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I Introduction 

Le bois possede une structure tres complexe, mais il est souvent attaque par des champignons 
lignivores qui provoquent des pourritures. La pourriture correspond a une deterioration 
profonde et irreversible par hydrolyse enzymatique affectant non seulement les caracteres 
chimiques mais aussi et surtout les proprietes physiques, mecaniques et esthetiques du bois. 
On observe trois types de pourritures qui different par leur mecanisme de degradation : les 
pourritures cubiques, fibreuses et molles. 

Afin de pouvoir detecter et identifier rapidement la presence d'un champignon dans un sciage 

ou une bille de bois, il faut developper de nouveaux moyens de detection. Cela permettra de 

traiter avec une efficacite optimale (au bon moment et a la bonne dose) avec des fongicides 

rnieux cibles et moins toxiques. 

Une etude precedente a permis de caracteriser par PCR/RFLP des espaceurs transcrits ITS de 

I' ADN ribosornique nucleaire de 103 Basidiomycetes de l'ordre des Aphyllophorales. La 

region des ITS a evolue de maniere assez stable au cours de l'evolution, mais elle presente des 

mutations qui permettent de reveler des differences. De plus, cette sequence est tres repetee, 

elle presente plusieurs centaines de copies dans chaque cellule. La region amplifiee comprend 

a la fois a une region codante, le gene codant pour la petite sous unite ribosomale 5,8 S peu 

variable et a des regions non codantes les espaceurs ITS 1 et ITS2 variables. 

II a ete mis en evidence un polymorphisme de longueur de l 'ITS entre les souches qui pourrait 

etre utilise comme un element de reconnaissance des especes sans toutefois donner 

d'indication sur le type de pourriture. Ensuite les profils par PCR/RFLP ont permis de 

caracteriser les champignons et de Jes regrouper par comparaison des profils. Ces resultats ont 

montre une reelle diversite des champignons, mais ils ne permettent de predire que la famille 

et le genre du champignon. 

Ces dernieres annees, l ' etude des sequences nucleotidiques a fait I' obj et de nombreuses 

publications. Elles ont porte sur differentes parties du genome et sur des champignons tres 

varies. Mon travail a consiste a etablir une banque de sequences de 69 Aphyllophorales. 

L'analyse phylogenetique de la portion de la region ITS de I' ADNr nucleaire, section a 
evolution rapide va nous permettre d'etudier la grande diversite genetique des souches, 

d' approfondir la variabilite inter et intraspecifiques entre Jes souches. 
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II Bibliographie 

Cette partie a pour objectif de donner les caracteristiques generales des champignons puis des 

caracteristiques specifiques aux champignons lignivores. 

1- La place des champignons dans le monde vivant 

Les champignons forment un regne a part entiere (environ un million d'especes). 

Ce sont des organismes eucaryotes : 

- - Ils sont, pour la plupart d'entre eux immobiles ce qui les differencie des algues. 

Ils sont constitues d'u~ thalle. Les champignons sont des organismes filamenteux 
~ 

capables de se developper en saprophyte (aux depens de la matiere morte), en 

parasite (aux depens de la matiere vivante), en symbiose (association a benefice 

mutuelle avec un organisme autotrophe vis-a-vis du carbone). 

Leur paroi contient de la chitine a la difference des bacteries et des vegetaux. 

Ils ne possedent pas de pigments chlorophylliens done ils sont incapables de 

synthetiser des hydrates de carbone a partir du CO2 et d'H20 : les champignons 

lignivores sont heterotrophes par rapport au carbone. La nutrition carbonee depend 

done de la degradation des produits organiques comme les membranes cellulaires 

du bois occasionnant ce que l'on appelle la pourriture du bois. 

La pourriture correspond a une deterioration profonde et irreversible par hydrolyse 

enzymatique affectant non seulement les caracteres chimiques mais aussi et surtout les 

proprietes physiques, mecaniques et esthetiques du bois. 

2- Classification des champignons 

On distingue 4 divisions dans le regne fongique : 

D Gymnomycota : 

Ce sont des champignons caracterises par un stade mobile. Ils sont alors capables de 

phagocytose. On y retrouve notamment les Myxomycetes. 

D Deuteromycota : fungi impeifecti 
On ne connait pas leur mode de reproduction (supposee asexuee). On y retrouve plus d'un 

tiers des especes. Certains Deuteromycetes sont responsables de pourritures molles, d'autres 
sont des agents de discoloration .. Ils ont un mycelium cloisonne. 
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D Mastigomycota ·: 

Ce sont des champignons a reproduction sexuee. On y trouve des especes importantes en 

agronomie telles que Jes Pythium, responsable de la fonte des semis ainsi que Phytophtora 

infestans et Plasmora viticola respectivement responsables des mildous de la pomme de terre 

et de la vigne. 

D Amastigomycota : 

Ce sont des champignons a reproduction sexuee selon le type d'hyphes On trouve trois 

sous-divisions : 

• . Zygomycetes : Hyphes siphonnees 
Ils comprennent l'ordr~ de Mucorales, genre Rhizopus, a. l'origine d'alteration des 

fruits , des cereales. Le genre Mucor quant a lui est a l'origine d'accidents de 
fabrication du fromage. 

• Ascomycetes : Hyphes cloisonnees 
Reproduction sexuee a formation endogene. Ils sont a l' origine de pourritures 

cubiques, fibreuses ou molles. On y retrouve des champignons importants pour leur 
pathogenie agricole (Erysiphales ou 01dium de la vigne, du rosier) mais aussi pour leur 
renommee culinaire (Morilles et Truffes). 

On compte deux classes : 

les Hemiascomycetes : pas de sporophore done asques libres 

les Euascomycetes : asques reunis dans un sporophore ; 

3 sous classes : Pyrenomycetes et Discomycetes qui sont des champignons 

parasites, saprophytiques, symbiotiques et les Plectomycetes. 

• Basidiomycetes : Hyphes cloisonnes OU septes 

Reproduction sexuee a formation exogene (voir II 4-). Ils sont a I' origine de 

pourritures cubiques, fibreuses. Ce sont des agents de discoloration. 
La encore, on trouve des agents bien connus, tout d'abord sur le plan agronomique 

avec les Uredinales (agent de la rouille) mais aussi sur le plan gastronomique (les 
champignons de Paris, les cepes, les chanterelles) ou encore des champignons reputes 
pour leur toxicite tels que l'Amanite phallo1de. 

On compte deux classes : 

Jes Teliomycetes (Gymnosporium, Leucosporidium . .. ) 

les Hymenomycetes regroupent la majorite des champignons lignivores : elle se 

caracterise par une formation sporifere particuliere : l'Hymenium (H) . II se 

developpe et constitue le sporophore. 

Cette classe regroupe les champignons Agaricales (hymenium lamelle) et les 

Aphyllophorales (hymenium non lamelle en general , a croissance indefinie et 

exterieure). 
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Les champignons etudies dans ce -projet appartiennent tous a cet ordre : ce sont des Polypores 

dont les principales familles sont Coniophoraceae, Corticaeae, Ganodermataceae, 

Hymenochateceae, Polypoaceae, Steraceae. 

3- Structure et organisation des champignons lignivores 

Ils soot composes d'un appareil vegetatif appele le mycelium (ou thalles filamenteux), et 

d'appareils de reproduction appeles sporophore. 

3.1 L'appareil vegetatif 

,. 
Le mycelium est constitue d'un ensemble de filaments tres fins (0,5 a 7 µm). Chacun de ces 

filaments myceliens ou hyphes est lui-meme constitue de cellules incolores ou hyalines, 

cylindriques. Cet etat multinucle definit la structure ccenocytique. 

Les hyphes croissent par leur extremite, en meme temps apparaissent des branches laterales 

dont la multiplication aboutit a faire du mycelium un vaste ensemble tres ramifie mais forme 

de cellules semblables. 

Les cellules de champignons secretent des enzymes qui reduisent les composes organiques 

insolubles (lignines, celluloses, hemicelluloses) en hexoses solubles qu'elles peuvent 

absorber. 

Les hyphes se developpent en suivant les cavites des cellules du bois. Ils sont septees : le 

cytoplasme est subdivise en compartiments par des cloisons de chitine incompletes done il 

subsiste des perforations. Cette organisation caracterise le groupe des Septomycetes ou des 

champignons superieurs. 

Remarque : il existe un autre type d'hyphes, ce soot des hyphes non-cloisonnees ou hyphes 

siphonnees. 

11 y a deux types de mycelium : le mycelium intraligneux qui croit clans le bois en le 
detruisant et le mycelium superficiel, a la surface du bois qui a l'apparence de la ouate et qui 
peut prendre differentes couleurs. Les champignons destructeurs du bois ne possedent pas 
tous de mycelium superficiel. 

3.2 L'appareil reproducteur 

II apparait lorsque le mycelium et la degradation ont atteint un _stade avance, le champignon 

laisse apparaitre a la surface du bois ses organes de fructification aussi appeles sporophores. II 
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est important pour la determination des champignons (forme, couleur, nature). A la surface ou 

a l'interieur des sporophores se developpe l'hymenium de constitution differente selon le genre 

de champignons. II est recouvert des cellules reproductrices, les basides donnant naissance a 
des spores. Les spores sont disseminees par le vent, l'eau, les insectes ... En germant, la spore 

engendre un mycelium primaire mononuclee perpetuant le cycle biologique du champignon. 

4- La reproduction chez Jes champignons 

II existe deux modes de reproduction : sexuee et asexuee. On les observe dans des conditions 

precises, encore connue pour de nombreuses especes. Les champignons pour lesquels la 

reproduction sexuee n'a pas ete observee sont regroupes dans la classe des Deuteromycetes ou 

champignons imparfaits. Chez les champignons superieurs, la reproduction sexuee se produit 
" 

par rencontre de thalles primaires mononuclee, la fecondation s' effectue en 2 temps : 

Les cytoplasmes des myceliums primaires hapI01des fusionnent, c'est la plasmogamie. 

Ensuite le mycelium secondaire constitue d'une cellule dicaryotique a ses deux 

noyaux qui se divisent de fa<;:on simultanee. 

Puis les noyaux fusionnent, c'est la caryogamie. 

La meiose produit des spores hapI01des dans des structures dont la forme est 

caracteristique. Chez les Ascomycetes, ce sont les asques dans lesquels les spores sont 

internes. Chez les Basidiomycetes, ce sont les basides qui portent les spores a 
I' extremite des sterigmates. 

5- Les conditions necessaires au developpement des champignons lignivores 

Un champignon ne peut croltre qu'en presence dans le milieu exterieur d'un substrat 

assimilable, dans des conditions physiques, chimiques et biologiques determinees. 

5-1 Le substrat 

Les champignons degradant le bois trouvent les substances nutritives directement dans les 

cellules du bois (albumine, Oses, amidon) ou de I 'hydrolyse enzymatique de leur paroi 

(cellulose, lignine, hemicellulose). Certaines especes sont specifiques des essences resineuses 

(e.g. Antrodia serialis, Poria placenta ... ), d'autres, des essences feuillues (e.g. Trametes 

versicolor, Phellinus torulosus ... ) et d'autres peuvent attaquer indifferemment les deux 

groupes d'essences (e.g. Oligoporus caesius, Donkioporia expansa .. . ). 

5.2 Le taux d'humidite 

C' est une condition importante pour la germination des spores ~t la croissance du mycelium. 

II existe une relation de dependance entre le phenomene de pourriture et le taux d'humidite. 

Tant que le bois conserve une humidite inferieure ou egale a 20-22%, il demeure insensible a 
./ 
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l'attaque des champignons. L'hurnidite optimale pour le developpement du mycelium se situe 

entre 30% et 50% selon les champignons. 

5.3 La presence d'oxygene 

Les champignons lignivores sont des organismes aerobies. Ils ont besoin d' oxygene pour 

realiser l'oxydation des sucres: 

Sucre + oxygene ~eau + gaz carbonique + energie 

Remarque : Les champignons de pourriture molle peuvent se developper dans des conditions 

proches cte I' anaerobie. 

8 

5.4 La temperature 

Pour les champignons des regions temperees, la temperature optimale de developpement varie 

entre 20 et 30°C. La croissance debute a une temperature rninimale, elle devient de plus en 

plus active a la temperature optimale puis decroit pour s'annuler a une temperature maximale 

(annexe 1). 

Rares sont les especes qui supportent des temperatures superieures a 60°C. Par contre, la 

resistance aux temperatures rninimales est tres grande. Les temperatures les plus froides 

reduisent leur activite jusqu'au retour des temperatures favorables. 

5.5 LepH ' 

Le bois est un milieu globalement acide : le pH est compris entre 3 et 5. Les champignons ont 

tous une action acidifiante due a leur metabolisme sur le bois. Le pH optimum de 

developpement se situe generalement entre 4,5 et 5,5. 

5.6 La lumiere 

Les champignons croissent a l'obscurite. La lumiere peut se reveler indispensable pour 

!'induction de la sexualisation des thalles et !'apparition de fructifications (sporophores). 

5.7 L'azote 

Les besoins en azote des champignons lignivores sont variables en fonction de l'etat vegetatif 

ou reproductif du thalle. Ainsi, ces besoins peuvent devenir importants lors de la fructification 

et de la formation des spores. 
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6- Les pourritures du bois 
Le mode d'action des champignons sur le bois est variable. La structure du bois conditionne 

Jes differents types de pourritures. 

6.1 Structure et composition du bois 

II existe deux groupes d'especes ligneuses : les Angiospermes qui comprennent les especes 

feuillues et les Gymnospermes qui comprennent les especes resineuses. La difference entre les 

deux reside dans la structure ligneuse (fibres et tracheides) qui est elaboree differemment et 

de fa9on plus complexe chez les feuillus. 

6.1.1 Structure ge~erale du bois et des parois cellulaires 

Au cours de la croissance secondaire, l' assise generatrice liberoligneuse elabore, du cote de la 

moelle, le bois ou circulent la seve brute et, du cote de l' ecorce, le phloeme secondaire ou 

circule la seve elaboree constituee des polymeres du glucose : la cellulose, I 'hemicellulose et 

la lignine. 

L'aubier (bois le plus jeune) se juxtapose au cambium. La differenciation des elements 

secondaires a partir du cambium apres maturation des cellules conduit a la formation d'un 

tissu vivant, le parenchyme, qui joue un role dans l' elaboration des substances complexes et 

de la mise en reserve de l'amidon. L'aubier est physiologiquement actif, il est permeable aux 

substances, peu dense, peu resistant, done toujours rapidement perissable sous l'emprise des 

champignons et des insectes xylophages. 

Le bois parfait ( cceur ou duramen) qui a un role de soutien. Il est issu du parenchyme en voie 
de disparition. 11 est constitue de diverses substances (tanins, resines, sels d'acides 
organiques) qui conferent a chaque espece une durabilite naturelle plus ou mains importante. 

Quelle que soit l' espece ligneuse, la paroi cellulaire de fibres et de tracheides est constituee de 
quatre couches concentriques differentes formant les parois primaire et secondaire qui 
comprennent trois sous couches: Sl, S2 et S3. 

Chaque couche primaire et secondaire est composee de plusieurs couches de cellulose, avec 

entre elles de l'hemicellulose. La lignine vient incruster !'ensemble des parois et confere a cet 

ensemble une rigidite particuliere. 

Quelques particularites : 

La paroi primaire (P) a des fibrilles de cellulose sans orientation particuliere par 

opposition aux autres·couches. 

La paroi secondaire S2 determine les proprietes du materiau car c'est la plus 

epaisse des trois couches. 

' / 
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Les cellules voisines sont separees par la lamelle riche en lignine. Elles communiquent entre 
elles par l' intermediaire d'orifices circulaires ou ponctuations. Elles sont riches en pectine, 
mais ne contiennent pas de cellulose. 

6.1.2 Composition chimique du bois 

Il est constitue de 50% de C, de 43% de 0, de 6 % de H et de 0,5% de N. 

Il comprend une tres grande quantite d'eau. Les constituants organiques des membranes 

cellulaires sont des polymeres permanents, on trouve aussi des substituants non permanents. 

"-7 Les composes permanents : 
La cellulose (35-60). IElle represente 40 % des bois feuillus et 45 % des bois 
resineux. C'est un polymere de glucose (C6H100 5)n unis par des liaisons 1-4. Elle 
est presente dans les membranes primaires et secondaires sous forme de 
microfibrilles. Elle se presente en structure cristalline organisee (70) done seule la 
partie amorphe est reactive aux agents chimiques. 
Les hemicelluloses (10-20). Elle represente 30 % des bois feuillus et 20 % des bois 
resineux. Ce sont des hydrates de carbone constitues a partir de xylose, 
d'arabinose, de mannose, de galactose, de glucose et d'acide uronique. C'est une 
matrice amorphe hydrophile. 
La lignine (20-30). Elle represente 20-35 % des bois feuillus et 15-25 % des bois 
resineux. Un monomere est constitue de phenylpropane : un phenol 3,5 
disubstitues par RI, R2 + une chaine de 3 carbones (annexe 2) ; il existe trois 
types de monomeres differents. Le monomere apolaire penetre la matrice ce qui 
rigidifie la structure. 

' 

"-7 Les composes non permanents 

Ce sont des resines, des colorants, des toxiques. Les principaux elements non permanents sont 

les tanins : ce sont des composes phenoliques qui contribuent a la durabilite naturelle et a la 

couleur du bois. 

6.2 Les diff erents types de pourriture du bois 

Il y a trois types de pourritures du bois : la pourriture cubique (ou brune) et la pourriture 

fibreuse (ou blanche) dues aux Ascomycetes et principalement aux Basidiomycetes ; la 

pourriture molle due aux Ascomycetes et aux Fungi imperfecti. 

6.2.1 . La pourriture cubique 

Elle resulte de la degradation des polysaccharides du bois mais peu la lignine ce qui donne 

une coloration foncee au bois d'ou son nom de pourriture brune. Elle agit par des oxydations 

(dimethylation en presence d'oxygene par des oxygenases extracellulaires). Les champignons 

de pourritures cubiques ne representent que 7 % de !'ensemble des basidiomycetes mais ce 
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sont les champignons les plus destructeurs. Le bois est tres altere dans sa structutre et devient 

friable. On trouve dans ces champignons, entre autres, Poria vaillantii, Coniphora puteana, 

Lenzites trabea. Le mycelium envahit le bois par les vaisseaux et les rayons. Les filaments 

myceliens sont presents dans les tissus y compris dans les fibres. Le mode d'action est 

different chez les resineux et chez les feuillus. 

6.2.2. La pourriture fibreuse 

Tous les constituants des membranes sont touches : la cellulose et la lignine sont touchees 

simultanement ou la lignine preferentiellement. Le bois atteint conserve en partie sa structure 

et son aspect n'est modifie que par un changement de couleur tendant vers le blanc d'ou le 

nom de pourriture blanche. Lesrchampignons fibreux sont les seuls capables de degrader 

totalement la lignine jusqu'au CO2 et H20 . Le bois a une consistance molle et n'est pas friable. 
La progression du mycelium se fait par les ponctuations. Le mycelium perce les cloisons 
transversalement grace a un processus enzymatique membranaire complete par un processus 
purement mecanique. Dans le cas de pourritures dites vraies, l'amincissement des parois 
cellulaires du bois et la formation des cavites dans la couche S2 sont caracteristiques. 

6.2.3. La pourriture molle 

Ces charnpignons sont plus rares car cette pourriture exige une humidite elevee. La cellulose 
est degradee plus vite que la lignine. La pourriture molle est caracterisee par un 
ramollissement superficiel du bois dont la couleur devient noiratre. L'attaque du bois est tres 
differente de celle des pourritures cubiques et fibreuses. 

' 

Remarques : Les proprietes physiques et mecaniques sont modifiees : la densite est inferieure, 

la retractibilite est augmentee. Les differentes resistances en flexion dynamique, statique, a la 

compression sont atteintes. 

6.3 Modes d'action des champignons lignivores 

Les champignons lignivores attaquent le bois en effectuant une degradation enzymatique de la 
cellulose, des hemicelluloses et de la lignine. 

La cellulose. Phase precellulolytique : la cellulose est protegee par la lignine, la 

premiere phase permet de desorganiser ce systeme protecteur pour permettre 

l'acces aux enzymes cellulolytiques au niveau des microfibrilles de cellulose. 

Phase cellulolytique : Les ectoenzymes sont secretes par le mycelium present dans 

le bois. Elles ont une action au niveau des parois, elles coupent la cellulose en 

cellobiose. Les molecules de cellobiose diffusent a travers la membrane des 

filaments myceliens. Puis a l'interieur des cellul~s fongiques, des cellobiases 

hydrolysent la cellobiose. II existe aussi des cellulases dont le mode d'action est le 

suivant exogluconasedisaccharide cellobiose/endogluconase sites 
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supplementaires pour exogluconase B glucosidases = cellobiases hydrolyse les di­

tri-tetra saccharides. 

L' hernicellulose : elle ne rentre pas dans le systeme protecteur de la cellulose. Elle 

est degradee de la meme maniere que la cellulose. 

La lignine : Il y a des enzymes fongiques extracellulaires qui depolymerisent la 

lignine par !'action des ligninases peroxydases. Elles fonctionnent parfois avec des 

cofacteurs (ex. : Mn2
+ = cosubstrat). La plus etudiee est une oxygenase H20 2 

dependante qui fait des oxydations non stereospecifique (fugure 9). Remarque : 

cette reaction peut se faire en ana- ou aerobie a partir d'H20 2 ou d'02• 

7- Les champignons de discoloration 

Ce sont des champignons lignivo~es qui provoquent une modification de la couleur du bois 
sans en modifier autrement !'aspect et la consistance. Certains champignons de discoloration 
ne sont pas des champignons lignivores comme, par exemple, les moisissures provoquees par 
les Phycomycetes et les Deuteromycetes. 

De nombreuses especes de champignons provoquent ces discolorations dont la plus connu se 
traduit par un bleuissement du bois. Dans tous les cas le phenomene obeit a un processus 
sirnilaire aussi bien sur les feuillus que sur les resineux. Les champignons developpent dans 
les tissus du bois un mycelium constitue de filaments a paroi brune. La coloration bleue est 
due a un phenomene de diffraction sur les filaments myceliens fonces. Ces champignons 
vivent aux depens des contenus cellulaires. 

' ,. 
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III Materiel et methodes 

1- Materiel biologique 

1.1 liste des basidiomycetes etudies 

La mycotheque du laboratoire de preservation est constituee d' environ 200 souches de 
champignons lignivores responsables de pourriture cubique, fibreuse, et molle. Les 
champignons etudies ont ete choisis parmi 103 souches dont le profil de restriction a ete 
realise par PCR-RFLP dans une etude precedente. Les champignons etudies clans le cadre de 
ce travail (tableau 1) sont des basidiomycetes appartenant tous a l'ordre des Aphyllophorales. 

Tableau 1 : Liste des champignon~ etudies. 

Familles, Especes N°Ref. Origine TP 

ACANTHOPHYSIACEA 

Xylolbus 

frustulatus 4420 Herbier J. Boidin F 

FISTULINACEAE 

Fistulina 

hepatica 
' 

161.30 Central bureau voor C 

Schimmelcultures 

GANOTERMATACEAE 

Ganoderma 

applanatum 175.30 Central bureau voor C 
Schimmelcultures 

athrecinsonlis 4355 Herbier J. Boidin F 

lucidum 4301 Base tronc Quercus sp.1982 F 

resinaceum 4361 Herbier J. Boidin F 

4351 Herbier J. Boidin F 

4143 Herbier J. Boidin F 

HERICIACEAE 
Hericium 

corraloides 9910 Central bureau voor F 

Schimmelcultures 

/ 
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HYMENOCHAETACEAE 
Inonotus 

radiatus 486 Herbier J.Boidin F 

Phellinus 

pini 202 Herbier J. Boidin F 

pomaceus 300 Herbier A. David F 

torulosus (2) 223-1 Herbier A. David F 

223-2 F ,. 

PODOSCYPHACEAE 
Podoscypha 

petalodes 4317 Pakistan, 1962 F 

ursina 7034 Herbier J. Boidin F 

POLYPORACEAE 
Abortiporus 

biennis 4399 Bois indeterrnine mort au F 

sol, France, 1970 

4354 Herbier A. David F 

Antrodia 

cf. vaillantii 4491 Herbier A. David C 

Cerrena 

unicolor (2) 3948-1 Bille de Pycnanthus angolensis 

3948-2 Cameroun, 1981 F 

Climacocystis 

borealis 526 Herbier J. Boidin F 

Donkioporia 

expansa 4415 Herbier J. Boidin F 

3021 Herbier J. Boidin F 

Favolus --

alveolaris 975 Bille essence indeterrninee, F 
/ 
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Cote d'Ivoire, 1978 

Fornes 

f omentarius 4549 Arbre sur pied, Betula sp., F 

France, 1970 

3470 Arbre sur pied Quercus sp., F 

France, 1978 

Fomitopsis 

officinalis 4343 Herbier J. Boidin C 

pinicola 4311 Herbier J. Boidin C ,. 

4295 Herbier J. Boidin C 

Gloeophyllum 

abietinum 155 Bille Picea sp. France, C 

1980 

trabeum 900.73 Central bureau voor C 

Schimmelcultures 

Heterobasidion 

annosum , 2031 Herbier J. Boidin F 

4278 Herbier J. Boidin F 

Hexagonia 

nitida 212.53 Central bureau voor F 

Schimmelcultures 
_; 

4419 Herbier J. Boidin F 

Laetiporus 

sulphureus 440 Herbier J. Boidin C 

Lenzites 

betulina (2) 102.11.1 Central bureau voor F 

102.11.2 Schimmelcultures 

Meripilus 

giganteus 4357 Herbier A. David F 

-· 

' / . , 
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Merulius 

tremellosus 6550 Petit ouvrage hydraulique, F 

France, 1978 

Oligoporus 

stipticus 332 Herbier A. David C 

Oxyporus 

latemarginatus 298.33 Central bureau voor F 

Schimmelcultures 

4211 Bois au sol indeterrnine, F 

Madagascar, 1971 ,. 

279 Bois au sol indeterrnine, F 

Madagascar, 1971 

365 Herbier J. Boidin F 

Oxyporus sp. 4370 Terminalia superba essai F 

de champs hors sol, France, 

1979 

Perenniporia 

fraxinea 190 Herbier A. David F 

' 
medullopanis 4597 Menuiserie exterieur Prunus F 

avium, France, 1978 

subacida 985 Menuiserie exterieur, bois F 

indeterrnine, Guyane, 1975 

549 Herbier A. David F 

4553 Herbier A. David F 

Phlebiopsis 

roumeguerei 6570 Quercus, Drome, 1970 F 

Polyporus 

melanopus 182 Herbier A. David F 

Poria 

placenta 384.82 Central bureau voor C 

Schimmelcultures --

- / ~, 
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Rigidoporus 

ulmarius 3027 Herbier J. Boidin 

Spongipellis 

spumens 314 Herbier A. David 

986 Herbier A. David 

988 Herbier A. David 

154 Herbier A. David 

4566 Herbier J. Boidin 

349 Herbier A. David 

Trametes 
;. 

odorata 166 Herbier A. David 

534 Herbier A. David 

4166 Herbier A. David 

pubescens 288 Betula sp. arbre mort sur 

pied, France, 1970 

versicolor 34671 Piguet indetermine, 

Portugal, 1969 

STEREACEAE 
Stereum 

rigosum 3837 Quercus ilex, Ardeche, 

1960 

sanguinolentum 529.50 Central bureau voor 

Schimmelcultures 

N° Ref. : numero de reference 
TP: Type de pourriture (C: Cubique, F: Fibreuse) 

Les herbiers de A. David et J. Boidin se trouvent a la faculte de Pharmacie de Lyon. 

Le Central Bureau Voor Schimmelcultures se trouve en Hollande. 

1.2 Production du mycelium 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

Pour chaque souche, des repiquages successifs ont ete realises par simple bouturage vegetatif. 
Les myceliums ont ete produits, en culture pure, en boite de Petri sur milieu de culture gelose 
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( 4% malt, 2% agar) recouvert d'une membrane de cellophane. Les champignons sont mis en 
culture a 22°C, a un taux d'humidite de a 70 % a l'obscurite. Le temps de croissance est 
variable (environ de 3 semaines). 

Une fois que le mycelium a recouvert la boite de Petri, il est preleve aseptiquement sous hotte 
a flux laminaire. II faut prendre soin d'eliminer toutes traces de milieu de culture (notamment 
l' implant de culture) et faire attention car certains champignons attaquent le film de 
cellophane. Les myceliums sont ensuite transferes dans de l'azote liquide puis conserve a 
-80°C. Le mycelium peut ainsi etre conserve quelques annees. 

2- Methodes 

2.1 Extraction de I' ADN total 

L'extraction de l' ADN a partir des myceliums congeles a ete realisee a l'aide du kit de 
purification de l'ADN pour vegetaux superieurs DNeasy distribue la societe Qiagen. 

Dix a 40 mg de mycelium ont ete preleve dans un tube a microcentrifuger de 1,5 ml, on y a 

ajoute une pincee de sable de Fontainebleau. Le mycelium est ensuite broye avec un 

micropilon. Puis 400 µ1 de tampon de lyse APl et 4 µl de RNAse A (100 mg/ml) sont ajoutes. 

La suspension est vortexee puis incubee au bain marie a 65°C pendant 10 min. Cette etape 

entraine la destruction des membranes, l'eclatement des noyaux et done la liberation de 

l' ADN mais aussi de tous les autres composes cellulaires. 

Cent trente µl de tampon de deproteinisation AP2 sont ajoutes. La suspension est vortexee, 
incubee dans la glace pendant 5 min, puis centrifugee 5 min a 14 000 rpm. Les proteines, les 
polysaccharides et les detergents precipitent. Une etape de centrifugation a ete ajoutee pour 
eviter que la viscosite et la quantite de precipite ne viennent saturer la membrane de la 
colonne QIAshredder. 

Le lysat est transfere sur une colonne de filtration QIAshredder ( 450 µI) puis centrifuge 2 min 

a 14000 rpm. Les debris cellulaires et le precipite sont elimines. 

Le sumageant est repris par 225 µl de tampon AP3 auxquels on ajoute 450 µl d'ethanol 
absolu. L'ADN precipite. Le tampon AP3, par sa salinite favorise la liaison de l' ADN a la 
colonne DNeasy mini spin. 

Le melange est transfere par fraction de 650 µl sur une colonne DNeasy mini spin et 

centrifuge 1 min a 8000 rpm. L' ADN est fixe sur la colonne. Le filtrat est jete. On a renouvele 

cette operation pour utiliser la totalite du materiel. 

Ensuite 500 µ1 de tampon de lavage AW sont ajoutes et le tube-est centrifuge 1 min a 14000 

rpm. Cette etape est repetee; a chaque fois le filtrat est jete. Ces etapes de lavage permettent 
.,. 
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de rincer puis de secher la colonne. Le tampon AW comprend de !'ethanol qui permet 

d'eliminer les impuretes, notamment les sels, les traces de proteines et de polysaccharides. 

La colonne est transferee sur un nouveau tube Eppendorf de 2 ml ( collection tube). L 'ADN 
est elue par 60 µl de tampon d'elution AE prechauffe a 65°C. Les tubes sont laisses a 
temperature ambiante pendant 5 min avant d'etre centrifuges 1 min a 8000 rpm. Cette etape 
est repetee en ajoutant 40 µl de tampon AE egalement prechauffe de sorte a obtenir 100 µl de 
solution d'ADN qui sont conserves au conservateur a -20°C. 

Remarques: 
Les tampons APl et AP3 peuvent former un precipite pendant le stockage. Un 

_ prechauffage au bain marie a 65°C peut etre necessaire. 
De !'ethanol absolu es! ajoute dans le tampon de lavage AW. 
Il est possible d'evaluer la concentration et la purete de !'extraction en mesurant 
l'absorbance a 260 nm et a 280 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Le rapport 
d'absorbance indique le degre de purete de la purification (la probable 
contamination par les proteines), il doit etre compris entre 1,7-1,9. 

Le principe de fixation de l' ADN par la colonne DNeasy est basee sur des interactions 

apolaires. Des molecules de silice associees a des chaines alkyles generant des interactions 

apolaires sont greffees sur la colonne (phase stationnaire), l' ADN avec les zones hydrophobes 

presentant une affinite pour cette fonction s'adsorbe. Cet ensemble de liaisons hydrophobes 

est ensuite rompu par l'ajout d'un solvant polaire (phase mobile) et de sels presents en foibles 

concentrations. L' ADN est desorbe. 

2.2 La Polymerase Chain Reaction: amplification de l'ITS de I' ADNr nucleaire 

2.2.1 Principe 

C'est une reaction enzymatique en chaine qui permet !'amplification d'une region specifique 
de l'ADN. Elle a ete decrite initialement par Mullis en 1985. La PCR utilise deux 
oligonucleotides (sequences courtes d' ADN) qui servent d'amorce, une enzyme la Tag DNA 
polymerase thermostable et des dNTPs (ATP, TTP,GTP, CTP). 

La PCR est un ensemble de cycles thermiques repete n fois : 

La denaturation. La denaturation s'effectue par chauffage, au dessus de la Tm, de 

l' ADN. Elle est due a la rupture des liaisons non covalentes etablies entre les bases 

(3 liaisons hydrogene entre G-C, 2 entre A-T). On obtient un ADN simple brin. 

L ' hybridation. La temperature est abaissee progressivement sous la Tm. Dans ces 

conditions, les amorces se fixent sur le brin d' ADN matrice dont elles sont 

complementaires. Les deux amorces sont placees de part et d'autre de la region a 
amplifier. 
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L 'extension. Les oligonucleotides servent d' amorce a la Tag Polymerase qui 

synthetise un brin complementaire du brin matriciel en integrant les dNTPs 

specifiquement. 

Remarques : les precautions necessaires a !'elimination a toutes sources de contaminations 

sont reunies : 

• separation du lieu de PCR et du lieu d' analyse 

• jeu de pipette uniquement pour la PCR 

• utilisation de cones avec filtre 

• irradiation aux UV du materiel 

• - le temoin d'amplification sans ADN est toujours realise 

• le passage des portoirsra PCR dans la javel 

L' amplification est realisee dans un volume reactionnel de 25 µL contenant 2 µL de matrice 

ADN (50 ng), 2,5 µL de tampon 10 X, 0,75 µL de tampon MgC1 2 (25 mM), 1 µL de chaque 

amorce (20 pmol/µL), 0,125 µL de Tag polymerase et de l'eau pour completer jusqu'a 25 µL. 

Des temoins sans ADN sont realises pour tester la presence d'eventuelles contaminations dans 
les reactifs et les tampons. Les PCR sont effectuees avec une machine Perkin Elmer Applieds 
Biosystems : Gen Amp PCR system 9700 ou 2400. 

2.2.2 Application aux ITS 

' Les regions ITS de I' ADNr nucleaire ont ete amplifiees par PCR a l'aide d'une paire d'amorce 

specifique des champignons ITS 1 et ITS4 (White et al., 1990 ; Gardes et Bruns, 1993) : 

ITS 1-myc 5
' TCCGT AGGTGAACCTGCGC 3

• 

ITS 4-myc 5
' TCCTCCGCTT ATTGAT ATGC 3

• 

Les parametres du cycle de la PCR sont les suivants, on realise 30 cycles : 

96°C 96°C 

~ n oc I 72°c 

\ 55°c 
"min / lmin30 7min 

.::1.or 
30 sec 

2.3 Analyse des produits de la PCR et purification des fragments d' AON sur gel 

2.3.1 Analyse des produits de la PCR 

, / 

20 

., 



.. ' 

Apres amplification, on depose les 25 µl d'amplifiats melanges avec 8 µI de bleu de charges 

(glycerol 30 % qui alourdit l'ADN, du bleu de bromophenol 0,25 %, EDTA lOmM, a pH 8) 

dans les puits d'un gel d'agarose a 1 % contenant 2 gouttes de BET a 0,5 µg/ml. 

La migration s'effectue sous une tension de 120 Volts pendant 30 min dans un tampon 
d'electrophorese TAE IX. Le marqueur de poids moleculaire utilise est le Smart Ladder, 
(Eurogentec, voir annexe). Il permet de determiner la taille et d'estimer la concentration des 
amplifiats. 

Les ban des d' acides nucleiques sont al ors visualisees sous UV a l' aide du bromure 

d'ethidium. Le BET comporte un groupement qui s'intercale entre les plans de bases 

successives des chafoes polynucleotidiques. La fluorescence a 590 nm etant plus intense pour 

le groupement intercale par rappoit au groupement libre. 

Remarque: 

On utilise un tampon TAE IX: Tris Acetate EDTA pour le tampon de la cuve ma1s auss1 

pour le gel. Le Tris impose un pH a 8 done l' ADN est charge negativement.. 

2.3.2 Purification des fragments d' ADN sur gel 

Apres migration sur gel d' agarose, Jes bandes a sequencer sont decoupees sous UV au scalpel 
et chaque bande decoupee est placee dans un eppendorf de 1,5 ml. Puis les fragments d' ADN 
sont extraits puis purifies a l' aide du kit Qiaquick Gel extraction de la societe Qiagen. 
Trois volumes de solution QG pour 1 volume (masse) de fragment de gel sont ajoutes (le 
poids en mg correspond a 1 volume de gel). Les tubes sont mis a incuber au bain marie a 
50°C pendant 10 min. Ils sont vortexes 2 a 3 fois pendant !'incubation pour mieux dissoudre 
le gel. 

Le tampon QG contient un indicateur colore de pH. Il faut verifier que la couleur du melange 

soit jaune. Si la couleur du melange est rose ou violette, cela indique un pH basique, il faut 

ajouter lOµL d'acetate de sodium 3 M pH= 5,2 et vortexer. La couleur du melange vire au 

jaune. C'est important car !'absorption de l' ADN sur la membrane est efficace seulement a 
pH<7,5. 

Un volume d'isopropanol purest ajoute pour augmenter le rendement de la purification puis 
vortexe. Le melange est transfere dans une colonne QIAquick spin puis centrifuge 1 min a 
14000 rpm. L 'ADN s' adsorbe sur la colonne. Le filtrat est jete. 

Cinq cents µl de tampon QG sont ajoutes et centrifuges 1 min a 14000 rpm, pour eliminer 
toutes traces d' agarose. Le filtrat estjete. 

Sept cent cinquante µl de solution PE sont ajoutes et centrifuges 1 min a 14000 rpm, le filtrat 

est jete. On recommence cette etape mais avec 250 µl de solution PE. Le tampon PE, 
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contenant de l' ethanol, est utiliS'e pour ]aver la colonne : Jes primers, Jes impuretes (sels, 

enzyme, agaorse, nucleotides non incorpores, le BET) sont elimines. 

La colonne est sechee en centrifugeant 1 min a 14000 rpm ce qui permet d' eliminer la 
solution PE qui pourrait interferer dans les etapes suivantes. 

La colonne est transferee sur un nouveau tube eppendorf de l,5rnL. L' ADN est elue avec 30 

µl de solution d'elution EB apres une incubation de 1 min a temperature ambiante et une 

centrifugation de 2 min a 14000 rpm. L' ADN est au fond du tube et est conserve a-20°C. 

Remarqu~ : Il faut etre particulierement attentif a bien realiser le depot de la solution sur la 

membrane de la colonne. 
,. 

La fixation de l 'ADN sur la colonne se fait pour des concentrations en sels elevees et un pH 
acide (< 7,5). Les sels repoussent les molecules d'eau qui entourent l'ADN, la charge de 
l' ADN a pH acide est positive et est attiree sur la colonne sur laquelle sont fixes des 
groupements negatifs. La variation de pH lors de !'elution change la charge de l' ADN qui est 
alors repousse. 

La concentration d 'ADN de l' extrait est quantifiee ( 5 µl d' extrait deposes avec 5 µl de bleu de 
charge) par comparaison des bandes avec le marqueur (5 µl de Smart Ladder) par migration 
sur gel d'agarose 1 % (120 Volts pendant 20 min). Cette quantification nous sert a determiner 
les quantites de matrice et d'eau a utiliser pour la reaction de sequence. 

2.4 Le sequem;age 

2.4.1 Principe de la reaction de sequence 

La reaction de sequence est realisee a l' aide du kit fourni par Perkin Elmer ABI Prism Big 

Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction. Le sequern;age se fait par une methode 

automatique d'analyse de sequence de l' ADN basee sur une detection de la fluorescence. La 

reaction de sequence, dite methode de Sanger, consiste en la synthese d'une molecule d' ADN 

complementaire d' une matrice d' ADN simple brin terminee par un nucleotide portant une 

fluorescence . 

L'initiation de la reaction de synthese est obtenue en fixant en 5' de la matrice une amorce 
oligonucleotidique complementaire. La reaction d'elongation est catalysee par une Ampli Taq 
DNA Polymerase qui requiert la presence des 4 dNTPs comme substrats. 

La methode depend egalement de la presence de didesoxyribonucleotides (ddNTPs) qui sont 

incorpores a la place des dNTPs.. Les ddNTPPs differents des dNTPs par !'absence de groupe 
3

' OH necessaire a !'elongation par la Taq polymerase. Quand-un ddNTP est incorpore a la 

nouvelle molecule d' ADN simple brin, !'absence de groupe hydroxyle empeche la formation 
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de liaison phosphodiester avec · Je nucleotide suivant, c'est un terminateur de chaine. 

L' incorporation des dd.NTPs effectuee au hasard genere ainsi toutes une serie de fragments de 

differentes longueurs. L' originalite du kit repose sur le marquage des quatre ddNTPs par des 

fluorochromes differents. 

2.4.2 La reaction de sequence 

Dans chaque tube PCR, on a mis dans l'ordre: x µl d'eau sterile afin que la concentration 

d' ADN finale soit comprise entre 20 et 50 ng et que le volume final soit de 20 µl, 3 µl de 

tampon 5X (Tris-HCl 400 mM, MgC12 10 mM), 2 µl de Mix (solution de reaction comprenant 

Jes ddNTPs, AmpliTaq DNA Polymeras FS, rTth pyrophosphatase, MgCl2), 1 µl de chaque 

amorce a 3,2 pmoles ITSl-myc ei ITS4-myc et y µl de matrice afin d'avoir 20 µl de volume 

finale. 

Les parametres du cycle de PCR sont Jes suivants, on realise 30 cycles : 

96°c I 96°c 

2 min 10 sec 
\ 

6n°r 

,n°r ~ 

"<:Pr 

.:1.or 

Pour permettre le sequern;age de l' ADN dans les deux sens, une reaction de sequence est 

effectuee avec chaque amorce (front et reverse). Cela permet aussi de verifier que les 

sequences amplifiees sont bien complementaires (il faut au moins 100 pb de chevauchement). 

2.4.3 Purification de la reaction de sequence et sequern;age 

Les produits des reactions de sequence sont repris par 2 µI d'acetate de sodium 3M, pH= 5,2 

et 50 µl d'ethanol a 95°C dans des tubes eppendorfs ce qui precipite les reactions de sequence 

mais pas les ddNTPs. On a vortexe puis incube pendant 10 min a temperature ambiante. 

Apres une centrifugation de 30 min a 14000 rpm a 20°C, le surnageant est enleve et le culot 

est lave avec 250 µl d'ethanol 70 %. Apres une centrifugation de 30 min a 14000 rpm a 20°C, 

!'ethanol est enleve et le culot est seche a l'air libre pendant au moins 30 min. 

A cette etape, on peut congeler le culot a 20°C ou le reprendre avec 25 µl de Template 

Suppression Reagent. Le culot est denature a chaud (4 min a _l20°C) puis refroidi dans la 

glace pendant 4 min. Cette denaturation est alors irreversible. Les tubes sont vortexes puis 
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centrifuges brievement (speed down). Enfin, les 25 µl sont transferes dans les tubes speciaux 

pour le sequenceur. 

Les fragments d' ADN sont separes suivant leur taille dans un capillaire par electrophorese en 

continu sur gel de polyacrylamide. Le capillaire est rempli prealablement d'un polymere puis 

l'une de ses extremites plonge dans un tube de reaction de sequence et un courant electrique 

de 2,5 kV est applique. Les brins les plus petits sont les premiers a migrer. La lecture se fait 

en temps reel apres excitation des marqueurs par un faisceau laser situe a la fin du capillaire. 

La fluorescence qui en resulte est recueillie par un capteur et les pies de fluorescence sont 

analyses. Le programme d'utilisation du sequenceur Perkin Elmer est le logiciel ABI Prism 

310. Le programme d'utilisation des donnees brutes est realise avec le logiciel Sequence 

Analysis PE ABI. 

2.4.4 Analyse et alignement des sequences 

Les sequences simples brins obtenues ont ete corrigees a partir de l' interpretation des 

electrophoregrammes avec le logiciel Sequence navigator. Ensuite elles ont ete assemblees 

avec le logiciel Autoassembler (front et reverse). La recherche de similarite a ete realisee en 

utilisant le BLASTN dans la banque de genes NCBI. L'alignement des sequences 

nucleotidiques ainsi que la reconstruction ont ete realises sous Clustal X par Neighbor Joining 

(matrice de distance; Saitou et Nei, 1987). Les arbres ont ete realises par le logiciel Njiplot 

sous la forme d'arbre non enracine. La methode d'evaluation est le bootstrap. Les valeurs de 

bootstrap servent a evaluer la confiance qu'on peut avoir dans cet arbre. 
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III Resultats et discussion 

1- Extraction de I' ADN et amplification des ITS 

Le kit d'extraction d'ADN DNeasy pour plantes adapte aux champignons a permis une 

extraction optimale. Ainsi l'ADN des 69 Basidiomycetes etudies a pu etre extrait et amplifie. 

Le protocole d'amplification est tres bien adapte a l'ITS des Basidiomycetes pour lequel nous 

avons obtenu une bande d'un poids moleculaire compris entre 600 et 800 pb. Globalement la 

taille des 1TS des souches etudiees est tres variable. 

Sur le gel d'electrophorese, on visualise toujours une seule bande. Ceci confirme la specificite 

de ces amorces pour les champignons. Elles ne sont pas genees presence d'autres sites 

identiques notamment au niveau des organites cellulaires. Cependant lors du sequen9age, 

certaines sequences reverses amplifiees avec l'amorce ITS4 n'ont pas pu etre lues alors que 

les sequences ITS 1 etaient parfaitement lisibles. II semblerait que l' amorce ITS4 ne soit pas 

assez specifique ce qui entraine sa fixation a deux endroits differents de la region reverse de 

l ' ITS lors de la reaction de sequence. Cela pourrait expliquer la presence sur 

I' electrophoregramme de deux signaux. 

Certaines sequences revelent la contamination des souches de reference par des Ascomycetes 

tels que Alternaria et'Fusarium. 

2- Diversite genetique des Basidiomycetes 

2.1 Choix des amorces : ITS1 et ITS4 

Les regions 18S, 26S, 5,8S, 5S sont des regions codantes pour la synthese de l 'ARN 

ribosomique nucleaire. Chaque unite peut etre repetee plusieurs centaines de fois dans une 

cellule. Les differentes regions ont evolue dans le meme sens, mais les regions ITS et IGS, 

non codantes ont accumule plus de mutations au cours du temps que les regions codantes. 

La region comprenant IGS 1, IGS2 et la sequence codante 5 S a une longueur importante 

d'environ 3,4 kb et est tres variable. Elle se prete plus a des analyses du polymorphisme par 

PCR/RFLP qu ' au sequen9age. 

Au niveau mitochondriale, les ADN ribosomaux codant pour la grande sous unite ribosomale 

existent en plusieurs copies et sont independants du genome n~cleaire. En general pour une 

etude phylogenetique, une region de la grande sous unite ribosomale d'environ 400 pb est 

amplifiee a l' aide des amorces ML5 et ML6. Parfois l' amorce ML5 semble ne pas etre assez 
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specifique ceci serait cause par le fait que des intrans desorganisent le site de fixation de 

l'amorce. 

L'avantage majeur des regions ITS sur les regions ML est qu'elles ont une meilleure 

resolution au niveau des genres et des especes (Bruns 1996). 

Leur principal defaut est le fait que les souches etudiees soient heterozygotes : il y a 

coexistence au sein d'un cytoplasme commun de noyaux haploYdes genetiquement 

differencies. Chaque champignon porte deux informations genetiques normalement identique, 

mais qui peuvent etre differentes. 

Les regions qui presentent le plus de variabilite intraspecifique sent les ITS. Elles pourront 

permettre la creation de sondes !Tioleculaires specifiques, mais permettent aussi une etude 

phylogenetique et taxonomique des Aphyllophorales. 

2.2 Comparaison aux profils obtenus par PCR/RFLP 

Les souches des champignons Perenniporia, Oligoporus et Hericium semblaient avoir le plus 

d'homologie avec les enzymes de restriction Tag I, Sau 96A et pour les souches Cerrena, 

Ganoderma, Oxyporus, Abortiporus avec l' enzyme Tag I. Ceci a ete confirme par 

l' alignement des sequences et la construction d'arbres. 

Les souches du genre Perenniporia forme un groupe d'homologie tres important. Une 

variabilite intraspecifique au sein de l'espece Perenniporia est mis en evidence. Les 

Perenniporia et Hericium corraloides ferment un groupe a part et Oligoporus un autre. Le 

genre Oxyporus est tres proche des genres Cerrena et Abortiporus, ils ferment un groupe a 
part entiere. L'autre groupe est forme par les Ganodermataceae. Les profils obtenus par 

PCR/RFLP ont ete confirmes par le sequenc;age. 

2-3 Classification des champignons 

Les donnees de sequenc;age des ITS ribosomiques nucleraires ont ete exploitees pour 

apprecier les relations phylogenetiques entre les differentes souches etudiees, notamment 

parmi les Fomitopsidales, les Hericiales, les Hypodermatales, les Perreniporiales et les 

Trametales (figures 1 a 5). Les champignons ont ete classes selon la classification de Jiilich de 

1981. Des sequences de reference ont ete selectionnees sur le site NCBI (N° d'accession est 

alors mentionne). Les valeurs bootstraps (1000 repetitions) ont ete calculees. 
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Fomitopsis rosea et Antrodia sp. de reference forment un groupe. Un groupe similaire est 

forme par les especes : Antrodia, Fomitopsis, Oligoporus et Poria (figure 1) . 

.------------------ Fomitopsis rosea X78754 

.----

.__ Antrodia albida AJ006680 

-------------------Oligoporus stipticus 332 

SBB 
r-

....._-----Fomitopsis officinalis 4343 

111 
,--

.--' - Poria placenta 384-82 

maa 
,.... Fomitopsis pinicola 4295 

.___ 

mac 
mac 

._ Fomitopsis pinicola 4311 

a.as 

....._-------Antrodia cf. vaillantii 4491 

Figure 1 : Fomitopsidales 
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Deux groupes distincts sont formes : les Heterobasidion et les Stereum (figure 2). 

~ "Stereum annosum AF218401 

- Stereum sanguim 29.50 

-

,. 

Heterobai nosum 4278 

582 -
Heterobi nnosum AF28993 1 

-578 

677 -
' - Hetero annosum AF289930 

~ Heterob1 nnosum 2031 

1000 

1 asidion araucariae X70028 

985 

asidion insulare AF289932 

Figure 2 : Hericiales 
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L'arbre ci-apres (figure 3) met en·evidence une diversite genetique au sein meme de plusieurs 
varietes de la meme espece ; il est possible qu'il existe une reelle diversite geographique. 
L'alignement des souches du genre Spongipellis avec des souches de reference montre la 
validite des sequences. 

s, . u · 

-

,. 

Meripil 

~ 

Spong. 

. 
1000· 

~ 

- Spongipell. 

.- Spongipellis sp 

1000 

Snnnr,inPlli.f .fm 

Spongipellis spumens 349 

Figure 3 : Hypodermatales 
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.----------------- Perenniporia fraxinea l 90 

- Perenniporia subacida 4553 

.--Perenniporia subacida AF218403 

1000 
r-

'-- Perenniporia subacida 549 
._ 

744 
'- Perenniporia subacida 985 

.__ ________ Perenniporia medullopanis 4597 

Ganoderma resinaceum 4351 

796 
~ 

'- Ganoderma resinaceum 4143 

1000 

'- Ganoderma resinaceum 4361 
.__ 
770 

------- Ganoderma applanatum 175.30 

0.01 
I I 1000 

Ganoderma adspersum GI3688305 

Figure 4 : Perenniporiales 
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Gloeovhvllum trabeum 900.73 

... 

Trametes odorata 4166 

-

,. 

643 

Trametes 

' 
Tra, 

1000 ., 

0.02 
Lenzites betulina 102.11.1 

Figure 5 : Trametales 
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IV Conclusion . 

L' adaptation du kit Qiagen pour vegetaux superieur permet d' extraire l 'ADN des 
champignons a partir de quelques mg de mycelium. 

L' etude de la region ITS constitue un moyen de discrimination suffisant pour caracteriser des 

souches. Une grande diversite des souches de la mycotheque a ete mise en evidence. Une 

analyse plus approfondie des resultats pourrait montrer des differences par rapport a la 

classification actuelle qui ne prend en compte que des caracteristiques morphologiques 

(Boidin J ~· 1998). 

II serait interessant de situer les sequences de Basidiomycetes inconnues de bambous 

deposees sur GenBank par Zhang et al. par rapport a nos sequences. Cette analyse peut 

constituer un moyen d'identification des especes fongiques a l'etat vegetatif tres performant. 

Le sequen9age de ces portions d' ADN permet d'envisager la realisation de sondes qui 
pourrait etre utilise afin d'assurer le suivi et de controler la viabilite et la stabilite genetique 
(par exemple la virulence) des souches de reference. Ces sondes permettront la detection de 
champignons dans un milieu quelconque. 
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Tampons et solutions utilisees 

o Acetate de sodium 3 M pH= 5, 2 
Acetate de sodium 102 g 
Eau demineralisee 200 mL 
Ajuster le pH a 5,2 avec de l'acide acetique glaciale puis ajuster le volume a 250 mL et 
autoclaver. 

o Amorces : 
Dilution de 300 pmol/µL a 20 pmol/µL: 

Amorces a 300 pmol/µL 10 µL 
Eau sterile 140 µL 

- _ Dilution de 20 pmol/µL a 3,2 pmol/µL : 
Amorce a 20 pmol/µL 8 µL 
Easu sterile l 42 µL 

D BET: 
BET concentre (0,625 mg/rn.L) 
Eau sterile 

o dNTP 2,5 mM: 
dATP ( 100 mM) 
dCTP ( 100 mM) 
dGTP ( 100 mM) 
dTTP ( 100 mM) 
Eau sterile 

o EDTA 0,5 M apH=8 (solution mere): 

312 µL 
4,688 mL 

10 µL 
10 µL 
10 µL 
10 µL 
360 µL 

EDTA 93,075 g 
Eau demineralisee 300 mL 
Ajuster avec l' eau jusqu' a 500 rn.L. Le pH est ajuste a 8 avec de la soude NaOH puis la 
solution est filtree (0,2 µm ) et sterilisee 20 min a 120°c. 

o TAE 50X (solution mere) : 
Tris Base 242 g 
Acide acetique glacial 57,1 mL 
EDTA ( 0,5 M, pH=8 ) 100 mL 
Ajuster a 1 litre avec de l'eau demineralisee en chauffant pour dissoudre. Puis du TAE IX: 
20 mL de TAE 50X / litre d'eau demineralisee. 

o Gel d 'agarose : 

Agar 
TAE IX 

Agar 
TAElX 

Petit gel 

Moyen gel 

0,75 g 
75rn.L 

1,25 g 
125 mL 

Faire chauffer l'agar dans le tampon au four micro-onde pour le dissoudre, puis ajouter une 
goutte de BET (3,75 µL) pour le petit gel ou 2 gouttes pour le moyen gel. 
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