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Su mmary

The study of the genetic variability of somes genera and species of entomogenous

Hyphomycetes and their phyletic retationships, 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
Neighborjoining for the rRNA sequences; dynamic clustering and UPGMA lor
isozymes.

Original results have been obtained:

- the burst of the genela Tolypocladium a\d paecilomyces

- lhe phyletic proximity of N. ileyi aûd the genus Metahizium, ol M.
oncoperae and lhe genus Beauveia

- the total separation of the genus Totypocladîum and Beauve a
- the uniformity oI the species: B. bassiaîa, B. velata, N, ileyi, V. le-

canii , P. farinosus and T. cylindrcsporum

- the relative heterogeneity of the species: M, anisopliae, B, brcn-
gniafiii and P, funosotoseus

- the strict homology of the sequence of B, sulfurescens and B. bassiana.

Morever, we have confirmed the divergence of lhe strains ol M. anisoptiae ÿarlely
major and we demonslrated the originality of the slrains originating from New Zealand.

At least, this study allowed beüer understanding ot the relationship between entomo-
genous specles and phytopathogenic species.



A. INTRODUCTION GENERALE



Actuellement, pour combattre les ravageurs des cultures, on utilise essentiel_
lemenl des produits phytosanitaires chimiques. Matgré leur indéniable efficacité, ces
produils, appliqués systématiquement dans les programmes de trailemenl, ont ap-
pauvri à outrance une partie de lâ faune ei de la flore auxiliaires, régulatrices natu-
relles des écosystèmes, favorisant ainsi Ie développement des nuisibles. Cette situa_

tion singulière enlraîne donc une spkale de dépendance aux pesticides chimiques. Face
aux grands problèmes que sont Ie devenir de notre alimentation et la protection de
notre environnemenl, il est souhaitable el viial de lrouver une allernative aux pro-
duits agrochimiques. En effet, il faut non seulement réduire leur utilisation, mais
aussi, réintégrer les organismes auxiliaires, afin de rééquilibrer les chaines tro_
phiques nalurelles.

Pour ce faire, la tutte biotogique, définie par l,OtLB (Organisation
lnternationale de Lutte Biologique) comme étant ,,l,ulilisation d,organismes vivants ou
de leurs produits pour empôcher ou réduire les pertes ou dommages causés par des
organismes nuisibles", esl, nous semble l-il, en mesure de fournir des solulions
adéquates. Parmi ses nombreux avantages, notons la grande spécificité des organismes
utilisés. Iüalheureusement, malgré quelques succès, sa mise en pratique n,est pas
réellemenl effective; en particulier en ce qui concerne les champignons entomopa-
thogènes, car nous manquons encore de connaissances sur la dynamique des populations

de nuisibles et de leurs anlagonistes, ainsi que sur les facteurs influençant cete dy_

namique et sur les relalions qu'entretiennent entre elles ces deux populations. pour

mieux gérer la lutte biologique, il est nécessaire de connaître tes diflérents potentiels
des organismes candidats; cette connaissance passe, enlre autres, par l,analyse de leur
variabilité génétique .

C'est ainsi qu'apparaît ta nécessité d,une caractérisation ptus fine des souches:
- d'une part pour discriminer les différents génotypes sympatriques

dans une étude populalionnelle de souches.

- d'autre part, pour apprécier les distances génétiques entre souches de
la même espèce et entre espèces et genres différents.

En effet, fréquemment, pour identifier des isolats. les pathologistes d insectes
utilisent des critères macroscopiques, physiologiques et pathologiques.
l\,lalheureusement, ceux,ci s'avèrent parfois insulfisants el par conséquent,
l'idenlification incertaine.
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De nouvelles techniques très performantes peuvent être utilisées pour des
études taxonomiques ainsi que pour la caractérisation des organismes.

Nous entreprenons ici l'analyse de la variabilité génétique de quetques

Champignons entomopalhogènes avec les critères suivants:

- morphologique.

- biochimique : afin d'apporter une conlribution supplémentaire à la caracté-
risalion des espèces, l'estimalion de la variabilité génétique a été abordée par I'analyse

du polymorphisme électrophorétique des enzymes .

- moléculaire : analyse des séquences d'ARNr 2BS

A l'issue des résultatsi

- nous discl.lterons de Iutilisation

d'identif ication des souches.

nous établirons des phylogénies

appropriés el nous les comparerons.

nous confronterons les résullats à

des divers caractères à des fins

fondées sur l'étude des caractères

la classification classique.

Enfin, nous apportons ici notre conlribution à la détermination de quelques

souches (d'identification incertaine) isotées à partir d,insectes, par t,analyse conju-
guée des séquences d'ARNr, des isoenzymes et de la morphologie. Il est aujourd,hui

impératif d'asseoir les bâses de nouvelles définitions de l,espèce et du genre pour les

organismes dépourvus de reproduction séxuée. Nous tenterons üne approche de la dé-
finition des espèces et des variétés d'enlomopathogènes.

A.l. Les ChamDionons entomoDathooènes

Les liens pathologiques qu'enlretiennent les Champignons avec les lnsectes soni
connus depuis longtemps. Bassi (1835) est le premier à avoir identilié ta tvluscardine

qui est l'une des plus sévères maladies du Vet à soie (Bonbyx morl Linné), provoquée

pat Beauveria bassiara (Balsamo) Vuillemin. Le concept de muscardine s,est élendu
par la suile à d'aulres mycoses provoquées par les Hyphomycètes, présentant un

symptôme post-mortem suivant lequel le cadavre de I'hôte est momilié avec ou non

émission de pigments par le mycélium. Suivant la couleur de la sporée, on nomme



Tableau I : Le3 dillérentes strâlégies de conirôlê biologiquê:
quelques exemplêa

Stratégiê Agent entomopathogène lnseclê Cullure

Culturês prolégé€sAcc nrala1 on EnlontoDhthara Aphides

Tratemenl prév6nri Namuaea nleyi Anticasta gemmatalis Soja

Vediêilliun lecanii Trialeutades vaparaiorun Culures sous sêrre

Tralêanent curalrl Beauveriabassiana Oslrinia nubilalis lüais

Mahanarÿa posticata Cannê à sucr€

Metarhizium afiisopliae NilapaNâla lugens Biz

Eeauvena brcngniarlij Aiorhynchus sulcalus Cullures sous sêrrâ

3
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généralemenl muscardine blanche les mycoses à Beauve a, muscardine verle les
mycoses à Metaùiziun anisopliae (Metschr.ikoff) Sorokin, et muscardine rouge les
mycoses à Sorosporclla uvella.

Les champignons entomopathogènes jouent un rôle important dans la régulation
nalurelle de populations d'insectes, Les épizooties de maladies d,insectes provoquées

par des champignons sonl relativemenl communes dans la nalure et peuvent être par-
fois spectaculaires. C'est à partir de l'observation de ces épizoolies qu'est né le concept
de lutle microbiologique. Les premières tentatives de contrôle cryptogamiqu€
d'insectes ravageurs de culture sont dues à [,letschnikoff (1879) qui avait découvert la
muscardine verte provoquée pat Metarhizium anisoptiae , sur des larves de scarabées
du blé. ll avail trouvé une méthode de multiplication et de disséminalion du pathogène .

En '1888, Krassilstchik donna la preuve pratique de cefle lulte microbiologique, en
provoquanl le développement de la muscardine verte dans les populalions de Cleonus
punctivent s Germar, ravageur de la beuerave. Ceêi suscita I'enthousiasme de nom-
breux entomologistes de l'époque, car les moyens de lufle contre les ravaqeurs de
culture étaienl alorc aussi limités qu,inefficaces. Depuis lors, de nombreuses études
onl été entreprises tant sur les différents processus pathologiques et écologiques qui
favorisent le développement des mycoses que sur les différentes modalités d'applicatjon
et d'action des pathogènes.

Les nombreuses expérimentations des dernières décennies permettenl de dé-
fendre trois stratégies principales d'interventions avec des châmpignons entomopa-
thogènes:

- l'acclimataiion d'une souche: c,esl l,inlroduction d,une souche exo_

tique, qui se maintiendra pendant ptusieurs générations, en jugutant ta poputation

cible en dessous de son seuilde ioléranc€ é@nomhue.

- le traitement préventif, dont l,objectif esl d,antjciper une épizootie
qui se serâit probablement déclenchée trop tardivement dans les conditions nalurelles_
ll consisie en l'introduction précoce d'une quantilé réduite d,inoculum qui se multi-
plierait suffisamment avant l'épizootie naturellg.

- le traitement curatif enfin consiste en I'apport massif d,un inoculum
qui décimera brutalemenl la population de ravageurs, pour disparaîire par la suite.
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Trop souvent décevanls, mais parfois prometteurs, les procédés de lutte my-

cologique ont été sulfisamment répétés dans I'espace et dans le temps, pour que l'on

puisse aujourd'hui préciser les cas où I'efficacité agro-économique et la fiabilité sont

suffisanles, pour envisager un développemenl industriel (Tableau 1).

Ces espèces entomopathogènes âppartiennent à plusieurs genres doni les plus

imporiants sonl: Beauveria, Paecilomyces, Metathizium, Nomuraea, lsa a, Gibellula,

Asperyillus, Verticillium, Acrcmonium, Sporot chum etc... Ces pathogènes sonl

lrouvés sur des insecles hôles de toules les niches écologiques. Dans cette élude, sepl

genres seront considérés: Beauveia, Paecilonyces, Vetticillium, Nonuraea,
Tolypocladiun, Microhilum et Metarhizium, qui sonl des endoparasites nécrotrophes

facultatifs. Les souches analysées sont des souches d'origines édaphique et.géographique

diverses. (Tableau 19).

A.1,1. Cycle de développement

Les endoparasites nécrotrophes peuvent pénétrer do difrérentes façons dans

l'insecte hôte:

- par pénélration directe au lravers du tégumenl

- à travers le tube digestif

- par ies orifices naturels

- par des blessures

La pénélration par le tégumenl est le mode d'entrée le plus fréquemment ex-

ploité par les Hyphomycètes. Pout Tolypocladium cylindrcsporum Gams, il a été

monlré qu'en plus de l'invasion tégumentaire, il peut aussi infester les larves de

mousliques par l'intermédiake du mésentéron (Soares, 1982).

Le cycle de développement (figure.1) des Hyphomycètes enlomopathogènes

étudiés ici comporte deux phases:

- une phase parasitaire s'effeciuant en deux étapes:

+ l'adhésion et la germination des spores sur la cuticule de l'hôle

+ 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 subslsnces toxiques de ,aibles poids moléculsires

Genre Espèce

Bêauvericlne
Bass ânolid€

Sealvero dês l-1, I

saro ides A. I, C

ïênêl nê tsass ânrnê
Oosporéinê

Beauveria B. bassiâna

B. brangniatii
B. bassiana

P. lumasaraseusl
P tànnDsus Il

Dsslruxines A B, C, D

Cylocha asrn8s C, D

Non denlil éÊs

Bass ano ides

B€âuver c ne

Àcid€ Pyridinê 2-6 Dicarboxylique

NB : Un large évenlâil de champignons 6nlornopalhogènes
proléiquês qui sonl surioul des protéasês.

produil dss loxines
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Le contact des spores et de l'hôte se produit d,une manière atéatoke; it dépend

des condiiions climatiques, de la quantité d'inoculum et de la densité de I'hôte.

L'adhésion des spores est en général un phénomène passif; elte peut être facititée dans

ce(ains cas par la présence d'une enveloppe mucilagineuse autour de la spore (cas de

Verticillium lecanii Zimmetmant Viègas). Ces mucilages de nature glycoprotéique

peuvent avoir des fonclions enzymatiques impliquées cenainement dans la digestion de

la cuticule qui fournit les éléments nutritifs nécessaires à la germination (Nicholson,

1984).

Cette adhésion des spores peui être corrélée, mais pas toujours, à l,agressivité

ou à la spécificité d'hôte. Fargues (1981) a montré qu'il y a une corrélation entre la
spécificité d'hôte de Metarhiziun anisopliae el ta capacité d,attachement des spores

sur Ia cuticule des iarves de Scarabeides. De même, l'hypovjrulence de certaines

souches de M. anisopliae pathogènes de larves de moustique, peut êire due à un délaut

d'attachement des conidies sur les siphons larvaires (Al-Aidroos et Roberts, 1978)

Une fois la spore attachée à la cuticute, elle germe en dévetoppant un tube

germinatif qui pénètre la cuticule. Cetle pénétration est à la fois physique et enzyma-

tique (Robinson, 1966; Samsinakova et at,. 1971; Pekrul et Gruta, 1979). La pé-

nétration peul se faire directement comme dans le cas de y. /ecarli (Hugues et

Gillepsie, 1985) el de B. bassiana, ou par production d'un tube de type appressorium

comme dans le cas de M. anisopliae (Zacchatuk 1970 a, b; [Iichet, 1981) .

Lors de cetle phase, des modifications épicuticulaires importantes sonl obser,
vées; en particulier, c'est à ce stade que les lipides épiculiculaires jouent un rôle

importani dans la spécificité parasitaire (Lecuona, 1989). Diférentes enzymes sont

excrétées par le pathogène: protéases, lipases, amylases et chitinases. Chez R ôas-

srara, Ia quantité de chitinases atieint son maximum avant celui des aulres enzymes ;

cetts quantité produite est directement liée à la capacité de pénétration de ta cuticule
par le tube germinatif. La palhogénicité du champignon est élroitemeni liée aux dif-
lérenles activités enzymatiques. Par exemple, la pathogénicité de B. bassiana pou( les
larves de Leptinotarca decemlineata Say dépend fonement de ses activités chitinoly-

tiques et protéolytiques (Samsinakova et al, 1977\- Pour I'espèce B. brongniartii
(Sacch.) Petch, c'esi l'activité lipolytique qui joue un rôle important dans la patho-
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génicité du champignon vis à vis des larves de Melolontha melolontha Linné: des mu-

tants lipase-négatifs el chitinase-négatifs sont incapables d'inlester M. melolontha.

Face à cotte agression, l'hôte réagit de manière non spécifique par l'activation

des phénolorydases (Batault ei Vey, 1977). Cette réaction est assez puissante pour

bloquer le processus d'infection; elle se traduit par des taches de mélanisaiion sur la

cuticule. Ces phénoloxydases peuvent êlre activées par des glucides et des glycopro-

téines du champignon (Uneslam el Soderhall,1977; Soderhall el Unestam, 1979;

Soderhall, 1982). Si le champignon réussit à surmonler cette barrière, il pénètre

dans l'hémolymphe. Lhôte réagit en formanl des granulomes autour du mycélium. Le

champignon va émetlre des subslances loxiques, les mycotoxines (tableau 2)(Kucera

et Samsinakova, 'i968; Hamill et a1,.1969; Kucera, 197'1; Frappier et al,. 1978;,

Robens 1981), qui affaiblissent les granulomes et vont permetlre la production de

blasiospores et l'invasion de I'hémocoele, provoquant rapidement la morl de l'hôte.

Uimportance des toxines dans la virulence du pathogène est assez difficile à évaluer

dans la mesure où leur production esl précédée par plusieurs activités du champignon.

ll a cependant été montré que la production de beauvericine par différentes souches de

B, bassiana est corrélée à leur virulence contre Galleria mellonella Linné. Quant aux

destruxines, isolées des fillrats de cullures de M. anisopliae (Kodaira '1962; Roberts

1966; 1969; 1981), elles sont des inhibilrices de synihèse des ARN et ADN des cel-

lules hôtes (Quiot et al.1985). En plus de leur rôle dans la réduction de l'activité

phagocytaire de l'hôte et I'inhibilion de la formation des granulomes, certaines sub-

stances toxiques (telles les beauvellides, les bassionalides, les isarolides) ont un effet

ântibactérien durant la phase saprophylaire.

Uhémocoele envahi, on entre dans la phase non parasitaire pendani laquelle le

champignon pénètre dans les dlférenls tissus en momiliant I'insecte. Quand les con-

ditions environnemenlales sont favorables, le pathogène t.averse de nouveau le lé-
gument, cetle fois-ci de l'intérieur vers l'extérieur du cadavre. II développe des

slruclures conidiogènes et sporule si I'humidité relalive esl suflisante Si les condi-

tions ne sont pas tavorables, le champignon peut resler à l'intérieur de l'insecte où il
peut survivre pendanl plusieurs mois.En fonction de différents facteurs climaiiques, le

champignon reslera dans le sol (en général sous rorme de conidies) ou sera disséminé

par le vent. Sa viabilité dans le sol dépond de sa résistance aux pressions des facteurs

édaphiques; Cetle résislance est lonction de la forme sous laquelle se trouve le germe.

Les conidies de B. bassiana peuvenl survivre plus de 400 jours dans le sol à 10'C
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Tableau 3 : Récapilulatil des dillérenles élapes du cycle de
développement

Phasê parasilairê

- Adhésion et gêrminâlon des spores sur
a cltcu e

, Péfétrai on

+ reconnâissancê: producl on
de dillérenlês enzymes

Colon sallon

Phase saprophytaire

+ émiss on de subsiances

+ mu l plicalion: prodLJcl on de

+ nvas on ce l'hémccoel€

N4odii cal ors éptcui cuia rês

Ac1 valion des phénoioxydases
lüé an sal on
Produciion de gran! omê

Alia blssemenl des orânulomâs

fulon dê linsecte

Colon sal on 1olale Momtl cât on

' Sorlie de hyphe à lravers lê légur.ent dâns

es condilions ênvironnêmenlales lavorabLês

Sporu ation

Survre dans e sol

Disséûrinâtion

Aclion du pathogène Héactions de l'insecte ou eflet sur
l'insêcte
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Tableau 4 : Lisle dês gênres conlenânt de6 espèces entomopalhogènes

( d'après Samson ei 4i.1988)

Chytridiomycèlês:

Oomycètes

Zygomycàtes

Dêutéromycètes

Chylridales Caêlanycidiun

- Myiaphagus

- Blasloclad ales Caelomomyces

:- Lagen dia ês - Lagenidiun

- Sapro egn a es - Leptalegnia

- Côuchia

:' Enlomophthora es- Canidiobalus

- Entamaphthora

- Etynta

- Massaspara

- l\,leristactun

- Neozygites

- À/ucora es - Sparodtnrclla

Ascasphaera

- Atticardyceps

- Calonectia

'Cardycepiaideus

- Beauveria

- Cultcinanyces, Engyadantiun, Funicularis,

Gibellula, Hîsutella, Hynenostilbe, Meta-

'h,z-ùn Naîùtaea.Pàeclanyces. Pdtàtsà1à

Pleurades nas para, Polyceph alomycês, P se u-

dagibellula, Sparosparê11a, Sporothtix, Te1ft-

cùum, Tetranacrium, Tilachlidiun, Tolypo-

cladiDn, Venicilliun-
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(Lingg el Donaldson ,i981); celles de M- anisoptiae, 21 mois à 19.C (Fargues et
Robert 1985).

Nous donnons dans le tableau 3, un récapitulatif des différenies étapes de ce
cycle, ainsi que des réactions de l'hôte.

Dans ce rycle de développement, les étapes d,adhésion, de germination des spores
et de pénétration tégumentaire, sont les plus critiques. l\,4alheureusement. nous ne
possédons pas encoro assez de connaissances sur les différenls mécanismes de recon-
naissance du champignon et de défense de l,hôte. Le déterminisme génétique de ta vi_

rulence et de l'agressivité des Champignons enlomopalhogènes est encore.inconnu.

4.1,2. Classitication des Hyphomycètes entomopathogènes

Les Champignons enlomopathogènes se répanissent dans quelques groupes sys-

lémalques: Phycomycètes (Entornophlhorales et Blaslocladiales), Ascomycèles
(Clavicipétales) et Deutéromycèles (Hyphomycétates) (tabteau 4).

Nous nous intéresserons exclusivement aux Deutéromycèles. Ce choix est ius_
tifié par l'imporlance agronomque de ces germes et par eur intérêl dans la luüe
conlre les ravageurs de culture, lr.ltte qul esl lun des pr ncipaux axes de recherche du
Laboratoire de Lutte Biologjque de la tÿinière, d'où provlennent loutes les souches
anaJysées.

Le groupe des Deutéromycètes rassemble les champignons pour lesquels, gé-

néralement, dans les conditions de l'observalion, on ne connaît pas de fruclification
sexuée; soit que celle-ci est encore inconnue, soit qu,elle est réellemenl inexislante.

Cependant cerlaines espèces classées originellement dans les formes imparfaites,
s'avèrent posséder des formes sexuées qui sont le plus souvent des Ascomycètes, plus

raremenl des Basidiomycètes. La reproduction asexuée s,etfectue au moyen de propa-
gules que I'on nomme conidies, issues directement du mycélium végéiatif. Celles,ci
peuvent parfois êire absentes (mycelium stérile). On alribue arbitrairement à ce
groupe Ia valeur d'une classe. sous le nom de Deutéromycètes ou d'Adelomycètes qui se

divise en 3 ensembles:
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- les Blastomycètes : levures avec ou sans pseudomycélium

- Ies Hyphomycètes : champignons filamenteux

- les Coelomycètes :conidies produites dans des pycnides (Sphaeropsidales) ou

dans des acervules (Mélanconiales).

Notre étude se limitera à des genres d'Hyphomycètes; ils sont les plus

f réquemment isolés d'insectes.

La notion d'espèce chez les Deutéromycètes n'a pas Ia même signification que

dans les autres groupes où I'espèce est définie par les critères 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

critères unifôrmês- Nous lracerons brièvemenl I'historique des différents genres

étudiés, pour souligner ies difficultés inhérentes à la spéciation des Champignons

im pa riails.

Les Deutéromycètes se reproduisent par les conidies. Les caractères de forme,

de couleur, de dimension, de structure et d'ornementation des conidies ont longtemps

servi à la discrimination des genres et espèces. Les Hyphomycètes se distinguent des

autres Deutéromycètes par leurs conidiophores libres, érigés solitairement ou en

groupe. Le seul sysième de classification des Hyphomycètes qui soit à peu près ex-

haustif esl celui de Saccardo (1886). Ce système permet un découpage commode des

groupes en fournissant une clé de détermination fondée sur des caractères simples,

facilement observables, nombreux et largement diversiliés pour les différents genres

et espèces. Ce système dichotomique accorde une importance primordiale à I'aspect

macroscopique du champignon, à la morphologie conidiale (caractères de pigmentation,

de taille, d'arrangement et de septation des conidies) ei au mode de ramification et

d'arrangement des conidlophores (solitaires, groupés en sporodochies ou en synnema).

Les systèmes de classificalion plus modernos tiennent compte des différents

types de conidiogenèse. Vuillemin (1910) a été le premier à émettre une conception de

,a systémalique fondée sur l'ontogénie, c'est à dire du mode de formation des conidies

qui, d'après lui, reflè!e mieux l'identité d'une espèce. Vuillemin travaillait sur des

cultures, contrairement à Saccardo qui faisait ses observations à partir de matériel

d'herbier; ce qui évidemment ,ne lui permeltâil pas de suivre l'évolution morphogé-

nétique..
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Dans la classification des Hyphomycètes, les travaux de Hughes (1953, 1958)
prennenl une place très imponante; il propose une classificalion fondée sur des cri_

lères dynamiques (structure el mode de développement des conjdiophores et des coni-
dies). Plusieurs chercheurs par la suite, oni confirmé I,hypothèse de Hughes:
l'ontogenèse des conidies est un caractère particulièrement stable, {ixé pour chaque
genre el a fortiori pour chaque espèce.

La description et la classification morpho-ontogénique des Hyphomycètes en-
tomopathogènes proposées ici sont celles revues par Samson et al.(1988). Nous nous
limiterons aux sept genres concernés par celte étude. Ces genres sont les plus fré_

quemment isolés d'insectes et les plus usuellement étudiés pour lâ production
d'insecticide biologique.

Ceite classification (lableau 5) s,appuie sur des divisions dichotomiques, in-
dépendantes de toute considération phylogénique. La base de cefle ctassification repose
sur l'onlogénie des conidies c'est à dire la conidiogenèse. Celle-ci peut êtr€ de type
sympodial (par suite d'élongation de Ia cellule conidiogène, la conidie Ia plus jeune est
apicale; le bourgeonnement s'effectue de manière successive) ou de type phialidique (ta

plus jeune conidie est celle la plus proche de ta cellule conidiogène, le point de bouÊ
geonnement est fixe)(figure 2).

Des sept genres étudiés, Beauve a et Mictohilum p.ésentent une conidiogenèse
à croissance sympodiale.

Le lype phialidique est caractérisé par la présence de phialides (figure 3) qui

reposent sur des conidiophores; ceux-ci peuvent être solitaires ou groupés en verti_

cilles, en sporodochies(fioure 4) ou en synnema (figure S).

Par Ia suite, la formo, la taille, l'arrangement et le nombre de phialides
(unique ou mulliple sur le même conidiophore) sont les critères distinctifs qui ca-
ractérisent chaque genre.
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A.ll. Caractéristiques et historique des dillérenls dênres

A.ll.1, Le genre Beauveria Vuillemin

a- Description morphologique

Les cellules conidiogènes forment des groupes plus ou moins denses; elles sont

hyalines et à paroi lisse, à croissance sympodiale s'allongeant en rachis en zig-zag

denticulé. Les conidies sont uninucléées, unicellulaires, hyalines à paroi fine et de

formes globuleuse à elliptique.

Vingt six souches de Beauveia, repanies en 4 espèces, sonl étudiées ici: B.

bassiana B. brcngniadii=B. ,erefla (Delacr.)Siem.,B. velata Samson et Evans el B.

sulfurescens.. Ces espèces sont dislinguées essentiellement par la forme des conidies:

rondes globuleuses pout B. bas,iana, elliptiques pour B. brongniaftiii B. vetata est
décrit comme ayant des conidies rondes, enrobées de gélatine (Samson et Evans,.l982);

B. sulfurescen€ possède des conidies qlobuleuses et se distingue de B, bassiana pat

l'émission de pigment jaune dans le milieu de culture et par la présence d,une endo-

loxine active de gros poids moléculaire (Riba comm.pers.). Les structures conidio-
gènes de B. brongniadii {tigwe 7)forment rarement de grands groupes comme celles

de B. bas,iana (figure 6)(les cellules conidiogènes sont arrangées en petits groupes ou
plus souvent s'érigeni solilairement sur l'hyphe)(tabteau 6).

b- Hislorique du genrc Beauvetia

En 1912, Vujllemin crée le genre Beauve a en hommage à Beauverie qui, en

1911 avait remarqué les caractères particuliors des struclures conidiogènes de ce
groupe. La distinction anatomique faite par Vuillemin repose sur le mode de formation

en zig-zag des filaments sporifères. De ce fait, le genre Beauveria rccouwail des
champignons très différents tels que : Botryfs, Spototrichum et tsa a. .

En 1914, Beauverie reconnait 4 espèces: 8. bassiana, B. effusa , B. densa et
B.globulifera classées selon leurs caractères culturaux et la forme de leurs spores .

Langeron (1934) y ajoute une nouvelle espèce: B.brumpti, qui présente ptu-

sieurs similitudes avec Tritirachiun dependens. Cette espèce se.a plus tard transférée
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dans le genre Tritircchium, caractérisé par des cellules conidiogènes, également à
croissance sympodiale mais sans denticules latéraux comme Beauveria. (Langeron,
1947)

En 1954, Mac Leod fait le point des genres Beauveria el Tritiachtun.ll rc-
classe 32 espèces de champignons filamenteux dans les 2 genres, dont i4 deviennenl
des synonymies de B. bassiana el B. tenelta.

En 1972, une espèce saprophyte : B. a/ba, est reconnue par de Hoog à la sujte de
I'observation simultanée de phiatides et de sympodes, mais elle a été reclassée en j978
dans un nouveau genrc, Engyodontium , par Ie même auteur.

En 1982, deux nouvelles espèces de Beauve a sont décrites par Samson et
Eÿansi B. amorpha et B. velata..

En 1986, Von Arx regroupe les Tolypocladium Gams avec le genrc Beauve aen
décrivanl une ressemblance des structures conidiogènes el de l,aspect macroscopique
des colonies. Cette classification est actuellement remise en question (tüugnai et al,
1989).

c. Biologie du genre Beauveûa

Parmi les Hyphomycètes entomopathogènes, le genre geauyerra esl Ie plus
fréquemment isolé de cadavres d'insecles mycosés. C,est l,agent de la muscardine
blanche. ll présente un intérêl agronomique imporlant dans la mesure où quelques unes
de ses espèces, en particulier B. bassiana el B. brongniattii (tableau 7), sont souvent
préconisées dans Ia lulte biologique contre les insectes ravageurs de cultures. C,est un

champignon tellurique qui possède un spectre d'hôte assez large avec une lrès vaste
dispersion géographique, quoique B. brcngniartii semble ptus inféodé aux vers blancs.
ll attaque tous les stades de développement de I,insecte.
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Tableau ? | Quelques âpplications expérimênlales à bas. de Bcauvêria

Tableau a : Prépârations commercisliséea à base dê 8êruvêtia

Agent Nom commelcial Producleur lnsecte rsvageur Cullurc Pây3
ou lmporlâlêur cible

8.bâsslara BIOTROL FBB Nuirilite Leptinotarca decenlineata Potnî'e dê USA
Cydia paûonella lorrê,Vergers

Cents Sud Dendroltmus sp. Forôt Chine

Agent

8. bassr:raa Ost nta nubilalis À4ais France, Chine
aliorhynchus sulcalrs Pépinièrês dê p antes el Franc€. RFA

arbusles ornementâux,

Leplinatarsa decenlineeta Ponrm€s de têrre, Auberg n€s USA, Po ognê,
UFTSS

Cydra pamonella Vêrgers Pommrêrs URSS

B. brangniartii Melalantha nelalanlha Pâtirrages Fra.c€, Susse

Râvâgeur ciblê Culturê
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Outre les différentes enzymes el loxines déjà mentjonnées, B. bassiana et B.
btongniattii secrètent aussi des pigments; | ,oosporeine est l.antibiolique responsable
de la coloralion rouge des cadavres infeslés. Deux autres pigmenls jaunes, dont on ne
connaii pas encore I'activité biologique ont été idenlifiés: ta bassianine ei Ia tenefiine
(Wat et al, 197n. Beauveria bassiana qui parasite plusieurs espèces d,insectes est
usuellement étudié pour ta mise au point d,insecticide biotogique. parce qu,il est aisé
de le produire en masse, B bass,ara est déjà ulilisé avec succès 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 lulte intégrée contre Leptinotarca de_

cenlineata el Cydia pomonella Linné. En France, il exisle actuêllement une formula-
tion granulée de B. bassiana ; elte est éprouvée en conditions de plêin champ pour ta
lulte contre la pyrale du mais {Ostinia nubitatis HiJbr,et) (Riba, 19g6).

Beauveia brongniaftii est aussi un bon candidat car il joue un rôle important
dans la régulalion de populations d,insectes telluriques apparlenant plus précisément
aux familles de Scarabeides (M.netolontha, Hoptochelus marginatis Faitmaie) ou de
Curculionides lotiorhynchus sulcafus Fabricius ). Déjà en i893, une expérimentalion
de B. brongniadii contre les larves de M. melolontha avail été entreprise en France
(Giard, 1893) en essayant de mettre au point des méihodes pour ta production en
grande masse du champignon et son applicaiion ultérieure. plus récemmenl en Suisse,
Keller (1986) a pu introduire la matadie dans des populations saines de M melotontha
et obtenir ainsi un contrôle permanent de I'lnsecte.

Malgré son imponance agronomique, la génétique de Beauvetia est très mat
connue. L'utilisation des méthodes génétiques est essentie ement timitée jusqu,ici à la
créaiion et à l'emploi de mutants {morphologiques, auxolrophes, résistants aux fon-
gicides, à aclivité enzymatique négative...), pour étudier les propriétés physiotogiques
et palhologiques de ces champignoîs. La mise en évidence du cycle parasexuel des
champignons dépourvus de reproduction sexuée, a ouvert la voie à d,innombrables
perspectives d'amélioralion de ces germes. Une iechnique de production de protoplastes
a été étudiée (Kawala et al., 1984) euant à ta caractérisation des souches, l,analyse
des syslèmes enzymaliques polymorphes a été exploilée.parmi les nombreux systèmes
enzymatiques, les o-eslérases se sont révélées polymorphes pour les populations de g.
bassiana. ll a élé monlré par ailleu.s qu,il existe un lien entre le polymorphisme
électrophorétique de B. bassiana et sa virulence contre la pyrale du maÏs (Riba,
1985).
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A.ll.2. Le genre Microhilum yip et Rath

a- Description morphologique

Les conidiophores solilaires ou en verlicilles naissent directement du mycé-
lium. Les cellules conidiogènes sonl hyalines, en lorme de lube avec une parlie basale
plus ou moins renflée. La conidiogenèse est de type sympodiale quand elle existe. Les
cellules conidiogènes possèdent un nombre irès 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 (ligure 8).

Les conidies hyalines, unicellulaires. sonl ellipliques et rugueuses, avec une
exlrémité tronquée par un hilum.

Aucune forme sexuée n'est connue.

b. Historique de I'espèce M.oncoperue

En 1895, [/c Atpine et Hill rapportent la présence de lsaia oncopteru sv des
laNes de Oncoperue intricata, @lleclées en Australie. L,identification du champignon
semblait douleuse puisque la descrjption de ,,hôle faite par ces 2 auteurs correspondail
plutôt à celle de O.fasiculata.

Martyn (1960), identifie le pathogène qui cause des épizooties sur O.int cata
comme étant un cephalosporum.

En 1989, Yip et Rath, créent un nouveau genre (Microhitum\ et une nouve e
espèce (oncoperae) à partir de ce pathogène identifié par [,1artyn. s distinguent
Microhilum de Beauve a par son nombre limité de denticule et par la présence

d'hilum sur les conidies.
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c. BioloEie de I'espèce M.oncoperae

Mictohilum oncoperae esl un palhogène commun des larves de A inficata qui

sont de sérieux dévaslateurs des pâlurages de Tasmanie. La biologie de cet
Hyphomycète est inconnue et son potentiel comme agent de contrôle biologique n,est

Pas encore étudié.

A.ll.3. Le genre Tolypocladium Gafis

a- Description morphologique

Les con diophores iso és o! verticillés, porlenl de denses groupes de phialides.

Les phiaiides sont en iorme de i acon avec une part e basaie renflée. se terminant par

un coi fin d st ncl, légèremenl courbé par rapport à l,axe principal de la phialide. Les

conides sont unicel uLares, hyalines et cylindriques. l\,4orphotogiquement (tableau

9), il y a de grandes différences erte T. cylindrcspotum Gams et T. exttnguens

Samson et Soares (Samson et Soares, 1984) .

Tolypocladiun cylindrosporum possède des conjdiophores courls, hyalins,

relativement complexe§, conslitués de branches en verticilles portant laléralement Ou

à I'extrémilé, des groupes de phialides. Les phialides sont de forme cylindrique à la

base. Les conidies sont cylindriques avec des extrémiiés arrondies légèrement cour,
bées, de taille 4-5 x 1,2-2 Ém et occasionnellement jusqu'à I pm de tong (figure 9a).

Tolypocladium ertinguer,§ possède des conidiophores de .tOO pm de long ponant

des brânches régulièrement verticillées qui se terminent par des groupes de phialides.

Ces phialides sont petites avec une partie inférieure renflée, se prolongeant par un col

fin. Les conidies sont globuleuses à elliptiques, assez âllongées et courbées (figure 9b)

de taille 3'5,5 x1,5-2,3 pm .

La lorme parfaile est inconnue pour ce genre.
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b. Historique du genrc Tolypocladium

Le genrc Tolypocladiun a été créé par Gams (1971) pour un groupe

d'Hyphomycètes isolés du sol avec l'espèce lype T, inflatum . Certaines de ses espèces

ressemblaient à Beauveia. D'ailleurs, L cylindrcsporum a souvent été confondu avec

B. tenella avanl d'êlre reconnu comme dilférenl (Sanders,1972; pinnock et al, .1973;

Soares, 1979). Barron (1980, 198'l) décrit deux nouve[es espèces : I parasiticum

el T. ttigonosporum et en 1983, Bissei révise le genre en y incluant trois nouvelles

espèces.

Les espèces décrites jusqu'à ces dernières années sont essentiellement

lelluriques. L'acceptation du lait que le geîtà Tolypoctadium peut étre entomopathogène

est récente. Selon Samson el Soares (1984), ceci serait dû à ce que beaucoup

d'infections provoquées pat Tolypocladiun auraient été attribuées à des espèces de

Beauveia ou à d'autres Hyphomycètes de morphologie similaire. En effet, quoique le
type de sporogenèse soit différent pour ces 2 genres, ils nolent que sur de jeunes

cultures, les dilférences entre les 2 genres ne sont pas évidentes. Deux espèces

entomopathogènes sont reconnues: T. cylindrosporun et î. extinguens , décrites par

Samson et Soâres (1984).

Notons que T. cylindrcsporun est très connu dans le domaine de la médecine

pour sa production de cyclosporine (Jayaraman, 1988).

c.Blologie des espèces entomopalhogènes de Tolypocladium

Essentiellement isolées du sol, certaines espèces sont cependant entomopa-

lhogènes. Tolypocladium possède une très grande spécificité d,hôte: les Diptères.

Tolypocladium cylindrcsporun est un pathogène connu des larves de mousliques
(Soares et a1,.1979; Soares, 1982). ll a été recemment identifié comme un racteur

naturel de régulaüon des larves d' Aedes de Nouvelle-Zétande (Weisser et pillai,
'1981, Pillai, 1982); ces larves infectées produisent énormément de conidies qui se

disséminent dans la nature et affectent ,es adultes, cê qui est certainement le plus
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important mode de dispersion du pathogène. Tolypocladium cylindrosporum est donc
un lrès bon candidat comme agent de contrôle biologique.

Les expériences en laboratoire montrent que T. cytindrosporun produit 95%
de mortalité dans les larves de moustiques lelles que: A6des, ,4 nophetes elCulex
(Pillai, 1982). Des méthodes de production de I'inocutum ont été développées (Who,
1984); il s'avère que I'eau saline ou saumâlre est loxique pour le champignon (pant,
1986)

L'analyse du polymorphisme électrophorétique d,isoenzymes a été entreprise
pour quelques isolals de L cylindrcspotum et T. extinguens (soares et al., 1985, Riba
el al., 1986b); elle a pu confjrmer les grandes différences observées morphologi-
quemenl entre ces 2 espèces, tout en révélant Ia très grande variabililé au sein de
l'espèce L cylindrosporun.

A,ll.4. Le genre Metarhizium Solokiî

a"Description morphologique

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

Les 2 espèces M. anisopliae el M. ttavoviide cams et Rozsypat, sont distin_
guées (tableau 10) selon ta forme des conidies : cylindriques avec des bouts tronqués
pout M. anisoptiae (figure 1Oa) et ellipliques pout M. flavovhide.(figure 1Ob) Les 2
variétés de M. anisopliae sont distinguées selon ta taille des conidjes :

- M. ani,opliae var. majql-(ou type majoô, forme à grandes spores: 9-1g pm

de long (usuellement 10-14 f.m) x 1,8-4,5 lrm de large
- M. anisopliae var.ânisootiâê (ou var. nBiOO! ou type Etrc!) , forme à petites

spores:3,5-9 pm de long (usueflemenl 5,8 Fm) x 1,5-3,S pm.

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

b. Historique du gente Metathizium

Metschnikoff (1879) décrit Entomophthora anisopliae avec des spores de 4,8
pm de long, mais il note aussi la présence de spores de tailles différentes pour la même

espèce. Sorokin crée Ie genre Metaùiziun en 1883 pour cet Entomophtho.a aniso-
pliae (= lsaia destructor Melsch.= Oosporu destructor (Metsch.Detacr.).

C'est Johnslon en 1915 qui, le premier, met en évidence t,"r,j"t"n"" O" Z

formes de conidies (longues el courtes) de M. anisopliae . décrit la forme Eaiql avec

des spores de 11,9 x3 pm et la forme minor avec des spores de 3,5 x 2-3 pm. ll in-

dique que plusieurs isolats sur insecies, ou en culture pure, peuvent produire des
spores de dimensions diverses, dues à des ditférences physiologiques.

Friederichs (1920) puis Tulloch {1976) confirment la séparation de M.
anisopliae en 2 variétés: la variété OÂieI de la forme à grandes spores el ta variété

anisopliae de la forme à petiles spores.

En ce qui concerne les diffé.entes espèces composant le genre, Tulloch (1976)

relient 2 espèces dans le genre: M. anisopliae et M. ftavoviide .M. brunneum et M.
album sonl considérées comme synonymes de M. anisoptiae. Cependant , Rombach et
al.(1987) réhabilitent l'espèce M.album sur les bases de sa sporulation en chaîne et
la coloration des colonies, différenteÉ de ce eg de M anisopliae. Une nouvefie variété
de M. llavoviide var.mi!]Js est reconnue en 1986 (Rombach et al.).

c- Biologie du genrc Metaûizium

Metahizium esl un champignon très ubiquisle avec une vaste dispersion géo-

graphique, quoique, dans la majorité des cas, il soit signalé chez les insectes tropjcaux,
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Tableau 11: Ouelques applications expérimentales à base de Mêtarhizium anisoptiae

Ravageur Cullure Pays

Aphodius tasmaniae Pâturages Aulras ie

Wiseana sp. Pâturages Nouvele-Zélandê

Mahanarva pasticala Canre à sucre Brés i

Tableau 12: Préparations commercialisées à basê de Metarhizium anisoptiae

Nom comhêicial Pays Producteur ou
lmportateu r

lnsecte Ëvâgeur
cible

Cullure

coi,lBto Brésil Equllibro conlrole

B o og caL LTDA

CODECAP. ]AA

Nulr lê

Mahanarva Dostcata Canne à sucre

I\,4EIAQUINO

BIOTROL FI\,44

Brési

USA

-l
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probablement à cause de ses exigences thermiques assez élevées. ll comporte des

souches qui sonl plus ou moins adaptées à certains genres ou à cenaines espèces.

Rhada, déjà en 1956 avait signalé une spécificité parasitaire de quelques souches à

l'égard de certains insecles. Cette spécificité a été mise en évidence par Ferron
(1972)i p exemple chez Otyctes , on ne rencontre que le iype loiliol alors quê chez

le Doryphore (L. decenlineata ) ou chez le Hanneton clmmun (M. melotontha\, on
trouve le type minor. Cetie spécificité entomologique, confère à cei Hyphomycète un

intérêi agronomique aussi impo(ant que celui de B. bassiana dans la lu e contre les

ravageurs de culturea,

Au Nord-Est du Brésil, chaque année, ptus de 200 000 hectares de cuhure de

canne à sucre sont détruits pat Mahanaÿa posticata StZl (Cercopidae\_. Dans les an-

nées 1970, il a été observé que, dans l'état de Aio, les Cercopidae provoquaient peu de

dégats car ils étaient enrayés par Ie champignon Metathizium. Ces observations sont à

l'origine de l'applicalion annuelle d'une préparation de M.anisoptiae (l,4ETAQUlNO) sur
les cullures de canne à sucre. Plus récemment, M. anisopliae regagne l,attention pour

son utilisalion contre les insectes telluriques : Aphodius tasmaniae en Auslralie (Coles

et Pinnock, 1982), Cutculio caryae aux USA (cottwald et Tedders, 1g1gt, O.sulcatus

en Europe (Zimmermann, 198'1,1984; Zimmermann et Simons, 1986). D'autres
préparations de M. anisopliae (BIOCONTROL, B|OMAX, COt/BlO, [.4ETAB|OL et
METAPOL) sont homologuées au Brésil pour proléger les cultures de canne à sucre et

les pâturages contre les atlaques de Cercopidae (tableaux.11 et i|2\.

Metarhizium llavoviride esl actuellement étudiée pour son éventuelle utilisa-

tion contre O. sulcatus (Marchal, 1977; Poprawski, Marcha, et Roben, 1985). It a
élé montré que la virulence de M. anisopliae est dteclement liée aux doses de conidies

appliquées sur le tégument ou injectées dans l'hémocoete-

Metarhiziun, nous l'avons déjà mentionné, possède une spécificité parasitaire.

En effet, la forme BaiQI est inféodée essentigllement aux Scarabeides. Ces observations

ont suscité l'analyse d€ la variabilité génétique de M. anisopliae, qui a été entreprise
par l'étude du polymorphisme électrophorétique de quetques systèmes isoenzymatiques

(Riba et al.'1S87, 1986 a). Des relalions entre les profils éleckophorétiques et les

variélés morphologiques ont pu être distinguées. Trois sous-poputations de M. aniso-
prae oni été mises en évidence:

l'ensernble des souches de M.anisopliae vat.I!aig!



36

A0"
0000
0000
00

F llut e tt:. :; arntrcea r:L eli.
(samson 1974)

(A) . cooidiophores;



37

- I'ensembte des souches Dillql qui se subdivise en 2 :

+ les souches en provenance de Brésil, qui seraienl I€ résultat
d'une pression de sélection exercée par l'insecle hôte, élant donné que ces souches ont
toutes été isolées de Cercop,ilae

+ el les aulres

Concernant les études génétiques liées à M. anisoptiae, des transformations de

souches en benomyl résistant (ces champignons sont souvent utilisés en association

avec des inseclicides chimiques), utilisant les gènes benA9 de Aspergi us nidutans, ont
été récemmenl obtenues (Goettel et a|.,1989).

Dans le but de l'éventuelle créalion ds nouvelles souches pour la lutte biolo-
gique, le cycle parasexuel de M. anisopliae a été étudié (Tinkine et Novie o, 197.t,

Messias et Azevedo, 1980) en utilisant des mutants auxotrophes. Des diploldes pro-

totrophes hétérozygotes ont été obtenus. lls pourront être utilisés en tutte biotogique
car il s'avère qu'is sont très slables et probablement plus virulents que les souches
haploiiCes si on se réfère à la quantité de substances produites. par accouplement forcé

de mutants de couleur et d'auxotrophies complémentaires, des diploldes ont été obtenus.
Leur analyse génétique suggère l'existence de deux voies métaboliques dans la biosyn-
thèse des pigments. La compréhension des relalions épisialiques des marqueurs de
couleur et I'altribution des mutations aux groupes de liaison, permettent j,analyse

génélique des ségrégeants de la recombinaison mitotique; elles prouvent I'utilité de ce
genre d'analyse pour mieux comprendre les relations hôte-pathogène. Des hybrides
intervariétés ont été obtenus (Riba el al., 198 ).

A.ll.5. Le genre Nofiutaea Maublanc

a- Description morphologique

Les structures sporifères soni simples ou agrégées en synnema, constituées de
conidiophores faiblement verticillés, po(ant de denses groupes de phialides. Les
phialides sont renflées dans leur partie basale et se prolongenl par un col très court.
Les conidies sont unicellulaires, de couleur vene à pourpre, disposées en chaînes
divergentes. Le genre est constitué de 2 espèces entomopathogènes N. leyi (Fadow)
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Samson (figure 11|, el N. atypicola (Yasuda) Samson. Ces 2 espèces se distinguent

l'une de l'autre (tableau 13) par Ia tai e des phialides, la taille des conidies et ta

forme des conidies: ellipliques pour N. ileyiet cyli.dtiques légèrement courbées pour

N. atypicola .

La forme parfaite serait dans les Cordyceps WV N. atypicola mais cefle de N.

r,i/eyl est inconnue.

b. Historique du genJe Nomuraea

Le genrc Nonuaea a élé créé en 1903 par Maublanc avec l,unique espèce N.

pra,ina , isolée d'une larve de Pionea lorlicalis. Ën 1919, Sawada lransfère celte
espèce dans le genre Sp,caria , sur la base de sa sporulation en chaîne.

En 'f936 , Charles identilie Spicaia prusina comme synonyme de Botrytls
leyi l= Beauve a rileyi ) déctil en 1883 par Farlow.

Hughes en 1951, puis Brown ei Smith en 1957, proposent de transférer ta

mâjorité des espèces de Spicafla dans le genre Paecilomyces, à l,exception de S. r,:/eyl

qu'ils placent à coté des Penicillium (seclion Divaicata ) à cause de la couleur verte

des colonies et de la forme de ses phialides, rappelant celles des penicittium.. Kish el
al. (1974) puis Samson (1974) réhabilite le gefie Nomuraea en te différenciant des
Penicillium, par l'arrangemenl des struclures sporilères et par le tait que les espèces

de Nonuraea soni entomopathogènes .

c- biologie du Eenrc Nomuruea

Nomuruea rileyi semble essentiellement inféodé aux Noctuides des zones lro,
picales el subtropicales. Cette espèce est responsable de vastes épizooties naiurelles

dans des populations de Noctuelles, sur cultures de Soja au Brésil et en Floride

(lgnoffo et al., 1976). Ces épizooties entraînent la destruction des poputations hôtes

sênsibles mais elles se produisent trop tard pour empêcher 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 candidal pour la lutte biologique, malheu-
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reusement il est lrès diflicile à cuitiver car il pousse très lentement sur milieu
synthétique. Un programme de prédictjon de l,incidence de l,infection de Njleyi sut
Anticarsia gemnatalis Hübner sur les cultures de Soja, a été réalisé en .1976 (Kish et
Allen, 1976). Les résultats onl été prometteurs car ils ont montré une forte corré-
lation entre ce qui s'observe sur le ierrain (Johnson et a1,..1976) et ce qui a été pré_

dit. De nombreux lravaux onl été par la suite entrepris dans la lutte contre les rava_

geurs de cultures de Soja (Ferron 1978). Mais selon tgnoffo (1981, 1982) il y a
dilférents facteurs qui empèchent l'ulilisation pratiquo de N. rileyi: it attaque trop
lenlement pour prévenir un désastre; il requiert de l,eau pour germer, croître et
sporuler; son speclre de tempéralure va de 'lS à gO .C et il faul des doses massives de
spores contre les larves pour qu'il soil efficace. ll offre cependant de nombreux
avanlages qui font de lui un éventuel insecticide biologique intéressant : il possède un

large spectre d'activité vis à vis des larves de nombreuses Noctuelles:il est localisé
dans diférents agrosystèmes mais malheureusement, il est kès difficile à produke

A.ll,6. Le genre Paecilomyces Bainier

a- Description morphotogique

Paecilomyces est caractérisé par un thalle blanc, rose, brun-jaune à brun_

verdâtre mais jamais vert, ce qui le dislingue des peniciltium. Les structures spori_
fères sont simples ou agrégées en synnema, constituées de conidiophores ramifiés,
portant des phialides de forme caractéristique : cylindriques ou renflées dans teur
partie inférieure et se prolonoeant par un long col étroit bien distinct. Les conidies
sont unicellulaires, hyalines à légèrement pigmentées, disposées en très longues
chaînes basipétales, divergenies ou enchevêlrées.

Le genrc Paecilonyces est divisé en deux sections(Samson, 1974).

- la section Paecilomyces qui rassemble des espèces mésophiles et
lhermophiles dont des formes sexuées sont @nnues pour la plupârt d,entre elles, Les

espèces phytopathogènes appartiennent à cette section.

- la section lsarioîdae éunit 31 espèces mésophiles dont on ne connait
pas de forme parfaite. Les espèc€s entomopathogènes connues appanienneni à cette
section. Les descriptions et la classification morpho-ontogéniques des espèces de
Paecilomyces reposent essentiellemenl sur des caractères morphologiques en culture
p ure.
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Dans la section Paecilomyces, ttois genres d,Ascomycètes avec un stade asexué
Paecilomyces sont connus :

- Byssochlanys '- loules les espèces possèdent un slade imparfait correspondant

à Paecilomyces

- Talaromyces: lrès proche de Byssochlamys. On lrouve des stades imparfaits

dans Penicillium ou Paecilomyces

- Thermoascus'- slade imparfait dans les genrcs paecilomyces ou potypaecilun.

En ce qui concerne les Paecilomyces de la section /sarloidea de Samson, le stade
parfait esl absent en cullure pure. Mais sur insecte, plusieurs espèces peuvent être
associées à des Totrubiella ou Cordyceps .

Parmi les nombreuses espèces entomopathogènes de eaecilonyces, deux sont
étudiées ici : P. fainosus (Holm) Brown et Smith et p. fumosorcseus (Wiz€) Brown

et Smith. Ces 2 espèces se distinguent (tableau 14) entre elles par la taille des phia-

lides (5-15 x 1,2-2,5 pm pout P; farinosus et S,7-B x 1,2 pm pout p. tumoso_
roseus ), la forme des conidies (elliptique à fusiforme pour p. farinosus el cylin_

drique à fusiforme pout P. fumosoroseus ) et la couleur des colonies (blanches pour p
îarinosus el rosâtres pour P. fumosoroseus ) (ligure 12),

b- Historique du geÛe Paecilomyces

C'est en '1907 que le genre Paecilomyces est introduit par Bainier qui le décrit
comme relativement prcche de penicillium, mais se disfingue de celui,ci par l,absence

de colonies de couleur verle et par une courte phialide cylindrique, se prolongeanl par

un col long et fin. Différentes espèces antérieurement décrites comme Spicaria ou
lsaria onl é1é transférées dans ce genre à Ia sujte des observations de similitudes des
slructures conidiogènes.

Vingt kois espèces de Paecilomyces sonl reconnues par Brown et Smilh en
1957- En 1967, Onions et Barron élargissent le concept générique de paecilomyces en
y plaçanl 10 espèces monophialidiques donl 9 seronl transférées dans le genre
Acrcmonium par Gams; elles seront encore par la suite translérées dans le genre

Sagruhamala par Subramanian.
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FigLrre13 : lertliiiil.n iec::rii . coniiiophore e! conidies
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En ,i974 , Samson {ait la mise au point du genre el répartit les diflérentes
espèces en 2 sections i Paecilomyces el lsatioidae.

c - Biologie des espèces P.la nosus et p.fumosorcseus

Les espèces étudiées ici sont essentiellement pathogènes d'lnsectes telluriques.
Paecilomyces fumosotoseus el p. farinosus sont les espèces les plus connues et

les plus préconisées en lutte biologique. Elles possèdent un spectre d,hôte assez large:
Lépidoptères, Diptères, Homoplères, Coléoptères, Hymehoptères, Termites et
plusieurs autres insecles, mais tendeni à être spécifiques d,un seul hôte (Knitowa et
al., 1977).

Paecilomyces farinosus esl très commun dans les pays à climat tempéré ou
subkopical . ll possède un très haut potentiel comme agent de contrôle biologique car il

peul être efficace contre différents insecles: L. decemtineata (Samsinakova et Kalalova,
197q, Scolytis scol)4ls (Doberski, 1981), larves de Spodopteru exlgua (Agudeto et
Falcon, 1983), plusieurs espèces de Lépidoptères (Mohanan et Varma, .t988) etc..

La gamme d'hôtes de P tumosorcseus est mal connue mais on sait qu,elle est
assez large et que Ie champignon a une très vaste dislribution géographique. par

l'emploi de mutants diauxotrophes, le cycle parasexuel a été mis en évidenca,
l'hybridation par fusion protoplasmique a été éprouvée et a permis de créer des hy-
brides ponant des marqueurs de résistance aux fongicides; ceux-ci se sont révélés
aussi pathogènes que la souche sauvage initiale (Riba, 1978) .

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

A.ll.7. Le genre Vetticillium Nees

a- Description morphologique

Le genrc Vedici iun est caractérisé par des conidiophores dressés, hyalins ou
noirs, avec plusieurs étages de veriicilles de phialides divergentes, étroites et hyal
lines. Les conidies sonl hyalines, unicellulaires, rarement en chaînes. Beaucoup
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drespèces sont saprophytes ou phylopathogènes; une dizaine sont entomopathogènes dont
V. Iecanii (Zimm.l Viègas.(figure 13)

V. lecanii est caractérisé par un thalle à croissance lenle, floconneux, blanc à
jaune pâle. Les phialides sont isolées ou en verticilles, très allongées, légèrement
renflées dans la partie inférieure. Les conidiophores ne sont pas distinctemenl djlfé_
rents de l'hyphe végétative.

Les conidies sont unicellulaires, hyalines, à paroi fine, cylindriques à elljp_
tiques, formant des glomérules à t,extrémité de ta phiatide .

Les formes parfaites des Veniciltium se répanissent dans les géIres Nect /a ,

Cotdyceps el Toïubiella. poutv. Iecanii , aucune forme parfaite n,est connue.

b. Historique de l'espèce Ve ici ium lecanii

Ceüe espèce a été décrite en 1999 par Zjmmermann. Dans une monographie du
geîte Cephalospotum, Gams (1971) crée une section .. Vedicillium section p.ostrata
, contenant des espèces entomopaihogènes el dont V.tecanii lail panie. Balazy (1979)
propose de mettre Ies souches à conidiophores verticillés dans le sous_genre
Ptovettici ium et de retenir les souches à conidiophores uniques dans le genre
Cephalosporum. Hall (1981) ne retiendra par la suile que la classification de Gams .

c- Biologie du gente Vetticiuium

Vedicillium lecaniipossède un large spectre d,hôte el parasite lous les stades de
développement d'insectes de tous les groupes. lt produit des épizooties nalure es
speclaculaires sur les pucerons et les aleurodes, dans les régions tropicales et sub_
lropicales. Dans les régions tempérées, il n,a jamais été impliqué dans des épizooties
mais il est souvent isolé à partir d,insectes de serres (Samsinakova et Kalalova, 1975;
Easwaramorrhy et Jayaraj, 1978; Kanagratam et al.,jg82, Hall et papierok,, 1982).
ll a aussi élé signalé sur les nématodes comme ceux de la belterave sucrière.ei it peul
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Tableâu 16: Bécapiiûlatil des spectres d'hôles

Espèêe

B. bassiana

B. brongniartii

Hôte généralemênl
très sensiblê

Hôle généralement Dlvers
peu sênsiblê

Pyralidae
Chrysomelida6
Hémiplèrês

Scarabêidâê
Curc!rlionidae

Chrysâ des de
Pyraldâê et dê

Lépidoptères

Noctu da€

C ptères

lüololonth nâs
Chrysonrê dae

Cêrcop dae

Dynastidâe

Scarabêidae
Noctuidae

Homoplèr€s

Noctuidae
Homoplères
Pyralidae
Hémiptàres
Homoplères

Chenilles de
Pyralidas

Ubiqu stê

Ubiquiste

lJb quLstê

Ubiquiste

T. cylindrasparum

M. anÉapliae vat.

Pyralidae
Scarâbeidae
Hornoptères

Tropica

Ubiqulsle

M. anisop âe vat.
fiâlor

lJbiquiste

Trop cal
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pa.fois hyperparasiter des champignons phytopathogènes (Kotthoff, t9g7;
Leming,1976; Hall 1980)

Petch (1925) fut le premier à préconiser l,emptoi de y. /ecanii en tutte bio-
logique. [,1ais l'appréciation des potentiatités du champignon dans te contrôte des in_

secles ravageurs de culture remonte à 1958 aux Seychelles, où il fui introduit dans
des populations d'insectes divers; ceci donna de bons résullats. V.lecanii s'esl Évélé
efficace dans les cultures de chrysanthèmes contre les aphidides Brachycandus heti-

chrysi el Myzna pe6icae, et dans les cultures de concombres pour contrôler les po-
pulations d'Aphls gossypii etde T aleurodes vaporutiorum (Ha et Burges, 1979,
Hall, 1981; Kanagratam et al., 1982) .

Vefticittium tecanii a été le premier champignon commercialisé 
"n 

frrop".
Trois préparations (tableau 15) à base de 3 souches distinctes ont été exptoitées :

VERTALEC homologué en crande-Bretagne en 1981 contre les Homoptères aphididés,

I\,4YCOTAL conlre les Homoptères aleyroidldés et THBIPTAL pour réguter les Thrips et
l'acatien letrunychus urticae.. Ces formulations contiennent des substances nutritives
qui induisent la germination et limitent la croissance saprophytique à la surface.

Cependant, I'ulilisation de V.lecanii dans les champs ne donne pas entière satisfaction à

cause des conditions d'humidité et de tempéralure non favorabtes. Dans les zones lro_

pjcales ou subtropicales, une plus grande potentialité existe car l,humidité y est très
élevée pendant de longues périodes. Ces préparations ont été depuis reiirées du marché.

Notons qu'en URSS, 14 /ecanil est commerciatisé sous Ie nom de VERTICILLIN (Filatov/

1981)

L'isolement de protoplasles a été développé (Jackson, 1984). Grâce à des mu_

lants auxotrophes, des croisemenls par anaslomoses hyphales et par des fusions de
protoplastes ont été obtenus avec succès (Jackson et Heale, 1987), bien que les di-
ploirdes se soient montrés en majorilé instables. Cefle instabililé peut êlre 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 hôtes des espèces étudiées (tableau 16)
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- des produits commercialisés à base d'hyphomycètes entomopatho-

gènes(tableau 17)

- el enlin de quelques exemples d'applications expérimentales.(tableau

18).



B. MATERIELS ET METHODES
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B.l. Méthodes d,anatvse des ARNr 2gS et ADNr 2gS

Pour une caracrérisarion prus rigoureuse des souches et une meireure éva-
luation des riens phyrétiques entre res organismes, ir esr imponanr d€ murtiprier res
caradères considérés. Des méthodes et technjques modernes d,analyses ont été utili-
sées. L'identification de chaque souche peut ainsi êlre définie par diflérents critères
autres que les critères morphotogique, physiologique ou pathotogique.

Parmi tes méthodes biochimiques, celtes qui étudient tes acides nucléiques
(hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN, comparajson de séquences, a[alyses du poty-
morphisme des fragments de restriction...) soni à l,heure actuelle les plus usilées.
Elles sonl fiables et permeltent une certaine évaluation quantitative des retations
phylétjques, ce que ne permeflent pas les études phénoÿpiques.

8.1.1. Choix des ARNr 2gS

Les structures secondaires et lertiaires des AHN ribosomiques (ARNo
(décrites à partir d,analyses de séquences nucléotidiques) se soni remarquabtement
bien conservées au cours de l,évolution des espèces (Woese, 1980; Gerbi, 19BS),
bien que de grandes vaiations en taille aient élé observées..Ces variations sonl plus
importantes pour lâ grande sous_unité de l,ARNr que pour la petite ([.,tichot et
Bachellerie, 1987; eu, 1986). Les molécules d,ARNr jouenf un rôle essentiel dans les
slruclure et lonction des particules ribosomiques; ce sont des éléments indispensables
de la synihèse protéique. I apparait évidenr qu'ir y a uno forie corrération entre cefte
fonction et le haut degré de conservation structurale de ces molécules. La comparaison
de séquences procaryotiquês et eucaryotiques de la grande sous-unité de l,ARNr er
l'élude des modèles de slructures secondaires (qui €n résultent), révèlent que toutes
Ies molécules ponent un grand coeur slructural forteme conservé, interrompu à des
sites particuliers et spécillques par des domaines divergents qui ont subi de targes
variations de taille durant l,évolutjon des eucaryotes. Cefie conservation d,un coeur
slructural, fermsmenl homologue durant l,évolution, suggàre quo cette caractéristique
commune panicipe à des fonctions de base ponées par les ribosomes de procaryotes el
d'eucaryotes (lrichot et at.,t 9B4).
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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 dARN (Brimacombe et Stiege, 1985).

Les protéines ribosomiques (1/3 de la composition du ribosome) se seraient
associées plus tard aux ARNr, pour augmenter l,efticacité du ribosome. Leur rôle.

ainsi que leur int€raclion avec les ABN ne sont pas en@re bien élucidés. II est certain
que ces protéines jouent un rôle important dans le maintien de la compacité du ribo_

some et certaines d'entr€s elles possèdent des activilés enzymatiques; d,autres pour_

raienl avoir un rôle de régulation dans la traduclion de plusieurs auires protéines
ribosomiques {Nomura et a1..1984).

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

La taille et les proportions d'ARN et de protéines dês ribosomês d,eucaryotes ou

de procaryotes, cytoplasmiques ou mitochondriaux, présentent des variations assez
appréciables; cependant teurs fonctions dans ta synthèse protêique sont équivalentes et
universelles. Rappelons ici ces 3 fonctions principales :

- une fonction dans Ia séleclion et la reconnaissance des ditférents li-

gands: ARNI. ARNm

- une fonction mécanique dans la fixation de t,ABNm permettant la
lecture de calui-ci

- une fonction catalyiique grâce à ses quelques protéinês possédant des

aclivités enzymatiques.

Toutes ces fonctions sont inscrites dans la structure de la particule qui, elle

même, dépend des ARN. et de I'agoncement des dilférentes p.otéinss ribosomiques. La

structure et la fonction universellement conservées du ribosome font des ARNI de bons

indicaleurs moléculaires (Qu, 1986) pour l'étude de t'histoire évolutive du monde

vivanl.
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Ce haut degré de conservation se faduit aussi au niveau des séquences nuclâ)_
lidiques : dans diverses régions bien précises de ra morécure, eles évoruent beaucoup
moins vite que Ia ptupart des autres molécules (Takeshi & al. 1983). est probable
que des contraintes fonctionnelles ont rendu ces séquences indispensables, car eltes
possèdent un contenu informationnel trèS importanl.

De ce fait, Ies séquences nucléotidiques des ARNr constituenl donc
de choix pour t'analyse phylogénétique entre tes djfférents organismes
organite§ des Eucaryoies ou des procaryote§) et permettent d,établir des
de la divergence généiique.

un malériel

(noyaux et

eslimations

Les ARNr 55 ont été les premierb à être utilisés comme indicateur phylogéné_
tique, à cause de leur petjts taille qui facilite la détermination des séquences (Hori et
Osawa, 1987). Cependant, du fail de cette petite tai e el du fait que ces motécutes sonr
très fortement conservées (le nombre de positions nucléotjdiques variables étant ainsi
kop restreint), elles ne permeflent pas d'obtenir des mesures exactes quand it s,agit
de relations très élroites ou très éloignées, contrairement aux molécules plus grandes:
16-185, 23-28S (Mc Carro et aI.,1989).

Pour ceüe raison, Ia compâraison de séquences partielles d,ARNr 28S est l,un
des critères que nous avons choisis dans notre coniribution à l,étude de la variabiliié
génélique des Hyphomycètes entomopathogènes.

ll a été montré que certâines séquences de ces molécules sont fonement
conservées au cours de l'évolution des espèces alors qu,à côié de ces séquences
conservées, se trouve un ensemble de domaines sfucturalement plus diversifiés. Ces
domaines sont constitués d,une suile de séquences conservées, variabtes et
hypervariables. Ce e étude porte uniquemenl sur deux domaines (01 et D2) à
variation rapide, situés près de ta région S,terminale de I'ARNr 28S (figure 14).

Notre choix s'est porié sur ces 2 domaines car D2 est lun des domaines les plus
variables de I'ARNr 28S qui va nous permettre de mieux apprécier les dive€ences au
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sein d'une même espèce ou enire des espèces proches. Les relalions phylétiques ent.e
taxons un peu pius éloignés sont estimées par l,analyse du domaine D1, qui est un
domaine relativement plus conservé. Sur I'ensemble des deux domaines, 476 nucléo-
lides onl été séquencés. ll a été définj que pour 6tablir les relations phylétiques entre
différents organismes par la comparaison de leurs séquences, il n,est pas nécessaire
que la séquence de ta motécule soit entjèrement déterminée ilane et at.,19BS). Ce qui
esl impératif, c'est que le nombre de nucléotides comparés ait une signification sta_
tistique et que les séquences puissent être alignées.

8.1.2. Culture des champignons

Les différentes souches étudiées proviennent de la mycothèquê de ta Station de
Recherches de Lutte Biologique de la Minière. |NRA. cuyancourt (tiste des souches
lableau 19).

La majorité des souches analysées pousse facilement sur un milieu semr-
synlhélique complet (MC) dont Ia composnion est précisée dans te tabteau i.(Annexe
lll). Les souches de Nomurcea poussent sur un milieu un peu dilférent (tabteau 2,
Annexe lll).

A partjr de chaque tube de co ection (mitieu gétos6, conservé à 4.C à
l'obscurité) provenant de Ia mycothèque, une préculiure monospore est effectuée en
boile de Pélri sur mjlieu gétosé. AprèS 7 jours de cutture à 26.C (20"C pour l\ræg et
Ma76), le mycélium est récupéré par grattage superficiet du mitieu puis b.oyé dâns
100 ml d'eau distillée. On ensemenca 1 ml de ce broyat dans une fiole de Roux conte-
nant 150 ml de milieu liquide. Après quelques jours de croissance en condition sta_
lique, on obtient un tapis mycélien à la surface du milieu. Le mycélium est recueilli
par filtration sur toite à bluter, puis tavé 3 fois dans l,eau distillée. On essore légè-
rement le mycéljum dans la toile et on ôte l,excès d,eau avec du papier absoôant. Le
mycélium est recueilli dans une boîte de péùi, congelé ei lyophilisé. Ce lyophilisat est
gardé à -20'C jusqu'à son utilisation.
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Tablêeu 19 :Listê dês 116 souchês étudiéè3

Beauÿeia bassiena
Bb28
Bb70
Bb73
8b103
8b147
Bb16S

8b182
8b216
8b377

Beauveria

LêptinoteÆ a d êêe m li neate
Lasiocampidae

?

Tingidee gargaphia

Silone discoîdeus

Sitona discoideue
Sitona discoîdêus
Ostinia nubilalis

ATCC 7159

France {Nord)
I\radag ascar
URSS

Colombie
France (Nord)

(Lusignan)
France ( Sud)

Franêe (Aisacê)

France (Sarthe)
Polognê
Francê (Sarthe)
Frânc6 iorno)
Frencê(lüerolles)
France
Suisse
Suissê
France(Vésoul)
France(Doubs)
Tchécoslovaquie
lnd€
Japon
Japon
Pologne
Suiss€
Suissê
Suisse
Suiss€
France(Cantal)
llalie
lialie

Equatour
Equateur

À{rique
?

Arriqu€
Arrique
Nouvelle-Zélandê

Bs

1971
1973
1974
1S75
1978
1981

1SA2
1983
1986

1981

1961

1S62

1964
1965
196S

1972

1974
1974
1S76

1978
1979
1980
1942
1983
r 983
1983
19S6
1988
1988

r 981

1981

1963
1964
I964
I964

Beauveria btongniadii
Bll
814
Br6
Br9
Bt22
Br33
Br44
Bt46
et47
B 15l
8153
Bt72
Br80
Br81
Bt82
B t85
Br86
Bt89
819 0
B r93
81100
Blt 0l

Bÿ442
gv3S2

Metarhiziun antsapliae
Ma2
Ma5
Ma14
lüa15
[,4a17
tV â23

Melalônha nelôlontha
M e la la nt ha tnel alo nt h e
Malalanthâ mêlolontha
Mêlalonlha n6lalonthâ
Mêlalonlhâ màlolantha
Oryctes rhinacêrcs
l elolontha nelalanth
Melolonlha melolontha
Melolôntha nêlolontha
Meolantha nêlolontha

Halatrichia seïata

Mglolontha màlolantha
Melolontha melolantha
Mêlolonthe ûalolanthe
Melolonlha melolontha
Melolontha helolontha
Melolantha melolonthe
Melolantha nelolontha

Oryclês nasicarnis
Slrulaegus aloêus
Phyllopadha honicala
Arycbs thinacê@s
Schistocerca grêgaria
O\ycanus sp.

Nom de
l'êspècê

lsôlst Annéê Hôtè
d'is o lê me nt

d'origine OriginÇ
géographiquê



[.4e167
It a170
l\ra175
Ma177
t/a179
[,4â180
Mal81
Ma197
Me199
Me2O2
Mà229
Ma243
[/a250
Ma252
Ma253
Ma254

Metaùiziùm llavoviride
t!1f8 8

Nr5
N17
Nr0
N111
N112

Paaci|omyces ta nosus
PI6
Pf l3
Pi33
P'3 6

Paeci lomycês I u fi osoroseu s
Pfr6
Plt25
Plr35
plr4O

Plt47
ptr5 4
Pir5g

Tolypocladium cylindrcsporum

Biésil
Brésil
CLba
Frencê(Àrontp6lliê0
Francê{PloUgâstel)
Lâ Réunion
Lâ Réunion
Guadeloup€
Guadêloup€
La Réunion
lndonésiê
Marlinique
Guâdeloupê
Guadêloupê
Guadeloup€
Guadsloup€

Floride
Jâpon
Brésil
USA
USA

Franc€ (La [/inièrê)

Frencê(Orléan6)
Japon

France(Montlavet)
France(Vésoul)
France(Mârcoussis)

Pologne
Guadeloupê
À,4 arl in iq uê

À,/a29

Ma32
Ma44
À,{a51

[,1a66
[4a69
[ra73
tu1a76

lV agl
I\.1a94

i\,,1e95

[,/a97
lüa104
Ma110
Ma139
l\,4a146
À,1â151

[,4e152
Mâ162

1967
1967
1970
1971

1972
1973
1972
1973
1974
1974

1975
1976
1978
1980
1981

1981

1981

1982
1982
1982
1982
1982
1982
1980
1S83
1986
1S86
1986
1987
1986
1987
1988
1988
i988

1974

?
1979
1980
1982
1983

1970
1973
1977
1979

1972
1975
1976
1977
1980
1S84
1985

Oryctes rhinoce@s
Cetonia autata
Leptlnota Êa d ec6m line ata
Oryctes ûinocêros
Orycles nasicornis
Oryctes sp.
Otyctes ùinocêrcs
ôrycanus sp.
Elateridae
Elateridae
Oryctes nasicornis
Melolontha nelolontha
Sautê16lle
Sitonâ sp.
Ostrinia nubilalis
Mahaneùa posticata
Zulia entrcriânâ
Zulia entrciâna
Mahanaÿa posticate
MahaneNa posticata
MahanaNa posticata

Sitona discoidelrs
Oliorhyûchus sulcatus

Hoploche lus n arign alis
Diaprepàs ebbrcviatùs
1iaprepes abbrcviatus

Oiaprêpes ebbrcviatus
Diaprcpes abbrcviatus
Diaqêpês abbreviatus
Diaprcpes abbrcviatus
Diaprepês abbrcvietus
Diaprepos eb&êvietus

Oliorhynchus sulcatus

Antica rc ia ge m rnat ali s
Bombyx mori
Anticarcia gêmnatalis
Anticarcia geûfiatalis
Anticarcia geûmatalis

thaumetopoêa pityocampa
Pristiphorc abietina
Hylobius sp.
Dendrclimus supereus

Citphis unipuncta
Melolantha melolontha
MarnestQ bressicae
Ostinia nubilalis
Lepti not ars a decên li nê ata
oiaprcpes abbrcvienrs
oiaprcpes abbrcviêtus

Franc€(Lâ l\,4inièrê)

Francs {La l\/inière)
France (La l\,4;nière)
Franc€ (Poitisrs)
Airiquê
lnde
Nouvellê Zélandê
Francê (Rênne6)
Francê (Doubs)

France (Vésoul)
Guadêloupe
Frâncellvlontpellisr)
Francê (Lêvssville)
Brésil
Brésil
Brésil
Brésil
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TC8
TC10
1C7
TC9
TCl

Talypocladiufi exlinguens
TC16

Micrahtlum ancaperae
895

Vedicillium lecanii
VF
W
Vlec
tüYc
V2V

Penicllium clrinum
Pcit

Fougèrê
So

So

Anêhnacanpa luninasa

Adaryphorus caulant

Cocheni ê

Ttialeurcdes vapaGrotum

Mousl qLrs

Angl€terre
Tchécoslovaquis
Nouvellê-Zélande
Hollende
Calilorni6

Nouv6llê-Zélande

Australiê

?
Francê
Angletêrre

1S76
1981

1982
19S4

1986

Ànnée Hôle d'origine
d'isolêrnent

1965
1967
?
?

1971

1977

Lisla dêâ souchê6 rêcarâclériséês

Originê Nouvêau nom
9éogrâphiqu6

Plr3 8

Plt52
Plr63

1984
1987

Scotia segêtuû

Ca iphora
Diaprepês sp.

fonnê int€rmédiâir€ €ntre
P,lumosorcseus el P.

Pâecilomyêes j ava nicu s
Paêcilomyces lilacinus ou

P.lilacinus ou P.matquand"

Bêauveia sp.

Bêauvêria brcngniaftii

Verticillium lecanii

Microhilum oncopeaê

Actêmonium strictuû

Bêeùvetia

H a pl och e I u s m â rgi nal is

Guâdeloup€

USA
[tradagascar

1987

Mêlaidagynê incagnita Péto\)

Larves de ép dôptèr€

841
873
896

vc26

1973

1988

1987

lndss
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8.1.3. Analyss des ABNr 28S

a- Êxtraclion de t'ARNr (Annexe t)

Environ 120 mg de mycélium lyophilisé sont broyés dans l,azore tiquide puis
répanis dans deux tubes Eppendorf de 2,2 ml et mélangés énergiquement avec 9OO pl
de tampon d'extraction (Annexe l ) et gOO pl d,une solution phénol_chtoroforme
(vol1:1) (Annexe llt) L'utitisation de ces 2 solvants organiques permei une dépro-
téinisation plus efficace ; le chtorolorme lacilite en même temps ta séparalion de la
phase aqueuse et de la phase organique. Avant utilisation, le phénol est saturé avec du
Tris-HCL pH 7,4. Cefle solution contient aussi de I'hydroxyquinotéine (qui est un an-
lioxydant, un faibte chélateur des ions métal et un inhibiteur partiel dé RNase) et de
l'alcool isoamylique (qui réduit l'émoussement lors de l,extraction). On centrifuge te
mélange 15 mn à 10 000 tpm à 2.C. La phase aqueuse est.écupérée. L,extraction au
phénol-chtoroforme est répéiée deux fois. Après ce cycle de purificaiion et
d'extraciion, suit une séris de lavages el de précipitalions. On rajoute 70 pl de NaCl
3M puis 1400 pl d'éthanot koid à la phase aqueuse. On taisse précipiter 2h à -20.C.
Après cenlrilugation, le culot est séché sous vide puis resuspendu dans 400 Bl de
Tris(10mM) pH7,4.

La purification des ARN se poursuit par une série de précipilalions au
LiCl(3M), éliminant ainsi I'ADN double brin. Après centrifugation, te cutot est de
nouveau resuspendu dans 250 p lde Tris (10mM) pH 7,4.

b- Dosage et conlrôle de pureté de I'ARN

Les 2 suspensions de chaque souche (2SO pl) sonl regroupées dans un seul
tube, puis analysées au spectropholomètre selon un spectre d,absorption de 2OO à g2O

pm. La concentration d'ARN est déduite à partir du pic de ta DO 260.

L'ARN est utitisé à une concentEtion de 4 Ég&t. La pureté de |,ARN est ensuite
controlée par un mini-gel d'agarose en présence de BET (l,efficacité du séquençage
requiert une population de molécules entières, homogènes et sans protéines).
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c-Technique d€ séquençage

Le séquençage des ARNr se fait selon une technique simple et rapide (eu et al.
,1988). Cette technique repose sur la synthèse d,ADNc par la transcriplase inversê.

L'élongation est initiée par dos otigonucléotides de synthèse, complémentaires
de Ia région phylogénétiquement conservée en aval des domaines (amorces p1, p3,
(Guadet et at.,i989 )(Annexe ).

Ces amorces sont préatablement marquées en S,avec 1P32(ATP) et ta po-
lynucléotide kinase (Annex€ ).

L'allongement de la chaîne s,effeciue en présence de nucléotides triphosphates
froids (dN) (Annexe t). Le principe de ta méthode (figure 1S)-est fondé sur
l'activilé inhibitrice de t,étongation des didésoxynuctéotides triphosphates (ddN). Ces
ddN n'ont pas de groupe 3,hydroxyl. L,élongation est arrêtée chaque fois qu,un ddN est
incorporé. Chaque tube de séquence contient un type de ddN (ddA, ddI, ddc ou ddc) et te
type de dN analogue (dA, dT, dG ou dC), On oblient ainsi des f.agments de différentes
longueurs ayant ta même exlrémité S,. Les fragments d,ADN sont séparés par élec-
lrophorèse en get de polyacrylamide à 6% ou à 8% (Annexe III) sur plaque de 40 cm.

Les gets sont séchés avant autoradiographie. Lâ tecture se fait après 2 à 3 jours
d exposition sur film Amersham.

d- Electrophorèse en get de polyacrylamide

La migraiion électrophorétique se fait dans des condiiions dénalurantes dans un
tampon Tris-Borate pH 8,3 (Annexe). Le gel contient de l,urée à une concentration
suflisante pour assurer un maximum de dénaturation de I'ARN. Le pouvoir dénaturant
du gel est aussi rehaussé par sa température élevéee résultanl de Ia haule iensaon
ulilisée (1800 volts). Ceci permet d,obtenir te maximum d,échauffement, de mini-
miser la diffusion des fragments et de réduire le lemps de la mig.ation. Dans ces con-
ditions, ies régions à structure secondaire devraient être effectivement dénalurées.

Deux concenlralions de polyacrylamide sont utilisées: 6"/o et B"/o. Le pourcen_

tage d'acrylamide et de bts acrylamide détermine ta classe de taille des 1ragments que
l'on veui séparer. Un haut pourcentage (B%) pour un court temps de migralion (2h)
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permet d'obtenir les séquences près de l,e)drémité marquée. euand 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. Problèmes tencontrés: la rouie vers le pCR

Le rappon de concentralion habituel entre ddN et dN est de S, avec pour chaque
tube, une concentration de 40 pM de dN et 2OO pM de ddN. Ceci permet de synthétiser
facilemenl près de 300 nucléotides. Malheureusement dans le domaine D2, pour cer-
taines de nos souches, il a élé impossjble d,aller au detà de 150 nuctéotides,

- Au départ, nous avons pensé que cete interruption de l.élongation était due à
un mauvais rapport entre ddN et dN. Différents rapporis ddN/dN (r=1, 2,4) ont donc
été testés, avec une concentration invariable de dN €t égale à 40 [M. Ceci ne nous a pas
permis de dépêsser les 't50 nucléotides.

- La modification du rapport par des changemenls de concent.ations de dN n,est
pas non plus efticace.

- Au vu de ces résultats, nous avons tenté de réaliser l,élongatjon à différentes
températurss (30, 35 et 45.C) pendant 30 mn, Aucune différence n,a été observée
pour les 3 conditions. par ailleurs, le temps d'élongatjon (20 mn à .l h) n,a aucun
effet sur la longueur de ta séquence, à partir de 3O-3S mn. pour des temps infé_
rieurs, les séquences sont plus courtes.

Après celte bande d,arrêt, on a parfois ôncore quelques nucléotides mais lout se
passe comme sj on arrivait à lextrémité de I,ARN. pour vérifier si I,ARN n, a pas été
coupé lors de la conservatjon, Ies 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. ll pourrajt être aussi probablo que cet
arrêt d'élongation dans Ie domaine D2 soit dû à une conformation secondaire particu-
lière de l' AnN au niveau de laquelle la chaîne n,est plus normalement accessible à la
transcriptase. Pour contourner ce problème, nous avons séquencé le segment d,ADN
codant pour cefle région de l'ARNr 2BS (figure 2O), en passant par une étape
d'amplif ication enzymatique(pCR).
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8.1.4. Analyse de t'ADNr

a- Extraction de I'ADNr (Annexe t[)

L'extraction et la purificaiion de I,ADN génomique s,effectuent suivanl un
prolocole de mini-extrâction simple et rapide. Le mycélium tyophilisé, obtenu dans
les mêmes conditions que poui l'gxtraction des ARNr, est broyé, placé dans un tube
Eppendorl, et mélangé avec 1 ml de tampon d,extraction (EDTA 50 mM, SDS 0,2%
pH8,5). Le mélange est incubé à 70.C, puis csntrifugé. On ajoute de t,acélate de
Polassium 5M au surnageant; on laisse précipiter 30 mn dans la glace avant de cen_
trifuger, Le surnageant est prélevé. L,extraction proprement dite est réatisée à l,aide
d'une solution de phénot-chloroforme-alcoot isoamylique(48-48_4) saturée avec du
Tris pH7,5. Cette opération est effeciuée 3 fois. Les protéines restanles sont entevées
par l'addition de 800 Ét de chloroforrne-atcool isoamylique(48,4). L,ADN contenu
dans la phase aqueuse est ensuite concentré par une précipjtation à l'éthanol (1 ml),
suivi d'une cenlrifugation, Le culot est lavé à l,alcool 70 %, puis séché sous vide et
resuspendu dans 100 El de iampon Tris EDTA.

Un traitement à Ia RNase (1omgimt) à 37.C pendant 30 mn déOrade les ARN
qui reslent. La pureté de |'ADN est contrôlée sur un mini-gel d,agarose en p.ésence de
BET.

b- Technique du PCR

La technique du PCR permet d,amplifier un segment d'ADN entre 2 régions de
séquence connue. EIIe a été conçue et développée à la Céius Corporation par i.lu is
(1987). La technique est basée sur te fonctionnemenl cyctique d,une ADN potymérase.

Deux oligonucléotides de synlhèse sont utilisés comme amorce pour une série de
réactions synthétiques catalysées par la polymérase. Ces amorces sont complémen-
laires des séquences qui sont à l'op@sé de |,ADN modèle. Elles sont présentes en targe

excès par rappon à la quantité d'ADN pour lavoriser la formalion du complexe
amorce-ADN, par rapport à la réassocialion des 2 brins d,ADN quand la température
baisss après l'étape de dénaturation. Cependant la concentration de ces amorces ne doit
pas être trop élevée pour éviter toute hybridation non spécifique.
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Un cycle d'amplification comprend S étapes (tigure 21):
- la dénaturation de I,ADN (94.C)

- I'hybridation des amorces (60"C)

- l'extension de l'amorce par ta Taq polymérase (72.)

La Taq polymérase a été isolée d'une archébactérie (fhemus aquaticus) el ,
peut résister à de très hautes températures (1OO.C). Chaque cycle d,amptification
double la quantité du produit d'ADN désiré

Des niveaux d'amplification de tos peuvenl èlre atteints au boul de 25 cycles.
Dans un premier temps, la région concernée est amplifiée sous formg d,ADN

double brin. Deux couples d'amorce sonl employés: pN7 ou pNg est utilisé en asso-
ciation avec PN2 ou PN4 .

Dans un second temps, I'ADN esl amplifié de façon asymétrique sous forme
d'ADN simple brin avec PNg; te produit d,ADN ainsi obtenu servira de matrice pour te

séquençage. Les produits de I'amptitication sont visualisés sur un mini-gel d'agarose
en présence de BET. Avant d'être séquencé, I,ADN est purifié par un passage sur une
colonne de sephadex.

c. Technique de séquençage de I'ADN

Le sâluençage de I'ADNr est entrepris par ta méthode de didésorynucléotides

terminaleurs de chaîne (Sanger, 1974. L,élongation de la chaîne est catalysée par la
T7 DNA polymérase. Le protocole utilisé, tivré avec te kit dê séquençage esl cetui
proposé par Pharmacia . Les fragments d,ADN sont marqués au S3S. Ce choix est jus_

litié d'une part, par unê meilleure résolution autoradiographique du S3S par rapport
au P32, d'autre part, par une durée de vie plus longue des produits marqués et par une
ulilisation plus simple. L'initiation de t'élongatjon se fait avec l,amorce p3 (= pN4).

8.1,. Méthodes d'analvsê des isoênzvmes

B.ll.1. Choix de la lechnique

Les isoenzymes sont des enzymes utilisant ln yr't o Ie même subslrat mais qui

possèdent des propriétés électrophoréliquês ditférentes.
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Les techniques éreckophorériques qui permeltent d,étudie. res isoenzymes ont
été éraborées depuis rongtemps. c'6st en 1955 que smithies a inkoduit res technique§
d'éleclrophorèse en gel d'amidon, donnant l,espoir, à plus ou moins longue échéance,
d'identifier différents groupes taxonomiques par une simple électrophorèse. Ces
techniques nê nécessitent pas de purificarion du maté.ier et peuvent se taire oirec-
temenl à pa r d,un extrâit brut. En éleckophorèse conventionnelle, les deux sup-
pons les ptus utilisés sont t,amjdon et te potyacrylamide.

L'électrophorèse en gel d,acrylamide a un pouvojr de séparalion ptus grand que
l'électrophorèse en gel d,amidon. Ces 2 techniques séparent tes motécules essentjel-
,ement par la charge mais aussi par la taille suivant un effet de tamis.
Malheureusement, les profils obtenus par gel de polyacrylamide sônt parfois trop
complexes et donc difficiles à interpréler Ces techniques restent cependant tes
meilleures pour ra typorogie des souches, L'érectrophorèse en ger d,amidon donne des
patterns étectrophorétiques simples donc plus faciles à utitiser dans une étude
comparative à des lins taxonomiques et même phylogénétiques.

Notre contribution à t,étude de ta variabilité génétique de ces organismes a
porté sur des souches choisies à partir de chaque branche de t,arbre phyt;ique étabti
par lanaryse des séquences d'ARNr. cette étude s,est faite à r,aide de ta sàparation
électrophorétique en gel d,amidon et pone sur une dizaine de systèmes enzymatiques.
Cette technique présente l,avantage de donner des profils élecùophorétiques simples,
faciles à interpréter génétiquement; elle permet en outre, pour un individu, pour un
gel, de révéler simultanément 4 à S systèmes enzymatiques.

Au sein de chaqu€ espèce, nous verrons s,il est possible de reconnaître dos
profils typiques et nous essayerons, à panir de ta comparaison des différents zymo_
grammes, d'étabtir les liens phylétiques entre tes espèces et les genres étudiés.

Nous rechercherons des congruences enrre ra crassification issue de cefie ana-
lysê biochimique êt la classification établie par les séquences d,ARNr: la première est
élablie par I'analyse du produil de plusieurs gènes dans un même organisme; la seconde
se situe au niveau d,un seul gène.
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B.ll.2 .Cullure des champignons

Nous avons analysé 44 souches dont nous donnons la liste dans le tableau 16.
Les conidiospores sont obtenues après 15 jours de culture des souches sur

milieu MC gétosé à 2S"C (20.C pour i/a23 et [Ia76) et à t.obscurité. Les spores sonl
récoltées par grattage superflciel du milieu, puis mises en suspension dans de petits
flacons contenant de perites biles de verre el 10 mr d'eau distilée. EIes sont ensuite
dispersées par agitation. Cefle suspension est ensemencée dans SO mtde milieu tiquide
Adamek (tableau 5 Annexe llt) répartie, en Ertenmeyers de 1SO mt. Le mycélium est
récolté au bout de 7 jours de cutture profonde agitée (1OO tpm), à 2S.C.

B.ll.3, Exiraction des p.otéines

Le mycétium lormé sur mitieu Adamek subit g séries de tavage à l,eau stérite
par centrifugation à 900 tpm pendant lsmin, Le mycélium est ensuile rincé dans une
solution tamponnée (Tris 1O-2 M-EDTA S.tO-3 i\,4 pH 8,2 ) puis séché par un papier
absorbant, pesé et finatement broyé dans de t,azote tiquide. Le broyat est repris dans le
même tampon à raison de 0,1 ml pour 1 g de mycélium séché. Cette suspension subit
une cenirifugation réfrigérée à 15 OOO lpm pendant th. Le surnageant contenant tes
extrails protéiques est recueilli puis reparti dans des tubes Eppendorfs. Ces extrails
sonl conservés à -80"C jusqu,au moment de leur ulilisalion.

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

a-Fabricaiion des gets

Les gels sont réalisés avec de la fécule de pomme de terre hydrotysée (Sloma).

Les gels sont préparés en mélangeant dans un Erlenmeyer de 2 titres, g8 g
d'amidon et 300 mt de lampon Tris-Acétate-EDTA (Annexe) dont 2OO mt ont été
préalablement chauffés. Ce mélange est mis en ébullition en agitant constamment
l'Erlenmeyer. Dès qu'il commence à être visqueux,on compte 1 mn de cuisson. Le
mélange devient fluide et transparent. Après dégazage à la trompe à eau, I,amidon est
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coulé dans un moule de plexiglas. En refroidissant, te gel devient opaque. préparé la
veille, il est gardé en chambre froide (5.C) jusqu,à son utitisation.

b- Conditions de migration

Treize échanlillons peuvent être analysés sur le même gel. On prend toujours
uno souche de référence que I'on dépose 3 fois sur le gel. Dans chaque tubê d,extrait dé_

congelé, on irempe un papier Whatman (O,SOx1cm) que I'on dépose verticalement
dans une fente réalisée dans le gel_ A chaquê extrémité et au cantre du gel, on dépose un
papier imbibé de bleu de bromophénot pour visualiser ta migration du front êtec-
trophorétique. Un film de polyéthylène posé sur t€ get empêche l,évapo/àtion et un sac
de glace pilée empêche la dénaturation des enzymês et la distorsion dans les profils.

Les électrophorèses sont réalisées en chambre froide. pour loutes nos analyses
et pour la préparation et la migration des gels, nous avons utilisé le mâme tampon
(Tris 9,19 g-Acide citrique 1,05 g,EDTA 2SO mg). Les mjgrations sont effectuées à
200 volls pendant 4h.

B.ll.5. Les systèmes enzymaiiques étudiés

Dix systèmes appanenant aux classes d,enzymes suivantes, ont élé étudiés:

- oxydoréductases : Matate déshydrogénase (MDH), Xanthine déshydrcgénase
(XDH), Phosphogluconate déshydrogénase (pcD), ctycérophosphate déshydrogénase
(GPDH), Glucose-G phosphate déshydrogénase (c6pDH), Lactate déshydrogénase
(LDH), Alcool déshydrogénase (ADH).

- hydrolase : û - estérases

- translérases: Glutamate oxaloacétate lransaminase (GOT),
Phosphoglucomutase (PGM) .

D'autres systèmes ont été testés: cenains comme GDH (Glutamate déshydro.
génase) et SDH ( Sorbitol déshydrogénase) présentênt tes mêmes profils que GPDH;



73

d'autres comme SU (Succinate déshydrogénase), tDH (tsocitrate déshydrogénase) n,ont
pu être révélés par les méthodes de cotoration à notr€ disposition.

B.ll.6. Révélation des activités enzymatiques

Après 4h de migration éteckophorétique, on procède à 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 permel de révéler une enzyme, On arrive ajnsi
à révéler simultanément 4 à S systèmes par gel. Chaque tranche est placée dans 100
ml de solution de.évétation (tabteau 4, Annexe l ), ptacée à 37.C à t,abri de ta
lumière, pendant 20 mn à 2h suivant les systèmes. Les réactions sonl anétées avec un
mélange fixateur (alcoot, H2O et acide acétique).

B.lll .Méthodês d'analyse des résuttats

B.lll.'t. Analyse phytogénétique des séquences d'acides nqcléiques

A partir des données motéculaires, on peut détinir tes distances génétiques qui
sépârsnt difiérentes souches. Les séquences lues sont enlrées dans l,ordinateur et
alignées "à l'oeil", en se référant à celte de Fusariun oxysporum (Guadet et al.,
1989) Celle-ci est prise comme séquence de référence car elle s,avère suflisamenl
homologue aux séquences d'entomopathogènes. Malgré cette homologie, cependant, cette
séquence a été introduite dans les calculs de djstances car elle s,est avérée suffisament
éloignée des autres pour conslituer un ,.outgroup,, permettant de déterminer un pied
pour les dendrogrammes Ensuite, on a construit des arbres phylogénétiques à panir 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 lous tes sites
variables pour un ensemble de séquences alignées, et construit un arbre (ou des
arbres) où les séquences sont placées de lelle manière que le nombre tolal de sub_

stitutions, site par sile, soit minimum dans I'ensemble de l,arbre. l\.4âlheureusement

le traitement par ceüe méthode est très limité puisque dès que le nombre de sjtes
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différents est trop élsvé, le traitemenl peut durer de nombreux jours (par exemple
pour 40 siles 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 (à l'intérieur d'un genre), prises par groupes d,effeclil
réduit.

- deux méthodes basées sur les distances enlre souches. La distance
entre deux souches est estimée soit par le nombre total des sites qui ditfèrenl entre
elles, soit par l'indice Knuc de Kimura (1980) qui pondère différemment les transi-
lions et les transversions. Ces valeurs sont calculées par l,ordjnateur (programme

Homolog sur HP 1000) qui fournit une matrice de toutss les distances entre souches
d'un ensemble donné, prises deux à deux. Cette matrice est traitée ensuite par deux

Programmes différents:

+ le programme FITCH du package phytip. qui apptique la mé-
thode de Fitch et irargoliash (1967) el donne un arbre optimisant les longueurs de
branches.

+ te programme du NE|GHBOR-JO|N|NG (Sailou.er Nei, 1987).
qui calcule un arbre similaire à cetui de FITCH à partir des mêmes données, mais

ulilise un algorithme ptus rapide. Ceüe méthode présente I'avantage de pouvoir traiter
un très grand nombre de séquences en un temps très court (1 mn au lieu de 54 h pour

25 séqu€nces à lraiter).

Pour les analyses intra-genres, les sâluences 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 cetui du NEIGHBOR-JO|NING. Sur
l'ensemble des deux domaines, 476 nucléotides ont été séquencés, 6 groupes de sé_

quences ont été établis à partk de 116 souches au départ.

Dans les figures d'arbres, la longueur des branches horizontales reflète direc-
temenl la djstance (issue de la matrice) entre les dilférents groupes. Les branches
verticales servent de repères el leur longueur n'est pas à prendre en compte.
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B.lll.2.Classirication par l'anatyse des zymogrammes

Dans cette panie, notre propos n,est pas d,étabtk te déterminisme génétique
des systèmes enzymatiques dans les différentes poputations étudiées, mais d,analyser
leur variabilité génétique afin de dresser des arbres phylétiques.En etfet lês cham-
pignons que nous étudjons ici sont des organismes haplo.iCes et les profils obtenus sont
trop complexes, donc difficites à interpréter génétiquement .

Les bandes observées sont notées en lerme de présence ou d,absence,
L'identilication des bandes se fail par observation visuelle, leur intensilé et teur
épaisseur sont prises en compte chaque lois qu,e es appaBissent diffé-
rentes.Néanmoins une grande épaisseur peut être le résultâl d,une superposition de
plusieurs bandes (que nous ne pouvons Séparer). Notons enfin, que par rapport à une
souche donnée, nous n,avons retenu que les patterns électrophorétiques reproduc-
tibles.

Nous avons appliqué trois méthodes d,analyse:

- une analyse lacloriellg des correspondances
_ une analyse par les nuées dynamiques (Diday,r971).

- une anatyse en UPGMA (unweighted pair_group method
with arithmetic mean = méthodê des moyennes) (Sneath et Sokal, 1973) appliquée
aux dislances euclidiennes calculées à panir des coordonnées de I'AFC.

Ces analyses ont été effectuées en collaboration avec M. Gauthier J.p du laboratoire de
génétique évolutive du CNRS de Gif-sur-yvette.

Pour l'ensemble des souches considérées, nous avons obtenusl4s bandes
diflérentes (tableau 1, Annexe ll)_ L,analyse en AFC s,est avérée très peu
discriminante (11% de Iinenie tolale sur le premier axe, ce qui est très faible)
(figure 17). En fait cette grande variabilité est due à la présence de ptusieurs

caraclères à phénotypes uniques, détectés pour une seule souche. Nous avons donc
épuré le fichier en enlevant tous les phénotypes uniques, qui ne contribuent qu,à la
discrimination mais non pas à la phylogénie. Les dendrogrammes que nous présentons

sont issus de l'analyse des 104 bandes restantes.
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gramme obtenu par les nuées dynamjques représente la moyenne des résuliats de
toules les partitions essayées 0usqu'à 20).

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

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



C, ETUDE DE LAVARIABILITE GENETIQUE:
I M PLI CAT I O N S PHYLO GENETI QUE S
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La caractérisation des Hyphomycètes entomopathogènes repose essentiellement
sur des crilères morphologiques el de développemenl plus ou moins influencés par les
conditions du mirieu. Quoique ces critères soient de bons outirs d,identification des
souches. ils ne permettent pâs toujours d,établir une ctassification phytogénique
satisfaisante. Grâce à l,analyse comparative des séquences de l,ARNr 28S et celle des
syslèmes enzymatiques, nous pouvons mesu.er la quanlité de divergence séparant,es
différents taxons et établk leur phylogénie. par l,analyse des systèmes enzymatiques,
nous apportons aussi un critère supprémentaire à ra caractérisation des souches .Nous
terminons par une analyse comparée des différentes classifications.

C.1.1. Polymorphisme de quelques espèces de Beauveria

a. Analyse des séquences d'ARNr 28S

Les séquences nucléotidiques des domaines D1 et D2 sont représentées figure
,8, alignées comparalivement à Ia séquence de B. bassiana.

De 4 groupes au départ, correspondant à 4 espèces de Beauyeria, séparées selon
des critères morphorogiques: B. bassiana, B. vetata, B. brcngniartiiet B. surfurescens.
les 34 souches analysées ont éié séparées en 6 groupes de séquences (tableau 22) dont
4 sont des groupes formés par des souches de B.brcngniaiii-

L'alignement des séquences indique qu,elles sont toutes très proches les unes des
autres; on note très peu de varialions entre les groupes (tableau 23). Sur l,ensemble
des 2 domaines, Ie nombre de différences ent.e les groupes varie de 2 à 1g nuctéotides
sur 476 séquencés. Les différences observées sont loutes des substitulions de
nucléotides. EIIes sont essentiellemenl concentrées dans le domaine D2. Ces sub-
stitulions ne sont pas uniformément disùibuées ; cenaines posifions sont plus su-
jettes à variation.

Beauveria bassianalorme une espèce remarquablement homogène; les I souches
étudiées, d'origines parasiiaire et géographique diverses, ont des séquences stricte-
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16blesu22: Listê dês groupes da séquences du genrc Beauvêrt,

d'isolemenl

GBOUPE A Souches d€ 8. ôass/arâ

lsolsl Ânnéâ Hôt. d'orlgine

Lepti na tars a dêce nl i n e at e

?

nngidao garyaphia
Ost nia nubilalis

Sitona disca)deus
Sitona discoïdeus
Ostinia nubilalis

ATCC 71s9

O rlg an.
géographlquê

EqLratsur

Equaleur

Bs 1981

Bb28
8b70
Bb73
8b103
8b147
8b169
8b182
8b216
8b377

Grouoê 1

Bl80
Bt81
Bt82

Groupe 2
Bt1
Bt4
Br6
Br9
8122
Bt44
Br46
Bt47
Br51
BrSs
Br86
8i89
Br90
Brl o0
81101
B r33

Grouoe 3
Br 93

Groupe 4
Bt72

Frâflc€ (Nord)
Madagascar
UBSS
Colombie
Francê (Nord)
Francs (Lusignan)
France iSud)

France (Alsac6)

1971
1973
1974
1S75
1978
1981

1982
1S83
1983

GROLJPE B Souches de L y€lata

8ÿ442 1981 Larv€s dâ lépidoplè€
8v352 1981 Lârvês dê iépidoplàrc

GROUPF C Souch€s dê 8_ brongnladli

1974
1978
1S79

1980

1961

1962
1964
ts65
1968
1972
1972
1973
'1974

1982
1983
1983
1983
1988
1988
1972

1986

1976

l"lelclanlha nelalantha
Melalonlha nelalontha
Mêlalanha nelalantha
Melalantha mêlotantha
Melalanlha melolanthâ
l,lolaiantha melalantha
Mêlaiantha nelatantha
Melolantha netalantha
Melolanrha nelalantha
Melaiantha melatanlha
Melalantha nelolantha
Melalanlha melolanthâ
Melalantha melolantha
Mêlolanlha melalonthâ
Mêlolontha nêlalontha
Aryct€s rhinacsras

M€lalantha mêlalantha

Hololrlchia seïata

Tchécoslovequie
Jepon
Japon
Pologno

Érancê (Sarthê)
Polognê
Franôe (Serlhe)
Franc€ (Orne)
Franc€ (Maroll€s)
Suissê
Suisse
Francê (Vésoui)
Franc€ (Doubs)
Suissê
Suisss
Suisse
Suisss
llalie
llâlis

France (Cantal)

lnde
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Bt93 Bv Fo
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l8

t2

l2

l1

I

9

0,01t
0,06j 0 , c31

c, c56 û,014

û,078 0 ,047

0,05 i c,052

t5

I
tl
I
2

l8

1l

7

j

51

46

49

5l

50

L9

Fo

0, c0â

| ,42,a

0,052

0,:25

a,029

0,060 a ,0i8
a ,236 4,23t

i93

Tableâu23: Matrice de distances des souches de Beaùveriâ; disÈânces
exprioées Da! L'indice rnuc ("n t as I 

-ETEàî-Je nomure
brùt de différences de nucléorides, sur Lrensemble des
deux domaines (r+76 nuciéotides),
Bb: B. lrassiana; r:c: ii. oxvsDorrrmi L et 2r êroupes de
B. brongniartii ; Bt : souche de B, brongniartii.

Groupe 2

Bt 72

Cioupe I

\,*-"*,**,,

de BÊauveria.
partir ae-li-

I . ':cs s.Jana

3.rêiaic

Figure19: Relations phyléÈiques entre 1es groupes
Arbre ca1culé par le prograDEe FITCH, à
ûatrice Tab1.l,
Echelle : 5 nùc1éotides



ment identiques. D'autre part. bien que présentant des particularjtés biologiques,
l'espèce B. sulfurcscens (une souche) possède une séquence d,ARNr strictement iden-
tique à celle de 8. bassrana.

Les 2 souches de B ÿelata présenient exactement la même séquence. Sur le
domaine Dl, elles ont une séquence identiqu€ à celle d,un des groupes de B. bron_
gniartii.

Contrairement à B. bassiana, B. brongniadii (=g.terel/a ) est assez hétéro-
gène. Sur 22 souches de B. brcngniadii, apparaissent 4 groupes de séquences. Le
groupe 1 est composé de quatre souches issues de diflérents genres d.insectes el sont
d'origines géographiques variées. Le groupe 2 est composé de souches isolées de M. me-
lolontha de dive'ses régions. Notons la présence de la souche Btgg, qüi est à l,origine,
une souche isolée de M. melolontha (Bt6) mais réactivée sv Oryctes hinocercs. Le
groupe 3 esi composé de la souche 8t93, quiesl aussi isolée de M. melolontha.

Le nombre de différences entre les groupes de B. brongniattiiest du même
ordre de grandeur que celui entre les autres espèces de Beauveria. Au ÿu de cetie ob_
servation, nous discuterons de la valeur et de la significaiion à donner à Çhaque va-
.iation.

b. Phylogénie établie par les séquences d,ARNr 2BS

Pour mieux apprécier les relations phyléiiques entre les différents groupes,
des dendrogrammes sont construits suivant la méthode des makices de distances de
Fitch (figure 19) et par la méthode de parcimonie (figure 2O).

b.a. Analyse par ta méthode de FITCH

Beauveria brcngniatlii apparaît comme une espèce relativement hétérogène.
Beauve a bassiana est par contre très homogène et n,est pas plus éloigné de B.
btongniat"tii que cenaines souches de cette espèce ne le sont les unes des autres. Nous
avons vu que les ditférences entre les souches de B. brcngniaftiielde B. bass/ar,a sont
aussi peu nombreuses que celles qui existent entre les souches de B.brongniafiii.
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Beauÿe a bassiana n'est pas sur une branche particulièrement distincte par rapport à
l'ensemble des groupes de B. brcngniaftii, Si on accorde la mêrTte valeur ent.e chaque
branche menant à chaque groupe de B. brcngniartii et entre les branches menant à B.
bassiana ou à B. velata , la ÿalev de la classification des groupes en espèces suivant
les critères morphologiques serait alors à discuter par rappon à la classifjcation
moléculaire.

b.b. Analyse par patcimonie

Elle donne exaclernent la même

Fitch. La ongueur des branches esl

différents gro!pes.

lopologie d'arbre (figure 20) que ta méthode de
plus éclatée et permet de mieux séparer les

c. Analyse enzymalique

Onze souches de Beauvetia , dont 3 de Rbasslana, 1 de B.velata, 6 de9. bron-
gniattii ell ds B. sulfurescen, sont considérées dans cette analyse. (tableau 16).
Parmi les 10 systèmes étudiés, les d-estérases s,avèreni être les plus polymorphes

{figure 1 Annexe I et tableau 24).

Pour les cinq systèmes PGD, GGPDH, GPDH, ADH et l\,10H, les trois souches de R
bassiana (Bb28,8b147 et 8b216) se retrouvent dans Ie même groupe éleckophoré-
lique. Pour GOT el LDH, seules 8b147 et 8b216 se trouvent ensemble. En ce qui con-
cerne les aulres systèmes, ces 3 souches présenient des zymogrammes djfférents.
Nolons que pour ADH et GPDH, aucune bande n,a été révélée pour ces g souches de B.

bass/'ara. Cette absence de bande est à prendre avec précaution car elle peut être due,
soit effectivement à un allèle nul, soit à des problèmes d,ordre techniques
(dénaturation des protéines, mauvaise coloration...) que nous n,avons pu lever.

Ouant à la souche 8. ÿelara , pour 6 systèmes: û-estérases, GOT, XDH, ADH, LDH

et PGD, elle présente des zymogrammes distincts des aulres espèces avec pariois des
électromorphes en commun avec d'autres souches . Beauveia yelafa présenle le même
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profil que les souches de B. bassiana pout ie systèmes MDH,
tème PGM, et Bt82 pour Ie système GPDH.

que 8b216 pour le sys-

Beauveria sullurcscens a un phénolype particulier pour les syslèmes eslérases,
ADH, XDH, PGM, LDH et pGD; pour tes autres systèmes, it se retrouve associé à
d'autres souches.

d - Classilication établiê pal comparaison des zymogrammes

Les relai,ons phylétiques sonl ici issues d,une analyse par les nuées dynamiques
(ligure 21)

Qualre ensemb es per.lvenl être dégagés :

- I'ensemble des souches de g. bassrâna

- I'ensemble des souches de B.brongniaüii
- la souche de B. sullurcscens

- la souche de R yelafa.

ll existe une certaine variabililé au sein des ensembles B. bassianaet B.
brcngniaûii malgré ta relative homogénéité de ces 2 ensembtes. A l,intérjeur de ces
ensembles, les groupes n,ont aucune corrélation ni avec l,origine géographique ni avec
l'insecle hôte.

On ne rekouve pas exactement le même regroupement que par les séquences de
ARNr. On met en évidence des différênces masquées par les séquences: par exempte
celles qui existent entre Ia souche B. sulfurcscens el B. bassiana ou entre la souche
Bt33 et le groupe 2 de B. brcngniaiii, D,autre part, on rassemble des groupes qui
avaient été séparés: par exemple la souche Bt93 du groupe 2.

e. Etude comparative entte les dillérents types de
classification dans le genre Beauveria

Les classifications biochimiques possèdenl beaucoup de congruences (lableau
25) avec la classiiication moléculâire dont la fiabilité dans l,établissement des
relations phylétiques n'est ptus à démontrer.
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rabIeau25: C.npararson entre les lirfféren!es classifl.3trcxs
Ces espèces Ce Beauveria étudiées.

CLÀSSlFICATION MORPI]O-ONTOGENIQUE

,c.ldssicrc (9)

! . Lt:crgnt:ariti 1,22y

È.reid.d (2)

C:ÀSSIaiCgT1 r' 9ÀR LES S;?UErrCES'
! .'ÀaN.23s

E, rei.ita 12)

Ê.Lcssiana, (9)
Ê. sulfteescers (I) '8,basstar,t, a . .uL |L!e s c.;..s

(22)

Fitch

3 . b!argxia;!1:':1:

CL.ÀSS]']CÀTION PAR LES ISOENZYI,lES

Ê.reLata (.))

).Eul'|,l.es.Pn. (l)

Ê.brclgniaÿtai (6)

5. |cssicra (3)

O: Noobre de souches éludiées
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Beauvetia bassiana est un groupe très homogène malgré i,exislence d,un po-
lymorphisme enzymatique. Cette homogénéité se reùouve au niveau morphologique.
Par les séquences d'acides nucléiques, nous n'avons pas pu s éparcr B. sullutescens du
gtoupe de B.bassiana. Lanalyse enzymatjque sépare totalement ces 2 espèces. Si on se
rétère à la forme des conidies, qui est le critère de ditférenciation des espèces de
Beauve a, B. sulturcscens possède des conidies globuleuses, de laille inférieure à
celles de B.bassiana. Cetie souche est reconnaissable en culture pure par l,excrétion
d'un pigment jaune qui djfluse dans te mitieu. Une hypothèse est de considérer que B.
sullurescens pourrait être un mutant de B. basiiana,bloqué dans une chaîne de bio_
synthèse des pigments comms dans le cas de cenains mutants chê2 Fusatium. Ot,sion
considère les propriétés pathogéniques de B.su/furescers, celui-ci ne présente aucune
affinilé avec g. bass,,ara (it diffère de B, bassiana iant par son aptitude à la pénétra_
ljon tégumentaire que par son activité toxémique).

Quant à l'ensemble des souches de B. btongniadii, par le critère molécutaire et
le critère biochimique,.ll. apparaît respectivement hétérogène et variable. Cependant,
celte hétérogénéité est assez faible dans la mesure où lous les groupes apparaissent
phylogénériquement très proches. Du poinr de vue morphorogique, touies tes souches de
tous les groupes sont identiques à ta description du type. par contre |,espèce B. yelata,
morphorogiquement différente de B. btongniaii par ra forme de ses conidies, s,intègre
parfailement dans l'ensemble des souches de B. brcngnia ii si on considère les
critères moléculaires-

Nous reviendrons par la suite sur la valeur des diflérents types de classjrica-
tion: morphologique, biochimique, motéculaire, pathogénique et physiotogique.

C.|.2. Polymorphisme du genre Totypoctadium

Touies les souches de T. cytindrcsporun onl des séquences sirictemenl iden-
liques. C'est une espèce très homogène. par contre, entre les e spëces de Tolypocladium
, il y a 30 différences sur l,ensemble des deux domaires. Les séquences nucléotidiques
sont représentées figure 23, alignées avec celle de B. bassiana. Le genre est phyléti-
quement très éclaté. Les 2 espèces étudiées sont lrès étoignées l,une de l,autre: ia
distance qui les sépare esl aussi importânte que la distance entre T. cylindrcsporum et
B. bassiana.
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De ce fail, cet éclaiement nous fait admeflre que ces 2 espêces si éloignées l,une
de l'autre, n'appartiennent certainement pas au même genre. Nous confirmons les
observations de Samson et Soares, 1984.

Dans cette étude, seules deux souches de T. cylindrcsporum ont été analysées
par les isoenzymes (TCl ei ICioxtableau 26). Elles présenlent des profils distincts
uniquement pour cinq systèmes : cOT, estérase, LDH, cpDH et pcD (figure 4, Annexe
r).

C.1.3. Polymorphisme du genre Metarhizium

a. Analyse des séquences d'acides nucléiques

Les séquences nuciéotidiques des domaines D1 et D2 des 42 souches étudiées sont
représentées figure 24, après alignement sur la séquence de B. bassrana. Sur le do-
maine 01, toutes les séquences des souches de M. anisoptiae sont striclement iden-
liques. Sur I'ensemble des 2 domaines, on peut répariir les 42 souches en I groupes
(tableau 24. Notons que pour la souche Mag2, nous n.avons pas pu ext.ake les ARN
pour des raisons qui nous sont inconnues.

Toules les souches du groupe 2, isotées de coléoptères, sont de type trAial. Les

souches en provenance du Brésil (isolées d,un homoplère, de la famille des Cercopidae)
se retrouvent loutes dans le groupe 6. On note dans ce groupe, la présence de 4 souches
(Ma178, Ma180, Mæ53 et Ma252) isolées de coléoptères et d,origines géographiques
diverses.

Un mélange de souches est rassemblé dans le groupe 1, essentiellement de type
lOi.OOt. Ces souches sont isolées de diflérents hôtes et sont aussi de provenances
géographiques diverses.

A I'intérieur de M. anisoptiae,le nombre de nucléotides différents (tabteau 28)
observés, varie de 2 à 28. Les groupes 1, S ,6, sonl très proches les uns des autres
puisqu'il n'y a que 2 à 5 différences entre eux. ll en esl de même pour les groupes 4 et
2 (6 nucléotides). lls constituent deux super-groupes séparés l,un de l,auire par une
vingtâine de nucléotides. On retrouve un nombre de différences du même ordre, entre
le groupe 3 (ou le groupe 7) el les autres groupes. A l,intérieur du gerr:e Metahizium
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daa g.oupaa d. 5Eu.ncê. .ta ttatethiztut.

Grouôe I
Ma17
Ma91
Ma94
MaST
Mâ139
Ma175
Mâr8t
Ma197
Mai Sg
Ma202
Ma229
Ma243
[ra254

Grouos 2
Ma2
Ma 14
Ma15
Ma29
Ma38

Me51
Mâ66
Mâ69
Ma73
[.{e95
Ma1lo
Ma\77
Ma250

Grouoâ 3

Me23

Grouoê 4
Ma5

Grouo.,5
Me104

Groùoê 6
Ma146
Me15l
Me152
Mâ165
Ma167
Ma170
Mel79
Ma180
Ma252
Me253

Grouoê 7
Ma76

M lâ8

Sêhistocêrcâ grcgeria
Elateidaê
Elateidaê
Melolonthe mêlolontha
Ostinla nubilaliÊ
Pachtlaêus litus
Hoplochelus mergi nati s
Diaprepos eb&êÿlatus
Diafnepes at t reviatus

Oryctea rhinoceros
Diaprepes abbrcviatus
Diaprêpês abbrcvietus

Oryctas nasiconiî
Phy opênha honicola
Orycteê hinocêtos
Oryctês thinoêercs
Oryctêj motlocêros
LeptinotaÆa decemlineate
Oryctêi thinocotos
Oryctes nasicomis
Otyct€s sp.
Otyctês ùinocoros
Oryctei nasiêo,7l,is
Sitone
Skona discoldeus
Diâprcpeê eûrcviatus

Oryce us sp.

Sttataêgus aloeus

Sâutôrellê

Mahenatua posticaE
Zulia entreriena
Zulia enlrcdana
Mahenatua posticata
MahanâNa posticeta
MehaaaNe posticata
Otioùynchus sulcatus
HopbclÉlus sp.

.Diaprêpoê aûrcÿietus
Diaÿêpeê âbbtêviatus

OrycanuÉ sp.

Otiorhynchus sulcetus

Afrique
Frânce (B€nnês)
France (ooub§)
France (Vésoul)
Franc6 (Lêvesvillo)
Cuba
Lâ Réunion
Guadêloup€
Guâdoloup€
La Réunion
lndon6sie
Maninique
Gûadêloupo

Atriquê

Arriquo
Francô ( La Minièrc)
Alriqu6
Frarlce (Lâ Miniàr€)
France (Lâ Minière)
Franco (Poili6rs)
Arrique
lnde
Franc€
Frânc6 (Montpelli6r)
Franc€ (Monrp€lti6r)
Guadeloupe

Nouvell€-Zélânde

?

Guad€bupo

Brésil
Brésil
Brésil
Brésil
Brésil
Brésil
Frâncê
Lâ Réunion
Gued€loup€
Guadobupê

Nouvell€-Zéland6

llotet Hôiâ d,origin. Origin, géoEraphiqua



96

llf
B!

I

2

3

5

6

7

l1f

Io

46

0,212

0,196 0,09{
0, t.a6 0, I tg

0,202 0,091

0,217 0,021

0,?12 0,0c8

0,201 0,094

0,187 0,1 l7
0,:i5 0,:53

41 46

52
21 2l

21 24

19 2l

5

43 4l
2t 26

22

2t

6

28

0,084

0,094

0,138

0,116

4,221

0,021

0,089

0,112

0,212

4t

26

26

21

?6

25

26

l8

0,2 05

2l

t0
t3

30

2A

l9

5t

54

39

18

52

54

47

0,099

0,a26

0,094

0,094

0,1:8

0, ]]6
0,199

0,128

0,123

0,108

4,c51

0,107

0, I75

0,085

0,1 l7 0,079

0,253 0,215

tâb1eau2a: uârricê de disE&ces des souches dè Metârhizius; disrances-expriûées
par lrindice Kauc (en bas) et par re-i6iEiË-ae àifférêDces br;r de
nucléorides, su! I'eoseEble des dèux doEâiues (476 nucLéotides).
B! : !:13::&E ; I à 7 : sloüpes de séqueoces dê u. anisoptilg ;Hf : M. flavovilidei Fo : F. oxyspoluE

Fi B!re2.r:

croupe 2 ()l)

c.oule 5

croupe 6

4 (H)

RelaEions phylétiques eotre Les
obrenu par 1ê progra@e EITCH,

Echelle : 5 ü1c1éoEides
(ü) : souêhes de variéré g{l!

groupes de lletâlhiziuE. A!b?ê
à lartlr dê 1â Eâtrice de dis-

Grou!ê 7

5
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donc, on peut Çonsiater que lg nombr€ de nucléotides diférents entIe chaquê groupe de
souches dê M. anisoptiae est égal à celui entre les 2 espèces, puisqu,il y a une
vingtaine dê nucléotides différents entre les deux espèces M. flavovitide elM.
anisopliae.

b. Phylogénie étabtie par tes séquencss d,ARNr 2OS

b.a. Analyse par la mâhode de FTTCH

Le dendrogramme (figure 25) révète I'apparente homogénéité du genre êt met
en évidenc€ 3 ensembles importants :

- un ensemble formé par lss groupes 7 (Ma76) et 3 (Ma23)
- un autre composé de toutes les autrês souches ée M. anisopliae
- et enfin la soucho do M. flavoviidê,

La séparation entre les 2 espèces est très claire.

Les souches Ma76 et Mæ3 sont étroitement lléss et apparaissent commê des
souches 'aberrantes' de M, anisopliae. Elles sont sur des branches complètem€nt à
part; en plus la distanco entre cet ensembl€ el les autres souchês est; nous l,avons vu,
aussi grande que celle qui sépare les 2 espècas. Cês 2 souches proviennent do Nows e-
Zélande et sont isotées à partjr d,unê espècê d'Orycanus.

Au sein des grcupes do M. anisopliae, on conslate un€ cedaing uniformité.
Cependanl, on peul distinguer 2 sous-onsembles :

- les groupes 2 et 4 qui sont très liés; le groupe 2 est composé de |,eos€mbt€
des souches de type EÂioI et le groupê 4 corespond à ta souche MaS qui est aussi de
type traior.

- les group€s 1,5 et 6 rassemblent les souches ds variélé anisoôtiaê. Le groupe
6 est composé en majorité de souches en provenancê du Brésil.

Cet arbre phyléthue permet de bien séparer tes souches de Metaûizium qui se
distinguent soit par leur morphologie (l,espècê M, flavoviide,les souches d€ type
mâior) soit par l€ur biologie (Ma2g, Ma76(optimum thermique à 2O.C) êt les

souches du Brésil).
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La représenration (figur€ 26) contirmo tout à fait res regroupements étabrispar la méthode d€ Fitch. Elle soutigne la séparation des deux variétés ainsi qu€ ta par-
ticularité des souchgs de Nouvelle-Zélande. Il semble qu,il y ait eu une dérive de ces
deux souches ds M. arrsopliaê avant même que la séparation des deux espècês ne se soit
faite. Sur I'ensembte des deux domaines ,46 sites dlfférents ont été considérés.

99

b.b . Analysê par parcimonie

c. Anatyse enzymalique

Vingt lroissouches de Metahiziun dont une de lr. llavovitide sant considérées
(tableau 16).

Lês syslèmes les plus polymorphes sont û-estérases et LDH puisque l,on pcut
en dénombrer r€sp€stivement 15 et 11 phénotypes diflérgnts. Au niveau de chaque
phénotype, on compte de 2 à 6 iso€n2
(foure 2 Annexe r ei tabreau 29). 

lymes pour a-estérases el de 't à 3 pour LDH

Pour uniquemsni quatre systèmes (d-estérases, MDH, pGM et LDH ), tes zy-
mogrammes de t,espèco M. flawvitids sonl entièrement distincts de ceux des souches
de M, anisopliae, pour lês autres systàmês, M. flavoviride ne présente aucun profit
paniculier ei s9 rgtIouve associée avêc d,autres souches de M. anisopliae. euets que
§oient les systèmes, les souches de type m4or ont souvent les mêmes prolils, sauf Mas
qui se distingue soit par un protil particulier (û_estéras€s, ADH, GPDH et LDH) soitqu'ellê se retrouvs avêc los souchês de type ei[glM. anisopliae vat.ûA)9L(typs
mâior) est donc un groupe tlès homogànê contraitement à la variété ânisooliââ (type
minor)qui présente une assez grande va.iabilité.

Pour le systèmo ADH, aucuns bande n,a été détêctée pour la souche Ma91
(var.ânisôôlieê) qui se comporte aussi de façon particulière dâns les autres systèmes.

Les systèmês étudiés ici sont tous plus ou moins potymorphes, cep€ndant a_es_
térasês et LDH permêttent de mieux discriminer les souches. pout ces deux systàm€s
el ess€ntiellêment pour les êstérases, chaquo souche peu élle caractérisés par un
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prolil donné. Malhourêusement, ceci n,êst vrai que pour les souches de type-Oiogt
(var. ânisoplieâ). En effet, aucun de ces systèmes, même le plus polymorphe, ne peut
être retenu pour la caractérisation individuelle des souches de type EAiqI.

d. Claseitication par les anatyses enrymatiques

Cinq groupes de Metahizium ressortent de cefle classification (ligve z7)i
- le groupe des souches origjnaires de Nouvelle_Zélande
- le groupe des souches de M. anisopliae var.ûAhf
- le groupe des souches de M. anisopliae var.anisooliâê (minor)
- la souche M. llavoviide
- enfin la souche Mâ9'1

Malgré l'uniformité de M,anisopliae vat.anisôrltieê. une des souchês: Mâl39,
s'en distingue en s'insérant dans le groupe des souches var.EÂjqL D,après te scrêening
fail sur dirférentes souches de Metaûizium, Ma139 a été choisie pour son activité
toxémique imponante quila distingue des autres souches de son groupê morphologique.

Ouant à Magl, qui sê retrouve assez distant€ des aulres souch€s de Lt. aniso-
pliae, aucun critère biologique ne lâ distinguo des autres; cependant, I,absenco
d activilé pour le système ADH sembte avoir été le caractère discriminant de cet€
soucho. Comme dans le cas des souches de B. bassiana , cette ùsence de bando est à
considérer avsc précaution.

Mas est uns souche do var.mejôr. Nous I'avons vu, selon les syslèmes, elte so
distingue très clalremsnt dês âutres var.EÂiql-(soit par des phénotypes padicutierc,
soil en s'insérant parmi lss souchês de var.minor). Elle so rotrouvo pourtant dans
cetle clâssification, liéê aux souches dê son groupê morphologique. Unê observatioo
minutieuse des bandes issues des systèmes où elle présente un prolil particulier (û-
estérasês, ADH, GPDH et LDH) taisss penser que sa position est justifiéê par tes étoc-
tromoDhes qu'elle possède en commun avoc les autres souches dê vâr.mÂiot. Estérase

esl Ie seul systèmê où Mas possède des électromorphes en commun avec les souches dê
var.OaiOl(3 électromorphes). C€s kois électromorphes sont vraisemblablement très
importants car I'observation du prolil estérasique dê Ma1g9 (qui s,insère dans l€
groupê des var.major) fail ressonir ces lrois mêmes élêclromorphes.
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o, Etudc compalafivs des dlfiérsnteg clasgilicalions d.n3 t€gonrc tlotarhizium

l\,talgré t'exislence d.unê variabilité enzymatique, Mêtaùiziun est un groupe
phylogénétiqusment homogènê. par t€s critères motécutairê et blochimique, nous
confirmons:

- lâ nefle séparalion des 2 espècês dê Metahizium
- la particularité des souches en provenance de Nouvêlle_Zélande
- A l,inlérieur de M. anisopliae,la dlverg€nce des souches de var.nÂiOt

el l'existênce d,une sous population de souchês en provenance du Brésil.
Ces 2 critères donnent des résuttats (tableau AO):

- concordants

- partols comptémentairos entrê eux (car la classification biochimique
a permis en plus de meflre ên évidence des différences supplémentaires).

- confirmant la classirication morpho-ontogéniquê.

En effet, à t,intérieur de M. anisoptiae, on a pu distinguer des groupes de
souches qui par reur morphorogie ou reur biorogie diffèrent des aurres souches. Au sein
de cete espèce, il existe une certaine variabilité morphotogique (Tulloch, 1976) et
parasitaire (Fargues, r981). L'anaryse du porymorphisme isoérectrophorérique des
isoenzymes (Riba, 1978) avait pêrmis dê définir des ,sous-populations, ptus ou
moins riées à r'insecte d'origine. Notre élude conforte tout à fair ces résultats. par les
comparaisons d'acides nucléiques et par l,analyse de systèmes enzymatiques, nous
séparons res souches de var.mÂiqt des souches de var,triEer, nous mgttons en évidênce
la divergerce entre les souch€s en p.ovenance de Ia Nouvelle-Zélande (Mæg et Ma76)
et les autres souches de M. anisopliae. Ces 2 souchês Néo-Zélandaises sont physiologi-
quement différentes des autres souchês par le fait qu€ leur optimum de température de
croissance ost d6 2O-23.C (28.C pour tes autres).

C-1. 3. Polymorphisme de t,espèca Nomuraea rilêyi

Les séquences nuctéotidiques de NJileyi sont roprésêntées ligure 28, après
alignement avec la séquence de Lbasslara.Les 5 souches étudiées, d,originês édæhiquês
et géographiques ditférentês, ont des séqu€nces strictement identiques sur l,ensembte
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TabIeaugO: Comparaisorl entre les différenÈes ctasslfications
des gÈoupes de !!_Egrhizium

CLÀSS IFICÀTlON MORP IIO -ONTOGENl QUE

M. eniêopliae (4t)

. ilaoo"tit iàe (l\

CLÀSS IEICÀTION PÀR

D r_ 
ÀRN.2eS

par c inonie

LES SEoUENCES

Fi!ch

M . flaraoi?,tde
. anl'sap Laae N éo -Z élandai s (2)

!,1. ani sopliae ll éa -ZéLandÇ.a s

ll.lidraÿitide (,1) at.nqi;r \
I u, -": s:pt-. _. t

a?, a41sop I Lee I

CLÀSS1F1CÀTION PÀR LES ISOENZY]'lES

M. flatsorsit ide (1)

M.d isapliae ÿcr.@'tisoplice (tI)
Ya 5 (najar)
l.{â 139

.dt1isôpliae ,at.ûqjol'(1)
Néo-zéLandaisS')M,atiscpliae

9l

O : Noûbre de souches étudiées.

,,. "ir"rrr" ) I

IM, aa.:sapli æ138)
o.'i sopLiael
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Dooaine Dt

GU

!. bassiana !ic*oen* 'fuucAauaac tccnce,uaâ ëauccuce Ecc.q.uuccccN. rileyi

?ecua.ccccc 3o"ra*"aa ?ceec.rccul &"^*uce* ïcr"ccucoo Tcaccccccc
___-__c___ c________

'f,cuuoculrlu 'fiicue.ceece 'fcc.siâAecc 'êioccucccu ,üBccceoeuu 
E,ccueceec"---c------ _____c____

'&.qcecclce'&ceeucace Scccccu,roo Tkucoc"oo toocc"occcriBou"ua*"------__u_ -_____-c__ ____ù_____ uc___-____

CUCCUUCGÀC

Domaiae D2

B. bass iere ACcucAAAu'ücuuceeacc'doacc"ccun'ücnccocecu TcccaocccuN, rileyi

ro Éô
i-Lruc.rccao üocouucuoc 6cucucc.rcu Trucccriuceu I'cor.cccclc,tiucacwco

c____-__ __-____-uc
6'ëcccccccca iaalcccuuc Ëccaeucueo'&ucccouco t'ccneucuuo tooaaa.aar"c-c----- --------u -----Aü--

rÈ 18.'tbcun cuccc'ôtucccccce icuc.n ccuec ttcoc.luoou ?caleceuccîeeceuuuc

FigurezS: SéqueEce Èuclêotidique de L:_jllgIL aligÀée per rapporr
à ce11e de B. bassiana. 1el-!6i1Iî6as aàs aucteotiààs
sont ounéroEées à partir de lrextréEiÈé 5i du dooaine
coucernê.
(-) I nucléotide ideÊriquê
(ul : deleÈ1oû
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des deux domaines./V. ,i/g/iesl donc un groupe très homogène de par sâ séqu€nce d.ARN
28S.

Pour I'analyso enzymatiqu€ (tableau g1), uno soule souche (NÉ) a été con-
sidérée. Aucun système ne sê monlre polymorphe pour c€tte souche (figure 4 Annexe
l), même d-êslérase qui es! pourtânt très polymorphe pour les autres genras et es-
pèces étudiés. On dénombre deux électromorph€s @ur chacun des systèmes suivanls :

d-estérasês, cOT, MDH, XDH, ADH, LDH , pcD et un pour pGM, cpDH êt c6pDH.

C.1.4. Polymorphismê de deux egpèca! d9 paocitomycea

â. Analyse dee séqu€ncas d'ARNr

Sur 11 souches étudiées apparlenant à 2 esÈces de paecitonyces, nous avons
pu étabrir 4 group€s (tabreau 32) do séquêncos nucréotrdiques sur r'ênsembre des deux
domaines. Ces séqu€ncês sont représeniées fi$tre 29, alignées comparativêmsnt à la
séquence de Râass,Ana

Les 2 esIèces décrites morpàologhuement sont bisn séparées par les s&uences,
Sur l'snsemble dês deux domaines, lss 4 souches dè p. fainosus ont strict€ment ta
même séquence: c'est donc un groupe lrès homogène par ce criière moléculalrê. Ce qui
n'esl pas le cas d€ P, fumosorcseus , pour laquello 3 groupes ont pq êke constitués .

Entre les deux ospèces, il y a une trentaine ds différences. ll y a autant de dir-
férencos entro c€s 2 espèces qu,enlre chacuns d,ellgs et E. àassâaa. A l,intérieur d9 p.
lunosoroseus , Ies dilférences sont ds 3 à 11 nucléotides entre les groupes (tableau
s3)

b, Rêl8fions phylétiqusr entre les diltérents groupes de
Paecilomycea

Les relations phytétiques (établies par la méthode d€ Fitch) €ntro les diflérsnts
groupes de Paecilomyces sonl représêntées figure gO. Les 3 groupes de p. fumosoto-
seus sont éiroitement liés . On consiato que les 2 espèces de paecilomyces paÂisseît
phyléliquement éloignées t'une de I'autre. C'est donc un genrs relativement éctaté.
Morphologiquement, la ditférencjation entre ces 2 aspèces est indéniable. Cependant, la
divergenco génétique entrê slles nous paralt trop imporlanle pour des espôc€s du même
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T.blê!u : Liata das groupaa da aéquancê! du ganta Pracilomyca,

l3olst Hôt. d'o.igin.Anné.
d'iso Iê ma n I

Orlginê
9éogrâphiqu.

Pit25
Prrg 5

PfrB
Plt40
Plr54
Pr15g

Plt47

Mêlolontha nelolontha
Menesth b|assiêaê

Aryhis unipunctâ
Osttinia nubilelis
Diaprcpês at brcviatus
DiaprcFs afureviatus

Lepti notârsa dec€ûlineeta

France (Montfâvgt)
Frâncê (Marcoussis)

France (Montfavet)
Flâncê
GuadêlouF,€

Mârtiniquo

Pol€nê

GAôUPE A Paêciloîryêos îainosuê

!16 1970 Thaumotopoea pityocampa
Pfr 3 19æ pristiphore abiê naPt33 1977 Hytobius sp.Pf36 1gT1 Dêndrclinus supercus

GROUPE B Paecliblr,ycas funosoroseuê

Francê(Lâ Minièrê)
Franc6
Franc€ (Oriéans)
Japon

Grôupâ 1

1975
1976

GIÔUDê 3

1980

Groupê 2
1972
1977
19S4

i 984
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Io

Bb

I

2

3

Pi

ro

33

3

20

28

29

32

49

56

54

5t

0, I73

0,r65 0,014

0, r73 0,054

0,102 0,139

0,251 0,29!

34

ll

8

0,040

0, t44 0,162

0,292 0,281

Tableausil: l,lalrice de dislânces des souches de ?aeciloEÿces; distece§
êxpriBéès par Irindice KÀuc (eE

différences brut de Eucléotides,
doEaiÈês (438 aucléolides).
Bb : !:!e:!ltt ; ro : F' oxyspoiuE; Pf : P. farinosus
I à 3-îl?iÇ!ide séquei-ces ae eJ,rsosor""eus

crôupê 2

croupe 3

B.bqssida.

bas) et par Ie EôEbre de
su! l'eÀseEble des dèux

Fo

Fisureao: RelâEioas phytéciqueE êîtle 1es gtoupes d. BggilgS[S::..
Arbre obteEu Par Ie progla@ FITCH' à Pârrir de Ia Eâtlice
de distarce3 labl.
Echê11e : 5 nucléotides

P,fa?,tûsut

6
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gen.ê. On lelrouve un peu ici, uns situalion analogue au cas des souches de A ôaon_
gn a/tli A partir des exemples des souches et e spàces de paecitomyces et de Beauveia
, comparativement à co qui se passe dans le genre Metaûizium, nous essaierons d€
discuter la notion d,espèce et de variéié en nous basant sur les g critères que nous
avons à notre disposjtion.

c.Analyse enzymatique

Six souch€s de paecitomyces sont considérées (tablêau 16). pour chacun des
systèmes, les nombres d,électromorphes et de profils sonl dans le tableau 34. Les
zymogrammes sont représentés dans la ligure 5 Annexe l.

Seules les sstérases apparaissent polymophes. pour tous les syslèmês, sauf
pour PGM et GOT, lês 3 souches d€ p, fumosotoseus (plr3l, pfi47 el pfr54) ont
toujours le même protil enzymalique. pour ADH, aucuno bando n,est détectée pour ces
3 souches. Les 2 souches dê p, lainosus sont bien ditférenciées. lt n,y a que pour les
syslèmâs PGo et GOPDH qu,elles présenlent le même profil. pour tous les autres sys-
tèmês, elles ont des profils par culiers et n,onl aucun électromorphg en commun. Le
système a- eslérase est ùès dlscriminant pour ces souches de p, ladnosus.

d. Claesilication biochimiqu€

Le dendrogramme issu de l,analyse enzymatique (figure 31) montre une cer-
taine variabilité au sein des deux espàces d€ paecilonyces. Les 2 souches de p lar'-
,osus, non séparées par les ARN., sont très éloignées l,une de l,autre. Nous avons vu
qu'elles n'avaient aucun électromorphe en clmmun. Estérase est le système le plus

discriminant pour ces souches. La souche pf6 s,intègre dans l,ensemble des souches de
P. fumo,oroseus dans ceite analyse. Les souches de p. fumosoroseus formenl, par
conlre, un ensemble rêlalivement homogène.
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Tableauà5: Comparaison entsre 1es différentes
des deux espèces ce paecilonyces

classifica!ions
étudiées

CLÀSSIEICÀTION MO RP HO - ONlOGE N I QUE

F. flnosoroseus (7)

P. fozinosus $\

CLÀSSI!'ICÀlION PÀR ].ES T SOENZ Y!,!ES

,fwnosoroseus (4)

Pf 6l

I

Pf36 I

P, r':rznos:,s , rr

CLÀSS]FICÀT]ON PÀR
D,ÀRNr 28S

LES SEQUENCES

P. f..Lncsa!.eeuê l7)

Fitch

P, iü"inaêus

O : Noebre de souches étudiées.
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s. Etude comparative entre le9 dillérentes clalsificationg
des e5pèces de paecilomycea

Dâns I'ensemble, les classilications moléculairs et enzymatique (tableau 3s) se
conlortent tout à fait.par ces deux critères : les deux espèces sonl vraime très
distantes. Cependant, les 2 souches de P. larhosus qui avaient des séquênces identiques,
sê retrouvent complètement séparéês dans Ia classification enzymatique. Ces 2 souches
sont morphotogiquement indifférenciabtes. Cet êxemple souligne lintdrêt de t,anatyse
de la variabilité génétique par des molécutes hautement variables dans te typage des
souches. Les molécules conservées têlles que les ARNr sont insufiisanles pour cela,
malgré leur efftcacité dans t'établissement des retations phytogénétiqu€s entre t€s
souches.

C.1.5. Polymorphisme de I'espèce Vêrticiltium tacanii

Les cinq souchês de V, tecanii ont pu être réparliês en deux groupes de sé-
quences (lableau 36). Les séquences nuctéotidiques sont représentées figure g2,après
âlignement avec fa séquonce de B, bassiana.

Sur t'€nsemble dês deux domaines, les 2 groupes dilfèrent par trois nucléotides.
Pour l'analyse enzymatique, trois souches sont étudiées (Myc, Vlecor et VF). Le

ÿoupe V. lecanii apparaît très homogène (figure 3 Annexe I et labteau gT.

La souche VF qui se distingue des autres souchês par sa séquenc€, se disiingue
aussi par la formê des conidies (elliptique avec une extrémité resefiée au lieu de cy-
lindrique pour les autes). Au niveau des isoenzymes, cette souche ne s,éloigne pas des
autres; elle présente beaucoup d,électromorphes en commun avec l€s deux autres
souches.

C.ll. phylooénie dês oênres êt des esoèces d,Hvohomvcètes
entomopalhoôèn6s

L'analyse que nous enlrepranons ici concêrne les 7 gênrss réunis, dont on va
tênter d'êstimer les relations et distances phybtques.
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C.ll.1. Clasgitication par l€s comparaisons de séquences d'ARNr

a - Analysê par la inéthodo dE FITCH

Les séquences nucléotjdiques des dit érents genres el espèces analysés sonl su.
les ligures 39 et 34. Elles constituent au lotal 25 Oroup€s, La taillo des domaines 01 et
D2 est la même pour tous les genres, tes séquences observées ont suifjsammenl de
similitude pour permettre leur alignemenl et leur comparaison.

Les variations les plus fréqu€mment observées sont des substjfutions d6 nu-
cléotjdes mais il exists aussi quelques rares dététions (ou insertjons). Le nombre de
nucréotides différents snrro 2 séquences varie de 3 à 40. ces substirutions sont es-
senti€llement ponctuoll€s(dispersées), L,examen d€s séquences montrg l,exist€nc6 dê
régions très variablês. Cêpendant, toul au long des séquences, des variations éparses
existent aussi en dehors dê ces régions. A l,intérieur dês régions très variabtes, les
siies modifiés sont essenliellement les mêmes pour toutes lês souches d,un même genre
et ils subissent souvenl lê mêm8 ÿpe de changement exprimant ainsi une sone de
"signature' caractéristique du genre. De ce fait, à l,intérieur d,un genre, chaque sé_
quence de souche est prutôr caractérisée par res variations se situant à r,extérieur de
ces régions "signatures" très variables.

Lês distances oblenues (tableau g8), relativement faibles, suggèrent un€ cer-
taine proximité phyléthue entre les genres étudlés. Notons quo les distances entre
Fusa um orysporum et no§ souchês apparaissent relativement faibles, sachant que F,
orysporum a été choisis comme espècs extériêure. Les dlstancês entrê F. orysporun et
les souches entomopathogènss sonr du mêms ordre de orandeur qus res distances enrre
M. anisopliae ot les autrss gonres (ex Knuc= 0,259 entrc M. anisoptiaê groupo I et
P, lumosoroseus groupe .l) ou oncore entre T. cytindrcsporum et le rests (entre g.
bassiana elT. cylindrcsporum: Knuc=0,239, eîÿë B. bassiaoa et, F, oryspotum :
Knuc= 0,222 \.

L'analyso phytétiquo a étô entrspriss en utilisant l,indics Knuc comme mesuro
de distances.
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Le dendrogrammo (figure 35) indique :
_ une câssure londamêntale €ntre l,ensemble des genres Nomuraea el

Metaràizium d'une part et l,ensemblo dês aulres genres étudiés d,autre part. La dis-
tance entre N, titeyi et M. anisoptiae nappaaît pas plus grande qu,ent rc M, anisopliae
el M. flavoviide .

- Dans le genre paecilomyces, tes 2 espèces étudiées (qui sont tes es_
pèces les plus communément rencontrées) sont assez distantes |,une de l,autre ( Knuc=
0,100).La distance entre ces dsux espèces est du mêmê ordre que cslle obseNée enre
B. bassiana elP, lainosus (Knuc=O,O8S).

- Toujours dâns le gerrle paecilonyces, i,espèce p latinosus appaÂil
très proche de V. tecanii ( Knuc= 0,048).

- Les 2 êspèces de Totpocladiun semblent ne pas appanênir au même
genre (Knuc= 0,232). Quant à l,appartenance de Tolpocladiun (ot en particu €r de
T. cylindrosporun (Von Arx 1986)) au ge e Bêauveria, nos résultats t,infirment
complétement. L€s 2 genres sont aussi distants entrs-eux (Knuc=0,2g9) que g. âas-
s,ana esi éloignée de F. orysporum (Knuc= O,æ21.

- Contrairêment à paêcilomyces et Totypocladiun,les gefiês Beauvetia
et Metaûizium sont relâtivemêrt homogènos malgr6 une certaine variabilité in-
traspéciliqus.

- on notê enfin la parfâite intégrâtioo ds |,ssp&e M. oncopeâe au sein de
I'ensemble dês Beauve a .

b - Analyso par ls méthods du NEIGHBOR-JO|N|NG

Ce programme nous permet de traiter un grand nombre de séquences en un
lemps lrès court. Le dendrogramm€ est construit à panir de la matrice dê distances
(lableau 38). Cetie ctassilication est identique à cell€ établte par ta mélhode de FITCH.
Deux grands ensêmbles peuvent être délinis (figure 36):

- l'ensemble composé des genres Nonuraea el Metahiziun
- l'ensemble des autres genres.
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Dâns les genres Metahizium et Beauve a, cette mélhode permet dê mieux
discriminer les ditférenls groupes. Lss longueurs des branches obtenues par Ia mé-
thode de FTTCH sont trop faibles pour bien apprécier les retations phytéiiques entre
ces groupes. Par ra méthode du Neighborjoining, on met en évidencs prus netemenr.
au sein de M. anisopliae l,exisleîce de la sous_populalion de souches en prcvenance du
Brésil (groupe 6). Par ailleurs, on clnlirm€ la divergence des souchês en provênance
de Nowelledélande.

C.ll.2, Classificsüon par comparaison des rymogrammes

a - Classiticaüon par la méthodê des nuéês dynâmiques

.5 grands ensemblês sont mis en évidenc€ (ligurê g7):

- lensemble des souches de Metahizium
- les souches de gêauye.,ia

- les souches de y. /êcarii

- Ies souches de T- cylindftsporum
- les souches de p_ fumosotoseus.

Catte classilication présent€ beaucoup dê congruences avec la classilication
moléculair€. EIle conlirmê:

_ ta relativê homogénéité des gênres etahizium et
Beauveria èl de l'esf,èr€ P. funosoroseus.

- l'éclâtement du genrê paecilonyces

- ta séparation des genl€s TotDocladiun el Eeauveia
- à I'intérieur du geffe Metaûizium, ells fait ressortir

I'originalité des souches en provenancs de Nouvellê-Zêlande ainsi que la pârticularité
des souches de M. anisopliae ÿarûAÿn-,

Mâlgré ces convergences, on noie quelques dilférences, à savoir:

- l'éclatement de l'espèce p lârinosus

- la séparation de B. sullurescons dt!æ les souches dê B. bas-
siana

- la nette distinction des g€nres Microhilum el Beauvêria
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- ra proximjré or" llo31,""*orrr"",
bien soulignée, alors qu,on note l,étroile relation €ntre la
souche Mag'f de M. anisoptiae,

et Metahizium î'est pas
souche de IV. l.r7eyi et la

b - Classitication par UpcMA

A partir dos mêmes donnéos que les nuées dynamiques. une analyse en UpcMA
appliquée aux distances euctidiennes est entreprise (figure 3A).

Dans I'ensemble, cette classilicâtion présente beâucoup de simililudes âvec tes 3premières.

Cependant on note une ditférerce fondament ale: Metaûiziun est totatsmsnl
séparé de t'l. r,1er,4: Lês espèces B. verara er B. surîurcscens sont très éroignées d6
I'ensemble des souches du gonre Beauvetia contrairement aux précédentes classif-
cations. Les 2 souches de p- lainosus sont lrès dislant€s l,unê de l,autre comme dans
la cfassification par les nuées dynamiques. La souche de M, oncope/?e s,intègte
parfaitemenl parmi lss souch€s de geauygah.

Celtâ classificalion moi en évidêncê trois grands ênsemblês :

- l,ensemble des geauyefle

- L,ensemble des Metahizium
- et le rests.

C.lll. Anelvss comoetalive êntrê lês diflérenies classirications

Lss classifications moléculairê et biochimique donnent dans l,ensemble des ré-
sultats assez concordants. La classiricalion par les nuées dynamlques perm€t ds biên
répanir les g€nrea sans établir lgs llons gntrê eux, Au niveau dê la séparation des
genres, Ia valêur du pas n,est pas assêz significatif pour faire une interprétalion
phylétiquê à ce niveau. par ces ditférêntos ctassilications, nous avons pu d,une pân,
rassembler cenaines espèces qui avaiont été séparées telles qu€ A bassiana êt B.
sullurescens; d,autre pan, nous avons différencié d€s souches qui avaiênt été rs-
groupées dans un€ même espèce (êx: B. btongniatlii et p. lunosorcseus).

On observe une forle rêlation enÿe NonuÊea êl Metarhiziun, ce qui est à ta
fois nouveau et surprenant, car nous I'avons vu, moaphologiquemgnt, la séparatlon



130

E

z

.Ps)
45ËË

I_e§È H Hed(5ÈÈd

.g
o+
sÿ
oà

.§os
Èàë8$9ÈÊ!r
i g § -ë *s:
§ Ë s Ë§ e s § Ë Ë

§§ËË§Ë§§§Ë

.9
-o!

E

J

!
F



131

enüs lgs dêux genres esl tout à fali neite ot rien n,a laissé prévoL cette rslalion.
Morphologiquement, 

^r. 
,?eyl €st plus proêhe de paecilomyces; Ia distinction enre tes

deux genres est récentê (Samson, 1974). On auraii pu s,attendre donc, àvoi N. tileyi
phyrériquement plus proche de paeciromyces ou mên,e de Beauvetia (N. t eyi a é16
identifiée comme B. iteyi (Fadow) crosswâtd, 1939).

Les deux espèces de paecilomyces étudjées apparaissent très éioignées l,un6 de
I'aulrê. Dans le gefie paecilomyces comme dans le genre Beauveria,la éifiércîcialion
entr6 les espèces est généralement basée sur la torme ot la couleur des clnidies. Ces
deux espèces de paecilonyces sonl essenliellêment distinguées par la couleur de leur
sporée ainsi que par la forme de leurs conidies. Aussi, une similitude morphologiqus
peut éventuellemenl masquer une diversité génétiqu€ st inversement. En srfet, dans les
cas de Nomurcea-Metarhiziun et p. la nosus -Vedici iun , t,étroite retalon
phylétique au niveau des ARNr ne se retrowe pas âu niveau moehologhue. Il en e$ dê
même pou. les genres Microhilun el Beauverla ; ta souche de Mictohitum étudiée
s'intègre parfaitement dans l,ensemble des Beauveda, matgré une dilférenciation
morphologique bien marquée entre eux.

En général, à l'intérieur des genres, la répariition des espèces suivant les cri_
tères moléculaire et biochimique, esi tout à fait en accod avec la classification mor-
pho-ontogénique, Par contre, entre les genres, les classifications qug nous avons éta-
blies ne véritient ni ne conlirmsnt lâ classiticaiion classiqus (cf Classiflcation mor-
phologique). Ceci souligne la ditférenco de linallté enf6 ces classificaflons.

systémetiouo incertaine

Lors de l'isolemenl d'un champignon à partir d'un insecl€ donné, une caracté_
risaljon microscopique délaiflée n,est pâs toujours etfêciuéo. L,identification de ces
germes est parfois uniquement basée sur l,aspêct macroscopique (symptôme, couleur)
et la lorme des spores. Ces crilères sont parfois insuffisants et peuvent conduire à des
conlusions, Nous avons eu en notre possession, quelques souches d,id€ntjfication
douleuse. Les séqu€nc€s d'ARN. et l'analyse des systèmes enzymaliquss, ont permis de
les distinguer des souchês types de l'espèce à taquelle elles avaient été assignées. Leur

C.lV. Contribution à I'idêntilicâtion d6s €soàcês de position
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caraclérisation morphologique a

structures sporifères.
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élé réalisée par une observation mlcroscoplque des

Les souches sont cultivées sur milieu

l'obscurité. Les observations sont effêctuées

souches est donné dans le tableau 99.

Malt-agar en boîle de pétri, à 25.C et à
après 15 jours dê culture. La liste des

C.lV.1. Oescriptions morphologiques

ef-]âL: Colonie cotoneuse, dê couleur violacée avec un rêvers rougeâtre. Les
conidiophores en pinceaux, sont très peu difiérenciés et non pigmentés. Les phialides
(en groupe de 6), de 8-10 rrm de long, possèdent une partie basale très æu renflée se
prolongeant par un col bien distinct, long et lin. Les conidies sont l€moniforme de A x
2 pm (figure 39a). Cette souche a été distinguée dès le dépan des autres souches de p.
fumosorcseus (goupe où elle avait été assignée), par lê fait qu,e e ait été isotée d,un
coléoptère, qui n'est pas un hôte connu de cens espèce.

Cette souche est très proche depaacilo myces narquandii par les conidiophorês
très peu ditférenciés et non pigmentés, mais d'un auùe coté, ellê est plus proche do p,
lilacinus pæ la couleur des colonies et celle du reve6. Nous n,avons pu trancher
entre ces 2 espèces.

Pl: Colonie duvelsuss blanche avec un revêE incolore; la colonie devient tégè-
rement violacée avec Ie temps. Absencg de conidlopho.o dans les conditions de
l'observation. Les phialides sont majoritairement solitaires ou ên groups de 2 à S, de
9-12 pm de long sur 2 pm de largê. E es sont constitué€s dune partio basale reîfléê
se prolongeant par un col long et fin. Les conidies sont lemonilormes dê 2,S_3 x l,S-
2 pm (iigurê 39b).

Cetle souche est très prochê dê paoeitomyces malguândrT sauf pou son rsveIs
incolorê qui est rougeâtrê chez P.maquandii. par ce caractère, ellê s6 rapgocherait
de P,lilacinus- Mais le lait de n'avoir pu observer de conidiophores nê nous permet pas

de trancher entre ces 2 êspèces.
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Les 2 espèces p lilacinus el p, marquandii sont souvent confondues entre e[ês.
Jusqu'à cs jou., cependant aucunê souche de p maquandii n,a élé rEcensée comme
entomopathogène.

PIL§Zj Colonie duveteuss gris rose. Deux typ€s de phiatides sont observées:
1) kès atlongées et très lines, en majorité solitair€s.
2) plus typiques dê paecilomyces avec une partie basale renflée et un col bien

distinct, en groupe de 2 à 3. Aucun venicille n,a élé observé. Dans les deux cas, les
conidies sont fusilorrnes de 4-7 x 1- .l,S 

Em ; elles sporulent en longues chaînes très
solidG (fiqure 39c).

Pfr52 est une èouche de paeeilomyces javanicus (suivant ta description de
Samson, 1974).

EILllIl : Colonie duvetsuse blanche, On note la présence de dêux typ€s de phia_
lides:

1) des phialides ponées par des pinceaux de conidiophores, renflées dans leur
partie basalê qui se prolongs par un col distinct, lorq et fin.

2) des phialides solitaires ou en groupes de 4, très longues(12-20 pm) et ef-
filéês-

Les conidles sont elliptiques, avec une extrémité basale rêssérée de 2-3,S x .j,s
pm. Elles sporulent en chaînss très courlês (figurê 4Oa),

Cette souchs êst prochs de paecilomyces la nosus par la lofiÊ et Ia taille des
spores ainsi que la couleur de la @lonie, mais esl dlttérentg par la taille et la lorme
des phialid€s qui sg rapprocheraient un peu plus de calles dê p. fumosorcseus. Cefie
souche serait ung forme inlermédiaire entre l€s 2 espècês.

EZL: Colonie dweteuse blarche âu départ, devient griss et poudreuse avec le
temps. Les conidiophores en pinceau, portent des groupes de g à 4 phialides. Lês
phialides sont assêz trapues (7-10 x 2 pm), avec unê partie basat€ renlléê se pro_

longeant par un col long ei fin. Ces phialides sont groupées de manièrs assez serée.
Les conidies sont fusitormês (4-6 x 1,5-2 pm), hyallnes et sporulent en chaîne
(figure 40b).

Cette souchê appadent au genrc Paecilomycês. Elle est très proche ds p, jaya-
.,iêus par la forme des spores mais est dillérente par la forme des phialidês.
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Flgure 4t: Les souches recaaactérlsées
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Pour r6férenc6, nous donnons dans tê figu.e 42, la descrlptlon des types de
souches d€ Paecilomyces qui nous intéressgni (selon les d€scriptions dê Samson
1974\.

EgjL : Colonie duveteusê blanchê. Les cellules conidiogènes sont attaché€s à
l'extrémiié de brârchês latérales ou naissênt directement de l,hyphe végétative. Ces
cellules sont à qroissance synpodiale. On n,observe pas de rachis en zig_zag. L€s den-
ticules sont en nombre très tirnité. Les spores sont efiiptiques (3-5,5 x 1-1,5 Ém),
hyalinês, unicellulaires, avec un apex arrondi êt une base konquée par un hilum
(figure 40c).

Ceüo souche possède les mêmes cractérisiiques que la souche Bgs.qui appanieni
à I'espèce Microhîlum onûrperaê (suivant description de yip et Rath, 1989).

el : Colonie duveieuse blanchê. Lss ceflut€s conidiogènes, sotitairss, sont longues

et t:nes, av€c une panie basale r€nflée. Elles sonl à croissance sympodiale , ne possède
pas de rachis bien géniculé. Les conidies hyalines sont de forme gtobuleusê et irrégu-
lière (tigurê 41a).

Catte souche appanient sans nul doutê au qeüê Beauvetia;elle est très proche

de B.bassiana pa. la forme des spores mais se rapproche de.B. brcngniattii pat
I'aspect général des cellules coniliogènes.

PC : Colonie dweteuse blanche avec un revers incolore. Les cellules conidiogènes

sont assez trapues ou longuss et lines, solitaires ou groupées de manière éparse. Elt€s

possèdent une croissanc€ sympodiale et un rachis géniculé biên marqué. Les conidi€s

hyalines, sont ellipliques avec une partle basate pincéê (2-4 x 1,S pm) (rigure 41b).

Pc êst une souchs dê Beauveîia brongniattii (suivant lâ description de de Hoog).

&l:L : Colonie duvetêusê blânche. Los phialides sn majorité solitaires, soni tràs

finss et allongées ( 9-30 pm de long). EIIêS sont parfois en vertici e. Les conidies

sont hyalines, unicellulaires, de forme cylindrique et ên têts (figur€ 4tc).

B4l est une souche dè Vedicilliun /ecarri (suivant la description de Gams).
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llczâ: Colonie tràs humide de couleur orange. Les phiatides, solitaires, naissênt
directement de t,hyphe végétative. Elles sont très tongues (16-40 pm) et d,aspecl
fragjle. Les conidles, cylindriques(g-S,S x 0,6-1,2 pm), hyalines et unicefiutaires
(ligure 41d), sporutent en tête

VC26 est une souche d,Acrcmonium srnbtum (suivant description dê Gams)

C.lV.2. Syslémaiiqus d93 souches recaractériaées

La figure 43 représenie les séquences nucléotidiques des souches que nous ve-
nons de caractériser. L€ur posilionnement systématique pâr rappon aux genres et
espèces érudiés, a éié estimé par ta méthod€ du NETGHBOR-JO|NtNG (tigure 44) pour
les séquences d'acides nucléiques el par l,analyse issue des nuées dynamiques êl
I'UPGMA pour tes systèmes enzymatiques(figures 45 ot 46).Les deux méthodes don-
nent des résulials concordants. Dans c€ e analyse, nous employons uniqu€ment le
NEIGHSOR-JOINING pour traiier nos séqu€nces, ca. il est impossjble d,étudier un
nombre de group€s aussi important par le programme FITCH.

a - Analyle par ta méihode du NE|GHBOR-JO|N|NG

Notons tout d,abo.d que l,introduction dss souches nouvell€ment caractéri_
sées(figure 44), parmi I'ensêmble do nos groupes, modiffe ptus ou moins t,a ure des
embranchements au nivêau des distances très faibles (cas de g€auye.ia ); c€tte in-
troduction augmênte l€ brult ds fond dû aux incertitudes de la méthodê. par lanalyse
d'autant de groupes, nous æprochons la limite de la méthods.

Pc et Pt s'intègrent dans I'ensemble des Beauveia, pt êst très procho de
B.bassiana- Pc, id€n tiés @mme B. brcngniattii, est très distante dss autres groupes
de cett€ espècs. 896 est étroitement liée au groupe 1 des B, btotpniattii. Ellê apparafl
relalivement éloignée ds h souche typ€ ds M. oncoperue.

873 s'intègre aussi parfaitsment à t.ens€mbls dos Beauveia, alors que mor_
phologhuement, ells ne possèdê rien ds commun avec cê genrê.

P, javanicus est aussi phytétiquemed très prochê de toutes tes espàc€s do
Beauve e.
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Les deux souchos B7g et pfr52 lp. javanicusl, sont très éloigné€s des aures
groupes et espèces de paeciromyces. ceci ÿurigne lout à fait l,écratement de c€ genre.

La souchê pfr38 .intermédiairê" est phyléthuement distincto des deux espèces
P. latinosus et p, lumosotoseus, mais sê rapproche quand même plus de p. larinosus
que de P. fumosoroseus.

Quant aux souches Pl el Pfr63, dont nous n'avons pu trancher sur
I'idendification, eltes sont très llées I'une â l,autre tout en étant très éloignées de
toutes les auùes Pascilomrlces.

B,41 (Vertici iun ) est très proche de Beauveria el VC26 (Acrcmonium )se
dislingue phytétiquement de tous tes autres qenres.

b- Analyse par les isoenzymoa

La classification par tes nuéos dynamique (figurs 4S), ajnsi que pâr UPGMA
(figure 46) confirment l'éclatement du ge e paecitonyc€s, par les nué€s dyna-
miques, on refrouve effectivement pl et pc (Beauve a ) au sein des Beauvetia i ce-
pendânt, IUPGMA les en séparent totalement.pâr cefl€ méthode d,ailleurs, les espèces
B. velata el B.sulfutsscens sont aussi lrès éloignéês des autr€s es @,es de Beauveria.
La souche d'Acrerroniun lVC26l s,intègre pami les V. lecanii , alors que l,UpcMA la
dislingue totalement de lous les autres genres (commo par les séquences). La souchê
841 (Vetticilliun ), apparaît relativoment très proche de Beauveria par les deux
méthodes.



D. PO SITIONNEMEI{T DE S TIYPHOMYCETES
ENTOMOPATHOGENES PAR RAPPORT A
DES SOUCHES DOT{T IÀ,FORME SEXUEE
EST CONNW
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On possède lrès peu d,informalions sur les formes sexuées des champignons en-
tomopathogènes; quand ces formes existent, on res trouve essenrielement sur lhôte,
mais jamais en culture pure . En prenant F. oxysporun comme espèce extérieure,
nous nous sommes rendu compte que cette souche phytopathogène est phyléliquement
très proche des souches entomoparhogènes margré reurs rrès nertes différences mor-
phologique et parasitaire. A partir de cette observation, nous avons entrepris de po_
silionner nos souches par rapport à des formes parfajtes ou imparfaites de souches
sexuées; ceci dans le but de chercher dans quelle classe éventuelle nous pourrons
lrouver la forme parfaite des différents genres étudiés. Dans un même temps, nous
avons voulu comparer, d'une paft, V. lecanii avec uî Verticillium phytopathogène,
d'aulre part, une souche de Penicillium cit num isolée de mouslique avec un
Penicillium implicatum (isolé du sol et non entomopathogène).

8 souches non entomopathogènes el S souches entomopaihogènes ont été choisies
(tableau 4O). L'anatyse phylétique (figure 46) a été entreprise par ta méthode de
Fitch, à pa(ir de la matrice de distances (tableau 41) .Les séquences sont représen_
tées figure 47.

Les souches entomopathogènes forment un ensemble homogène, à l,exception
deP.citrinum qui est phyrétiquemenr rrès proche de p.inpricatun. venici iun re-
canll est par contre rrès disrante du v, dahriae; cette souche a d,aifleurs été choisie
comme espèce extérieure, car elle est très éloignée des autres souches. Matgré leur
homogénéité, les souches entomopathogènes n,apparaissent pas très distantes des
souches séxuées, en padiculier de N. haematococca.ll est évident que la forme sexuée
de nos souches (si elle existait), appartiendrail aux Ascomycètes (pyrénomycètes);
d'ailleurs, la forme parfaile de paecilomyces esl connue comme appartenant aux
Cordyceps et aux Toüubiella (cf. descriptions des souches), qui sont toutes des
Pyrénomycètes. Marheureusemenr, nous n'avons pas eu de séquences ou de souches de
ces deux genres pour pouvoir bien positionner les nôtres; ir nous aurait faflu en ourre,
élargk le nombre de formes parfaites éludiées ;ce que nous n,avons pu faire.
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Nous avons essayé de concitier, les classificaibns moléculairs, biochimique €t
morpho-onlogénique de quelques genres et espèces d,hyphomycètes entomopathogèn€S.
Ces trois classifications s,avèrent complémentaires entre elles;.les critères utilisés
sont intéressanls à retenir pour une caraclérisalion fine des souches. Cette étuds a pu
fournir des réponses aux queslions que nous nous sommes posées au déparl lout en nous
en imposant d'autres. En efet, les critères molécutaire et biochimiqus ont fait éctater
des groupes et ont permis de dérinir des individus indifléronciabl€s morphologique_
ment : tels les cas des souches de p. lunosoroseus , dè B. brongniafiii et M. anisopliae.
D'autre part, ils ont lait rassembler des groupes ou des individus morphologiquement
ou physiologiquement séparés : tels N,rileyi el Metahizium ou B. iulfurcscens et B.
bassiana ou Microhilun el Beauve a.

Cefle élude a permis de définir deux grands ensembles :

- I'ensemble des espècss do Metahizium et de N, eyi .-
- l'ensemblê de tous les autres genres et €spèces.

Les gentesTotypocladium et paecilonyces, paraissent phytéthuement très
éclatés, si on les compare aux genres Beauveia el Metarhizium. Nous pensons que tes
deux espèces de TolDocldium n,appartiennent certainomeni pâs au mêne genre. pour

le cas de Paecilonyces, nous en discuterons plus loin.

Les résultats montrent l,unicité phylétiqu€ des espècss: B. bassiana, T.
cylindrcsporum, P. fa nosus et N. riteyi.

Mais à l'intérieur d,une espècs donnée, il peut aussi existsr une cenainê hé_

térogénéité. Au sêin de M. anisopliae, c6flê variabilité concords avêc uns variabitité
pathologique ou physiologique. Les ditférences nucléotidiques obs€rvées entre tês
groupes établis, sont dans I'int€rvalle compris sntre 2 à gO nuctéotides. par cont.e,
dans I€s espèces P. funosorcseus el B. brcngniartti,les vadatlons entrs les groupss
sonl moins importantes ('10 nucléotid€s au maximum); lexistonce de css groupes n,est
marquée par aucune distiflction morphologique, parasitaire ou physiologique. par

ailleurs, les 2 espèces de Metathiziun qui sont molphologhuement bisn dislinguéos,
sont séparées I'une de l'autre par une vinglaino de nucléotides. ll y a donc, autant de
dltférênces entrê ces 2 espèces bien détinios qu,entrê lês group€s de M. anisopliaê.
Notons aussi qu6 dans le genrc Beauveia,les différercês entre les groupes deB. ôror-
griartli sont du même ordrê qu'entro ces groupês €t l€s autres espèces de Beauveia
lB. velata-g. brcngniattii ou B. bassiana-g. btongniaftil.

Devant ces observations, le problème de la délimitation des espèces chez ces

organismes se pose. En ce qui concerne les criières moléculaires, il faudra défjnir la
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vâleur et la signilication de chaque variation; dans quello mesure une variation est
importante ou non; combiên de nuctéolides dlfférenls au minimum ou au maximum,
peut-on accepter pour conclure à la proximilé, à |,identilé ou à l,éloignement de d€ux
individus, de deux espèces ou dê deux genres.

La taxonomie des organismes dépourvus de reproduction sexuée n,est pas aisée.
Cependant, il est impératif que tes notions de variélés, d,espèces et de genres soient
bien clarifiées et stabilisées chez ces organismes. En particulier pour los germes à
interêt industriel ou agrcnomique, les noms des espèces el dês genres doivent êire bien
slandardisés, afin d'éviler toute confusion. ll faut donc déterminer les critères de base
de distinction des dirférents regroupements. pour cela, il est indispensable de con-
naltre ou de définir les champs d,application et les lirnites des critères choisis. A
partir des données acquises par les lrois critères que nous avons utilisés, nous allons
lenler d'apporter des ébauches de solutions.

E.l. Délimitetion dês êspècês du dêhrê iretrrrririrD

Uétude des séquences d'ARNr est une bonne tecùnique de taxonomiê moléculaire,
dont la fiabilité n'est plus à démontrer. La classification moléculaire prétend étâblir
une phylogénie, probabtement lrès proche de tâ réalité.

Selon ce critère le geÏe Metaûiziun constitue un ensemble relativement
homogÈne. Cette étude a permis de conrirmer :

- la séparation des deux sspècês M. flavovitldê et M. anisopliae
- lss résultatg obtenus pâr les analysss du potymorphisme dss isoen_

zymes (Riba et al. 1986a,1987), à sevoir que dans t,espècs M.anisoptiae, on peut
définir des 'sous-populatlons qui ne sont pas tout à fait hemétigues"; on a pu ainsi
regrouper toutes les souches ds var.EeiOt dans un uniquê groups et montror que les

souches en provenancê du Brésil forment un enssmble à part.

Pâr ailleurs, on a mis aussi en évidencê, la dtuergence de souches physiologl-
quement el géographiquêment ditférentes. Ces souches apparalssont aussi étoignées
(voire d'avanlage) du groupe dês anisoptiâê que ne l'êst le group€ des o.AjO! de ces

derniêrs, Logiquement si on accepte la réêlle existencê des deux va étés, il faut c!n-
sidérer cefle population Néo-Zélandaise comme étant une autre variété. Dans ce cas,

l'espècê M. llavoviide esl aussi une variélé.
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D'autre pârt, dans la mêmê logique dê raisonnement, si on acc€pte l,existsnce
des d€ux espècss, alors, étanl donné les différ€nces moléculaires observées, la popu-
lation Néo Zélandâise peut êlre prise commê un€ nouvelle espèce; ainsi, chacune des
deux vâ.iétés aura égal€ment valeur d,espèce.

Les regroupemonts de ta classification moléculaire sont tout à fait contirmés
par ceux issus dê l'analyse d€s isoenzymes. Nous avons donc, déjà, deux crilères con_
cordanls; ce qui nous permet de conclure à la réalilé phylétique et bioloOique des dif-
férents groupes établis. Chacun des ensembles de groupes @ssède des particularités.
Cependant ces padcularités nê sont pas basées sur un seul critère mophotogique,
pathologique ou physiologique. En considérant que c€s trois critères soient complé-
mentaires des critàres moléculaire et biochimique, nous pouvons créer trois nouvellês
espèces :

- une espèce lormée par I'ensemblê des souches avec de Orandes conidiês
elliptiques (anciennement var. OAigI)

- une espècê composée des souches à petites conidies elliptiques
(var.ânisoôliae )

- et enfin uns espècê constitués par dês souches à optimum thermiquê de
croissance de 20.C (souches Néo Zéhndaises, de var,ânisopliâo aussi).

Cette option (création d.espèce) est la plus satistaisante car les distanc€s gé-
nétiqles enùs lss groupês nous semblent trop imponantes (20 / 476 nuclêotides)
pour délinir des variétés. A partir de cel exemple, nous allons voir si ces hypothèses
sont transposables à d'aulres ggnres. pounions-nous alors, enfin, meflre une valeur
"seuil" aux distancos molécutaires qui séparent tes différents typ€s ds.€groupement?

E. .

Dans ce genre, ,es diflérences enlro les groupes sont moins nombreuses que
dans celui de Metaûizium. Cependanl, on constat€ un€ situation analogue: il y a
presque autanf de diftérences à l,intérieur d,un€ esÈc€ (8. bt1ngniafiiù qu,€ntrê tes

espèces. Faut-il alors créer autant d'espèces que de groupes ? Si nous acceptons ta

réalité des espèces B. bassiana, g. velata et B. brcngniadii, il faudra faire de chacun
des groupes de B. brcngniadii d€s espèces En examinânt plus précisément les diffé-
rences entres les groupes et espèces de Beauve a, on nole que pour les espèces, en-
vkon 12 nucléotides sur 476 tes séparênt et pour les groupes, 2 à B. Êst-cs que te
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rappon de 8 nuctéotides sur 476 est signilicativem€nt difiérent dê 12 sur 47a? Én
lail pour trancher, il faut se baser sur I6s autres critères. suivant les critètes bio-
chimiques, les souches de B. brcngniartii torment un ensemble tràs homogènê. Cês
groupe§ ne sont pas ditférenciables entre eux, par aucun critère moehologiqus ou
physiologique, contrairemênt au gewe Metaùiziulr. par contre ils peuvent être dif_
férenciés par leur pathogénie, puisque t,on a pu m€ttre dans un même group€, toutes
les souches isolées de M. metotontha.

Au vu de ces constatations, on peul affirmer que tous les groupes deB_ ôron_
gniattii, établis par les critères molécutaires, appartiennent tous à la même espèce.
Quant à la souche de A sulrurêscers, nous pensons qu.elle correspondraii à une variété
de B, bassiana, indistinguable de celle-ci par les critères moléculairês.

E.lll. Délimitetion dê3 espàcês du oêntê prê.ilorrvcêr

Ce genre est très éclaté. Les critères molécutaire et biochimique le prou-
vênt. Les distances généthuos entrê les êspècss sont énormes (30 nuctéotidos sur
476), Si on se basait uniquemênt sur te sêul critère moléculaire, il n,y aurâit aucun
doute sur la non appansnance d6 p. lumosotoseus el p. farinosus au mêmo genre; il
en sêrait dê mêm€ d€s autrês espècês (voir systématique des nowe ês souch€s). Mais
il ne serait pas cor€cl de lirer rapidement ung tgllê conclusion, Commê nous l,avons
déjà laissé entrevoir pour lss deux précéd€nts Oenres, pour afri.mer l,€xistonce d,un
regroup€me (variété ou espèce), il est nécessairê que tous lês critè.ês utilisés se
conforlont. Ainsi dans co genre, nous ga.dons la sysiématiqu€ actuelle car morpholo_
giquement, cês espèces possèdent des caractères bien définis €t bien distincts qui les
regroupsnt dans le même genre. Par aillours, lê group€ 6 apparti€nt sans nul doute à
l'espèce P. lumosotosêus, car il n,est pas morphologiquemênt diffé.enciable des
souch€s de cêtte espèce.

E.lV. Aventâôes êi limitês dê! diftérêntês mélhôdss dê ct.ssilicrtioh

A partir des 3 êxemples quê nous venons d,aborder, nous avons pu éclaircir
quelque pêu les notions de variété et d'espèce . En résumé :
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- l,espèce regroupo dês individus possédanl des caractèrês mor_
phologiques et physiotogiques maiêljrs et identiques, appuyés par des ens phytétiques
élroits. L'existence dê ces groupes, ainsi que les liens qui les unissent, doivent être
confirmés par plusieurs critèrês difiérents.

- les lndividus, à linlérieur d,une espèce, peuvent présenter des
variations individuglles qui paraissent mineures mais so.t discriminantes. euand un
ensemble d'indlvidus se distinguont ainsi, on parlorâ de variété. Les distancês phylé_
tjques enlre les variétés sont très faiblês, voire nulles.

En se basanl sur ces trois exemples, nous avons pu rapprocher des genres dont
les caractères morphologiques distinctifs sont bion définis; tels sort les cas de
Metaûizium et Nonunea, ainsi que de Microhilum el Beauveia . Les di$ancss
enire ces genres ne sonl pas plus grandes qu,entre les espèces d,un mème genre. Ces
proximités phylétjques ne sont pas toujours justifiables morphologiquement (ct.
classitication morphotogique).

Nos résultats montrent une complémentarité certains entro tes ditférentês
classilications. s prouvênt que ces classifications n,ont pas les mêmes champs
d'application :

- ta classilicâiion rDrphologhuo n'est pas totalêmêni dénuée ds valeur;
êlle essaie de regrouper dês souchss suivent dss caractères précis sans pour aulant
chêrcher à étâblir lsurs liens phylétlquês. Les crltèrês morphologhuês ssrvênt es-
sentiellêment à ideîtltieI et caractérisar lês souches.

- la classiricalion biochimigue par lanalyss des isoenzymes permêt de
caractériser des souches av€c un€ vâl€ur taxonomiquê certains

- la classilication moléculaire établit les' tiêns phylétiques' entre les
groupes , mais ces critères ne peuvent pas serylr à déierminêr ou caraclérisff les
souches.

Cette complémentarité afrirméê ci-d€ssus , coniuguée avêc la convergencê dss
résullals obtenus, nous permst dê conclur€ à I'idêntité, à la proximité ou à

l'éloign€meni enlre deux individus, dêux espèces ou dêux genres. C,êst ainsi par

exemple, que nous pouvons intirmer l'appartenance da Toptypocladtum au gen're

Beauveia el que nous powons déduke que les dêux espèces de Toptypocladiun étu-
di6es ne sont cartainement pas du mêm€ genre.
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Dans cette étude, nous monlrcns qug, quand les dislances entrs les groupes sonl
assez grandes pour surmonter le bruit de fond ( cas de Metarhizium ), lsurs relations
phylétiques sont plus précises et plus fiables. par contre, quand ces distances sont
trop faibles, elles sont confondues avec le bruit dê fond (cas de Beauvetia )et ne
pêrmetient pas ainsi d'appréci€r Correctgnent l€s relations entrê les groupês. Dê nos
données, nous ne powions pas délorminer des valeurs "sêuils, des distances enlrê les
dilférents rêgroupemenls ; nous pouvons néanmoins affirmer qu,il nous avait faflu au
moins 20 à 30 nucléotides sur 476, pour nous permettrê de faire ressonir des va-
leurs signillcatives au dessus du bruit de fond.

Les liens phyléüques ertre Iês genres, entre lês espèces ou enfê- tes individus
ne sont pas toujours ceux que l,on espérait (en référence à la classilication morpho-
logique classique): cep€ndant :

- Beaucoup d'éleclromorphes sonl communs aux différents genres; ce qui nous
permel d'atfirmer qu'un lien très fort existê entrs les gênres d,hyphomycèt€s en_
tomopathogènes. Par conire, au niveau ds l,espèce, aucun élêctromoDhe ne s,est avéré
spécilique.

- Les dislances génétiques entr€ les genres, qu€ nous avons obtenuês, sont re-
lativement faibles câr €lles pêuvent êtrs parfois du même ordre de grandeur que celles
obtenues entrê d€ux espèces. Ceci témoigne de l'étroitesse des relations phytéfiques
entre ces différents g€nres.

Nous avons vu par âilleurs, que malgré la spéciricité parasitaire de ces hy_
phomycètss, ils ns sonl pas tràs éloignés des sspàces non entomopathogènes.
l\ralheu.eusem€nt, la comparaison qui a été fajt€ ne reposê qu€ sur les séqu€nces d, _
ARNr; il aurait ,allu comparer dos zymogrammes pour voir si ces deux types
d'hyphomycètes peuvent avoir des élêctromorphês ên communs.

Cetts étude a permis de comprendre ei ds mettrs sn évidencs les relations
phyléliques êntre quolquês genrss êt €spècos d,hyphoflrycèies êntomopathogènes. Avêc
les séquencss d'AHNt 28S, nous avons un indicateur performant pour étudier lês liêns
entre les ditférents g€nres. Cependant cetê technique s,âvàre limitant quand il s,aOit

d'éludier des groupes très proches; lês distanc€s obtênues sont atols ùop raibtss et
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donnent des liens plus ou moins ambigus. Dans ce câs, l,étude dos longueurs dgs
fragmsnts de restriction serait plus discrimlnante.

Notre atention est aussi porlée sur les échantillons analysés. Dans celte ana_
lysê, quoiquê le nombre de souches étudiées ait été grand, il apparalt oncore insuffi-
sant et très différent selon l,espèce considérée; en effêt, à t,intérieu. de chaque genre,
les espèces étudiéês sont trop peu nombrouses. En plus, pour uns espèc€ donnée, on n,a
parfois qu'ung SOUche Ou deux; On peut Se demander alors Si elles SOnl réellemerl
représentatives de l,espècê. ll aurait fallu se procurer d.autrês souches, d,autros
espèces. Ei en particulier, dans les genres paecitomyces, Vedicillium, il nous aurait
fallu des espècos parhogènes dê prantes pour touvoir bien pos ionner res souches en-
tomopathogènes Elant donné le nombre restreinl d,espèces non enlorflopathogènes
analysées, la comparaison qui a été fails ne nous apporte pas, hélas, d,inlormation
clncluante .

lralgré cela, cette éiude a apponé unê contribution à la connaissance de la va-
riabirité génétique et de ra parenté des espèces fongiques utilisées 6n rute bioro_
gique.Erre nous a permis de tester des crilères en vue de ia caracrérisation tine des
génomes Ceci est une élape indisænsable pour l,amélioration de ces germes. Dans un
second temps, nous avons essayé, à partk de nos résurtats et des différents critères à
nolre disFrosition, do bi€n définir les nolions d'espècê ou de genre dê ces organismes
dépourvus de forme séxuéo; ce qui nous n,a pas élé possible. Car âvant de poser de
telles définitions, il est imponant d,élaborer une termjnologie. p.écisê et universe €
pour dénomor les dillér€ntes hiérarchies de classification de ces organismes, qui
quoiquê l'on psns€, exislênt; il est aussi indisp€nsable de les classer pour pouvoir
mieux les idoniifier et lês caraclérisêr.
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ANNEXE III
PBOTOCOI.E§ MILMLDq SOLU'NONS ET TAMPONS
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protocolet
Extraction d'ARN

1) Remplir au liers un tube Eppendorf de 2,2 mt avec du mycé um lyophitisé (ou congelé)_ el broyé dans un mortier)

2) Ajouter 900 gt de tampon d,extraction (TE) et méjanger

- 3) Ajouter 900 pt de phénot chtoroforme

4) Mélânger énergiquement
* 

S) Centrifuger 15 min à 10 OOO rpm et à 2.C

- 
6) Récupérer ta phase aqueuse

7) Ajoutsr 900 pt de phénol chtorolorme

_ 8) Métanger

9) Centrifuger tS min à .tO 
O0O rpm et à 2"C

-- 10) Recommenc€r avec 7OO pl de phénol-chloroforme

- 
11) Rajouter 70 pl NaCt gM à ta phase aqueus€, puis 14OOE| d,éthânot. Agitêr
.t2) irenrê 15 min dans la glacê

- 13)Laisser2hà-20.C

14) Cent.ifuger 15 min à 10 OOO tpm et à 2.C

-- 15) Resuspendre le culot dans 4OO frl Tris iO mM pH 7,4

Purilication

16) Hajouter 1200 pl de LiCt 4M et taisser une nuit à 2O.C

17) Cenùiluger 15 min à 10 O0O tpm st à 2.C

18) Eliminer le surnageant et laver lo culot avec 4OO It de LiCl 2M

19) Centrifugêr tS min à'tO OOO tpm et à 2.C

20) Resuspendrê le culot dans 2SO Él de Tris 10 mM
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proiocote 1(suite)
Dosagê des ARN

21) Regrouper les deux susp€nsions dans un seul tub€

22\ Pépa'e,. uns solution dituée .too fois

23) Faire un spectre d,absorption entre 2OO_320 À

24) Lire la DO à 260 À et déduke ta concentration d,ARN (1unité DO=40 pS ABN/ml)

25) Précipiter à l'éthanol: 50 rrt NaCl 3M et 1SOO pt alcoot

26)Laisser2hà-20.C

27) Centrifuger 15 mn à lO OO0 tpm et à 2"C

28) Sécher le culot

29) Resuspendrê dans le tampon Tris 10 mM pour avoir une concentration finals de 4Ig/ul

Tampon d'extraction

150 mM
50 mM
5mM

5 0/o

Mélange Phénol.Chlorotorme

NaCI
Tris pH 7,4
EDTAs

Phénol
Chloroforme
Alcool isoamylique
I Hydroxyquinoléine
Ê mercaptoéthanol

50 ml
50 ml
lml

100 ml
2OO ml
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Protocole 2
Mini extrection d'ADN de champignon

1) Remptir au tiers un.tube Eppendorf de 2,2 mt a.rec du mycétium lyophilisé (ou congelé)et broyé dans un monier)

2) Ajouter 1 ml de tampon (EDTA SO mM, SDS 0,2ÿo, pH 8,s).bien métanger avec une tigede verre et passer au vortex léOèrement

- 3) lncuber 15 min à 70"C

4) Centrilug€r 15 min à .|3OOO tpm

5) Récupére. ie surnageant

_ 6) Ajouter 100 ml d Acétate de potassium SM bien métanger le but etlaisser précipiter
pendant 30 min dans ta Olace

Centrifuger lsmin à to ooo tpm et piélever le surnageant .

8) Ajouter 800 pl de phénol,chloroforme isoamylique (48-48-4) saturé avec du Tris
10mM pH7,5, vonexêr et centrituge|to min à to ôoo ipm à témpératurà àmniàntâ 

-

9) Prélever Ie surnageart

19) Ajout€r 800 pt de phénot-chloroforme isoamyliquê (48-48_4) saturé avec du Tris- 10 mM pH7,5, vortexar et centrifuger 10 min à iô Ooo tim a teinperature amlÈnte

11) Aouter 800 pl do chtorolormê alcoot isoamytiquê (48-2) vortexer et centriruger
- 2 min à 10 000 tpm

1z\-tuétev.tr tê surnagêant et ajouter .t mt d,éthanot, agiter et cênùirug€. tS min à
_ 13000 tpm

13) Laver Ie cutot à t'atcoot 70olo (r,S mt)

- 14) Centrifuger 15 min à .t3 000 pm et éliminer le surnageant

15) Laver te culot à I'alcoot 70. (1,S ml)

16) Centrifuge|ts min à 13 OOO pm et éliminer le surnageant

1î Sécher le culot à ta SPEED VAC (.t0,) et resusp€ndre dans 1OO st de Tris EDTA

18) M€ttre 10 ul de RNasê (10 mg/ml) êt incubêr 30 min à 37.C

- 19) Conserver à 4.C ou congelêr
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Protocole3
SEOUENCAGE d'ARNr par ELONGATION d,une amorce

pour 5 .éaclions c'est à dire 1 ÀBN

Chaui{er Smn à 55" et raioulerdans le mème trbe 2,S Jrl de tampon de transcriptase reverse (BRL 5X)

ChauIfêr 5mn à 55. el taisser rekoioir lentement jlsqu,à 35. (:1Smn) (sodir le bloc du bain-mâne à sec)

PAEPARE1 LESTUBES DE SEeUENCgS : prendre 1S }rtde chacune des sotuiionsmères er les metrrê dans teur tube co.respondan, 
",""t 

â oir. a" r" .eiï"'Jr-Ërî.-
Fleprendre Iê tube d'hybddation êt Ëjouter

'A.li.ol'i-yclnê (1mg,m0
-Taî'pct't aa lraisa:iliase reve.se (ERL SX) :- ienscit.a:ase ieverce
-H2o :

ELONGATION à o. : Bajourersutdu rrrétange précédent dans châcun de.3i'j* o. ."0u.n..

HYBRIDATION
1,1é:anger l'AFNr et ,,amorce en jorce ionlque nulie :

I,lÊtre - 30 0!0 €1,!s Carê.ce k êsé (_15uI)

Séarer e1 re;cd3.Ieâ! et l,Ââtl
-hza'.
-Aî)i t.tel (,r|El-4

ÇnA>§È : 15 mn à 37.
30 nn 37.

Feprendie dans 60jJ de NaOH O,3N 15h à 37.

Neutralisalion:

HYDROLYSÉ ALCALINE : préct!irê. à I,atcoot :
par tb_. - NaCl 2,5M :ul

- E:::'ic'l 75 LL
:r. : .2:., ce::i,Lær 20 l1n e! se ri-er .e au.ct

5,0 j!
6,0 Él

-;-:___:

3,0 d
2,5 pJ

3,0 pl
4,0 ltl

-Acë1â:e de Na pH 7,5 (21,1)

- Hao

8r!
25 gl
50 pl

Frécipilation alcoolioue : - Elhanol 450 ul
2h à .20.. cenrituger20mn. entever le sumageani el rajouter 20Od dalco70%, centrl,uger, bien séchêr e culot el le Gprendre dans 2È d,H2O

BIEN MELANGER
+ 2Ël de Mix btue

0énalurer 3mn à 90. (tubes ouÿerts) et mettre dans la qtace avant cle déposer sur le gel



PREPAHAflOI OES TUBES DE SEOUENCES

dX r i Soluttutr Eèrê dG déoxyEucléotid.3

60 !l
80È
80 El
t0 !l

320 Èl

640 U

d. dC (lh]l0
de dA (IDI{)
de dT (lEltro
de dc (1ûM)
d'H20

ConcenEadon fina.le de cheun des déoxy. = I2SIM dâns Iâ solurion mère

Tubes de sequences

ddc/dc =5 ddAJdA=s ddT/dT=s ddc/dc=s

Solutions me'res pour 20ARN

ddc (1 mM)
ddâ (1 mM)
ddT (l î)M)
ùtC O mM)

OG(A+TrC+C)
(Solution mère)

Tâmpon BRL 5X

H,/O

Tühc C
Ja|lnc

*r.

160 rd

60 !l

0

300 pl

Tub. A

80 ul

.

160 Ul

60 Ul

0

3m !l

RouEe

80 ttl-

160È

60 gl

0

3m ul

Tub. c
Blanc

E0 Èl

160 pl

60 gl

0

. 300 rrl

Prerdra l5!l de châque tubê pour I ARN

ddc
ddÀ
ddT
ddG

200 trf,l

40 lrf,l
40 lüif
40 lJrl
40 [],

40l .l

40 i!1,
40 pM

40 pM

40 llM
40 lrlil
40 pM

40 ÈM

Coîcantratlona tlnalaa danr chEcun datlubaa dc !&luanca
âu moln.nt da l,6lonEs on

200 Éia
20o u-1,

200 irl.l

40 Èril
40 Èrl
40!
æ Ê1,

dc
dA
dT
dG

40 !1,
40 il
40 irfi
40 prrl
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Protocole 4

Marquage 32P des oligomères

-Mélanger

2,091 dATP (suivan! âge) (2OO lci T 32p-ATp)
lJ de mercapoethanol0,l M
30 p d,oligomàes ( 200,0 rg)

ii fr ff ffir r, " "oehrinse! 
: 14 potvnucleoiide Kinase

1,0 pl de iârnpoü lox
qsp 30,0 td d,H2O

-3 7' pendant 45'

-65' p€[dân! I0' (Arr6t de ]a rÉâction)

-Pudlication $r colonne G 5o/Triétylânine
sur-une,colonne de sephadet G50 les oligonucréoridss passêr! en êæ er re solvant crriéûyrâmine 0,05 M rcutrâIisé
à pH 7J par barborage de CO2 ou âvec dE la cartogjac€, soturion mère OJIO *st .nUàeii.ire p", er"poratlon.
-Contsôlê de la !,udfication
È€ndre f0È de châque frâction et les metEE dâns 2mÉ d'eau
Lire au compteùr sù le progrànme À9 puis reûrrî
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Tableau.l
Composition du mitieu semi-synthétique (MC)

Eau distillée

Phosphate monopotassique

Phosphate disodique

Sulfale de Magnésium

Chlorure de Potassium

Nitrate d'Ammonium

Glucose

Extrait de Levurê

C+b6e

I 000 ml

0,39 g

1,42 g

0,60 g

1,00 g

0,70 g

10,00 g

5,00 I
15,00 g

Stérilisalion à l'autoclave 120.C, 20 min

Tableau 2
Composition du milieu pour Nomureea rileyi

Eau dislillés

Sulfat€ de Magnésium

Phosphate monopotâssique

E)drait de Levure

Tryptophane

Tween

Gébse

Stérilisation à l'autoclave

1 000 ml

,,00 g

0,10 g

20,00 g

0,50 g

0,50 q

18,00 g

120'C, 20 min
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Tableau 3
Solutions et Tampons de gel

Tampon Tris-Borâtê

Tp 10X 1Og g Tris OH
55 g Acide Borique pH 8,8
9,3 g EDTA
1 000 mt

Solution Stock Acrytsmide 40%

Acrylâmide gB 
O

Bis Acrylamide 2 gH2oq.s.p. 1Oo mt

Solution gel 6 % Sotutior get 8 %

Urée 4s_ S . 4Sg
Solution stock Acrytamide 40% 15 mt 20 mt
TBE sx pH 8,8 20 d ,ô ;i
H2o q.s.p. roo ml rôô àr

aPs t0%

Persulfate d'Ammonium 10 gH20 1oo mt
Stable à 4.C plusiêurs semâines

Solution de charge (Mix Bl€u)

Formamlle désioniséê 100 ml
Xylène Cyanol 100 mg
Bleu Bromophénol 1OO mg
EDTA 500 mM pHB 4 mi

Solution pour mini-gsl

TBE 1X pH 8,8 40 mtAgaros€ 320 mg

Solution polyacrylâmide pour ptaqus 2O-SO

Solution Oel 6 % ou 8 Yo 60 ml
APS 10 % 360 lll'IEMED 60 pl
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Tableau 4
Solulions de révélation correspondant aux

10 systèmes enzymatiques analysés

Système gnzymatique Solution de révélation

r-Estérase 1OO ml tampon phosphatê(1,5.t g phosphate monosodi-
que, 10,n g phosphats dtsodique pour 400 ml) pH7,2
g0 mg û-naphtyt acétate, 60 mg Fast Btue RR.

Glutamate oxalate transaminas€ ioo ml tampon Tris HCI 0,1 M pH 8; 4 g L-Aspanic
@f acid, 220 mg acids û_Kétoglutarique, 2OO mg Fast

Btue. BB

Phosphoolucomutasê .too ml tampor tris HCI O,O5 M pH 8;30 mg NBT,
PGM 100 mg Gtucosel -phosphate, 15 m9 NADP,4 mg pMS

200 mg MgCt2,30 unités c-6-pDH.

Alcool déshydrogénasê .tOO ml tampon Tris HCI O,OS M pH 8,6; 20 mg NBT,
AIXI 4,S mt tsopropanot,20 mg NAD,4 mg pMS.

MD Ê Nicotinamide adênjne dlnucléotido

MD p Nicotinamlde adenine dlnuctéotile phosphate

NBT Nitroblue tétrazolium

PMS Phénazine méthosulfate
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Tableau4(suttê\
Solutions de révélation corréspondant aux

10 systèmes enzymatiques analysés

Système snzymatique

i/alate déshydrogénase

MOH

Solution de révétation

100 ml tampon Tris HCt 0,1 M pH7; 35 mg
NBT, 20 mg NAO, 5 mg pMS

Xanthine déshydrogénaso 1OO mt tampon Tris HCt O,O2S M pH7,5; 20 mg
)Otl NBT, 1OO m9 Hypoxanthine,2s mg NAD

15 mg KCl, 5 mg pMS.

6-Phosphogtuconate déshydrogénasê tOO mt tampon Trts HCtb,Os M pH B; 15 mg
PGD NBT, gO mg acideo-phosphogluconque, tO mg

NADP, 5 mg PMS, 200 mg MgCt2.

o-Glycérophosphaie déshydrogénasê 1OO ml tampon Tris HCI O,OS M pH 8,6; 20 mg
cPD{ NBT,4oO mg d_ctycérophosphats, 25 mg NAD,

90 mg EDTA 5 mg pMS.

Glucosê-o-phosphate déshydrogénase 1OO mt tampon Tris HCt û,1 M pH 7,4; 20 mg
G6PDH NBT, tOO mg ctucosê-6-phosphate, t5 mg

NADP, 5 mg EDTA, 5 mg pMS.

Lactâte déshydrogénase 1OO ml tampon Tris HCI 0,025 M pH 7,S;
LDH 25 mg NBT,8 mt lactaie do sodlum,2s mg NAD,

5 mg PMS.



Corn sleep liquor

Iween

Eau dislillée

Autoclave 120"C, 30 min

Glucosg

Extrait de levure

Répartir par 50 cc dans Erlenmeyer de 1SO mt

Stérilisation à l'autoclavo 120"C

Tableau 5
Composition du milieu Adamek

30s
5g
1 000 ml

40g
40s

Tabloau 6
Tampon d'extraction des Enzymes

Tris 1M pH 8,2

EOTA 10.1 M

Eau dislillée

10 ml

50 ml

1 000 ml
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Résumé

L'étude de la variabilité génétique de quetques genres et espèces d,Hyphomycèies
enlomopathogènes et de leurs liens phylétiques, a été enlreprise par l,analyse compa-
rative des séquences d'ARNr 28S ainsi que par l,analyse de quelques systèmes enzy-
matiques. Différentes mélhodes ont été utilisées pour conskuire les arbres: Filch,
parcimonie et Neighbor-joining pour les séquences d,ARN; UPGMA et nuées dyna-
miques pour les enzymes. Des résu,tats originaux ont été mis en évidence :

- la proximité phylétique de N. rileyi avec le gen'e Metarhiziun
et celle de M. oncoperae avecle gerle Beauveia

,l'éclatement des genrcs Tolypocladium e,t paecilomyces

- la séparation totale des genres Totypocladlum et BeauvetÊ
- l'unicité phytétique des espèces: B. bassiana, B. velata, N. ti-

leyi, V- lecanii, P. farinosus et T. cylindrcsporum

- la relative hétérogénéité des espèces: M. anisopliae, B. bron-
gniaftii el P. fumosorcseus

- la stricte homologie des séquences de B. sufiurcscens etde B.
bassiana

Par ailleurs, nous confirmons ta divergence des souches de M. anisopliae - ÿariété
I[aiAI par rappon aux aukes souches de Metahizium et nous meüons en évidence
l'originalité des souches de M- anisoptiae originaires de Nouvelle-Zélande.

Enfin, cette étude a condujt à une meilleure compréhension des relations phylétiques
enlre les espèces eniomopathogènes et des especes palhogènes de p,antes.

l\,1ots clés: Phylogénie, polymo.phisme enzymalique, Classification morpho-
ontogénique, séquences d'ARNr 2BS, Hyphomycètes entomopathogènes, Beauveria,
Paecilomyces,Metarhizium, Veûici ium lecanii, Nonuraea riteyi, Microhitun
oncopetae.



Résumé

L'étude de la variabitité génélique de quelques genres et espèces d,Hyphomycètes
entomopathogènes el dê teurs liens phyléliques, a été enlreprise par l,analyse compa-
ratjve des séquences d'ARNr 28S ajnsi que par Ianalyse d€ quelques syslèmes enzy-
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parcirnonie et Neighbor-joining pour les séquences d'ARN; UPGMA et nuées dyna-
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- ta proximité phytétique de N. tileyi aÿec le gente Metahizium
et celle de M. oncoperae avec le getie Beauveria

, l'éclatement des gentes Tolypocladiun el paecilomyces

, la séparation totale des genres Tolypocladiun el Beauve a
- t'unicité phylétique des espèces: B. bassiana, B. vetata, N. ti_

leyi, V. lecanii , P. fa nosus elT. cylindrospotum

- ta retative hétérogénéité des espèces: M. anisoptiae, B. brcn_
gniaftii e\ P. fumosorcseus

- la stricte homologie des séquences de B. ,ulfuescens elde B.
bassiana

Par ailleurs, nous confirmons la divergence des souches de M. anisopliae - ÿaiélé
mAiAI par rapporl aux autres souches de Metaùizium et nous mettons en évidence

lorjginalité des souches de M. anisop ae originaires de Nouvelle,Zélande.

Enfin, cette étude a conduit à une meilleure compréhension des relations phylétiques

entre les espèces entomopalhogènes et des espèces pathogènes de plantes.

l\rots clés: Phylogénie, Polymorphisme enzymaiique, Ctassification morpho-
ontogénique, séquences d'ARNr 28S, Hyphomycètes entomopathogènes, Beauve a,

Paecilomyces,Metarhizium, Venicillium lecanii, Nonuruea ûleyi, Mictohitum
oncope@e.


