des différentes étapes de ce
cycle, ainsi que des réactions de I'héte.

Dans ce cycle de développement, les étapes d'adhésion, de germination des spores
et de pénétration tégumentaire, sont les plus critiques. Malheureusement, nous ne
possédons pas encore assez de connaissances sur les différents mécanismes de recon-
naissance du champignon et de défense de I'hote. Le déterminisme génétique de la vi-
rulence et de l'agressivité des Champignons entomopathogénes est encore inconnu.

A.l.2. Classification des Hyphomycétes entomopathogénes

Les Champignons entomopathogénes se répartissent dans quelques groupes sys-
tématiques: Phycomycétes (Entomophthorales et Blastociadiales), Ascomycetes
(Clavicipétales) et Deutéromycétes (Hyphomycétales) (tableau 4).

Nous nous intéresserons exclusivement aux Deutéromycétes. Ce choix est jus-
tifie par I''mportance agronomique de ces germes et par leur intérét dans la lutte
contre les ravageurs de culture, lutte qui est I'un des principaux axes de recherche du
Laboratoire de Lutte Biologique de la Miniére, d'ol proviennent toutes les souches
analysées.

Le groupe des Deutéromycétes rassemble les champignons pour lesquels, gé-
néralement, dans les conditions de I'observation, on ne connait pas de fructification
sexuée; soit que celle-ci est encore inconnue, soit qu'elle est réellement inexistante.
Cependant certaines espéces classées originellement dans les formes imparfaites,
s'averent posséder des formes sexuées qui sont le plus souvent des Ascomyceétes, plus
rarement des Basidiomycetes. La reproduction asexuée s'effectue au moyen de propa-
gules que l'on nomme conidies, issues directement du mycélium végétatif. Celles-ci
peuvent parfois étre absentes (mycelium stérile). On attribue arbitrairement a ce
groupe la valeur d'une classe. sous le nom de Deutéromycétes ou d'Adelomycétes qui se
divise en 3 ensembles:
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- les Blastomyceétes : levures avec ou sans pseudomycélium

- les Hyphomycetes : champignons filamenteux

- les Coelomyceétes : conidies produites dans des pycnides (Sphaeropsidales) ou
dans des acervules {Mélanconiales).

Notre étude se limitera & des genres d'Hyphomycétes; ils sont les plus
fréquemment isolés d'insectes.

La notion d'espéce chez les Deutéromycétes n'a pas la méme signification que
dans les autres groupes ou l'espéce est définie par les criteres d'interfécondité. N'ayant
pas de conjugaison sexuelle, ces organismes par définition n'ont pas d'identité spéci-
fique. La notion de genre n'est pas fondée sur un concept unique ou sur un ensemble de
criteres uniformes. Nous tracerons brievement I'historique des différents genres
étudiés, pour souligner les difficultés inhérentes & la spéciation des Champignons
imparfaits.

Les Deutéromycétes se reproduisent par les conidies. Les caractéres de forme,
de couleur, de dimension, de structure et d'ornementation des conidies ont longtemps
servi & la discrimination des genres et espéces. Les Hyphomycétes se distinguent des
autres Deuteromycetes par leurs conidiophores libres, érigés solitairement ou en
groupe. Le seul systeme de classification des Hyphomycétes qui soit a peu prés ex-
haustif est celui de Saccardo (1886). Ce systéme permet un découpage commode des
groupes en fournissant une clé de détermination fondée sur des caractéres simples,
facilement observables, nombreux et largement diversifiés pour les différents genres
et espéces. Ce systéme dichotomique accorde une importance primordiale & I'aspect
macroscopique du champignon, a la morphologie conidiale (caractéres de pigmentation,
de taille, d'arrangement et de septation des conidies) et au mode de ramification et
d'arrangement des conidiophores (solitaires, groupés en sporodochies ou en synnema).

Les systéemes de classification plus modernes tiennent compte des différents
types de conidiogenése. Vuillemin (1910) a été le premier & émettre une conception de
la systématique fondée sur l'ontogénie, c’est a dire du mode de formation des conidies
qui, d'aprés lui, reflete mieux l'identité d'une espéce. Vuillemin travaillait sur des
cultures, contrairement a Saccardo qui faisait ses observations a partir de matériel
d'herbier; ce qui évidemment ,ne lui permettait pas de suivre I'évolution morphogé-
nétique..



| _ |
_ | | _ ! !
: | | | | |
_ I ’ _ | _ |
S2IPIUOD §9 auadorpiuod
solrejred | _— | satoydorpluos | sugdorptuos | E%_.hun:zim I $31PIUOD S | a[0[[2 B[ 9p
Sui0] | 0 | $9p Juawadueny _ a[nqja2 e[ 9p 2dA g, | ap 2d£], ] asignieoieig | 2ouessiom ap odL ],
_ : | | _ _
_ sno0a8noq us sap3ueLm _
| WOIZIeION — saiyoopolods ua sanbuput[Ao SIpIfeId $2UUO[0D UD I
! !
sdaodpio) ! a.oE:EoZ S3gy1n unoa I
o | Jusw|q1e 102 ¥ sapien(d e I
— .
! p oo oo —— somon | U
sd9ohpioD | S2[[191112A 1 $2IPIUO, 551
saofwoaae P AR [0o oy |
Bl{aIquuo], | iaRvd no sajdung 3uof ¢ SIpIeId _ asauadoiplua)
I !
[ $qIN03 U [
S99 |101LIIA a5eq v
wnpesod4jo Ll e MH10D IBRILY] |
| WMPEIROCHOL 1o sap(os| s9p[Juas sapieIyd _
M 2191 U !
! no sueys [
soulj ‘sapduolue
plaiqruuo, | wingomaA SARNIIA 4 S,_:__k,:___ﬁH \\ u2 saIpILo] [ a[eipodwifs
I . o 1 QJUBSSIOLD
g aspuadoIpiuo])
| Wty "t 11/1
_ BLIJANEI( ———— §IILI[OS NO sap[notupd saqgeinipaorun |
[ sapdnosd ssuzdorpruoo §3nja) saugdoIptuod sa |3 sapiuoy

spipmip sauzdoyiedowolua sagofwoydAp sap uonesljisse;d @ G qeL



Dans la classification des Hyphomycétes, les travaux de Hughes (1953, 1958)
prennent une place trés importante; il propose une classification fondée sur des cri-
teres dynamiques (structure et mode de développement des conidiophores et des coni-
dies). Plusieurs chercheurs par la suite, ont confirmé I'hypothése de Hughes:
I'ontogenése des conidies est un caractére particulidrement stable, fixé pour chaque
genre et a fortiori pour chaque espéce.

La description et la classification morpho-ontogénique des Hyphomycétes en-
tomopathogénes proposées ici sont celles revues par Samson et al.(1988). Nous nous
limiterons aux sept genres concernés par cette étude. Ces genres sont les plus fré-
quemment isolés d'insectes et les plus usuellement étudiés pour la production
d'insecticide biologique.

Cette classification (tableau 5) s'appuie sur des divisions dichotomiques, in-
dépendantes de toute considération phylogénique. La base de cette classification repose
sur l'ontogénie des conidies c'est a dire la conidiogenése. Celle-ci peut étre de type
sympodial (par suite d'élongation de la cellule conidiogéne, la conidie la plus jeune est
apicale; le bourgeonnement s'effectue de maniére successive) ou de type phialidique (la
plus jeune conidie est celle la plus proche de la cellule conidiogéne, le point de bour-
geonnement est fixe)(figure 2).

Des sept genres étudiés, Beauveria et Microhilum présentent une conidiogenése
a croissance sympodiale.

Le type phialidique est caractérisé par la présence de phialides (figure 3) qui
reposent sur des conidiophores; ceux-ci peuvent étre solitaires ou groupes en verti-
cilles, en sporodochies(figure 4) ou en synnema (figure 5).

Par la suite, la forme, la taille, I'arrangement et le nombre de phialides
{(unique ou multiple sur le méme conidiophore) sont les critéres distinctifs qui ca-
ractérisent chaque genre.
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:Structure d'une sporcdochie

Figure 5:
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Figure 6 : Beawveria basstana.(A).structures sporiféres;
(8). cellules conidiogénes; (C). conidies
( G.S de Hoog 1972).
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Figure?7 :Beauveria brongniartit. (A). structures sporifdres;
(B). conidies (G.S de Hoog 1972).




19

A.ll. Caractéristiques et historique des différents genres

A.lL1. Le genre Beauveria Vuillemin

a- Description morphologique

Les cellules conidiogenes forment des groupes plus ou moins denses; elles sont
hyalines et & paroi lisse, a croissance sympodiale s'allongeant en rachis en zig-zag
denticulé. Les conidies sont uninucléées, unicellulaires, hyalines & paroi fine et de
formes globuleuse a elliptique.

Vingt six souches de Beauveria, reparties en 4 espéces, sont étudiées ici: B.
bassiana B. brongniartii=B. tenella (Delacr.)Siem.,B. velata Samson et Evans et B.
sulfurescens.. Ces espéces sont distinguées essentiellement par la forme des conidies:
rondes globuleuses pour B. bassiana, elliptiques pour B. brongniartii; B. velata est
decrit comme ayant des conidies rondes, enrobées de gélatine (Samson et Evans,1982);
B. sulfurescens posséde des conidies globuleuses et se distingue de B. bassiana par
I'émission de pigment jaune dans le milieu de culture et par la présence d'une endo-
toxine active de gros poids moléculaire (Riba comm.pers.). Les structures conidio-
genes de B. brongniartii (figure 7)forment rarement de grands groupes comme celles
de B. bassiana (figure 6)(les cellules conidiogénes sont arrangées en petits groupes ou
plus souvent s'érigent solitairement sur I'hyphe)(tableau 6).

b- Historique du genre Beauveria

En 1912, Vuillemin crée le genre Beauveria en hommage a Beauverie qui, en
1911 avait remarque les caractéres particuliers des structures conidiogénes de ce
groupe. La distinction anatomique faite par Vuillemin repose sur le mode de formation
en zig-zag des filaments sporiféres. De ce fait, le genre Beauveria recouvrait des
champignons trés différents tels que : Botrytis, Sporotrichum et [saria. .

En 1914, Beauverie reconnait 4 espéces: B. bassiana, B. effusa , B. densa et
B.globulifera  classées selon leurs caractéres culturaux et la forme de leurs spores .

Langeron (1934) y ajoute une nouvelle espéce: B.brumpti, qui présente plu-
sieurs similitudes avec Tritirachium dependens. Cette espéce sera plus tard transférée
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dans le genre Tritirachium, caractérisé par des cellules conidiogénes, également 3
croissance sympodiale mais sans denticules latéraux comme Beauveria. (Langeron,
1947)

En 1954, Mac Leod fait le point des genres Beauveria et Tritirachium. |l re-
classe 32 espéces de champignons filamenteux dans les 2 genres, dont 14 deviennent
des synonymies de B. bassiana et B. tenella.

En 1972, une espece saprophyte : B. alba, est reconnue par de Hoog a la suite de
I'observation simultanée de phialides et de sympodes, mais elle a été reclassée en 1978
dans un nouveau genre, Engyodontium , par le méme auteur.

En 1982, deux nouvelles espéces de Beauveria sont décrites par Samson et
Evans: B. amorpha et B. velata..

En 1986, Von Arx regroupe les Tolypociadium Gams avec le genre Beauveria en
décrivant une ressemblance des structures conidiogénes et de I'aspect macroscopique
des colonies. Cette classification est actuellement remise en question (Mugnai et al,
1989).

c- Biologie du genre Beauveria

Parmi les Hyphomycétes entomopathogénes, le genre Beauveria est le plus
fréquemment isolé de cadavres d'insectes mycosés. C'est I'agent de la muscardine
blanche. Il présente un intérét agronomique important dans la mesure ot quelques unes
de ses espéces, en particulier 8. bassiana et B. brongniartii (tableau 7), sont souvent
préconisées dans la lutte biologique contre les insectes ravageurs de cultures. C'est un
champignon tellurique qui posséde un spectre d'hdte assez large avec une trés vaste
dispersion géographique, quoique B. brongniartii semble plus inféodé aux vers blancs.
Il attaque tous les stades de développement de l'insecte.
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Tableau 7 : Quelques applications expérimentiales & base de Beauveria

Agent Ravageur cible Culture Pays
B. bassiana Ostrinia nubilalis Mais France, Chine
Otiorhynchus sulcatus Pépiniéres de plantes et France, RFA

arbustes ornementaux,
Fraisisrs

Leptinotarsa decemiineata Pommes de terre, Aubergines USA, Pologne,

- URSS
Cydia pomonella Vargers, Pommiers URSS
B. brongniartii Melolontha mefolontha P&turages France, Suisse

Tableau 8 : Préparations commercialisées a base de Beauveria

Agent Nom commercial Producteur Insecte ravageur Culture Pays
ou Importateur cible
B.bassiana BIOTROL FBB Nutrilite Leptinotarsa decemlineata Pomme de USA
Cydia pomonella terre,Vergers

Centre Sud Dendrelimus sp. Forét Chine
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Outre les différentes enzymes et toxines déja mentionnées, B. bassiana et B.
brongniartii secrétent aussi des pigments; | ‘oosporeine est I'antibiotique responsable
de la coloration rouge des cadavres infestés. Deux autres pigments jaunes, dont on ne
connait pas encore l'activité biologique ont ét& identifiés: la bassianine et la tenelline
(Wat et al, 1877). Beauveria bassiana qui parasite plusieurs espéces d'insectes est
usuellement étudié pour la mise au point d'insecticide biologique. Parce qu'il est aisé
de le produire en masse, B. bassiana est déja utilisé avec succés en Chine et en URSS
contre de nombreux ravageurs de cultures (tableau 8). Le produit BOVERINE est uti-
lisé dans ces deux pays dans des programmes de lutte intégrée contre Leptinotarsa de-
cemiineata et Cydia pomonella Linné. En France, il existe actuellement une formula-
tion granulée de B. bassiana ; elle est éprouvée en conditions de plein champ pour la
lutte contre la pyrale du mais (Ostrinia nubilalis Hubner) (Riba, 1988).

Beauveria brongniartii est aussi un bon candidat car il joue un réle important
dans la régulation de populations d'insectes telluriques appartenant plus précisément
aux familles de Scarabeides (M.melolontha, Hoplochelus marginalis Fairmaire) ou de
Curculionides (Otiorhynchus sulcatus Fabricius ). Déja en 1893, une expérimentation
de B. brongniartii contre les larves de M. melolontha avait été entreprise en France
(Giard, 1893) en essayant de mettre au point des méthodes pour la production en
grande masse du champignon et son application ultérieure. Plus récemment en Suisse,
Keller (1986) a pu introduire la maladie dans des populations saines de M. melolontha
et obtenir ainsi un contréle permanent de I'Insecte.

Malgre son importance agronomique, la génétique de Beauveria est trés mal
connue. L'utilisation des méthodes génétiques est essentiellement limitée jusqu'ici a la
création et a I'emploi de mutants (morphologiques, auxotrophes, résistants aux fon-
gicides, a activité enzymatique négative...), pour étudier les propriétés physiologiques
et pathologiques de ces champignons. La mise en évidence du cycle parasexuel des
champignons dépourvus de reproduction sexuée, a ouvert la voie 3 d'innombrables
perspectives d'amélioration de ces germes. Une technique de production de protoplastes
a été etudiée (Kawala et al., 1984) Quant a la caractérisation des souches, I'analyse
des systémes enzymatiques polymorphes a été exploitée.Parmi les nombreux systémes
enzymatiques, les o-estérases se sont révélées polymorphes pour les populations de B.
bassiana. Il a ét¢ montré par ailleurs qu'il existe un lien entre le polymorphisme
électrophorétique de B. bassiana et sa virulence contre la pyrale du mais (Riba,
1985).
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Figure 8 :Microhilun oncoperae; structure sporifére et
conidies (Yip & Rath 1989 ).




A.ll.2. Le genre Microhilum Yip et Rath

a- Description morphologique

Les conidiophores solitaires ou en verticilles naissent directement du mycé-
lium. Les cellules conidiogénes sont hyalines, en forme de tube avec une partie basale
plus ou moins renflée. La conidiogenése est de type sympodiale quand elle existe. Les
cellules conidiogenes possédent un nombre trés limité de denticules (3 ou 4 au maxi-
mum); portées directement par l'axe principale du conidiophore, elles sont attachées
en branches ou sont solitaires (figure 8).

Les conidies hyalines, unicellulaires, sont elliptiques et rugueuses, avec une
extrémité tronquée par un hilum.

Aucune forme sexuée n'est connue.

b- Historique de I'espéce M.oncoperae

En 1895, Mc Alpine et Hill rapportent la présence de Isaria oncoptera sur des
larves de Oncoperae intricata, collectées en Australie. Lidentification du champignon
semblait douteuse puisque la description de I'héte faite par ces 2 auteurs correspondait
plutdt a celle de O.fasiculata.

Martyn (1960), identifie le pathogéne qui cause des épizooties sur Q.intricata
comme étant un Cephalosporum.

En 1989, Yip et Rath, créent un nouveau genre (Microhilum) et une nouvelle
espece (oncoperae) & partir de ce pathogéne identifié par Martyn. lls distinguent
Microhilum de Beauveria par son nombre limité de denticule et par la présence
d'hilum sur les conidies.
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(Samson & Soares 1984),
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c- Biologie de I'espéce M.oncoperae

Microhilum oncoperae est un pathogéne commun des larves de O. intricata qui
sont de serieux dévastateurs des paturages de Tasmanie. La biologie de cet
Hyphomycéte est inconnue et son potentiel comme agent de contréle biologique n'est
pas encore étudié.

A.ll.3. Le genre Tolypocladium Gams

a- Description morphologique

Les conidiophores isolés ou verticillés, portent de denses groupes de phialides.
Les phialides sont en forme de flacon avec une partie basale renflée, se terminant par
un col fin distinct, Iégérement courbé par rapport a I'axe principal de la phialide. Les
conidies sont unicellulaires, hyalines et cylindriques. Morphologiquement (tableau
9), il y a de grandes différences entre T. cylindrosporum Gams et T. extinguens
Samson et Soares (Samson et Soares, 1984) .

Tolypociadium cylindrosporum posséde des conidiophores courts, hyalins,
relativement complexes, constitués de branches en verticilles portant latéralement ou
a l'extrémité, des groupes de phialides. Les phialides sont de forme cylindrique & la
base. Les conidies sont cylindriques avec des extrémités arrondies I6égérement cour-
bées, de taille 4-5 x 1,2-2 um et occasionnellement jusqu'a 8 um de long (figure 9a).

Tolypocladium extinguens posséde des conidiophores de 100 um de long portant
des branches réguligrement verticillées qui se terminent par des groupes de phialides.
Ces phialides sont petites avec une partie inférieure renfiée, se prolongeant par un col
fin. Les conidies sont globuleuses a elliptiques, assez allongées et courbées (figure 9b)
de taille 3-5,5 x1,5-2,3 um .

La forme parfaite est inconnue pour ce genre.
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b- Historique du genre Tolypocladium

Le genre Tolypocladium a été créé par Gams (1971) pour un groupe
d'Hyphomyceétes isolés du sol avec l'espéce type T. inflatum . Certaines de ses espéces
ressemblaient & Beauveria. D'ailleurs, T. cylindrosporum a souvent été confondu avec
B. tenella avant d'étre reconnu comme différent (Sanders,1972; Pinnock et al, 1973:
Soares, 1979). Barron (1980, 1981) décrit deux nouvelles espéces : T. parasiticum
et T. trigonosporum et en 1983, Bisset révise le genre en y incluant trois nouvelles

especes.

Les espéces décrites jusqu'a ces derniéres années sont essentiellement
telluriques. L'acceptation du fait que le genre Tolypocladium peut étre entomopathogéne
est récente. Selon Samson et Soares (1984), ceci serait di & ce que beaucoup
d'infections provoquées par Tolypocladium auraient été attribuées a des espéces de
Beauveria ou a d'autres Hyphomycétes de morphologie similaire. En effet, quoique le
type de sporogenése soit différent pour ces 2 genres, ils notent que sur de jeunes
cultures, les différences entre les 2 genres ne sont pas évidentes. Deux espéces
entomopathogeénes sont reconnues: T. cylindrosporum et T. extinguens , décrites par
Samson et Soares (1984).

Notons que T. cylindrosporum est trés connu dans le domaine de la médecine
pour sa production de cyclosporing (Jayaraman, 1988).

c-Biologie des espéces entomopathogénes de Tolypocladium

Essentiellement isolées du sol, certaines espéces sont cependant entomopa-
thogenes. Tolypocladium possede une trés grande spécificité d'héte: les Dipteres.
Tolypocladium cylindrosporum est un pathogéne connu des larves de moustiques
(Soares et al,.1979; Soares, 1982). Il a été recemment identifié comme un facteur
naturel de regulation des larves d' Aedes de Nouvelle-Zélande (Weisser et Pillai,
1981, Pillai, 1982); ces larves infectées produisent énormément de conidies qui se
disséminent dans la nature et affectent les adultes, ce qui est certainement le plus
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important mode de dispersion du pathogéne. Tolypocladium cylindrosporum est donc
un trés bon candidat comme agent de contréle biologique.

Les expériences en laboratoire montrent que T. cylindrosporum produit 95%
de mortalité¢ dans les larves de moustiques telles que: Aedes, Anopheles et Culex
(Pillai, 1982). Des méthodes de production de I'inoculum ont été déveioppées (Who,
1984); il s'avére que I'eau saline ou saumatre est toxique pour le champignon (Pant,
19886)

L'analyse du polymorphisme électrophorétique disoenzymes a été entreprise
pour quelques isolats de T. cylindrosporum et T. extinguens (Soares et al., 1985, Riba
et al., 1986b); elle a pu confirmer les grandes différences observées morphologi-
quement entre ces 2 espéces, tout en révélant la trés grande variabilité au sein de
I'espéce T. cylindrosporum.

A.lL4. Le genre Metarhizium Sorokin

a-Description morphologique

Les conidiophores sont étroitement groupés en sporodochie. Les phialides de
forme cylindrique, sont arrangées comme des bougeoirs. Les conidies, hyalines & légé-
rement colorées en vert, sont unicellulaires, ovales, avec une extrémité resserrée;
elles forment de longues chaines souvent agrégées en colonnes prismatiques.

Les 2 espéces M. anisopliae et M. flavoviride Gams et Rozsypal, sont distin-
guées (tableau 10) selon la forme des conidies : cylindriques avec des bouts tronqués
pour M. anisopliae (figure 10a) et elliptiques pour M. flavoviride.(figure 10b) Les 2
variétés de M. anisopliae sont distinguées selon Ia taille des conidies :

- M. anisopliae var. major (ou type major), forme & grandes spores: 9-18 um
de long (usuellement 10-14 pm) x 1,8-4,5 um de large

- M. anisopliae var.gnisopliae (ou var. minor ou type minor) , forme a petites
spores: 3,5-9 um de long (usuellement 5-8 um) x 1,5-3,5 um .

Par la suite, nous parlerons indifféremment de type ou de variété, pour
nommer ces deux variétés de M. anisopliae.
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Aucune forme parfaite n'est connue.

b- Historique du genre Metarhizium

Metschnikoff (1879) décrit Entomophthora anisopliae avec des spores de 4,8
um de long, mais il note aussi la présence de spores de tailles différentes pour la méme
espece. Sorokin crée le genre Metarhizium en 1883 pour cet Entomophthora aniso-
pliae (= Isaria destructor Metsch.= Oospora destructor (Metsch.Delacr.).

C’est Johnston en 1915 qui, le premier, met en évidence l'existence de 2
formes de conidies (longues et courtes) de M. anisopliae . Il décrit la forme major avec
des spores de 11,9 x3 um et la forme minor avec des spores de 3,5 x 2-3 wm. Il in-
dique que plusieurs isolats sur insectes, ou en culture pure, peuvent produire des
spores de dimensions diverses, dues a des différences physiologiques.

Friederichs (1920) puis Tulloch (1976) confirment la séparation de M,
anisopliae en 2 variétés: la variété major de la forme & grandes spores et la variété
anisopliae de la forme & petites spores.

En ce qui concerne les différentes espéces composant le genre, Tulloch (1976)
retient 2 espéces dans le genre: M. anisopliae et M. flavoviride .M. brunneum et M.
album sont considérées comme synonymes de M. anisopliae. Cependant , Rombach et
al.(1987) réhabilitent I'espece M.album sur les bases de sa sporulation en chaine et
la coloration des colonies, différentes de cellea de M. anisopliae. Une nouvelle variété
de M. flavoviride var.minus est reconnue en 1986 (Rombach et al.).

c- Biologie du genre Metarhizium

Metarhizium est un champignon trés ubiquiste avec une vaste dispersion géo-
graphique, quoique, dans la majorité des cas, il soit signalé chez les insectes tropicaux,



34

Tableau 11: Queiques applications expérimentales & base de Metarhizium anisopliae
Ravageur Culture Pays
Aphodius tasmaniae P&turages Autraslie
Wiseana sp. Paturages Nouvelle~-Zélande
Mahanarva posticata Canne a sucre Brésii
Tableau 12: Préparations commercialisées a base de Metarhizium anisopliae
Nom commercial Pays Producteur ou Insecte ravageur Culture

Importateur

cible

COMBIC

METAQUINO

BIOTROL FMA

Brésil

Brésil

USA

Equilibro controle
Biological LTDA
CODECAP, 1AA

Nutrilite

Mahanarva posticata

Canne a sucre
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probablement & cause de ses exigences thermiques assez élevées. II comporte des
souches qui sont plus ou moins adaptées a certains genres ou a certaines espéces.
Rhada, déja en 1956 avait signalé une spécificité parasitaire de quelques souches 2
I'égard de certains insectes. Cette spécificité a été mise en évidence par Ferron
(1972): par exemple chez Oryctes , on ne rencontre que le type major alors que chez
le Doryphore (L. decemlineata ) ou chez le Hanneton commun (M. melolontha), on
trouve le type minor. Cette spécificité entomologique, confére & cet Hyphomycéte un
intérét agronomique aussi important que celui de B. bassiana dans la lutte contre les
ravageurs de cuitures.

Au Nord-Est du Brésil, chaque année, plus de 200 000 hectares de culture de
canne & sucre sont détruits par Mahanarva posticata Stal (Cercopidae). Dans les an-
nees 1970, il a été observé que, dans I'état de Rio, les Cercopidae provoquaient peu de
dégats car ils étaient enrayés par le champignon Metarhizium. Ces observations sont a
I'origine de I'application annuelle d'une préparation de M.anisopliae (METAQUINO) sur
les cultures de canne a sucre. Plus récemment, M. anisopliae regagne l'attention pour
son utilisation contre les insectes telluriques : Aphodius tasmaniae en Australie (Coles
et Pinnock, 1982), Curculio caryae aux USA (Gottwald et Tedders, 1983), O.sulcatus
en Europe (Zimmermann, 1981,1984; Zimmermann et Simons, 1986). D'autres
préparations de M. anisopliae (BIOCONTROL, BIOMAX, COMBIO, METABIOL et
METAPOL) sont homologuées au Brésil pour protéger les cultures de canne ‘3 sucre et
les paturages contre les attaques de Cercopidae (tableaux 11 et 12).

Metarhizium flavoviride est actuellement étudiée pour son éventuelle utilisa-
tion contre O. sulcatus (Marchal, 1877; Poprawski, Marchal et Robert, 1985). Il a
été montré que la virulence de M. anisopliae est directement liée aux doses de conidies
appliquées sur le tégument ou injectées dans I'hémocoele.

Metarhizium, nous l'avons déja mentionné, posséde une spécificité parasitaire.
En effet, la forme major est inféodée essentiellement aux Scarabeides. Ces observations
ont suscité l'analyse de la variabilité génétique de M. anisopliae, qui a été entreprise
par I'étude du polymorphisme électrophorétique de quelques systémes isoenzymatiques
(Riba et al.1987, 1986 a). Des relations entre les profils électrophorétiques et les
varieteés morphologiques ont pu étre distinguées. Trois sous-populations de M. aniso-
pliae ont été mises en évidence :

- 'ensemble des souches de M.anisopliae var.major
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Figure 11:Jomuraea rileyt. (A).

(Samson 1974)

conidiophores; (B).conidies
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- 'ensemble des souches minor qui se subdivise en 2 :

+ les souches en provenance de Brésil, qui seraient le résultat
d'une pression de sélection exercée par l'insecte héte, étant donné que ces souches ont
toutes été isolées de Cercopidae

+ et les autres

Concernant les études génétiques liées & M. anisopliae, des transformations de
souches en benomyl résistant (ces champignons sont souvent utilisés en association
avec des insecticides chimiques), utilisant les génes benA3 de Aspergillus nidulans, ont
été récemment obtenues (Goettel et al.,1989).

Dans le but de I'éventuelle création de nouvelles souches pour Ia lutte biolo-
gique, le cycle parasexuel de M. anisopliae a été étudié (Tinkine et Noviello, 1971,
Messias et Azevedo, 1980) en utilisant des mutants auxotrophes. Des diploides pro-
totrophes hétérozygotes ont été obtenus. lls pourront étre utilisés en lutte biologique
car il s'avere qu'is sont trés stables et probablement plus virulents que les souches
haploides si on se référe & la quantité de substances produites. Par accouplement forcé
de mutants de couleur et d'auxotrophies complémentaires, des diploides ont été obtenus.
Leur analyse génétique suggére l'existence de deux voies métaboliques dans la biosyn-
thése des pigments. La compréhension des relations épistatiques des marqueurs de
couleur et I'attribution des mutations aux groupes de liaison, permettent I'analyse
génetique des ségrégeants de la recombinaison mitotique; elles prouvent I'utilité de ce
genre d'analyse pour mieux comprendre les relations héte-pathogéne. Des hybrides
intervariétés ont été obtenus (Riba et al., 198 ).

A.lL5. Le genre Nomuraea Maublanc

a- Description morphologique

Les structures sporiferes sont simples ou agrégées en synnema, constituées de
conidiophores faiblement verticillés, portant de denses groupes de phialides. Les
phialides sont renflées dans leur partie basale et se prolongent par un col trés court.
Les conidies sont unicellulaires, de couleur verte & pourpre, disposées en chaines.
divergentes. Le genre est constitué de 2 espéces entomopathogénes N. rileyi (Farlow)
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Samson (figure 11) et N. atypicola (Yasuda) Samson. Ces 2 espéces se distinguent
'une de l'autre (tableau 13) par la taille des phialides, la taille des conidies et la

forme des conidies: elliptiques pour N. rileyi et cylindriques légérement courbées pour
N. atypicola .

La forme parfaite serait dans les Cordyceps pour N. atypicola mais celle de N.
rileyi est inconnue.

b- Historique du genre Nomuraea

Le genre Nomuraea a éte créé en 1903 par Maublanc avec I'unique espéce N.
prasina , isolée d'une larve de Pionea forficalis . En 1919, Sawada transfére cette
espece dans le genre Spicaria , sur la base de sa sporulation en chaine.

En 1936 , Charles identifie Spicaria prasina comme synonyme de Botrytis
rileyi (= Beauveria rileyi ) décrit en 1883 par Farlow .

Hughes en 1951, puis Brown et Smith en 1957, proposent de transférer la
majorité des especes de Spicaria dans le genre Paecilomyces, a I'exception de S. rileyi
qu'ils placent a coté des Penicillium (section Divaricata ) & cause de la couleur verte
des colonies et de la forme de ses phialides, rappelant celles des Penicillium.. Kish et
al. (1974) puis Samson (1974) réhabilite le genre Nomuraea en le différenciant des
Penicillium, par l'arrangement des structures sporiféres et par le fait que les espéces
de Nomuraea sont entomopathogénes .

c- biologie du genre Nomuraea

Nomuraea rileyi semble essentiellement inféodé aux Noctuides des zones tro-
picales et subtropicales. Cette espéce est responsable de vastes épizooties naturelles
dans des populations de Noctuelles, sur cultures de Soja au Brésil et en Floride
(Ignoffo et al., 1976). Ces épizooties entrainent la destruction des populations hdtes
sensibles mais elles se produisent trop tard pour empécher un désastre économique
(Kish et Allen ,1978; Fuxa, 1984). Par ailleurs, N. rileyi n'est pas virulent contre'
les insectes auxilaires. C'est donc un bon candidat pour la lutte biologique, malheu-
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Figure12:Fzectilomyces fumosoroseus (A) et Paecilomyces farinosus (B) :
conidiophores et conidies (Samscn 1974) .
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reusement il est trés difficile a cultiver car il pousse trés lentement sur milieu
synthetique. Un programme de prédiction de lincidence de linfection de N.rileyi sur
Anticarsia gemmatalis Huibner sur les cultures de Soja, a été réalisé en 1976 (Kish et
Allen, 1876). Les résultats ont été prometteurs car ils ont montré une forte corré-
lation entre ce qui s'observe sur le terrain (Johnson et al,.1976) et ce qui a été pré-
dit. De nombreux travaux ont été par la suite entrepris dans la lutte contre les rava-
geurs de cultures de Soja (Ferron 1978). Mais selon Ignoffo (1981, 1982) il y a
différents facteurs qui empéchent ['utilisation pratique de N. rileyi : il attaque trop
lentement pour prévenir un désastre; il requiert de I'eau pour germer, croitre et
sporuler; son spectre de température va de 15 & 30 °C et il faut des doses massives de
spores contre les larves pour qu'il soit efficace. Il offre cependant de nombreux
avantages qui font de lui un éventuel insecticide biologique intéressant : il posséde un
large spectre d'activité vis & vis des larves de nombreuses Noctuelles:-il est localisé
dans différents agrosystémes mais malheureusement, il est trés difficile a produire

A.ll.6. Le genre Paecilomyces Bainier

a- Description morphologique

Paecilomyces est caractérisé par un thalle blanc, rose, brun-jaune a brun-
verdatre mais jamais vert, ce qui le distingue des Penicillium. Les structures spori-
feres sont simples ou agrégées en synnema, constituées de conidiophores ramifiés,
portant des phialides de forme caractéristique : cylindriques ou renflées dans leur
partie inférieure et se prolongeant par un long col étroit bien distinct. Les conidies
sont unicellulaires, hyalines a légérement pigmentées, disposées en trés longues
chaines basipétales, divergentes ou enchevétrées.

Le genre Paecilomyces est divisé en deux sections(Samson, 1974).

- la section Paecilomyces qui rassemble des espéces mésophiles et
thermophiles dont des formes sexuées sont connues pour la plupart d'entre elles. Les
espéces phytopathogénes appartiennent a cette section.

- la section Isarioidae réunit 31 espéces mésophiles dont on ne connait
pas de forme parfaite. Les espéces entomopathogénes connues appartiennent A cette
section. Les descriptions et la classification morpho-ontogéniques des espéces de
Paecilomyces reposent essentiellement sur des caractéres morphologiques en culture
pure.
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Dans la section Paecilomyces, trois genres d'Ascomycétes avec un stade asexué
Paecilomyces sont connus :

- Byssochlamys : toutes les espéces possédent un stade impartait correspondant
a Paecilomyces

- Talaromyces : trés proche de Byssochlamys . On trouve des stades imparfaits
dans Penicillium ou Paecilomyces

- Thermoascus : stade imparfait dans les genres Paecilomyces ou Polypaecilum.

En ce qui concerne les Paecilomyces de la section /sarioidea de Samson, le stade
parfait est absent en culture pure. Mais sur insecte, plusieurs espéces peuvent étre
associees a des Torrubiella ou Cordyceps .

Parmi les nombreuses especes entomopathogénes de Paecilomyces, deux sont
étudiées ici : P. farinosus (Holm) Brown et Smith et P. fumosoroseus (Wize) Brown
et Smith. Ces 2 espéces se distinguent (tableau 14) entre elles par la taille des phia-
lides (5-15 x 1,2-2,5 um pour P; farinosus et 5,7-8 x 1-2 um pour P. fumoso-
roseus ), la forme des conidies (elliptique & fusiforme pour P. farinosus et cylin-
drique & fusiforme pour P. fumosoroseus ) et la couleur des colonies (blanches pour P.
farinosus et rosatres pour P. fumosoroseus ) (figure 12).

b- Historique du genre Paecilomyces

C'est en 1907 que le genre Pascilomyces est introduit par Bainier qui le décrit
comme relativement proche de Penicillium, mais se distingue de celui-ci par I'absence
de colonies de couleur verte et par une courte phialide cylindrique, se prolongeant par
un col long et fin. Différentes espéces antérieurement décrites comme Spicaria ou
Isaria ont été transférées dans ce genre a la suite des observations de similitudes des
structures conidiogénes.

Vingt trois espéces de Paecilomyces sont reconnues par Brown et Smith en
1957. En 1967, Onions et Barron élargissent le concept générique de Paecilomyces en
y plagant 10 espaces monophialidiques dont 9 seront transférées dans le genre
Acremonium par Gams; elles seront encore par la suite transférées dans le genre
Sagrahamala par Subramanian.
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En 1974 , Samson fait la mise au point du genre et répartit les différentes
espéces en 2 sections : Paecilomyces et Isarioidae.

¢ - Biologie des espéces P.farinosus et P.fumosoroseus

Les espéces étudiées ici sont essentiellement pathogénes d'insectes telluriques.

Paecilomyces fumosoroseus et P. farinosus sont les espéces les plus connues et
les plus préconisées en lutte biologique. Elles possédent un spectre d'hdte assez large:
Lepidoptéres, Diptéres, Homoptéres, Coléoptéres, Hymehoptéres, Termites et
plusieurs autres insectes, mais tendent a étre spécifiques d'un seul héte (Knitowa et
al.,, 1977).

Paecilomyces farinosus est trés commun dans les pays & climat tempéré ou
subtropical . Il possede un trés haut potentiel comme agent de contréle biologique car il
peut étre efficace contre différents insectes: L. decemlineata (Samsinakova et Kalalova,
1978), Scolytis scolytis (Doberski, 1981), larves de Spodoptera exigua (Agudelo et
Falcon, 1983), plusieurs espéces de Lépidoptéres (Mohanan et Varma, 1988) etc..

La gamme d'hétes de P. fumosoroseus est mal connue mais on sait qu'elle est
assez large et que le champignon a une trés vaste distribution géographique. Par
I'emploi de mutants diauxotrophes, le cycle parasexuel a été mis en evidence,
I'hybridation par fusion protoplasmique a été éprouvée et a permis de créer des hy-
brides portant des marqueurs de résistance aux fongicides; ceux-ci se sont révélés
aussi pathogenes que la souche sauvage initiale (Riba, 1978) .

Par ailleurs des diploides et des recombinants mitotiques ont pu étre obtenus &
partir de mutants auxotrophes (Riba et Ravelojaona, 1984).

A.ll7. Le genre Verticillium Nees

a- Description morphologique

Le genre Verticillium est caractérisé par des conidiophores dressés, hyalins ou
noirs, avec plusieurs étages de verticilles de phialides divergentes, étroites et hya-
lines. Les conidies sont hyalines, unicellulaires, rarement en chaines. Beaucoup
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d'espéces sont saprophytes ou phytopathogénes: une dizaine sont entomopathogénes dont
V. lecanii (Zimm.) Viégas.(figure 13)

V. lecanii est caractérisé par un thalle a croissance lente, floconneux, blanc 3
jaune péle. Les phialides sont isolées ou en verticilles, trés allongées, légeérement

renflées dans la partie inférieure. Les conidiophores ne sont pas distinctement diffé-
rents de I'hyphe végétative.

Les conidies sont unicellulaires, hyalines, a paroi fine, cylindriques a ellip-
tiques, formant des glomérules a I'extrémité de la phialide .

Les formes parfaites des Verticillium se répartissent dans les genres Nectria ,
Cordyceps et Torrubiella. PourV. lecanii , aucune forme parfaite n'est connue.

b- Historique de I’espéce Verticillium lecanii

Cette espéce a été décrite en 1939 par Zimmermann. Dans une monographie du
genre Cephalosporum , Gams (1871) crée une section : Verticillium section Prostrata
» contenant des espéces entomopathogénes et dont V.lecanii fait partie. Balazy (1973)
propose de mettre les souches a conidiophores verticillés dans le sous-genre
Proverticillium et de retenir les souches a conidiophores uniques dans le genre
Cephalosporum. Hall (1881) ne retiendra par la suite que la classification de Gams .

c- Biologie du genre Verticillium

Verticillium lecanii posséde un large spectre d'hdte et parasite tous les stades de
développement d'insectes de tous les groupes. Il produit des épizooties naturelles
spectaculaires sur les pucerons et les aleurodes, dans les régions tropicales et sub-
tropicales. Dans les régions tempérées, il n' a jamais été impliqué dans des épizooties
mais il est souvent isolé & partir d'insectes de serres (Samsinakova et Kalalova, 1975;
Easwaramorrhy et Jayaraj, 1978; Kanagratam et al.,1982, Hall et Papierok,, 1982).
Il a aussi été signalé sur les nématodes comme ceux de la betterave sucriére.et il peut.
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Récapitulatif des spectres d’hétes

Espece

Héte généralement
trés sensible

Hoéte généralement Divers

peu sensible

B. bassiana

B. brongniartii

P. fumosoroseus

P. farinosus

N. rileyi

T. cylindrosporum

M. anisopliae var.
anisopliae

M. anisopliae var.
major

Pyralidae
Chrysomelidae
Hémiptéres

Scarabeidae
Curculionidae

Chrysalides de
Pyralidae et de
Noctuidae

Larves telluriques de
Lépidoptéres

Nectuidas

Diptéres

Melolonthinas
Chrysomelidae
Pyralidae
Cercopidae

Dynastidae

Scarabsidae
Noctuidae
Aleurodes
Homoptéres

Noctuidae
Homoptéres
Pyralidae
Hémiptéres
Homoptéres

Chenilles de
Pyralidae

Pyralidae
Scarabeidae
Homoptéres

Ubiquiste

Ubiquiste

Ubiquiste

Ubiquiste

Tropical

Ubiquiste

Ubiquiste

Tropical
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parfois hyperparasiter des champignons phytopathogénes (Kotthoff, 1937:
Leming,1976; Hall 1980) .

Petch (1925) fut le premier & préconiser I'emploi de V. lecanii en lutte bio-
logique. Mais I'appréciation des potentialités du champignon dans le contréle des in-
sectes ravageurs de culture remonte a 1958 aux Seychelles, ou il fut introduit dans
des populations d'insectes divers; ceci donna de bons résultats. V.lecanii s'est révélé
efficace dans les cultures de chrysanthémes contre les aphidides Brachycandus heli-
chrysi et Myzna persicae, et dans les cultures de concombres pour contrdler les po-
pulations d'Aphis gossypii et de Trialeurodes vaporariorum (Hall et Burges, 1979 ,
Hall, 1981; Kanagratam et al., 1882) .

Verticillium lecanii a été le premier champignon commercialisé en Europe.
Trois préparations (tableau 15) & base de 3 souches distinctes ont &té exploitées :
VERTALEC homologué en Grande-Bretagne en 1981 contre les Homoptéres aphididés,
MYCQOTAL contre les Homoptéres aleyroididés et THRIPTAL pour reguler les Thrips et
I'acarien Tetranychus urticae.. Ces formulations contiennent des substances nutritives
qui induisent la germination et limitent la croissance saprophytique a la surface.
Cependant, I'utilisation de V./ecanii dans les champs ne donne pas entiére satisfaction a
cause des conditions d'humidité et de température non favorables. Dans les zones tro-
picales ou subtropicales, une plus grande potentialité existe car I'humidité y est trés
elevée pendant de longues périodes. Ces préparations ont été depuis retirées du marché.
Notons qu'en URSS, V. lecanii est commercialisé sous le nom de VERTICILLIN (Filatov,
1981)

L'isolement de protoplastes a été développé (Jackson, 1984). Grace & des mu-
tants auxotrophes, des croisements par anastomoses hyphales et par des fusions de
protoplastes ont été obtenus avec succés (Jackson et Heale, 1987), bien que les di-
ploides se soient montrés en majorité instables. Cette instabilité peut étre contournée
car il a été montré qu'elle est influencée par le choix des marqueurs d'auxotrophie (Mc
Geary et Hastie, 1981).

Pour conclure, nous présentons les tableaux récapitulatifs:
- des spectres d’hbtes des espéces étudiées (tableau 16)



50

sepipoife|y SSHN NITHOILHIA

sduy | 1eplig assing IWLdIHHL

segbgloid sesmyng sepipolhe|y 8]A7 ¥ ele| eiiele|buy TYLODANW

sepipoihaly lepug e8ssing TWLOOANW
sepiydy alA7 % ek a11018|Buy OITVLIHIA nueos| A

all|INN VSN YA TOHLOIS

VYl 'dv23000 liseig ONINDY13W

810ns B suuen ejeonsod BAIBUBYEWY v({.17 eaibojolg
8|oau0d ouguinbg l1Iseig (a]i=) o) eeldosiue ‘W
1940 ‘ds sSnwHoIpue( png sijuen euIyn
sieBisp gljeuowod BipAD
eiie] ep sewwod elesuljwedsp esiejoulide] 8ll|lLINN vsn 884 Jod10lg eueIsseq ‘g
inajelioduw|

2In}ny inabeass a)joasu| ne inajonpolid shed [BI2JaWWos WoON juaby

sags||eiolawwos suolieiedaid sap ealysn}idesss 9si

LT nag|qe]




51

eoueld '¥YsN
eubojod

s8||nuy
epue[a7-8||8ANoN

aijeiIsny

uoiuney e

8ssINg ‘souel4
aouel4 'SSHN

¥SN ‘SSHN ‘eubojod ‘eoue.y

sabeinjed ‘uojon ‘elog
el1ia] ep sewLlod
SIEW

sebe.inied

sabeiniey

81ons e suue)
sabeinjegy

sisllWwod ‘sieblep

seulblegny ‘ella) ep sewwod

sepinooN

BlESUWeI8D ESIBIOUIdE]
eptedibny eisjdopods
‘ds BUBBSIM

eeiueLUse] snjpoydy
syeutbrew snyeyosoidoy
BYlUOIOtBW BUIUOIOjOMN
effeuotuod epAo

ElPSUIILLIBIBD BSiEjoullds]

Asi "N
snsoulel o

snesojosollunt 4

eendostue "W

nusubuolq g

esuel xneuiBeslold ‘'ds euolg
sielsield{ ‘xnejuewsulio
v4H ‘eouely selsnqJe e sejue|d ep selsiuidey SMIB3INS SnYauAysono
e|e}| ‘sduel4 sIe sifelqnu BiunsO BUEISSEQ 'H
shed aini|ngn inaBeaey juafiy

saugboljedowojua sajgaAwoydAy,p aseq g

‘salie||ao4ed ‘sajejuswiadxa suoljestjdde senbjenb ap ajsi] :81 nesjqel




52

- des produits commercialisés a base d’hyphomycétes entomopatho-
génes(tableau 17)

- et enfin de quelques exemples d'applications expérimentales.(tableau
1.8



B. MATERIELS ET METHODES I
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B.l. Méthodes d'analyse des ARNr 28S et ADNr_28S

Pour une caractérisation plus rigoureuse des souches et une meilleure éva-
luation des liens phylétiques entre les organismes, il est important de multiplier les
caracteres considérés. Des méthodes et techniques modernes d'analyses ont été uili-
sées. L'identification de chaque souche peut ainsi étre définie par différents critares
autres que les critéeres morphologique, physiologique ou pathologique.

Parmi les méthodes biochimiques, celles qui étudient les acides nucléiques
(hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN, comparaison de séquences, analyses du poly-
morphisme des fragments de restriction...) sont & I'heure actuelle les plus usitées.
Elles sont fiables et permettent une certaine évaluation quantitative des relations
phylétiques, ce que ne permettent pas les études phénotypiques.

B.l.1. Choix des ARNr 28S

Les structures secondaires et tertiaires des ARN ribosomiques (ARNTIr)
(décrites & partir d'analyses de séguences nucléotidiques) se sont remarquabiement
bien conservées au cours de I'évolution des espéces (Woese, 1980: Gerbi, 1985),
bien que de grandes variations en taille aient &té observees. Ces variations sont plus
importantes pour la grande sous-unité de I'ARNr que pour la petite (Michot et
Bachellerie, 1987; Qu, 1986). Les molécules d’ARNr jouent un réle essentiel dans les
structure et fonction des particules ribosomiques; ce sont des éléments indispensables
de la synthése protéique. I apparait evident qu'il y a une forte corrélation enire cette
fonction et le haut degré de conservation structurale de ces molécules. La comparaison
de séquences procaryotiques et eucaryotiques de la grande sous-unité de I'ARNr et
I'étude des modéles de structures secondaires (qui en résultent), révelent que toutes
les molécules portent un grand coeur structural fortement conservé, interrompu & des
sites particuliers et spécifiques par des domaines divergents qui ont subi de larges
variations de taille durant I'évolution des eucaryotes. Cette conservation d'un coeur
structural, fermement homologue durant I'évolution, suggeére que cette caractéristique
commune participe a des fonctions de base portees par les ribosomes de procaryotes et
d’eucaryotes (Michot et al.,1984).



Le haut degré de conservation structurale de I'ARNr explique son implication
directe dans la fonction ribosomique et laisse supposer que le ribosome primitif était
une molécule 'ARN (Brimacombe et Stiege, 1985).

Les protéines ribosomiques (1/3 de la composition du ribosome) se seraient
associees plus tard aux ARNr, pour augmenter |'efficacité du ribosome. Leur réle,
ainsi que leur interaction avec les ARN ne sont pas encore bien élucidés. Il est certain
Que ces protéines jouent un réle important dans le maintien de la compacité du ribo-
some et certaines d'entres elles possédent des activités enzymatiques; d'autres pour-
raient avoir un rdle de régulation dans la traduction de plusieurs autres protéines
ribosomiques (Nomura et al.,1984).

La fonction du ribosome induit des changements conformationnels spécifiques.
Dans le processus de biosynthése des protéines, ¢'est certainement durant la traduction
que se situe le stade le plus important ol la molécule doit changer de conformation
(Glotz et Brimacombe, 1980).

La taille et les proportions d'ARN et de protéines des ribosomes d'eucaryotes ou
de procaryotes, cytoplasmiques ou mitochondriaux, présentent des variations assez
appréciables; cependant leurs fonctions dans la synthése protéique sont équivalentes et
universelles. Rappelons ici ces 3 fonctions principales :

- une fonction dans la sélection et la reconnaissance des différents Ii-
gands: ARNt, ARNm

- une fonction mécanique dans la fixation de 'ARNm permettant la
lecture de celui-ci

- une fonction catalytique grace a ses quelques protéines possédant des
activités enzymatiques.

Toutes ces fonctions sont inscrites dans la structure de la particule qui, elle
méme, dépend des ARNr et de I'agencement des différentes protéines ribosomiques. La
structure et la fonction universellement conservées du ribosome font des ARNr de bons
indicateurs moléculaires (Qu, 1986) pour ['étude de I'histoire évolutive du monde
vivant.



Ce haut degré de conservation se traduit aussi au niveau des séquences nuciéo-
tidiques : dans diverses régions bien précises de la molécule, elles évoluent beaucoup
moins vite que la plupart des autres molécules (Takeshi & al. 1983). Il est probable
que des contraintes fonctionnelies ont rendu ces séquences indispensables, car elles
possedent un contenu informationnel trés important.

De ce fait, les séquences nucléotidiques des ARNr constituent donc un matériel
de choix pour I'analyse phylogénétique entre les différents organismes (noyaux et
organites des Eucaryotes ou des Procaryotes) et permettent d'établir des estimations
de la divergence génétique.

Les ARNr 5S ont été les premiers a étre utilisés comme indicateur phylogéné-
tique, a cause de leur petite taille qui facilite la détermination des sequences (Hori et
Osawa, 1987). Cependant, du fait de cette petite taille et du fait que ces molécules sont
tres fortement conservées (le nombre de positions nucléotidiques variables étant ainsi
trop restreint), elles ne permettent pas d'obtenir des mesures exactes quand il s'agit
de relations trés étroites ou trés éloignées, contrairement aux molécules plus grandes:
16-18S, 23-28S (Mc Carroll et al.,1983).

Pour cette raison, la comparaison de séquences partielles d’ARNr 28S est I'un
des critéres que nous avons choisis dans notre contribution a I'étude de la variabilité
genétique des Hyphomycétes entomopathogénes.

Il'a été montré que certaines séquences de ces molécules sont fortement
conservées au cours de I'évolution des especes alors qu'a coté de ces séquences
conservées, se trouve un ensemble de domaines structuralement plus diversifiés. Ces
domaines sont constitués d'une suite de sequences conservées, variables et
hypervariables. Cette étude porte uniquement sur deux domaines (D1 et D2) a
variation rapide, situés prés de la région 5' terminale de I'ARNr 28S (figure 14).

Notre choix s'est porté sur ces 2 domaines car D2 est 'un des domaines les plus
variables de I'ARNr 28S qui va nous permettre de mieux appreécier les divergences au
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sein d'une méme espéce ou entre des especes proches. Les relations phylétiques entre
taxons un peu plus éloignés sont estimées par I'analyse du domaine D1, qui est un
domaine relativement plus conservé. Sur I'ensemble des deux domaines, 476 nuciéo-
tides ont été séquencés. Il a été défini que pour établir les relations phylétiques entre
différents organismes par la comparaison de leurs sequences, il n'est pas nécessaire
que la séquence de la molécule soit entidrement déterminée (Lane et al.,1985). Ce qui
est impératif, c'est que le nombre de nucléotides comparées ait une signification sta-
tistique et que les séquences puissent étre alignées.

B.l.2. Culture des champignons

Les différentes souches étudiées proviennent de la mycothéque de la Station de
Recherches de Lutte Biologique de la Miniére. INRA. Guyancourt (liste des souches
tableau 19).

La majorité des souches analysées pousse facilement sur un miliey semi-
synthétique compiet (MC) dont la composition est précisée dans le tableau 1.(Annexe
Il). Les souches de Nomuraea poussent sur un milieu un peu différent (tableau 2,
Annexe llI).

A partir de chaque tube de collection (milieu gélosé, conservé a 4°C a
I'obscurité) provenant de la mycothéque, une préculture monospore est effectuée en
boite de Pétri sur milieu gélosé. Aprés 7 jours de culture a 26°C (20°C pour Ma23 et
Ma7g), le mycélium est récupéré par grattage superficiel du milieu puis broyé dans
100 ml d'eau distillée. On ensemence 1 mi de ce broyat dans une fiole de Roux conte-
nant 150 ml de milieu liquide. Aprés quelques jours de croissance en condition sta-
tique, on obtient un tapis mycélien a la surface du milieu. Le mycelium est recueilli
par filtration sur toile & bluter, puis lavé 3 fois dans l'eau distillée. On essore légea-
rement le mycélium dans la toile et on dte I'excés d'eau avec du papier absorbant. Le
mycelium est recueilli dans une boite de Pétri, congelé et lyophilisé. Ce lyophilisat est
gardé a -20°C jusqu'a son utilisation.



Tableau 19 :Liste des 116 souches étudiées
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Nom de
'espece

Isclat

Année

d'isclement

Héte d'origine

Crigine
géographique

Beauveria bassiana

Bb28 1971
Bb70 1973
Bb73 1974
Bb103 1975
Bb147 1978
Bb169 1981
Bb182 1982
Bb216 1983
Bb377 1086
Beauveria Bs 1981
sulfurescens
Beauveria brongniartii
Bt1 1961
Bt4 1962
Bt6 1964
Bt9 1965
Bt22 1968
Bt33 1972
Btd4 1972
Btds 1972
Bt47 1973
Bt51 1974
Bt53 1974
Bt72 1976
Bt80 1978
Bt81 1979
Bt82 1980
Bt85 1982
Bt&86 1983
Bt&9 1983
Btao 1983
Bta3 1986
Bt100 1988
Bt101 1988
Beauveria velata
Bvd442 1981
Bv3s2 1981
Metarhizium anisopliae
Ma2 1963
Ma5s 1964
Mai4 1964
Mail5s 1964
Mal7 1965
Ma23 1966

Leptinotarsa decemiineata

Lasioccampidae

?
Tingidae gargaphia
Ostrinia nubilalis
Sitona discoideus

Sitona discoideus
Sitona discoideus
Ostrinia nubilalis

ATCC 7159

Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Meloiontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Oryctes rhinoceros
Melolontha meiolonth
Melolontha melolontha
Melolontha meiolontha
Meoclontha melolontha
Ixodes ricinus
Holotrichia serrata
Mimela costata
Fissodes nitizus

Ips typographus
Mslolontha melolontha
Meloiontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Melociontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha meiolontha

Lepidoptera sp.
Lepidoptera sp.

Oryctes nasicornis
Strataegus alosus
Phyilopertha horticola
Oryctes rhinoceros
Schistocerca gregaria
Oxycanus sp.

France (Nord)
Madagascar
URSS

Colombis
France (Nord)
France
(Lusignan)
France ( Sud)
Marcc

France (Alsace)

France (Sarthe)
Pelogne

France (Sarthe)
France (Orne)
France(Marolles)
France

Suisse

Suisse
France({Vésoul)
France{Doubs)
Tchécoslovaquie
Inde

Japon

Japon

Pologne

Suisse

Suisse

Suisse

Suisse
France(Cantal)
Italie

Italie

Equateur
Equateur

Afrique
?
France
Afriquse
Afrique
Nouvelle-Zélande




Ma29
Ma32
Ma44
Ma51
Ma6sg
Ma69
Ma73
Ma76
Mag1
Mad4
Mags
Mag7
Mai04
Mat110
Ma139
Ma146
Ma151
Ma152
Mai162
Mai167
Mai70
Ma175
Mal177
Ma178
Mat80
Mai81
Ma197
Ma199
Ma202
Ma229
Ma243
Ma250
Ma252
Ma253
Ma254
Metarhizium flavoviride
Mt88

Nomuraea rileyi
Nr5
Nr7
Nrg
Nri1
Nr12

FPaecilomyces farinosus
Pi6
Pf13
P{33
Pf36

Paecilomyces fumosoroseus

Pfre

Pfr2s
Pfr3s
Pfr40
Pfr47
Pir54
Pfrs9

Tolypociadium cylindrosporum

1967
1987
1970
1971
1972
1873
1972
1973
1974
1974
1975
1975
18786
1878
1980
1981
1981
1981
1982
1982
1982
1982
1982
1982
1980
1283
1886
1986
1986
1987
1986
1987
1988
1988
1888

1974

1979
1980
1982
1983

1970
1973
1977
1879

1972
1975
1976
1977
1980
1984
1985

Oryctes rhinoceros
Cetonia aurata
Leptinotarsa decemiineata
Oryctes rhinoceros
Oryctes nasicornis
Oryctes sp.

Oryctes rhinoceros
Oxycanus sp.
Elateridae

Elateridae

Oryctes nasicornis
Meloiontha melolontha
Sautersile

Sitona sp.

Ostrinia nubilalis
Mahanarva posticata
Zulfia entreriana

Zulia entreriana
Mahanarva posticata
Mahanarva posticata
Mahanarva posticata
Pachnaeus litus
Sitona discoideus
Otiorhynchus sulcatus
Hoplochelus sp.
Hopiochelus marignalis
Diaprepes abbreviatus
Diaprepes abbreviatus
Adoretus sp.
Diaprepes abbreviatus

France(La Miniére)
France

France (La Miniére)
France (La Miniére)
France (Poitiers)
Afrique

Inde

Nouvelle Zélands
France (Rennes)
France (Doubs)
France

France (Vésoul)
Guadeloupe
France(Montpellier)
France (Levesville)
Brésil

Brésil

Brésil

Brésil

Brésil

Brésii

Cuba
France(Montpellier)
France(Plougastal)
La Réunion

La Réunion
Guadsloupe
Guadeloupe

La Réunion
Indonésie

Diaprepes
Diaprepes
Diaprepes
Diaprepes

abbreviatus
abbreviatus
abbreviatus
abbreviatus

Martinique
Guadsloupe
Guadeloupe
Guadeloupe

Diaprepes abbreviatus

Ctiorhynchus sulcatus

Anticarcia gemmatalis
Bombyx mori

Anticarcia gemmatalis
Anticarcia gemmatalis
Anticarcia gemmatalis

Thaumetopoea pityocampa
Pristiphora abietina
Hylobius sp.

Dendrolimus supereus

Cirphis unipuncta
Melofontha melolontha
Mamestra brassicae
Ostrinia nubilalis
Leptinotarsa decemlineata
Diaprepes abbreviatus
Diaprepes abbreviatus

Guadeloupe

France

Floride
Japon
Brésil
USA
USA

France (La Miniére)
France
France(Orléans)
Japon

France(Montfavet)
France(Vésoul)
France(Marcoussis)
France

Pologne

Guadeloupe
Martinique




60

TC8 1965 Fougére Angleterre

TC10 1967 Sol Tehécoslovaquie

TC7 ? Aedes australis Nouvelle-Zélande

TCQ ? Sol Hollande

TC1 1971 Aedes sierrensis Californie
Tolypocladium extinguens

TC16 1977 Arachnocampa iuminosa Nouvelle-Zélande
Microhilum oncoperae

Bas5 1987 Adoryphorus couloni Australie
Verticillium lecanii

VF 19786 Cochenille France

wW 1981 Aleurode ?

Viec 1982 Aleurode France

MYC 1984 Trialeurodes vaporariorum Angleterre

vav 1986 Acarien France
Penicillium citrinum

Pcit 1980 Moustique Indes

Liste des souches recaractérisées

Ancien nom Isolat Année Hote d’origine Origine Nouveau nom

d’'isolement

géographique

Paeciilomyces

fumosoroseus

Pfr38

Pfrs2

Pfre3
Paecilomyces
lilacinus
Pascilomyces
tenuipes

Pt
Paecilomyces
canadensis

Pc
Beauveria
brongniartii

B41

B73

Ba6
Verticillium
lecanii

VCa6

1976

1984
1987

1980

1987

1979

1973
1873
1988

1987

forme intermédiaire entre

P.fumosoroseus et P.
farinosus
Paecifomyces javanicus

Pascilomyces lilacinus ou

P.marquandii

P.lilacinus ou P.marquand.

Beauveria sp.

Beauveria brongniartii

Scotia segetum France
Calliphora France
Diaprepes sp. Guadeloupe
Meloidogyne incognita Pérou
Larves de lépidoptére

Lymantria Japon
Adalia notata France
Sibine apicalis USA
Hoplochelus marginalis Madagascar
Formicidae Cuba

Verticillium lecanii
Paecilomyces sp.
Microhifum oncoperae

Acremonium strictum
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B.1.3. Analyse des ARNr 28S

a- Extraction de P'ARNr (Annexe llI)

Environ 120 mg de mycéiium lyophilisé sont broyés dans l'azote liquide puis
répartis dans deux tubes Eppendorf de 2,2 ml et mélangés énergiquement avec 900 pl
de tampon d'extraction (Annexe lil) et 900 ul d'une solution phénol-chloroforme
(vol1:1) (Annexe Ill) L'utilisation de ces 2 solvants organiques permet une dépro-
téinisation plus efficace ; le chioroforme facilite en méme temps la séparation de Ia
phase aqueuse et de la phase organique. Avant utilisation, le phénol est saturé avec du
Tris-HCL pH 7,4. Cette solution contient aussi de I'hydroxyquinoléine (qui est un an-
tioxydant, un faible chélateur des ions métal et un inhibiteur partiel de RNase) et de
I'alcool isoamylique (qui réduit I'émoussement lors de I'extraction). On centrifuge le
mélange 15 mn & 10 000 tpm & 2°C. La phase aqueuse est récupérée. L'extraction au
phénol-chloroforme est répétée deux fois. Apres ce cycle de purification et
d'extraction, suit une série de lavages et de préctpitations. On rajoute 70 ul de NaCl
3M puis 1400 ul d'éthanol froid & la phase aqueuse. On laisse précipiter 2h 3 -20°C.
Aprés centrifugation, le culot est séché sous vide puis resuspendu dans 400 pl de
Tris(10mM) pH7,4.

La purification des ARN se poursuit par une série de précipitations au
LiCI(3M), éliminant ainsi 'ADN double brin. Aprés centrifugation, le culot est de
nouveau resuspendu dans 250 p | de Tris (10mM) pH 7 4.

b- Dosage et contréle de pureté de I'ARN

Les 2 suspensions de chaque souche (250 ul) sont regroupées dans un seul
tube, puis analysées au spectrophotométre selon un spectre d'absorption de 200 a 320
um. La concentration d'ARN est déduite & partir du pic de la DO 260.

L'ARN est utilisé & une concentration de 4 ug/ul. La pureté de I'ARN est ensuite
controlée par un mini-gel d'agarose en présence de BET (I'efficacité du séquencage
requiert une population de molécules entiéres, homogénes et sans protéines).
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Figure 15:Méthode de séquengage des ARNr

: « = 32
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c-Technique de séquencage

Le séquencgage des ARNr se fait selon une technique simple et rapide (Qu et al.
,1988). Cette technique repose sur la synthese d’ADNc par la transcriptase inverse.

L'elongation est initiée par des oligonucléotides de synthése, complémentaires
de la région phylogénétiquement conservée en aval des domaines (amorces P1, P3,
(Guadet et al., 1989 )(Annexe III).

Ces amorces sont préalablement marquées en 5 avec yP32(ATP) et Ia po-
lynucléotide kinase (Annexe lIl).

L'allongement de la chaine s'effectue en présence de nucléotides triphosphates
froids (dN) (Annexe IIl). Le principe de la méthode (figure 15) .est fondé sur
I'activité inhibitrice de I'élongation des didésoxynucléotides triphosphates (ddN). Ces
ddN n'ont pas de groupe 3'hydroxyl. L'élongation est arrétée chaque fois qu'un ddN est
incorporé. Chaque tube de séquence contient un type de ddN (ddA, ddT, ddG ou ddC) et le
type de dN analogue (dA, dT, dG ou dC). On obtient ainsi des fragments de différentes
longueurs ayant la méme extrémité 5'. Les fragments d'ADN sont séparés par élec-
trophorése en gel de polyacrylamide & 6% ou 4 8% (Annexe l1l) sur plaque de 40 cm.

Les gels sont séchés avant autoradiographie. La lecture se fait aprés 2 a 3 jours
d’'exposition sur film Amersham.

d- Electrophorése en gel de polyacrylamide

La migration électrophorétique se fait dans des conditions dénaturantes dans un
tampon Tris-Borate pH 8,3 (Annexe). Le gel contient de l'urée & une concentration
suffisante pour assurer un maximum de dénaturation de I'ARN. Le pouvoir dénaturant
du gel est aussi rehaussé par sa température élevéee résultant de la haute tension
utilisée (1800 volts). Ceci permet d'obtenir le maximum d'échauffement, de mini-
miser la diffusion des fragments et de réduire le temps de la migration. Dans ces con-
ditions, les régions & structure secondaire devraient étre effectivement dénaturées.

Deux concentrations de polyacrylamide sont utilisées: 6% et 8%. Le pourcen-
tage d'acrylamide et de bis acrylamide détermine la classe de taille des fragments que
'on veut séparer. Un haut pourcentage (8%) pour un court temps de migration (2h)
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permet d'obtenir les séquences prés de I'extrémité marquée. Quand on diminue le
pourcentage (6%) et quand on augmente le temps de migration (7h), les fragments
plus longs sont résolus et la séquence déterminée est plus longue.

e- Problemes rencontrés: la route vers le PCR

Le rapport de concentration habituel entre ddN et dN est de 5, avec pour chaque
tube, une concentration de 40 uM de dN et 200 uM de ddN. Ceci permet de synthétiser
facilement prés de 300 nucléotides. Malheureusement dans le domaine D2, pour cer-
taines de nos souches, il a été¢ impossible d'aller au dela de 150 nucléotides.

- Au dépan, nous avons pensé que cette interruption de I'élongation était due a
un mauvais rapport entre ddN et dN. Différents rapports ddN/dN (r=1, 2, 4) ont donc
été testés, avec une concentration invariable de dN et égale & 40 uM. Ceci ne nous a pas
permis de dépasser les 150 nucléotides.

- La modification du rapport par des changements de concentrations de dN n'est
pas non plus efficace.

- Au vu de ces résultats, nous avons tenté de réaliser I'élongation a différentes
températures (30, 35 et 45°C) pendant 30 mn. Aucune différence n'a été observée
pour les 3 conditions. Par ailleurs, le temps d'élongation (20 mn 4 1 h) n'a aucun
effet sur la longueur de la séquence, & partir de 30-35 mn. Pour des temps infé-
rieurs, les séquences sont plus courtes.

Apres cette bande d'arrét, on a parfois encore quelgues nucléotides mais tout se
passe comme si on arrivait & I'extrémité de I'ARN. Pour vérifier si TARN n' a pas été
coupé lors de la conservation, les extraits ont été repassés sur minigel d'agarose. Les
profils obtenus semblent normaux, cependant cette technique n'est pas assez résolu-
tive pour distinguer des fragments trop courts. I pourrait étre aussi probable que cet
arrét d'élongation dans le domaine D2 soit dii 4 une conformation secondaire particu-
liere de I' ARN au niveau de laquelle la chaine n'est pius normalement accessible a la
transcriptase. Pour contourner ce probléme, nous avons séquencé le segment d'ADN
codant pour cette région de I'ARNr 288 (figure 20), en passant par une étape
d'amplification enzymatique(PCR).
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Figure2i: Technique de base du PCR

 séquence d'ADN 2 amplifier

DENATURATION (94°C)

HYBRIDATION DES AMORCES (60°C)

@F1 amorce

P20
3 EXTENSION PAR L'ADN POLYMERASE (72°C)
i "
é ! brin d'ADN néoformé
»
DENATURATION
: 2
é‘ : 2 exemplaires
HYBRIDATION DES AMORCES
1
1
. i n
I
[}
t
4 o K=
I
1




B.l.4. Analyse de I’ADNr

a- Extraction de I’ADNr (Annexe Il)

L'extraction et la purification de 'ADN génomique s'effectuent suivant un
protocole de mini-extraction simple et rapide. Le mycélium lyophilisé, obtenu dans
les mémes conditions que pour I'extraction des ARNr, est broyé, placé dans un tube
Eppendorf, et mélangé avec 1 ml de tampon d'extraction (EDTA 50 mM, SDS 0,2%
pH8,5). Le mélange est incubé & 70°C, puis centrifugé. On ajoute de l'acétate de
Potassium 5M au surnageant; on laisse précipiter 30 mn dans la glace avant de cen-
trifuger. Le surnageant est prélevé. L'extraction proprement dite est réalisée a ['aide
d'une solution de phénol-chloroforme-alcool isoamylique(48-48-4) saturée avec du
Tris pH7.5. Cette opération est effectuée 3 fois. Les protéines restantes sont enlevées
par l'addition de 800 pl de chloroforme-alcool isoamylique(48-4). L'ADN contenu
dans la phase aqueuse est ensuite concentré par une précipitation & I'éthanol (1 ml),
suivi d'une centrifugation. Le culot est lavé a I'alcool 70 %, puis séché sous vide et
resuspendu dans 100 ul de tampon Tris EDTA.

Un traitement a la RNase (10mg/ml) & 37°C pendant 30 mn dégrade les ARN
qui restent. La pureté de I'ADN est contr8lée sur un mini-gel d'agarose en présence de
BET.

b- Technique du PCR

La technique du PCR permet d'amplifier un segment d'ADN entre 2 régions de
séquence connue. Elle a été congue et développée a la Cétus Corporation par Mullis
(1987). La technique est basée sur le fonctionnement cyclique d'une ADN polymérase.
Deux oligonucléotides de synthése sont utilisés comme amorce pour une série de
réactions synthétiques catalysées par la polymérase. Ces amorces sont complémen-
taires des séquences qui sont A I'opposé de 'ADN modgle. Elles sont présentes en large
excés par rapport a la quantité d’ADN pour favoriser la formation du complexe
amorce-ADN, par rapport & la réassociation des 2 brins d’ADN quand la température
baisse aprés I'étape de dénaturation. Cependant la concentration de ces amorces ne doit
pas étre trop élevée pour éviter toute hybridation non spécifique.
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Un cycle d'amplification comprend 3 étapes (figure 21):
- la dénaturation de I'ADN (94°C)
- I'hybridation des amorces (60°C)
- I'extension de I'amorce par la Taq polymérase (72°)

La Taq polymérase a été isolée d'une archébactérie (Thermus aquaticus ) et
peut résister a de trés hautes températures (100°C). Chaque cycle d'amplification
double la quantité du produit d'ADN désiré

Des niveaux d'ampilification de 105 peuvent étre atteints au bout de 25 cycles.

Dans un premier temps, la région concernée est amplifiée sous forme d'ADN
double brin. Deux couples d'amorce sont employés: PN7 ou PN9 est utilisé en asso-
ciation avec PN2 ou PN4 |

Dans un second temps, 'ADN est amplifié de facon asymétrique sous forme
d'ADN simple brin avec PNS; le produit d'ADN ainsi obtenu servira de matrice pour le
sequencage. Les produits de I'amplification sont visualisés sur un mini-gel d'agarose
en présence de BET. Avant d'étre séquencé, I'ADN est purifié par un passage sur unge
coionne de sephadex.

c- Technique de séquencage de I'ADN

Le séquencage de I'ADNr est entrepris par la méthode de didésoxynucléotides
terminateurs de chaine (Sanger, 1977). L'élongation de la chaine est catalysée par la
T7 DNA polymérase. Le protocole utilisé, livré avec le kit de séquencage est celui
proposé par Pharmacia . Les fragments d'ADN sont marqués au S35. Ce choix est jus-
tifié d'une part, par une meilleure résolution autoradiographique du S35 par rapport
au P32, d'autre part, par une durée de vie plus longue des produits marqués et par une
utilisation pius simple. L'initiation de I'élongation se fait avec 'amorce P3 (= PN4).

B.ll. Methodes d'analyse des isoenzymes

B.Il.1. Choix de la technique

Les isoenzymes sont des enzymes utilisant in vitro le méme substrat mais qui
possedent des propriétés électrophorétiques différentes.
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Les techniques électrophorétiques qui permettent d'étudier les isoenzymes ont
eéte élaborées depuis longtemps. C'est en 1955 que Smithies a introduit les techniques
d'électrophorése en gel d'amidon, donnant I'espoir, 3 plus ou moins longue échéance,
d'identifier différents groupes taxonomiques par une simple électrophorgse. Ces
techniques ne nécessitent pas de purification du matériel et pPeuvent se faire direc-
tement a partir d'un extrait brut. En électrophorase conventionnelle, les deux sup-
ports les plus utilisés sont I'amidon et le polyacrylamide.

L'électrophorése en gel d'acrylamide a un pouvoir de séparation plus grand que
I'électrophorése en gel d'amidon. Ces 2 techniques séparent les moiécules essentiel-
lement par la charge mais aussi par la taille suivant un effet de tamis.
Malheureusement, les profils obtenus par gel de polyacrylamide sont parfois trop
complexes et donc difficiles a interpréter Ces techniques restent cependant les
meilleures pour Ia typologie des souches. L'électrophorése en gel d'amidon donne des
patterns électrophorétiques simples donc plus faciles & utiliser dans une étude
comparative & des fins taxonomiques et méme phylogénétiques.

Notre contribution & I'étude de la variabilité genétique de ces organismes a
porté sur des souches choisies & partir de chaque branche de l'arbre phylétique établi
par l'analyse des séquences d’ARNr. Cette étude s'est faite & l'aide de Ia séparation
électrophorétique en gel d'amidon et porte sur une dizaine de systémes enzymatiques.
Cette technique présente I'avantage de donner des profils électrophorétiques simples,
faciles a interpréter genétiquement; elle permet en outre, pour un individu, pour un
gel, de révéler simultanément 4 4 5 systémes enzymatiques.

Au sein de chaque espéce, nous verrons s'il est possible de reconnaitre des
profils typiques et nous essayerons, a partir de la comparaison des différents zymo-
grammes, d'établir les liens phylétiques entre les especes et les genres étudiés.

Nous rechercherons des congruences entre la classification issue de cette ana-
lyse biochimique et la classification établie par les séquences d’ARNr: la premiére est
établie par I'analyse du produit de plusieurs génes dans un méme organisme; la seconde
se situe au niveau d'un seul géne.
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Tableau : Liste des souches concernées par I'analyse enzymatique
Espéce Isolat Hote d'origine Groupe d'ARNT
! B. bassiana Bb28 L. decemlineata
j BA
Bb147 O. nubilalis BA
Bb216 8. discoideus BA
B. brongniartii Bt22 M. melolontha BC2
Bt33 O. rhinoceros BC2
Bt72 H. serrata BC4
Bt82 ips typographus BC1
Bt85 M. meloiontha BC2
Bt93 M.melolontha BC3
B. velata Bv352 Larves de Lépidoptéres BB
B. sulfurescens Bs ATCC 7159 BA
| M. anisopliae Ma5 S. aloeus M4
! Ma15s O. rhinoceros M2
i Ma23 Oxycanus sp. M3
| Ma29 O. rhinoceros M2
‘ Ma38 O. monoceros M2
| Ma51 O. rhinoceros M2
! Maé6é Cryctes sp. M2
! Ma73 O. rhinoceros M2
Ma76 Oxycanus sp. M7
Ma91 Taupin M1
Mag5s Q. nasicarnis M2
! Mag7 M. melolontha M1
Ma104 Sauterelle M5
I Ma139 O. nubilalis M1
! Ma152 Z. entreriana M6
‘; Mai175 P. ritus M1
: Ma180 Hoplochelus sp. - Mé
Ma181 H. marginalis M1
Ma253 D.abbreviatus M6
M. flavoviride Mt 0. sulcatus M8
V. lscanii Myc T. vaporariorum V1
Viec Aleurode V1
VF Cochenille va
T. cylindresporum  TC1 A. sierrensis TA
TC10 Sol TA
M. oncoperae B95 A. couloni
N. rileyi Nr9 A.gemmatalis
P. fumosoroseus Pfr35s M. brassicae PFRB1
Pfr4o O. nubilalis PFRB2
Pfr47 L. decemliineata PFRB3
Pir54 D. abbreviatus PFRB2
P. farinosus PF8 T. pityocampa PA
P36 D. supereus PA
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B.I.2 .Culture des champignons

Nous avons analysé 44 souches dont nous donnons la liste dans le tableau 16.

Les conidiospores sont obtenues aprés 15 jours de culture des souches sur
milieu MC gélosé & 25°C (20°C pour Ma23 et Ma76) et & l'obscurité. Les spores sont
récoltées par grattage superficiel du milieu, puis mises en suspension dans de petits
flacons contenant de petites billes de verre et 10 ml d'eau distillée. Elles sont ensuite
dispersees par agitation. Cette suspension est ensemencée dans 50 mi de milieu liquide
Adamek (tableau 5 Annexe lil) répartie, en Erlenmeyers de 150 ml. Le mycélium est
récolté au bout de 7 jours de culture profonde agitée (100 tpm), & 25°C.

B.1l.3. Extraction des protéines

Le mycelium formé sur milieu Adamek subit 3 séries de lavage & l'eau stérile
par centrifugation a 900 tpm pendant 15min. Le mycélium est ensuite rincé dans une
solution tamponnée (Tris 102 M-EDTA 5.10-3 M pH 8,2 ) puis séché par un papier
absorbant, pesé et finalement broyé dans de I'azote liquide. Le broyat est repris dans le
méme tampon a raison de 0,1 ml pour 1 g de mycélium séché. Cette suspension subit
une centrifugation réfrigérée a 15 000 tpm pendant 1h. Le surnageant contenant les
extraits protéiques est recueilli puis reparti dans des tubes Eppendorfs. Ces extraits
sont conservés a -80°C jusqu'au moment de leur utilisation.

B.ll.4 .Electrophorése en gel d'amidon

a-Fabrication des geils

Les gels sont réalisés avec de la fécule de pomme de terre hydrolysée (Sigma).
Les gels sont préparés en mélangeant dans un Erlenmeyer de 2 litres, 38 g
d'amidon et 300 mi de tampon Tris-Acétate-EDTA (Annexe)} dont 200 ml ont été
préalablement chauffés. Ce mélange est mis en ébullition en agitant censtamment
'Erlenmeyer. Dés qu'il commence & étre visqueux,on compte 1 mn de cuisson. Le
meélange devient fluide et transparent. Aprés dégazage a la trompe a eau, I'amidon est



72

coulé dans un moule de plexigias. En refroidissant, le gel devient opaque. Préparé la
veille, il est gardé en chambre froide (5°C) jusqu'a son utilisation.

b- Conditions de migration

Treize échantillons peuvent étre analysés sur le méme gel. On prend toujours
une souche de référence que 'on dépose 3 fois sur le gel. Dans chaque tube d'extrait dé-
congelé, on trempe un papier Whatman (0,50x1cm) que I'on dépose verticalement
dans une fente réalisée dans le gel. A chaque extrémité et au centre du gel, on dépose un
papier imbibé de bleu de bromophénol pour visualiser la migration du front &lec-
trophoretique. Un film de polyéthyléne posé sur le gel empéche I'évaporation et un sac
de glace pilée empéche la dénaturation des enzymes et la distorsion dans les profils.

Les électrophoréses sont réalisées en chambre froide. Pour toutes nos analyses
et pour la préparation et la migration des gels, nous avons utilisé le méme tampon
(Tris 9,19 g-Acide citrique 1,05 g-EDTA 250'mg). Les migrations sont effectuées a
200 volts pendant 4h.

B.IL.5. Les systemes enzymatiques étudiés

Dix systémes appartenant aux classes d'enzymes suivantes, ont été étudiés:

- oxydoreductases : Malate déshydrogénase (MDH), Xanthine déshydrogénase
(XDH), Phosphogluconate déshydrogénase (PGD), Glycérophosphate déshydrogénase
(GPDH), Glucose-6 phosphate déshydrogénase (G6PDH), Lactate déshydrogénase
(LDH), Alcool déshydrogénase (ADH).

- hydrolase : o - estérases

- transférases: Glutamate oxaloacétate transaminase (GOT),
Phosphoglucomutase (PGM) .

D'autres systéemes ont été testés: certains comme GDH (Glutamate déshydro-
génase) et SDH ( Sorbitol déshydrogénase) présentent les mémes profils que GPDH;
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d'autres comme SU (Succinate déshydrogénase), IDH (Isocitrate déshydrogénase) n'ont
Pu étre révélés par les méthodes de coloration & notre disposition.

B.Il.6. Révélation des activités enzymatiques

Aprés 4h de migration électrophorétique, on procéde a la révélation des
diverses isoenzymes. A l'aide d'un fil d'acier, on coupe des tranches d'environ 2 mm
d'épaisseur dans le gel. Chaque tranche permet de révéler une enzyme. On arrive ainsi
a révéler simultanément 4 3 5 systéemes par gel. Chague tranche est placée dans 100
ml de solution de révélation (tableau 4, Annexe ll), placée & 37°C & I'abri de Ia
lumiére, pendant 20 mn & 2h suivant les systémes. Les réactions sont arrétées avec un
mélange fixateur (alcool, H20 et acide acétique).

B.lIlIl .Méth s d'analyse s résultats

B.lll.1. Analyse phylogénétique des séquences d'acides nucléiques

A partir des données moléculaires, on peut définir les distances geénétiques qui
separent différentes souches. Les séquences lues sont entrées dans I'ordinateur et
alignees “a l'oeil", en se référant a celle de Fusarium oxysporum (Guadet et al.,
1989) Celle-ci est prise comme séquence de référence car elle s'avére suffisament
homologue aux séquences d’entomopathogénes. Malgreé cette homologie, cependant, cette
séquence a été introduite dans les calculs de distances car elle s’est avérée suffisament
éloignée des autres pour constituer un ‘outgroup” permettant de déterminer un pied
pour les dendrogrammes Ensuite, on a construit des arbres phylogénétiques a partir de
ces données. Trois types de méthodes ont été utilisées:

- une méthode de parcimonie : programme DNAPENNY du “package”
Phylip de J. Felsenstein (Hendy et Penny, 1982). Cette méthode examine tous les sites
variables pour un ensemble de séquences alignées, et construit un arbre (ou des
arbres) ou les séquences sont placées de telle maniére que le nombre total de sub-
stitutions, site par site, soit minimum dans I'ensemble de I'arbre. Malheureusement
le traitement par cette méthode est trés limité puisque dés que le nombre de sites
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différents est trop élevé, le traitement peut durer de nombreux jours (par exemple
pour 40 sites différents entre 11 séquences, au bout de 3 jours, on n'obtient pas
encore de réponse). Cette méthode ne sera donc appliquée ici que pour traiter des
séquences assez proches (A l'intérieur d'un genre), prises' par groupes d'effectif
réduit.

- deux methodes basées sur les distances entre souches. La distance
entre deux souches est estimée soit par le nombre total des sites qui différent entre
elles, soit par l'indice Knuc de Kimura (1980) qui pondére différemment les transi-
tions et les transversions. Ces valeurs sont calculées par l'ordinateur (programme
Homolog sur HP 1000) qui fournit une matrice de toutes les distances entre souches
d'un ensemble donné, prises deux & deux. Cette matrice est traitée ensuite par deux
programmes différents:

+ le programme FITCH du package Phylip, qui applique la mé-
thode de Fitch et Margoliash (1967) et donne un arbre optimisant les longueurs de
branches. '

+ le programme du NEIGHBOR-JOINING (Saitou.et Nei, 1987).
qui calcule un arbre similaire & celui de FITCH a partir des mémes données, mais
utilise un algorithme plus rapide. Cette méthode présente I'avantage de pouvoir traiter
un trés grand nombre de séquences en un temps trés court (1 mn au lieu de 54 h pour
25 sequences a traiter).

Pour les analyses intra-genres, les séquences sont traitées avec le programme
FITCH et le programme DNAPENNY. Quant aux analyses inter-genres, le traitement se
pratique avec le programme FITCH conjugué avec celui du NEIGHBOR-JOINING. Sur
I'ensemble des deux domaines, 476 nucléotides ont été séquencés, 2p groupes de se-
quences ont été établis & partir de 116 souches au départ.

Dans les figures d'arbres, la longueur des branches horizontales refidte direc-
tement la distance (issue de la matrice) entre les différents groupes. Les branches
verticales servent de repéres et leur longueur n'est pas & prendre en compte.
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B.lll.2.Classification par I'analyse des zymogrammes

Dans cette partie, notre propos n'est pas d'établir le déterminisme génétique
des systémes enzymatiques dans les différentes populations étudiées, mais d'analyser
leur variabilité génétique afin de dresser des arbres phylétiques.En effet les cham-
pignons que nous étudions ici sont des organismes haploides et les profils obtenus sont
trop complexes, donc difficiles & interpréter génétiquement .

Les bandes observées sont notées en terme de présence ou d'absences.
L'identification des bandes se fait par observation visuelle, leur intensité et leur
épaisseur sont prises en compte chaque fois qu'elles apparaissent diffé-
rentes.Néanmoins une grande épaisseur peut étre le résultat d'une superposition de
plusieurs bandes (que nous ne pouvons séparer). Notons enfin, que par rapport 4 une
souche donnée, nous n'avons retenu que les patterns électrophorétiques reproduc-
tibles.

Nous avons appliqué trois méthodes d'analyse:

- une analyse factorielle des correspondances

- une analyse par les nuées dynamiques (Diday,1971).

- une analyse en UPGMA (unweighted pair-group method
with arithmetic mean = méthode des moyennes) (Sneath et Sokal, 1973) appliquée
aux distances euclidiennes calculées a partir des coordonnées de 'AFC.

Ces analyses ont été effectuées en collaboration avec M. Gauthier J.P du laboratoire de
genétique évolutive du CNRS de Gif-sur-Yvette.

Pour I'ensembie des souches considérées, nous avons obtenus145 bandes
différentes (tableau 1, Annexe Il). L'analyse en AFC s'est avérée trés peu
discriminante (11% de linertie totale sur le premier axe, ce qui est tres faible)
(figure 17). En fait cette grande variabilité est due a la présence de plusieurs
caractéres a phénotypes uniques, détectés pour une seule souche. Nous avons donc
épuré le fichier en enlevant tous les phénotypes uniques, qui ne contribuent qu'a la
discrimination mais non pas & la phylogénie. Les dendrogrammes gue nous présentons
sont issus de I'analyse des 104 bandes restantes .
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gramme obtenu par les nuées dynamiques représente la moyenne des résuitats de
toutes les partitions essayées (jusqu'a 20).

La méthode d'UPGMA est fondée sur une matrice de distance (tableau 2 Annexe
). La quantité de divergence entre les différents groupes est estimée par la moyenne
des distances. Ces distances ont été calculées & partir des coordonées en AFC et cor-
respondent a des distances euclidiennes.

Sur tous les dendrogrammes que nous présentons, la distance sur I'axe des
ordonnées est arbitraire.



C. ETUDE DE LA VARIABILITE GENETI QUE:
IMPLICATIONS PHYLOGENETI QUES

B e
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C.l.Diversité des genres et espéces d'Hyphomycetes entomopathogénes

La caractérisation des Hyphomycétes entomopathogénes repose essentiellement
sur des critéres morphologiques et de développement plus ou moins influencés par les
conditions du milieu. Quoique ces critéres soient de bons outils d'identification des
souches, ils ne permettent pas toujours d'établir une classification phylogénique
satisfaisante. Grace a l'analyse comparative des sequences de 'ARNr 28S et celle des
systémes enzymatiques, nous pouvons mesurer la quantité de divergence séparant les
différents taxons et établir leur phylogénie. Par Fanalyse des systémes enzymatiques,
nNous apportons aussi un critére supplémentaire a la caractérisation des souches .Nous
terminons par une analyse comparée des différentes classifications.

C.l.1. Polymorphisme de quelques espéces de Beauveria

a. Analyse des séquences d’ARNr 28S

Les sequences nucléotidiques des domaines D1 et D2 sont representées figure
18, alignees comparativement 4 la séquence de B. bassiana.

De 4 groupes au départ, correspondant & 4 especes de Beauveria, séparées selon
des criteres morphologiques: B. bassiana, B. velata, B. brongniartii et B. sulfurescens.
les 34 souches analysées ont été séparées en 6 groupes de séquences (tableau 22) dont
4 sont des groupes formés par des souches de B.brongniartii.

L'alignement des séquences indique qu'elles sont toutes trés proches les unes des
autres; on note trés peu de variations entre les groupes (tableau 23). Sur I'ensemble
des 2 domaines, le nombre de différences entre les groupes varie de 2 & 18 nucléotides
sur 476 séquencés. Les différences observées sont toutes des substitutions de
nucieotides. Elles sont essentiellement concentrées dans le domaine D2. Ces sub-
stitutions ne sont pas uniformément distribuées : certaines positions sont plus su-
jettes & variation.

Beauveria bassiana forme une espéce remarquablement homogeéne; les 9 souches
étudiées, d'origines parasitaire et géographique diverses, ont des séquences stricte-
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Domaine DI
1o 2l ] Lo se

gt .y -
O.bassiana 2 ACUUAAGCA AAUCAAUALG CCOAGCAAMA CAAMMCCAACA GCOMJUCCCC CAGUAACGCUT

3o

o] 7o
SAGUGAACCS CCMACAGCUC AAAUUUGAAA

ot 93 -—
L.brengniarcii |
D.brongniarcrl 2
e 72
B,veliata
£ o - 129
o i 1o 1] 4o 150 N Ly A 22
SCUCCCUCGG %CASCCCCCC‘ACUUCGUAAU UUCTACACCA UCZULUUGGE CACCCUCCCU UDCCGAOGCUU CCCUGGAACG CCACCCCACA CACCCUCAGA GCCCCOUAGO
i 1 - =
C=— ——0 =
a=0 GA U=
SRR .

o b1
UCGUCOGCAD CAOCCCACCC UCCUGUAAAG CUCCUUCGAC

Domaine D2

: o 2 E] 7] o 5] 7 ode)
D.bassiana 5 PACCUGAAAL UCUUCAAACS SAAGCCCCUA UCACCACACU UGGoooccou UAAUCACCAD DCCoUucuos {CUcUCCACU ULCCCOOCCU
bc 23 Jmmm —00G
B.brongniarcii |- ) e s JNPRPR | N c
B.brongniartii 2 Bt IS oy SRR | S, oY o
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6o 130 e (L] =1o) 130 [¥o] [1=}s]
ACOAGGCCA CAUCAGUUCA CTGCGSCGGA UAMGECUUC GOCAAUCUGO GLUCCCOUCO CGGAGUGUUA UAGCCCOCUG COSUAALGCE OCUGCCCCGS ACUCAGSUAC
- - G 4 A—
- ue A a—
UG A L
————— G —CC & A—
————— — & —u C A—

w0

AC-

r
[N

des nucléotices sont numérotées 3 partir de l'extrémité 3' du

domalne conczrné.
(=) : nucléotide identique
(0) : délétiom

gure18: Alignement des s&quences des groupes de Beauveria. Les positions
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Tableau 22 : Liste des groupes de séquences du genre Beauveria

isolat

Année
d'isolement

Héte d'origine

Origine
géographique

GROUPE A Souches de B. bassiana

Bb28
Bb70
Bb73
Bb103
Bb147
Bb169
Bb182
Bb216
Bb377

1971
1873
1974
1975
1978
1981
1982
1983
1983

B. sulfurescens

Bs

1981

Leptinotarsa decemiineata
Lasiocampidae
?
Tingidae gargaphia
Ostrinia nubiialis
Sitona discoideus
Sitena discoideus
Sitona discoideus
Ostrinia nubifalis

ATCC 7159

GROUPE B8 Souches de B. velata

Bvd442
Bv352

1881
1981

Larves de lépidoptére
Larves de Iépidoptere

GBROUPE C Souches de B. brongniartii

Groupe 1
B153
Bt80
Bt81
Btg2

Groupe 2
Bt1
Bt4
Bt6
Bt9
Bt22
Bt44
Bt46
Bt47
Bt51
Bt85
B186
B189
Bt30
Bt100
Bt101
B133

Bt 93

Bt72

1874
1978
1979
1980

1961
1962
1964
1965
1968
1972
1972
1973
1974
1982
1983
1983
1983
1988
1988
1972

1886

1976

Ixodes ricinus

Mimela costata
Pissodes nitizus
lps typographus

Melolontha melolontha
Melolontha meloiontha
Melolontha meiolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melofontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Melolontha meiolontha
Melolontha melolontha
Melolontha melolontha
Mslofontha melolontha
Mslofontha melolontha
Oryctes rhinoceros

Melolontha melolontha

Holotrichia serrata

France (Nord)
Madagascar
URSS

Colombie

France (Nord)
France (Lusignan)
France (Sud)
Marac

France (Alsace)

Equateur
Equateur

Tehécoslovaquis
Japon

Japon

Pologne

France (Sarthe)
Pologne

France (Sartha)
France (QOrne)
France (Marolles)
Suisse

Suisse

France (Vésoul)
France (Doubs)
Suisse

Suisse

Suisse

Suisse

ltalie

italie

France

France (Cantal)

Inde




g1

Bb Bt 93 1 2 Bt72 Bv Fo
Bb 9 15 13 18 18 51
Bt93 |0,038 8 8 11 12 46
1 0,065 0,034 2 7 12 49
2 0,056 0,034 0,008 7 14 51
Bt72 |0,078 0,047 0,029 0,029 8 50
Bv 0,051 0,052 0,052 0,060 ©,078 49
Fo 0,235 0,210 0,226 0,236 0,230 0,226

Tableau23: Matrice de distances des souches de Beauveria; distances
exprimées par 1'indice Knuc (en bas) et par le nombre
brut de différences de nucléotides, sur l'esnsemble des
deux domaines (476 nucléotides). :

Bb : B. bassianaj Fo : F. oxysporum; |l et 2: groupes de
B. brongniartii ; Bt : souche de B. brongniartii.

Bt93

——Bt 72

v s]

Groupe 2 brongniartit

Groupe 1

—— B.basstana

L ___3.velata

Figure19: Relations phylé&tiques entre les groupes de Beauveria.
Arbre calculé par le programme FITCH, 3 partir de la
matrice Tabl.2%

Echelle : 5 nucléotides
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ment identiques. D'autre part, bien que présentant des particularités biologiques,
l'espece B. suifurescens (une souche) posséde une sequence d’ARNTr strictement iden-
tique a celle de B. bassiana.

Les 2 souches de B. velata présentent exactement la méme sequence. Sur le
domaine D1, elles ont une séquence identique a celie d’un des groupes de B. bron-
gniartii.

Contrairement & B. bassiana, B. brongniartii (=B.tenella ) est assez hétéro-
gene. Sur 22 souches de B. brongniartii, apparaissent 4 groupes de séquences. Le
groupe 1 est composé de quatre souches issues de différents genres d'insectes et sont
d'origines géographiques variées. Le groupe 2 est composé de souches isolées de M. me-
lolontha de diverses régions. Notons la présence de la souche Bt33, qui est a l'origine,
une souche isolée de M. melolontha (Bt6) mais réactivée sur Oryctes rhinoceros. Le
groupe 3 est composé de la souche Bt93, qui est aussi isolée de M. melolontha.

Le nombre de différences entre les groupes de B. brongniartii est du méme
ordre de grandeur que celui entre les autres especes de Beauveria. Au vu de cette ob-
servation, nous discuterons de la valeur et de la signification a donner & chaque va-
riation.

b. Phylogénie établie par les séquences d’ARNr 28S

Pour mieux apprécier les relations phylétiques entre les différents groupes,
des dendrogrammes sont construits suivant la méthode des matrices de distances de
Fitch (figure 19) et par la méthode de parcimonie (figure 20).

b.a- Analyse par la méthode de FITCH

Beauveria brongniartii apparait comme une espéce relativement hétérogéne.
Beauveria bassiana est par contre trés homogéne et n'est pas plus éloigné de B.
brongniartii que certaines souches de cette espéce ne le sont les unes des autres. Nous
avons vu que les différences entre les souches de B. brongniartii et de B. bassiana sont
aussi peu nombreuses que celles qui existent entre les souches de B.brongniartii.
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Beauveria bassiana n'est pas sur une branche particuliérement distincte par rapport a
I'ensemble des groupes de B. brongniartii. Si on accorde la méme valeur entre chaque
branche menant & chaque groupe de B. brongniartii et entre les branches menant & B.
bassiana ou a B. velata , la valeur de la classification des groupes en espéces suivant

les criteres morphologiques serait alors a discuter par rapport a la classification
moleculaire.

b.b- Analyse par parcimonie

Elle donne exactement la méme topologie d'arbre (figure 20) que la méthode de

Fitch. La longueur des branches est plus éclatée et permet de mieux séparer les
différents groupes.

c. Analyse enzymatique

Onze souches de Beauveria , dont 3 de B.bassiana, 1 de B.velata, 6 deB. bron-
gniartii et 1 de B. suifurescens sont considérées dans cette analyse. (tableau 16).
Parmi les 10 systémes étudiés, les o-estérases s'avérent étre les plus polymorphes
(figure 1 Annexe | et tableau 24).

Pour les cinqg systemes PGD, G6PDH, GPDH, ADH et MDH, les trois souches de B.
bassiana (Bb28, Bb147 et Bb216) se retrouvent dans le méme groupe électrophoré-
tique. Pour GOT et LDH, seules Bb147 et Bb216 se trouvent ensemble. En ce qui con-
cerne les autres systémes, ces 3 souches présentent des Zymogrammes différents.
Notons que pour ADH et GPDH, aucune bande n'a été révélée pour ces 3 souches de B.
bassiana. Cette absence de bande est a prendre avec précaution car elle peut étre due,
soit effectivement & un alléle nul, soit & des probléemes d'ordre techniques
(dénaturation des protéines, mauvaise coloration...) que nous n'avons pu lever.

Quant 2 la souche B. velata , pour 6 systémes: a-estérases, GOT, XDH, ADH, LDH
et PGD, elle présente des zymogrammes distincts des autres espéces avec parfois des
electromorphes en commun avec d'autres souches. Beauveria velata présente le méme
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profil que les souches de B. bassiana pour le systémes MDH, que Bb216 pour le sys-
teme PGM, et Bt82 pour le systéme GPDH.

Beauveria sulfurescens a un phénotype particulier pour les systémes estérases,
ADH, XDH, PGM, LDH et PGD; pour les autres systémes, il se retrouve associé a
d'autres souches.

d - Classification établie par comparaison des zymogrammes

Les relations phylétiques sont ici issues d'une analyse par les nuées dynamiques
(figure 21) .

Quatre ensembles peuvent étre dégagés :

- 'ensemble des souches de B. bassiana
- 'ensemble des souches de B.brongniartii
- la souche de B. sulfurescens
- la souche de B. velata.
Il existe une certaine variabilité au sein des ensembles B. bassiana et B.
_ brongniartii malgré la relative homogénéité de ces 2 ensembles. A I'intérieur de ces
ensembles, les groupes n'ont aucune corrélation ni avec l'origine géographique ni avec
I'insecte hote.

On ne retrouve pas exactement le méme regroupement que par les séquences de
ARNr. On met en évidence des différences masquées par les séquences: par exemple
celles qui existent entre la souche B. sulfurescens et B. bassiana ou entre la souche
Bt33 et le groupe 2 de B. brongniartii. D'autre part, on rassemble des groupes qui
avaient été séparés: par exemple la souche Bt33 du groupe 2.

e. Etude comparative entre les différents types de
classification dans le genre Beauveria

Les classifications biochimiques possédent beaucoup de congruences (tableau
25) avec la classification moléculaire dont la fiabilité dans I'établissement des
relations phylétiques n'est plus & démontrer.
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Tableaugs: Comparalison entre les différentes classifications
des espéces de Beauverilia étudiédes,.

CLASSIFICRTION MORPHO-ONTOGENIQUE

—— B.basstana (9)
—— B.brongniartit (22)

——— B.velata (2)

P

B.sulfurescens (1)

CLASSIFICATION PAR LES SEQUENCES
D .ARNr 285

B.velata(2)

—-{-— B.velata
: B.bassiana, (9)

-~ L] s ?: ':? -‘C‘"‘ 2E
B, sl fiveseens (D) B.basstana, B.sulfurescens
—B. brongniartii (22) — B.brongniartiz
parcimonie Fitch

CLASSIFICATION PAR LES ISOENZYMES

B.velata (1)

B.sulfurescens (1)

B.brongntartii (6)

B.basstana (3)

(): Nombre de souches é&tudiées
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Beauveria bassiana est un groupe trés homogéne malgré 'existence d'un po-
lymorphisme enzymatique. Cette homogénéité se retrouve au niveau morphoiogique.
Par les séguences d'acides nucléiques, nous n'avons pas pu séparer B. sulfurescens du
groupe de B.bassiana. L'analyse enzymatique sépare totalement ces 2 especes. Si on se
refere a la forme des conidies, qui est le critére de différenciation des espéces de
Beauveria, B. sulfurescens posséde des conidies globuleuses, de taille inférieure a
celles de B.bassiana. Cette souche est reconnaissable en culture pure par l'excrétion
d'un pigment jaune qui diffuse dans le milieu. Une hypothése est de considérer que B.
sulfurescens pourrait étre un mutant de B. bassiana .blogué dans une chaine de bio-
synthése des pigments comme dans le cas de certains mutants chez Fusarium. Or, sion
considére les propriétés pathogéniques de B. sulfurescens, celui-ci ne présente aucune
affinité avec B. bassiana (il différe de B. bassiana tant par son aptltude a la pénétra-
tion tégumentaire que par son activité toxémique).

Quant & 'ensemble des souches de B. brongniartii, par le critdre moléculaire et
le critére biochimique, -//apparait respectivement hétérogéne et variable. Cependant,
cette héetérogénéité est assez faible dans la mesure ou tous les groupes apparaissent
phylogénétiquement trés proches. Du point de vue morphologique, toutes les souches de
tous les groupes sont identiques 2 la description du type. Par contre I'espece B. velata,
morphologiquement différente de B. brongniarti par la forme de ses conidies, s'intégre
parfaitement dans l'ensemble des souches de B. brongniartii si on considére les
criteres moléculaires.

Nous reviendrons par la suite sur la valeur des différents types de classifica-
tion: morphologique, biochimique, moléculaire, pathogenique et physiologique.

C.l.2. Polymorphisme du genre Tolypociadium

Toutes les souches de T, cylindrosporum ont des séquences strictement iden-
tiques. C'est une espéce trés homogene. Par contre, entre les especes de Tolypocladium
. il'y a 30 différences sur I'ensemble des deux domaines. Les séquences nucléotidiques
sont representées figure 23, alignées avec celle de 8. bassiana. Le genre est phyléti-
quement tres éclaté. Les 2 espéces étudiées sont trés eloignees l'une de l'autre; la

distance qui les sépare est aussi importante que la distance entre T. cylindrosporum et
B. bassiana.
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De ce fait, cet éclatement nous fait admettre que ces 2 aspéces si éloignées l'une
de l'autre, n'appartiennent certainement pas au méme genre. Nous confirmons les
observations de Samson et Soares, 1984,

Dans cette étude, seules deux souches de T. cylindrosporum ont été analysées
par les isoenzymes (TC1 et TC10)(tableau 26). Elles présentent des profils distincts
uniquement pour cing systémes : GOT, estérase, LDH, GPDH et PGD (figure 4, Annexe
1.

C.1.3. Polymorphisme du genre Metarhizium

a. Analyse des sequences d'acides nuciéiques

Les séquences nucléotidiques des domaines D1 et D2 des 42 souches étudiées sont
représentées figure 24, aprés alignement sur la séquence de B. bassiana . Sur le do-
maine D1, toutes les séquences des souches de M. anisopliae sont strictement iden-
tiques. Sur I'ensemble des 2 domaines, on peut répartir les 42 souches en 8 groupes
(tableau 27). Notons que pour la souche Ma32, nous n'avons pas pu extraire les ARN
pour des raisons qui nous sont inconnues.

Toutes les souches du groupe 2, isolées de coléoptéres, sont de type major. Les
souches en provenance du Brésil (isolées d'un homoptére, de la famille des Cercopidae)
se retrouvent toutes dans le groupe 6. On note dans ce groupe, la présence de 4 souches

(Ma178, Ma180, Ma253 et Ma252) isolées de coléoptéeres et d'origines géographiques
diverses.

Un mélange de souches est rassemblé dans le groupe 1, essentiellement de type
minor. Ces souches sont isolées de différents hétes et sont aussi de provenances
geographiques diverses.

A lintérieur de M. anisopliae , le nombre de nucléotides différents (tableau 28)
observes, varie de 2 & 28. Les groupes 1, 5 ,6, sont trés proches les uns des autres
puisqu'il n'y a que 2 a 5 différences entre eux. Il en est de méme pour les groupes 4 et
2 (6 nucleotides). lls constituent deux super-groupes séparés I'un de I'autre par une
vingtaine de nucléotides. On retrouve un nombre de différences du méme ordre, entre
le groupe 3 (ou le groupe 7) et les autres groupes. A lintérieur du genre Metarhizium
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Tableau : Liste des groupes de séquences de Metarhizium
Isolat Héte d'origine Origine géographique
Groupe 1
Ma17 Schistocerca gregaria Afrique
Mag1 Elateridae France (Rennes)
Mag4 Elateridas France (Doubs)
Mag7 Melolontha melolontha France (Vésoul)
Mai139 Ostrinia nubilalis France (Levesville)
Ma175 Pachnasus litus Cuba
Ma181 Hoplochelus marginalis La Réunion
Ma197 Diaprepes abbrsviatus Guadeloupe
Ma199 Diaprepes abbreviatus Guadeloupe
Ma202 Adorstus sp. La Réunion
Ma229 Oryctes rhincceros Indonésie
Ma243 Diaprepes abbrsviatus Martinique
Ma254 Diaprepes abbreviatus Guadsloupe
Groupe 2
Ma2 Oryctes nasicornis Afrique
Mai4 Phyllopertha horticola France
Ma15 Oryctes rhinoceros Afrigue
Ma29 Oryctes rhineceros France ( La Minigre)
Ma38 Oryctes monoceros Afrique
Ma44 Leptinotarsa decemiineata France (La Miniére)
Ma51 Oryctes rhinoceros France (La Miniére)
Ma66 Oryctes nasicornis France (Poitiers)
Ma69 Oryctes sp. Afrique
Ma73 Oryctes rhinoceros Inde
Mags Oryctes nasicornis France
Ma110 Sitone France (Montpellier)
Ma177 Sitona discoldeus France (Montpellier)
Ma25¢Q Diaprepes abbreviatus Guadeloupe
Groupe 3
Ma23 Oxycanus sp. Nouvelle-Zélande
Groupe 4
Ma5 Strataegus aloeus ?
Groupe §
Ma104 Sauterelle Guadeloupe
Groupe 6
Ma146 Mahanarva posticata Brésil
Ma151 Zulia entreriana Brésil
Ma1s2 Zulia entreriana Brésil
Ma165 Mahanarva posticata Brésil
Ma167 Mahanarva posticata Brésil
Ma170 Mahanarva posticata Brésil
Mat178 Otiorhynchus sulcatus France
Ma180 Heplochelus sp. La Réunion
Ma252 Diaprepes abbreviatus Guadeloupe
Ma253 Diaprepes abbreviatus Guadeloupe
Groupe 7
Ma7é Oxycanus sp. Nouvelle-Zélande

M. flavoviride
Mfas

Oftiorhynchus sulcatus

France
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Bb 1 2 3 4 5 6 7 ME Fo
Bb 46 43 43 44 47 46 44 41 51
1 | 0,212 21 26 21 5 2 21 26 54
2 | 0,196 0,09 22 6 21 21 30 26 44
3| 0,19 0,118 0,099 28 27 24 13 24 39
4 | 0,202 0,094 0,026 0,128 19 21 30 26 48
5 | 0,217 0,021 0,094 0,123 0,084 5 20 25 52
6 | 0,212 0,008 0,094 0,108 0,094 0,021 19 26 54
7] 0,201 0,09 0,138 0,057 0,138 0,089 0,085 18 47
Mf | 0,187 0,117 0,116 0,107 0,116 0,112 0,117 0,079 45
Fo | 0,235 0,253 0,199 0,175 0,221 0,242 0,253 0,215 0,205

Tableau2s: Matrice de distances des souches de Metarhizium; distances exprimées
par l'indice Knuc (en bas) et par le nombre de différences brut de
nucléotides, sur l'ensemble des deux domaines (476 nucléotides).

¢ groupes de séquences de M. anisopliae ;
: F. oxysporum

Bb :
Mf

M.

B. bassiana ; 1 3 7
flavoviride; Fo

F.ozyscorum

Figure25: Relations phylétiques entre les groupes de Metarhizium. Ar?re
obtenu par le programme FITCH, 3 partir de la matrice de dis-—

tances Tabl.
Echelle :

(M)

5 nucléotides
: souches de variété major

B.basstana

M. Flavoviride

—— Groupe 7

Groupe 3

Groupe 5

~ Groupe 6

LGroupe 1

souches de
Nlle-Zélande

___ Groupe 4 (M)

-~ Groupe 2 (M)

M.aniscopliae
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donc, on peut constater que le nombre de nucléotides différents entre chaque groupe de
souches de M. anisopliae est égal a ceiui entre les 2 espéces, puisqu'il y a une
vingtaine de nucléotides différents entre les deux especes M. flavoviride et M.
anisopliae.

b. Phylogénie établie par les séquences d’ARNr 28S

b.a - Analyse par la méthode de FITCH

Le dendrogramme (figure 25) révéle I'apparente homogénéité du genre et met
en évidence 3 ensembles importants :

- un ensemble formé par les groupes 7 (Ma76) et 3 (Ma23)

- un autre composé de toutes les autres souches de M. anisopliae

- et enfin la souche de M. flavoviride.

La séparation entre les 2 espéces est trés claire.

Les souches Ma76 et Ma23 sont étroitement lides et apparaissent comme des
souches "aberrantes” de M. anisopliae . Elles sont sur des branches complétement &
part; en plus la distance entre cet ensemble et les autres souches est; nous I'avons vu,
aussi grande que celle qui sépare les 2 espices. Ces 2 souches proviennent de Nouvelle-
Zélande et sont isolées & partir d’'une espéce d'Oxycanus.

Au sein des groupes de M. anisopliae, on constate une certaine uniformité.
Cependant, on peut distinguer 2 sous-ensembles

- les groupes 2 et 4 qui sont trés liés: le groupe 2 est composé de 'ensemble
des souches de type major et le groupe 4 correspond & la souche Ma5 qui est aussi de
type major.

- les groupes 1, 5 et 6 rassemblent les souches de variété anisopliae. Le groupe
6 est composé en majorité de souches en provenance du Brésil.

Cet arbre phylétique permet de bien séparer les souches de Metarhizium qui se
distinguent soit par leur morphologie (I'espéce M. fiavoviride, les souches de type
major) soit par leur biologie {Ma23, Ma7&(optimum thermique & 20°C) et les
souches du Brésil).
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b.b - Analyse par parcimonie

La représentation (figure 26) confirme tout a fajt les regroupements établig
par la méthode de Fitch. Elle souligne la séparation des deux variétés ainsi que la par-
ticularité des souches de Nouvelle-Zélande. Il semble qu'il y ait eu une dérive de ces
deux souches de M. anisopliae avant méme que la séparation des deux especes ne se soit
faite. Sur I'ensemble des deux domaines » 46 sites différents ont été considérés.

¢. Analyse enzymatique

Vingt troissouches de Metarhizium dont une de M. flavoviride sont considérées
(tableau 16).

Les systémes ies plus polymorphes sont a-estérases et LDH puisque l'on peut
en denombrer respectivement 15 et 11 phénotypes différents. Au niveau de chaque
phénotype, on compte de 2 4 6 isoenzymes pour a-estérases et de 1 a 3 pour LDH
(figure 2 Annexe | et tableau 29).

Pour uniquement quatre systémes (a-estérases, MDH, PGM et LDH ), les zy-
mogrammes de l'espéce M. flavoviride sont entierement distincts de ceux des souches
de M. anisopliae. Pour les autres systemes, M. flavoviride ne présente aucun profil
particulier et se retrouve associée avec d'autres souches de M. anisoplias. Quels que
soient les systdmes, les souches de type major ont souvent les mémes profils, sauf Mas
qui se distingue soit par un profil particulier (a-estérases, ADH, GPDH et LDH) soit
qu'elle se retrouve avec les souches de type minor M. anisopliae var.major(type
major) est donc un groupe trés homogeéne contrairement a Ia variété_anisopliae (type
minoriqui présente une assez grande variabilité.

Pour le systteme ADH, aucune bande n'a été détectée pour la souche Mag1
(var.anjsoplige) qui se comporte aussi de fagon particulidre dans les autres systémes.

Les systémes étudiés ici sont tous plus ou moins polymorphes, cependant a-es-
terases et LDH permettent de mieux discriminer les souches. Pour ces deux systdmes
et essentiellement pour les estérases, chaque souche peut atre caractérisée par un
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profil donné. Malheureusement, ceci n'est vraij que pour les souches de type_mingr
(var. anigsopliae). En effet, aucun de ces systemes, méme le plus polymorphe, ne peut
étre retenu pour la caractérisation individuelle des souches de type major.

d. Classification par les analyses enzymatiques

Cing groupes de Metarhizium ressortent de cette classification (figure 27):
- le groupe des souches originaires de Nouvelle-Zélande
- le groupe des souches de M. anisopliae var.major
- le groupe des souches de M. anisopliae var.anisoplige (minor)
- la souche M. flavoviride
- enfin la souche Ma91
Maigré I'uniformité de M.anisopliae var.anisoplige, une des souches: Ma139,
s'en distingue en s'insérant dans le groupe des souches var.major, D'aprés le screening
fait sur différentes souches de Metarhizium, Ma139 a été choisie pour son activité
toxémique importante qui la distingue des autres souches de son groupe morphologique .

Quant a Ma$1, qui se retrouve assez distante des autres souches de M. aniso-
pliae, aucun critére biologique ne la distingue des autres; cependant, |'absence
d'activité pour le systéme ADH semble avoir 6té le caractdre discriminant de cette
souche. Comme dans le cas des souches de B. bassiana , cette absence de bande est 4
considérer avec précaution.

Ma5 est une souche de var.major, Nous I'avons vu, selon les systémes, elle se
distingue trés clairement des autres var.major (soit par des phénotypes particuliers,
soit en s'insérant parmi les souches de varminor). Elle se retrouve pourtant dans
cette classification, liée aux souches de son groupe morphologique. Une observation
minutieuse des bandes issues des systémes ou elle présente un profil particulier (a-
estérases, ADH, GPDH et LDH) laisse penser que sa position est justifiée par les élec-
tromorphes qu'elle posséde en commun avec les autres souches de var.major. Estérase
est le seul systéme ol Ma5 posséde des électromorphes en commun avec les souches de
var.major(3 électromorphes). Ces trois électromorphes sont vraisemblablement trés
importants car I'observation du profil estérasique de Ma139 (qui s'insére dans le
groupe des var.major) fait ressortir ces trois mémes électromorphes.
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e. Etude comparative des ditférentes classifications dans le
genre Metarhizium

Malgre I'existence d'une variabilité enzymatique, Metarhizium est un groupe
phylogénétiquement homogéne. Par les critdres moléculaire et biochimique, nous
confirmons:

- la nette séparation des 2 espéces de Metarhizium

- la particularité des souches en provenance de Nouvelle-Zélande

- A lintérieur de M. anisopliae, la divergence des souches de var.major
ot l'existence d'une sous population de souches en provenance du Brésil,

Ces 2 critéres donnent des résuitats (tableau 30):

- concordants

- parfois complémentaires entre eux (car la classification biochimique
a permis en plus de mettre en évidence des différences supplémentaires).

- confirmant la classification morpho-ontogénique.

En effet, & I'intérieur de M. anisopliae , on a pu distinguer des groupes de
souches qui par leur morphologie ou leur biclogie différent des autres souches. Au sein
de cette espéce, il existe une certaine variabilité morphologique (Tulloch, 1976) et
parasitaire (Fargues, 1981). L'analyse du polymorphisme isoélectrophorétique des
isoenzymes (Riba, 1978) avait permis de définir des "sous-populations” plus ou
moins liées & l'insecte d'origine. Notre étude conforte tout & fait ces résultats. Par les
comparaisons d'acides nucléiques et par l'analyse de systdmes enzymatiques, nous
séparons les souches de var.major des souches de var.minQr, nous mettons en évidence
la divergence entre les souches en provenance de la Nouvelle-Zélande (Ma23 et Ma76)
et les autres souches de M. anisopliae. Ces 2 souches Neo-Zélandaises sont physiologi-
quement différentes des autres souches par le fait que leur optimum de température de
croissance est de 20-23°C (28°C pour les autres).

C.I. 3. Polymorphisme de I'espéce Nomuraea rileyi

Les séquences nucléotidiques de N.rileyi sont représentées figure 28, aprés
alignement avec la séquence de B.bassiana.Les 5 souches étudiées, d'origines édaphiques
et geographiques différentes, ont des séquences strictement identiques sur I'ensemble
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Tableaugp: Comparaison entre les différentes classifications
des groupes de Metarhizium

CLASSIFICATION MORPHO-ONTOGENIQUE

var.antsopliae

var, major M.antsopliae (41)

M. flavoviride (1)

CLASSIFICATION PAR LES SEQUENCES
1
D + ARNF 288

prarcimonie Fitch

M. flavoviride

M.antsopli -Zé 's (2 . . f s .
arigeptins Nea-Gdlandaty 12) M.anisopliae Néo-Zélandais

M. flavoviride (1) ar.major

. PP
———0ar.major M.anisoplrae

}M.anisopliae(BS) yar,antsopliae
—var.aisopliae

CLASSIFICATION PAR LES ISOENZYMES

M. flavoviride (1)

M.antsopliae var.antsoplice (11)
Ma 5(major)
Ma 139

M.anisopliae var.major (7)

M.anisopliae Néo-ZélandaisQ)

Ma 91

() : Nombre de souches &tudiées.



105

Domaine DI

s 57 1.} Jo
B. bassiana TACUUAAGCA AAUCAAUAAG CGGAGGAAAA:gAAACCAACA EEGAUUGCCC
N. rileyi =

ko 7 £ w0
%EGUAACGGC GAGUGAAGCG GCAACAGCUA EEAUUUGAAA UCUGGCUCOQ UCAGGGCCCE
i - ; C_.__ O _________

o (¢ -] 130 1 IS0 (4]
ACUUOGUAAU UUGUAGAGGA UGCAAAAGGC aKOGGUGCCU UOCCGAOQGUU CCCUGGAACG

C - -—- g

[ 180 wo e 2320
CGaccecaca Eacocucaca Fcccouaoo Tesucoceao CAOCCGAGCC UCOUGUAAAG
U- c-- i UG

Fccuuceac

Domaine D2

' g 2 30 %0
B. bassiang ACGUGAAAU UGUUGAAAGG EAAGCGCCUA UGACCAGACU UGGGCOCGGU
N. rileyi

sO 50 k §o -1 08
UAAUCACCAO OOCOUUCUOC GCUGUGCACU UUGCCUUGGU ACOAGGCCAG CAUCAGUUCA
-—A e =A-— C uG

" =ze @o 190 Iso o
éCGCGGGGGA UAAAGGCUUC GGGAAUGUGO GCUCCCOUCO GGGAGUGUUA UAGCCCGCUG
c-C U - - Al--

17 180 “o oo 2UD 220
COGUAAUGCC OCUGCGCCGG ACUGAGGUAC GCGOCAUOOU GCAAGGAUGC UGGCGUAAUG
—=AC-—-A-= —===G-G-—m -~U- c--

o3
GUCAUCAGCG

Figure28: Séquence nucléotidique de N. rileyi alignée par rapport
d celle de B. bassiana. les positions des nucléotides
sont numérotées 3 partir de l'extrémité 5' du domaine
concerné.

(=) : nucléotide identique
(0) : délétiom
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des deux domaines.N. rileyi est donc un groupe trés homogéne de par sa séquence dARN
288.

Pour I'analyse enzymatique (tableau 31), une seule souche (Nr9) a été con-
sidérée. Aucun systéme ne se montre polymorphe pour cette souche (figure 4 Annexe
[), méme a-estérase qui est pourtant trés polymorphe pour les autres genres et es-
peces étudiés. On dénombre deux électromorphes pour chacun des systemes suivants :
a-estérases, GOT, MDH, XDH, ADH, LDH » PGD et un pour PGM, GPDH et GEPDH.

C.1.4. Polymorphisme de deux espéces de Paecilomyces

a. Analyse des séquences d’ARNr

Sur 11 souches étudiées appartenant a 2 especes de Paecilomyces , nous avons
pu établir 4 groupes (tableau 32) de séquences Nucléotidiques sur I'ensemble des deux
domaines. Ces séquences sont représentées figure 29, alignées comparativement 2 la
séquence de B.bassiana.

Les 2 especes décrites morphologiquement sont bien separées par les séquences.
Sur I'ensemble des deux domaines, les 4 souches de P. farinosus ont strictement la
méme séquence: c'est donc un groupe trés homogéne par ce critére moléculaire. Ce qui
n'est pas le cas de P. fumosoroseus , pour laquelle 3 groupes ont pu étre constitués .

Entre les deux espéces, il y a une trentaine de différences. Ii y a autant de dif-
férences entre ces 2 espéces qu'entre chacune d'elles et B. bassiana. A l'intérieur de P.
fumosoroseus , les différences sont de 3 4 11 nucléotides entre les groupes (tableau
33)

b. Relations phylétiques entre les différents groupes de
Paecilomyces

Les relations phylétiques (établies par la méthode de Fitch) entre les différents
groupes de Paecilomyces sont représentées figure 30. Les 3 groupes de P. fumosoro-
seus sont étroitement liés . On constate que les 2 espéces de Paecilomyces paraissent
phylétiquement éloignées I'une de l'autre. C'est donc un genre relativement éclaté.
Morphologiquement, la différenciation entre ces 2 espéces est indéniable. Cependant, la
divergence génétique entre elles nous parait trop importante pour des espéces du méme
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: Liste des groupes de séquences du genre Paecilomyces

Isolat

Année
d'isolement

Haote d'origine

Origine
géographique

GROQUPE A Paecilomyces farinosus

Pfé

Pf13
P{33
Pf36

1970
1973
1977
1977

Thaumetopoea pityocampa
Pristiphora abietina
Hylobius sp.

Dendrolimus supereus

GROUPE B Paecilomyces fumosoroseus

Pfr25
Pfr35

Pfre

Pfr40
Pfrs54
Ptr59

Pfra7

Groupe 1
1975
1976

1972
1877
1984
1984

1980

Meloiontha melolontha
Mamestra brassicae

Cirphis unipuncta
Ostrinia nubilalis
Diaprepes abbreviatus
Diaprepes abbreviatus

Leptinotarsa decemlineata

France(La Miniére)
France

France (Orléans)
Japon

France (Montfavet)
France (Marcoussis)

France (Montfavet)
France

Guadeloupe
Martinique

Pologne
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Bb 1 2 .3 Pf Fo
Bb 34 33 34 20 49
I 0,173 3 1 28 56
2 0,165 0,014 8. 29 54
3 0,173 0,054 0,040 32 54
133 0,102 0,139 0,144 0,162 44
Fo 0,257 0,294 0,292 0,281 0,229

Tableau3l3: Matrice de distances des souches de Paecilomyces; distances
exprimées par 1l'indice Kauc (en bas) et par le nombre de
différences brut de nucléotides, sur l'ensemble des deux
domaines (438 nucléotides).
Bb : B, bassiana ; Fo : F. oxysporum; Pf : P, farinosus
1 8 3 : groupes de séquences de P. fumosoreseus

Groupe |
Groupe 2 P. fumosoroseus
Groupe 3
Fo
. P, farinosus
1
5 5
b L — B.basstana

Figure30: Relations phylétiques entre les groupes de Paecilomyces.
Arbre obtenu par le programme FITCH, 2 partir de la matrice
de distances Tabl.

Echelle : 5 nucléotides
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genre. On retrouve un peu ici, une situation analogue au cas des souches de B. bron-
gniartii. A partir des exemples des souches et espéces de Paecilomyces et de Beauveria
» Comparativement & ce qui se passe dans le genre Metarhizium, nous essaierons de

discuter la notion d'espéce et de variété en nous basant sur les 3 critéres que nous
avons & notre disposition.

c.Analyse enzymatique

Six souches de Paecilomyces sont considérées (tableau 16). Pour chacun des
systémes, les nombres d'électromorphes et de profils sont dans le tableau 34. Les
Zymogrammes sont représentés dans la figure 5 Annexe |.

Seules les estérases apparaissent polymorphes. Pour tous les systémes, sauf
pour PGM et GOT, les 3 souches de P. fumosoroseus (Pfr35, Pfrd7 et Pfr54) ont
toujours le méme profil enzymatique. Pour ADH, aucune bande n'est détectée pour ces
3 souches. Les 2 souches de P. farinosus sont bien différenciées. I n'y a que pour les
systémes PGD et G6PDH qu'elles présentent le méme profil. Pour tous les autres sys-
témes, elles ont des profils particuliers et n'ont aucun électromorphe en commun. Le
systéme o— estérase est trés discriminant pour ces souches de P. farinosus.

d. Classification biochimique

Le dendrogramme issu de I'analyse e'nzymatique (figure 31) montre une cer-
taine variabilité au sein des deux espeéces de Paecilomyces. Les 2 souches de P. fari-
nosus, non séparées par les ARNr, sont trés éloignées I'une de I'autre. Nous avons vu
qu'elles n'avaient aucun électromorphe en commun. Estérase est le systéme le plus
discriminant pour ces souches. La souche Pf6 s'intégre dans I'ensemble des souches de
P. fumosoroseus dans cette analyse. Les souches de P. fumosoroseus forment, par
contre, un ensemble relativement homogéne.
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Tableaud5: Comparaison entre les différentes classifications
des deux espéces de Paecilomvces &tudiées

CLASSIFICATION MORPHO-ONTOGENIQUE

— P. fumosoroseus (7)

L P. farinosus (4)

CLASSIFICATION PAR LES SEQUENCES
D’ ARNr 288

P, fumosoroseus (7)

——P. farinosus (4)

Fitch

CLASSIFICATION PAR LES ISOENZYMES

P. fumosoroseus (%)

Pf 6

P, fartnosus (2)

Pf 36

() : Nombre de souches &tudiées.
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e. Etude comparative entre les différentes classifications
des espéces de Paecilomyces

Dans I'ensemble, les classifications moléculaire et enzymatique (tableau 35) se
confortent tout & fait.Par ces deux critéres : les deux espéces sont vraiment trés
distantes. Cependant, les 2 souches de P. farinosus qui avaient des séquences identiques,
se retrouvent complétement séparées dans la classification enzymatique. Ces 2 souches
sont morphologiquement indifférenciables. Cet exemple souligne l'intérét de l'analyse
de la variabilité génétique par des molécules hautement variables dans le typage des
souches. Les molécules conservées telles que les ARNr sont insuffisantes pour cela,

malgré leur efficacité dans I'établissement des relations phylogénétiques entre les
souches.

C.I.5. Polymorphisme de I'espéce Verticillium lecanii

Les cing souches de V. lecanii ont pu étre réparties en deux groupes de sé-
quences (tableau 36). Les séquences nucléotidiques sont représentées figure 32,aprés
alignement avec la séquence de B. bassiana.

Sur I'ensemble des deux domaines, les 2 groupes différent par trois nucléotides.

Pour I'analyse enzymatique, trois souches sont &tudiées (Mye, Vlecor et VF). Le
groupe V. lecanii apparait trés homogéne (figure 3 Annexe | et tableau 37).

La souche VF qui se distingue des autres souches par sa séquence, se distingue
aussi par la forme des conidies (elliptique avec une extrémité reserrée au lieu de cy-
lindrique pour les autres). Au niveau des isoenzymes, cette souche ne s'éloigne pas des
autres; elle présente beaucoup d'électromorphes en commun avec les deux autres
souches.

C.Il. Bhylogénie des genres et des espéces d'Hyphomycétes

n h n

L'analyse que nous entreprenons ici concerne les 7 genres réunis, dont on va
tenter d'estimer les relations et distances phylétiques.
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C.Il.1. Classification par les comparaisons de sequences d’ARNr

a - Analyse par la méthode de FITCH

Les séquences nucléotidiques des différents genres et espéces analysés sont sur
les figures 33 et 34. Elles constituent au total 25 groupes. La taille des domaines D1 et
D2 est la méme pour tous les genres, les séquences observées ont suffisamment de
similitude pour permettre leur alignement et leur comparaison.

Les variations les plus fréquemment observées sont des substitutions de nu-
cléotides mais il existe aussi quelques rares délétions (ou insertions). Le nombre de
nucléotides différents entre 2 séquences varie de 3 A 40. Ces substitutions sont es-
sentiellement ponctuelies(dispersées). L'examen des séquences montre I'existence de
régions trés variables. Cependant, tout au long des séquences, des variations éparses
existent aussi en dehors de ces régions. A l'intérieur des régions trés variables, les
sites modifiés sont essentiellement les mémes pour toutes les souches d'un méme genre
et ils subissent souvent le méme type de changement exprimant ainsi une sorte de
‘signature” caractéristique du genre. De ce fait, & I'intérieur d'un genre, chaque sé-
quence de souche est plutét caractérisée par les variations se situant 4 'extérieur de
ces régions “signatures” trads variables.

Les distances obtenues (tableau 38), relativement faibles, suggerent une cer-
taine proximité phylétique entre les genres étudiés. Notons que les distances entre
Fusarium oxysporum et nos souches apparaissent relativement faibles, sachant que F,
Oxysporum a été choisie comme espéce extérieure. Les distances entre F. oxysporum et
les souches entomopathogénes sont du méme ordre de grandeur que les distances entre
M. anisopliae et les autres genres (ex: Knuc= 0,259 entre M. anisopliae groupe 1 et
P. fumosoroseus groupe 1) ou encore entre T. cylindrosporum et le reste (entre B.
bassiana et T. cylindrosporum : Knuc=0,239, entré B. bassiana et F. oxysporum :
Knue= 0,222 ).

L'analyse phylétique a été entreprise en utilisant I'indice Knuc comme mesure
de distances.
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Le dendrogramme (figure 35) indique :
- une cassure fondamentale entre I'ensemble des genres Nomuraea et
Metarhizium d'une part et I'ensemble des autres genres étudiés d'autre part. La dis-

tance entre N. rileyi et M. anisopliae n'apparait pas plus grande qu'entre M. anisopliae
et M. flavoviride .

- Dans le genre Paecilomyces, les 2 especes étudiées (qui sont les es-
péces les plus communément rencontrées) sont assez distantes 'une de l'autre ( Knuc=
0,100).La distance entre ces deux espéces est du méme ordre que celle observée entre
B. bassiana et P. farinosus (Knue=0,085).

- Toujours dans le genre Paecilomyces , I'espéce P. farinosus apparait
trés proche de V. Jecanii { Knuc= 0,048).

- Les 2 espéces de Tolypociadium semblent ne pas appartenir au méme
genre (Knuc= 0,232). Quant & I'appartenance de Tolypocladium (et en particulier de
T. cylindrosporum (Von Arx 1986)) au genre Beauveria, nos résultats l'infirment
complétement. Les 2 genres sont aussi distants entre-eux (Knue=0,239) que B. bas-
siana est éloignée de F, oxysporum (Knuc= 0,222).

- Contrairement & Paecilomyces et Tolypociadium, les genres Beauveria
et Metarhizium sont relativement homogénes malgré une certaine variabilité in-
traspécifique.

- on note enfin la parfaite intégration de l'espéce M. oncoperae au sein de
I'ensemble des Beauveria .

b - Analyse par la méthode du NEIGHBOR-JOINING

Ce programme nous permet de traiter un grand nombre de séquences en un
temps treés court. Le dendrogramme est construit a partir de la matrice de distances
(tableau 38). Cette classification est identique & celle établie par la méthode de FITCH.
Deux grands ensembles peuvent étre définis (figure 36):

- l'ensemble composé des genres Nomuraea et Metarhizium
- 'ensemble des autres genres.
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Figure3s: Relations phylétiques entre les 25 groupes de séquences des
souches entomopathogénes, Arbre obtenu par la méthode de
FITCH. Les groupes sont numérotés i l'intérieur de chaque
espéce.
Echelle: 5 nucléotides
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Les groupes sont numérotés i l'intérieur de chaque espéce.
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Nombre de fois oll deux objets sont ensemble sur 20 essais
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Figure 37:Relations biochimiques entre les souches entomopathogénes, Dendrogramme
obtenu par la méthode des nuées dynamiques.
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Dans les genres Metarhizium et Beauveria, cette méthode permet de mieux
discriminer les différents groupes. Les longueurs des branches obtenues par la mé-
thode de FITCH sont trop faibles pour bien apprécier les relations phylétiques entre
ces groupes. Par la méthode du Neighbor-joining, on met en évidence plus nettement,
au sein de M. anisopliae I'existence de la sous-population de souches en provenance du
Brésil (groupe 6). Par ailleurs, on confirme la divergence des souches en provenance
de Nouvelle-Zélande.

C.Il.2. Classification par comparaison des zymogrammes

a - Classification par la méthode des nuées dynamiques

.5 grands ensembles sont mis en évidence (figure 37):
- 'ensemble des souches de Metarhizium
- les souches de Beauveria
- les souches de V. lecanii
- les souches de T. cylindrosporum
- les souches de P. fumosoroseus.

Cette classification présente beaucoup de congruences avec la classification
moléculaire. Elle confirme:

- la relative homogénéité des genres Metarhizium et
Beauveria et de 'espéce P. fumosoroseus.

- I'éclatement du genre Paecilomyces

- la séparation des genres Tolypocladium et Beauveria

- & lintérieur du genre Metarhizium, elle fait ressortir
l'originalité des souches en provenance de Nouvelle-Zélande ainsi que la particularité
des souches de M. anisopliae var.major.

Malgré ces convergences, on note quelques différences, a savoir:
- l'éclatement de I'espéce P. farinosus
- la séparation de B. sulfurescens avec les souches de B. bas-
siana
- 1a nette distinction des genres Microhilum et Beauveria
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- la proximité des genresNomuraea et Metarhizium n'est pas

bien soulignée, alors qu’ on note I'étroite relation entre la souche de N. rileyi et la
souche Mag1 de M. anisopliae.

b - Classification par UPGMA

A partir des mémes données que les nuées dynamiques, une analyse en UPGMA
appliquée aux distances euclidiennes est entreprise (figure 38),

Dans I'ensemble, cette classification présente beaucoup de similitudes avec les 3
premiéres.

Cependant on note une différence fondamentale: Metarhizium est totalement
separé de M. rileyi. Les especes B. velata et B. sulfurescens sont trés éloignées de
I'ensemble des souches du genre Beauveria contrairement aux précédentes classifi-
cations. Les 2 souches de P. farinosus sont trés distantes I'une de I'autre comme dans
la classification par les nuées dynamiques. La souche de M. oncoperae s'intégre
parfaitement parmi les souches de Beauveria.

Cette classification met en évidence trois grands ensembles :

- 'ensemble des Beauveria
- L'ensemble des Metarhizium
- et le reste.

C-I!I-—&ﬂmﬂwwmmwmﬁ

Les classifications moléculaire et biochimique donnent dans I'ensemble des ré-
sultats assez concordants. La classification par les nuées dynamiques permet de bien
répartir les genres sans établir les liens entre eux. Au niveau de la séparation des
genres, la valeur du pas n'est pas assez significatif pour faire une interprétation
phylétique a ce niveau. Par ces différentes classifications, nous avons pu d'une part,
rassembler certaines espéces qui avaient 6té séparées telles que B. bassiana et B.
Sulfurescens ; d'autre part, nous avons différencié des souches qui avaient été re-
groupées dans une méme espéce (ex: B. brongniartii et P. fumosoroseus ).

On observe une forte relation entre Nomuraea et Metarhizium, ce qui est 3 la
fois nouveau et surprenant, car nous I'avons vu, morphologiquement, la séparation
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entre les deux genres est tout & fait nette et rien n'a laissé prévoir cette relation.
Morphologiquement, N. rileyi est plus proche de Paecilomyces; la distinction entre les
deux genres est récente (Samson, 1974). On aurait pu s'attendre donc, a voir N. rileyi
phylétiquement plus proche de Paecilomyces ou méme de Beauveria (N. rileyi a été
identifiée comme B. rileyi (Farlow) Grosswald, 1939),

Les deux espéces de Paecilomyces étudiées apparaissent trés éloignées I'une de
l'autre. Dans le genre Paecilomyces comme dans le genre Beauveria, la différenciation
entre les espéces est généralement basée sur la forme et la couleur des conidies. Ces
deux espéces de Paecilomyces sont essentiellement distinguées par la couleur de leur
sporée ainsi que par la forme de leurs conidies. Aussi, une similitude morphologique
peut éventuellement masquer une diversité génetique et inversement. En effet, dans les
cas de Nomuraea-Metarhizium et P. farinosus -Verticillium , I'étroite relation
phylétique au niveau des ARNr ne se retrouve pas au niveau morphologique. Il en est de
méme pour les genres Microhilum et Beauveria : la souche de Microhilum étudiée
s'integre parfaitement dans I'ensemble des Beauveria, malgré une différenciation
morphologique bien marquée entre eux.

En général, a l'intérieur des genres, la répartition des espéces suivant les cri-
teres moléculaire et biochimique, est tout A fait en accord avec la classification mor-
pho-ontogénique. Par contre, entre les genres, les classifications que nous avons éta-
blies ne vérifient ni ne confirment la classification classique (cf Classification mor-
phologique). Ceci souligne la différence de finalité entre ces classifications.

C.Iv. Contribution & lidentification des espéces de position
gggigmgﬂgug inggr;ging

Lors de I'isolement d'un champignon & partir d'un insecte donné, une caracté-
risation microscopique détaillée n'est pas toujours effectuée. L'identification de ces
germes est parfois uniquement basée sur 'aspect macroscopique (symptéme, couleur)
et la forme des spores. Ces critéres sont parfois insuffisants et peuvent conduire a des
confusions. Nous avons eu en notre possession, quelques souches d'identification
douteuse. Les séquences d'ARNr et I'analyse des systdmes enzymatiques, ont permis de
les distinguer des souches types de I'espéce & laquelle elles avaient 6té assignées. Leur
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caractérisation morphologique a été réalisée par une observation microscopique des
structures sporiféres.

Les souches sont cultivées sur milieu Mait-agar en boite de Pétri, a 25°C et &
I'obscurité. Les observations sont effectuées aprés 15 jours de culture. La liste des
souches est donné dans le tableau 39.

C.IV.1. Descriptions morphologiques

Pfr 63 : Colonie cotoneuse, de couleur violacée avec un revers rougeatre. Les
conidiophores en pinceaux, sont trés peu différenciés et non pigmentés. Les phialides
(en groupe de 8), de 8-10 um de long, possadent une partie basale trés peu renflée se
prolongeant par un col bien distinct, long et fin, Les conidies sont lemoniforme de 3 x
2 um (figure 39a). Cette souche a été distinguée dés le départ des autres souches de P.
fumosoroseus (groupe ou elle avait été assignée), par le fait qu'elle ait été isolée d’'un
coléoptére, qui n'est pas un héte connu de cette espéce,

Cette souche est trés proche dePaecilomyces marquandii par les conidiophores
trés peu différenciés et non pigmentés, mais d'un autre coté, elle est plus proche de P,
lilacinus par la couleur des colonies et celle du revers. Nous n'avons pu trancher
entre ces 2 espéces.

Pl : Colonie duveteuse blanche avec un revers incolore: la colonie devient léga-
rement violacée avec le temps. Absence de conidiophore dans les conditions de
l'observation. Les phialides sont majoritairement solitaires ou en groupe de 2 & 5, de
9-12 um de long sur 2 um de large. Elles sont constituées d'une partie basale renflée
se prolongeant par un col long et fin. Les conidies sont lemoniformes de 2,5-3 x1,5-
2 um (figure 39b).

Cette souche est trés proche de Paecilomyces marquandii sauf pour son revers
incolore qui est rougeatre chez P.marquandii. Par ce caractére, elle se rapprocherait
de P.lilacinus. Mais le fait de n'avoir pu observer de conidiophores ne nous permet pas
de trancher entre ces 2 espéces.
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Les 2 espéces P. lilacinus et P. marquandii sont souvent confondues entre elles.
Jusqu'a ce jour, cependant aucune souche de P, marquandii n'a été recensée comme
entomepathogéne.

Pfr 52 ; Colonie duveteuse gris rose. Deux types de phialides sont observées:

1) trés allongées et trés fines, en majorité solitaires.

2) plus typiques de Paecilomyces avec une partie basale renflée et un col bien
distinct, en groupe de 2 & 3. Aucun verticille n'a &té observé. Dans les deux cas, les
conidies sont fusiformes de 4-7 x 1- 1,5 um : elles sporulent en longues chaines tras
solides (figure 39c).

Pfr52 est une souche de Paecilomyces javanicus (suivant la description de
Samson, 1974).

Pfr 38 : Colonie duveteuse blanche. On note la présence de deux types de phia-
lides:

1) des phialides portées par des pinceaux de conidiophores, renflées dans leur
partie basale qui se prolonge par un col distinct, long et fin.

2) des phialides solitaires ou en groupes de 4, trés longues(12-20 pm) et eof-
filées.

Les conidies sont elliptiques, avec une extrémité basale ressérée de 2-3,5x1,5
um. Eiles sporulent en chaines trés courtes (figure 40a).

Cette souche est proche de Paecilomyces farinosus par la forme et la taille des
spores ainsi que la couleur de la colonie, mais est différente par la taille et la forme
des phialides qui se rapprocheraient un peu plus de celles de P. fumosoroseus. Cette
souche serait une forme intermédiaire entre les 2 espaces.

B73_: Colonie duveteuse blanche au départ, devient grise et poudreuse avec le
temps. Les conidiophores en pinceau, portent des groupes de 3 a 4 phialides. Les
phialides sont assez trapues (7-10 x 2 um), avec une partie basale renflée se pro-
longeant par un col long et fin. Ces phialides sont groupées de maniére assez serrée.
Les conidies sont fusiformes (4-6 x 1,5-2 um), hyalines et sporulent en chaine
(figure 40b).

Cette souche appartient au genre Paecilomyces. Elle est trés proche de P. java-
nicus par la forme des spores mais est différente par la forme des phialides.



136

gooAwo] 10an4 2p s2v3dsa sanbyanb ap anbruadojuo-oydiom uorjesryTsSse) :8¥aandig

ripuvnbapu* g

wit z-g*yxgy-g:sapyletyd wl £-G'zxg-6*Lisapi|eyyd "

wr 2*z-ZXg-Gg'Z:sajppuod wrl 2zZ-2XG'E-£ISaypLuod
4ie12 aadunod ajuojod
SguLiojLsny SBHUIOJLSNY

3ouoy aadanod arucjad
auly Loaed g

sutedy sasoydoipluod s3juawbid saapydojpluod

anoiuvpapl g snagodosounf 4 ~
wrt O.NINK—;Icummﬁw—n:_Q wrl Nlﬁxﬂlh_m"mmﬁw—u—:ﬁ Q:QQ:.—LFH._.&
wrl s*[-p*IxXp*L~G:iSapjuod Nl 2-[Xp-CiPLUOI g .
awxAd ¢ 3youejq astuojod 8504 ajuo|od wrl 6°2-2°1XG1-§ *sapy(epyd

AWRJD P Aydue|q ILuo|od

SRR SOIB g sanbpapup|£3 sajpjuod g sa|eprosdy||a saLptuod

awaoysny g

alepyosdpya
‘aaduanod sappiuod ap an

P)d2A spewef aspab®awguad
a’0.4'ayzueq SaLpruod 3p 231

$3310uUa4)J1p sadoydopppuod ans aplieiyd

SNOSeowIay |

sdasfpao) sadiuoae|e)
e[Latqnado) ;aydaowog (1 a4je|d ANILNOI IAINR sRweidossAg :aydaowop| gt
no aysue|q atuojod *sayjpydosaw sadpdsa se| tydouayy 33 saprydosgw sasadsa

BIP|OLARS] UOL}IAS s32AW0] | 2304 U0}}29§




137

Figure 41: Les souches recaractérisées
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Pour référence, nous donnons dans le figure 42, la description des types de

souches de Paecilomyces qui nous intéressent (selon les descriptions de Samson
1974).

B96_ : Colonie duveteuse blanche. Les cellules conidiogénes sont attachées 2
I'extrémité de branches latérales ou naissent directement de I'hyphe végétative. Ces
celluies sont a croissance sympodiale. On n'observe pas de rachis en zig-zag. Les den-
ticules sont en nombre trés limité. Les spores sont elliptiques (3-5,5 x 1-1,5 um),
hyalines, unicellulaires, avec un apex arrondi et une base tronquée par un hilum
(figure 40c).

Cette souche posséde les mémes cractéristiques que la souche B95 qui appartient
a I'espéce Microhilum oncoperae (suivant description de Yip et Rath, 1989).

Pt : Colonie duveteuse blanche. Les cellules conidiogénes, solitaires, sont longues
et fines, avec une partie basale renflée. Elles sont & croissance sympodiale , ne posséde
pas de rachis bien géniculé. Les conidies hyalines sont de forme globuleuse et irrégu-
liere (figure 41a).

Cette souche appartient sans nul doute au genre Beauveria ; elle est trds proche
de B.bassiana par la forme des spores mais se rapproche de B. brongniartii par
I'aspect général des cellules conidiogénes.

B¢ : Colonie duveteuse blanche avec un revers incolore. Les cellules conidiogénes
sont assez trapues ou longues et fines, solitaires ou groupées de maniére éparse. Elles
possedent une croissance sympodiale et un rachis géniculé bien marqué. Les conidies
hyalines, sont elliptiques avec une partie basale pincée (2-4 x 1,5 um) (figure 41b).

Pc est une souche de Beauveria brongniartii (suivant la description de de Hoog).

B41 : Colonie duveteuse blanche. Les phialides en majorité solitaires, sont trés
fines et allongées ( 9-30 um de long). Elles sont parfois en verticille. Les conidies
sont hyalines, unicellulaires, de forme cylindrique et en téte (figure 41c).

B41 est une souche de Verticillium lecanii (suivant la description de Gams).
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YC26 : Colonie trés humide de couleur orange. Les phialides, solitaires, naissent
directement de I'nyphe végétative. Elles sont trés longues (16-40 um) et d'aspect
fragile. Les conidies, cylindriques(3-5,5 x 0,8-1,2 um), hyalines et unicellulaires
(figure 41d), sporulent en téte

VC26 est une souche d'Acremonium strictum (suivant description de Gams)

C.IV.2. Systématique des souches recaractérisées

La figure 43 représente les séquences nucléotidiques des souches que nous ve-
nons de caractériser. Leur positionnement systématique par rapport aux genres et
espéces étudiés, a été estimé par la méthode du NEIGHBOR-JOINING (figure 44) pour
les séquences d'acides nucléiques et par l'analyse issue des nuées dynamiques et
'TUPGMA pour les systdmes enzymatiques(figures 45 et 46).Les deux méthodes don-
nent des résultats concordants. Dans cette analyse, nous employons uniquement le
NEIGHBOR-JOINING pour traiter nos séquences, car il est impossible d'étudier un
nombre de groupes aussi important par le programme FITCH.

a - Analyse par la méthode du NEIGHBOR-JOINING

Notons tout d'abord que lintroduction des souches nouvellement caractéri-
sées(figure 44), parmi I'ensemble de nos groupes, modifie plus ou moins 'allure des
embranchements au niveau des distances tras faibles (cas de Beaﬁven‘a ); cette in-
troduction augmente le bruit de fond dii aux incertitudes de la méthode. Par I'analyse
d'autant de groupes, nous approchons la limite de la méthode.

Pc et Pt s'intégrent dans l'ensemble des Beauveria., Pt est trés proche de
B.bassiana. Pc, identifiée comme B. brongniartii, est trds distante des autres groupes
de cette espéce. B96 est étroitement liée au groupe 1 des B. brongniartii. Elle apparait
relativement éloignée de la souche type de M. oncoperae.

B73 s'intégre aussi parfaitement & I'ensemble des Beauveria, alors que mor-
phologiquement, elle ne posséde rien de commun avec ce genre.

P. javanicus est aussi phylétiquement trds proche de toutes les gspéeces de
Beauveria.
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Les deux souches B73 et Pfr52 (P, javanicus), sont trés éloignées des autres
groupes et espéces de Paecilomyces. Ceci souligne tout & fait I'éclatement de ce genre.

La souche Pfr38 “intermédiaire” est phylétiquement distincte des deux espéces
P. farinosus et P. fumosoroseus , mais se rapproche quand méme plus de P. farinosus
que de P. fumosoroseus.

Quant aux souches Pl et Pfr63, dont nous n'avons pu trancher sur
Iidendification, elles sont trés liées I'une A I'autre tout en étant trés éloignées de
toutes les autres Paecilomyces.

B41 (Verticillium ) est trés proche de Beauveria et VC26 (Acremonium )se
distingue phylétiquement de tous les autres genres.

b- Analyse par les isoenzymes

La classification par les nuées dynamique (figure 45), ainsi que par UPGMA
(figure 46) confirment I'éclatement du genre Paecilomyces. Par les nuées dyna-
miques, on retrouve effectivement Pt et Pc (Beauveria ) au sein des Beauveria : ce-
pendant, 'UPGMA les en séparent totalement.Par cette méthode d'ailleurs, les espaces
B. velata et B.sulfurescens sont aussi tras éloignées des autres espéces de Beauveria.
La souche d'Acremonium (VC26) s'intégre parmi les V. lecanii , alors que I'UPGMA la
distingue totalement de tous les autres genres (comme par les séquences). La souche
B41 (Verticillium ), apparait relativement trés proche de Beauveria par les deux
méthodes.



D. POSITIONNEMENT DES HYPHOMYCETES
ENTOMOPATHOGENES PAR RAPPORT A
DES SOUCHES DONT LA FORME SEXUEE
EST CONNUE
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On posséde trés peu d'informations sur les formes sexuées des champignons en-
tomopathogénes; quand ces formes existent, on les trouve essentiellement sur I'héte,
mais jamais en culture pure . En prenant F. oxysporum comme espece extérieure,
nous nous sommes rendu compte que cette souche phytopathogéne est phylétiquement
trés proche des souches entomopathogénes malgré leurs trés nettes différences maor-
phologique et parasitaire. A partir de cette observation, nous avons entrepris de po-
sitionner nos souches par rapport a des formes parfaites ou imparfaites de souches
sexuees; ceci dans le but de chercher dans quelle classe éventuelle nous pourrons
trouver la forme parfaite des différents genres étudiés. Dans un méme temps, nous
avons voulu comparer, d'une part, V. lecanii avec un Verticiflium  phytopathogéne,
d'autre part, une souche de Penicillium citrinum isolée de moustique avec un
Penicillium implicatum (isolé du sol et non entomopathogéne).

8 souches non entomopathogénes et 5 souches entomopathogénes ont été choisies
(tableau 40). L'analyse phyléetique (figure 46) a été entreprise par la méthode de
Fitch, a partir de la matrice de distances (tableau 41) .Les séquences sont représen-
tées figure 47,

Les souches entomopathogénes forment un ensemble homogéne, & I'exception
deP.citrinum qui est phylétiquement trés proche de P.implicatum. Verticillium le-
canii est par contre trés distante du V. dahliae ; cette souche a d'ailleurs 61é choisie
comme espéce extérieure, car elle est trés éloignée des autres souches. Maligré leur
homogénéité, les souches entomopathogenes n'apparaissent pas trés distantes des
souches séxuees, en particulier de N. haematococea . |l est evident que la forme sexuée
de nos souches (si elle existait), appartiendrait aux Ascomycétes (Pyrénomycates)
d'ailleurs, la forme parfaite de Paecilomyces est connue comme appartenant aux
Cordyceps et aux Torrubiella (cf. descriptions des souches), qui sont toutes des
Pyrénomycétes. Malheureusement, nous n'avons pas eu de séquences ou de souches de

1

ces deux genres pour pouvoir bien positionner les nétres; il nous aurait fallu en outre,
élargir le nombre de formes parfaites étudiées ; ce que nous n'avons pu faire.
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Nous avons essayé de concilier, les classifications moléculaire, biochimique et
morpho-ontogénique de quelques genres et espéces d’hyphomycétes entomopathogénes.
Ces trois classifications s'avarent complémentaires entre elles;.les critdres utilisés
sont intéressants a retenir pour une caractérisation fine des souches. Cette étude a pu
fournir des réponses aux questions que nous nous sommes posees au départ tout en nous
en imposant d'autres. En effet, les critéres moléculaire et biochimique ont fait éclater
des groupes et ont permis de définir des individus indifférenciables morphologique-
ment : tels les cas des souches de P. fumosoroseus , de B. brongniartii et M. anisopliae.
D'autre part, ils ont fait rassembler des groupes ou des individus morphologiquement
ou physiologiquement séparés : tels N.rileyi et Metarhizium ou B. suffurescens et B.
bassiana ou Microhilum et Beauveria.
Cette étude a permis de définir deux grands ensembles :
- 'ensemble des espéces de Metarhizium et de N. rileyi
- 'ensemble de tous les autres genres et espéces.

Les genresTolypocladium et Paecilomyces, paraissent phylétiquement trés
éclatés, si on les compare aux genres Beauveria et Metarhizium. Nous pensons que les
deux especes de Tolypocladium n'appartiennent certainement pas au méme genre. Pour
le cas de Paecilomyces, nous en discuterons plus loin.

Les résultats montrent I'unicité phylétique des especes: B. bassiana, T.
¢ylindrosporum, P. farinosus et N. rileyi,

Mais & l'intérieur d'une espéce donnée, il peut aussi exister une certaine hé-
térogénéité. Au sein de M. anisopliae, cette variabilité concorde avec une variabilité
pathologique ou physiologique. Les différences nucléotidiques observées entre les
groupes eétablis, sont dans I'intervalle compris entre 2 4 30 nucléotides. Par contre,
dans les espdces P. fumosoroseus et B. brongniartii, les variations entre les groupes
sont moins importantes (10 nucléotides au maximum); l'existence de ces groupes n'est
marquée par aucune distinction morphologique, parasitaire ou physiologique. Par
ailleurs, les 2 espéces de Metarhizium qui sont morphologiquement bien distinguées,
sont séparées l'une de l'autre par une vingtaine de nucléotides. Il y a donc, autant de
différences entre ces 2 espéces bien définies qu'entre les groupes de M. anisoplige.
Notons aussi que dans le genre Beauveria, les différences entre les groupes deB. bron-
gniartii sont du méme ordre qu'entre ces groupes et les autres espéces de Beauveria
(B. velata-B. brongniartii ou B. bassiana-B. brongniartii).

Devant ces observations, le probléme de la délimitation des espéces chez ces
organismes se pose. En ce qui concerne les critdres moléculaires, il faudra définir la
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valeur et la signification de chaque variation: dans quelle mesure une variation est
importants ou non; combien de nucléotides différents au minimum ou au maximum,
peut-on accepter pour conclure & la proximité, a l'identité ou a I'éloignement de deux
individus, de deux espéces ou de deux genres.

La taxonomie des organismes dépourvus de reproduction sexuée n'est pas aisée.
Cependant, il est impératif que les notions de variétés, d'espéces et de genres soient
bien clarifiées et stabilisées chez ces organismes. En particulier pour les germes a
interét industriel ou agronomique, les noms des espéces et des genres doivent &tre bien
standardisés, afin d'éviter toute confusion. Il faut donc déterminer les critéres de base
de distinction des différents regroupements. Pour cela, il est indispensable de con-
naitre ou de définir les champs d'application et les limites des critéres choisis. A
partir des données acquises par les trois critéres que nous avons utilisés, nous allons
tenter d'apporter des ébauches de solutions.

T _— Metarhizi

L'etude des séquences d'’ARNr est une bonne technique de taxonomie moléculaire,
dont la fiabilité n'est plus & démontrer. La classification moléculaire prétend établir
une phylogénie, probablement trés proche de la réalité.

Selon ce critére le genre Metarhizium constitue un ensemble relativement

homogéne. Cette étude a permis de confirmer :

- la séparation des deux espéces M. flavoviride et M. anisopliae

- les résultats obtenus par les analyses du polymorphisme des isoen-
zymes (Riba et al. 1986a,1987), & savoir que dans I'espéce M.anisopliae, on peut
definir des "sous-populations qui ne sont pas tout & fait hermétiques": on a pu ainsi
regrouper toutes les souches de var.major dans un unique groupe et montrer que les
souches en provenance du Brésil forment un ensemble 2 pan.

Par ailleurs, on a mis aussi en évidence, la divergence de souches physiologi-
quement et géographiquement différentes. Ces souches apparaissent aussi éloignées
(voire d'avantage) du groupe des anisopliae que ne l'est le groupe des major de ces
derniers. Logiquement si on accepte la réelle existence des deux variétés, il faut con-
sidérer cette population Néo-Zélandaise comme étant une autre variété. Dans ce cas,
l'espéce M. flavoviride est aussi une variété.
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D'autre part, dans la méme logique de raisonnement, si on accepte I'existence
des deux espéces, alors, étant donné les différences moléculaires observées, la popu-
lation Néo Zélandaise peut étre prise comme une nouvelle espéce; ainsi, chacune des
deux variétés aura également valeur d'espéce.

Les regroupements de la classification moléculaire sont tout a fait confirmés
par ceux issus de I'analyse des isoenzymes. Nous avons donc, déja, deux critéres con-
cordants; ce qui nous permet de conclure & la réalité phylétique et biologique des dif-
férents groupes établis. Chacun des ensembles de groupes posséde des particularités.
Cependant ces particularités ne sont pas basées sur un seul critére morphologique,
pathologique ou physiologique. En considérant que ces trois critéres soient complé-
mentaires des critéres moléculaire et biochimique, nous pouvons créer trois nouvelles
espéces :

- une espéce formée par I'ensemble des souches avec de grandes conidies
elliptiques (anciennement var. major)

- une espece composée des souches 2 petites conidies elliptiques
(var.anisopliae )

- et enfin une espéce constituée par des souches 2 optimum thermique de
croissance de 20°C (souches Néo Zélandaises, de var.anisoplige aussi).

Cette option (création d'espace) est la plus satisfaisante car les distances gé-
nétiques entre les groupes nous semblent trop importantes (20 / 476 nucléotides)
pour definir des variétés. A partir de cet exemple, nous allons voir si ces hypothéses
sont transposables & d'autres genres. Pourrions-nous alors, enfin, mettre une valeur
"seuil" aux distances moléculaires qui séparent les différents types de regroupement?

E.ll. Délimitation des espéces du genre Beayveria

Dans ce genre, les différences entre les groupes sont moins nombreuses que
dans celui de Metarhizium. Cependant, on constate une situation analogue: il y a
presque autant de différences & l'intérieur d'une espéce (B. brongniartii qu'entre les
especes. Faut-il alors créer autant d'espéces que de groupes ? Si nous acceptons la
réalité des espéces B. bassiana, B. velata et B. brongniartii, il faudra faire de chacun
des groupes de B. brongniarti des espéces En examinant plus précisément les diffé-
rences entres les groupes et espéces de Beauveria, on note que pour les espéces, en-
viron 12 nucléotides sur 476 les séparent et pour les groupes, 2 A 8. Est-ce que le
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rapport de 8 nucléotides sur 476 est significativement différent de 12 sur 4767 En
fait pour trancher, il faut se baser sur les autres critéres. Suivant les critéres bio-
chimiques, les souches de B. brongniartii forment un ensemble trés homogéne. Ces
groupes ne sont pas différenciables entre eux, par aucun critére morphologique ou
physiologique, contrairement au genre Metarhizium. Par contre ils peuvent étre dif-
férenciés par leur pathogénie, puisque I'on a pu mettre dans un méme groupe, toutes
les souches isolées de M. melolontha.

Au vu de ces constatations, on peut affirmer que tous les groupes deB. bron-
gniartii, établis par les critéres moléculaires, appartiennent tous a la méme espéce.
Quant & la souche de B. sulfurescens, nous pensons qu'elle correspondrait & une variété
de B. bassiana , indistinguable de celle-ci par les critéres moléculaires.

E.ll. Dé¢limitation des espaces du genre Paecilomyces

Ce genre est trés éclaté. Les critéres moléculaire et biochimique le prou-
vent. Les distances génétiques entre les espéces sont énormes (30 nucléotides sur
476). Si on se basait uniquement sur le seul critdre moléculaire, il n'y aurait aucun
doute sur la non appartenance de P. fumosoroseus et P. farinosus au méme genre; il
en serait de méme des autres espéces (voir systématique des nouvelles souches). Mais
il ne serait pas correct de tirer rapidement une telle conclusion. Comme nous l'avons
déja laissé entrevoir pour les deux précédents genres, pour affirmer l'existence d'un
regroupement (variété ou espéce), il est nécessaire que tous les critéres utilisés se
confortent. Ainsi dans ce genre, nous gardons la systématique actuelle car morphoio-
giquement, ces espéces possédent des caractéres bien définis et bien distincts qui les
regroupent dans le méme genre. Par ailleurs, le groupe 6 appartient sans nul doute 3
I'espéce P. fumosoroseus, car il n'est pas morphologiquement différenciable des
souches de cette espéce.

A partir des 3 exemples que nous venons d'aborder, nous avons pu éclaircir
quelque peu les notions de variété et d'espéce . En résumé :
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- 'espéce regroupe des individus possédant des caractéres mor-
phologiques et physiologiques majeurs et identiques, appuyés par des liens phylétiques
étroits. L'existence de ces groupes, ainsi que les liens qui les unissent, doivent &tre
confirmés par plusieurs critéres différents.

- les individus, & lintérieur d'une espece, peuvent présenter des
variations individuelles qui paraissent mineures mais sont discriminantes. Quand un
ensemble d'individus se distinguent ainsi, on parlera de variéts. Les distances phylé-
tiques entre les variétés sont tras faibles, voire nulles.

En se basant sur ces trois exemples, nous avons pu rapprocher des genres dont
les caracteres morphologiques distinctifs sont bien définis: tels sont les cas de
Metarhizium et Nomuraea , ainsi que de Microhilum et Beauveria . Les distances
entre ces genres ne sont pas plus grandes qu'entre les espéces d'un méme genre. Ces
proximités phylétiques ne sont pas toujours justifiables morphologiquement (cf.
classification morphologique).

Nos résultats montrent une complémentarité certaine entre les différentes
classifications. lls prouvent que ces classifications n'ont pas les mémes champs
d'application :

- la classification morphologique n'est pas totalement dénuée de valeur;
elle essaie de regrouper des souches suivant des caractdres précis sans pour autant
chercher & établir leurs liens phylétiques. Les critares morphologiques servent es-
sentiellement a identifier et caractériser les souches.

- la classification biochimique par I'analyse des isoenzymes permet de
caractériser des souches avec une valeur taxonomique certaine

- la ciassification moléculaire établit les " liens phylétiques” entre les
groupes , mais ces critéres ne peuvent pas servir A déterminer ou caractériser les
souches. '

Cette complémentarité affirmée ci-dessus , conjuguée avec la convergence des
résultats obtenus, nous permet de conclure A lidentité, & la proximité ou a
I'éloignement entre deux individus, deux espéces ou deux genres. C'est ainsi par
exemple, que nous pouvons infirmer I'appartenance de Toplypocladium au genre
Beauveria et que nous pouvons déduire que les deux espéces de Toplypocladium étu-
diées ne sont certainement pas du méme genre.
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Dans cette étude, nous montrons qus, quand les distances entre les groupes sont
assez grandes pour surmonter le bruit de fond ( cas de Metarhizium ), leurs relations
phylétiques sont plus précises et plus fiables. Par contre, quand ces distances sont
trop faibles, elles sont confondues avec le bruit de fond (cas de Beauveria )et ne
permettent pas ainsi d'apprécier correctement les relations entre les groupes. De nos
données, nous ne pouvions pas déterminer des valeurs "seuils” des distances entre les
différents regroupements ; nous pouvons néanmoins affirmer qu'il nous avait fallu au
moins 20 & 30 nucléotides sur 476, pour nous permettre de faire ressortir des va-
leurs significatives au dessus du bruit de fond.

Les liens phylétiques entre les genres, entre les espéces ou entre les individus
ne sont pas toujours ceux que I'on espérait (en référence a la classification morpho-
logique classique); cependant :

- Beaucoup d'électromorphes sont communs aux différents genres; ce qui nous
permet d'affirmer qu'un lien trés fort existe entre les genres d'hyphomycétes en-
tomopathogeénes. Par contre, au niveau de I'espéce, aucun électromorphe ne s'est avéré
spécifique.

- Les distances génétiques entre les genres, que nous avons obtenues, sont re-
lativement faibles car elles peuvent étre parfois du méme ordre de grandeur que celles
obtenues entre deux espéces. Ceci témoigne de I'étroitesse des relations phylétiques
entre ces différents genres.

Nous avons vu par ailleurs, que malgré la spécificité parasitaire de ces hy-
phomycétes, ils ne sont pas trds éloignés des espaces non entomopathogénes.
Malheureusement, la comparaison qui a été faite ne repose que sur les séquences d’
ARNr; il aurait fallu comparer des zymogrammes pour voir si ces deux types
d’hyphomycétes peuvent avoir des électromorphes en communs.

Cette étude a permis de comprendre et de mettre en évidence les relations
phylétiques entre quelques genres et espéces d’hyphomycates entomopathogénes. Avec
les séquences d’ARNr 28S, nous avons un indicateur performant pour étudier les liens
entre les différents genres. Cependant cette technique s’avére limitant quand il s’agit
d'étudier des groupes trés proches; les distances obtenues sont alors trop faibles et
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donnent des liens plus ou moins ambigus. Dans ce cas, I'étude des longueurs des
fragments de restriction serait plus discriminante.

Notre attention est aussi portée sur les échantillons analysés. Dans cette ana-
lyse, quoique le nombre de souches étudises ait été grand, il apparait encore insuffi-
sant et trés différent selon I'espéce considérée: en effet, & I'intérieur de chaque genre,
les espéces étudiées sont trop peu nombreuses. En plus, pour une espéce donnée, on n'a
parfois qu'une souche ou deux; on peut se demander alors si elles sont réellement
représentatives de I'espace. il aurait fallu se procurer d'autres souches, d'autres
espéces. Et en particulier, dans les genres Paecilomyces, Verticillium, il nous aurait
fallu des espéces pathogénes de plantes pour pouvoir bien positionner les souches en-
tomopathogénes Etant donné le nombre restreint d'espéces non entomopathogénes
analysées, la comparaison qui a été faite ne nous apporte pas, hélas, d'information
concluante .

Malgré cela, cette étude a apporté une contribution a la connaissance de la va-
riabilité génétique et de la parenté des espéces fongiques utilisées en lutte biolo-
gique.Elle nous a permis de tester des critéres en vue de la caractérisation fine des
génomes Ceci est une étape indispensable pour I'amélioration de ces germes. Dans un
second temps, nous avons essayé, 3 partir de nos résultats et des différents criteres &
notre disposition, de bien définir les notions d’espéce ou de genre de ces organismes
dépourvus de forme séxuée; ce qui nous n'a pas été possible. Car avant de poser de
telles définitions, il est important d’élaborer une terminologie- précise et universelle
pour denomer les différentes hiérarchies de classification de ces organismes, qui
quoique l'on pense, existent: il est aussi indispensable de les classer pour pouvoir
mieux les identifier et les caractériser.



ANNEXE 1

ZYMOGRAMMES DES DIFFERENTES SOUCHES I
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FiguretaZymogrammes des souches de Beauveria
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Figuretb: Zymogrammes des souches de Beauveria
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Figure2a: Zymogrammes des souches de Metarhizium




160

T Estérases
—23 —_25

__2
1 .19_2120 _26 22:25 _gg 1910 _.19 - 6-25—25—26—2
- — T s ey —t
— 20==0z .27 23 18 =) . 28 -28 — —23 -23
Mf Mal39 MaS7 MA1S2Ma 91 Mal97 Mal75 A Mai80 Ma5 Mal104 Ma178 Ma253Ma23 Ma76
Mat?7
Mai 81

A :Mal5, Ma29 , Ma38, MaS1, Ma66, Ma73, Mas5

cm
GoT

1 o=y oeemy eeemi =——7 p—f @—7

Mf Ma253 Mal73 Mais52 A Ma97 Ma23
Ma%1 Maist Ma7é
Mal139

A:Mal5, Ma38, Ma29, Ma51,Ma66, Ma73, Ma95 ,Ma5, Ma104, Ma180

em
2
—3
3 — 4 4 a
Mf A Ma%1 Ma23 B
A:MAS, Ma17,Ma66 ,Mal139,Ma97,Ma104 Ma178 Mal180,Mal 97 ,Ma152
Mal75,Ma181 Ma253
B : Ma15, Ma38, Mi51 , Ma29, Ma73, Ma9s
e XDH
z
3
1 —t [Ei =1
—2
Mf Mal73 MaS1 A Maz23

Ma1 97 Maigs  Ma29

Ma253 Mai3 Ma38
Ma73
Ma93

A :Ma76, Ma91, MaS, Mal7, Ma97,Ma152, Ma180, Ma181,Ma104 Ma178

Figure 2b : Zymogrammes des souches de Metarhizium



161

cm
l _1
A Ma23 Mal7 B
A:Mf, Ma197, Ma180, Ma175, Ma253, Ma181 ,Mal04, Ma97
Ma1352, Ma178, Ma5, Ma91
B : MaS1 Ma6é, Ma29, Ma9s, Ma3g, Mai5
Figure2c : Zymogrammes des souches de Metarhizium
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Figure 4:Zymogrammes des souches de Tolypocladium Nomuraea Microhilium
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ANNEXE IT

DONNEES ENZYMATIQUES

MATRICE DE DISTANCES DE L'ANALYSE BIOCHIMIQUE J
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ANNEXE IIT

PROTOCOLES, MILIEUX, SOLUTIONS ET TAMPONS
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Protocole1
Extraction d’ARN

1) Remplir au tiers un tube Eppendorf de 2,2 mi avec du mycélium lyophilisé (ou congelé)
et broyé dans un mortier)

2) Ajouter 900 ul de tampon d'extraction (TE) et mélanger
3) Ajouter 900 ul de phénol chloroforme

4) Mélanger énergiquement

5) Centrifuger 15 min a 10 000 tom et & 2°C

6) Récupérer la phase aqueuse

7) Ajouter 300 ul de phénol chloroforme

8) Mélanger

9) Centrifuger 15 min 4 10 000 tpm et a 2°C

10) Recommencer avec 700 pl de phénol-chloroforme

11) Rajouter 70 ul NaCl 3M a ia phase aqueuse, puis 1400 ul d'éthanol. Agiter
12) Mettre 15 min dans la glace

13) Laisser 2 h & -20°C

14) Centrifuger 15 min a 10 000 tom et & 2°C

15) Resuspendre le culot dans 400 ul Tris 10 mM pH 7.4

Purification

16) Rajouter 1200 ul de LiCl 4M et laisser une nuit 3 20°C

17) Centrifuger 15 min a 10 000 tpm et & 2°C

18) Eliminer le surnageant et laver le culot avec 400 ul de LiCl 2M
19) Centrifuger 15 min & 10 000 tpm et & 2°C

20) Resuspendre le culot dans 250 ui de Tris 10 mM
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Protocole 1(suite)
Dosage des ARN

21) Regrouper les deux suspensions dans un seul tube

22) Préparer une solution diluée 100 fois

23) Faire un spectre d'absorption entre 200-320 A

24) Lire la DO & 260 A et déduire la concentration d'ARN (1unité DO=40 ug ARN/mI)
25) Précipiter & I'éthanol: 50 ul NaCl 3M et 1500 ul aleool

26) Laisser 2 h 4 -20°C

27) Centrifuger 15 mn & 10 000 tpm et & 2°C

28) Sécher le culot

29) Resuspendre dans le tampon Tris 10 mM pour avoir une concentration finale de 4 ng/ul

Tampon d’extraction

NaCl 150 mM
Tris pH 7,4 50 mM
EDTA 5 mM
SDS 5%

Mélange Phénol-Chloroforme

Phénol 50 mi
Chloroforme 50 ml
Alcool isoamylique 1 mi
8 Hydroxyquinoléine 100 mi

B mercaptoéthanol 200 mi
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Protocole 2
Mini extraction d’ADN de champignon

1) Remplir au tiers un tube Eppendorf de 2,2 ml avec du myceélium lyophilisé (ou congelé)
et broyé dans un mortier)

2) Ajouter 1 mi de tampon (EDTA 50 mM, SDS 0,2%, pH 8,5).bien mélanger avec une tige
de verre et passer au vortex légérement

3) Incuber 15 min & 70°C
4) Centrifuger 15 min & 13000 tpm
5) Récupérer le surnageant

6) Ajouter 100 ml d'Acétate de potassium 5M bien mélanger le tout etaisser précipiter
pendant 30 min dans la glace

7) Centrifuger 15min & 10 000 tpm et prélever le surnageant

8) Ajouter 800 ul de phénol-chloroforme isoamylique (48-48-4) saturé avec du Tris
10mM pH7,5, vortexer et centrifuger 10 min 4 10 000 tpm & température ambiante

9) Prélever le surnageant

10) Ajouter 800 pul de phénol-chloroforme isoamylique (48-48-4) saturé avec du Tris
10 mM pH7,5, vortexer et centrifuger 10 min & 10 000 tom & température ambiante

11) Ajouter 800 ul de chloroforme alcool isoamylique (48-2) vortexer et centrifuger
2 min a 10 000 tpm

12) Prélever le surnageant et ajouter 1 mi d'éthanol, agiter et centrifuger 15 min 3
13000 tpm

13) Laver le culot & I'alcool 70% (1,5 mi)

14) Centrifuger 15 min & 13 000 tpm et éliminer le surnageant

15) Laver le culot a I'alcool 70° (1,5 ml)

16) Centrifuger 15 min a 13 000 tpm et &liminer le surnageant

17) Secher le culot & la SPEED VAC (10') et resuspendre dans 100 ul de Tris EDTA
18) Mettre 10 ul de RNase (10 mg/ml) et incuber 30 min & 37°C

19) Conserver & 4°C ou congeler
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Protocole 3
SEQUENCAGE d' ARNr par ELONGATION d'une amorce

pour 5 réactions c'est & dire 1 ARN
HYBRIDATION

Mélanger I'ARNTr et 'amorce en force ionique nutle :
Mettre ~ 80 000 coups damome kinasé {(~15up)

Sécher et rajouter I'ezy et 'ARN
-Ho0 : 50u
-ARN total (4pgi) 8,0
11,0

Chauffer Smn & 5§5° et rzjouter dans le méme tuhe 2,5 pl de tampon de transcriptase reverse (BRL 5X)

Chautfer Smn & 55° et laissar rafraidir lentement jusqu'a 35° (18mn) (sortir le bloc du bain-marie & sec)

PREPARER LES TUEES DE SEQUENCES : Prendre 15 ul de chacune des sclutio ns
meares et les mettre dans leur tube correspendant c'est 4 dire de la méme couleur

Reprendre le tube d'hybridation et rajouter

-Actinemycine (1mg/ml) - 30
-Tampon de transcriptase reverse (BRLSX) : 25l
-Transcriptase reverse 3.0u

26,0
ELONGATION & 0°: Rajouter Sil du mélange précédent dans chacun des tubes de sequence

30mn a7°
CHASSE :15mnaare

HYDROLYSE ALCALINE : précipiter 4 I'alcool -

par tube -NaCl 2,5M 3
- EICH froid 75
2h. & -20°, centrifuger 20 mn et sécher le culot,
Reprendre dans 60ul de NaQOH 0,3N 15h 3 37°
Neutralisation ; - Acide acétique 8ul
-Acétate de NapH 7,5 (2M) 25 ul
-H20 50u
Précipitation alcoolique : - Ethanol 450 pul

2h a -20°, centrifuger 20mn, enlever le sumageant et rajouter 200ul d'alco
70%, centrifuger, bien sécher le culot et le reprendre dans 2ul d'HO

BIEN MELANGER
+ 2ul de Mix blue
Dénaturar 3mn & 90° (tubes cuverts) et mettre dans la glace avant de déposer sur le gel
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PREPARATION DES TUBES DE SEQUENCES

dX s : Solution meére de déoxynucléotides

80l de dC (1mM)
&80 i de dA (ImM)
80wl de dT (ImM)
80 1t de dG (ImM)
320 1 d'H>0
640 (U

Concentration finale de chacun des déoxy. = 125uM dans la solution mére

Tubes de sequences
ddC/dC =5 ddA/dA=5 ddT/dT=5 ddG/dG=5

Solutions meéres pour 20ARN

Tube C Tube A Tube T Tube G
Jaune Vert Rouge Blanc
ddC (1 mM) 80wl - s :
ddA (1 mM) - 80 i - =
ddT (1 mM) - - LT -
ddG (1 mM) - - = 80 pl
dXs(A+T+G+C) 160 ul 160 pl 160 Wl 160wl
(Solution mére)
Tampon BRL 5X 60 pl T 60 ul 60 ul
H20 0 0 0 0
300 w 300 w 300 ul 300
Prendre 15ul de chaque tube pour I ARN
Concentratlons finales dans chacun des tubes de sequence
au moment de I'élongation
ddc 200 uM 2 . ;
ddA - 200 uM - a
ddT - - 200 uM -
ddG - - - 200 uM
dc 40 UM 40 uM 40 uM 40 uM 40 uM
dA 40 uM 40 uM 40 uM 40 uM 40 M
dT 40 uM 40 uM 40 uM 40 uM 40 uM

dG 40 UM 40 uM 40 M 40 uM 40 UM
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Protocole 4

Marquage 32P des oligoméres

-Mélanger

2,0ul 'ATP (suivant age) (20,0 uCi y32P-ATP)
1,5 pl de mercaptoethanol 0,1 M
3,0 il d'oligomeres ( 200,0 ng)
%,(5} ““J'l ?12 ﬁng‘g; 02M Boehringer : T4 polynucleotide Kinase
1,0 pl de tampon 10X
gsp 30,0 pl d'H2O

-37° pendant 45'
-65° pendant 10' (Armét de la réaction)

-Purification sur colonne G 50/Triétylamine

Sur une colonne de Sephadex G50 les oligonucléotides passent en tete et le solvant (Triéthylamine 0,05 M neutralisé
a pH 7,5 par barbotage de CO7 ou avec de 1a carboglace, solution mare 0,5M) est ensuite éliminé par évaporation.
-Contrble de 1a purification

Prendre 101 de chaque fraction et les mettre dans 2001 d'eau

Lire au compteur sur le programme A9 puis return
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Tableau 1
Composition du milieu semi-synthétique (MC)

Eau distiliée 1 000 mi
Phosphate monopotassique 0,39 g
Phosphate disodique 1,42 g
Sulfate de Magnésium 0,60 g
Chlorure de Potassium 1,00 g
Nitrate d'Ammonium 0,70 g
Glucose 10,00 ¢
Extrait de Levure 5,00¢
Gélose 15,00 ¢
Stérilisation a I'autoclave 120°C, 20 min

'
Tableau 2
Composition du milieu pour Nomuraea rileyi

Eau distiliée 1 000 mi

Sulfate de Magnésium 1,00 g

Phosphate monopotassique 0,10 g

Extrait de Levure 20,00 g

Tryptophane 0,50 g

Tween 0,50 g

Gélose 18,00 g

Stérilisation a l'autoclave 120°C, 20 min
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Tableau 3
Solutions et Tampons

de gel

Tampon Tris-Borate

Tp 10X 108 g Tris OH

55 g Acide Borique

9,3 g EDTA
1 000 ml

Solution Stock Acrylamide 40%

Acrylamide 38 g
Bis Acrylamide 29
H20 q.s.p. 100 mi

Solution gel 6 %

Urée 48 g
Solution stock Acrylamide 40% 15 ml
TBE 5X pH 8,8 20 ml
H20 q.s.p. 100 mi
APS 10%

Persulfate d’Ammonium 1049
H20 100 ml

Stable & 4°C plusieurs semaines

Solution de chargé (Mix Bleu)

Formamide désionisée 100 ml
Xyléne Cyanol 100 mg
Bleu Bromophénol 100 mg
EDTA 500 mM pH8 4 mi

Solution pour mini-gel

TBE 1X pH 8,8 40 mi
Agarose 320 mg

Solution polyacrylamide pour plaque 20-50

Solution gel 6 % ou 8 % 60 mi
APS 10 % 360 ul
TEMED 60 pl

pH 8,8

Solution gel 8 %

48g

20 mi
20 mi
100 mi
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Tableaua

Solutions de révélation correspondant aux
10 systémes enzymatiques analysés

Systéme enzymatique

a—Estérase

Glutamate oxalate transaminase
ar

Phosphoglucomutase
PGM

Alcool déshydrogénase

Solution de révélation

100 ml tampon phosphate(1,51 g Phosphate monosodi-
que, 10,22 g Phosphate disodique pour 400 ml) pH7,2
80 mg a-naphtyl acétate, 60 mg Fast Blue RR.

100 mi tampon Tris HC! 0,1 M pH 8; 4 g L-Aspartic
acid, 220 mg acide a-Kétoglutarique, 200 mg Fast
Blue. BB

100 mi tampon tris HCI 0,05 M pH 8; 30 mg NBT,
100 mg Glucose-1-phosphate, 15 mg NADP, 4 mg PMS
200 mg MgCI2, 30 unités G-6-PDH.

100 ml tampon Tris HCI 0,05 M pH 8,6; 20 mg NBT,

ADH 4,5 ml Isopropanol, 20 mg NAD, 4 mg PMS.
NAD B Nicotinamide adenine dinuciéotide
NAD B Nicotinamide adenine dinucléotide phosphate
NBT Nitroblue tétrazolium

PMS Phénazine méthosulfate
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Tableaua(suite)
Solutions de révélation correspondant aux
10 systémes enzymatiques analysés

Systéeme enzymatique

Malate déshydrogénase
MDH

Xanthine déshydrogénase
XDH

6-Phosphogluconate déshydrogénase
PGD

a-Glycérophosphate déshydrogénase
GPDOH

Glucose-6-phosphate déshydrogénase
G6PDH

Lactate déshydrogénase
LDH

Solution de révélation

100 ml tampon Tris HCI 0,1 M pH7; 35 mg
NBT, 20 mg NAD, 5 mg PMS

100 ml tampon Tris HCI 0,025 M pH7,5; 20 mg
NBT, 100 mg Hypoxanthine, 25 mg NAD
15 mg KCI, 5 mg PMS.

100 ml tampon Tris HCI 0,05 M pH 8; 15 mg
NBT, 80 mg acide6-Phosphogluconique, 10 mg
NADP, 5 mg PMS, 200 mg MgCi2.

100 ml tampon Tris HCI 0,05 M pH 8,6: 20 mg
NBT, 400 mg a-Glycérophosphate, 25 mg NAD,
90 mg EDTA, 5 mg PMS.

100 mi tampon Tris HCI 0,1 M pH 7,4; 20 mg
NBT, 100 mg Glucose-6-phosphate, 15 mg
NADP, 5 mg EDTA, 5 mg PMS.

100 ml tampon Tris HCI 0,025 M pH 7,5;
25 mg NBT, 8 mi lactate de sodium, 25 mg NAD,
5 mg PMS.
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Tableau 5
Composition du milieu Adamek

Corn steep liquor 30 g
Tween 5¢g

Eau distillée 1 000 ml
Autoclave 120°C, 30 min

Glucose 40 g
Extrait de levure 40 g

Répartir par 50 cc dans Erlenmeyer de 150 ml
Stérilisation a I'autoclave 120°C

Tableau 6
Tampon d’extraction des Enzymes

Tris 1M pH 8,2 10 ml
EDTA 10-1 M 50 mi
Eau distillée 1 000 mi
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Résumeé

L'étude de la variabilité génétique de quelques genres et especes d’'Hyphomycétes
entomopathogenes et de leurs liens phylétiques, a été entreprise par I'analyse compa-
rative des séquences d'’ARNr 288 ainsi que par I'analyse de quelques systémes enzy-
matiques. Différentes méthodes ont été utilisées pour construire les arbres: Fitch,
parcimonie et Neighbor-joining pour les séquences d'’ARN: UPGMA et nuées dyna-
miques pour les enzymes. Des résultats originaux ont été mis en évidence :

- la proximité phylétique de N. rileyi avec le genre Metarhizium
et celle de M. oncoperae avec le genre Beauveria '

- I'éclatement des genres Tolypociadium et Paecilomyces

- la séparation totale des genres Tolypociadium et Beauveria

- l'unicité phylétique des espéces: B. bassiana, B. velata, N. ri-
leyi, V. lecanii, P. farinosus et T. cylindrosporum

- la relative hétérogénéité des especes: M. anisopliae, B. bron-
gniartii et P. fumosoroseus

- la stricte homologie des séquences de B. sulfurescens et de B.
bassiana

Par ailleurs, nous confirmens la divergence des souches de M. anisopliae °~ variété
major par rapport aux autres souches de Metarhizium et nous mettons en evidence
l'originalité des souches de M. anisopliae originaires de Nouvelle-Zélande.

Enfin, cette étude a conduit & une meilleure compréhension des relations phylétiques
entre les especes entomopathogénes et des espéces pathogenes de plantes.

Mots clés: Phylogénie, Polymorphisme enzymatique, Classification morpho-
ontogénique, séquences d'’ARNr 28S, Hyphomycétes entomopathogénes, Beauveria,
Paecilomyces,Metarhizium, Verticillium lecanii, Nomuraea rileyi, Microhilum
oncoperae.
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