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DEFINITIONS ET ACRONYMES

ADN: acide désoxyibonucléique

AFTOL: Assembling the Fungal Tree Of Life

Armille: voile partiel descendant jusqu'a la base du stipe

Asque: cellule reproductrice a l'intérieur de laquelle sont produites les spores chez les
ascomycetes

Barcoding: identification d'une espéce par une séquence d'’ADN lui étant associée

Baside: cellule reproductrice au sommet de laquelle sont produites les spores chez les
Basidiomycetes

Bet: bromure d'éthidium

Calcaricole: qui préfére la présence d'ions calcium (Ca?*)

Carpophore: fructification, c'est le champignon lui méme au sens large (pied + chapeau)
Caulocystide: organe stérile situé sur le pied du champignon

Cheilocystide: organe stérile situé sur I'arréte des lames

Cox1: cytochrome C oxydase subunit 1

Cyanophile: se dit d'une paroi de spore ou hyphe qui absorbe rapidement un colorant bleu tel
que le bleu coton

Cystide: cellule stérile de I'hnyménium des basidiomycétes

Hyménium: partie fertile du carpophore (comprenant basides ou asques)

Hyménophore: tissu qui constitue les lames, les aiguillons ou les pores et qui porte
I'nyménium

Hyphe: filament, généralement cloisonné en cellules, constituant les champignons

IGS: Inter Genic Spacer

Interspécifique: qui concerne les relations entre des espéces différentes

Intraspécifique: qui apparait a l'intérieur d'une méme espece biologique

ITS: Internal Transcribed Spacer

kDa: Kilo dalton

Lignicole: qui pousse sur du bois

LSU: Large Subunit

Macroscopique: visible a I'eeil nu ou avec une loupe

Mycélium: partie végétative du champignon
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Mycorhize: organe mixte, résultant de I'association d'un champignon et du systeme racinaire
d'un arbre, au sein duquel s'effectuent des échanges symbiotiques.

Nomenclature: désigne une instance de classification qui permet de nommer avec précision
les especes selon un code bien défini (ICN)

pb: paire de bases

Pleurocystide: elément stérile de I'nyménium, situé sur les faces des lames ou a l'intérieur des
tubes

Polymorphisme: possibilité de prendre des formes tres différentes sans changer de nature
Pore: extrémité des tubes chez les bolets et polypores

Spore: cellule assurant la reproduction des champignons

Sporée: dépdt en masse des spores

SSU: Small Subunit

Stipe: pied des champignons a chapeau

Systematique: science de la classification des étres vivants via un systéme permettant de les
dénombrer et surtout de les classer en les organisant dans un certain ordre

Taxonomie: science qui a pour objet de décrire les organismes vivants

Thermocycleur: appareil automatisant la réaction de PCR

Ubiquiste: venant de divers milieux et d'habitats variés

Vernaculaire: nom usuel (vulgaire) d'une espéce animale ou végétale, par opposition aux
noms qui suivent les regles de la nomenclature scientifique

Voile partiel: structure reliant le pied a la marge du chapeau, protégeant la partie fertile chez
le jeune champignon

Volve: reste du voile général entourant la base du pied
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Les champignons constituent un regne a part entiere. lls forment un vaste groupe
diversifié, estimé a environ 1 500 000 especes dont seulement 100 000 (soit 7%) sont décrites
(Hawksworth, 2004). Ce sont des organismes ubiquistes retrouvés dans tous les écosystéemes.

Longtemps considérés comme des végétaux, les champignons, « fungi », constituent a
I’heure actuelle avec les Archaebactéries, les Eubactéries, les Protistes, les Plantes et les
Animaux, un des six regnes du monde vivant (Woese et al, 1977). Ce régne est composé
d’organismes trés hétérogénes mais qui présentent des caractéristiques communes. Les
champignons possedent un appareil végetatif ou un thalle simplifié qui ne porte pas de
cellules différenciées et une paroi contenant de la chitine et des B-glucanes. Contrairement
aux végétaux, les champignons sont incapables d’assimiler directement le carbone minéral. Ils
sont donc hétérotrophes et peuvent étre saprophytes, parasites ou impliqués dans une

symbiose avec un organisme autotrophe comme les algues ou les plantes.

L’importance des champignons est considérable. 1ls ont notamment un intérét gustatif
et un rble important dans l'industrie alimentaire (fermentation alcoolique...), dans les
biotechnologies (ADN recombinant), dans I'industrie pharmaceutique (antibiotiques :
pénicillines, streptomycines...) et interviennent dans de nombreux cycles biogéochimiques
(cycle de I’azote...). Par contre, certains peuvent avoir des effets néfastes, en particulier en

tant que pathogénes de I’homme et de I’animal ou encore comme phytopathogénes.

La classification des espéces appartenant au regne des champignons a connu de
nombreuses modifications. A [I'heure actuelle, la classification des champignons s’est
considérablement simplifiée et le réegne fongique est divisé en cing phyla : Chytridiomycota,
Glomeromycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota (Figure 1) définis par le
caractére cloisonné ou non du thalle, la présence ou I’absence de gamétes ou de spores

mobiles et les caracteres morphologiques des organes différenciés de la reproduction sexuée.
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Figure 1: Classification générale du regne des champignons (Kendrick, 2000)

Les Basidiomycota incluent des champignons levuriformes (Cryptococcus
neoformans...), des champignons filamenteux microscopiques qui sont trés souvent des
parasites des végétaux (Puccinia graminis: agent de la rouille du blé, Ustilago maydis: agent
du charbon du mais). Ce phylum, regroupe également la majorité des champignons
filamenteux macroscopiques a hyménophore (ou chapeau) portant des lamelles, des tubes ou
des aiguillons. Certains de ces champignons sont tres recherchés des gourmets pour leur
qualité gustative et leur valeur nutritive (annexe 1). Cependant, on y trouve également des
champignons vénéneux et parfois méme mortels, nous obligeant a avoir une connaissance
toujours plus précise des especes, nous permettant d’apprécier une comestibilité éventuelle.
Cette reconnaissance repose sur différents criteres d’identification morphologiques ou

moléculaires qui sont la base de la classification des champignons.

Aujourd'hui, les mycologues, scientifiques et cueilleurs de champignons utilisent une
classification morphologique, dite systématique, basée sur 1’observation de caractéres

macroscopiques et microscopiques. Mais 1’arrivée de nouvelles techniques d’étude basées sur
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la biologie moléculaire (séquencage de 1’ADN) a apporté une restructuration importante de la

classification systématique.

Ainsi, I’objectif de cette thése est de réaliser une étude comparative des classifications
systématique et moléculaire afin de cerner les principales évolutions apportées par les
méthodes moléculaires. Dans un premier chapitre, nous étudions la classification
systématique en présentant les différents criteres phénotypiques qui la détermine. Dans un
second chapitre, 1’aspect moléculaire est abordé par 1’étude des marqueurs moléculaires et
nous retracons I'évolution des phylogénies qui en découlent. Enfin, nous effectuons, une étude
comparative de ces deux classifications ainsi qu'une application pratique afin de comparer,
d'un point de vue moléculaire, différents groupes d’especes et tirer I’intérét et les limites de
chacune de ces deux approches. Chaque groupe est constitué par des especes

morphologiquement proches ou identiques.

Nous avons focalisé notre étude sur les champignons de la sous-classe des
Agaricomycetidae regroupant un grand nombre de champignons basidiomycetes
macroscopiques (plus de 9000 especes décrites). Cette sous-classe regroupe également la
plupart des champignons comestibles ou toxiques ayant un impact important dans

I’alimentation humaine.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Souches fongiques

Pour l'extraction d’ADN, nous utilisons les especes suivantes (définit par leur N°
d'exsiccata) qui nous ont été transmises par l'intermédiaire de Pierre Roux:
- Tricholoma auratum: deux souches différentes:
e Souche 1: n°91-11-1390: le 01/11/1991 a Caseneuve (Vaucluse), sous des pins
sylvestres (Francois Cadéne).
e Souche 2: n°97-11-2992: le 28/11/1997 a Sainte-Sigoléne (Haute-Loire), sous des
pins sylvestres (Docteur Alain Charret).
- Tricholoma auratum a pied blanc, souche n°® 2000-00-3516: le 28/10/2000 a Bédarieux
(Hérault), sous des cedres (Didier Borgarino).
- Tricholoma frondosae: souche n°110936: sous des peupliers a Saint-Germain-L’Hermitage
(Puy-de-Dome).
- Tricholoma equestre: souche n°354: le 11/11/2011 a Freydiere (Lucile Sage).
- Lepista flaccida varieté inversa: deux souches :
e Souche 1: n°99-10-3307: le 15/10/1999 a Sainte-Sigoléne (Haute-Loire), sous des
pins sylvestres et avec des sorbiers des oiseleurs.
e Souche2: n°96-10-2694: le 23/10/1996 a Clermont-Ferrand, sous des épicéas
(Sophie Roux).
- Clitocybe amoenoelens: souche n°20092006: le 20/09/2006 dans le Vercors (Pierre-Arthur
Moreau).
- Amanita proxima: souche n°90-10-902: le 17/10/1990 a Caseneuve (Vaucluse), sur un
chemin bordé par des chénes pubescents et des pins sylvestres (Gavril Negrean).
- Amanita ovoidea: souche n°637: le 12/11/1989 a Cabrieres d’Aigues (Vaucluse), sous des

chénes pubescents et des pins d’Alep (Pinus halepensis) (Marie-Christine Roux).

2. Extraction d’ADN total de champignon

L’ADN total de chaque souche a été extrait en utilisant le « Fast DNA Spin Kit
(QBIOgene, Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. Environ 200 mg de
chaque souche sont broyés dans le tampon de lyse cellulaire a I’aide d’un broyeur (FastPrep
Instrument) pendant trois cycles de 40 secondes. L’échantillon est ensuite centrifugé a 14 000

g pendant 10 minutes. Le surnagent obtenu contenant I’ADN est transféré dans un tube de
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deux ml, auquel est ajouté un volume equivalent de solution Binding Matrix. Aprés mélange
par retournement pendant cinq minutes a température ambiante, I’ensemble est transféré sur
une colonne SPIN Filter, placée sur un tube collecteur et centrifugée a 14 000 g pendant 1
minute. L’ADN fixé sur la colonne est lavé par 500 ul de SEWS-M. Apres une centrifugation
a 14 000 g pendant 1 minute, 100 ul de solution DES sont rajoutés a la colonne contenant
I’ADN. Aprés incubation dans un bain marie a 55°C pendant 5 minutes, I’ADN est élu¢ par
centrifugation a 14 000 g pendant 1 minute.

Les concentrations de I’ADN extrait sont mesurées a 1’aide de 1’appareil Nanodrop

ND-1000 Spectrophotometer.

3. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

3.1. Principe de la PCR

La PCR (Polymérase Chain Reaction) est une technique mise au point en 1985 par
Kary Mullis et ses collaborateurs. Elle permet d'amplifier in vitro une séquence spécifique
d'un acide nucléique et d'obtenir une quantité importante de cette séquence, afin de la détecter
et de la manipuler.

Elle permet donc d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu abondant,
d'importantes quantités d'un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. Dans un laps
de temps court (deux heures pour une séquence de 1000 pb), environ un million de copies de
la séquence souhaitée peuvent étre obtenues. La quantité d'amplifiat obtenue est généralement
suffisante pour une utilisation ultérieure.

Le principe et les conditions expérimentales de la PCR sont simples. Il s'agit de
réaliser une succession de réactions de réplication d'une matrice double brin d'ADN. Chaque
réaction met en ceuvre deux amorces oligonucléotidiques orientées en sens inverse. Les
amorces definissent alors, en la bornant, la séquence a amplifier.

Au cours de la PCR, les produits de chaque etape de synthése sont utilisés comme
matrices pour les étapes suivantes, si bien que I'amplification obtenue est exponentielle et non
linéaire.

La PCR a connu un essor considérable a partir de la commercialisation (vers 1988),

d'une ADN polymérase thermostable, (isolée de la bactérie thermophile Thermus aquaticus)
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qui résiste aux temperatures élevees de dénaturation de 'ADN matrice, ce qui permet une

automatisation de la technique.

3.2. Etapes de la PCR (Figure 2)

e Dénaturation de I'"ADN matrice double brin

Pour débuter la réaction, 'ADN est dénaturé en le chauffant & 95°C environ 30
secondes, afin de séparer les deux brins.

Cette dénaturation de I'ADN matrice doit étre complete, en effet, une dénaturation
partielle (temps de dénaturation inférieur a 30 secondes ou température inférieure a 95 °C)
entrainerait le "self-priming". Dans certains cas, afin d’éviter ce phénomeéne, une

prédénaturation de I’ADN matrice est réalisée en le chauffant a 95°C environ 10 minutes.

e Hybridation des amorces avec I'”ADN matrice

En abaissant la température de 4°C en dessous des Tm (température de demi-
dénaturation) des deux amorces, ces dernieres vont pouvoir s’hybrider avec les séquences
complémentaires présentes sur les fragments d'ADN dénaturé. La concentration des amorces
étant beaucoup plus élevée que celle des brins d’ADN, chaque brin d'/ADN s'hybridera avec
I’amorce qui lui est complémentaire. Ainsi le brin orienté 3’—5', s'hybridera avec I'amorce
directe orientée 5'—3' et le brin orienté 5'—>3' s’hybridera avec lI'amorce reverse orientée

5' >3

e Elongation par la Taq polymérase

A 95°C durant la phase de dénaturation, puis & Tm-4°C durant la phase d'hybridation,
la Taq polymérase est peu active parce que trop éloignée de sa température optimale d'activité
(environ 72°C).

Comme toutes les ADN polymérases, la Taqg polymérase ne peut initier la
polymérisation des désoxyribonucléotides qu’a partir d’un ADN matrice apparié avec une
amorce possedant une extrémité 3'OH libre. La Taq polymérase lie le brin matrice de 3' vers
5' et elle synthétise le nouveau brin de 5' vers 3' qui se prolonge d'autant qu'il existe un brin

complémentaire pour servir de modele.
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La répetition des cycles, de la dénaturation a I'élongation, permet de doubler le nombre
de fragments amplifiés a chaque cycle (2" copies théoriques pour n cycles). Généralement, le
nombre de cycles effectués au cours d’une PCR est de 40.

DENAT
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3= _$ —— o

5' | 3 |
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Figure 2: Principe de la PCR

Les réactions de PCR ont été effectuées dans un thermocycleur PTC 200 (MJ
Research Inc.). Chaque réaction est réalisee dans un volume final de 50 pl et contient 10 & 30
ng d’ADN (1 a 5 pl) ; 4 uM de chaque amorce ; 200 uM de chaque dNTP ; 1 unité de Taq
polymérase ; 50 mM KCI ; 10 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 2 mM MgCl,, triton X-100 0.1% (v/v).
Pour chaque PCR, 40 cycles ont été réalisés comportant une etape de dénaturation (95°C, 1
min), une étape de fixation de I'amorce sur sa sequence cible (Tm de I'amorce la plus faible -
2°C, 1 min) et une étape d'élongation (72°C, 30 s a 3 min suivant la taille du fragment a
amplifier). Le temps d’élongation par la Taq polymérase utilisée est de 1 minute par kpb a

amplifier.
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4. Electrophoréses des acides nucléiques

Les électrophoréses horizontales analytiques ont été réalisées dans des gels d'agarose
(1,5 % p/v) d’un volume de 50 ml contenant 100 ug/ml de Bet. La migration est effectuée
dans du tampon d'électrophorése TEB (80 mM Tris-HCI pH 8 ; 2,5 mM EDTA ; 89 mM acide
borique). La taille des différents fragments est déterminée a l'aide de marqueurs de poids

moléculaire Smart Ladder (Invitrogen) ou Raoul (Invitrogen).

5. Analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques

La comparaison des séquences avec celles des bases de données a été réalisée via
I’algorithme BLAST (Altschul et al, 1990). Les alignements des séquences nucléotidiques ont
été réalisés grace au logiciel Clustal W version 1.8 (Thompson et al, 1994). Les analyses
phylogénétiques de la partie application pour les Tricholoma, Lepista, Clitocybe et Amanita,
ont été réalisées par la méthode ““ Neighbor-Joining ” (Saitou et Nei, 1987) en utilisant le
logiciel Mega 3 (Tamura et al, 2007).

6. Classifications

- Moléculaire: définie par Hibbett DS, Binder M, Bischoff JF, Blackwell M, Cannon
P.F, Eriksson O.E, Huhndorf S, James T, Kirk P.M, Licking R, 2007. A higher-level
phylogenetic classification of the fungi. Mycol. Res., 111(5):509-548.

- Systématique: définie par Pierre Roux dans son ouvrage, Mille et un champignons, éd.
Roux, 2006, 1125p
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CLASSIFICATION SYSTEMATIQUE
DES AGARICOMYCETIDAE
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La classification systématique est basée sur 1’observation de caracteres
macroscopiques, microscopiques et chimiques (Fries 1874, Fayod 1889). Que ce soit pour les
mycologues, les scientifiques ou tout simplement pour le cueilleur du « dimanche », elle
constitue un outil indispensable pour 1’identification des champignons. Nous présentons dans
ce chapitre les principaux caracteres morphologiques de classification des champignons et
nous nous appuierons sur la sous-classe des Agaricomycetidae pour présenter la classification

qui en découle.

1. Généralités sur la classification systématique

Les scientifiques ont développé la taxonomie et la systématique afin d’étudier un étre
vivant et de connaitre sa description, son appartenance a un groupe phylogénétique. La
taxonomie consiste a décrire les organismes vivants et a les regrouper en entités appelées
taxons. Ensuite, interviendra la systématique, dont le réle est d'organiser le classement et de
préciser les rapports hiérarchiques existant entre tous ces taxons, en fonction des degrés de
parenté et des hypotheses phylogéniques. « La taxonomie preécise les limites des taxons alors
que la systématique les range dans un systeme hiérarchisé » (Courtecuisse, 2007).

Il existe une hiérarchie, qui permet de classer les taxons dans des sortes de « tiroirs
emboitables » jusqu’a 1’unité hiérarchique de base : I’espece. La classification se fait par ordre

d’importance décroissante comme suit :
Régne — Division — Subdivision — Classe — Sous-classe — Ordre — Sous-

ordre — Famille — Sous-famille — Tribu — Genre — Sous-genre — Section — Sous-

section — Espéce — Sous-espéce — Variété — Forme.
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Les terminologies permettent de savoir quelle est la place au sein des rangs

hiérarchisés :

Division terminaison en -MYCOTA
Subdivision terminaison en -MYCOTINA
Classe terminaison en -MYCETES
Sous-classe terminaison en -MYCETIDAE
Ordre terminaison en -ALES
Sous-ordre terminaison en -INEAE
Famille terminaison en -ACEAE

Sous-famille terminaison en -OIDEAE

Une fois tous ces taxons bien délimités les uns par rapport aux autres et hiérarchisés, il
est indispensable de les nommer avec précision. Pour cela, la communauté scientifique suit les
regles édictées par I'ICN (International Code of Nomenclature for algae, fungi and plants)
(consultable sur http://www.tela-botanica.org/actu/article4933.html).

On utilise un bindme latin comprenant le nom de genre (initiale en majuscule) et un
épithéte spécifique (initiale en minuscule). Ce bindme est suivi des noms des autorités (nom
de personnes ayant participé a I’historique de la nomenclature ou de sa taxonomie) et
accompagne de la variété s’il y en a. Ce nom de base peut ensuite subir des modifications
pour répondre a des probléemes de classification (nouvelles variétés décrites...) ou pour des

raisons de nomenclature.

Dénomination latine

Boletus edulis Bull.: Fr de base
Nom de aenre épithéte spécifique Nom d auntce)Lro: ﬁal':ilné valide le
Nom du premier auteur qui a Elias Magnus Fries
décrit l'espéce:
Pierre Bulliard
Boletus edulis f. citrinus (Venturi) Nom de forme, variété ou

/ \ \ sous-espece supplémentaire

Nom de genre
+

épithéte spécifique

"forme" citrinus: Nom d'auteur qui a
toute jaune décrit cette forme

Seul ce nom scientifique (en latin) permettra de cerner ’espéce en question avec

précision. Parallelement, certaines especes sont aussi designees par des noms francais ou
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vernaculaires plus couramment utilisés par les cueilleurs, mais qui peuvent parfois entrainer
des confusions et incertitudes, car selon des régions, une méme espéce pourra étre nommeée

difféeremment (ex: Girolle et Chanterelle).
Si I’on prend I’exemple du Cepe de Bordeaux (Figure 3):
Nom scientifique : Boletus edulis Bull.: Fr

Nom vernaculaire : Cépe de Bordeaux

Sa classification hiérarchique donne :

Régne Fungi

Division Basidiomycota
Subdivision Agaricomycotina

Classe Agaricomycetes
Sous-classe Agaricomycetidae

Ordre Boletales

Sous-ordre Boletineae

Famille Boletaceae

Sous-famille Boletoideae Figure 3: Boletus edulis
Genre Boletus

Section Edules

Espéce Boletus edulis Bulliard: Fr

Avant de passer a 1’étude morpho-anatomique des champignons, nous allons détailler
leur cycle de vie (Figure 4), permettant d’aborder les principales structures nécessaires a la
reproduction et dont les mycologues se servent pour établir la classification systématique des

champignons.
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Exemple du cycle de vie d’un champignon basidiomycéte :

Figure 4: Cycle de vie d'un champignon (Courtecuisse, 2007)

2a: Naissance du champignon par germination d’une basidiospore qui produit le mycélium
primaire dont chaque cellule renferme un seul noyau a n chromosomes.
2b: Développement et colonisation du substrat par le mycélium primaire (vitesse de
croissance variable selon les paramétres environnementaux).
2c: En conditions favorables, la reproduction peut avoir lieu. Deux cas sont possibles:

e reproduction asexuée par croissance myceélienne

e reproduction sexuée: deux thalles de polarité complémentaire s’associent par

plasmogamie (fusion des cytoplasmes)

2d: Formation d’un thalle dicaryotique.
2e: Entre chaque hyphe, au niveau des cloisons, présence possible de boucles de conjugaison
(ou anses d'anastomose) permettant I’obtention d’un thalle dicaryotique.
2f & 2g: Quand les conditions environnementales sont réunies, le thalle dicaryotique produit
un sporophore (ou carpophore: organe reproducteur) sur lequel se développent les cellules
fertiles, appelée basides.
2h: Caryogamie donnant des noyaux a 2n chromosomes, suivie d’une méiose conduisant a
quatre basidiospores haploides.

2i: Germination des basidiospores qui donneront des mycéliums homocaryotiques.
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2. Critéres de classification des champignons

La classification systématique des champignons est basée et établie sur des caracteres
morphologiques. Pour classer un champignon, il faut tout d’abord I'identifier. Cette
identification repose sur l'observation des caracteres macroscopiques, organoleptiques,
environnementaux et sur des caracteres microscopiques. L’utilisation de clefs de
détermination (Figure 5) concernant les caractéres observés, permet, par une succession de
choix et de propositions, d’avancer dans la détermination. Cependant, tous les caracteres
permettant 1’identification des champignons ne sont pas pris en considération pour les classer.
Dans le chapitre suivant, nous verrons les principaux éléments de classification systématique
(Figure 6).
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Figure 5: Clef de détermination des champignons (Champon, 2009)
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Eléments de
classification
systématique

Observation caracteres
remarquables

Caracteres
microscopiques

Caracteres
macroscopiques

= L —

Forme Hyménium Lames Sporée Grenue Filamenteuse

Figure 6: Diagramme des éléments de classification systématique

2.1. Caracteres macroscopiques

Caractéres
macroscopiques

f

Chapeau

-
¥

ﬁ v d e h -d
*

Chair Chair

cassante filamenteuse

Figure 7: Principaux éléments de classification macroscopique d'un champignon

2.1.1. Le chapeau

e Laforme

La forme générale du champignon (Figure 7) est souvent conditionnée par la
localisation de ’hyménium qui peut étre interne, externe ou protégé ou non par le chapeau.

Ceci va permettre de dégager 3 groupes (Figure 8):
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- Les champignons & hyménium interne persistant (angiocarpie) : au début de sa

croissance, le champignon a une forme de boule, évoluant en une masse crémeuse
et/ou pulvérulente (ce qui parait étre la chair du champignon, est en réalité
I’hyménium) a maturité, les spores seront libérées par ouverture ou destruction des
membranes (Gastéromyceétes: Phallaceae, Clathraceae...).

- Les champignons a hymeénium externe protége par le chapeau: il s’agit de la forme

« classique » du champignon possédant un hyménium libre sous le chapeau. (ex :

Russula, Agaricus...).

N

- Les champignons dont I’hyménium est a D’air_libre et non protége par le

chapeau (gymnocarpie) : le carpophore aura une forme plus ou moins variable et

compliquée formant des plis, des cavités... (ex : Clavariaceae, Morchellaceae...).

Co Pt 2011 Jnan five Aot

Champignon a hymenium interne:  Champignon a hyménium non Hyménium protégé par le chapeau:
Clathrus archeri (Jacques protégé: Morchella esculenta Amanita muscaria (Jean-Pierre
Gouraud, 2006) (Olivier Voyer, 2007) Augst, 2011)

Figure 8: Exemple de forme de champignons.

L’observation plus en détail du chapeau permet de définir les différentes silhouettes de
chapeaux qui sont résumées sur la Figure 9.

On décrit ensuite la partie la plus externe du chapeau que 1’on appelle « la marge » en
notant différentes caractéristiques telles que la transparence, 1’opacité ou si celle-Ci est

cannelée, striée ou floconneuse (Figure 9).
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Figure 9: Résumé des caractéres macroscopiques (Bon, 2004)

e [’hyménium

L’hyménium est la partie fertile du champignon. Dans le cas d’un hyménium protégé

par le chapeau, il peut étre a tubes, a aiguillons ou a lames (Figure 10).

Hyménium a tubes Hyménium a aiguillons Hyménium & lames

Figure 10: Différents types d'hyméniums
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e Leslames

- Mode d’insertion

Les différents types d'insertion des lames sont résumés dans la Figure 9. Selon le type
d’insertion, il en résultera la notion de "séparabilité” du pied et du chapeau. Dans le cas de
lames « libres » (ne touchant pas le stipe), elles feront entiérement partie du chapeau et celui-
ci pourra, dans certains cas, se separer trés facilement du pied, on parlera de «pied et
chapeau séparables ». Dans le cas contraire, si les lames sont adnées ou décurrentes, il y aura
cohésion entre les deux parties, le champignon sera défini comme «pied et chapeau non

séparables ». Entre ces différents modes d’insertion, tous les intermédiaires sont possibles.

- Aspect

La couleur des lames peut varier au cours de la croissance du champignon et peut
prendre la teinte de la sporée. Ainsi, un champignon jeune pourra avoir des lames claires mais
qui, a maturité, pourront étre colorées, prenant la teinte des spores mdres (la couleur des
lames et la couleur des spores sont deux caractéres indépendants 1un de I’autre).

En outre, on apprécie la consistance des lames qui peuvent étres cassantes et fragiles,
lardacées (grasses au toucher), leur densité (espacées ou serrées) ainsi que leur adhérence

avec la chair du chapeau.

e Lasporée

La sporée constitue 1’ensemble des basidiospores mires déposées en masse (Figure
11). Elle peut étre observée sur des éléments présents naturellement sous le chapeau du
champignon : feuilles, chapeaux de petits champignons qui poussent en touffes, ou
directement sur les lames ou sur les structures du pied du champignon (anneau, cortine..).

Pour obtenir une sporeée, il suffit de déposer le chapeau du champignon sur une feuille
blanche, ou sur une plaque de verre, en orientant la surface fertile vers le bas, aprés avoir
coupé proprement le pied au niveau du chapeau. En quelques heures, la couleur de la sporée
est evaluée avec précision et comparee a un code couleur (annexe 2). Ce caractére est

essentiel dans la classification systématique des Agaricomycetidae.
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Sporée directement Cortinarius trivialis
visible sur le pied

Figure 11: Exemple de sporée de champignon lamellé

e La cuticule et le revétement

Le degré de viscosité ou de matité du chapeau est un critere important particuliérement
pour la classification des Boletales (Figure 12). Une cuticule séche permet de déterminer le

genre Xerocomus alors que le genre Suillus possede un revétement visqueux.

Figure 12: Cuticule déterminant les genres Suillus (a gauche) et Xerocomus (a droite)
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2.1.2. Le stipe

Trois éléments principaux se rapportent au pied du champignon.

e Ornementation du stipe

Sur le pied des champignons, on distingue trois types de voiles :

Le voile général qui entoure entierement le carpophore lorsque le champignon est jeune,
formant un ceuf (Figure 13). Ce voile se déchire lors de la croissance et peut laisser une
volve au niveau du pied et des squames dites « véleaires » sur le chapeau (facilement
détachables contrairement aux squames innées qui font partie de 1’épiderme). Selon le
type d'ouverture du voile, il en résultera la présence d’une volve a la base du pied de

forme variable : en sac, circoncise ou friable (Figure 9).

Figure 13: Ouverture du voile général (Bon, 2004)

Le voile partiel qui relie seulement la marge du chapeau au sommet du stipe en
protégeant I’hyménium. Ce voile se déchire lors de la croissance (Figure 14) et peut

laisser sur le pied un anneau qui peut étre membraneux ou en toile d’araignée (cortine).
Figure 14: Ouverture du voile partiel (Bon, 2004)

Le voile peut également se déchirer au niveau de I’hyménium laissant le pied du

champignon enchassé dans une sorte de « chaussette » appelée armille (Figure 15).

Figure 15: Ouverture de I'armille (Bon, 2004)
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Pour exemple, ces structures sont utilisées pour distinguer les genres Amanita, Agaricus et
Pluteus (Figure 16).

Amanita phalloides

(Augst, 2011) i { anneau + volve =—» AMANITA

Agaricus bisporus

(Guimbertaus, 2006) anneau —p AGARICUS

Pluteus cervinus

(Moliére, 2007) nianneau  __ p| yTEUS

ni volve

- 3

Figure 16: Détermination des genres Amanita, Agaricus et Pluteus

e |nsertion et aspect

Le mode d’insertion du pied sur le chapeau permet de définir deux groupes de
champignons: les silhouettes pleurotoides avec le stipe excentrique, latéral ou absent et le
groupe des champignons a stipe central.

Puis on notera la forme générale du pied en détaillant la base de celui-ci, qui peut
étre par exemple obése, égale, fusiforme ou ventrue (Figure 9).

Le revétement du stipe peut étre ching, rayé, fibrilleux, scrobiculé ou lisse (Figure 9).

e Qrganisation

L’organisation interne du pied, plein ou creux, caractérise certains genres. Par
exemple, chez les Boletaceae, un pied creux permettra de définir les genres Gyroporus et
Boletinus alors qu’un pied plein caractérisera les genres : Suillus, Chalciporus, Xerocomus,

Boletus, Leccinum, Tylopilus, Porphyrellus et Strobilomyces.
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2.1.3. Lachair du champignon

Chez les Agaricomycetidae, on retrouve principalement deux types de chair. Pour la
quasi-totalité des champignons a lames, la chair est généralement fibreuse: la présence de
fibres a pour conséquence une cassure qui n’est pas nette avec de grands filaments. Dans le
cas contraire, la chair est constituée de sphérocystes, elle se cassera comme de la craie
(cassure nette), on parlera de chair grenue. Le caractere "chair grenue™ sera suffisant pour
définir I’ordre des Russulales. Au sein de cet ordre, lorsque la cassure est nette et franche, il
est possible d’avoir un latex qui s’écoule (lait), permettant de séparer deux genres de
champignons:

- Chaire cassante + lait qui s’écoule = genre Lactarius

- Chaire cassante + absence de lait = genre Russula

Il existe cependant, d’autres types de chairs plus ou moins élastiques ou tenaces

comme chez les Polypores ou gélatineuses comme chez les Trémelles.

2.2. Caracteres microscopiques

Les caracteres microscopiques indiqués sur la Figure 17 constituent également des

éléments clés de classification systématique.

Caractéres microscopiques

—t—

Cystides

Cloisonnées ou
non

Présence ou

Amyloides ou non
absence

Figure 17: Principaux éléments de classification microscopique d'un champignon
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2.2.1. Les spores

La forme des spores (Figure 18) et leurs composants chimiques (spores amyloides ou

non) interviennent dans la classification.

(A) polyédriques chez les
Entolomes

(B) bolétoides: tres allongées pour
de nombreux bolets

(C) éperonnées chez certaines
Lépiotes

(D) mitriformes chez certains
Coprins

(E) lisses

(F) épineuses

(G) gibbeuses

(H) verruqueuses

() caténulees

(J) cristulées

(K) ailées

I J K L (L) réticulées

Figure 18: Différents types de spores (Baar, 1996)

2.2.2. Les basides

L'étude microscopique des basides repose essentiellement sur leur caractére cloisonné

ou non (Figure 19).

Spores

Stérigmate

Baside cloisonnée : Baside 1

Baside non cloisonnée : 1
Hétérobasidiomycetes

Homobasidiomycetes

Figure 19: Cloisonnement et schématisation des basides
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2.2.3. Les cystides

Les cystides sont les éléments stériles de I’hyménium. On distingue (Figure 20) :
- les pleurocystides situees sur la face des lames
- les cheilocystides situées sur 1’aréte des lames

- les piléocystides sur le chapeau et les caulocystides sur le pied.

En plus des formes rondes, elliptiques, fusiformes
ou cylindriques, on trouve des cystides :

(A) piléiformes

(B) en poil d'ortie

(C) sinueuses

(D) capitées

(E) lagéniformes

(F) lécythiformes

Le sommet peut étre:

(G) digitéolé

(H) en brosse

() échinulé

(J) verrugueux

(K) incrusté

(L) cristallifére: couvert de cristaux (oxalate de
calcium)

(M) a paroi épaisse

(N) a paroi mince

J K L M N

Figure 20: Différents types de cystides (Baar, 1996)

2.2.4. Les boucles

Les boucles de conjugaison (ou anses d'anastomose) sont présentes au niveau des
cloisons entre les hyphes. Elles sont le signe du passage des noyaux d’un hyphe a 1'autre (cf.
cycle de vie d’un champignon). On se limite a déterminer la présence ou 1’absence des
boucles (Figure 21). Par exemple, les espéces de I'ordre des Russulales, ne possédent pas de

boucles.

Figure 21: Boucles de conjugaison
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2.3. Conclusion

Les différents caractéres macroscopiques et microscopiques peuvent étre pris en

compte individuellement ou en les combinant de maniére a former des groupes d'espéces les

plus homogenes possible pour permettre la classification des champignons. Dans le

paragraphe suivant, nous allons présenter la classification systématique qui résulte de la

combinaison de ces caracteres.

3. Classification systématique des Agaricomycetidae

Les Agaricomycetidae sont une des quatre sous-classes des Basidiomycota (Tableau 1).

Tableau 1: Classification systématique des Basidiomycota (Roux, 2006)

Agaricomycetidae

- Basides non cloisonnées
- Hyménium formé sur des lames ou des tubes
- Chair généralement charnue et putrescible

Aphyllophoromycetidae

- Basides non cloisonnées

- Hyménium formé sur une surface lisse, plissée ou a aiguillons,
jamais de vraies lames

- Chair généralement coriace et non putrescible

Gasteromycetidae

- Basides non cloisonnées
- Spore produite a l'intérieur du carpophore (gléba); surfaces non
fertiles

Phragmobasidiomycetes

- Basides cloisonnées
- Texture généralement gélatineuse

Au sein de la sous-classe des Agaricomycetidae, la classification systématique

reconnait six ordres, les Agaricales, les Boletales, les Cortinariales, les Entolomatales, les

Russulales et les Tricholomatales (Tableau 2), tous définis par des basides non cloisonnées,

un hyménium formé sur des lames ou des tubes, généralement a la surface inférieure du

chapeau et une chair géneralement charnue et putrescible (Tableau 3).

L'ordre des Boletales, regroupe tous les Agaricomycetidae qui possedent un

hymeénium a pores (quelques espéces n’ont pas de pores mais des caractéres bolétoides:
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ébauche de pores ou de pigments caroténoides ou encore forme des spores). Les cing autres
ordres sont des champignons a lames.
L'ordre des Russulales comprend les espéces a chair cassante et non fibreuse.
Chez les champignons a chair fibreuse et cassure non franche, on va retrouver deux
groupes:
e d’une part, ’ordre des Agaricales, especes a lames libres, pied et chapeau
séparable.
e d’autre part, les espéces a lames non libres, pied et chapeau non séparables,
classées en trois ordres selon la couleur de la sporée:
o blanche pour les Tricholomatales
o rosatre pour les Entolomatales (spores anguleuses ou a cotes au microscope, on
peut retrouver quelques rares Tricholomatales a sporée rosatre)

o ochracée ou brune ou brun violacé pour les Cortinariales.

L'ordre des Russulales ne comprend que deux genres: Lactarius et Russula qui sont
ensuite définis par des sous-genres La répartition au sein des cing autres ordres des
Agaricomycetidae se déclinent en familles (Tableau 2). Ainsi, au sein des Boletales, on
retrouve cing familles: Boletaceae, Paxillaceae, Gomphidiaceae, Hygophoropsidaceae,
Omphalotaceae... L'ordre des Tricholomatales est l'ordre des Agaricomycetideae le plus
conséquent, il est composé de six familles. Les Entolomatales comprennent seulement deux
familles: les Macrocystidiaceae et les Entolomataceae. Les ordres des Cortinariales et des
Agaricales sont relativement importants, ils regroupent respectivement quatre et cing familles
(Tableau 2).
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Tableau 2: Classification systématique des Agaricomycetidae (Roux, 2006)

BOLETALES RUSSULALES TRICHOLOMATALES
BOLETACEAE PLEUROTACEAE DERMOLOMATACEAE
Aureoholetus LACTARIUS Campanella Camarophyllopsis
Boletus Cheimonophyllum Chamaemyces
Boletinus Sous Genre Lactarius Clitopilus Cystoderma
Buchwaldoboletus Lactifluus Crepidotus Dermoloma
Chalciporus Piperites Faerberia Leucocortinarius
Gyrodon Plinthogalus Hohenbuehelia Phaeolepiota
Gyroporus Rhysocybella Hypsizygus Rhodotus
Leccinum, Russularia Lentinus Squamanita
Phylloporus Lentinellus HYGROPHORACEAE
Porphyrellus RUSSULA Omphalotus Camarophyllopsis
Strobilomyces Ossicaulis Cuphophyllus
Suillus Sous Genre Amoenula Panellus Hygrocybe
Tylopilus Compactae Pleurotus Hygrophorus
Xerocomus Heterophyllidia Phyllotopsis Neophygrophorus
PAXILLACEAE Ingratula Pleurocybella MARASMIACEAE
Paxillus Incrustatula Resupinatus Baeospora
GOMPHIDIACEAE Russula Tectella Collybia
Chroogomphus TRICHOLOMATACEAE Crinipellis
Gomphidius Armillaria Flammulina
HYGROPHOROSPIDACEAE Calocybe Lactocollybia
Hygrophoropsis Clitocybe Marasmiellus
OMPHALOTACEAE Laccaria Marasmius
Omphalotus Lepista Megacollybia

Leucopaxillus Micromphale
Lyophyllum Oudemansiella
Melanoleuca Setulipes
Omphalina Strobilurus
Tricholoma Xeromphalina
Tricholomopsis Xerula
MYCENACEAE
Hemimycena
Hydropus
Mycena
Mycenella
ENTOLOMATALES CORTINARIALES AGARICALES
MACROCYSTIDIACEAE BOLBITIACEAE CORTINARIACEAE AMANITACEAE
Macrocystidia Agrocybe Alnicola Amanita
ENTOLOMATACEAE Bolbitius Cortinarius Limacella
Clitopilus Conocybe Hebeloma LEP'IOTACEAE
Entoloma Pholiotina Hebelomina Eyst_o epiota
. chinoderma
Rhodocybe Simocybe Inocybe Lepiota
CREPIDOTACEAE Rozites Leucoagaricus
Crepidotus STROPHARIACEAE Leucocoprinus
Flammulaster Hypholoma Macrolepiota
Galerina Kuehneromyces Melanophyllum
Gymnopilus Melanotus Pulverolepiota
Phaeomarasmius Pholiota PLUTEACEAE
Phaeocollybia Phaeonematoloma Pluteus
Tubaria Phaeogalera Volvariella
AGARICACEAE
Psylocyb_e Agaricus
Stropharia COPRINACEAE
Coprinellus
Coprinus
Coprinopsis
Panaeolus
Parasola
Psathyrella
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Tableau 3: Eléments de classification systématique des ordres des Agaricomycetidae

Champignons avec des pores

- Hyménium tubuleux ou a lames anastomosées (généralement

séparables du chapeau)

- Certains spécimens a lames classés ici pour leurs éléments

Bo el caractéristiques des Bolets: microscopie (pigment caroténoide, spores
boletoides, cystide particuliére) et chimie
Champignons a lames
Chair non fibreuse - Sporee blanche zja.jaune
Russulales a cassure franche - Spores amyloides

- Pas de boucle de conjugaison
- Especes mycorhiziques

Tricholomatales

Entolomatales

Cortinariales

Agaricales

Chair fibreuse a
cassure non franche

Lames non libres
Pied et chapeau
non separables

- Sporée blanche

- Sporée rosatre
- Spores de forme

particuliére: anguleuses ou

cotelées

- Sporée ochraceée, brune

ou brun-violacé

- Pied et chapeau confluents

Lames libres
Pied et chapeau
séparables

- Sporée blanche, rose et

brune
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PHYLOGENIE MOLECULAIRE DES
AGARICOMYCETIDAE
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La phylogenie moléculaire est basée sur 1’utilisation des séquences nucléotidiques ou
protéiques. Elle permet d'établir les liens de parenté entre différents étres vivants. Ces 20
derniéres années, des techniques moléculaires, comme la PCR et le séquencage, ont été
développées et ont conduit a I’obtention d’un grand nombre de séquences d’ADN.
L’utilisation de ces séquences a induit des changements profonds dans la classification
systématique. Dans cette partie, nous présenterons les marqueurs moléculaires les plus utilisés
pour la phylogénie moléculaire des champignons et les différentes classifications qui en

résultent.

1. Marqueurs moléculaires

Les régions du génome utilisées pour la phylogénie moléculaire sont appelées
marqueurs moléculaires. Elles doivent remplir les conditions suivantes :
(i) elles doivent étre ubiquistes, c'est-a-dire présentes chez tous les taxons étudiés ;
(ii) elles doivent contenir une région variable spécifique de chaque espéce et encadrée par
deux séquences conservées chez la plupart des champignons (Figure 22).
La comparaison des séquences des régions variables des différentes especes permet

d’apprécier leur proximité ou leur €loignement phylogénétique.

Régions conservees Régions variables Régions conserveées
] I ADN
AATTGGCGTACCTA Espece 1
AAGTGGCGAACTTA Espéece 2
ACTTTGAGTACCTA Espece 3

Figure 22: Comparaison de séquences variables de trois espéces distinctes

Chez les champignons, les marqueurs moléculaires utilisés sont les genes, ou

séquences intergéniques, présents sur le génome nucléaire ou mitochondrial.
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1.1. Marqueurs nucléaires

Deux types de séquences sont utilisés pour étudier la phylogénie moléculaire des
champignons : les génes encodant les ARN ribosomiques et les genes codant pour des

protéines cytoplasmiques.

1.1.1. Les ARN ribosomiques

Les genes codant pour les ARN ribosomiques sont au nombre de quatre et dans le cas
des champignons, ces genes sont: le géne encodant I'ARN ribosomique 18 S constitutif de la
petite sous-unité du ribosome (40 S) encore appelée nuc-SSU (nuclear-Small SubUnit) et les
génes encodant les ARNr 5S, 5,8S et 25S appartenant a la grande sous-unité (60 S) du
ribosome aussi appelée nuc-LSU (nuclear-Large SubUnit) (Figure 23).

Ces génes sont organisés en cluster d’unités répétées et séparées par les sequences IGS
(Inter Genic Spacer). A I’intérieur de chaque unité, les génes 18 S et 5,8 S sont séparés par les
séquences ITS1 ("Internal Transcribed Spacer") et les genes 5,8 S et 25 S sont séparés par les
séquences ITS2 (Figure 23).

Unité ribosomique

»
»

ITE1 IT:S2

A

1800 pb 160 pb 3200 pb 120 pb
N > J
nuc-SSuU nuc-LSU

Figure 23: Organisation des génes codant pour ’ADN ribosomique nucléaire

La taille d'une unité varie suivant les champignons de 7,7 a 24 kpb et le nombre de
copies est de 60 a 220 par génome haploide.

Les séquences des génes codant pour les ARNr 18S, 25S, 5S et 58 S sont
généralement hautement conservées au niveau des phyla, familles et genres. En revanche, les
séquences ITS et IGS sont beaucoup plus polymorphes (Berbee et Taylor, 2001) et présentent
des variations interspécifiques importantes pour ITS et une variabilité intraspecifique élevée

pour les séquences IGS.
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Dans cet operon, les séquences utilisées pour la phylogénie moléculaire sont les
séquences 18S, 25S et ITS. Du fait de la taille importante des génes nuc-SSU et nuc-LSU,
respectivement 1800 et 3200 pb (Neefs et al, 1993), seule une petite partie de ces séquences
(sequences partielles) est utilisée en phylogenie. Ces séquences partielles correspondent a
difféerents domaines définis par le modele de Neefs (Neefs et al, 1993). En effet, Neefs en
décrivant la structure secondaire de ces genes, a déefini au sein de chacun, neuf domaines
variables allant de V1 a V9, encadrés chacun par des domaines constants (Figure 24). Cette

organisation se retrouve a la fois pour le gene nuc-SSU et pour le géne nuc-LSU.

E1=1

Figure 24: Structure secondaire de nuc-SSU eucaryote selon le modéle de Neefs et al, 1993, représentant
les neufs domaines variables notés de V1 a V9
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- Legene nuc-LSU

La séquence partielle du geéne utilisée en phylogénie correspond a la partie 5° qui
comprend les 600 a 900 premiéres bases des trois domaines variables V1, V2 et V3 (Michot et
al, 1984, 1990). II s’agit de la portion du géne nuc-LSU contenant le plus d’informations
phylogénétiques (Hillis et Bull, 1993; Kuzoff et al, 1998; Hopple et Vilgalys, 1999).
Généralement, I'amplification du géne se fait sur la partie delimitée par les amorces 5.8SR a
LR7 (Vilgalys Laboratory) (Figure 25).

585
BMA nuc-LSU Hsri.
LR Z0OR

J45H |HOR LRIA LR17R LR7R LR&R LR 10R LR12R 55 RNAR

—_— | — —a — —a — -, o
LR1 LRZ LRZ1 LR1G LR& | LRYT LR2 LR9 LR 10 LR11 LR12 ES:FIHn
LR15 LRZ22 LR3 LRY LR 14

300 bp

Figure 25: Partie 5° du géne nuc-LSU selon Vilgalys (http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm).
Les fleches indiquent les positions des amorces

- Legéne nuc-SSU

En ce qui concerne le gene nuc-SSU (Figure 26), en général, seules les parties
délimitées par les amorces PNS1 et NS41 (Hibbett et Binder, 2003), générant une séquence

d’environ 1150 pb, sont utilisées pour la phylogénie.

PHS1T NS19b SR1c M55 NS
—-
ag—
NS19bc  SR1 SR4 NS4 1 NSE NS&
SRe
0.5 kb

Figure 26: Région partielle du géne nuc-SSU (Hibbett et Binder, 2003)
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- Lesséquences ITS

La séquence ITS est la région d'’ADN la plus largement utilisée pour la phylogénie des
champignons. Actuellement, il est référence plus de 150 000 séquences d’ITS fongiques dans
les bases de données (Damon et al, 2010).

La séquence ITS comprend les régions ITS1, ITS2 et le gene 5,8S. Sa taille varie de
600 a 700 pb (Carriconde et al, 2008). Plusieurs amorces spécifiques, notamment les amorces
ITS1F et ITS4 (Gardes et Bruns, 1993) permettant I'amplification sélective des sequences
fongiques, ont été décrites (Figure 27). En raison de son haut degré de variation par rapport
aux genes nuc-LSU et nuc-SSU, la région ITS est tres utilisée pour la caractérisation
moléculaire des espéces fongiques.

r>ITS1-F 5.8SR
ITS5
3 [l T ITS3
frc-os BN 2
- ITS2 ITS4 LR15
0.1 kb 5.8S <!

ITS4-B

Figure 27: Région ITS (Hibbett et Binder, 2003)

1.1.2. Les génes codant pour les protéines nucléaires

Les sequences encodant les protéines sont soumises a de fortes contraintes
fonctionnelles car elles codent pour des protéines ayant des rbles importants au niveau
cellulaire. De ce fait, les mutations sur ces séquences sont rares, ce qui en fait un avantage par
rapport aux sequences d'ARNTr pour les analyses phylogénétiques.

Les geénes les plus utilisés sont ceux qui codent pour la B-tubuline, les ARN

polymérases de type Il (RPB).

- Le géne de la B-tubuline

C'est un géne trés conservé au cours de 1’évolution qui code pour une protéine
d’environ 55 kDa. Il est présent en une seule copie par génome haploide et possede une taille

variant d’environ 700 a 2000 pb due a la présence de nombreux introns (Corradi et al, 2004).
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Quatre régions possédant suffisamment d’informations phylogénétiques sont utilisées comme

marqueurs moléculaires (Figure 28).

r4 M09 360
Intren 1

#1454 454 350 6
Intron 2 Intron 3 Intton 4

62Y /312 . 780

1523 1609
Intron §

1517, T

191

3

¢ Plubd —

+— fFhun ,

! prubi —s

EB‘I.IIJ“—‘-

+— [lubdr

- [ub2r ,

fRubl —

- [tubdr |

Stap

Figure 28: Organisation du geéne de la f tubuline de Schizosaccharomyces pombe (Einax et VVoigt, 2003).

- Les génes RPB1 et RPB2

Les génes RPB1 et RPB2 codent pour les deux grandes sous-unités de I’ARN

polymérase de type Il. Ces génes, en encodant les domaines catalytiques de cette enzyme,

possedent des domaines conservés utilisés avec succes en phylogénie chez les eucaryotes

(Stiller et Hall, 1999; Liu et Hall, 2004). Chez les champignons, la séquence partielle du gene

RPB2 d’environ 1100 pb, et amplifiée grace au couple d’amorces fRPB2-5F et bRPB2-7.1R,

est utilisée pour I’identification et la phylogénie moléculaire (Binder et al, 2010) (Figure 29).

RPB2 Primers
12 3a3b 4 5 6
|
= 2PB2-3bF = RPB2-EBF
= RPE2-6R
-fRPE2.-5R

1kb
7 8 9 10 11 12
= RPE2-TF
z RPE2-113Rs
= RPB2-7R *= REE2-11bR
- fRPE2-TF
SiRne - fRPEZ-113R

Figure 29: Organisation moléculaire du géne RPB2. Les fleches indiquent les positions des amorces
permettant ’amplification des régions utilisées en phylogénie moléculaire.
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1.2. Marqueurs mitochondriaux

Les mitochondries sont des organites cellulaires rencontrés chez la quasi-totalité des
eucaryotes. Elles sont impliquées dans la phosphorylation oxydative via la chaine respiratoire
(Saraste, 1999) et porteuses d'une information génétique spécifique : le génome mitochondrial
(ou ADNmt). Les mitochondries auraient une origine endosymbiotique (Martin et Muller,
1998), la cellule eucaryote avec mitochondries proviendrait de la fusion originelle entre une

o-protéobactérie et une archéobactérie (Gray et al, 1999) (Figure 30).

Eukaryote (mitochondria”)

Archaebacterium + o-Proteobacterium

Eukaryote (mitochondria*)

Figure 30: Fusion d’une archéobactérie et d’une protéobactérie aérobie

Le génome mitochondrial (Figure 31) aurait une origine monophylétique (Gray et al,
1999; Lang et al, 1999; Andersson et al, 2003), avec un ensemble de genes hautement
conservés chez la majorité des génomes mitochondriaux animaux, végétaux et fongiques
(Truscott et al, 2003).

Les génes mitochondriaux sont adaptés a la phylogénie moléculaire car ils possédent
un taux de recombinaison génétique tres faible et une faible variabilité intra-spéecifique.

Les principaux marqueurs mitochondriaux utilisés sont les génes encodant les ARN

ribosomiques et le géne cox1 (ou CO I).
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D-Loop Small ribosomal RNA
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Figure 31: Organisation du génome mitochondrial
(http://www.barcodeoflife.org/content/resources/meeting-materials)

1.2.1. Les ARN ribosomiques

Chez les champignons, les génes codant pour les ARN ribosomiques mitochondriaux
sont au nombre de deux: le géne 16S qui code pour I’ARN de la petite sous-unité ribosomique
(mt-SSU-ARNIr) et le géne 23S qui code pour ’ARN de la grande sous-unité du ribosome
(mt-LSU-ARNI).

On retrouve dans le génome mitochondrial des champignons, une seule copie de
chacun de ces génes, leur position, au sein du génome varie selon les especes de champignon.
Ces deux genes sont séparés par des régions allant de quelques bases a plusieurs kpb
contenant d’autres genes mitochondriaux.

Comme les genes codant pour les ARN ribosomiques nucléaires, les génes mt-LSU-
ARNTr et mt-SSU-ARNTr possédent la méme organisation, ¢’est-a-dire neuf domaines variables
encadrés chacun par des régions constantes.

Pour le géne mt-SSU, trois domaines sont les plus utilisés en phylogénie moléculaire:
V4, V6 et V9 (Figure 32). Chaque domaine variable est amplifié par un couple d’amorces

spécifiques générant des fragments n’excédant pas 500 pb (annexe 3).
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0 553 722 1067 1238 2995 3215

SSUrDNA | 451 469 776 794 994 1012 1242 1260 2970 2988 3227 2245
v [ V4(170mt) | 2 g V6(172nt) |, - V9 (221 nt) !
v4u, V4R, eu, |V6R, WU, VIR,
— - e - e -

PCR products ~— 344 nt ———= ~4—267 ot —— — 276 nt -

Figure 32: Domaines variables V4, V6 et V9 du géne SSU ARNr d’Agrocybe aegerita (Gonzales et al, 1998).
Les amorces sont indiquées par des fleches.

Pour le gene mt-LSU, la séquence partielle délimitée par les amorces ML5 et ML6 est

la plus utilisée, générant par PCR une séquence d’environ 400 pb (Bruns et al, 1998). Cette

partie peut contenir des séquences introniques (I, I1, 111, 1V et V sur la Figure 33).
P&N @ R

- ESR AN

I W N Y[ T
— —e e —3e —e — —ge e
M5 CMLSS  hLING MLINZ WLINT o M7 S CTE2  MLING [ I
LI M55 MLIMAR  RLINSR WLINTF | ML CMLY S (LR WLINER  CTED

roughly 500 b

Figure 33: Géne mitochondrial LSU.

1.2.2. Legénecox 1

Parmi les genes mitochondriaux, on retrouve le géne coxl (cytochrome C oxydase
subunit 1) qui code pour une protéine composante du complexe IV de la chaine respiratoire
(Molitor et al, 2009). Ce géne est porté universellement chez tous les eucaryotes et code pour
une protéine fortement conservée, le rendant trés utile pour I'étude des relations
phylogénétiques entre organismes (Bowe et al, 1999). De plus, il présente un niveau de
variabilité intéressant: les différences observees entre les individus d’une méme espéce sont
tres faibles, voire nulles mais relativement ¢levées entre des individus d’especes différentes.
C’est pour cette raison que le gene coxl se révele étre un outil performant pour le
« barcoding ». Le barcode consiste a associer une sequence d'’ADN a une espece, permettant
I’identification taxonomique des organismes vivants a partir de la séquence de ce fragment
d’ADN (Hebert et al, 2004) (Figure 34).
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Figure 34: Principe du barcoding

En revanche, le gene coxl peut contenir de nombreux introns (du groupe | ou II)
(Vialle et al, 2009), jusqu'a 19 sequences introniques chez Agaricus bisporus (18 du groupe |
et 1 du groupe Il) (Ferandon et al, 2010), ce qui en fait le plus grand réservoir d'introns
rapporté a ce jour. La plupart de ces introns code pour des homing endonucléases impliquées
dans le transfert latéral de ces introns. Ces séquences introniques ne sont pas conservées et
leur présence peut rendre difficile I’amplification du geéne par PCR. Chez les champignons,
les séquences partielles du géne cox1 utilisées en phylogénie sont amplifiées par des couples
d’amorces différents (Seifert, 2009; Molitor et al, 2009) générant des séquences codantes
d’environ 400 — 500 pb.
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Tableau 4: Principaux marqueurs fongiques disponibles dans les bases de données en 2009 (Begerow et al,
2010)

: Nombre de séquences
Marqueurs fongiques

disponibles
ITS incluant 5.8S 147 042
SSU 136 588
LSU 115 228
B tubuline 14 921
Actin 4124
RPB2 8 316
EFla 7235
COl 581

En conclusion, les séquences géniques disponibles dans les bases de données
représentent seulement 1% du nombre hypothétique d'espéces fongiques (Nilsson et al,
2009b). Le Tableau 4 ci-dessus rassemble les principaux marqueurs fongiques ayant un grand
interét pour la phylogénie et le barcoding d'espéces. Le nombre de séquences disponibles dans
les bases de données est en perpétuelle évolution, dépendant de I'avancée des connaissances

scientifiques et des publications.
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2. Phylogénie moléculaire

Afin d’étudier la phylogénie moléculaire des Agaricomycetidae et de comparer avec la
classification systématique, il s’est avéré nécessaire d’étudier 1’évolution de la classification

des Basidiomycota.

2.1. Evolution de la classification des Basidiomycota

La classification des Basidiomycota a connu de réels changements avec l'introduction
des méthodes moléculaires et leur évolution. Les études pionnieres effectuees sur 19 especes
(Swann et Taylor, 1993) puis 54 espéces (Swann et Taylor, 1995) et utilisant I’ARNr 18S ont
permis de diviser les Basidiomycota en trois grands groupes: les Hyménomycetes, les
Ustilaginomycetes et les Urédiniomycétes (Figure 35) qui sont appelés respectivement

Agaricomycotina, Ustilaginomycotina et Pucciniomycotina dans la classification actuelle.

100% Ustilago maydis
Ustilaginales Smuts Ustilago hordei Ustilaginomycetes
95% b Tilletia caries

Simple-Septate Cronartium ribicola .
‘ e Sporidiobolus johnsonii Uredinomycetes
9% 100% Leucosporidium scottii

Calocera cornea
Dacrymycetales Heterotextus alpinus

9% —E Dacrymyces chrysospermus
0%

Dacrymyces stillatus
Spongipellis unicolor

I | BOlRtas sttanas Hymenomycetes
idi es

homot Athelia bombacina
—

Auriculariales Auricularia polytricha
L % Auricularia auricula
76%

Pseudohydnum gelatinosum

cet

Hymenomycetes

Thanatephorus cucumeris

— Filobasidiella neoformans

Tremellales

9% L—— Tremella foliacea

| Taphrina deformans
Eurotium rubrum
_—: Neurospora crassa
Figure 35: Phylogénie des Basidiomycota selon la méthode de parcimonie et basée sur ’analyse de ARNr
18S (Swann et Taylor, 1993).

Ascomycetes
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La plupart des études ultérieures basees sur I'ARNr nucléaire, ainsi que sur le géne de
la B-tubuline, ont montré que ces trois groupes auraient une origine monophylétique (Taylor
et al, 2000; Weiss et al, 2004; Begerow et al, 2004), ce qui a été confirmé par les analyses des
caractéres structuraux (McLaughlin et al, 1995; Lutzoni et al, 2004), notamment la
composition de la paroi cellulaire (Prillinger et al, 1993).

L’étude de Swann et Taylor (1995) (Figure 36) a décrit au sein des Hyménomycetes
deux sous-classes: les Tremellomycetidae contenant notamment les Trémellales et les
Filobasidiales et les Hymenomycetidae contenant les Homobasidiomycétes et certains
Hétérobasidiomycetes : les Auriculariales, les Dacrymycetales et Thanatephorus cucumeris
(Ceratobasidiales). Les résultats de ces travaux ont permis de réfuter I’hypothése de
Patouillard (1900) qui se basait uniqguement sur les caracteres microscopiques des basides
ainsi que le mode de germination des basidiospores pour diviser les Agaricomycotina
(anciennement Hyménomycetes) en deux classes: les Hétérobasidiomycetes et les

Homobasidiomycétes (Figure 37).
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Athelia bombacina
Coprinus cinereus
Auricularia auricula
Auricularia polytricha
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Dacrymyces stillatus
Heterotextus alpinus
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Filobasidiella neoformans 1
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Tremella foliacea
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Filobasidium floriforme
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Cystofilobasidium lari-marini
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Tilletia caries
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Figure 36: Phylogénie des Basidiomycota (par la méthode de parcimonie) basée sur I’analyse de I'ARNr
18S (Swann et Taylor, 1995).
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Figure 37: Phylogénie des Basidiomycota selon Patouillard (1900)

Bien que la classification de Swann et Taylor (1995) fat basée uniquement sur un petit
nombre de taxons (54 taxons) et sur un seul locus (ARNr 18S), elle a néanmoins été adoptée
par les systématiciens et elle s’est avérée remarquablement durable. Cependant, le choix du
nom « Hyménomycetes » n'était pas idéal car ce terme était déja utilisé par Fries (1874) pour
désigner tous les champignons du phylum des Basidiomycota qui produisent leurs spores
grace a un hyménium externe non protégé (par opposition aux Gastéromyceétes a hyménium
interne). C’est pour cette raison, que dans 1’ouvrage Dictionnary of the fungi 9th ed. (Kirk et
al, 2001), le groupe des Hyménomycetes a été renommé « Basidiomycetes ». Cependant, ce
terme portait toujours a confusion car "Basidiomycetes" est le terme général pour désigner
tous les champignons produisant des basidiospores. Finalement, dans la classification AFTOL,
utilisée actuellement, il a été décidé de les intituler « Agaricomycotina » pour éviter ainsi
toute confusion possible. Ainsi, les Hyménomycetes ont été nommés, Basidiomycétes, puis
définitivement Agaricomycotina, les Urédiniomycétes sont appelés les Pucciniomycotina et

les Ustilaginomycotina conservent leur appellation.

Bien que la classification de Swann et Taylor (1995) ait été adoptée, les termes
classiques d'Hétérobasidiomycetes et d’Homobasidiomycétes ont continué a étre utilisés
(McLaughlin et al, 2001b). Des travaux distincts, sur les Hétérobasidiomycétes (Wells et
Bandoni, 2001) et sur les Homobasidiomycetes (Hibbett et al, 1997, Hibbett et Thorn, 2001),

ont été effectués.
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Wells et Bandoni en 2001 ont montré que les Hétérobasidiomyceétes étaient divises en

deux sous-classes : (i) les Tremellomycetideae contenant les Tremellales, les Filobasidiales et

les Christianseniales, et (ii) les Heterobasidiomycetidae comprenant les Auriculariales, les

Ceratobasidiales, les Dacrymycetales et les Tulasnellales (Tableau 5).

Dans le méme temps, Hibbett et Thorn (2001), en se basant, uniquement sur les

Homobasidiomycetes (Hyménomyceétes sensu Swann et Taylor 1995), ont reconnu huit clades

majeurs chez les Homobasidiomycetes (Tableau 5), dans un premier temps nommeés avec des

noms informels: « Euagarics clade », « Russuloid clade », «Polyporoid clade », « Bolete

clade », « Gomphoid-phalloid clade », « Cantharelloid clade », « Hymenochaetoid clade » et

le « Thelephoroid clade ». Les relations phylogénétiques des huit clades sont représentées sur

la Figure 38.

Tableau 5: Classification des Héteérobasidiomycetes et Homobasidiomycétes

Swann et Taylor 1995

HYMENOMYCETES

Tremellomycetidae
Tremellales
Filobasidiales
Trichosporon

Hymenomycetidae
Auriculariales
Dacrymycetales
Thanatephorus
Homobasidiomycetes

Wells et Badonni 2001 Hibbett et Thorn 2001
(excluant les (excluant la plupart des
Homobasidiomycetes) Hétérobasidiomycetes)
HETEROBASIDIOMYCETES HOMOBASIDIOMYCETES
Heterobasidiomycetidae Euagarics clade
Auriculariales Bolete clade
Ceratobasidiales Cantharelloid clade
Dacrymycetales Gomphoid-phalloid clade
Tulasnellales Hymenochaetoid clade
Tremellomycetidae Polyporoid clade
Tremellales Russuloid clade
Christianseniales Thelephoroid clade
Filobasidiales Gloeophyllum
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Sparassis spathulata P
Laetiporus sulphureus
Phaeolus schweinitzii P
Antrodia carbonica
entinus tigrinus
anoderma australe P
Fomes fomentarius P
Polyporus squamosus P
Trametes suaveolens
Dentocorticium sulphurellum
Fomitopsis pinicola
Daedalea quercina
Bjerkandera adusta

Polyporoid
clade
ca. 1350 spp.

Phanerochaete chrysosporium
Ceriporia purpurea
Phlebia radiata

Meripilus giganteus
Panus rudis”
Albatrellus syringae
Panellus stypticus =
Panellus serotinus
T¥phula phacorhiza
Stropharia-rugosoannulata P
Fistulina hepatica P
Schizophyllum commune P
Pleurotus tuberregium
Pleurotus ostreatds P
Lentinula lateritia P
Coprinus spp. P
Agaricus bisporus P
Lepiota procera
Lycoperdon sp P
Calvatia gigantea
Tulostoma macrocephala
Cyathus striatus
Crucibulum laeve
Amanita muscaria P
Cortinarius iodes

Pluteus petasatus
Boletus satanas P
Scleroderma citrina
Paxillus panuoides
HKdneIIum L R ——
Thelephora sp. P
Bondarzewia berkleyi
Heterobasidion annosum

Euagarics
clade
ca. 8425 spp.

Bolete clade
| _ca. 840 spp.
Thelephoroid clade
ca. 240 spp.

ericium ramosum

chinodontium tinctgrium
Russula compacta
Peniophora nuda
100 Scytinostroma alutum P

téreum annosum
oE tereum hirsutum P
v Aleurodiscus botryosus
Gloeocystidiellum leucoxantha
53] Lentinellus omphalodes
93 entinellus ursinus
lavicorona pyxidata
Auriscalpium vulgare
Laxitextum bicolor =«
= Coltricia perennis |
Inonotus hispidus
31 Phellinus igniarius |
Trichaptum abietinum |
55 gars]!dxoradulum |;jadulaI |
[— Schizopora paradoxa
Oxyﬁorus sp. )
—_— H}/g odontia alutaria |
1 Gloeophyllum sepiarium
Botryobasidium subcoronatum|
700 Botryobasidium isabellinum |

58 Multiclavula mucida
o Cantharellus tubaeformis
HP/dnuAm repandum
7 Clavulina cristata
Sphaerobolus stellatus
—{E Geastrum saccatum |
Pseudocolus fusiformis
700 Gomphus floccosus
_E Ramaria stricta
96 Clavariadelphus pistillaris
Auricularia auricula-judae |

Dacrymyces chrysospermus |
Tremella sp. V

Russuloid
clade
ca. 1000 spp.

Hymenochaetoid
clade ca. 630 spp.

Cantharelloid
clade ca. 170 spg

Gomphoid-phalloid
clade ca. 350 spp.

Figure 38: Phylogénie des Homobasidiomycetes avec les 8 ""clades™ majeurs (Hibbett et al, 1997).

Kirck et al (2001) reprennent dans 1’ouvrage Dictionnary of the fungi 9th éd., les
travaux de Hibbett et Thorn (2001) sur les Homobasidiomycetes ainsi que ceux de Wells et
Bandoni (2001) sur les Hétérobasidiomycetes pour les compiler et proposer un nouveau
niveau de classification. Les « Basidiomycétes » (anciennement Hyménomycetes) ont ainsi
été divisés en deux sous-classes: (i) d’une part les Tremellomycetidae, contenant les
Hétérobasidiomycetes avec les sept ordres d’Hétérobasidiomycetes proposés par Wells et

Bandoni en 2001, plus un ordre: les Cystofilobasidiales et (ii) d’autre part, les
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Agaricomycetidae, contenant les huit ordres d’Homobasidiomycetes tels que définis par
Hibbett et Thorn (2001) (Tableau 5).

Par la suite, une restructuration de la classification des Agaricomycotina
(anciennement Basidiomycetes) a été réalisee (Moncalvo et al, 2002; Hibbett et Binder, 2002;
Weiss et al, 2004) et montre que ce groupe est constitué de trois classes : les Tremellomycetes,
les Dacrymycetes et les Agaricomycetes (Tableau 6). De plus, cing nouveaux ordres
indépendants qui n’étaient pas reconnus auparavant dans le groupe des Agaricomycotina ont
été mis en évidence (Larsson et al, 2004, Binder et al, 2005). 11 s’agit des Sebacinales (qui
¢taient classés dans le groupe d’Hétérobasidiomycétes) ainsi que quatre ordres: Athéliales
(anciennement "Atheliod clade" sensu Julich 1981), Corticiales (regroupant les Vuilleminiales
sensu Boidin 1998 et le "corticioid clade™), Gloeophyllales et Trechisporales (regroupant les
Hydnodontales selon Jilich 1981 et le “trechisporoid clade"), ordres appartenant au groupe d’
Homobasidiomycetes.

Face aux évolutions majeures de la classification, les noms informels des huit clades
d’Hyménomycétes donnés par Hibbett et Thorn (en 2001), ont été rebaptisés par des homs
taxonomiques formels reconnus par la communauté scientifique. Ainsi, ’appellation retenue a
I'neure actuelle pour ces huit clades est la suivante: Agaricales, Boletales, Cantharellales,
Hymenochaetales, Phallales, Polyporales, Russulales et les Thelephorales (Tableau 6).
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Tableau 6: Evolution de la phylogénie moléculaire des champignons de 2001 a 2007

Dictionnary of the fungi 9th ed. (2001)
BASIDIOMYCETES

Tremellomycetidae

Auriculariales
Ceratobasidiales
Christianseniales
Cystofilobasidiales
Dacrymycetales
Filobasidiales
Tremellales
Tulasnellales

Agaricomycetidae

Agaricales
Boletales
Cantharellales
Hymenochaetales
Phallales
Polyporales
Russulales
Thelephorales

Hibbett et al, 2007
AFTOL

AGARICOMYCOTINA
Tremellomycetes
Cystofilobasidiales
Filobasidiales
Tremellales
Dacrymycetes
Dacrymycetales
Agaricomycetes
Sous classe des Agaricomycetidae
Agaricales
Atheliales
Boletales
Sous classe des Phallomycetidae
Geastrales
Gomphales
Hysterangiales
Phallales
Agaricomycetes incertains
Auriculariales
Cantharellales
Corticiales
Gloeophyllales
Hymenochaetales
Polyporales
Russulales
Sebacinales
Thelephorales
Trechisporales

De nombreux travaux (Matheny et Bougher, 2006; Matheny et al, 2007; Hibbett et al,
2007) ont confirmé la répartition des espéces appartenant aux Agaricomycotina en 3 classes:
les Agaricomyceétes, les Dacrymyceétes et les Tremellomycétes et ont montré que ce groupe est
constitué de 21 ordres dont 17 sont classés chez les Agaricomyceétes.

Les études multigéniques de Matheny et al en 2007, utilisant les genes rpb2, tefl et
I’ARN ribosomique nucléaires 18S, 25S et 5.8S sur 146 espéces, dont 125 d'Agaricomycotina,
ont permis de confirmer la position phylogénétique de 16 des 21 ordres d’Agaricomycotina.
Le classement des ordres des Cystofilobasidiales, Filobasidiales, Geastrales, Gloeophyllales et
Hysterangiales, n'a été possible que grace aux études de Hibbett et Donoghue, 2001; Lutzoni
et al, 2004; Hosaka et al, 2006. Les résultats de ces différents travaux ont abouti a 1’arbre

phylogénétique indiqué sur la Figure 39.
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A. Major clades of Agaricomycotina

Data from Maihennet al (2006c;
188, 258, 5.8S rRNA, pb1, tef1
6603 bp, 146 spp), except:

FO1 = Fell et al (2001)

HO1 = Hibbett and Donoghue (2001)
LO4 = Lutzoni et al (2004

HO6 = Hosaka et al (2006)

XX = bootstrap

Atheliales (1)

Boletales (11) G

76
1.0
9
1.0

100
.0

Agaricales (51) G
Russulales (8)

Corticiales (2)

XX = posterior probability

(XX) = no. species sampled

10407110187 Goeophyllales (0) @ Hon G

—F2 Polyporales (16) G

G = genome or EST projects

% Thelephorales (2)

1198 Hymenochaetales (7)

Hos 98

Hoe 1.0

1108 Trechisporales (2)

84 —
100 Gomphales (2)

Phallales (1)

Hos 98 ;
Hysterangiales (0)
Hoe 1.0 o How

v 59 Geastrales (0) @1 Hos)

Phallomycetidae

198 Auriculariales (3)

B2 Cantharellales (11)

1108 Sebacinales (2)

Agaricomycetidae

Agaricomycetes

1198 Dacrymycetales (4)

|Dacrymycetes

196 Eilobasidiales (0) o139

F179] ™
na
198 Tremellales (2) G

|__F0183 cystofilobasidiales (0) ot 1)

Tremellomycetes

108 USTILAGINOMYCOTINA (6) G

108 PUCCINIOMYCOTINA (12) G

108 ASCOMYCOTA (3) G

Figure 39: Arbre phylogénétique des Agaricomycotina (Matheny et al, 2007)

2.2. Phylogénie des Agaricomycetidae

Les Agaricomycetidae constituent une des trois sous-classes des Agaricomycétes. En

effet, la classe des Agaricomycetes est définie comme constituée des Agaricomycetidae, des

Phallomycetidae et une troisieme sous-classe nommée Agaricomycetes incertains dont on ne

connait pas encore les relations phylogénétiques précises avec les deux sous-classes
précédentes (Binder et al, 2005; Matheny et al, 2007).
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Les Agaricomycetes incertains regroupent 10 ordres indépendants: les Auriculariales,
Cantharellales, Corticiales, Gloeophyllales, Hymenochaetales, Polyporales, Russulales,
Sebacinales, Thelephorales, et les Trechisporales (Figure 40).

Quatre ordres: Geastrales, Gomphales, Hysterangiales, et Phallales, composent la
sous-classe des Phallomycetidea (Binder et al, 2007).

La sous-classe des Agaricomycetidae regroupe trois ordres : Agaricales, Boletales, et
Atheliales (Matheny et Bougher, 2006; Matheny et al, 2007) (Figure 40) et plus récemment

Binder et al (2010) y ont ajoute les ordres des Amylocorticiales et des Jaapiales.

Cystofilobasidiales

: E Filobasidtales Tremellomycetes ,

SN ——Tremeallales B
Dacrymyoetales, Dacrymycetes

Sebacinales Agaricomycetes

Cantharellales

e | rachiSporales
(- Gaaslrales .

p— Gomphales

L Hystorangiales Phallomycatidae

Hymenochastales

Corticiales

Gloeophyllales

r— Polyporales

L— Thelephorales

- Russulales )

¢ — Agarncales

: Atheliales  Agaricomycetidae |

\_— Bolatales /

Agaricomycotina

Figure 40: Phylogénie des Agaricomycetes (Hibbett et al, 2007).

L’ordre des Agaricales est un groupe monophylétique (Binder et Hibbett, 2002),
d’environ 9000 especes de champignons, comprenant plus de 300 genres et 26 familles (Kirk
et al, 2001). Il constitue le plus grand groupe des Agaricomycetidae et regroupe la quasi-
totalité des champignons comestibles. Les travaux de Matheny et Bougher (2006), utilisant
six marqueurs moléculaires: rpbl, rpb-intron2, rpb2, I'ARNr 18S, 25S et 5.8S, ont permis de
diviser 1’ordre des Agaricales en Six sous-groupes principaux: les Agaricoid, les
Tricholomatoid, les Marasmioid, les Pluteoid, les Hygrophoroid et les Plicaturopsidoid.
Ensuite, les travaux de Binder et al (2010), sur les genes nuc-SSU, nuc-LSU, 5.8S, rpbl, rpb2
et tefl, ont permis de restructurer I'ordre des Agaricales. Les cing premiers sous-groupes de
Matheny et al (2007) ont eté conservés, mais le groupe anciennement dénommé

"plicaturopsidoid clade™ a été scindé pour laisser apparaitre I'ordre des Amylocorticiales ainsi
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que trois familles indépendantes non incluses dans un sous-groupe: les Pterulaceae, les
Stephanosporaceae et les Clavariaceae. L’ordre des Agaricales est détaillé dans ’arbre des
Agaricomycetidae ci-aprés (Figure 41).

L’ordre des Boletales est compose de cing sous-ordres: les Boletineae,
Sclerodermatineae, Suillineae, Coniophorineae et Tapinellineae.
L’ordre des Atheliales comprend 22 genres et 106 especes (Kirck et al, 2008).
Cette classification moléculaire des Agaricomycetidae est celle retenue par AFTOL.

AFTOL (Assembling the Fungal Tree Of Life) est un projet international fondé en
2002, ayant pour but de retracer la phylogénie du régne fongique. Il regroupe une
cinquantaine de coauteurs et une importante contribution de systématiciens, avec plus de 20
pays, qui ont travaillé sur six génes (5 100 séquences). La derniére version d’AFTOL a été
publiée en mai 2007 dans Mycological Research, A higher-level phylogenetic classification of
the Fungi (vol. 111, p. 509-547) (Hibbett et al, 2007).
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90

Galerina semilanceata
Hebeloma velutipes
Phaeocollybia festiva
Flammula alnicola
Agrocybe praecox
tropharia ambigua
Kuehneromyces rostratus
repidotus applanatus
Inocybe dulcamara
Pleuroffammula flammea
Simocybe serrulata
P#agomarasmr’lus proximans
ubarnia vinicolor icoi
Cortinarius iodes Agancmd clade
Agaricus bisporus
Lycoperdon pyriforme
Macrolepiota dolichaula
Leucoagaricus barssii
Coprinus comatus
Bolbitius vitellinus
Conocybe lactea
C_opr_ino/nsis cinerea
Laccaria bicofor
Mythicomyces comneipes
Cyathus stnatus
Pleurotus ostreatus —]
28 Pluteus romellii .
Volvariella gloiocephala Pluteoid clade
Melanoleuca verrucipes
Amanita brunnescens
82 Tephrocybe boudieri ]
Termitomyces sp.
Lyophyllum decastes
Asterophora lycoperdoides
Clitocybe candicans
Clitocybe subditopoda
Clitocybe nebularis
7 Collybia tuberosa . i
epista irina
Tricholoma ,rJnyomyces Tricholomatoid clade
0 Clitopilus prunulus
Rhodocybe mundula
Entoloma prunuloides
Nolanea sericea
Callistosporium graminicolor
Catathelasma ventricosum
Infundibulicybe gibba
Pseudaclitocybe cyathiformis
100 Hygrocybe aff. conica—
Hygrocybe coccinea
Pseudoarrmillariélla ectypoides
Chrysomphalina grossula
Hygrophorus auratocephalus
Hygrophorus pudorinus
Ampuiloclitocybe clavipes
Cantharocybe gruberi
Camarophyilus basidiosus

Mycena galericulata Hygrophoroid clade
lycena plumbea minus Pterulaceae
Xeromphalina campaneifa
Phyllotopsis sp.

Tricholomopsis decora

Pleurocybeila porrigens

Macrotyphula fistulosa

Typhula phacorrhiza

Sarcomyxa serotina

100 Gymnopus dryophilus
Rhodocollybia maculata

Mycetinis alliaceus i

Anthracophyllum archeri

Gymnopus contrarius

Crinipeliis perniciosa

Marasmius rotula

88 Flammulina velutipes

Physalacria bambusae
Xerula radicata

100

Armillana mellea ioi
| 100 Porothelium fimbriatum Marasr_mor(é (ﬂadi I
Megacollybia platyphylia minus Schizophyliaceae,
Henningsomyces candidus Lachnellaceae

Mycena amabilissima

Mycena aurantiidisca

Hydropus cf. scabripes

Cheimonophyllum candidissimum

Chondrostereum purpureum

Baeospora myosura

100 Hemimycena gracilis
Aot P sl o

89 Radulomyces rickii B I
= Coroniciuin alboglaucum Pterulaceae
Pterula echo |

Cristinia rhenana

- 1
Cristinia sp. FP-100305
S,{I:p;ggoss’;)ora caroticolor. S_ltephanosporaceae

Fistulina antarctica —1

Schizophyllum radiatum  Schizophyllaceae, Lachnellaceae
Lachnella viflosa — 1

Camaroph%llcz/)sis_ hymenocephala

Camarophytlopsis schultzen "

Clavaria zollingeri . Clavariaceae
Clavulinopsis laeticolor

Ramariopsis kunzei

loserpula pusio BR, ECM?

96 émé/locorticiellum subillaqueatum
(ol
53 rrF ﬁmyloathel’la crassiuscula

poria

L Anomoporia bombycina BR
Amylocorticium subincarnatum
Amylocorticium subsulphureum
Amylocorticium cebennense

Ceraceomyces tessulatus

Anomoloma myceliosum

Anomoloma albolutescens

Ser[aulomyces borealisBR

Leptosporomyces seffentnonahs

Amyloxenasma allantosporum

Plicaturopsis crispa

Athelia rolfsii PLP.

95)

Agaricales

Amylocorticiales
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100

100

B

92 Aureoboletus thibetanus
Boletellus shichianus

Boletellus projectellus

Boletus edulis

Porphyrellus porphyrosporus
Strobilomyces floccopus

Para_l?yrodon s,phaerosporus
Paxillus vernalis
Gyrodon lividus
Hydnomerulius pinastri
Boletinellus merulioides
Phlebopus portentosus i
Calostoma cinnabarinum ~ Sclerodermatineae
Gyroporus sp.
Pisolithus arrhizus
Sgrllz;s bresadolae
uillus pictus illi
Rhizopo ,ae) nigrescens Suillineae
Gomphidius roseus
Coniophora cerebella
100 Coniophora puteana
Coniophora olivacea
Coniophora prasinoides
Coniophora sp. Braz6
Coniophora marmorata
100~ Coniophora arida = :
Coniophora arida var. suffocata  Coniophorineae
Gyrodontium sacchari
Leucogyrophana arizonica
Leucogyrophana lichenicola
Leucogyrophana romellii
Leucogyrophana olivascens
Hygrophoropsis aurantiaca
Leucogyrophana mollusca

100 100~ Serpula himantioides HHB-17587
97 ﬂ L Serpula himantioides RLG-12941

Serpula lacrymans
:4gL§SlfOanIIIUS sp.

98

Serpula similis

s Slerpula tignticola

erpula incrassata . .

Tapinalia atrofomentosa 78.97  Tapinellineae
Tapinella panuoides MB 05-019
Leucogyrophana montana
Pseudomerulius curtisii
Pseudomerulius aureus
rcevomyces taxi

58

Chalciporus piperatus Boletineae

|Boletales

onda
985 Athelopsis subinconspicua™
Leptosporomyces raunkiaerii
Athelia sp. FP-133442
g4 [ Piloderma fallax ECM

Piloderma byssinum ECM
Piloderma lanatum ECM
Amphinema byssoides ECM
S9r Athelia epiphylia

Fibulorhizoctonia sp. TES

Athelia sp. HHB-15599
Athelia arachnoidea
— Athelia sp. L-10567
Athelopsis glaucina

Atheliales

Jaapia argillacea
100 Echinodontium tinctorium AFTOL-455

100 Lactarius deceptivus AFTOL-682

100 _——— Boletopsis leucomelaena AFTOL-1527

Stereum_hirsutum AFTOL-492

Jaapiales
IRussuIaIes

Corticiales

Punctularia strigosozonata AFTOL-1248

99

— 100 substitutions

55 Hydnellum geogenium AFTOL-680
82 Climacodon septentrionalis AFTOL-767

Gautieria otthii AFTOL-466

JThelephorales

Fomitopsis pinicola AFTOL-770

JPolyporales

Cotylidia sp. AFTOL-700
Peniophorella praetermissa AFTOL-518

JHymenochaetales

Figure 41: Phylogénie des Agaricomycetidae (Binder et al, 2010)

Phallomycetidae
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DISCUSSION GENERALE
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1. Comparaison des deux types de classification

Les travaux de cette thése concernent 1’é¢tude comparative des classifications
systématique et moléculaire des Agaricomycetidae regroupant la plupart des champignons
comestibles. Nous avons basé notre étude sur la classification définie par Pierre Roux
concernant I'approche systématique dans son ouvrage, Mille et un champignons, (éd. Roux,
2006, 1125p) et celle définie par les travaux de Hibbett et al (2007) et Binder et al (2010) pour

la classification moléculaire.

Tout d’abord, rappelons qu’au sein des Agaricomycotina (Tableau 7), la classification
moléculaire se compose des classes des Agaricomycetidae, Phallomycetidae et
Agaricomycetidae incertains. En systématique, les Agaricomycotina ne sont constitués que
par les champignons appartenant a la classe des Agaricomycetidae. Les espéces regroupees
dans les classes des Phallomycetidae et des Agaricomycetidae incertains sont classées en
systématique comme appartenant aux Aphyllophoromycetidae (hyménophore non lamellé,
carpophore généralement nu et dépourvu de voile générale, souvent de consistance dure et
coriace), Gasteromycetidae (groupe peu homogene dont la fructification est de forme plus ou
moins globuleuse sans pied différencié, non lamellé) et Phragmobasidiomycetes (basides
cloisonnées longitudinalement pour les Auriculariales et transversalement pour les
Tremellales) (Tableau 7).

La comparaison de ces deux classifications au sein des Agaricomycetidae a permis de

mettre en évidence deux grandes divergences.

La premiére divergence concerne I’organisation des Agaricomycetidae. La
classification systématique définit six ordres au sein de cette classe: les Agaricales, Boletales,
Cortinariales, Entolomatales, Russulales et les Tricholomatales. D’un point de vue
moléculaire, la classe des Agaricomycetidae ne comporte plus que cing ordres parmi lesquels
les Agaricales et les Boletales. Les trois autres ordres, Atheliales, Jaapiales et
Amylocorticiales n’existent pas en systématique. Une restructuration importante des especes
fongiques appartenant aux ordres des Russulales, Cortinariales, Entolomatales et les

Tricholomatales a été mise en évidence par 1’approche moléculaire.
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Tout d’abord, les Russulales ne semblent pas avoir de proximité phylogenétique avec
les champignons de la classe des Agaricomycetidae et ils ont été regroupés dans une autre
classe, celle des Agaricomycetes incertains (Tableau 7). Ensuite, les ordres des Cortinariales,
Entolomatales et Tricholomatales n'existent plus dans la classification moléculaire ; les
especes appartenant a ces ordres ont été réparties au sein de l'ordre des Agaricales. Plus
précisément, les quatre familles constituant l'ordre des Cortinariales (Bolbitiaceae,
Crepidotaceae, Cotinariaceae et Strophariaceae), les six familles constituant 1’ordre des
Tricholomatales  (Hygrophoraceae, Pleurotaceae, Tricholomataceae, Marasmiaceae,
Mycenaceae et Dermolomataceae) et les familles de Macrocystidiaceae et Entolomataceae de

I’ordre des Entolomatales se retrouvent dans I'ordre des Agaricales.
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Tableau 7: Classifications des Agaricomycotina

Classification systématique

Classification moléculaire

Agaricomycotina

Classe Agaricomycetidae

Agaricales —_—

Amanitaceae
Lepiotaceae
Pluteaceae
Agaricaceae
Coprinaceae
Cortinariales
Bolbitiaceae
Crepidotaceae
Cortinariaceae
Strophariaceae
Entolomatales
Macrocystidiaceae
Entolomataceae
Tricholomatales
Hygrophoraceae
Pleurotaceae
Tricholomataceae
Marasmiaceae
Mycenaceae
Dermolomataceae

Boletales
Omphalotaceae
Boletaceae
Paxillaceae
Gomphidiaceae
Hygrophoropsidaceae

Russulales

~

Classe Agaricomycetidae
+Agaricales (32 familles au total)

/

Boletales (+ 18 autres familles):

Boletaceae
Paxillaceae
Gomphidiaceae
Hygrophoropsidaceae

Atheliales
Amylocorticiales
Jaapiales

N

Classe Aphyllophoromycetidae
Classe Gasteromycetidae

Classe Phragmobasidiomycetes

™ Russulales
Auriculariales
Cantharellales
Corticiales
Gloeophyllales
Hymenochaetales
Polyporales
Sebacinales
Thelephorales
Trechisporales

Classe Phallomycetidae
Geastrales
Gomphales
Hysterangiales
Phallales

Classe Agaricomycetes incertains

71



Le deuxieme niveau de divergence concerne 1’organisation des ordres des Agaricales
et Boletales.

En ce qui concerne les Agaricales, la classification systématique regroupe au sein de
cet ordre cing familles: Amanitaceae, Lepiotaceae, Pluteaceae, Agaricaceae et Coprinaceae.
Toutes ces familles possédent des caractéristiques morphologiques communes, c’est-a-dire
des basides non cloisonnées, un hymeénium a lames, une chaire fibreuse a cassure franche et
des lames libres (généralement, pied et chapeau séparables). Par I’approche moléculaire,
I’ordre des Agaricales regroupe la plupart des champignons a lamelles comprenant en plus des
cing familles préceédentes, 27 autres familles répartics dans d’autres ordres définis en
systématique. Ainsi, les Agaricales constituent un ordre trés hétérogéne constitué de plus de
80% des Agaricomycetidae.

La systématique regroupe au sein de 1’ordre des Boletales cing familles: Boletaceae,
Paxillaceae, Gomphidiaceae, Hygrophoropsidaceac et Omphalotaceae. Par 1’approche
moléculaire, cet ordre, regroupe quatre des cing familles précédentes plus 18 autres familles
(Tableau 8). La famille des Omphalotaceae a été reclassée dans I'ordre des Agaricales.

Tableau 8: Comparaison des classifications de I'ordre des Boletales

Classification moléculaire
Ordre des Boletales

Classification systématique
Ordre des Boletales

(1) Famille des Boletaceae
Gyroporus
Boletus
Boletinus
Suillus
Chalciporus
Xerocomus
Leccinum
Tylopilus
Porphyrellus
Strobylomyces
Phylloporus
Gyrodon
Uchwaldoboletus
Aureoboletus

(2) Famille Paxillaceae
Paxillus

(3) Famille Gomphidiaceae
Gomphidus,
Chroogomphus

(4) Famille Hygrophorospidaceae
Hygrophoropsis

(5) Famille Omphalotaceae
Omphalotus

Sous-ordre Boletineae
(1)Boletaceae
Diplocystaceae
Leucogastraceae

Sous-ordre Coniophorineae
Coniophoraceae
(4) Hygrophoropsidaceae
Serpulaceae
Gastrosporiaceae
Melanogastraceae

Sous-ordre Paxillineae
Gyrodontaceae
(2) Paxillaceae

Sous-ordre Sclerodermatineae
Astraeaceae
Boletinellaceae
Calostomataceae
Gyroporaceae
Pisolithaceae
Sclerodermataceae
Stephanosporaceae

Sous-ordre Suillineae
(3) Gomphidiaceae
Rhizopogonaceae
Suillaceae
Truncocolumellaceae

Sous-ordre Tapinellineae
Tapinellaceae
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2. Avantages et limites des approches

2.1. Approche systématique

La classification systématique permet une identification des espéces qui se base sur
des éléments phénotypiques rapidement remarquables qui sont trés souvent homogeénes au
sein d’un groupe phylogénétique. Cependant, les caracteres morpho-anatomiques des
champignons sont évolutifs, permettant aux champignons de s’adapter aux contraintes
écologiques et environnementales auxquelles ils sont soumis (géographie, nature du sol..). Les
champignons possédent donc un haut degré de polymorphisme et d'adaptabilité. Ainsi, le
phénotype de deux individus d'une méme espéce peut varier énormément. De plus, la
convergence de certains caractéres morphologiques peut parfois rapprocher des organismes
d’origine évolutive différente, tandis qu’elle peut séparer des espéces proches. Dans ce cas,
I’utilisation seule des critéres morphologiques peut rendre I'identification incertaine, pouvant
avoir des conséquences importantes dans le domaine de la toxicologie alimentaire.

La systématique permet de donner un nom de genre avec précision, mais les
confusions se font généralement au niveau des especes. De plus, le classement systématique
ne prend en compte aucun caractére évolutif et n'aborde pas les liens de parenté entres espéces,
ni l'appartenance phylogénétique.

La classification systématique est remaniée par l'arrivée des techniques moléculaires
qui reclassent les espéces, non plus sur les critéres d'identifications incontournables, mais sur
les bases d'une appartenance phylogénétique. Ainsi, au sein des Agaricales, on retrouve
maintenant des champignons a sporée rouille (Cortinariales), ou a pied et chapeau non

séparable (Tricholomatales).

2.2. Approche moléculaire

Contrastant avec la classification systématique, la phylogénie moléculaire permet de
retracer I’évolution des espéces fongiques. Elle est basée sur des séquences génétiques qui
subissent des fortes contraintes fonctionnelles.

Cependant, en raison de I’évolution différente des marqueurs moléculaires, les arbres
phylogénétiques obtenus peuvent étre le seul reflet de I'évolution des marqueurs et non pas

forcément de la phylogénie de I'espéce. Par exemple, les études monogéniques utilisant deux
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marqueurs différents (mt-SSU et mt-LSU) pour un méme groupe d'espéces ne donnent pas la
méme phylogénie car chaque marqueur évolue distinctement dans le temps. Les résultats de
différentes études phylogéniques mettent en évidence l'importance d’avoir une approche
multi-génique qui combine plusieurs types de marqueurs moléculaires.

En tenant compte uniquement de liens de parenté entre les especes ou les groupes
phylogénétiques, 1’approche moléculaire rassemble dans un seul groupe phylogénétique des
espéces possedant des caractéres morpho-anatomiques distincts. En revanche, la distinction
entre des espéces proches morphologiquement est aisée.

De nombreuses applications découlent des méthodes moléculaires, en particulier
I’identification précise des espéces, 1’étude de leur biodiversité, en alimentant les bases de
données avec de nouvelles séquences fongiques. Mais ces études sont en partie précédées
d'une étape d'identification systématique de I'échantillon que I'on étudie.

L'approche moléculaire va permettre de conforter une identification systématique
douteuse par comparaison avec les sequences déja disponibles dans les bases de données.
Cette identification moléculaire sera par conséquent dépendante des bases de données, en
particulier des séquences disponibles et de leur exactitude (séquences d'espéces non

identifiées: "uncultured fungi®).

Ainsi, les deux approches sont complémentaires: 1’approche moléculaire permet de
confirmer une identification et de retracer la phylogénie exacte des champignons, quant a la
systématique, elle permet aisément, a partir d'un échantillon visuel, d”'identifier son groupe

phylogénétique d’appartenance.

3. Applications: méthodes moléculaires dans
I'identification d’espéces de champignons

Une des applications des méthodes moléculaires est utilisée au cours de cette these
pour identifier trois groupes de champignons. A 1’intérieur de chaque groupe, nous avons
utilis¢ des espéces qui sont proches morphologiquement et dont [’identification
morphologique peut étre ambigué.

Nous avons utilisé pour nos analyses, un total de dix spécimens de champignons, cing
souches de Tricholoma, deux souches de Lepista, un Clitocybe et deux Amanita.

Afin de pouvoir réaliser les identifications moléculaires, I’ADN de chaque souche a

été extrait. Deux marqueurs moléculaires ont été amplifiés par PCR. 1l s’agit d’ITS (nucléaire)
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et de V9 (mitochondrial). Les produits de PCR ont été sequences, puis les sequences ont été

comparées deux par deux pour mettre en évidence les mutations ponctuelles ou

insertions/délétions pouvant les distinguer.

3.1. Tricholoma equestre (n°354) / Tricholoma frondosae
(n°110936) / Tricholoma auratum (n° 2000-00-3516, souche
1. n°91-11-139, souche 2: n°97-11-2992)

L'espece T. equestre est un champignon toxique entrainant un syndrome de

rhabdomyolyses (douleurs et raideurs musculaires, sueurs, arythmies) pouvant étre mortel

(trois déces répertories en 2001). Cependant, il existe une espece auparavant considérée

comme “"comestible”, T. auratum, qui est morphologiquement tres proche de T. equestre

(Tableau 9), rendant leur distinction délicate. Une troisieme espece, T. frondosae qui pousse

souvent sous les peupliers, est aussi un sosie élancé et a petites spores de T. equestre.

Tableau 9: Critéres de différenciation systématique des Tricholoma

Tricholoma equestre

Tricholoma frondosae

Tricholoma auratum

Chapeau: jaune a olivatre, se
colorant en roux quand exposé au
soleil, meches brunes roussatres
vers le centre

Lames: échancrées assez serrees,
jaune vif

Pied: jaune, parfois des meches
comme sur le chapeau

Chair: blanche avec des teintes
jaunes plus vives dans le pied,
saveur farineuse

Odeur: farineuse

Habitat: sous les pins, sol
sablonneux et peu calcaire
Spores: ellipsoides et lisses

(Photo: Roux)

Chapeau: Chapeau squameux
et de couleur jaune a roussatre

Lames: échancrées assez
serrées, jaunes

Pied: jaune, parfois des
meéches comme sur le chapeau

Chair: blanche un peu jaune

Odeur: farineuse
Habitat: sous les peupliers

Spores: ellipsoides et lisses
(plus petites, ne dépassant pas
6.5 um de long)

(Photo: Borgarino)

Chapeau: roussatre ou orange,
a peine squamuleux vers
I'extérieur, jaune plus vif.

Lames: échancrées, peu
serrées, jaune soufre

Pied: trapu, blanchatre ou a
base jaune

Chair: jaune péle ou plus vif a
I'extérieur, saveur de noisette

Odeur: fongique

Habitat: sous les pins, sol
sablonneux et peu calcaire
Spores: ellipsoides et lisses

(Photo: Roux)
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.auratum b
. frondosae
.auratum sl
.auratum s2

.auratum b
. frondosae
.auratum sl
.auratum s2

.auratum.b
. frondosae
.auratum sl
.auratum s2

.auratum b
. frondosae
.auratum sl
.auratum s2

.auratum b
. frondosae
.auratum sl
.auratum s2

TTGAGGCEEAACTGCCGCAAGEATTATCACTRTTAACAAAGGAATAC
TTGAGGGESAACTGCCGCAAGEATTATCACTHTTAACAAAGGAATAC
TTGAGGGEAACTCGCCGCAAGEATTATCACTHTTAACAAAGGAATAC
TTGAGHT AGCTGCCGCATGE@ATTATCACT@TTAGCACAGGAATAC

TTCATTTAATAATATCAAATTTGAAATATAATTATATTATTATAATATTTAAATTAAGTC
TTCATTTAATAATATCATATTTGAAATATAATTATATTATTATAATATTTAAATTAAGTC
TTCATTTAATAATATCATATTTGAAATATAATTATATTATTATAATATTTAAATTAAGTA
TTCATTTAATAATATCATATTTGAAATATAATTATATTATTATAATATTTAAATTAAGTA

TT TTATATTTAATTTAATAGTAGTTTGTATGCTAATATTAAAAATACAATAGTTTEA
TT TTATATTTAATTTAATAGTAGTTTGTATGCTAATATTAAAAATACAATAGTTTHA
TT TTATATTTAATTTAATAGTAGTTTGTATGCTAATATTAAAAATACAATAGTTTHA
TT TTATATTTAATTTAATAGTAGTTTGTATGCTAATATTAAAAATACAATAGTTTHA

TATTGTAATTAGTCTGTTATAATAAAACACTTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACT
TATTGTAATTAGTCTITTATAATAAAACACTTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACT
TATTGTAATTAGTCTITTATAATAAAACACTTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACT
TATTGTAATTAGTCTITTATAATAAAACACTTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACT

CATTTAAATAACATCTCAAAAGTCATAGCAAGGTAGETTGGTACTGGAAA
CATTTAAATAACATCTCAAAAGTCATAGCAAGGTAGETTGGTACTGGAAA
CATTTAAATAACATCTCAAAAGTCATAGCAAGGTAGECTGGTACTGGAAA
CATTTAAATAACATCTCAAAAGTCATAGCAAGGTAGECTGGTACTGGAAA

Figure 42: Alignement des séquences V9. En vert apparaissent les mutations ponctuelles et en rouge les
zones de délétion. "'T. auratum b** correspond a la souche Tricholoma auratum a pied blanc

L'alignement de la région V9 se fait ici sur 277 nucléotides, on observe six zones de

délétions (Figure 42) allant de un a deux nucléotides et neuf zones de mutations ponctuelles.

Le Tableau 10, montre que T. auratum (souche 1: n°91-11-1390) ne différe que de 2

nucléotides avec T. frondosae mais de quatre nucléotides avec T. auratum (souche 2: n°97-
11-2992). Par contre, T. auratum a pied blanc (n° 2000-00-3516), différe nettement des trois

autres Tricholoma. Lors de nos manipulations, nous n‘avons pas pu obtenir la séquence V9

pour T. equestre (n°354), afin de la comparer aux autres especes.

Ensuite, nous avons effectué la phylogénie avec le gene V9 pour les quatre

Tricholoma (Figure 43). On peut observer que les deux souches, s1 et s2 sont bien deux

especes proches et similaires, alors que T. frondosae (n°110936) serait une autre espece

proche de T. auratum a pied blanc.
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Tableau 10: Différences (en nombre de nucléotides) pour la séquence V9 de T. auratum / T. frondosae

V9 T. auratum T frondosae T. auratum T. auratum
a pied blanc ' (souche 1) (souche 2)
T. auratum
a pied blanc ID
T.f
rondosae 5 ID
T. auratum
(souche 1) > 2 ID
T. auratum
(souche 2) 9 6 4 ID
82 T. auratum a pied blanc
| T. frondosae
T. auratum(sl)
T. auratum (s2)
0.001

Figure 43: Phylogénie moléculaire réalisée par la méthode ""Neighbor-Joining™ utilisant les séquences V9
des quatre Tricholoma

Concernant le marqueur ITS, I'observation des pourcentages de similarités (Tableau

11) montre que T. equestre et T. frondosae ont 99% d'identité commune, ce qui permet de les

définir comme une seule et méme espéce (mais retrouvés dans des habitats différents). Par

contre, T. auratum (souche 2) est une espéce a part entiére, bien différente de T. equestre et T.

frondosae (car on retrouve plus de 3% de différence entre leurs séquences). Lors de nos

manipulations, nous n'avons pas pu obtenir des résultats exploitables pour les séquences ITS

de T. auratum a pied blanc (n°2000-00-3516) ainsi que pour T. auratum (souche 1) (n°91-11-

139), afin de les comparer aux autres especes (ce qui explique pourquoi ils n‘apparaissent pas
dans le Tableau 11).

Tableau 11: Pourcentage de similarité des Tricholoma pour le géne ITS

ITS T. frondosae go%l:::wa(:%rr)] T. equestre
T. frondosae ID
T. auratum
(souche 2) 0.56 ID
T. equestre 0.99 0.56 ID
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Ainsi les méthodes moléculaires permettent d’affirmer que :

- T. equestre et T. frondosae correspondent & une méme espece

- T. auratum et T. equestre sont donc deux espéces bien distinctes.

3.2. Clitocybe amoenolens (n°20092006) / Lepista inversa
(souche 1: n°99-10-3307, souche 2: n°96-10-2694)

Lepista flaccida (var. inversa) est un champignon comestible qui est tres voisin de

Clitocybe amoenolens toxique, ce qui doit inciter a la plus grande prudence. Celui-ci est

responsable d’un syndrome acromélalgique (paresthésies, cedémes, rougeurs et violentes

douleurs des extrémités, crises paroxystiques) (Saviuc et al, 2001). Cependant, L. inversa peut

se différencier par ses lames plus serrées et des spores non lisses de forme bien différentes

ainsi qu'une odeur beaucoup plus faible (Tableau 12).

Tableau 12: Critéres de différenciation systématique

Clitocybe amoenolens

Lepista inversa

Chapeau: lisse, mamelonné, un peu creusé au
centre, bord enroulé, beige creme puis roux

Lames: tres décurrentes, peu serrées, cremes
puis jaune ocre
Pied: blanc a créme rosé puis fauve roux

Chair: blanche, saveur douce
Habitat: coniféres
Spores: ellipsoides, lisses

(Photo: Moreau)

Chapeau: trés creusé au centre voire en
entonnoir, lisse et brillant, ocre orangé a beige
ochracé avec reflet orangeéatre

Lames: tres décurrentes, serrées, cremes

Pied: blanchétre puis ochracé
Chair: blanche, saveur douce

Habitat: coniferes parfois sous feuillus
Spores: globuleuses avec de petites épines

(Photo: Roux)
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Concernant l'alignement de la séquence ITS pour C. amoenolens et L. inversa,
I'observation des pourcentages de similarité (Tableau 13) montre que les deux échantillons de
L. inversa sont deux souches appartenant a la méme espece avec 99% d'identité commune.
Par contre, C. amoenolens est bien une espece différente.

L'alignement du géne V9 (Tableau 14 et Tableau 15), confirme la proximité

phylogénétique des deux Lepista et la différenciation avec C. amoenolens.

Tableau 13: Pourcentage de similarité pour le géne ITS

L. inversa L. inversa
Gene ITS (souche 1) (souche 2) C. amoenolens
L. inversa
(souche 1) ID
L. inversa
(souche 2) 0.99 ID
C. amoenolens 0.82 0.82 ID

Tableau 14: Différences (en nombre de nucléotides) pour le gene V9 entre C. amoenolens / L. inversa

L. inversa L. inversa
Gene V9 (souche 1) (souche 2) C. amoenolens
L. inversa
(souche 1) ID
L. inversa
(souche 2) 2 ID
C. amoenolens 86 87 ID

Tableau 15: Différences (en nombre de nucléotides) pour le géne ITS entre C. amoenolens / L. inversa

L. inversa L. inversa
Gene ITS (souche 1) (souche 2) C. amoenolens
L. inversa
(souche 1) ID
L. inversa
(souche 2) 2 ID
C. amoenolens 112 110
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3.3. Amanita ovoidea (n°637) / Amanita proxima (n°90-10-902)

A. ovoidea (Bull.) Link est un champignon de la famille des Amanitaceae considéré

comme comestible mais qui n'a cependant aucun intérét culinaire. En revanche, cette amanite

peut étre confondue avec A. proxima Dumeée, qui elle, est toxique. A. proxima se différencie

par une forme plus élancée, un anneau plus membraneux et persistant (non crémeux comme A.

ovoidea) ainsi qu'une volve roux ochracé (Tableau 16).

Cependant, lors de nos manipulations (extraction, amplification et séquencgage), nous

n'avons pas réussi a obtenir les sequences du marqueur ITS et de V9 pour ces deux Amanita.

En conséquent, nous n‘avons pas pu faire leur comparaison moléculaire.

Tableau 16: Critéres de différenciation systématique des deux Amanita

Amanita ovoidea

Amanita proxima

Chapeau: lisse, blanchatre a coquille d'ceuf, bord
habillé de lambeaux de voile blanc crémeux
Lames: libres, blanches ou cremes, arétes
floconneuses

Pied: blanc recouvert de flocons crémeux, anneau
typiguement crémeux (qui reste sur les doigts),
volve blanchétre a creme puis ochracé

Chair: blanche, saveur douce

Odeur: iodée

Habitat: sous les chénes, espece calcicole
Spores: ellipsoides, amyloides

(Photo: Roux)

Chapeau: lisse, blanc de lait un peu ochracé au centre,
parfois reste de voile colorés
Lames: libres, blanches

Pied: blanc avec lambeaux de voile blanc crémeux,
anneau membraneux blanc, volve ample ocre orangé
roussatre

Chair: blanche, saveur douce

Odeur: + ou - iodée

Habitat: sous les chénes, espece calcicole

Spores: ellipsoides, amyloides

(Photo: Roux)
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3.4. Conclusion

Ainsi, la biologie moléculaire permet, par un choix judicieux de marqueurs,
d'identifier des especes dont 1’aspect peut énormément varier du fait du caractére polymorphe
des champignons et de caractériser des spécimens dont la détermination systématique reste
limitée (comme pour le Tricholoma a pied blanc). Ici, la biologie nous a permis de
caractériser T. equestre et T. frondosae comme une seule espece alors que la systématique les
considérait comme différentes. De plus, elle nous a permis de confirmer que L. inversa et C.

amoenolens sont deux espéces différentes.
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THESE SOUTENUE PAR ADRIEN CHABOUD

IMPACT DE L’APPROCHE MOLECULAIRE SUR LA CLASSIFICATION
DES AGARICOMYCETIDAE

CONCLUSION

L'apparition des méthodes moléculaires, notamment la PCR et le séquencage, a permis
une avancée majeure dans le domaine de la phylogénie des champignons. La classification
systématique qui se base uniquement sur les principaux caracteres morphologiques en a été
considérablement remaniée, laissant apparaitre plusieurs niveaux de classification avec des
divergences profondes entre les approches moléculaires et systématiques.

Ainsi, la sous-classe des Agaricomycetidae, qui rassemble la plupart des champignons
comestibles ne présente que deux ordres communs aux deux classifications, les Agaricales et
les Boletales. Les especes appartenant aux ordres des Tricholomatales, Entolomatales et
Cortinariales définies par leurs caractéres morpho-anatomiques se retrouvent au sein des
Agaricales. L’ordre des Boletales devient également plus important et regroupe, en plus des
familles définies en systématiques, des especes ne possedant pas de caractéres bolétoides.

Bien que I’approche moléculaire rassemble dans un seul groupe phylogénétique des
espéces possédant des caractéres morpho-anatomiques distincts, elle permet aisément la
distinction entre des espéces proches morphologiquement et dont la confusion peut entrainer
des intoxications alimentaires. Ainsi, par la mise en évidence de mutations ponctuelles et
d’insertions/délétions dans les seéquences nucléotidiques, la biologie moléculaire nous a
permis de distinguer des espéces des genres Tricholoma, Lepista et Clitocybe dont
I’identification systématique peut étre ambigu€. En revanche, ces méthodes ne sont pas
applicables sur le terrain ou les critéres morpho-anatomiques, environnementaux et des clefs
d'identification sont incontournables.

Au cours de son exercice officinal, le pharmacien sera amené a expertiser des
cueillettes, en ayant a sa disposition que I’approche systématique. En cas de doute, il
conseillera toujours de rejeter la cueillette et pourra réorienter le cueilleur vers des confréres
spécialisés ou faire appel aux sociétés mycologiques pour plus de précisions.

Certes, les travaux moleculaires ont déja beaucoup évolué, mais il reste encore

énormément a faire dans ce domaine afin de pouvoir référencer un maximum de séquences
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fongiques, d'alimenter les bases de donnees et de trouver de nouveaux marqueurs géniques

toujours plus performants. Seules les avancées dans le domaine moléculaire permettront de
faire évoluer la classification systématique.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
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Annexe 1. Valeurs moyennes nutritives des
champignons (Courtecuisse, 2007)

- Apporte de 100 a 800 kcal/ 1000g

- 802a90% d’eau

- 22a4% de protéines dont une partie seulement serait assimilable

- 0.2a1% de lipides

- 2a13% de glucides (la plupart non assimilable)

- 0.5a1.5% de matiére minéral (phosphate et potassium)

- Certaines espéces apportent des oligoéléments (zinc, cuivre, aluminium, fer...) et des
vitamines (A sous forme de carotenes, B, C, D et acide pantothénique)

Annexe 2: Code couleur Romagnesi

L'observation de la couleur de la sporée est cruciale dans I'étude des russules. Cette
couleur entre en particulier dans les clés de détermination (élément stable pour de nombreuses
especes).

Les couleurs ont été codifiées par les mycologues, pour en rendre le résultat moins
dépendant de I'observateur. Le code couleur Romagnési compare la sporée a une échelle
colorée qu'il gradue en 14 nuances.

Les degrés I-II-111-1V représentent respectivement les spores blanches, crémes,
ochracées ou jaunes (ensuite il y a les divisions a, b, c, d, €)

-sporées blanches ou péles la et Ib

-sporées cremes Il a, Il b, Il cet 1l d
-sporées ocres 1l a, 111 b, et 1l ¢

-sporées jaunes IV a, IVb, IVc, IVdetIVe

14

ton Ia b IIa It Ic Od | IMa | IOb | OIc | IVa | IVL | IVe | IWVd

IVe

Annexe 3: Principaux réactifs chimiques et colorants

e Reéactifs Chimiques:

- Le sulfate de fer (FeSO4) sous forme de petits cristaux verts: il suffit de frotter le
cristal sur la chair du champignon (ou alors d'utiliser une solution aqueuse a 10%).
Surtout employé pour la détermination des russules avec des réactions variées,
exemple chez Russula nigricans, la chair vire au vert sombre (réaction assez lente), le
genre Leccinum donne des réactions gris-verdatres a bleutées au sulfate de fer.

- Le phénol, solution aqueuse a 2% (C6H50H): la coloration bun chocolat (voir un peu
plus vive rougeatre) avec les Russules, Amanites et Cortinaires

- L’ammoniaque (solution aqueuse NH3) : il suffit des vapeurs pour déclencher la
réaction. Réaction rouge ou jaune voire violette.

- La soude (NaOH) a 10% ou la potasse (KOH): NaOH tres utilisée pour les
Cortinaires. Exemple : coloration noire sur le stipe de Cortinarius semisanguineus
(Bataille, 1969). KOH utilisé pour réagir avec le lait des lactaires (le lait de Lactarius
glaucescence passe de blanc a orange au contact d'une goutte de potasse).

91




- La teinture de Gaiac a 10% dans I’alcool a 80°: réaction bleu violacé voir turquoise
sur la chair des Bolets, ce qui importe, c’est ’intensité et la vitesse de réaction.
Exemple : coloration rapide bleue intense sur le pied de Russula ochroleuca.

- Le formol (aldéhyde formique) : il provoque I’apparition d’un rougissement plus ou
moins vif. Exemple : coloration rougeétre sur la chair de Leccinum scabrum (d’apreés
BATAILLE, 1969).

- L’iode : utilisé sous forme de teinture d'iode ou de réactif de Melzer (solution aqueuse
d'iode + iodure de potassium) donne des réactions plus ou moins bleu violace sur la
chair de certains bolets. Surtout utilisé pour la réaction dite "amyloide™ des spores:
réaction bleu noire des spores si elles sont amyloides (partie microscopique).

- Le sulfoformol (solution de formol dans I’acide sulfurique) : donne des colorations
vives (jaune, bleu, verte) ; utilisé notamment pour les genres Lactarius, Russula et
Tricholoma.

e Colorants:

- Rouge congo ammoniacal (solution & 1%): colorant qui permet de colorer la cellulose,
et de faire ressortir les spores moins colorées sur un fond teinte.

- Bleu Crésyl: utilisé pur

- Bleu lactique: solution a 1% de bleu coton dans de I'acide lactique, il est utilisé pour
la réaction cyanophile. La spore est dite cyanophile si la paroi se colore trés nettement
en bleu contrairement au cytoplasme.

- Carmin Acétique: utilisé pur

Annexe 4: Amorces pour amplification

Amplification du géne mt-SSU (Gonzalez et al., 1998):
- Pour amplifier V4: V4U/V4R

V4U : CTTACTATAAGTGTTGTC

V4R : TATTCTACTTAGTATCTT
- pour amplifier V6: V6U/VER

V6R : TGACGACAGCCATGCAAC

V6U: TTAGTCGGTCTCGGAGCA
- Pour amplifier V9 :VOU/VIR

VIU: CCGTGATGAACTAACCGT

VIR: TTCCAGTACAAGCTACCT

Amplification du géne cox1:

Deux amorces ont été créés (Ucox1 et Ucox2) et une amorce sens inverse (Reversecox) :
- Ucox1l (ACAAATGCTAAAGATATAGG)
- Ucox2 (ATGATTTTCTTTATGGTTATGCC)
- Rcox (CACCGGCTAATACAGGTAA)
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Amplification du gene mt-LSU (Bruns et al, 1998):

Loc. Primer Sequence
ML5 ctcggeaaattatecteataag
ML cagtagaagctgcatagggtc
1 MLINS cgacacaggticgtaggtag
2 ML5.5 patcctcatagttaagacege
3 CML5.5 tageggtottaactatgagg
4 MLINSR ttattgataccggaccac
5 MLIN4 getageaaaataaattggoc
6 MLINIR agttgtagagacagtgaage
7 MLINZ geocattaaatgtggtocgg
8 CML7?.5 ccgecccagtcaaactgoc
9 MLIN1F gettcactgtotctacaact

Position relative to introns

interrupted by intron a
3 tointron e

5' to target fragment

3" to intron a, 5 to others
5 tointron b

3 tointronc, 5 to d

S tointronc, 3 tob
Ftointrond, 5 toe
interrupped by intron ¢
3 to target fragment

5' to intron e, 3' to others

Remarque: ML5 est exclu des analyses car cette portion varie de plus de 100 pb

Amplification de RPB:
RPB1(regions A-D , 1.2 kb):

RPB1-AFasc: 5 -ADTGYCCYGGYCATTTYGGT-3_
RPB1-AFlecan: 5_-TGYCCYGGYCATTTYGGTGTYAT-3_
RPB1-AFpelt: 5 -TGYCCYGGYCATTTYGGTCAYAT-3_
RPB1-6Rlasc: 5_-ATGACCCATCATRGAYTCCTTRTG-3_
RPB1-6R2asc: 5_-ATGACCCATCATRGAYTCCT-3_

RPBI(régions D-Gb, 2.1 kb):

RPB1-DF2asc: 5_-CAYAAGGARTCYATGATGGGTCAT-3_
RPB1-DF2asc: 5_-CAYAAGGARTCYATGATGG-3_
RPB1-GIRasc: 5_-ACNCCNACCATYTCNCCNGG-3_
RPB1FR-seqlc 5_-TANCCNGTYTCNGCNGTYTT-3_
RPB1FR-seq2 5_-CGYTGRATRTANCCNGTYTC-3_

RPB2 (regions 5-7h):

RPB2-5Fpelt: 5 -TTCAACAARCTBACVAARGATGT-3_

RPB2 (regions 7-11)

RPB2-7Fpelt: 5_-GAAGAAACBGTVATGATTGTSATGAC-3
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THESE SOUTENUE PAR ADRIEN CHABOUD

IMPACT DE L’APPROCHE MOLECULAIRE SUR LA CLASSIFICATION
DES AGARICOMYCETIDAE

RESUME

Apparues dans les années 90, les méthodes moléculaires notamment la PCR et le
séquencage, ont permis une avancée majeure dans le domaine de la phylogénie des
champignons. La classification systématique, qui se base uniquement sur les principaux
caractéres morphologiques, en a été considérablement remaniée, laissant apparaitre plusieurs
niveaux de classification avec des divergences profondes entre les approches moléculaires et
systématiques.

Ainsi, apres un rappel sur les principaux criteres de classification systématique et les
différents marqueurs moléculaires, la sous-classe des Agaricomycetidae, qui rassemble la
plupart des champignons comestibles et toxiques, est comparée selon chaque type d'approche.

Bien que I’approche moléculaire rassemble dans un seul groupe phylogénétique des
especes possédant des caracteres morpho-anatomiques distincts, elle permet aisément la
distinction entre des espéces proches morphologiquement et dont la confusion peut entrainer
des intoxications alimentaires. Ainsi, par la mise en évidence de mutations dans les séquences
nucléotidiques, la biologie moléculaire nous a permis de distinguer des especes des genres
Tricholoma, Lepista et Clitocybe dont I’identification systématique peut étre ambigu€. En
revanche, l'approche systématique reste encore incontournable sur le terrain pour les

identifications (critéres morpho-anatomiques, environnementaux, clefs d'identification).

MOTS-CLES

Agaricomycetidae Macroscopique
Classification systématique Margueurs moléculaires
Phylogénie moléculaire Séquencage
Champignons Identification
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