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[. Introduction:

Ganoderma boninensehampignon du sol et agent de la pourriture leadal stipe, dévaste
des milliers d’hectares de palmiers a huile en AkieSud-est. Il commence a provoquer
d'importants dégats en Afrique centrale et constitne menace potentielle pour les
plantations d’Amérique latine, dont certaines siéjf atteintes. Le développement de cette
menace repose en premier lieu sur le nombre desyiccessifs de culture du palmier a
huile sur une méme zone.

A ce jour, aucune information n’est disponible lsudiversité et la caractérisation moléculaire
de champignons associés au phénoméne de dépémgseasepalmiers a huile. Ce projet
apparait comme une réponse a ce besoin d’informaticontournable sur la biodiversité
globale et mondiale de champignons associés awpteire de dépérissement des palmiers a
huile.

Ainsi, il convient de mettre en ceuvre la constitatd’une collection de souches de référence
de Ganoderma boninendgasée sur les critéres classiques de classific@tiise en culture,
anatomie, morphologie, etc.) et sur des criterekeontaires (extraction d’ADN, séquencage,
phylogénie).

Ce travail consistera a isoler et purifier au laboire (culture in vitro sur milieux, en France
ou en Indonésie) les champignons responsablesédgadhtions observées sur le terrain et,
également, ceux présents dans le proche enviromtgsmiche forestiere, par exemple) ou
ceux encore ne provoguant pas de symptémes sueynsisinnées (des palmiers d’aspect sain
mais porteurs de carpophores sont repérés en Isidyné

Ces travaux seront réalisés a partir des champsggrem phase active de croissance
(carpophore, mycelium). Les souches de cette ¢mleseront maintenues en culture dans les
différents laboratoires. La conservation classipae réfrigération, la cryoconservation et la
lyophilisation seront évaluées parallelement parleboratoires.

[l. Etat de I'art et avancement

Des travaux ont montré en 2001 qu’en conditionanedes de contamination, des différences
significatives entre origines génétiques pouvaieingé détectées, ce qui a été confirmé en
2005. Dans le méme temps, le CIRAD a travaillélaunise au point d’un test précoce des
sources de résistance et de sensibilité par intbenlartificielle de I'agent pathogéne. Grace a
'étude des nombreux parametres qui déterminenteltion, cette mise au point permet

désormais de mettre en évidence sur des plantaleé®id mois des comportements différents
entre isolats du pathogene, d’une part, entre déscees, d’autre part.

Etat de la protection industrielle
Actuellement le développement du test précoce ITaltjet d’'un contrat tripartire Cirad,
Socfindo et Lonsum. Le Cirad conserve un droit dlegation en dehors de l'indonésie.
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[1l. Objectif du projet

Une collection dé&sanoderma boninensene fois établie, permettra d’acquérir une meite
connaissance des principales fonctions impliquées ¢ développement, le fonctionnement
et 'adaptation a I'environnement des champign@t®ohposeurs du palmier a huile.

Elle permettra de valider la fiabilité du diagnogjpolymorphisme par exemple lié a I'origine
géographique). Elle générera des travaux éclairantnnovants sur I'évolution adaptative
des champignons dégradant le stipe du palmier l& Bupartir des phylogénies obtenues.
Enfin, elle servira a analyser et caractériseagréssivité » et « la virulence » des souches.

Ces recherches visent également a lidentificatimniéculaire d’'une espéce fongique sans
critére morphologique, c'est-a-dire au premierestdel I'infestation du palmier.

IV. Travaux proposés pour atteindre cet objectif

Les différentes taches pour constituer cette ditleale souches de référenceG@@noderma
boninensebasée sur les criteres classiques de classificaticur des critéres moléculaires
sont les suivantes :

-Prospection et Collecte des champignons sur fé&elnts sites de plantations et dans

I'environnement proche.

-Isolement en culture pure, production de mycélium

-Caractérisation morphologique, anatomique, écqlogi chimique

-Mise en collection de souches pures des champgyderdépérissement des palmiers

a huile

-Mises au point des techniques de caractérisatmmiéculaires :

-Extraction et purification de 'ADN du champignai partir de carpophores, de

mycélium, de palmier infesté, souches pures, etc...

-Optimisation de I'amplification de 'ADN et du ségncage

- Mise au point et standardisation des méthoddéaulaires

-Construction de la banque de données molécularepartir de I'ADN de:

carpophores, de mycélium, de palmier infesté, sesiplires, etc...

-Analyse des données, constructions d’'arbres pbByétigues, interprétation et

établissement de la banque de données molécudapagir de 'ADN.
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V. Premiers travaux réalisés en 2009
5.1. Matériels et méthodes
5.1.1. Matériel biologique

Le travail a été réalisé a partir de 20 isolatphitisés provenant des plantations d’Indonésie
La liste des échantillons avec leur numéro d’ideratiion et I'origine est la suivante (voir
avec Frédéric Breton) :

0264, NJ, 110, 113, S2A1, 154, S3C4, 134, S3A3, 32B2, 157, 129, 158, J, GI3, 19, G12,

L4, A

5.1.2. Méthodes

Extraction de I’ADN total

Le protocole utilisé pour I'extraction de 'ADN esglui mis en place par Le Quétal. en
2002, a partir d'une méthode développée par Wostemen 1985. Ce protocole a été
amelioré afin de simplifier les manipulations.
Dans un tube de 10ml, 50 mg de mycélium ont étatégoa 1 ml de tampon d’extraction
préparé extemporanément et contenant les prodinsrds :

- 100 mM de Tris-HCL (pH 8)
100 mM d’EDTA
2% de SDS
1% dep-mercaptoéthanol
100 pg/ml de Proteinase K

L’échantillon est broyé avec un micropilon puis gg@sau vortex. Il est incubé au bain marie
pendant 30 minutes a 55°C puis 1 heure a 37°C.j@nea250 pl de NaCl a 5M, puis 110 pl
de cetyltrimethylammonium (CTAB) a 10% (précipitetides polysaccharides). Le mélange
est vortexé puis incubé dans un bain marie a 681dant 10 minutes.

La suspension est transvasée dans un tube Eppenddstnl. Ce tube est placé 30 minutes
dans la glace puis centrifugé 10 minutes a 6 O@8lignination des débris cellulaires). Le
surnageant est alors transvasé dans un tube fréi6i0eul d’'isopropanol sont ajoutés afin de
faire précipiter TADN. Le tube est centrifugé a Q80 g pendant 20 minutes. Le surnageant
est éliminé. Le culot, contenant I'ADN est lave, ajputant 300 pl déthanol a 70%
(élimination des sels). On centrifuge 5 minutes3s0Q0 g, on enléve le surnageant. On
prendra soin de laisser évaporer toute vapeurabk I'air libre, sous la hotte.

Le culot ainsi obtenu est dissout dans 50 ul debiifter (ImM EDTA, 10 mM tris-HCI pH
8). La dissolution est facilitée par une incubati@mdant une nuit a 4°C.

Révélation des ADN sur gel d’agarose

Les produits d’extraction sont visualisés par étgatorése sur gel. Cette étape s’effectue a
l'aide d'un gel d’agarose a 1% auquel sont ajautiteis gouttes de bromure d’éthydium
(BET) & 0,5 pg/ml. Le BET est un agent intercalgut va nous permettre de visualiser les
fragments : il va s’intercaler entre les bases’dBN et, étant donné qu’il est fluorescent,
sous les rayons Ultra Violets, les fragments d’ABN auront migré sur le gel deviendront
visibles. 5 pl d’ADN mélangé a du bleu de chardgdgrol 30 % qui alourdit ’TADN, du bleu
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de bromophénol 0,25 %, EDTA 10mM, a pH 8) sont dépodans les puits du gel. La
migration est réalisée a 100 Volts pendant uneehdia migration terminée, 'ADN, rendu
visible par le BET est révélé sous UV.

Quantification des ADN extraits

Cette étape est réalisée en utilisant le specttoptéire Nano Drop ND-100. Il mesure la
concentration et la pureté de 'ADN extrait aved g{échantillon. L’indice de pureté est
calculé grace aux rapports des mesures de I'absoe 260 et 280 nm. Ce rapport 260/280
doit se rapprocher de 1,8 pour qualifier I'échamnil de pur. Des valeurs plus petites
indiqueraient la présence d'impuretés ou de pregtimbsorbant aux environs des mémes
longueurs d’'ondes.

La PCR : Polymerase Chain Reaction

Les régions analysées

L’ADN ribosomal nucléaire est présent en de mudtiplcopies a l'intérieur du génome
comportant a la fois des régions variables et éggmns trés conservees et la plupart des
données existant actuellement concernent cetterrédg 'ADN. Ainsi ses variations sont
relativement bien connues chez de nombreux orgasisyn compris certains champignons
(Henrionet al, 1992 ; Berbee et Taylor, 1993 ; Cullings et \éoglL998).

La région choisie de I'opéron ribosomal de 'ADNciéaire est la zone comprise entre les
amorces ITS1 et ITS4 spécifiques des champignoasd@S et Bruns, 1993). Cette région
comprend le gene codant pour la petite sous-uiitisomale 5,8S, peu variable ainsi que
MITS1 et 'ITS2 qui séparent respectivement ceeggedn géne 18S et du gene 28S. L'ITS 1 et
IITS 2 ne sont pas exprimés ; de ce fait, d’éveliés variations y sont plus probables, ce qui
engendre une grande variabilité de ces régions.

Le protocole d’amplification

C’est une réaction qui va nous permettre d’amplifiee partie spécifique de I'’'ADN et d’en
obtenir des millions. Cette méthode est baséeauépétition de la réplication in vitro de
I’ADN et cela grace a plusieurs éléments mis esgmée :

- Les désoxyribonucléotides triphosphates ou dNTPEP(ATTP, GTP, CTP), sont les
nucléotides a partir desquels I'enzyme va polyneéris brin complémentaire du brin
matrice.

- des amorces speécifiques qui sont choisies pourdesmcda séquence d’ADN a
amplifier. Nous travaillons sur des champignonsssades amorces utilisées sont
spécifiques des champignons :

ITS 1-myc > TCCGTAGGTGAACCTGCGC
ITS 4-myc * TCCTCCGCTTATTGATATGC?

- une enzyme thermostable : la Taq polymérase, cieet ADN polymérase utilisée
pour la duplication de 'ADN dans la réaction deRPElle a été extraite a partir de
bactéries thermophileg lermophilus aquaticlsvivant dans les geysers du parc de
Yellowstone (Etats-Unis). Elle peut donc résisterester active a de trés hautes
températures, ce qui est indispensable a la peatgqune PCR.
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L’amplification est réalisée dans un volume réautiel total de 50 ul de la composition
suivante :

Composants Volume (ul)
Eau (gsp 50 ul) 26,7
Tampon 10
dNTP 4
ITS 1 2
ITS 4 2
Tag polymérase 0,3
ADN a amplifier (environ 50 ng/u|) 5

La PCR est une série de cycles thermiques répétés et comportant 3 étapes :

- La dénaturation : elle s’effectue par chauffage, au dessus dentgérature de fusion
(Tm) de I'ADN, a 94°C, ce qui permet la rupture dessons hydrogéenes, qui
maintiennent 'ADN double brin, établies entre lesses (3 liaisons entre G-C et 2
entre A-T). On obtient alors une molécule d’ADN ttaubrin préte pour I'hybridation
avec les amorces.

- L’hybridation : la température est abaissée progressivementwerstempérature
dépendant des températures d’hybridation (Th) éex dmorces utilisées qui doivent
donc étre voisines. Cette Th est inférieure d'anvib a 10°C a la température de
fusion. Cette derniére dépend de la compositiobases des amorces et est calculée
grace a la formule suivante : Tm = 2x(A+T) + 4x(GQ+On obtient donc Tm (ITS 1)
=64,5°C et Tm (ITS 4) = 58,4 °C. La températuneisie pour cette étape a donc été
de 55°C pour permettre I’hybridation des 2 amorBes1s ces conditions, les amorces
vont alors se fixer sur chaque brin, de part etittitade la région a amplifier.

- L’élongation : la température est remontée pour atteindre rgpéeature optimale
(72°C) de la Taqg polymérase qui va alors synthetsex nouveaux brins a partir des
amorces en piochant les dNTPs complémentairesidurtatriciel dans le milieu.

A chague manipulation un témoin négatif et un ténpmsitif ont été effectués pour vérifier
respectivement I'absence de contamination du mil&actionnel et le contréle du bon
déroulement de la réaction. Les PCR sont effectages un thermocycleur (Perkin Elmer
Applieds Biosystems : Gene-Amp PCR system 9700410 qui change automatiquement
de température selon le programme prédéfini.

Analyse des produits de la PCR

Les produits d’amplification sont visualisés pagoifophorése sur gel d’agarose a DDans
les puits du gel, 25 ul de produits d’amplificatisont déposés. Le tampon utilisé lors de la
PCR contient un colorant vert qui nous servirasuaiiser le front de migration. De part et
d’autre du gel, on ajoute le marqueur de poids oubdére qui nous permettra de déterminer
la taille des bandes obtenues.

La migration s’effectue sous une tension de 100tsVpkndant environ 1 heure dans le
tampon d’électrophorése TAE 1X. Ce tampon TAE (RAcetate EDTA), utilisé aussi bien
dans la préparation du gel que dans la cuve deatiogr impose un pH de 8 au milieu de
migration, 'ADN est alors chargé négativement&twigrer vers le pble positif du gel.

La révélation est faite sous UV. Le logiciel « Retflmage » est utilisé pour photographier
les gels. Les bandes révélées sont alors décoafigeate les purifier par la suite.
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Purification des fragments d’ADN sur gel

Les bandes de gel contenant 'ADN sont découpées B au scalpel et chaque bande est
mise dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Les fragen@®DN vont pouvoir étre extraits et
purifiés a I'aide du kit « Qiaquick Gel extractiorde la société Qiagen.

Séquencage

La concentration d’ADN de I'extrait est quantifia¢’aide du Nano Drop déja utilisé dans des
manipulations antérieures. Les échantillons sosuigs envoyés pour le séquencage a la
société Macrogen, en Corée du Sud.

Analyse des séquences par comparaison avec les dpaes de données — BLAST

Le BLASTBasic Local Alignment and Search To@\tschul et al, 1997)est une méthode
spécialement développée pour confronter une séquenciéique ou protéique inconnue a
lensemble de celles que l'on trouve dans les basqu nucléiques
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Les programmes de comparaison de séquences ontbpbwte repérer les endroits ou se
trouvent des régions identiques ou tres proches deux séquences et d'en déduire celles qui
sont significatives et qui correspondent a un $eolegique de celles qui sont observées par
hasard. BLAST détecte de courts segments (onz&atiges identiques ou deux tripeptides
similaires) qui sont localement homologues a laisége inconnue (Altschet al, 1997).

Dans notre étude, apres avoir obtenu et corrigédgsiences a partir de l'interprétation des
électrophorégrammes avec le logiciel CHROMAS noufectierons des BIASTn
(Nucléotide) sur internghttp://www.ncbi.nlm.nih.goBLASI) pour comparer nos séquences
avec celles présentes en banques.

VI. Résultats et discussions

- La concentration et la pureté des ADN totaux atgront éte évaluées comme décrit
dans la partie précédentd.(partie Quantification des ADN extraits de la parmatériels et
meéthodes). Les quantités d’ADN obtenues varierfoeation des échantillons et la pureté des
échantillons n’est pas optimale. Ces résultats @aus’expliquer par I'obtention de culots
colorés dus probablement a la présence de pigmémtgnins, de protéines ou d'impuretés
qui « fausseraient » les mesures effectuées au Baop. Dans ce dernier cas, une étape
supplémentaire concernant le lavage du culot, tsl'extraction de I'ADN, peut étre
envisageable. Le Tableaul présente la concentratianpureté des ADN extraits.
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Tableau 1 : Résultats d’extraction des souchesctlys lyophilisées

Nom de 'échantillon Concentration en Rapport 260/280
ADN (ng/uL)
162 50.31 1.59
I57 367.29 1.57
19 344.72 1.69
S2A3 226.97 1.55
S2A1 1959 1.67
S3C4 2823 1.53
110 1935 1.87
154 1044 154
NJ 322.02 1.53
0264 846.07 1.84
113 849.45 1.54
134 1253 1.74
S2B3 2036 1.37
A 911.52 1.55
G13 399.44 1.44
158 943.61 1.63
G12 2002 1.47
129 1990 1.28
L4 1172 1.36
C 721.69 1.62

- Tous les échantillons ont subit une PCR aut90

La dilution réduit la présence d’éventuelles impésanhibant certaines réactions spécifiques
de la Taq polymérase (hybridation optimale des ag®rTS1 et ITS4). Cette dilution
entraine donc une spécificité plus élevée de lapdgmeérase, permettant ainsi d’obtenir de
meilleurs résultats.

- Les amplifiats obtenus ont été découpés souspuvifiés et envoyés au séquencage.
lls ont été tous interprétables.

- Les comparaisons des séquences obtenues par BLA&T échantillons lyophilisés
sont présentées dans le tableau 2.

Dans ce tableau figurent la référence de la soétirdiée, le nombre de paires de bases de la
séquence amplifiee (npb), l'identité de la soucpees BLASTn (genre et espece) de la
séquence la plus proche avec son numéro d’accedsioBENBANK et la longueur de
séquence utilisée pour la comparaison par BLAST aea pourcentage d’identité noté entre
parenthéses.
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Tableau 2 : Résultat de la recherche de similde®séquences nucléotidiques qui ont donné

la méme espece et le méme genre de champignotapegnuence la plus proche.

Longueur de

on @D

'ITS en nombre Pourcentage de correspondanci
Echantillons . Identité de la souche aprés BLASTn avec la bangue de donnéed
paires de base ) :
internationale
(npb)
A 199 AY 220542 Ganodermasp. 113/135 (83%)
19 205 EU645695 Aspergillus aculeatus 156/191 (81%)
EU239386.
110 242 Ganodermaaff. Steyaertanum 49/57 (85%)
EU239386. o
113 241 Ganodermaaff. Steyaertanum 84/107 (78%)
129 222 EF016754 Ganodermasp. 154/190 (81%)
134 241 EF016754 Ganodermasp. 134/169 (79%)
154 239 EF016754 Ganodermasp. 1711227 (75%)
157 298 EF016754 Ganodermasp. 168/192 (88%)
EF016754 Ganodermasp.
158 274 161/225 (71%)
162 245 EF016754 Ganodermasp. 159/198(80%)
GI3 408 GQ169495 Aspergillussp. 335/345 (97%),
EF016754 Ganodermasp.
Gl2 160 111/153 (72%),
EF016754 Ganodermasp.
S2A1 226 93/113 (82%)
S2A3 325 EF016754 Ganodermasp. 225/265 (84%)
S2B3 345 AY569450 Ganoderma cupreum 246/309 (79%)
s3c4 356 FJ478088 Ganoderma fulvellum 246/310 (79%)
AM160626 Candida xestobii
0264 238 154/218 (70%)
EU918695 Ganoderma gibbosum o
L4 425 247/310 (79%)
c 641 EF016754 Ganodermasp. 612/619 (98%)
NJ 378 GQ169495 Aspergillussp. 225/279 (81%)

Les résultats des BLASTn présentés dans le Tal@eant donné pour chacune des souches
bien identifiées au départ selon les criteres anatmorphologiques un genre et une espéce.
Pour 80%, les BLAST des séquences des produitspiiftcation des échantillons ont tous
révélé le nom du genre du champignon attendu efonoe a notre identification initiale
selon les criteres morpho-anatomiques pour le g&aeoderma.Les 20% des souches
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restantes révelent des contaminants des gekspsrgilluset Candida qui appartiennent
successivement a la classe des Ascomycetes etdellaBomyces. Ce sont des champignons
gui ne générent en aucun cas la dégradation dugyadrrhuile. Nous pensons qu’ils se sont
développés lors des manipulations de lyophilisaties myceéliums.

L’évaluation du nombre de paires de bases des BB les différents échantillons met en
évidence des ITS d’'une longueur comprise entreet &1 pb.

VII. Conclusion

Afin de caractériser les souches qui infestentdienger a huile, nous avons développé une
meéthode rapide et discriminante basée sur I'anallgséa diversité de séquences partielles
d’ADN ribosomique indépendamment au recours aumatares morphologiqgues macro- et
microscopiques des sporophores nécessaires atifidation des genres et espéeces.

L’adaptation du protocole mis en place au CIRADysa permis d’extraire les ADN de tous
nos échantillons a partir de quelques mg de myméjiextraits d’ADN qui nous ont permis
d’obtenir, avec la plupart des souches étudiéesmyplifiat d'ITS d’'une taille variant de 160
a 641 paires de bases.

L’analyse par BLASTn des séquences obtenues dméagITS1/ITS4 avec ces 20 souches
nous a permis de caractériser ces souches. Laiidis de ce fragment présente plusieurs
avantages notamment la bonne reproductibilité diaidn des séquences et I'existence d’'une
importante quantité de séquences en banque de efoning variabilité de ce fragment, en
particulier pour les régions ITS1 et 5,8S, est sotsuffisante, mais toujours dépendante de
la qualité des séquences de la banque, pour casact@ niveau taxonomique du genre et de
I'espece de la souche.

Sous réserve de vérification de la base des ségseritisées pour le BLASTn, cette méthode
donne des indications taxinomiques pour des soumhees mycéliums pour lesquels aucune
autre caractéristique n’est disponible.

Cette technique simple rapide est efficace et aggarhent adaptée au suivi de souches dans
des essais controlés

VIIl. Perspectives

Cette étude devra aboutir aux outils suivants :

- de cartographie et de caractérisation de la bevdité globale et mondiale des
champignons responsables des maladies des pabreite,

- d’étude phylogénétique globale afin d'analyserctarélation entre les données
génétiques et les informations disponibles suidine des souches

- d’aide au diagnostic des champignons responsdkelemaladies des palmiers a huile,
- de quantification et d’évaluation de l'activité des champignons,

- de détermination du risque de ré-infestationlpathampignon lignivore diagnostiqué
en fonction de son état physiologique.

- d’évaluation de la sensibilité aux différents gandes autorisés par la |égislation en
utilisant le matériel biologique collecté.
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