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Les symbioses sont des interactions très étroites entre organismes et sont souvent à l’origine 
de la diversification des groupes impliqués. Des études récentes ont montré que des champignons de 
l’ordre des Chaetothyriales vivent en symbiose avec les fourmis, en particulier dans les symbioses 
plante/fourmis (où la plante héberge les fourmis en échange de protection contre les herbivores) et 
dans le carton fabriqué par de nombreuses fourmis arboricoles. La diversité des symbioses 
plante/fourmis résulte d’un nombre élevé de convergences évolutives, avec très peu de radiations. 
La phylogénie multilocus obtenue au cours de ce stage permet de reconstruire l’histoire évolutive de 
81 souches de Chaetothyriales associées aux fourmis. Cette phylogénie regroupe ces champignons en 
trois grands clades. La diversification de ces champignons résulte donc de radiations évolutives 
faisant suite à un nombre réduit d’apparitions au cours de l’évolution, contrairement aux fourmis et 
plantes associées. Dans ces systèmes, la diversité des symbiotes ne s’est donc pas mise en place par 
co-spéciation mais plutôt par des changements d’hôtes. Etant donné l’existence d’autres types 
d’association entre fourmis et Chaetothyriales, il est possible qu’une grande part de la diversification 
de l’ordre soit liée à l’association avec les fourmis. 

Mots clés : diversité, symbiose, phylogénie, Chaetothyriales, plante, fourmis 

 

 

 

Symbioses are very tight interactions between two or more associates. They often lead to the 
diversification of the involved groups. Recent studies have shown that fungi belonging to the order 
Chaetothyriales live in symbiosis with ants, in particular in ant/plant symbioses (in which the plant 
provides the ants with nesting cavities and the ants in return protect the plant against herbivores) 
and in the carton structures built by numerous tree-nesting ants. Evolutionary convergences account 
for most of the diversity in ant/plant symbioses, with very few radiations. A multilocus phylogeny 
constructed during this study traces the evolutionary history of 81 strains of Chaetothyriales 
associated with ants. These strains cluster in three clades. In consequence, diversification in this 
group results from a small number of independent appearances of association with ants followed by 
evolutionary radiations, which is an evolutionary pattern very different from that shown by both 
associated ants and plants.  In these systems, it is not co-speciation but host switching that explains 
symbiont diversity. Other associations involving Chaetothyriales and ants have been described. It is 
thus possible that a significant part of the order’s diversification could be linked to the evolution of 
association with ants.  

Key words: diversity, symbiosis, phylogeny, Chaetothyriales, plant, ants 
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 Les réseaux complexes d'interactions entre les organismes et leur environnement jouent un 
rôle fondamental dans le fonctionnement et l’évolution des écosystèmes ainsi que dans l’assemblage 
des communautés (Belyea & Lancaster, 1999). La diversité des contextes biotiques et abiotiques rend 
possible un nombre considérable d’opportunités d’interactions, c’est-à-dire d’actions réciproques. 
Les interactions ont une empreinte forte sur la trajectoire évolutive des espèces engagées. Les 
interactions biotiques jouent un rôle important dans les processus de spéciation. Elles sont donc 
étroitement liées à l’apparition de la diversité biologique et appréhender la dynamique de cette 
diversité nécessite donc de comprendre l’évolution de ces interactions. Celles-ci englobent des 
relations très diverses allant de rapports antagonistes tels que la prédation ou la compétition à des 
symbioses mutualistes. Nous nous limiterons ici à l’étude des interactions symbiotiques. 

 L’équipe de recherche « Interactions Biotiques » du Centre d'Ecologie Fonctionnelle et 
Evolutive de Montpellier étudie les interactions au sein des symbioses entre les plantes et les 
fourmis. La découverte d’autres partenaires (champignons, nématodes, bactéries) impliqués dans ces 
associations a soulevé des questions concernant leur évolution. Le travail présenté dans ce rapport a 
consisté en la construction de la phylogénie des champignons symbiotiques afin d’appréhender 
l’origine de leur diversité. Par la suite, cette phylogénie pourra apporter des éléments de 
compréhension de la nature des interactions ainsi que de l’évolution des symbioses et des conditions 
de leur apparition.   
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Symbioses et diversité 
 

Symbioses : à l’origine de la diversité  
 

 Selon De Bary (1879), la symbiose (du grec sun-, avec, et –bios, vie) est la « vie en commun 
d’organismes d’espèces distinctes ». D’autres définitions plus récentes (e.g. Selosse, 2001) 
restreignent la symbiose aux coexistences durables et mutualistes, c’est-à-dire à bénéfices 
réciproques. Cependant, les relations entre les différents partenaires impliqués dans les symbioses 
de cette étude étant très mal connues et les limites entre mutualisme et parasitisme étant parfois 
floues, j’ai choisi de considérer le mutualisme comme une forme particulière de symbiose. La 
définition qui prévaut dans ce mémoire est donc celle qui désigne la symbiose comme une 
association durable et intime entre deux organismes ou plus, quels que soient les échanges entre 
ceux-ci.  

 Les interactions symbiotiques sont génératrices de diversité biologique et jouent un rôle 
prépondérant dans l’évolution de la nouveauté biologique (Margulis & Fester, 1991; Hoffmeister & 
Martin, 2003). Elles rapprochent des organismes non apparentés, tout en maintenant un équilibre 
dynamique dans leurs développements respectifs. Les interactions agissent à la fois sur l’amplitude 
écologique et sur l’aptitude ou la valeur sélective des individus (Maynard-Smith & Szathmary, 1995). 
Des évènements évolutifs majeurs peuvent ainsi être attribués à des interactions symbiotiques : la 
colonisation du milieu terrestre par les végétaux, l’apparition de la cellule eucaryote ou encore la 
formation des mycorhizes et des lichens (Margulis & Bermudes, 1985; Margulis & Fester, 1991; 
Horiike et al., 2001). En 1926, Mereschkowski définit la symbiogenèse comme la création d’espèces 
nouvelles par l’association d’espèces différentes (Mereschkowsky, 1926). 

 La symbiose peut générer l’apparition de nouvelles structures, cellules, organes (mycorhizes 
par exemple) et rend possible certains métabolismes : la fixation de l’azote par le rhizobium ou la 
photosynthèse par exemple (Jorgensen et al., 1985; Zahran, 1999; MacLean et al., 2007). Elle est 
donc à l’origine de nouveaux traits phénotypiques et physiologiques qui peuvent être inductibles par 
la présence du partenaire (facteurs Nod induisant les nodosités ; Long, 1996) ou acquis, dans ce cas 
leur présence devient constitutive. Elle aboutit à l’apparition de nouvelles espèces par endosymbiose 
intracellulaire ou par transferts de gènes entre partenaires (e.g. Kneip et al., 2008). Elle peut 
également mener à la perte de certaines fonctions, on parle alors d’évolution régressive, ce qui peut 
aussi se traduire par des évènements de spéciation. La symbiose contribue à l’émergence de niches 
écologiques nouvelles (Moran, 2007). Ainsi, les cnidaires des récifs coralliens constituent la base d’un 
écosystème qui abrite le tiers de la diversité biologique marine (Maragos et al., 1996). De plus, elle 
crée des pressions de sélection sur les partenaires qui coévoluent. Cette évolution conjointe de deux 
ou plusieurs espèces en interaction, chacune évoluant en réponse à la sélection imposée par l’autre, 
peut ou non se traduire par une cospéciation. En effet, lorsque des organismes sont très étroitement 
associés ou qu’ils sont transmis verticalement, les évènements de spéciation de chaque partenaire 
peuvent être concomitants. Il en résulte une radiation évolutive des groupes taxinomiques parties 
prenantes de l’interaction. C’est par exemple le cas des fourmis champignonnistes (les Attines) dont 
la radiation a abouti aux 230 espèces connues à ce jour (Mehdiabadi & Schultz, 2009) ou aux figuiers 
et à leurs hyménoptères pollinisateurs qui représentent plus de 700 espèces (Machado et al., 2001). 
La cospéciation se traduit par des arbres phylogénétiques congruents entre les partenaires et pour 
lesquels les évènements de spéciation concordent au niveau temporel. Chez les Attines, la 
coévolution entre les champignons cultivés et les fourmis a entrainé une cospéciation à large échelle 
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qui inclut également d’autres associés de la symbiose comme les parasites fongiques des cultivars, 
les Escovopsis (Currie et al., 2003). D’après cette étude, les phylogénies entre les champignons 
cultivés, leur parasite et les fourmis seraient parfaitement congruentes pour les niveaux anciens 
d’association mais des transferts horizontaux expliqueraient qu’une cospéciation moins stricte se 
retrouve dans les niveaux plus récents d’association. En 2007, les travaux de Mikheyev et al. ont 
montré que ces transferts étaient certainement plus fréquents que ce que l’on avait cru jusqu’alors 
(Mikheyev et al., 2007). De plus, la phylogénie des bactéries symbiotiques de ces fourmis est très peu 
corrélée à celle des Attines et des autres associés suggérant de nombreuses acquisitions de novo 
(Mueller et al., 2008; Mehdiabadi & Schultz, 2009; Mueller, 2012). Les récents progrès réalisés dans 
les méthodes d’inférence phylogénétique mettent en évidence que l’évolution de ces symbioses est 
complexe et que les phylogénies des différents partenaires ne sont pas exactement congruentes. 
Ainsi, il a été montré que le champignon Pterula moniliformis s’intégrait au sein du clade que l’on 
croyait monophylétique de champignons associés aux fourmis Apterostigma. Or ce champignon a un 
mode de vie libre et n’est pas associé aux fourmis ce qui contredit le scénario de stricte coévolution 
(Dentinger et al., 2009). Les études moléculaires sur les figuiers et les hyménoptères pollinisateurs 
montrent également que l’évolution des associations ne suit pas un schéma simple. Une cospéciation 
stricte a tout d’abord été décrite par de nombreuses études (e.g. Berg & Wiebes, 1992; Herre et al., 
1999). Cependant, les figuiers peuvent être pollinisés par plusieurs espèces d’hyménoptères et 
beaucoup de ces hyménoptères pollinisent également plusieurs espèces de figuiers. Les phénomènes 
d’hybridation et d’introgression semblent jouer un rôle important dans la diversification des figuiers 
(Machado et al., 2005). La cospéciation stricte a ainsi été remise en cause dans de nombreux travaux 
(e.g. Machado et al., 2001; Jousselin et al., 2003; Erasmus et al., 2007). Pourtant, une étude sur les 
figuiers de la section Galoglychia publiée en 2008 (Jousselin et al., 2008) a montré que la 
cospéciation expliquait l’évolution de ces associations, bien que les changements d’hôtes aient un 
rôle non négligeable.  

 Hors des interactions hôtes-parasites, la cospéciation stricte est rare et elle résulte davantage 
d’un manque d’opportunités de transfert d’un hôte vers un autre que d’une adaptation du symbiote 
à son hôte le privant de possibilité de survie hors de cette association (Clayton et al., 2003). Ainsi, 
lorsque les adaptations des partenaires à l’interaction ne sont pas très spécifiques et qu’un hôte 
alternatif offre des conditions de développement équivalentes dans une aire accessible par le 
symbiote, on peut observer des transferts d’hôtes qui peuvent être suivis ou non d’un évènement de 
spéciation. La cospéciation reste cependant un phénomène fortement impliqué dans la 
diversification des partenaires des symbioses. La duplication est un autre type d’évènement 
coévolutif qui se produit lorsque les symbiotes subissent une spéciation sur leur hôte qui lui n’en 
subit pas. En général, cette situation reflète des différences écologiques entre les associés (Thomas 
et al., 2010). Enfin, l’un des deux partenaires peut disparaître soit suite à une extinction soit parce 
qu’un des partenaires était absent de l’association au départ de la spéciation, ce que Johnson et al. 
(2003) appellent « missing the boat ». 

 

Coévolution sans cospéciation : cas des symbioses plante/fourmis 
  

La diversification des fourmis dès le milieu du Crétacé (100 Ma) coïncide avec celle des 
Angiospermes (Moreau et al., 2006). Ces radiations simultanées ont conduit à une remarquable 
diversité d’interactions, principalement mutualistes (Beattie & Hughes, 2002). Notons cependant que 
si les relations antagonistes entre plantes et fourmis sont rares, les fourmis prédatrices des graines 
ou des feuilles telles que les fourmis champignonnistes ont un impact considérable sur les 



Figure 1 : Exemples d’interactions entre plantes, fourmis et champignons. Domatie (A) et coupe longitudinale de 
domatie (B) de Leonardoxa africana et fourmis symbiotiques associées Petalomyrmex phylax. Piège en carton (C) 
des fourmis Allomerus decemarticulatus sur la plante Hirtella physophora. Nid en carton (D) de Crematogaster sp. 
sur un tronc d’arbre au Cameroun. Hyphes de Chaetothyriales issus de carton (E). Hyphes de Chaetothyriales de 
domaties de Barterie fistulosa associés aux fourmis Tetraponera aethiops (F, coloration au calcofluor). 
Photographies ©R. Blatrix  
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écosystèmes (e.g. Wirth et al., 2003). Le spectre des interactions à bénéfices réciproques couvre les 
relations opportunistes et non spécifiques jusqu’aux symbioses obligatoires. Beattie (1985) a proposé 
une classification qui distingue quatre types de mutualisme selon les bénéfices retirés par la plante : 
mutualismes de pollinisation, de dispersion des graines, de nutrition et de protection. Ces types ne 
sont pas exclusifs et le mutualisme de protection est commun à la quasi-totalité des associations 
plante/fourmis. Dans la majorité des mutualismes de protection, la plante attire la fourmi en 
produisant du nectar extrafloral. Les fourmis qui patrouillent la plante à la recherche du nectar 
participent à sa défense, soit directement en attaquant les herbivores (en général les insectes 
phytophages), soit indirectement par leur simple présence qui les dissuade. Dans certains cas, la 
plante fournit aussi un abri à la colonie de fourmis. Les nutriments sont prélevés sur la plante soit 
directement sur des nectaires extrafloraux ou des corpuscules nourriciers soit par l’intermédiaire 
d’un troisième partenaire, des hémiptères suceurs de sève (Sternorrhyncha et Auchenorrhyncha) 
élevés par les fourmis qui en récoltent le miellat (Hölldobler & Wilson, 1990). 

 On qualifie de myrmécophytes les plantes qui hébergent de manière plus ou moins continue 
des fourmis dans des structures creuses spécifiques appelées domaties (tiges, feuilles, stipules, etc.) 
(Figure 1, A et B). Le myrmécophytisme est apparu dans une centaine de genres de plantes et plus de 
quarante genres de fourmis sont engagés dans des relations étroites avec ces plantes. Les symbioses 
plante/fourmis sont présentes dans toutes les forêts tropicales humides de la planète (Fiala et al., 
1989). Des relations semblables se retrouvent en Asie, en Afrique et en Amérique. Les grandes 
colonies de fourmis agressives et très actives occupent les arbres pionniers à croissance rapide : ce 
sont par exemple Oecophylla, Crematogaster, Camponatus ou Azteca (Davidson & McKey, 1993). Les 
fourmis « timides » comme Allomerus ou Myrmelachista s’abritent dans des arbustes ou des 
arbrisseaux à trichomes ou présentant une pilosité importante sur les tiges. D’après Ward (1991), ces 
symbioses ont évolué à partir de situations de parasitisme dans lesquelles des fourmis habitent des 
cavités de la plante et élèvent des hémiptères. Dans les cas où la présence de la fourmi confère un 
bénéfice, la sélection aurait favorisé les plantes qui facilitent l’occupation par les fourmis. De plus, 
des préadaptations des fourmis et des plantes ont contribué à la mise en place des symbioses. Ainsi, 
certaines plantes possèdent de complexes glandes nectarifères (par exemple Acacia ou certaines 
espèces de Macaranga) ou des corps nourriciers (Cecropia) qui étaient exploités dans des 
interactions opportunistes avec des fourmis. De plus, les nœuds des tiges et brindilles sont des lieux 
d’attaque privilégiés pour les foreurs de bois et sont habités secondairement pas les fourmis 
(Davidson & McKey, 1993). La compétition entre espèces de fourmis pour des sites de « nidification » 
a pu être un facteur déterminant dans l’évolution de traits adaptés à l’interaction (Davidson & 
McKey, 1993). La colonisation d’une plante se faisant toujours de novo car il n’y a pas de 
transmission verticale, les traits relatifs à la détection des hôtes ont été fortement sélectionnés. 

 Ces associations présentent différents degrés de spécificité conduisant à une organisation 
asymétrique des réseaux d’interactions. Ceux-ci sont constitués par un ensemble d’espèces 
généralistes de plantes et de fourmis qui interagissent et de quelques espèces spécialistes qui ne 
s’associent qu’avec certains généralistes (Bascompte et al., 2003). Si l’association peut 
« rapidement » devenir bénéfique, elle peut également être perdue. Il s’agit en effet d’un système 
très labile : lorsque les traits liés au myrmécophytisme deviennent trop coûteux la lignée de plantes 
peut disparaître ou perdre ces traits. La tricherie est un autre facteur de disparition des symbioses. 
Elle est le fait exclusif des fourmis qui peuvent surexploiter les ressources de la plante, ne pas la 
protéger des agressions ou supprimer ses capacités de dispersion en coupant les bourgeons floraux, 
rendant ainsi nulle sa valeur sélective. Dans tous ces cas, une mutation de la plante qui mènerait à la 
perte du myrmécophytisme serait bénéfique (Chenuil & McKey, 1996). La distribution taxinomique 
des plantes myrmécophytes et de leurs fourmis associées suggère que ces symbioses sont 
fréquemment rompues. En effet, on observe de nombreux évènements d’apparition indépendants et 
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très peu de radiations. Dans les quelques cas de radiation possible, où un genre contient plusieurs 
espèces de myrmécophytes, tels que Cecropia (Berg & Rosseli, 2005), Macaranga (Blattner et al., 
2001; Davies et al., 2001; Itino et al., 2001), Acacia (Gomez-Acevedo et al., 2010), Tachigali (Van der 
Werff, 2008), Triplaris (Sanchez, 2011) ou Neonauclea (Razafimandimbison et al., 2005), le nombre 
d’espèces reste relativement faible, en général de l’ordre de la dizaine. De plus, au sein de certains 
de ces genres, des origines indépendantes du myrmécophytisme sont possibles. Le même patron est 
observé pour les fourmis associées. Les adaptations similaires des plantes et des fourmis à la vie en 
symbiose sur les différents continents résultent donc, dans la grande majorité des cas, de 
convergence évolutive ou de parallélisme. Ces associations sont apparues de nombreuses fois 
indépendamment au cours de l’évolution.  

 Ainsi, ce n’est pas la cospéciation des partenaires qui contribue à la diversification de ces 
associations. Elles concernent pourtant de très nombreuses espèces de fourmis et de plantes. Ceci 
peut s’expliquer par l’apparente facilité d’acquisition des traits myrmécophytes. Les tiges creuses, 
par exemple, ne sont pas très couteuses ; de nombreuses espèces non associées aux fourmis en 
arborent. D’autre part, la colonisation par les fourmis de cavités naturelles ou de bois mort est 
également fréquente, ce qui facilite le passage à la vie dans les domaties.  

 La plupart de ces symbioses se situe dans des guildes sympatriques de plantes ou de fourmis 
ayant des traits similaires. Dans ce cas, un évènement de spéciation peut s’accompagner d’une 
modification des patrons d’association : un membre peut être remplacé par un autre, de nouveaux 
partenaires peuvent s’intégrer à la guilde, d’autres peuvent disparaître. Il apparaît que les associés 
sont davantage liés à leur environnement qu’à leur partenaire (Davidson & McKey, 1993). En effet, la 
qualité de l’hôte pour la fourmi varie plus significativement avec le milieu qu’avec l’hôte lui-même. 
De la même façon, l’effet de la fourmi sur la valeur sélective de la plante dépend plus fortement des 
conditions environnementales que de l’espèce de fourmi : par exemple, la qualité de la défense sera 
plus ou moins déterminante pour la plante en fonction de la quantité de ressources disponibles 
(Davidson & McKey, 1993). Les changements d’hôtes, les colonisations de novo et les remplacements 
de symbiotes expliquent les patrons d’évolution des partenaires. On parle alors de coévolution 
diffuse au sein des guildes car plus de deux espèces sont impliquées. Les rares cas de cospéciation 
correspondraient, dans cette optique, à des situations dans lesquelles les partenaires sont isolés et 
les modifications des patrons d’association limitées par l’absence d’hôte alternatif.  

 

Symbioses plante/fourmis : niche de diversification ?  
  

Plusieurs autres partenaires ont été découverts dans les systèmes symbiotiques 
plante/fourmis : nématodes (Blatrix et al., 2009), hémiptères (Davidson & McKey, 1993), bactéries 
(Seipke et al., 2012) et champignons (Miehe, 1911; Bailey, 1920; Huxley, 1978; Dejean et al., 2005; 
Defossez et al., 2009; Mayer & Voglmayr, 2009; Voglmayr et al., 2011). Cette étude a pour objet les 
champignons de ces associations. Ces champignons sont des Ascomycètes et sont donc très 
différents des champignons connus associés aux fourmis Attines qui cultivent des Basidiomycètes. La 
première mention de la présence de champignons dans les domaties des plantes myrmécophytes 
date de 1911 lors de la description par Miehe des plantes Hydnophytum et Myrmecodia de Java 
(Miehe, 1911). En 1920, cette observation se généralise à de nombreuses familles de plantes en Asie, 
en Afrique et en Amérique (Bailey, 1920). Peu d’études sont réalisées sur ces champignons : Janzen 
relève leur présence dans les domaties de Barteria fistulosa en 1972 (Janzen, 1972) et Huxley 
identifie le champignon de Hydnophytum comme étant un Arthrocladium spp (Huxley, 1978). En 
2009, la symbioses tripartite plante / fourmis / champignon Leonardoxa africana / Petalomyrmex 
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phylax / Chaetothyriales est décrite (Defossez et al., 2009). Les champignons des domaties de deux 
autres systèmes sont également isolés : Barteria fistulosa / Tetraponera aethiops et Keetia hispida / 
Crematogaster sp. Les réactions en chaîne par polymérisation (PCR) environnementales réalisées sur 
les échantillons ont révélé la présence de trois (P. phylax), deux (T. aethiops) ou une (Crematogaster 
sp.) souches de champignons. Une étude récente a montré que les larves des fourmis habitant la 
plante consommaient ces champignons (Blatrix et al., 2012). D’autre part, il a été observé que les 
fourmis apportaient des débris divers et des cadavres de fourmis sur les champignons (Defossez et 
al., 2009; Moog, 2009). Ceux-ci sont donc impliqués dans les flux trophiques et le recyclage de la 
matière au sein de la symbiose (Defossez et al., 2011). Les relations entre la plante et le champignon 
ne sont pas encore élucidées. Toutes les souches isolées des domaties appartiennent à l’ordre des 
Chaetothyriales (Figure 1, F).  

Des Chaetothyriales ont aussi été isolés du carton fabriqué par certaines fourmis (Figure 1, 
E). Ce carton est fait à partir de substrat végétal, de restes de cuticules ou autres matériaux et 
stabilisé par du mycélium de champignons. Il peut être utilisé par les fourmis pour construire leur nid 
(Figure 1, D) ou des galeries qui permettent de se déplacer sur les plantes à l’abri de la pluie par 
exemple. En plus de leur rôle de stabilisation de ces structures, les champignons du carton 
pourraient limiter la prolifération d’autres espèces fongiques comme des saprophytes. Plusieurs 
types de fourmis sont connus pour fabriquer du carton contenant du mycélium de champignon : les 
Lasius d’Europe (Schlick-Steiner et al., 2008), les fourmis arboricoles tropicales des genres Azteca, 
Camponotus, Crematogaster, Dolichoderus, Monomorium et Technomyrmex (Weissflog, 2001), et 
certaines espèces d’Amérique tropicale des genres Allomerus et Azteca qui vivent en symbiose avec 
des plantes (Dejean et al., 2005; Mayer & Voglmayr, 2009). Une grande partie de ces champignons 
appartiennent à l’ordre des Chaetothyriales, mais d’autres sont des Capnodiales ou des Venturiaceae 
(Mayer & Voglmayr, 2009; Voglmayr et al., 2011), clades proches des Chaetothyriales. A l’exception 
des fourmis Allomerus decemarticulatus pour lesquelles une seule souche a été décrite (Ruiz-
Gonzalez et al., 2011), plusieurs souches coexistent au sein d’un même « carton » (Mayer & 
Voglmayr, 2009). Ces souches sont encore très peu étudiées et il n’y a que peu de données 
concernant la spécificité de ces champignons à l’espèce de fourmis. Afin d’étudier à la fois les 
champignons du carton et des domaties, le choix a été fait de concentrer cette étude sur les 
Chaetothyriales. 

 L’ordre des Chaetothyriales contient des champignons de modes de vie très différents. 
Certains sont des saprophytes, des pathogènes d’animaux ou de plantes, d’autres vivent sur les 
rochers dénudés, les fonds marins ou encore dans les symbioses avec des bryophytes (Gueidan et al., 
2008). Presque tous sont des extrêmophiles. Leurs morphologies semblables rendent difficiles les 
classifications fondées sur ces traits (Voglmayr et al., 2011). De plus, ce sont de faibles compétiteurs 
et leur isolement est difficile. Tout ceci concourt au faible nombre d’études réalisées sur ces 
champignons. 

 Les symbioses plante/fourmis pourraient constituer une niche de diversification pour ce 
groupe de champignons. Afin de déterminer si l’association avec les plantes et les fourmis a entrainé 
une radiation évolutive chez les Chaetothyriales, une phylogénie de ce groupe doit être construite. 
Une première analyse a été réalisée par Voglmayr et al. (2011). Ces travaux ont replacé 47 souches 
de champignons associés aux symbioses dans une phylogénie des Chaetothyriales et ont révélé que 
ces souches appartenaient à quatre clades monophylétiques. Cependant, cette étude n’était fondée 
que sur un seul gène (une partie de la grande sous-unité de l’ADN ribosomique nucléaire) et était 
donc peu fiable. En effet, la phylogénie d’un gène ne reflète pas toujours la phylogénie des espèces à 
cause des erreurs stochastique (échantillon trop petit), systématique (la méthode d’inférence 
phylogénétique ne permet pas de reconstruire l’arbre des espèces) ou biologique (la phylogénie est 
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correcte mais le gène utilisé à une histoire évolutive différente de l’espèce due à des transferts 
horizontaux, à la paralogie cachée ou au tri incomplet des lignées). L’utilisation de plusieurs gènes 
permet d’estimer la phylogénie des espèces car il est peu probable que les phylogénies de chaque 
gène soient toutes biaisées dans une direction particulière.  

 L’objet de cette étude est donc de compléter et d’affiner la phylogénie des Chaetothyriales 
associés aux symbioses plante/fourmis et au carton par l’ajout de marqueurs moléculaires et de 
souches.  

 La phylogénèse est le processus de diversification des espèces par filiation avec modification 
et transmission. La cladistique ou classification phylogénétique (Hennig, 1966) consiste en 
l’établissement des relations de parenté entre organismes grâce à l’identification de co-occurrences 
de caractères dérivés parmi les états de caractères homologues. La théorie de l’évolution nous 
enseigne que « qui partage quoi avec qui » renseigne sur « qui est plus apparenté à qui ». Le partage 
est le témoignage d’un ancêtre commun hypothétique.  

 Le développement des techniques de séquençage et de traitement de données est à l’origine 
de l’utilisation quasi-exponentielle des caractères moléculaires dans les analyses phylogénétiques. 
Ceux-ci présentent l’avantage de pouvoir être analysés dans un contexte de variable discrète. De 
plus, ils sont extrêmement abondants et leur utilisation est objective car la détermination de leur 
état est indépendante de l’expérimentateur. A l’exception de l’identification initiale de l’organisme 
dont l’ADN est extrait, les caractères moléculaires ne requièrent aucune compétence taxinomique et 
l’expérience acquise pour un groupe de taxa peut facilement être transposée à d’autres. De part leur 
ubiquité, ils permettent de comparer des organismes de plans morpho-anatomiques très différents. 
L’analyse des séquences nucléotidiques permet l’étude des divergences entre espèces : les gènes ont 
évolué selon la phylogénie qui unit les espèces entre elles, accumulant des substitutions qui se 
traduisent aujourd’hui par des différences observables entre génomes. La topologie de l’arbre inféré 
indique alors l’ordre dans lequel les divergences successives des lignées menant aux espèces 
actuelles se sont produites.  

 Il existe plusieurs méthodes de reconstruction phylogénétique, probabiliste, phénétique ou 
cladistique, fondées sur les caractères ou les distances. Il est possible aujourd’hui de combiner les 
informations moléculaires et morphologiques pour reconstruire l’histoire évolutive des espèces 
étudiées. Dans cette étude, seuls les caractères moléculaires seront utilisés car les données 
morphologiques ne permettent pas de distinguer des espèces.  

 En organisant la diversité, la phylogénie permet de rendre intelligible le foisonnement 
d’espèces d’êtres vivants. L’objectif de cette étude est de déterminer si la diversité des champignons 
des symbioses plante/fourmis est la conséquence d’une radiation évolutive ou si leur présence dans 
les symbioses résulte de multiples évènements d’acquisitions indépendants, autrement dit si les 
symbioses plante/fourmis constituent ou non une niche de diversification pour les champignons 
qu’elles abritent. 
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Matériels et méthodes 
 

Echantillonnage du matériel biologique 
 

L’isolement des souches pures de champignons a été effectué sur plusieurs années, avant le 
début de mon stage. Les champignons ont été récoltés dans les domaties de plantes myrmécophytes 
et dans le carton fabriqué par diverses fourmis arboricoles, en Asie, en Afrique et en Amérique du 
sud afin de couvrir autant que possible la diversité des symbioses. Ainsi, pour établir la phylogénie, je 
disposais de 81 souches associées aux fourmis. Le détail des systèmes symbiotiques échantillonnés se 
trouve dans le Tableau 1. Les premiers isolements ont été précédés de PCR environnementales qui 
ont révélé la présence de champignons appartenant à l’ordre des Chaetothyriales. Ces champignons 
ont une croissance très lente et sont de mauvais compétiteurs. La procédure d’isolement a donc été 
adaptée : dès l’arrivée au laboratoire le matériel fongique est prélevé dans les échantillons frais, 
finement fractionné, dilué dans une solution d’antibiotiques qui inhibe la croissance des bactéries et 
étalé en boites de Petri sur un milieu solide à 2% d’agar et d’extrait de malt. Les boites sont 
inspectées quotidiennement afin de retirer les champignons à croissance rapide  que sont les 
espèces opportunistes présentes sous forme de spores ou de fragments d’hyphes et dont la 
croissance était inhibée dans les domaties et le carton. En parallèle, les fragments d’hyphes 
monilioides (Chaetothyriales et Capnodiales, entre autres) sont surveillés et transférés 
individuellement dans de nouvelles boîtes de Petri dès que la reprise de croissance est avérée 
(habituellement entre trois et cinq jours après étalage pour les Chaetothyriales). Les souches pures 
ainsi obtenues sont maintenues sur milieu de culture solide à température constante (24 °C) et 
servent de source pour les extractions d’ADN. Dans le cas des deux systèmes plante/fourmis les plus 
étudiés par l’équipe: Barteria fistulosa / Tetraponera aethiops et Leonardoxa africana / 
Petalomyrmex phylax, des expériences ont été conduites afin de déterminer si les souches isolées au 
laboratoire correspondaient bien aux symbiotes. Pour chacune des deux symbioses, une centaine 
d’individus a été échantillonnée sur une large part de l’aire de distribution afin de caractériser la 
spécificité du partenaire fongique par une approche de type code-barres génétique: les échantillons 
de champignon ont été séquencés pour la région espaceur intergénique transcrit (ITS), connue 
comme le meilleur marqueur universel pour le code-barres de champignons (Schoch et al., 2012). 
Une souche dominante pour chaque système a été détectée dans la majorité des cas, parfois 
accompagnée d’une seconde souche et dans de très rares cas, un mélange de séquences était 
obtenu. Dans cette dernière situation, le clonage moléculaire a permis de retrouver la séquence 
principale trouvée dans les autres échantillons. Il semble donc qu’une souche principale soit associée 
à chacun des deux systèmes plante/fourmis avec, dans certains cas, une souche supplémentaire ou 
plus. D’autre part, lorsque les fourmis se voient proposer les deux souches prépondérantes mises en 
culture comme substrat nutritif, elles ne se nourrissent que de la souche principale. Ce patron 
d’association entre le champignon et la symbiose a été confirmé lors de la mise en culture qui a 
systématiquement permis de retrouver la souche principale de chaque système. Pour les autres 
systèmes, une à cinq domaties ont été prélevées pour isoler les souches fongiques. Ainsi, bien qu’’il 
ne soit pas possible d’assurer que toutes les souches associées aux fourmis aient été isolées ni que 
toutes les souches étudiées participent aux symbioses, le protocole d’isolement prend en compte les 
caractéristiques biologiques de ces champignons et s’est avéré efficace pour les deux systèmes qui 
ont été testés. 



Tableau 2 : Protocoles PCR utilisés pour l’amplification des souches de Chaetothyriales associés aux 
fourmis 

  Taq Qiagen Taq Sigma Taq Phusion Taq Kapa 

Cycle court 

95°C 15min;            
(94°C 1min, Ta 
1min, 72°C 1min30) 
X 35; 60°C 20min 

95°C 15min;            
(94°C 1min, Ta 
1min, 72°C 1min30) 
X 35; 60°C 20min 

98°C 30s;                 
(98°C 10s, Ta 30s, 
72°C 1min30) X 30;          
72°C 10min 

95°C 3min;              
(95°C 30s, Ta 30s, 
72°C 1min30) X 35;          
72°C 3min 

Cycle long 

95°C 15min;            
(94°C 1min, Ta 
1min, 72°C 3min) X 
40;    60°C 20min 

95°C 15min;            
(94°C 1min, Ta 
1min, 72°C 3min) X 
40;     60°C 20min 

    

T amplification 45°C - 58°C 45°C - 55°C 50°C 45°C - 55°C 

Mix pour 25µL 

12,5µL mix Qiagen; 
5µL solution Q;    
2,5µL de chaque 
amorce  [5µM];                          
2,5µL ADN 

12,5µL mix Sigma;   
5µL eau;                      
2,5µL de chaque 
amorce  [5µM];                          
2,5µL ADN 

12µL mix Phusion;  
5µL de chaque 
amorce [5µM];         
3µL ADN 

5 µL Buffer B;            
5µL Enhancer;       
0,5µL dNTP [10nM]; 
2,5µL de chaque 
amorce [5µM];   
0,75µL polymérase; 
7,5µL eau;               
2,5µL d'ADN 

 



14 
 

Données moléculaires 
 

L’ADN génomique a été extrait à partir des cultures grâce au kit Extract-N-Amp™ Plant PCR 
Kit (Sigma) selon le protocole du distributeur. Cette méthode permet d’extraire rapidement l’ADN 
d’un grand nombre d’échantillons mais le produit obtenu n’est pas pur et contient encore des 
composés qui peuvent inhiber les PCR. Des extractions avec un protocole au cetyltrimethyl 
ammonium bromide (CTAB), modifié de Doyle & Doyle (1987), ont donc été réalisées lorsque cela 
était nécessaire. Pour certaines souches, des réplicats étaient disponibles et ont été conservés pour 
l’analyse afin de pallier les éventuels problèmes d’extraction ou de séquençage. D’autres souches 
provenant d’isolats différents mais dont les séquences ITS présentaient au moins 98% de similarité 
ont également été conservées. L’ADN extrait a été stocké à -20°C. 

On désigne ici par « marqueur moléculaire » un fragment d’ADN dont le polymorphisme sert 
à reconstruire l’histoire du vivant. Initialement, sept marqueurs nucléaires et un marqueur 
mitochondrial avaient été choisis pour cette étude afin de limiter les risques d’erreur stochastique et 
de corroborer les résultats. Les marqueurs ne peuvent être choisis au hasard car ils ne doivent pas 
être influencés par la sélection. Deux types de marqueurs fréquemment utilisés pour la construction 
de phylogénie de champignons (Matheny et al., 2007; Schoch et al., 2009) ont été sélectionnés selon 
leur vitesse d’évolution :  

- des marqueurs à évolution plus lente pour retracer les branchements anciens : grande et 
petite sous-unités de l’ADN ribosomique nucléaire (nuLSU et nuSSU), régions codant les deux 
plus grandes sous-unités de l’ARN Polymérase II (RPB1 et RPB2), petite sous-unité de l’ADN 
ribosomique mitochondrial (mtSSU)  

- des marqueurs à évolution rapide pour résoudre les relations entre souches proches : zone 
intronique de la sous-unité beta de la tubuline (β  tub), gène codant le facteur d’élongation 
TEF1, ITS 

 
Les Chaetothyriales, et notamment les souches associées aux symbioses, sont des champignons 

peu étudiés. Aucune amorce spécifique n’est disponible pour l’amplification, et la production 
importante de métabolites (e.g. la mélanine) entraine des difficultés dans la réalisation des PCR liées 
à la pureté de l’ADN extrait. Une longue période d’optimisation a donc été nécessaire pour obtenir 
chaque fragment. A partir de protocoles utilisés dans le laboratoire sur certaines souches de 
Chaetothyriales, j’ai procédé pas à pas en modifiant les conditions des PCR (concentration d’amorces, 
températures, durées des cycles), la qualité de l’ADN (différentes techniques d’extraction), la 
solution de polymérase (Qiagen multiplex, Taq Red Sigma, Kappa 2G Robust et Phusion) et en 
ajoutant des solutions agissant sur la configuration des molécules d’ADN afin de la rendre davantage 
propice à l’action de la polymérase (solution Q de Qiagen, Enhancer 1, Buffer A et B de Kappa). Le 
Tableau 2 résume les principales conditions de PCR utilisées. Les produits ont été visualisés par 
migration sur gel d’agarose 1,5%. 

 
Les régions géniques ont été amplifiées grâce à des amorces publiées ou dessinées pour cette 

étude (Tableau 3). Pour la région RPB1 (A – D), les amorces universelles étaient extrêmement 
dégénérées et il a été nécessaire d’en dessiner de nouvelles. A partir d’une phylogénie préliminaire 
des Chaetothyriales associées aux fourmis (Voglmayr et al., 2011), des groupes de souches supposées 
proches ont été définis. Des séquences de ce fragment avaient déjà été obtenues par Gueidan et al. 
(2008) pour des souches non associées aux fourmis. Un consensus de cinq séquences disponibles 
pour les souches les plus proches possibles des groupes définis a permis de dessiner de nouveaux 
couples d’amorces grâce au logiciel Primer3 (Rozenand & Skaletsky, 2000). 
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Alignement 
 

Le séquençage a été réalisé par l’entreprise Genoscreen et par le Génoscope. Chaque 
fragment était séquencé dans les deux sens de lecture (sens et anti-sens). Les deux séquences ainsi 
obtenues ont été assemblées et vérifiées grâce au logiciel Sequencher 4.2.2 (Gene Codes 
Corporation, Ann Arbor, MI). Toutes les séquences ont été analysées par la même personne suivant 
un cahier des charges mis au point après traitement de quelques séquences afin de limiter la 
variabilité dans l’interprétation des chromatogrammes. Un échantillon de dix séquences pour chaque 
marqueur a été analysé une seconde fois quelques semaines après la première analyse afin de tester 
la répétabilité de la construction des consensus. 

 
Trois jeux de données ont été utilisés. Le premier a été fourni par Cécile Gueidan du Muséum 

d’Histoire Naturelle de Londres et regroupe des séquences nuLSU, nuSSU et mtSSU de 
Chaetothyriales non associés aux fourmis et des Verrucariales utilisés en groupe externe. Ces 
Chaetothyriales ont été choisis pour être autant que possible représentatifs de la diversité de l’ordre. 
Le deuxième provient de l’Université de Vienne et a été produit par Hermann Voglmayr. Il contient 
des séquences ITS et nuLSU de certaines souches de Chaetothyriales des cartons de fourmis. Le 
troisième jeu de données est constitué des 412 séquences obtenues au cours de ce stage (Tableaux 4 
à 6, Annexe 1). Le groupe externe est constitué de cinq souches de Verrucariales. Il sert à polariser 
les caractères et à l’enracinement de l’arbre.  

L’alignement est une étape cruciale de la reconstruction phylogénétique. Il a pour but 
d’identifier les sites homologues dans chacune des séquences grâce au principe de connexion de E.G. 
Saint-Hilaire (Piveteau, 1950) : les sites conservés sont considérés homologues et permettent 
d’aligner les sites plus variables. L’alignement des séquences pour chaque marqueur a été réalisé 
manuellement grâce au logiciel Mesquite (version 2.75, Maddison & Maddison, 2007) et à l’aide des 
alignements automatiques générés par le logiciel Muscle (Edgar, 2004). Les régions géniques utilisées 
présentent de nombreux introns qui empêchent les logiciels de construire un alignement correct. Les 
introns et les zones ambigues (sensu Lutzoni et al., 2000) ont été délimités et supprimés de la 
matrice taxons/caractères conformément à la procédure suivie dans de nombreuses études 
phylogénétiques sur les Ascomycètes (e.g. Lumbsch et al., 2004; Gueidan et al., 2008).  

A l’issue de l’étape d’alignement, des matrices de taxons/caractères sont obtenues pour 
chaque marqueur. Le Tableau 7 décrit ces matrices. 
 

Tests préliminaires pour l’inférence phylogénétique 
 

Les modèles d’évolution utilisés par les méthodes probabilistes d’inférence phylogénétique 
(modèles de Markov dits « Time Homogeneous Time Continuous Stationary ») se fondent sur 
certaines hypothèses concernant les données et notamment : les séquences étudiées ne sont pas 
sous sélection et leur composition en bases ne varie pas significativement entre elles ni dans le 
temps. D’autre part, il est nécessaire de vérifier que les données ne sont pas trop saturées pour 
rendre compte d’un signal phylogénétique. J’ai donc effectué les tests suivants sur le jeu de données. 
 

Test de neutralité des marqueurs  
Le principe du test D de Tajima (1989) repose sur la comparaison de deux estimateurs du 

taux de mutation dans la population. Le premier comptabilise le nombre total de sites polymorphes 



Tableau 4 : Echantillonnage taxinomique des souches associées au carton de fourmis. Les séquences 
annotées d’une étoile * ont été obtenues par Hermann Volgmayr (Volgmayr et al., 2011), les autres 
ont été ajoutées au cours de cette étude.  

Souches nLSU  nSSU  mtSSU ITS β tub TEF 
Pourcentage   
de réalisation 

CR07_2_1 x x x * x x 100 
CR07_2_2 x x x *   x 83 
CR07_2_3 * x   *     50 
CR07_2_4 x x x * x x 100 
CR07_3_1 x x x *   x 83 
CR07_3_2 x x x * x x 100 
CR07_3_3 x x x * x   83 
CR07_3_4 x x x * x x 100 
CR08_2_1 x x x * x x 100 
CR08_2_2 x x x * x   83 
M_CAMP4 * x x * x   83 
M_CAMP5 x x x * x   83 

AL3 * x x *   x 83 
AL4 * x x * x x 100 

CN_Phe1_1 x x x * x   83 
CN_Cre_Bo1_1 x x x * x x 100 
CN_Cre_Bo1_2 x   x *   x 67 
CN_Cre_Bo1_4 x x x *   x 83 
CN_Cre_Bo3_2 x x x *   x 83 
CN_Cre_Bo3_5 x x x * x x 100 
CN_Cre_Bo3_6 x x x * x x 100 

M_CRE1 * x x *     67 
M_CRE1_1 x x   * x   67 
M_CRE1_2 * x   * x x 83 
M_CRE1_3 x x x *   x 83 
M_CRE1_4 * x x *   x 83 
M_CRE1_5 x x x * x   83 

M_CRE2 x x   * x x 83 
M_CRE3 x x x * x x 100 
M_CRE4 * x   *   x 67 
M_MO2 * x x * x x 100 
M_MO5 x x x *   x 83 
M_MO6 x x x * x x 100 
M_MO7 x x x *     67 
M_MO8 x x x *   x 83 
M_MO9 x x x * x   83 
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observés. Le second est le nombre moyen de différences observées entre chaque paire de séquence. 
En absence de sélection, ces deux estimateurs sont égaux (valeur de D proche de zéro). Des valeurs 
positives de D indiquent un excès d’allèles de fréquences intermédiaires (sélection directionnelle) 
alors que les valeurs négatives témoignent d’une sélection purificatrice. Les tests de neutralité de 
Tajima ont été réalisés grâce au logiciel Arlequin (Excoffier et al., 2005). Celui-ci détermine le 
caractère significatif ou non de chaque valeur D grâce à une simulation de mille jeux de données sous 
hypothèse de neutralité sélective. La valeur p est alors la proportion de statistiques D inférieures ou 
égales à la valeur D observée.  
 

Test de saturation des données 
Une façon intuitive de caractériser la divergence entre deux séquences est de compter le 

nombre de différences qu’elles présentent. On appelle « distance observée (p)» le nombre moyen de 
substitutions observées par site. Cependant, cette distance sous-estime le nombre réel de 
substitutions entre les séquences. En effet, lorsque deux séquences diffèrent pour un site, on sait 
qu’au moins une substitution s’est produite en ce site mais il est possible qu’il y en ait eu plusieurs. 
Or il est nécessaire de tenir compte des substitutions multiples pour estimer les distances évolutives. 
On définit la distance évolutive ou distance génétique (d) comme le nombre moyen de substitutions 
par site produit entre deux lignées depuis leur divergence. Elle prend ainsi en compte les différences 
observables et les substitutions multiples.  

Pour estimer la distance évolutive entre deux séquences d’ADN, on utilise des modèles 
mathématiques d’évolution qui décrivent comment deux séquences se différencient en subissant un 
nombre x de substitutions.  

Cependant, deux séquences nucléotidiques alignées prises au hasard présentent en moyenne 
25% de similitude et jusqu’à 50% dans les cas où les insertions-délétions sont admises (Lemey et al., 
2009). Lorsque ces taux sont atteints, il n’est plus possible inférer la distance génétique à partir de la 
distance observée car le nombre de substitutions est trop élevé. Les similitudes observées entre les 
séquences sont fortement susceptibles d’être le résultat du hasard et non pas des homologies. On dit 
alors que les données sont saturées, elles ne permettent plus d’accéder au signal phylogénétique 
qu’elles contiennent.  

Il est possible de tester le niveau de saturation des données en comparant les distances 
observées aux distances estimées. Les distances observées et estimées selon le modèle d’évolution 
choisi ont été obtenues grâce au logiciel MEGA v.5 (Tamura et al., 2011). Les graphiques 
représentant les distances observées entre chaque paire de taxa en fonction des distances inférées 
ont été construits pour chaque marqueur moléculaire avec le logiciel R (R Development Core Team, 
2011). La droite de régression entre ces distances permet d’évaluer le niveau de saturation des 
données : plus le coefficient directeur de cette droite est proche de zéro plus les données sont 
saturées.  

 

Test de biais de composition en bases  
Afin de tester si cette hypothèse du modèle d’évolution est vérifiée, il est  nécessaire de 

comparer les compositions en bases des séquences étudiées. En effet, les modèles de Markov 
stipulent que ces compositions ne doivent pas être significativement différentes entre les séquences. 
Le test de Khi-deux implémenté dans le logiciel TREE-PUZZLE (Schmidt et al., 2002) compare les 
compositions nucléotides des séquences en tenant compte de la distribution des fréquences des 
bases du modèle d’évolution choisi.  
 



Tableau 5 : Echantillonnage taxinomique des souches issues des domaties. Les séquences annotées d’une 
étoile * ont été obtenues par Hermann Volgmayr (Volgmayr et al., 2011), les autres ont été ajoutées au 
cours de cette étude.  

Souches nLSU  nSSU  mtSSU ITS B tub TEF 
Pourcentage 
de réalisation 

CTeY1 x x x x x x 100 
CTeY2 x x   x x x 83 
CTeY7 x x   x x   67 
CTeY9   x x x x   67 

FGPPC10 x x x x     67 
FGPPC11 x x x x     67 

FGPPC8_1 x x x x     67 
FGPPC8_2 x x x x x   83 
FGPMC2 x x x x x   83 
FGPMC3 x x x x x   83 
FGPMC6 x x x x   x 83 
FGPPC12 x x x x   x 83 

Pet3S_2a_1 x x x   x   67 
Pet3S_2a_2 x x x x x x 100 
Pet1S_1a_1 x x x x x x 100 
Pet1S_1a_2 x x x x x x 100 

Pet1W_4b_1   x x x x   67 
Pet1W_4b_2 x x x x x   83 
KhNk3_2_1 x x x x x   83 
KhNk3_2_2 x x x x x x 100 
KhNk4_2a   x   x x   50 

PF5_1a   x x x x   67 
KhNk4_3a x x x x x x 100 
KhNk4_4a x x x     x 67 

KhNk2_3a_1       x x   33 
KhNk2_3a_2     x   x   33 

PF5_1b x x x x x   67 
PF5_2c x x x   x   67 
MACpB x x x   x   67 

MACp1_1b x x x x     67 
MACrh1_2d_1 x x   x     50 
MACrh1_2d_2 x x   x x   67 

MACm1_3e x x x       50 
MACM1 *   x * x x 83 

MACm1_1a_1 x       x   33 
MACm1_1a_2 x     x x   50 
MACp1_3b_1   x x   x   50 
MACp1_3b_2     x x     33 

MACp1_1d x x x x x x 100 
MACm1_3i x x x x x   83 

MACpA   x x   x x 67 
MACrh1_2a_1 x x x x   x 83 
MACrh1_2a_2 x x x x   x 83 

AZn1a x x x x x   83 
AZn7a x x x x     67 

 



17 
 

Inférence phylogénétique 
 

Choix de la méthode d’inférence 
Les méthodes probabilistes ont été préférées aux méthodes de parcimonie et de distance. En 

effet, les méthodes de parcimonie sont très sensibles à des biais systématiques tels que l’artéfact 
d’attraction des longues branches ou le biais de composition en bases (Galtier & Gouy, 1998). Cette 
méthode aura ainsi tendance à rapprocher les taxa dont les vitesses d’évolution ou les compositions 
nucléotidiques sont proches, indépendamment de leur véritable histoire évolutive. De plus, elle ne 
tient pas compte des substitutions multiples. Les méthodes de distance, comme leur nom l’indique, 
sont fondées sur l’analyse des distances génétiques entre séquences. L’information est alors réduite 
en comparaison avec les méthodes fondées sur les caractères : les informations relatives à des 
séquences sont résumées en une mesure de distance.  

Notons néanmoins que les méthodes probabilistes reposent sur des hypothèses concernant 
les processus d’évolution et notamment leur réversibilité et l’indépendance de l’évolution des sites. 
Elles ne sont donc évidemment pas infaillibles et les topologies d’arbres obtenues représentent 
seulement les meilleures hypothèses d’évolution des séquences dans les conditions de l’étude. 
 

Analyses par marqueur 
Des phylogénies par marqueur moléculaire ont été construites pour les trois marqueurs à 

vitesse d’évolution plus « lente » : nuLSU, nuSSU et mtSSU. Cette étape permet de détecter les 
éventuelles erreurs puis de tester la congruence entre les histoires évolutives de chaque marqueur 
pour déterminer s’il est ou non possible de les concaténer.  

Ces phylogénies ont été construites par la méthode probabiliste de maximum de 
vraisemblance implémentée dans le logiciel RAxML (Stamatakis, 2006). Le logiciel calcule la 
probabilité d’obtenir les données, c’est-à-dire la matrice des caractères, à partir d’un arbre donné. 
Cette probabilité est appelée vraisemblance et le logiciel sélectionne l’arbre correspondant à la 
vraisemblance maximale, c’est-à-dire celui qui a la plus forte probabilité de décrire la matrice de 
données sous un modèle d'évolution des séquences préalablement défini. En pratique, toutes les 
topologies d’arbres ne peuvent être testées et il faut procéder à des recherches heuristiques. Le 
logiciel RAxML part ainsi d’un arbre de parcimonie qui est amélioré de proche en proche jusqu’à 
l’obtention d’un arbre dont la vraisemblance est maximale.  

Cinq Verrucariales ont été choisis comme groupes externes : Staurothele areolata, 
Endocarpon pallidulum, Verrucaria viridula, Placopyrenium bucekii et Verrucula inconnexaria.  

Le choix du modèle d’évolution a été réalisé à l’aide du logiciel jModelTest (Guindon & 
Gascuel, 2003; Posada, 2008) et selon le critère d’information bayésien (BIC). Pour chaque marqueur, 
le modèle GTR+G (General Time Reverse) a été utilisé. Ce modèle considère que toutes les 
substitutions réversibles peuvent avoir lieu à leur propre vitesse et que les fréquences en bases 
azotées sont variables. L’ajout du paramètre G (gamma) correspond à une distribution gamma qui 
décrit l’hétérogénéité du taux de substitution entre sites. Dans le cas de séquences identiques, 
seulement une était conservée dans l’analyse.  

Enfin, la robustesse des nœuds de l’arbre a été évaluée par une technique de 
reéchantillonnage : le « bootstrap » (Felsenstein, 1985). Cent répétitions ont été réalisées pour 
chaque topologie.  

 

Test de congruence entre marqueurs 
Avant de concaténer les matrices de chaque marqueur, il est nécessaire de vérifier que ces 

marqueurs n’ont pas des histoires évolutives très différentes. Les nœuds supportés par un bootstrap 



Tableau 6 : Proportions de séquences obtenues par marqueur 

 nuLSU nuSSU mtSSU 
Pourcentage 
de réalisation 0,89 0,87 0,71 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 7 : Proportions de caractères conservés, variables et informatifs par marqueur moléculaire 
et fréquences nucléotidiques moyennes. Le premier nombre est le pourcentage de chaque catégorie 
et le nombre entre parenthèses représente le nombre de nucléotides de chaque catégorie. L’écart-
type des fréquences nucléotidiques est indiqué à côté de chaque valeur. 

 
Marqueurs moléculaires 

 
nuLSU nuSSU mtSSU 

Nombre de caractères 1318 1582 583 
Caractères conservés 69,12 (911) 74,65 (1181) 46,83 (273) 
Caratères variables 30,12 (397) 24,65 (390) 51,29 (299) 
Caratères informatifs 22,76 (300) 13,34 (211) 40,14 (234) 
Singletons 7,36 (97) 11,19 (177) 10,81 (63) 
Fréquence moyenne de A 27 ± 0,7 26 ± 0,9 32 ± 0,6 
Fréquence moyenne de G 29 ± 0,7 26,6 ± 0,6 22,6 ± 0,7 
Fréquence moyenne de C 20 ± 0,8 21,2 ± 0,7 17,7 ± 0,7 
Fréquence moyenne de T 24 ± 1,0 26,2 ± 0,5 27,7 ± 0,9 
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supérieur à 70% pour chaque marqueur ont été comparé afin de détecter d’éventuelles 
incongruences (Mason-Gamer & Kellogg, 1996). Les topologies ont également été comparées grâce à 
l’algorithme de de Vienne et al. (2007). Ce logiciel détermine si les topologies sont davantage 
congruentes que des topologies prises au hasard. D’après les deux tests, les marqueurs utilisés 
supportent des topologies congruentes. Les matrices ont donc été concaténées pour la suite des 
analyses.  
 

Test de schéma de partitions et de modèles 
Lors de la concaténation des trois marqueurs moléculaires, de nombreux schémas de 

partitions sont possibles. Le logiciel PartitionFinder (Lanfear et al., 2012) permet de choisir quelles 
partitions appliquer au jeu de données et quel modèle utiliser pour chaque partition. L’utilisateur 
doit spécifier quelles partitions demandent à être testées. Dans un souci de limiter les temps de 
calcul, seules trois partitions a priori ont été décrites correspondant à chaque marqueur. A partir de 
ces données, le logiciel estime un arbre de BioNJ (méthode de distance Neighbor-Joining légèrement 
modifiée) grâce à l’algorithme de PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003; Guindon et al., 2010) puis 
sélectionne le meilleur modèle pour chaque schéma possible de partitions. Le logarithme de la 
vraisemblance de chaque sous-ensemble préalablement défini par l’utilisateur est alors calculé et, 
par addition de ces valeurs, on obtient la vraisemblance de chaque schéma de partitions. Le meilleur 
schéma de partitions est alors choisi grâce à un critère déterminé par l’utilisateur : critère 
d’information d’Akaike (AIC) ou critère d’information bayésien (BIC).  
 

Analyse combinée des trois marqueurs 
Lorsque l’on dispose de plusieurs marqueurs pour un même groupe de taxa, deux méthodes 

d’analyse sont possibles. La première nommée « coherentism » ou « total evidence » par Kluge 
(2004) ne reconnaît la cohérence que de l’ensemble des caractères. Il préconise l’utilisation d’une 
matrice des caractères concaténée et la robustesse est calculée par bootstrap sur une seule matrice 
appelée « supermatrice ». La seconde a été développée par Rieppel (2003) et correspond au 
« foundationalism ». Dans ce cas, les phylogénies séparées de chaque marqueur sont confrontées 
pour former un « superarbre » dont la fiabilité correspond au nombre de fois où les données 
indépendantes conduisent au même clade. D’après Gadagkar et al. (2005), l’approche par 
supermatrice conduit à une meilleure précision pour les analyses de vraisemblance. Toutefois, elle 
peut également renforcer certains biais et les auteurs conseillent d’ajouter le nombre de marqueurs 
supportant chaque clade en plus de valeurs de bootstrap.   

Le jeu de données concaténé a été soumis à une analyse de maximum de vraisemblance avec 
le logiciel RAxML. D’après les résultats de PartitionFinder, une seule partition a été appliquée et 
GTR+I+G a été choisi comme modèle d’évolution selon le critère BIC. Le paramètre I désigne la prise 
en compte d’une fraction de sites invariables. La robustesse de la phylogénie ainsi inférée a été 
testée par cent répétitions de bootstrap.  

Une seconde analyse a été réalisée sur ce jeu de données : une analyse bayésienne grâce au 
logiciel MrBayes (Ronquist et al., 2012). Contrairement à la vraisemblance qui repose sur la 
probabilité d’obtenir les données à partir d’un arbre, la méthode bayésienne s’intéresse à la 
probabilité d’un arbre connaissant les données. Il ne s’agit alors plus d’une interprétation 
« fréquentiste » des probabilités (la vraisemblance maximale est la fréquence idéale avec laquelle le 
processus stochastique de simulation aboutit aux données) mais d’une vision « subjectiviste » (la 
probabilité d’un arbre est dans ce cas son degré de plausibilité). La méthode bayésienne permet de 
décrire la distribution de probabilités a posteriori sur l’ensemble des arbres possibles. Grâce à une 
chaîne de Markov-Metropolis, l’univers des arbres possibles est visité et au fur et à mesure de 
l’avancée de cette marche aléatoire, la probabilité des arbres est de plus en plus forte. En effet, pour 
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avancer d’un arbre dans cette marche, il faut que sa probabilité postérieure soit plus forte que 
l’arbre précédent. Au début du processus, la chaîne échantillonne très facilement des arbres de plus 
en plus probables. Par la suite, elle atteint des arbres dont la probabilité postérieure domine 
l’ensemble de la distribution. C’est pourquoi une période dite « d’allumage» correspondant au début 
de la chaîne est supprimée pour la suite des analyses. Le reste de la distribution est échantillonnée à 
une fréquence définie par l’utilisateur et un arbre consensus est construit à partir de cet 
échantillonnage. Le même modèle d’évolution que pour la méthode de vraisemblance, GTR+I+G, a 
été utilisé afin d’obtenir des phylogénies qui puissent être comparées. Deux analyses de quatre 
chaînes, une chaîne dite « froide » et trois chaînes « chauffées », ont été conduites simultanément 
pour 11 millions de générations à partir d’un arbre quelconque. Le paramètre de température utilisé 
est celui implémenté par défaut par le logiciel et a une valeur de 0.2. Les arbres ont été 
échantillonnés toutes les 500 générations et une zone « d’allumage » (« burn-in ») de 2750000 
arbres soit 25% de l’échantillon a été éliminée. En effet, au-delà de cette zone, les valeurs maximales 
de vraisemblance sont atteintes et le risque de rencontrer un maximum local est minimisé. La 
robustesse de chaque nœud est estimée par les valeurs de probabilités postérieures qui 
correspondent à la proportion des arbres de l’échantillon dans lesquels le clade est représenté.  
 

Analyses supplémentaires 
Afin de mieux résoudre les branchements les plus récents, des marqueurs très variables ont 

été utilisés. Sept sous-clades ont été déterminés à partir de la topologie nuLSU-nuSSU-mtSSU : le 
clade de souches issues du carton, le clade de souches issues des domaties et cinq sous-clades dans 
le clade mixte (Figure 3). L’objectif était de construire une phylogénie à partir des marqueurs TEF1, β 
tub et ITS pour chaque sous-clade de champignons des symbioses. Cependant, les difficultés 
d’amplification n’ont pas permis d’obtenir les jeux de données complets et le nombre de séquences 
manquantes a empêché la réalisation d’une étude combinée des trois marqueurs. Une phylogénie 
par marqueur et par clade a été construite grâce au logiciel RAxML avec pour modèle d’évolution 
GTR+G d’après les résultats de jModelTest. La robustesse des nœuds a été estimée par cent 
répétitions de bootstrap également réalisées avec le logiciel RAxML.  

  



 

 

 

Figure 2 : Visualisation du niveau de saturation des données par les relations entre distances observées 
et distances inférées grâce au modèle d’évolution GTR + G pour chaque marqueur ribosomique. Les 
coefficients directeurs des droites de régression indiquent le niveau de saturation des données : proches 
de 0 les données sont très saturées, proches de 1 les données sont faiblement saturées.  

nuLSU 

mtSSU 

nuSSU 
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Résultats 
Suite aux difficultés détaillées précédemment, l’amplification des régions codantes RPB1 et 

RPB2 a échoué et les analyses se sont fondées sur les six autres gènes. Etant donné leur forte 
divergence entre espèces éloignées, les trois marqueurs ITS, ß tub et TEF1, n’ont pas été utilisés pour 
la construction de l’arbre global des Chaetothyriales. 

Tests préliminaires pour l’inférence phylogénétique 

Test de neutralité des marqueurs  
L’analyse réalisée avec le logiciel Arlequin a montré qu’aucun des marqueurs utilisés pour la 

construction de l’arbre global (nuSSU, nuLSU, mtSSU) n’était sous sélection : la valeur D identique 
pour les trois marqueurs et égale à 0.03194 n’est significative dans aucun des cas (PnuLSU = 0.799 ; 
PnuSSU = 0.0808 et PmtSSU = 0.0808). Ces marqueurs sont donc utilisables pour construire une 
phylogénie. En effet, la phylogénie de marqueurs sous sélection ne sera pas représentative de la 
phylogénie des espèces. L’utilisation de plusieurs marqueurs moléculaires neutres maximise les 
chances d’approcher la véritable histoire évolutive des espèces étudiées.  
 

Test de saturation des données 
Les graphes confrontant les distances observées aux distances inférées par le modèle 

d’évolution indiquent que les données de chaque matrice sont faiblement saturées : les coefficients 
directeurs des droites de régression sont de 1 ; 0,49 et 0,96 respectivement pour les marqueurs 
nuSSU, mtSSU et nuLSU (Figure 2). Ceci indique que tous les marqueurs sont porteurs de signal 
phylogénétique et qu’il est utile de les conserver dans l’analyse.  

 

Test de biais de composition en bases  
D’après le test de Khi-deux du logiciel TREE-PUZZLE, il n’y a pas de différence significative 

dans les compositions en nucléotides des séquences utilisées. L’hypothèse des modèles d’évolution 
utilisés est donc vérifiée. D’autre part, on peut remarquer qu’il n’y a pas de déséquilibre important 
dans la composition nucléotidique des séquences (Tableau 7). 
 

Inférence phylogénétique 

Analyses par marqueur 
Parmi les trois marqueurs utilisés, mtSSU est le plus variable : 40,14% des nucléotides sont 

informatifs. Pour nuSSU et nuLSU respectivement, 13,34% des 1582 nucléotides et 22,76% des 1318 
nucléotides sont informatifs (Tableau 7).  

Les analyses réalisées sur les trois marqueurs nuLSU, nuSSU et mtSSU présentent des 
topologies similaires à l’exception de quelques différences minimes. Les tests de congruence ont 
confirmé que les trois marqueurs décrivaient la même histoire évolutive, ceux-ci ont donc été 
analysés simultanément.  

Analyse combinée de trois marqueurs  
La matrice des marqueurs concaténés contient 199 souches de champignons et 3481 

caractères. Toutes les souches ajoutées lors de cette étude appartiennent à l’ordre des 
Chaetothyriales. Les topologies d’arbres obtenues par maximum de vraisemblance et par analyse 
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bayésienne sont identiques à l’exception d’un branchement entre deux sous-clades du clade 
« mixte » (Figures 3 et 4). On remarque également quelques différences dans l’agencement des 
nœuds pour les souches basales (certains champignons des genres Epibryon et Cladophialophora par 
exemple). Les sous-clades 6 et 7 sont regroupés dans l’arbre de vraisemblance et plus éloignés sur 
l’arbre bayésien (Figures 3 et 4). Les souches de champignons associées aux fourmis se retrouvent 
principalement dans trois clades : un clade de souches provenant du carton (dit clade « carton »), un 
clade des souches provenant des domaties (dit clade « domatie ») et un clade mixte (dit clade 
« mixte ») constitué à la fois de souches du carton et de souches des domaties. Cette topologie 
corrobore globalement les résultats préliminaires de l’étude de Voglmayr et al. (2011) fondée sur un 
seul fragment (une partie de nuLSU) et moins de souches.  

Les embranchements basaux ne sont pas très bien supportés mais les nœuds à la base des 
clades des souches de champignons associées aux fourmis sont robustes (valeurs de bootstrap 
supérieurs à 95%, valeurs de probabilités postérieures égales à 100). L’utilisation de gènes codants 
tels de RPB1 ou RPB2 qui sont moins variables que les ADN ribosomiques permettrait d’obtenir une 
meilleure résolution des nœuds ancestraux.  

Le clade « domaties » contient 23 des 38 souches isolées des domaties. Le clade « carton » 
regroupe 6 souches issues du carton et deux souches de Cladophialophora mycetomatis qui sont des 
pathogènes humains. Le clade « mixte » comprend 23 souches de carton, 16 souches des domaties et 
cinq souches non associées aux fourmis. Parmi ces cinq souches, trois sont des champignons que l’on 
retrouve sur les rochers dénudés, un vit en symbiose sur les lichens et le dernier est un saprophyte.  

Les trois clades sont distants sur l’arbre général, le clade mixte et le clade domaties étant les 
plus proches et formant un ensemble constitué essentiellement de champignons associés aux 
fourmis. En effet, le clade « domaties » est proche d’un autre clade qui regroupe des champignons 
du genre Phialophora, qui sont parasites des bactéries symbiotiques des fourmis Attines.  

Le clade « domatie » est très soutenu à sa base (BS 100%) mais certains de ses branchements 
internes sont peu robustes. On retrouve ainsi un couple de souches réplicats qui semblent éloignées 
phylogénétiquement : MACp1_3b_1 et MACp1_3b_2. De même, les souches MACm1_3e et 
MACm1_3i apparaissent très différentes alors que leurs séquences ITS sont identiques. A cette 
exception près, les réplicats des souches sont soit identiques soit plus proches parents, les 
différences étant dues à des longueurs de séquences différentes suite à des problèmes 
d’amplification ou de séquençage ou encore à des données manquantes (un marqueur absent par 
exemple). Les quatre longues branches de l’arbre correspondent à des différences importantes de 
longueur de séquences et sont des artefacts de construction. Aucune souche de champignon 
associée à des espèces de fourmis différentes ne présente de séquence identique. Les souches dont 
les ITS présentaient plus de 98% de similarité sont également regroupées dans des clades très 
soutenus : par exemple CTeY1/CTeY2 ou FGPMC2/FGPMC3. Dans le cas de la symbiose 
plante/fourmis entre Barteria fistulosa et Tetraponera aethiops, pour laquelle nous connaissons le 
patron de spécificité du champignon (voir matériel et méthodes), les souches impliquées forment un 
clade monophylétique constitué de deux espèces probables : les souches CTeY1 et CTeY2 forment 
deux isolats d’une même « espèce » de champignon (séquences ITS également identiques) qui est le 
symbiote principal et CTeY7 semble être une « espèce » différente (de plus la région ITS est similaire 
à seulement 93% avec CTeY1) mais proche, et qui est le symbiote secondaire. Ce regroupement 
phylogénétique de souches communes à un système plante/fourmis ne semble pas général. Par 
exemple, la symbiose plante/fourmis entre Saraca thaipingensis et Cladomyrma petalae a fourni cinq 
souches réparties en trois « espèces » probables ([MACp1-1b], [MACpB, MACp1_3b], [MACp1_1d, 
MACpA]) dont deux se trouvent dans le clade « domaties » et une dans le clade « mixte ». 

Aucun patron géographique n’est décelable dans la topologie de l’arbre. Des souches qui 
apparaissent très proches phylogénétiquement proviennent de continents différents : les souches 
CR07_3_4, CR07_3_3 du clade « carton » ont été isolées au Costa Rica sont très proches des souches 
CN_Cre_Bo3_5 et CN_Cre_Bo1_1 du Cameroun. Au contraire, des souches prélevées dans différents 
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systèmes symbiotiques sympatriques peuvent appartenir à des clades différents : par exemple, les 
souches KhNk4_2a, CTeY1, PF5_2c et Pet3S_2a, qui sont phylogénétiquement éloignées, proviennent 
de quatre symbioses plante/fourmis différentes récoltées sur une aire de moins d’1 km2. D’autre 
part, des souches différentes isolées de la même domatie peuvent être placées dans des clades 
différents : KhNk4_2a appartient au clade « domatie » alors que KhNk4_ 3a, KhNk4_4a, KhNk3_2_2 
et KhNk3_2_1 appartiennent au clade « mixte ».  

Analyses supplémentaires 
Trop peu de séquences étaient disponibles par marqueur pour obtenir des phylogénies 

utilisables. De plus, ces marqueurs sont extrêmement variables et les nœuds de chaque topologie 
n’étaient pas mieux soutenus que ceux de l’analyse combinée des marqueurs nuLSU-nuSSU-mtSSU. 
Les phylogénies inférées par des marqueurs différents n’étaient pas non plus toujours congruentes.  

   



Clade "domatie"

Clade "carton"

Clade "mixte"

Figure 4 : Phylogramme de 199 souches de 
Chaetothyriales dont 81 associées aux fourmis, fondé 
sur trois marqueurs (nuLSU, nuSSU et mtSSU) et 
construit par la méthode bayésienne. Les nombres 
indiquent les probabilités postérieures de chaque 
noeud. Les pointillés correspondent aux sous-clades des 
analyses supplémentaires fondées sur trois marqueurs 
additionnels (ITS, beta tub, TEF1). 

Verrucariales
(groupe externe)
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Discussion 
Les marqueurs utilisés dans cette analyse n’ont pas permis de résoudre toutes les relations 

phylogénétiques entre les souches étudiées. Des marqueurs moins variables seraient utiles pour 
obtenir des nœuds ancestraux plus robustes. Des marqueurs plus variables sont également 
nécessaires pour inférer la phylogénie récente mais il semble que les marqueurs supplémentaires 
choisis n’aient pas été très adaptés car trop variables. Cependant, de part les irrésolutions liées au 
manque de données pour de nombreuses souches concernant ces marqueurs, on ne peut affirmer 
qu’ils sont inappropriés pour décrire les branchements récents. Les données manquantes sont 
également à l’origine des longues branches de la topologie principale. L’utilisation de réplicats pour 
une même souche permet de mieux visualiser l’effet des données manquantes car, pour trois de ces 
longues branches, seul le nombre de nucléotides diffère entre ces souches et leurs réplicats, leurs 
séquences étant identiques par ailleurs. Il apparaît donc nécessaire de compléter le jeu de données 
afin d’inférer une phylogénie plus fiable.  

D’autre part, certaines relations dans le clade « domatie » semblent témoigner d’une erreur 
dans la topologie. En effet, la souche MACp1_3b_2 devrait être identique à MACp1_3b_1. Or elle 
apparaît similaire à MACm1_3e et différente de la souche réplicat. Il est peu probable que cette 
topologie reflète la véritable histoire évolutive de ces souches car les deux souches réplicats sont 
issues d’un même hyphe. Il peut s’agir d’une contamination d’une souche par une autres via des 
acariens par exemple qui, en passant d’une boîte à l’autre, repiquent les souches, ou d’une erreur 
d’étiquetage d’un tube. Ce genre de problème illustre le risque d’utiliser des séquences de différents 
marqueurs issues de GeneBank. En effet, ces séquences sont souvent obtenues à partir d’individus 
différents et les regrouper dans une analyse combinée en les attribuant à une « espèce » 
représentée par un individu peut aboutir à ce genre d’erreur. En effet, la feuille de l’arbre censée 
représenter une « espèce » particulière peut s’avérer être reconstituée à partir de séquences 
provenant d’espèces différentes.  Ceci est particulièrement problématique chez les champignons qui 
peuvent muter rapidement, dont la taxinomie n’est pas toujours très claire et pour lesquels les 
données morphologiques restent restreintes. C’est pourquoi, pour toutes les souches utilisées dans 
cette étude, les séquences de chaque marqueur ont été obtenues à partir d’un seul individu ou 
considérées comme provenant de souches différentes, même pour les souches dites réplicats.  

Les souches de Chaetothyriales associées aux fourmis correspondent à autant d’espèces 
potentielles non décrites à ce jour et représentent une diversité remarquable. Les souches réplicats 
représentent certainement une même espèce ainsi que les couples de souches isolées d’une même 
domatie et dont les séquences ITS sont identiques. Les autres souches apparaissent bien 
différenciées et sont corroborées par les différentes phylogénies des gènes produites dans cette 
analyse. De plus, les distances génétiques observées entre les souches ne tiennent pas compte des 
zones ambigues qui ont été supprimées de l’analyse pour éviter les homoplasies et qui sont très 
variables. Le concept d’espèce phylogénétique par concordance généalogique (Taylor et al., 2000) 
attribuerait donc une espèce à chaque souche (ou couple de réplicats). Il est cependant difficile de 
parler d’espèces dans le cadre de notre étude car chacune ne serait représentée que par un ou deux 
individus et qu’il n’y aurait pas de représentativité de la variation intraspécifique. La difficulté 
d’obtenir les échantillons et de les conserver jusqu’à la mise en culture explique le faible de nombre 
de souches par système. En effet, les fourmis doivent être vivantes pour maintenir les champignons 
et le transport de ce matériel biologique aboutit fréquemment à des échecs. De plus, une fois les 
souches de la domatie mises en culture, il faut s’assurer de protéger les souches d’intérêt contre la 
contamination et la compétition avec des champignons comme Penicillium ou Aspergillus. S’il est 
légitime d’affirmer que la phylogénie regroupe plusieurs espèces différentes, il n’est pas possible de 
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déterminer un seuil qui fixerait la limite entre variation intra et interspécifique. Pour cela, d’autres 
individus des mêmes espèces supposées seraient nécessaires. 

 
Les Chaetothyriales des symbioses plante/fourmis sont répartis en trois grands clades quasi-

monophylétiques. Cette phylogénie n’est absolument pas congruente avec celles des plantes ou des 
fourmis symbiotiques et témoigne d’un patron de diversification différent. En effet, les symbioses 
plante/fourmis constituent globalement des convergences évolutives qui résultent d’évènements 
phylogénétiquement indépendants (hormis quelques rares radiations). La topologie des arbres 
semble indiquer trois origines de l’association des champignons avec les plantes et les fourmis. A 
partir de ces évènements, des changements d’hôtes suivis de spéciation pourraient être à l’origine de 
la diversification des groupes. Les relations phylogénétiques étroites entre des champignons isolés de 
symbioses de continents différents pourraient être expliquées par l’hypothèse suivante : les 
changements d’hôtes se feraient à grande échelle spatiale  car les Chaetothyriales ont d’importantes 
capacités de dispersion notamment grâce au stade levure (les Chaetothyriales passent fréquemment 
du stade mycélien au stade levure et vice versa). Si l’association entre ces champignons et les 
symbioses plante/fourmis est ancienne, il est envisageable qu’une certaine proportion de ces 
symbioses tripartites ait disparu, les symbioses plante/fourmis n’étant pas stables d’un point de vue 
évolutif (Davidson & McKey, 1993). Il manquerait donc dans la phylogénie que l’on peut construire 
aujourd’hui toutes les espèces de champignons éteintes. Ceci expliquerait que l’on n’observe plus de 
patron géographique. Il n’est pas aberrant d’imaginer une dispersion des Chaetothyriales d’un 
continent vers un autre car d’autres champignons de cet ordre présentent une distribution mondiale 
(Sudhadham et al., 2011). En ce qui concerne l’ancienneté des évènements de spéciation, il est plus 
difficile de se prononcer car il n’existe pas de fossile connu de Chaetothyriales ce qui rend impossible 
une datation fiable de la phylogénie. 

 
Il semblerait donc que la spéciation de ces champignons soit liée à leur hôte. Les symbioses 

plante/fourmis seraient alors à l’origine de la diversification de groupes de Chaetothyriales en créant 
de nouvelles niches. Il serait intéressant d’étudier la phylogénie des autres partenaires de ces 
symbioses (bactéries, hémiptères, nématodes …) afin de déterminer si ce patron d’évolution est 
commun. Cependant, il faut noter que ce schéma évolutif n’est valable que dans le cadre de 
l’échantillonnage réalisé dans cette étude. Cet échantillonnage ne représente évidemment pas toute 
la diversité de l’ordre et la découverte de nouvelles espèces de Chaetothyriales pourrait modifier la 
vision que nous avons de leur évolution. Ainsi, Gueidan et al. (2008) avaient défini les champignons 
des rochers dénudés comme étant l’état ancestral de l’ordre mais l’obtention des séquences des 
champignons du genre Epibryon récemment étudiés (Stenroos et al., 2010) a placé ce groupe à la 
base de la phylogénie des Chaetothyriales (cette étude). Les Chaetothyriales en symbiose avec les 
bryophytes (dont le genre Epibryon) forment un groupe polyphylétique basal. Cette écologie pourrait 
donc constituer l’état ancestral de l’ordre. Il est envisageable que des espèces de Chaetothyriales 
découvertes à l’avenir s’insèrent dans les clades de champignons associés aux fourmis. Par exemple, 
une étude récente décrivant de nouvelles espèces épiphylles du genre Trichomerium et fournissant 
leurs séquences nuLSU semble placer ce genre au sein des souches associées au carton des fourmis 
(Chomnunti et al., sous presse). Quoiqu’il en soit, toutes les souches de symbioses associées dans 
cette étude sont apparentées aux souches décrites par Volgmayr et al. (2011) et appartiennent aux 
clades définis dans cette étude.  

 
La phylogénie actuelle met également en évidence le fait qu’il n’existe pas d’origine unique 

des champignons des symbioses et qu’ils ne découlent pas d’une seule écologie particulière. En effet, 
les souches basales ou proches des clades associés aux fourmis correspondent à des champignons de 
mode de vie très différents à l’exception du clade « carton ». Toutes les souches proches de ce clade 
appartiennent au genre Cladiophialophora (ou ont été récemment attribuées à ce genre comme les 
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Fonsecaea, (Badali et al., 2008)) qui contient de nombreux pathogènes humains. Cependant, il est 
possible que ces champignons ne soient connus que pour leur action sur l’homme et qu’ils ne soient 
en réalité pathogènes que de façon opportuniste. Des changements faciles et rapides de mode de vie 
pourraient expliquer qu’il y ait des différences si marquées dans l’écologie de souches proches mais il 
est difficile de prononcer en absence de phylogénie datée.  

 
Les souches de Chaetothyriales associées aux symbioses plante/fourmis semblent être 

spécifiques à chaque couple plante/fourmis, et peut-être plus particulièrement à l’espèce de fourmi 
considérée. Pour les systèmes Leonardoxa africana / Petalomyrmex phylax et Barteria fistulosa / 
Tetraponera aethiops étudiés en détail par l’équipe, l’association constante entre la symbiose 
plante/fourmis et des souches particulières de champignons a été vérifiée et le caractère 
symbiotique de cette association tripartite a été prouvé (Defossez et al., 2009; Defossez et al., 2011; 
Blatrix et al., 2012). De plus, dans le système Leonardoxa africana / Petalomyrmex phylax, si la plante 
est occupée par une autre espèce de fourmi (comme cela arrive quelques fois), les champignons ne 
sont pas présents. Pour ces deux systèmes ainsi que pour Pseudomyrmex penetrator / Tachigali sp., 
les fourmis nourrissent leurs larves avec les champignons des domaties (Blatrix et al., 2012). Ces 
observations révèlent des liens étroits entre les fourmis et les champignons qui pourraient être 
généralisables aux autres systèmes de part la spécificité des champignons. Dans une même zone 
géographique, des symbioses coexistent et chacune présente des champignons différents. Lorsque 
plusieurs souches ont été isolées d’une même domatie, toutes appartiennent à l’un des trois clades 
de champignons associés aux fourmis même si les PCR environnementales ne permettent pas de 
détecter leur présence indiquant qu’elles ne sont pas prédominantes dans l’agrégat. Pour le système 
Barteria fistulosa / Tetraponera aethiops, la souche secondaire CTeY7 apparaît très proche de la 
souche principale CTeY1, alors que dans le système Crematogaster sp. / Keetia hispida, la souche 
principale KhNk3_2 est dans le clade « mixte » et les souches secondaires KhNk4_2a et KhNk4_3a 
dans les clades « domatie » et « mixte » (on appelle souche principale celle dont le marqueur ITS 
ressort le plus fréquemment en PCR environnementale). Ces observations suggèrent une forte liaison 
avec les fourmis. Toutefois, les analyses sur les échantillons environnementaux des autres systèmes 
n’ont pas été réalisées. De plus, deux souches issues des domaties de Tachigali sp., FGPMC6 et 
FGMPC12, apparaissent hors des clades. Ces deux souches, représentant probablement la même 
espèce, sont assez particulières car elles ont une vitesse de croissance bien plus élevée que toutes les 
autres souches de l’étude, y compris les souches FGPMC2 et FGPMC3 isolées de la même domatie. 
On peut imaginer qu’il s’agisse d’un clade supplémentaire de Chaetothyriales associés aux fourmis 
mais encore peu échantillonné, ou d’un nouveau groupe en voie de diversification bien que cela 
reste hautement spéculatif. Ce sont plus probablement des champignons qui n’ont pas de rôle au 
sein de la symbiose et sont par exemple des endophytes. Les PCR environnementales sur ce système 
apporteront un élément de réponse à cette hypothèse. 
 

De nombreuses espèces de fourmis arboricoles construisent des nids ou des galeries en 
carton. Dans la plupart des cas, elles ne s’installent pas sur une espèce de plante en particulier mais 
sont au contraire très opportunistes dans le choix du support. Par ailleurs, certaines fourmis 
impliquées dans des symbioses avec des plantes myrmécophytes fabriquent, elles aussi, du carton. 
Malheureusement, nous disposons de très peu d’échantillons de carton par espèce de fourmi et ces 
échantillons ne couvrent qu’une seule espèce de plante par espèce de fourmi. Il est donc impossible 
de conclure sur la spécificité des souches de Chaetothyriales du carton par rapport à l’espèce de 
fourmi qui le construit et par rapport à la plante support. A l’exception de quelques souches 
distribuées isolément dans le phylogramme, les souches du carton sont groupées dans deux clades 
(le clade « carton » et le clade « mixte »), ce qui suggère que la construction de carton par les fourmis 
puisse être à l’origine d’une diversification des Chaetothyriales. 
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Les Chaetothyriales  associés aux fourmis dont les séquences ont été obtenues dans cette 
étude forment trois grands clades quasi-monophylétiques au sein d’un ordre très diversifié. La 
phylogénie pourrait ainsi témoigner de radiations survenues chez ces champignons à la suite d’un 
faible nombre d’acquisitions par des systèmes impliquant des fourmis. Ces fourmis n’étant pas 
apparentées, il s’agirait plutôt d’évènements de spéciation liés à des changements d’hôtes qu’à de la 
co-spéciation. Le clade « domatie » est proche du clade des champignons parasites des bactéries de 
la cuticule des fourmis Attines. Au sein des Chaetothyriales, des clades sont donc constitués presque 
exclusivement de champignons qui entretiennent des relations particulières avec différentes espèces 
de fourmis. Il semblerait que l’association avec les fourmis forme une niche particulière qui induit 
une diversification dans certains groupes de Chaetothyriales. On retrouve également des 
Chaetothyriales dans d’autres systèmes impliquant des fourmis (pour lesquels les souches n’étaient 
pas disponibles pour cette analyse) tels que le carton des Lasius d’Europe (Schlick-Steiner et al., 
2008) ou les pièges des Allomerus de Guyane française (Dejean et al., 2005; Ruiz-Gonzalez et al., 
2011) ce qui montre que l’association Chaetothyriales/fourmis est largement répandue. 
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Annexe 1 : Echantillonnage taxinomique des souches non associées aux fourmis. Les séquences « c » 
ont été obtenues par Cécile Guidan (Gueidan et al., 2008).  

Souches nLSU  nSSU  mtSSU 

Pourcentage 
de 

réalisation 
  A95 c c   67 
  Capronia fungicola c c   67 
  Capronia moravica c c   67 
  Capronia munkii c c   67 
  Capronia parasitica c c   67 
  Capronia peltigerae c c   67 
  Capronia pilosella c c   67 
  Capronia semiimmersa c c   67 
  Capronia sp102 c c   67 
  Capronia sp236 c c   67 
  Capronia sp26 c c c 100 
  Capronia sp315 c c c 100 
  Ceramothyrium carniolicum c c   67 
  Cladophialophora arxii CBS 306 94 c c c 100 
  Cladophialophora australiensis CBS 112793 c c c 100 
  Cladophialophora bantiana CBS 173 52   c c 67 
  Cladophialophora boppii c c c 100 
  Cladophialophora carrionii c c c 100 
  Cladophialophora chaetospira CBS 491 70 c c c 100 
  Cladophialophora devriesii CBS 147 84 c c c 100 
  Cladophialophora emmonsii CBS 640 96 c   c 67 
  Cladophialophora hostae CBS 121637 c c c 100 
  Cladophialophora humicola CBS 117536   c c 67 
  Cladophialophora immunda CBS 834 96 c c c 100 
  Cladophialophora minourae c c c 100 
  Cladophialophora minutissima CBS 121758 c   c 67 
  Cladophialophora modesta c c c 100 
  Cladophialophora mycetomatis CBS 122637 c c c 100 
  Cladophialophora mycetomatis CBS 454 82 c c c 100 
  Cladophialophora potulentorum CBS 112222 c c c 100 
  Cladophialophora proteae CBS 111667 c c c 100 
  Cladophialophora samoensis CBS 259 83 c c c 100 
  Cladophialophora saturnica CBS 102230 c c c 100 
  Cladophialophora scillae CBS 116461 c c c 100 
  Cladophialophora subtilis CBS 122642 c c c 100 
  Cladophialophora sylvestris CBS 350 83 c c c 100 
  Cladophialophora yegresii CBS 114405 c c c 100 
  Coniosporium perforans c c c 100 
  Cyphellophora laciniata c c c 100 
  Deep sea sp He5C   c   33 
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Deep sea sp MV 15C   c   33 
  Deep sea sp MV 1C   c   33 
  Deep sea sp MV 26C   c   33 
  Epibryon bryophilum M2 c c   67 
  Epibryon diaphanum M122 c c   67 
  Epibryon hepaticola M10 c c   67 
  Epibryon hepaticola M224 c c   67 
  Epibryon intercapillare M125 c c   67 
  Epibryon interlamellare M1 c c   67 
  Epibryon interlamellare M223 c c   67 
  Epibryon interlamellare M32 c c   67 
  Epibryon plagiochilae M187 c     33 
  Epibryon sp M175 c c   67 
  Epibryon sp M274 c c   67 
  Epibryon turfosorum M292 c     33 
  Exophiala bergeri c c c 100 
  Exophiala castellanii c c c 100 
  Exophiala crusticola CBS 119970 c c c 100 
  Exophiala dermatitidis c c c 100 
  Exophiala exophialae CBS 668 76 c c c 100 
  Exophiala jeanselmei c c   67 
  Exophiala lecanii corni c c c 100 
  Exophiala nigra c c c 100 
  Exophiala nishimurae CBS 101538 c c c 100 
  Exophiala oligosperma c c c 100 
  Exophiala pisciphila c c c 100 
  Exophiala salmonis c c c 100 
  Exophiala spinifera CBS 101534 c   c 67 
  Exophiala spinifera CBS 899 68   c   33 
  Exophiala xenobiotica c c c 100 
  Fonsecaea monophora c c c 100 
  Fonsecaea pedrosoi CBS 271 37   c c 67 
  Fungal endophyte isolate 422 c     33 
  Fungal endophyte isolate 4466 c c   67 
  Glyphium elatum c c c 100 
  H5 c c   67 
  Leptomeliola ptilidii M186   c   33 
  Phaeococcomyces catenatus   c c 67 
  Phialophora europeae c c c 100 
  Phialophora sp Ae300 c     33 
  Phialophora sp al040117 15 c     33 
  Phialophora sp cco1112 06 c     33 
  Phialophora sp nmg01112 03 c     33 
  Phialophora sp sp011018 01 c     33 
  Phialophora sp sp011130 01 c     33 
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Phialophora sp sp011130 04 c     33 
  Phialophora sp ugm021228 07 c     33 
  Phialophora verrucosa c c c 100 
  Pleostigma jungermannicola M174 c c   67 
  Ramichloridium anceps c c c 100 
  Rhinocladiella aquaspersa CBS 122635 c c c 100 
  Rhinocladiella mackenziei CBS 650 93 c   c 67 
  Sarcinomyces petricola c c c 100 
  Teichospora sp M195 c c   67 
  TRN1 c c c 100 
  TRN107 c c c 100 
  TRN115 c c c 100 
  TRN14   c c 67 
  TRN210 c c c 100 
  TRN214 c   c 67 
  TRN247 c c c 100 
  TRN30 c c c 100 
  TRN4 c c c 100 
  TRN436 c c   67 
  TRN475 c c c 100 
  TRN486 c c c 100 
  TRN488 c   c 67 
  TRN493 c c c 100 
  TRN497   c c 67 
  TRN506 c   c 67 
  TRN508 c c c 100 
  TRN515 c c c 100 
  TRN531 c c c 100 
  Verrucaria viridula c c c 100 
 

Groupe externe 
Verrucula inconnexaria1 c c c 100 

 Staurothele areolata c c c 100 
 Placopyrenium bucekii1 c c c 100 
 Endocarpon pallidulum c c c 100 
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Résumé : Les symbioses sont des interactions très étroites entre organismes et sont souvent à l’origine de la 
diversification des groupes impliqués. Des études récentes ont montré que des champignons de l’ordre des 
Chaetothyriales vivent en symbiose avec les fourmis, en particulier dans les symbioses plante/fourmis (où la 
plante héberge les fourmis en échange de protection contre les herbivores) et dans le carton fabriqué par de 
nombreuses fourmis arboricoles. La diversité des symbioses plante/fourmis résulte d’un nombre élevé de 
convergences évolutives, avec très peu de radiations. La phylogénie multilocus obtenue au cours de ce stage 
permet de reconstruire l’histoire évolutive de 81 souches de Chaetothyriales associées aux fourmis. Cette 
phylogénie regroupe ces champignons en trois grands clades. La diversification de ces champignons résulte 
donc de radiations évolutives faisant suite à un nombre réduit d’apparitions au cours de l’évolution, 
contrairement aux fourmis et plantes associées. Dans ces systèmes, la diversité des symbiotes ne s’est donc 
pas mise en place par co-spéciation mais plutôt par des changements d’hôtes. Etant donné l’existence d’autres 
types d’association entre fourmis et Chaetothyriales, il est possible qu’une grande part de la diversification de 
l’ordre soit liée à l’association avec les fourmis. 

Abstract: Symbioses are very tight interactions between two or more associates. They often lead to the 
diversification of the involved groups. Recent studies have shown that fungi belonging to the order 
Chaetothyriales live in symbiosis with ants, in particular in ant/plant symbioses (in which the plant provides the 
ants with nesting cavities and the ants in return protect the plant against herbivores) and in the carton structures 
built by numerous tree-nesting ants. Evolutionary convergences account for most of the diversity in ant/plant 
symbioses, with very few radiations. A multilocus phylogeny constructed during this study traces the evolutionary 
history of 81 strains of Chaetothyriales associated with ants. These strains cluster in three clades. In 
consequence, diversification in this group results from a small number of independent appearances of 
association with ants followed by evolutionary radiations, which is an evolutionary pattern very different from that 
shown by both associated ants and plants.  In these systems, it is not co-speciation but host switching that 
explains symbiont diversity. Other associations involving Chaetothyriales and ants have been described. It is 
thus possible that a significant part of the order’s diversification could be linked to the evolution of association 
with ants.  
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