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Figure 4 : Perenniporiales
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Figure 5 : Trametales
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IV Conclusion

L’adaptation du kit Qiagen pour végétaux supérieur permet d’extraire I’ADN des
champignons a partir de quelques mg de mycélium.

L’étude de la région ITS constitue un moyen de discrimination suffisant pour caractériser des
souches. Une grande diversité des souches de la mycothéque a été mise en évidence. Une
analyse plus approfondie des résultats pourrait montrer des différences par rapport a la
classification actuelle qui ne prend en compte que des caractéristiques morphologiques
(Boidin J., 1998).

Il serait intéressant de situer les séquences de Basidiomycetes inconnues de bambous
déposées sur GenBank par Zhang et al. par rapport a nos séquences. Cette analyse peut
constituer un moyen d’identification des especes fongiques a I'état végétatif trés performant.

Le séquengage de ces portions d’ADN permet d’envisager la réalisation de sondes qui
pourrait étre utilisé afin d’assurer le suivi et de contrdler la viabilité et la stabilité génétique
(par exemple la virulence) des souches de référence. Ces sondes permettront la détection de
champignons dans un milieu quelconque.
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Tampons et solutions utilisées

Q Acétate de sodium 3 M pH=35,2

Acétate de sodium 102 g

Eau déminéralisée 200 mL

Ajuster le pH a 5,2 avec de I’acide acétique glaciale puis ajuster le volume a 250 mL et

autoclaver.

a Amorces :

- Dilution de 300 pmol/pL a 20 pmol/pL:
Amorces a 300 pmol/uL 10 uL
Eau stérile 140 uL

- _ Dilution de 20 pmol/uL a 3,2 pmol/pL :

Amorce a 20 pmol/pL 8 uL
Easu stérile 42 uL

Q BET:

BET concentré (0,625 mg/mL) 312 pL
Eau stérile 4,688 mL
Q dNTP 2,5 mM :

dATP (100 mM ) 10 pL
dCTP (100 mM ) 10 uL
dGTP ( 100 mM) 10 pL
dTTP ( 100 mM) 10 pL
Eau stérile 360 uL
Q EDTA 0,5 MapH=8 (solution mére) :

EDTA 93,075 ¢
Eau déminéralisée 300 mL

Ajuster avec I’eau jusqu’a 500 mL. Le pH est ajusté a 8 avec de la soude NaOH puis la
solution est filtrée (0,2 pm ) et stérilisée 20 min a 120°C.

Q TAE 50X (solution mere) :

Tris Base 242 ¢
Acide acétique glacial 57,1 mL
EDTA (0,5M, pH=8) 100 mL

Ajuster a 1 litre avec de I’eau déminéralisée en chauffant pour dissoudre. Puis du TAE 1X:
20 mL de TAE 50X/ litre d’eau déminéralisée.

a Geld’agarose :

- Petit gel
Agar 0,75 ¢
TAE 1X 75 mL
- Moyen gel
Agar 1,25 g
TAE 1X 125 mLL

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