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La face cachée du Creux du Van

Présence des endophytes racinaires

Ph/a/ocepha/a fo/t/n/7 s.l. et /\cepha/a app/anata
sur le pergélisol du Creux du Van

Valentin Queloz

Résultats extraits du travail de diplôme de Valentin Queloz, déposé en
février 2006 pour l'obtention du titre d'ingénieur forestier diplômé
ETHZ.

Introduction

La plupart des plantes à fleurs sont colonisées par des mycorrhizes.
Le terme mycorrhize représente une symbiose entre une racine et un
champignon. Le champignon permet à la plante d'atteindre plus facile-
ment l'eau et les éléments nutritifs contenus dans le sol, protège cette
dernière contre les micro-organismes pathogènes et produit des métabo-
lites utiles à celle-ci. En contrepartie, la plante fournit au champignon
les hydrates de carbone dont il a besoin pour vivre. Ecologiquement, les

mycorrhizes sont cependant restreintes aux racines fines non lignifiées.
Un autre groupe de micro-organismes bien moins connu que les mycor-
rhizes est capable de coloniser les tissus racinaires lignifiés: il s'agit
des endophytes foncés à septes (dark, septate endophytes; DSE). Ces

ascomycètes mélanisés appartenant à l'ordre des Hélotiales sont très
fréquents dans les racines de conifères. Ils sont en outre capables de
coloniser les racines de plus de six cents espèces végétales appartenant à

cent quarante-quatre familles taxonomiques'. Les DSE font partie des

endophytes racinaires les plus répandus. Il n'y a très vraisemblablement
aucun épicéa (Picea aZues) dans les forêts suisses et européennes qui ne
soit colonisé par les DSE. La plupart des DSE appartiennent au com-
plexe d'espèces de P. /orf/mï s.l.. Aucune forme sexuée de P. /orf/raï s.l.
n'a été découverte à ce jour. Le complexe d'espèces est cependant très
divers et formé par de nombreuses espèces cryptiques^. En plus de l'es-
pèce à part entière Acep/za/a a/z/z/azzata, sept autres espèces cryptiques
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ont été décrites par des méthodes de biologie moléculaire®. In vitro, cer-
taines espèces appartenant au complexe d'espèces de P. /orfiniï s.l. sont
capables de se reproduire de manière asexuée. Ceci par le biais
de deux méthodes: les conidies et les microsclérotes. Il est impossible
aujourd'hui de décrire avec précision le mode de dissémination de ce
complexe d'espèces. Cependant, il apparaît clairement que les micro-
sclérotes seraient plus à même de jouer un rôle dans la dissémination de
P /orf/ren s.l/'' que les conidies produites en petit nombre et dont aucu-
ne germination n'a jamais été observée. Malgré l'absence apparente
d'un cycle sexué, la variabilité génétique de P /orft'reü s.l. s'avère très
élevée. Jumponnen et al.® ont découvert près de vingt-trois individus
(RAPD) sur le front d'un glacier. Des résultats similaires ont été démon-
très dans une pessière des environs de Zurich: près de vingt et une
empreintes génétiques (IS SR-PCR) différentes détectées sur une surface
de 9 m' ". Queloz et al.'" ont démontré sur la même surface d'essai que la
distribution spatiale des haplotypes multigéniques de P. /orf/mï s.l. est
stable sur une période d'au moins trois ans. Il semble qu'il y ait recom-
binaison génétique à l'intérieur des espèces cryptiques, car l'index
d'association n'affiche pas de valeurs signifieativement différentes de
zéro®". De manière intéressante, Grünig et al." ont démontré récem-
ment que les communautés de P. /orf/mï s.l. issues de deux pessières pri-
maires de Suisse diffèrent signifieativement des communautés étudiées
précédemment dans les pessières exploitées. Comme les deux commu-
nautés primaires étudiées sont très proches l'une de l'autre du point de

vue géographique, il a été décidé d'étudier une nouvelle communauté
primaire dans une autre région de Suisse. Les caractéristiques du Creux
du Van ont répondu aux critères recherchés. La problématique proposée
est la suivante: I) est-ce que P /orf/ren s.l. est capable de survivre sur un
pergélisol? II) quelles sont les espèces cryptiques présentes? III) le site
du Creux du Van héberge-t-il de nouvelles espèces cryptiques

Matériaux et méthodes

Région étudiée et échantillonnage

La région choisie pour cette étude est le cirque du Creux du Van.
Celui-ci se trouve dans le canton de Neuchâtel, à vingt kilomètres au
sud-ouest de sa capitale politique (45°56'N, 6°44'E). Nous avons sélec-
tionné un peuplement d'épicéas nains sur un éboulis de blocs avec
pergélisol à une altitude de 1200 mètres. La surface a une exposition
nord-est et est entourée par un cirque de roches" (figure 1). De manière
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Figure 1 : Localisation de la grille hiérarchique dans le cirque du Creux du Van. La zone éclair-
cie représente l'étendue des épicéas nains (photographie: Christoph Grünig).

intéressante, le microclimat spécifique de cette station et, par conséquen-
ce, son pergélisol ne sont pas liés à un manque de rayonnement solaire,
mais à un système de ventilation complexe de l'éboulis sous-jacent,
fonctionnant dans un sens ou dans l'autre, selon la température extérieu-
re de l'air. Le mécanisme exact de cette anomalie thermique est décrit en
détail dans Delaloye et al.''. Le peuplement mixte étudié est composé
d'épicéas et de bouleaux. L'unité végétale est une pessière à tofieldie
(Lq/ieWio-Piceeftfm)'' A cause du sous-sol gelé en permanence, la
croissance de la végétation est très lente et les arbres n'atteignent pas
plus de trois à quatre mètres. Depuis 1876, le site du Creux du Van est
protégé. Il constitue la première réserve forestière de Suisse et, dès lors,
aucune exploitation forestière n'y est autorisée. Comme la croissance
des arbres y est très limitée, on peut en déduire qu'aucune intervention
forestière n'a eu lieu sur la surface étudiée, même avant sa mise sous
protection (Jean-Michel Oberson, ingénieur forestier d'arrondissement,
communication personnelle). Pour l'échantillonnage, une grille hiérar-
chique de 14 m x 14 m est définie (à quatre mètres à l'est de la station
de mesures MADD '-) et subdivisée en carrés de 2 m x 2 m. Un des
carrés de 2 m x 2 m est alors choisi aléatoirement et à son tour divisé en
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à environ 4 m.: station MADD

9 17 25 33 41 49

1

16 24 32 40 48 54

Echantilloi

72

mage fin

73

75
76

direction: falaises du Creux du Van 36 78 79 44

Figure 2: Design expérimental de la grille hiérarchique du Creux du Van.
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quatre carrés de 1 m x 1 m, desquels un carré choisi à nouveau de
manière aléatoire est partagé en quatre autres carrés de 0,5 m x 0,5 m
(échantillonage fin, figure 2)'\ Cinq fragments de racines d'épicéa
(0 0,5 - 3 mm) et respectivement deux de Vhcd/uwm spp. sont récoltés
sur les points de la grille hiérarchique de 14 m x 14 m, dans les dix pre-
miers centimètres du sol. Pour l'échantillonnage fin, seuls deux frag-
ments de racines de Vhccimwm spp. sont ramassés à chaque point.
Toutes les racines récoltées sont traitées dans les quarante-huit heures.

Isolation des DSE

Chaque fragment de racine est nettoyé sous l'eau courante, un seg-
ment de 2 à 2,5 cm y est découpé et stérilisé en surface (1 min dans de
l'éthanol à 99%, 5 min dans de l'eau oxygénée à 35%, puis 30 min dans
de l'éthanol à 99%). Un morceau de racine d'environ 5 mm est ensuite
découpé et placé de façon stérile sur une boîte de Petri contenant un ex-
trait de malt avec de la Terramycine® (MEAT 20 g 1~' d'extrait de malt,
15 g f d'agar-agar et 50 mg 1' de Terramycine® (Pfizer, Zurich)). On in-
cube alors les boîtes de Petri à température ambiante. Afin de s'assurer
que chaque échantillon ne contienne qu'un seul individu, le mycélium
mélanisé croissant hors de la racine est isolé une seconde fois par la mé-
thode des pointes d'hyphes (une pointe d'hyphe de chaque échantillon
est découpée sous une loupe binoculaire et transférée sur une nouvelle
boîte de Petri avec MEAT).

Extraction de l'ADN

L'ADN de 50 à 80 mg de mycélium provenant de chaque isolât est
extrait selon Grünig % La qualité et la concentration de l'ADN ainsi
extrait sont déterminées par une électrophorèse sur gel (gel d'agarose
de 0,7% dans 0,5 x TBE pour deux heures à 50 V, coloration dans
un bain d'éthidium bromide de 10 pg ml ' et photographie sous rayons
ultraviolets).

Formation des groupes pour les RFLP à l'aide
des empreintes génétiques (ISSR-PCR)

Environ 1 ng d'ADN de chaque isolât est utilisé pour 15 pl de solu-
tion finale. Sont alors ajoutés 13,9 pl d'eau distillée, 2,0 pl de tampon
PCR 10 x, 2,0 pl de dNTPs 1 x, 1,0 pl de primer PCR CGA'" et 0,08 pl
de Taq-Polymerase. Après une dénaturation de 2 min à 94° C, trente-
cinq cycles sont effectués. Chaque cycle est composé des étapes
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Figure 3 : Exemples de groupes d'empreintes génétiques selon la méthode ISSR-PCR

suivantes: 1 min de dénaturation à 94 °C, 2 min d'annealing à 53,5° C
et 2 min d'extension à 72°C. Après les trente-cinq cycles, une étape
d'extension finale de 10 min à 72° C termine la PCR. Les fragments
obtenus durant l'ISSR-PCR sont alors séparés par une électrophorèse
sur gel (gel d'agarose de 1% dans 0,5 x TBE pour 15 min à 50 V et
3 h à 84 V, coloration dans un bain d'éthidium bromide de 10 pg ml ' et
photographie sous lumière UV). A l'aide des photographies obtenues,
les isolats sont classés par groupes contenant des empreintes génétiques
similaires (figure 3). Les groupes ainsi formés vont permettre de faciliter
l'interprétation des données RFLP

Southern Blotting et hybridisation (analyses single-copy RFLP)

5 pg de l'ADN de chaque isolât sont digérés par cinquante unités de
l'enzyme de restriction Hind III à 37°C durant une nuit. La réussite de
la digestion est testée par une électrophorèse sur gel (gel d'agarose de
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0,8% dans 0,5 x TBE pour 1,5 h à 50 V, coloration dans un bain d'éthi-
dium bromide de 10 i.ig ml ' et photographie sous lumière UV). L'ADN
digéré de chaque isolât est ensuite séparé sur un gel d'agarose de 0,8%
dans un bain de 1 x TBE (1 heure à 50 V suivie de dix-neuf heures à

85 V). Après une hydrolisation partielle dans de l'acide chlorhydrique
0,25 M durant quinze minutes, l'ADN est transféré sur une membrane
HybondN+ (Amersham, Dübendorf, Suisse) dans des conditions alca-
lines". La membrane est ensuite hybridée avec les onze sondes dévelop-
pées précédemment par Grünig et al": pPF-008, pPF-018, pPF-023,
pPF-029, pPF-036, pPF-048, pPF-061, pPF-063, pPF-075, pPF-076,
pPF-080. Les sondes sont marquées radioactivement au phosphore 32
([a"^P] dCTP) à l'aide d'un Nick translation kit (Invitrogen, Bâle, Suis-
se). Les blots sont préhybridés entre 5 et 8 heures puis hybridés
douze heures à 65°C. Ils sont ensuite nettoyés: 2 x avec une solution de
1 x SSC/0,1% SDS, 2 x avec une solution de 0,2 x SSC/0,1% SDS et
2 x avec une solution de 0,1 x SSC/0,1% SDS. On dépose alors les
membranes de vingt-quatre à septante-deux heures à -80° C sur des films
sensibles aux rayons X (Kodak Biomax MS, Amersham, Dübendorf,
Suisse). Les films sont alors développés.

Analyse des populations

Les fragments ou combinaisons de fragments d'ADN ayant hybridé
avec la même sonde mais présentant des longueurs différentes sont
considérés comme les allèles différents d'un même locus génétique.
Chaque allèle est déterminé et numéroté (figure 4). Chaque combinaison
d'allèles différents est considérée comme un haplotype multigénique
unique (MLH). Les isolats présentant le même MLH sont interprétés
comme appartenant au même individu (clone).

Toutes les analyses sont effectuées à partir d'une banque de données
ne présentant qu'une fois chaque MLH (clone). Pour l'analyse «clus-
ter», les données RFLP sont traduites en distances par paires (le nombre
de différences entre les isolats divisé par le nombre de sondes utilisées).
L'analyse «cluster» est réalisée grâce à l'algorithme «single linkage» du
programme S YSTAT version 11.

La différenciation des populations (clusters) reconnues comme étant
séparées est testée avec le programme MultiLocus 1.3 Les valeurs GST
de différenciation des populations sont à chaque fois calculées entre
deux groupes et comparées à mille sets de données aléatoires (procé-
dure de Jacknife). Lorsque la différenciation des populations est statisti-
quement significative, les différents groupes (clusters) peuvent être
considérés comme étant des sous-populations locales et leur déséquilibre
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gamétique est alors estimé. L'association entre les différents loci géné-
tiques est calculée à l'aide de l'index d'association 1^ dans le program-
me MultiLocus 1.3. La signification statistique de l'I^ est testée par
comparaison de l'I^ obtenu avec 1' 1^ attendu pour mille sets de données
aléatoires soumis à l'hypothèse zéro d'un accouplement aléatoire. Si la
différenciation des populations est assez élevée (G^, > 0,33) et l'index
d'association G significativement différent de zéro, les groupes (clus-
ters) sont alors interprétés comme étant des espèces cryptiques. Pour
chaque groupe, la diversité génétique IL", le nombre potentiel de MLH

et le nombre effectif de MLH (M^,) sont ensuite calculés :

avec la fréquence x de l'allèle i du locus j [1]
n y ,•

M„,=rh avec »., le nombre d'allèles du locus j [2]

=FKf ^ec n„ 2X et X., la fréquence de l'allèle i du locus j

[3]

Confirmation des espèces cryptiques par séquençage

Afin de confirmer la séparation des espèces cryptiques obtenue par
les données RFLP, les régions suivantes d'isolats choisis ont été séquen-
cées: ß-tubulin, pPF_018 et pPF_076 -.

Abondance et distribution spatiale des espèces cryptiques

L'abondance des espèces cryptiques est testée statistiquement par la
méthode du chi-carré avec l'hypothèse nulle d'une distribution équipar-
tite. La répartition spatiale est tout d'abord représentée de manière des-

criptive sur un plan de la surface d'essai. Pour les espèces cryptiques
semblant être séparées spatialement, des tables de contingence par paires
sont calculées". De plus, une mesure d'association est calculée selon la
formule Q (ad-bc)/(ad + bc), avec a la fréquence des points pour
lesquels les deux espèces cryptiques apparaissent ensemble, b la fré-
quence des points pour lesquels uniquement l'espèce x apparaît, c la
fréquence des points pour lesquels uniquement l'espèce y apparaît
et d la fréquence des points pour lesquels aucune des deux espèces
cryptiques n'apparaît".
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Flux de gènes et différenciation intraspécifique
des populations entre les diverses surfaces d'essais

Diverses populations suisses de R /bm'zuï s.l. sont jointes à l'analy-
se'- La différenciation par paires des populations (G^,.) ainsi que le
nombre de migrations par génération (M) sont calculés à 1' aide du pro-
gramme ARLEQUIN v.2.001" pour les espèces cryptiques CSP3 et
CSP6, ceci afin d'obtenir une appréciation indirecte du flux de gènes
entre les populations.

Les distances par paires (G^) sont ensuite utilisées afin de réaliser
une analyse «cluster» à l'aide du programme SYSTAT v.ll (algorithme
single linkage). Le résultat est représenté alors sous forme d'un dendro-
gramme.

Résultats

Présence des DSE et d'autres endophytes racinaires

Au total, 262 DSE (56% des segments de racines analysés) ont été
isolés. Proportionnellement, les racines de l'épicéa (63,75%) sont plus
fortement colonisées par les DSE que celles des Vbcc/mwm spp. (39%).
Les isolats n'appartenant pas au groupe des DSE se sont montrés mor-
phologiquement très divers et pour la plupart stériles. Dix-huit des sep-
tante-trois isolats provenant des racines d'épicéas et n'appartenant pas
au groupe des DSE ont pu être déterminés: Peraci7/w/m sp. (7x), Ge/ucn-
/osporzwm sp. (5x), Cryptovponop.vA radicico/a (3x) et //ormonema sp.
(3x). De manière analogue, sept des septante-cinq isolats n'appartenant
pas au groupe des DSE ont pu être déterminés pour les racines de Vbccz-

mwm spp.: Acremoraw<m sp. (lx), CcMf/zospora sp. (lx), C. radicico/a
(lx), Cryptovponop.vA sp. (lx), Gemcw/ospon'wm sp. (lx), Lecyf/zop/zora
/zq/fmarai (lx) et R/z/a/op/zora sp. (lx).

Classification des DSE à l'aide des empreintes génétiques
(ISSR-PCR)

Les 262 isolats provenant du site du Creux du Van ont été classés à

l'aide de la méthode ISSR-PCR. Seize groupes contenant des em-
preintes génétiques différentes ont été obtenus (figure 3). Certaines em-
preintes génétiques déjà étudiées' '° ^ ont pu être reconnues: CSP2 & 3,

CSP6, CSP11, CSP12 et A. app/areata. Deux nouvelles espèces cryp-
tiques (CSP13 et CSP14) ainsi que deux types d'empreintes génétiques
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Figure 4: Exemple d'un blot RFLP, sonde pPF_061, espèce cryptique CSP3. Chaque numéro
représente un allèle différent.

nouvelles (type C et type E, seuls quelques isolats) ont été observés. Les
nouveaux types C et E n'ont pas été reconnus comme espèces cryptiques
à part entière en raison du trop petit nombre d'isolats disponibles pour
les analyses. Finalement, au total quinze isolats DSE se sont révélés ne
pas appartenir au complexe d'espèces de R/orf/mï s.l. et A. app/azmta.

Analyse de la structure des populations au Creux du Van

Au total, 247 isolats ont été analysés avec onze amorces RFLP (fi-
gure 4). On a pu détecter 112 haplotypes multigéniques. Quinze isolats
ont été exclus des analyses, ceci en raison de la présence d'allèles
multiples sur le même locus (CSP12).

L'analyse «cluster» des données RFLP a permis de séparer claire-
ment huit différents groupes (figure 5). Les abondances de ces groupes
sont représentées à la figure 7. CSP3, CSP13 et CSP14 sont les espèces
cryptiques les plus fréquentes au Creux du Van.

Les groupes contenant un minimum de neuf haplotypes multigé-
niques ont été testés par paires afin de détecter une quelconque différen-
ciation des populations. Toutes les comparaisons par paires sur les
échantillons du Creux du Van ont soutenu de manière significative l'hy-
pothèse d'une différenciation des populations. Toutes les valeurs GST,
comprises entre 0,55 et 0,64, dépassaient clairement le seuil de 0,33 '

(table 1). Les résultats concernant l'index d'association sont représentés
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Distances

Figure 5: Analyse «cluster» des données RFLP, excepté CSP12 (problème d'amplification).

dans la table 2. Pour aucune des CSP observées, l'index d'association ne
diffère de la valeur attendue 0 (recombinaison aléatoire des loci). Puis-
qu'elles possèdent une empreinte génétique sans ambiguïté (confirma-
tion par séquençage, voir figure 6) et qu'elles contiennent un nombre
suffisant d'isolats pour les analyses de génétique des populations,
CSP13 et CSP14 peuvent être considérées comme de nouvelles espèces
cryptiques. Les deux groupes restants (types C et E), composés de trop
peu d'haplotypes multigéniques, n'ont pas été intégrés aux analyses et
ne sont donc pas considérés comme de nouvelles espèces cryptiques.

Pour chaque espèce cryptique, la diversité génétique moyenne, le
nombre potentiel d'haplotypes multigéniques ainsi que le nombre effec-
tif d'haplotypes multigéniques ont été calculés (table 3). Le nombre
d'isolats par haplotype multigénique n'était pas distribué de manière
uniforme. CSP3 et CSP13 ont formé de grands clones allant jusqu'à
quatorze et respectivement douze isolats.
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Figure 6: Dendrogramme (maximum likelihood) des séquences combinées (ß-tubulin, pPF_018, pPF_076).
Les isolats provenant du Creux du Van sont en caractère gras (type E, CSP12, CSP13 et CSP14).



Table 1: Valeurs Gst pour les espèces cryptiques du Creux du Van composées de plus de 9 MLH ; pour toutes les
valeurs, p 0.001

Cluster CSP3 CSP13 CSP14
CSP3
CSP13 0.642
CSP14 0.586 0.621

Table 2: Index d'association (Ia) et probabilité (p) pour les espèces cryptiques du Creux du Van

Cluster # MLH a P

CSP3 62 0.125 0.103
CSP13 17 0.207 0.083
CSP14 9 0.028 0.419

Table 3: Diversité génétique moyenne (H), nombre potentiel de MLH (Mpot) et nombre effectif de MLH (Meff) pour les
espèces cryptiques du Creux du Van

Cluster H M„o. Meff # loci polymorphes
CSP3 0.337 559'872 868 9
CSP13 0.303 1'728 174 7
CSP14 0.312 972 125 7

Table 4: Informations concernant les populations suisses choisies de CSP3

Site étudié Abbréviation Coordonnées Date du prélèvement Surface en m* # points # MLH CSP3
Zürichberg ZB 685.000/249.725 Mai 2002 196 74 49

Uetliberg UEB 678.450/246.800 Mai 2001/Februar 2004 108 48 18
Bödmeren BOD 707.120/203.560 September 2003 196 74 19
Scatlé SCAT 722.975/183.400 Mai 2004 196 74 23
Creux du Van CDV 545.750/198.175 Mai 2005 196 74 62

Table 5A: Valeurs Gst entre les populations suisses de CSP3

ZB UEB BOD SCAT CDV
ZB 48
UEB 18 0.007
BOD 19 0.049 0.051
SCAT 23 0.038 0.048 0.000
CDV 62 0.019 0.031 0.052 0.031 -

Table 5B: Nombre de migrants (M) entre les populations suisses de CSP3

# MLH
M

ZB UEB BOD SCAT CDV
ZB 48
UEB 18 76.130
BOD 19 9.622 9.363
SCAT 23 12.543 9.837 infini
CDV 62 25.189 15.532 9.179 15.627

Distribution spatiale des espèces cryptiques

Les isolats de CSP3 sont distribués de manière uniforme sur toute la
grille hiérarchique et ont été exclus de l'analyse pour cette raison.
CSP13 et CSP14 sont en revanche séparées spatialement. Le test de

contingence de Pielou " ainsi que la mesure d'association confirment les
observations empiriques (p < 0,05; Q -0,105).

Flux de gènes et différenciation intraspécifique des populations
de CSP3 entre diverses surfaces d'essais en Suisse

La différenciation des populations ainsi que le flux de gènes ont
été étudiés entre les populations suivantes: Zürichberg (ZH,), Üetliberg
(ZH), Bödmeren (SZ), Scatlé (GR) et Creux du Van (NE) (table 4).
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Figure 7 : Abondance des groupes principaux (espèces cryptiques et types) au Creux du Van.

Figure 8 : Analyse «cluster» entre les populations suisses choisies.
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Les valeurs par paires ainsi que le nombre de migrants entre les
différentes populations de CSP3 sont représentés dans les tables 5A et
5B. Pour CSP3, aucune différenciation des populations entre Bödmeren
et le Creux du Van n'a pu être observée. Si l'on admet que le degré de
ressemblance repose sur des échanges de gènes ou de génotypes, alors le
nombre de migrants tend vers l'infini dans le cas présent. De manière
générale, on ne peut observer qu'une faible différenciation entre les po-
pulations de CSP3. Un dendrogramme basé sur les distances par paires
(valeurs G^) des populations est représenté sur la ligure 8. Toutes les

populations appartenant aux mêmes espèces cryptiques forment des

groupes clairement définis.

Discussion

Présence du complexe d'espèces de fi fort/'n//' s.l. et A. app/ana-
ta sur un pergélisol

Le présent travail a permis de démontrer que certaines espèces du
complexe de P. /orf/raï s.l. et A. app/anata sont capables de coloniser
des stations sur pergélisol. Ainsi les espèces de ce complexe ont la facul-
té de survivre à des conditions écologiques extrêmes, avec une tempéra-
ture moyenne annuelle du sol avoisinant 1,3° CB et, par conséquent, à

des périodes végétatives très courtes. Les communautés endophytes étu-
diées ici se sont avérées très diverses et de nouvelles espèces cryptiques
de B /orft'reü s.l. ont pu être caractérisées.

Les résultats de ce travail sont en accord avec des observations an-
térieures démontrant la présence des champignons en général, et des en-
dophytes foncés et septés en particulier dans des sols froids à très
froids'" -'. Cependant, les isolats appartenant au groupe des DSE cités
dans les observations mentionnées précédemment n' ayant pas été carac-
térisés en détail, il est impossible d'affirmer avec certitude qu'il s'agis-
sait bien de B /orft'reü s.l. En revanche, Jumponnen* isola avec certitude
B /orf/mï s.l. d'une langue glacière. Les résultats présentés sont en
accord avec l'aire de distribution du complexe d'espèces de B. /orf/mï
s.l., présent dans la majorité des zones boréales et tempérées de la
planète"""'. De plus, la large amplitude écologique de ce complexe a
été démontrée à maintes reprises et sa présence a pu être documentée
dans diverses stations forestières de Suisse sur B. aZues ainsi que
Vaccmù/m spp.''°"".

Les racines de Vbcc/mwm spp. sont proportionnellement moins colo-
nisées pas les DSE que celles de l'épicéa. Par contre, la fréquence
d'autres champignons y est plus élevée. Les deux forêts primaires de
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montagne de Scatlé et de Bödmeren ont montré des densités de coloni-
sation par les DSE analogues à celles du Creux du Van". En revanche,
les forêts exploitées de plaine' sont caractérisées par des densités de co-
Ionisation nettement supérieures à celles observées dans les forêts pri-
maires. Il est clair que la densité de colonisation des racines obtenue dé-
pend du succès d'isolation du champignon. Il a été démontré à maintes
reprises que la méthode appliquée ici permet d'isoler un grand nombre
d'exemplaires de P. /orf/mï s.l. Il est impossible d'affirmer aujourd'hui
avec certitude que la méthode agisse de manière totalement aléatoire. Il
se pourrait que certaines espèces cryptiques ou même certains clones
soient systématiquement favorisés par la méthode utilisée. Un grand
nombre d'espèces cryptiques a cependant pu être isolé en différents en-
droits. Les densités spécifiques respectives n'ont jamais montré une
constance quelconque, ceci bien que la même méthode ait été utilisée
pour chaque investigation' De plus, A. ap/Vareata, une espèce recon-
nue pour sa croissance extrêmement lente a été la plus fréquemment iso-
lée à Bödmeren et à Scatlé. Certes, on a pu isoler jusqu'à trois espèces
cryptiques (appartenant à six individus différents) dans un seul fragment
racinaire de 10 cm de longueur. Cependant, la méthode permet de déce-
1er des différences dans les fréquences des CSP entre diverses stations et

régions géographiques. Additionnellement, nous avons pu démontrer
que deux récoltes au même endroit avec la même méthode livrent des
résultats similaires'". Cette dernière affirmation démontre le bien-fondé
du choix de la méthode appliquée ici pour isoler P. /orf/mï s.l. et A.
app/areata des racines de ses hôtes.

Structure des populations au Creux du Van

La détection des clones est une base importante pour les analyses en
génétique des populations. Ceci est valable aussi bien pour les analyses
à l'intérieur ou entre les populations et surtout lorsque la base de don-
nées ne comporte que quelques MLH. Grünig et al.' ont montré que les
données RFLP se prêtent très bien à la reconnaissance des clones. Pour
cette raison, les éliminations des clones de la base de données ont été
effectuées à partir des données RFLP. La diversité génétique moyenne,
le nombre potentiel de MLH ainsi que le nombre effectif de MLH sont
très élevés. Ceci s'explique par la présence de groupes clairement recon-
naissables (figures 5 et 6). Les valeurs élevées entre les groupes
(jusqu'à 0,64) sont un indice pour une différenciation des populations et
on peut en déduire que les groupes ainsi formés sont reproductivement
isolés. De nombreuses sources ont d'ailleurs déjà démontré une isola-
tion des groupes ainsi que la présence d'espèces cryptiques chez R/orp-
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«// s.l. précédemment ' De manière analogue, la présence d'espèces
cryptiques a été démontrée pour d'autres organismes"" comprenant
aussi des champignons asexués comme Cenoccocnm geo/Vu/nm". Dans
le présent travail, deux nouvelles espèces cryptiques (CSP13 et 14) ont
été découvertes et caractérisées. Les nouvelles espèces cryptiques détec-
tées par RFLP ont été confirmées par empreintes génétiques IS SR-PCR
ainsi que par séquençage de trois régions du génome (figure 6).

Les analyses de l'index d'association (U) confirment la découverte de
nouvelles espèces cryptiques, puisque ce dernier n'est pas significative-
ment différent de zéro à l'intérieur des espèces testées, ce qui laisse à

penser qu'une recombinaison génétique est possible. Malgré le fait que
les tests soutiennent la présence de recombinaison génétique dans les
espèces cryptiques, les processus impliqués restent inconnus. Deux
mécanismes sont néanmoins possibles: la recombinaison génétique de
P. /orf/mï s.l. par reproduction sexuée ou par parasexu alité"". Certes,
aucune téléomorphe de P /orft'raï s.l. n'a été trouvée jusqu'à aujour-
d'hui; il serait cependant possible d'admettre que la reproduction sexuée
n'a lieu que très rarement ou dans des conditions très restreintes, ou
alors qu'elle n'a eu lieu que par le passé et a totalement disparu aujour-
d'hui. L'ordre des Glomales est un exemple de champignons ancienne-
ment sexués ne se reproduisant plus aujourd'hui, et ce depuis longtemps
(d'un point de vue évolutionnaire), que de manière asexuée". L'hypothè-
se d'un cycle parasexué " avec recombinaison mitotique chez P /orft'raï
s.l. ne peut être exclue. On pense aujourd'hui que c'est par exemple le
cas pour Py/u7/av/w/7///n secahV. Afin de percer le secret de la recom-
binaison génétique chez P /orft'reü s.l., des études ciblées devront être
effectuées.

Structure communautaire au Creux du Van

La plupart des espèces cryptiques de P. /orfiraï s.l. sont réparties uni-
formément sur toute la surface de la grille. Une telle répartition indique
un probable comportement sympatrique des espèces cryptiques. Il est
cependant judicieux de retenir que les cas de sympatrie sont très diffi-
ciles à prouver pour les micro-organismes, car ceux-ci peuvent avoir des
niches écologiques très proches et donc difficilement différenciables ".
Un comportement sympatrique chez P /orft'raï s.l. a pourtant déjà été
observé en Suisse par Grünig et al. ' et au Canada par Piercey et al.".
Toutefois les espèces cryptiques CSP13 et CSP14 se démarquent de ce
comportement sympatrique. Elles semblent même tout simplement
s'éviter (mesure d'association de -0,104).
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La composition des espèces cryptiques au Creux du Van est très diffé-
rente des assemblages rencontrés à Bödmeren, Scatlé ainsi que dans
deux forêts exploitées des environs de Zurich. Deux nouvelles espèces
cryptiques ont été découvertes. De plus, on a pu montrer que CSP3 y est
l'espèce la plus fréquente. Les espèces les plus rencontrées à Bödmeren
et à Scatlé (A. app/areata et CSP6) sont plutôt rares au Creux du Van. Il
est aujourd'hui uniquement possible de spéculer sur les causes probables
de telles déviations. Deux hypothèses sont envisageable: I) les diffé-
rentes conditions écologiques ont conduit à des communautés diver-
gentes ou II) la position géographique des surfaces étudiées est
responsable des écarts constatés. Entre les surfaces de Bödmeren et
Scatlé, les conditions écologiques divergent (géologie, température an-
nuelle moyenne et pluviométrie annuelle), mais les communautés obser-
vées sont toutefois très semblables. Les communautés de l'est de la
Suisse (Bödmeren et Scatlé) et celle de l'ouest (Creux du Van) sont
certes soumises à des conditions écologiques différentes (pergélisol), les
communautés végétales s'y trouvant sont cependant semblables, ce qui
laisse à penser que les variations écologiques ne sont pas à même d'ex-
pliquer les divergences constatées dans la composition des communautés
d'espèces du complexe de P. /orf/mï s.l. Par contre, la position géogra-
phique serait plus à même de jouer un rôle important. Bödmeren et Seat-
lé sont très proches l'une de l'autre dans l'est de la Suisse pendant que le
Creux du Van se trouve à l'ouest de cette dernière. D'un point de vue
historique, l'ouest (Jura géologique) et l'est de la Suisse se trouvent sur
deux routes différentes de recolonisation de l'épicéa après les glacia-
tions. Les épicéas du Jura proviennent probablement des refuges gla-
ciaires des Apennins ou de la péninsule Ibérique, alors que les épicéas
de l'est de la Suisse proviennent certainement des grands massifs de

l'Europe de l'Est"®. L'hypothèse soutenue par Grünig'® d'une spéciation
allopatrique de P. /orf/raï s.l. dans les différents refuges de l'épicéa du-
rant la période glaciaire est confirmée par les résultats présentés ici. Les
deux différentes routes de recolonisation de l'épicéa en Suisse pour-
raient expliquer les différences constatées entre les communautés d'es-
pèces de l'est et de l'ouest de la Suisse. Cependant, le complexe d'es-
pèces de P. /orf/raï s.l. ne se limitant pas aux seules racines de l'épicéa
mais pouvant aussi coloniser d'autres espèces '

comme, par exemple, le

genre Vbcczmwm ayant survécu en Suisse durant les glaciations"®, l'hypo-
thèse d'une spéciation allopatrique est à étudier plus en profondeur. Des
recherches complémentaires en Suisse romande et dans les régions com-
prenant anciennement des refuges glaciaires pourraient livrer plus d'in-
dices quant à la spéciation de P /orft'reü s.l. De plus, il faut tenir compte
d'une possible survie de P. /orf/mï s.l. (sous une forme persistante) dans
le sol durant les glaciations. Ainsi, Kochkina et al."® ont réussi à reculti-
ver des mycéliums noirs et stériles âgés de 5000 ans à 2,5 millions

64



d'années. Comme il est très probable que le pergélisol du Creux du Van
se soit formé peu après les glaciations", il serait intéressant de comparer
des éventuels échantillons de P. /orf/mï s.l. prélevés dans les couches
inférieures du permafrost avec ceux analysés durant la présente étude.
On pourrait ainsi comparer les communautés d'espèces de P. /orf/mï s.l.
présentes à la fin des glaciations avec celles présentes aujourd'hui.

Différenciation des populations de CSP3 en Suisse

Aucune différenciation significative n'a pu être détectée entre les po-
pulations suisses (Üeltiberg, Zürichberg, Bödmeren, Scatlé et Creux du
Van) pour CSP3. Le nombre de migrations entre les populations est
élevé et confirme l'idée d'un flux génétique ou d'un passé commun des
différentes populations'. De manière générale, on peut constater que le
nombre de migrations diminue de manière logarithmique lorsque la
distance entre les populations augmente. Afin toutefois de démontrer
proprement une relation entre le nombre de migrations et la distance
séparant les placettes d'essai, des surfaces supplémentaires devront être
observées.

Conclusions

Le présent travail a permis de démontrer la présence de communautés
très diverses appartenant au complexe d'espèces de £ /orîi/iii s.l. et
A. app/anato. Deux nouvelles espèces cryptiques ont été découvertes et
caractérisées. La composition des espèces cryptiques trouvée au Creux
du Van est fondamentalement différente des autres compositions obser-
vées en Suisse'. Des flux génétiques entre diverses surfaces de Suisse
ont pu être constatés. Malgré les nombreux nouveaux résultats et con-
firmations livrés dans cette étude, de multiples questions restent sans
réponse. Des recherches ultérieures concernant la propagation de P. /or-
rfraiï s.l. et A. app/areata seront nécessaires à la compréhension de la bio-
logie des populations de ce complexe d'espèces. Ces bases serviront
alors à mieux comprendre le rôle écologique du complexe de P /orft'ren
s.l. et A. app/areata dans l'écosystème forestier.
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Résumé

La présence et la structure génétique des endophytes racinaires R/zta-
/ocep/za/a /brtoîrë s.l. et Accp/za/a app/areato dans une station sur pergé-
lisol ont été analysées à l'aide de onze sondes RFLP (polymorphismes
de longueur des fragments de restriction). L'investigation a été menée
sur un total de 247 isolats provenant de racines fines de P/cca a/rees et
Vhccz/îzzzzzi spp. stérilisées préalablement en surface. Deux nouvelles es-
pèces cryptiques appartenant au groupe de P /ordre« s.l. ont été décou-
vertes. L'index d'association indique clairement qu'il y a recombinaison
génétique pour les espèces cryptiques de P /ordre// s.l.. Finalement, un
flux significatif de gènes a pu être constaté entre différentes populations
suisses.

Vb/credre ßrec/oz a ob/crew sore bacca/areréaf sc/ered/k/Mc ere 2000 are

Lycée caretorea/ à Porrere/rwy et sore d/p/ome d'/regére/ewr /orcsd'cr à
/'LPFZ ere 2000. // prépare aciwe//emerei «ree f/zèse de doctorat" srer
«/'évo/refiore c/zr cozwp/exe d'espèces de Phialocephala fortinii e/z

Lrerope ».
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