


























































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. 
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Figure 3 : Hypodermatales 
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Figure 4 : Perenniporiales 
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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. 

, .,. 

32 



Bibliographie 

Baekkeren, G., J. W. Kronstad, and C. A.Levesque. 2000. 

Comparison of AFLP fingerprints and ITS sequences as phylogenetic maters m 

Ustilaginomycetes. Mycologia 92:510-521 

Boidin, J ., J. Mugnier, and R. Canales. 1998. 
Molecular taxonomy of aphyllophorales. Mycologia 66: 445-491 

Bruns, T. D., R. Fogel, and J. WWW. Taylor.1990. 
Amplification and sequencing of DNA from fungal herbarium specimens. Mycologia 82 : 

,. 
175-184. 

Bruns, T. D., T. M. Szaro, M. Gardes, K. W. Cullings, J. J. Pan, D. L. Taylor, T. R. 

Horton A. Kretzer, M. Garbelotto, and Y. Liss. 1998. 
A sequence database for the identification of ectomycorrhizal basidiomycetes by phylogenetic 

analysis. Molecular Ecology 7: 257-272. 

Guidot, A., E. Lumini, J. C. Debaud, and R. Marmeisse.1999. 

The nuclear ribosomal DNA intergenic spacer as a target sequence to study intraspecific 

diversity of the ectomycorrhizal basidiomycete Hebeloma cylindrosporum directly on Pinus 

root systems. Apll E1:wiron Microbiol 65: 903-909. 

Hibett, D.S., and M .. J. Donoghue. 1998. 
Integrating phylogenetic analysis and classification in fungi. Mycologia 90: 347-356. 

Normand, P.1995. 

Utilisation des sequences 16S pour le positionnement phyletique d'un organisme inconnu. 

Oceanis 21 : 31-56. 

Villegas, M., E. Deluna, J. Cifuentes, and A. E. Torres. 1999. 
Phylogenetic studies in Gomphaceae sensu lato (Basidiomycetes). Mycotaxon 70 : 127-147 

, / 

33 

., 



t.< 

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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