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Définitions

* Champignons endophytes: Champignons microscopiques se
développant a l'intérieur d’'un végétal, ayant un mode de vie
symbiotique;

e OTU (Unité Taxonomique Opérationnelle): Définit une espece
selon un seuil de similarité nucléotidique. LOTU peut contenir
une ou plusieurs séquences nucléotidiques.



Contexte

e Couverture forestiere:
pres de 85 %;

* Exploitation Forestiere:
Activité importante;
http://carnetsdevoyages.jeanlou.fr/page173/pagel73.html

e 2,6% du PIB en 2012 et
1¢" employeur;

 Beaucoup de recherches
sur ’'Okoumé (Aucoumea
klaineana)
principalement.



Contexte

* Manque d’études sur les
pathologies des arbres
du Gabon;

e Essences exploitables et
abondantes dans les
peuplements résiduels;

e Présence de caries
abondantes sur les
arbres.



Intéréet

Les endophytes sont des champignons ou des bactéries
qui, pour tout ou une partie de leur cycle de vie,
envahissent les tissus de plantes vivantes .. mais ne
provoquent aucun symptome de maladie (Wilson, 1995);

Connaitre la flore fongique qui colonise les arbres et qui
vit en symbiose avec l'arbre;

Il y a une transmission des endophytes des feuilles vers
les tissus ligneux de la plante et qui jouent un réle
important dans la défense de I'hote (Arnold et al., 2003).



Sorro (Scyphocephalium ochocoa)



Alep (Desbordesia glaucescens)



Béli, (Paraberlinia bifoliolata)



Recherches antérieures

Les champignons endophytes vivent en symbiose et ont un rdle
bénéfique pour la plante hote car produisent des produits chimiques
indispensables a la plante h6te (Maehara et al., 2013);

Certains d’entre eux secretent des substances bioactives leur
permettant de se comporter comme anti-phytopathogene (Hanada et
al., 2010; Xiao, Li, Li, Wang, & Li, 2013);

Les arbres tropicaux comportent une grande diversité de champignons
endophytes (A. Elizabeth Arnold & Lutzoni, 2007; Debdulal & Banerjee,
2011);

Grande richesse de champignons endophytes isolés sur le bois (Sun,
Ding, Hyde, & Guo, 2012).



Objectif et Hypotheses

Objectif

A partir des méthodes moléculaires:
v’ Identifier les champignons endophytes des 3 essences;

Hypotheses

* Ilyaune grande diversité de champignons endophytes
colonisant les 3 essences dans la province de I’'Ogooué-Lolo;

 Cette diversité est également présente dans les 3 sites de
prélevement.



Localisation

iites de collecte
* CIRMF

Source: http://www.e-voyageur.com/atlas/carte/images/gabon.png



Sites d’étude

Ogooué-Lolo

SEEF
CEB | ik

SBL



COLLECTE DE DONNEES ET METHODOLOGIE

Identification moléculaire des champignons endophytes

7 |\ Vi
Prélevement de carotte d’arbre Briilage a Ialcool

Glaciere



Analyses de Laboratoire

* Broyage des échantillons:
Geno/Grinder 2000:;

e Extraction d’ADN: Qiagen
Plant Mini Kit;

 Amplification par PCR;
e Séquencage, méthode

Sanger (d’électrophorese
capillaire, plateforme ABI

NUCLEAR SMALL 5.85 RDNA LSU
SUBUNIT RDNA e, 3730x| )
]
ITS | ITS Nl ﬂ

Amorces spécifiques

ITS1F: CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A
ITS4: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC



Traitement des données

Analyse des séquences:

Logiciel de lecture de séquences: BioEdit ;
Outil BLAST (blastn) de NCBI ;
Alignement des séquences (Clustal W);
Etudes de diversité (Logiciel Mothur);

Reconstruction des arbres phylogénétiques par la méthode
du Neighbor Joining avec MEGA 5.



% 2 §
- ./o '3: N K
4 3 % 2 \J : H :
V4 % %, T S N
- % 8 § & .
v $
A 3 12
e S u a S%’ @ s & N
% 2% & & NG
P %, §% 5 S 0
2 %, g % & £ & -
= 23 S Q¥ > )
%2 > T o N S G
-1 %, R B & @\& N4 L4
5, W 5 5% S S
% "*zg’ T % & s° o o
8 % Y 2% o & 2 & ¢
£ T, Vo2 B of 6oF 2 ,@ & &
2 0, v & 8 L =% X NS O o
& e, 2 RN % 2 g B g Iy & @
o 06:90,,/ . s @ g7 2 B 6% 2 & ‘\e"
— 8% i} i ) 3 & 3 S
2 Yy, L5 ITHEL &% & o o«
S /‘%fo@ Y %4 es § e & & & »{-“‘i\\ o ¢
3 @//;Og,) ° %, 5 g %, ® @ oY & FOEN)
g, ORCI T LA R LA .
o B . OF voTQ O < AR S
o, T, S B
174 351 %, % $ ,&@ o . A1 oGV
43 (S o 2O \) ol
Org. % ? <& N 20 160
1 o; P « *\\" o WO jges
(VL ? - o SN 3o 9 of©
ety > o o e 2V 5305¢
Q s C > © 4 WO v
U s 8 ¥ o o 3059 G ©
0 A ot
26145 1 %ﬁ@ > 2 v 0\""(\0 %‘13 é} f,o\%doﬂ
'Phifo, = b © & ) S
98 9105 © & & & o™ d
iSofg, o B &
ag ate o7 %t e
'Sorg, 2370% D % S (obe 1€
Projs 4 R AN - isolate SaP!
£S5 \at
Ol thadangit 15
> o
EU330635 ; Cym?;ph,,ogl_ 7 £ & Wéﬂwﬁ s
0r;
R AL
56 3 100 sp-
Phoma Sp:
Cytospora 100 % Jx875940.1
GU066635.1 Diaporthe s Na
p. 53SS/T 8 —
100 100 7 Bipolaris sp-
Diaporthe sp. 65 88 9% 100 GQ280376.1 Bipolaris sp. Vic-3
LEQPFE F6 98 Bhomasp.
£1440699.1 phomd? - o % % o0 e SOIIL fungus
S’ " 5 €,
Phom"&%}gsp. ) Feendrag °
\@\a‘ﬁ’é ep- N 99 L ) it 264 )
) (os@‘a\,\\%( o o A0\ G & % 700 i %2, Bery, | Co Stra,
0N O™ o p < X Rohne in 7.5
e o 6\%%’%8@ % D00y 5 'é;mb/od s
> X 5 74 . 2 0y
RS _ ’%\s % f Y, /7%)\%97 /)’c}///olasb%g /f?!eo
{\‘3a§ © R o % o, RV, 2, , ¢
AP S & e & %, bop, 0%, RS
AT T XY o s SONE N o, %
¥ FE P R ) N $ 2 s, Y SR 0, oy,
S o Lo £ © . %, . B, (2 3
B 50 g @S¢ : 5 IANNZBNN T R s, s,
& S @@ S S © e S, 3, S, S,
ég.? & F w‘%\,;\@ f&é\ @é) @ g F $ 2 % O)OQ,, %% Y %, 0"7» %’C‘
$° & 2 &S T o8 g & % 9p % b de %
FE S8 g &< 3 s o >, % enae, 2
SES 8 7 g M . o, (WBENAEY,
P P o 5 . 3 - Z2% % % 4
\éa Srnd 53;%’\55 $§ n§ gg @ % %;%O% S — @,Hy’p@creaﬂes
& £ § 5 s 5 E B L e S
2 3 ] ﬁ 5 E} 2 o 1
7 P 9 > o
& § if §8 3 8 4 s % 3 Serdatiales
o 5 $65 55 5a s 8 3 PR — L
& & W g& % g B & g Diaporthales
g ] S g S g & 1 >
> S§s X o [ G5 k] 2 @ ) .
T @ S 2 :
; —
§s & § & % & 8 3 4 Xylariales
g6 § & S B ] .
538 % S z Botryosphaeriales
g ¥ 3 yosp
w < 5]
5 o I i
s &8 5 g Dothideales
© N
o © L <
o) = 2 o
g H R o
g 2 0B . S i . )
Fig. 1: Relations phylogénétiques entre les 62 champignons endophytes représentant
5]

chacune des OTUs constituant la richesse totale des 3 essences forestiéres étudiées du sud-
st du Gabon, avec les séquences des rédions ITS ADNr ayant eu une proche similarité a l'aide
des Blasts de GenBank identifiées par leurs numéros d’accession. L'arbre a été construit par la
méthode du Neighbor Joining. Les valeurs de Bootstrap ont été obtenues avec 1000 répétions
et les distances évolutionnaires ont été calculées a I'aide de la méthode p-distance.

Nombre total d’arbres
échantillons: 499;

Nombre de séquences
identifiées sur NCBI : 223;

Nombre de séquences
utilisées dans I'analyse ( >
90% d’identité maximum):
170 (62 OTUs);

37 genres et 41 especes
distinctes de champignons
endophytes.

Helotiales
Eurotiales
Pleosporales
Capnodiales
Basidiomycetes

Saccharomycetales



Résultats

2. Abondance

Fig. 2: Composition de I'ensemble des champignons
endophytes dans tous les sites échantillonnés

Fig. 3 : Composition en champignons endophytes
chez chacune des espéces de l'ensemble des sites
échantillonnés



Résultats
Essences

3. Etude de Richesse (seuil 0,05 %)
Richesse totale en OTUs: 62;

Nbre d’OTUs singletons: 43 (69,35%);

The number of species m group Alep iz 14

The number of species m group Beli 1z 20

The number of species in sroup Somro is 28

The total richnez: of all the groups iz 62

The number of species shared betwvesn groups Alep and Bali 1z 10
The number of species shared betwesn groups Alep and Somo iz §
The number of species shared betovesn groups Beli and Sorro 1s 8
The total shared nchness 1= 3

Fig. 4: Distribution de la Richesse en champignons endophytes chez les 3 essences forestieres



Sites Résultats

3. Etude de Richesse (seuil 0,05 %)

Chantier SBL
15

Chantier CEB
19

The number of species in group ChantierCER is 51

The number of species m group ChantierSBL is 29

The number of species n group ChantisrSEEF i= 21

The total richnes: of 2l the sroups iz 62

The number of species sharsd betwesn groups ChantierCEER and Chantisr3BL is 12
The number of species sharsd betwesn groups ChantierCEER and Chantisr3EEF is 5
The number of :pecies shared betwesn sroups ChantierSBL and ChantierSEEF is 7
The total zhared nichness iz 3

Chantier SEEF
14

Fig. 5: Distribution de la Richesse en champignons endophytes dans les 3 sites



Résultats
4. Etude de Diversité (seuil 0,05 %)

L'indice de diversité de Shannon — Wiener est généralement compris entre 1,5
et 3,5; 1,5 représente la plus faible diversité et 3.5 la plus élevé. L'Indice de
diversité de Simpson est compris entre 0 et 1; 1 étant une population avec 1
espece (Gazis & Chaverri, 2010).

Tableau 1: Indices de diversité de champignons
endophytes chez les 3 essences et dans les 3 sites

Essence Indices de Diversité
Shgagon Si n
D. glaucescens 2.49 .15
P. bifoliolata 2.72 0.13
S. ochocoa 2.82 0.09
Chantier CEB 2.83 0.10
Chantier SBL 2.69 0.13
Chantier SEEF 2.45 0.14

Total A .12




Conclusions

Les essences D. glaucescens, S. ochocoa et P. bifoliolata renferment une
relative grande diversité de champignons endophytes, comme |a plupart des
essences tropicales (A. Elizabeth Arnold & Lutzoni, 2007; Debdulal & Banerjee,
2011);

La diversité a également été observée dans les 3 sites de prélevement;

les champignons des genres Pestalotiopsis et Penicillium sont communs a nos
trois essences tropicales gabonaises dans les trois sites;

Les champignons du genre Pestalotiopsis, groupe important de cette étude,
sont des endophytes couramment isolés chez les plantes tropicales et
subtropicales (Joshi et al. 2009) et produisent beaucoup de métabolites
secondaires importants ayant une utilisation potentielle pour les maladies des
plantes (Kumar et al. 2004, Ding et al. 2009, Liu et al. 2009);

Certaines OTUs de champignons endophytes sont spécifiques a une essence;

Beaucoup d’OTUs de champignons endophytes sont rares.
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