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Pratique du séquencage en myco




Pipeline d’analyse taxinomique par barcoding ADN

1-Extraction ADN

\

2-PCR (choix des marqueurs)

\

3-Séquencage (choix de la méthode)

\

4-Traitement des chromatogrammes (qualité, hétérozygoties)

\

5-Assignation taxinomique des séquences (BLAST, phylogénies, bibliographie)



2-PCR (Polymerase Chain Reaction)
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3-Séquencage (méthode de Sanger)

o o —
Reaction Mixture
’I _
1 O ™o G
o Primer DNA Template LT @ A
£ TTTTIT LLLLLLLiitlll T4 ™m0 C
v} (C LT DNA Sample
/ P
g P : T
o= AENERNERRNNERRREER A
g dNTPs DNA Polymerase — G
an
v T4 AR | @ "
5 LT LR, T
m
= o i $
Laser |
A ddATP  ddCTP  ddGTP  ddTTP Fluorescently-labelled 8 _— 10 - G
(A C) (7] oligonucleotide ‘
G Output chromatogram

@ Chain-termination PCR using fluorescent ddNTPs Size separation and sequence analysis using capillary gel electrophoresis and
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4-Traitement des chromatogrammes
Qualite

' . 1
Ll sample Yiewer - Sequence B.scf e L

|TTTGCF'.F'.F'.CTGﬁ.ﬁ.ﬁ.Gﬁ.TClﬂGT.ﬁ.G.ﬁ.G.ﬁ.GT.ﬁ.GC.ﬁ.GT.ﬁ.TTTCF'.TTGG'

] @

F Sequence B

| ! Praw ||@ Mext ”Save -:hru:-ma

AAAGRGGT TTTOGLCA A AC TEAAAGATCTGTAGAGAGTAGLCAGTATTTLEATTADG
A

N A A L N T el

L A AGGGRT T 1T GLAAAC TGAAMGAT CAGTAGAGAGTAGCAGTIATTITICAT TG




4-Traitement des chromatogrammes

Artéfacts: les extrémités

e Chromatogram editor - 5_E10_2005-10-07.scf
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4-Traitement des chromatogrammes
Artéfacts: les « Big Dye blobs » (positions 60-80)
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4-Traitement des chromatogrammes
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)

TTAAACCCAT TTC TCAATACT GAT TATACT GT GGGGACGAAAGTCTCTGCTTTTAACTAG
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SNP chez un diploide = hétérozygotie (donc domaine infraspécifique)



4-Traitement des chromatogrammes

Indels hétérozygotiques
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4-Traitement des chromatogrammes

Indels hétérozygotiques
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5-Assignation taxinomique des séquences

BLAST
(GenBank + UNITE)

v

< 99,5% identité avec une séquence de référence

\

Alignemei\t + analyse phylogénétique == Clade soutenu identifié =P (chiLTI:ygnrzsc:sies)

=P > 99,5% identité avec une séquence de référence

Pas de clade soutenu identifié

v

Enquéte taxinomique (bibliographie, avis d’experts) == Concluante == Proposition de nom

v

Non concluante =—————) P0ssibilité de sp. nov., projet de publication



Applications concretes

PUITS Résultats BLAST MYCEA
24/06/2018 |Arphy 3205 |Cortinarius subtriumphans AO01 Cortinarius sp.
19/09/2018 |Arphy 3372 |Cortinarius percomis BO1 Cortinarius percomis
28/09/2019 [Saint Michel de Déze 3515 |Fungi C01 Pas de séquence exploitable
28/09/2019 |Saint Michel de Déze 3516 |Pluteus D01 Pluteus semibulbosus
16/07/2021 [Chateau de I'Arcade 3711 |Phellinus EO01 Fomes fomentarius
26/09/2021 |Saint Michel de Déze 3714 [Mycene blanche
26/09/2021 [Saint Michel de Déze 3715 [Mycene brun rose F06 Mycena maculata
07/11/2021 |Vendargues 3718 |Cortinarius saporatus FO1 Calonarius caroviolaceus
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3726 |Cortinarius cinnamomeoluteus G01 Cortinarius badiolus ou C. balteatocumallis
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3727 |Cortinarius sp, HO1 Cortinarius phoeniceus
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3728 |Cortinarius phoeniceus A02 Cortinarius sp
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3729 |Galerina pumila B02 Galerina pumila
09/11/2021 [Saint Michel de Déze 3730 |Cortinarius leproleptopus C02 Cortinarius melanotus
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3731 |Cortinarius cinnamomeus D02 Pas de séquence exploitable
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3732 |Cortinarius orellanus E02 Cortinarius orellanus
09/11/2021 |Saint Michel de Déze 3733 |Cortinarius decipiens F02 Cortinarius sp.
15/12/2021 [Pouzols 3768 |Clitocybe graminicola G02 Clitocybe odora (?)
15/12/2021 |Pouzols 3770 |Hebeloma sordidum H02 Hebeloma crustuliniforme
25/10/2022 |L'Hospitalet 3785 |Cortinarius nemorensis A03 Cortinarius variecolor
06/09/2020 |[Saint Michel de Déze 3898 |Agaricus campestris var. squamulosus B03 Agaricus depauperatus
06/09/2020 |Saint Michel de Déze 3899 |Agaricus xanthoderma CO03 Agaricus pophyrocephalus
30/09/2020 [Saint Michel de Déze 3900 |Mycena galericulata D03 Mycena inclinata
30/09/2020 |Saint Michel de Déze 3901 |Cortinarius largus EO03 Ganoderma resinaceum
30/09/2020 |Saint Michel de Déze 3902 [Mycena aurantiomarginata FO3 Ganoderma luccidum
06/10/2020 [Saint Michel de Déze 3903 |Agaricus silvicola G03 Agaricus arvensis
06/10/2020 |Saint Michel de Déze 3904 |Russula curtipes B06 Russula ochrospora ou R. parazurea
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3905 |Russula integra f. flavella C06 Russula cessans
08/10/2020 [Saint Michel de Déze 3906 |Cortinarius safranopes D06 Cortinarius balaustinus
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3907 |Psathyrella candolleana A07 Psathyrella piluliformis
08/10/2020 [Saint Michel de Déze 3908 |Cortinarius privignofulvus E06 Cortinarius sp.
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3909 |Cortinarius balteatoalbus HO03 Cortinarius sp.
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3910 |Cortinarius phoeniceus G06 Cortinarius phoeniceus
08/10/2020 [Saint Michel de Déze 3911 |Cortinarius croceus A04 Cortinarius croceus
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3912 |[Mycena galericulata B04 Mycena epipterygia
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3913 |Hygrophorus pudorinus Co4 Hygrophorus nemoreus
08/10/2020 |Saint Michel de Déze 3914 |Lactarius quieticolor HO06 Lactarius quieticolor
17/10/2020 |Saint Michel de Déze 3915 |Agaricus variegans D04 Agaricus impudicus
17/10/2020 |Saint Michel de Déze 3916 |Cortinarius decipiens E04 Cortinarius decipiens
17/10/2020 |Saint Michel de Déze 3917 |Cortinarius hinnuleus F04 Cortinarius hinnuleus
17/10/2020 |Saint Michel de Déze 3918 |Cortinarius decipiens G04 Cortinarius sertipes
05/12/2021 |Pouzols 4028 |Galerina stridula HO04 Melanoleuca sp.
05/12/2021 |Pouzols 4101 |Rhytidhysteron A05 Pas de séquence exploitable
05/12/2021 |Pouzols 4112 |Bovista aestivalis B05 Lycoperdon molle
05/12/2021 |Pouzols 4113 |Galerina laevis C05 Galerina laevis
05/12/2021 [Pouzols 4114 [Tulostoma squamulosum D05 Tulostoma brumale
05/12/2021 |Pouzols 4115 |Melanoleucca E05 Melanoleuca communis
05/12/2021 [Pouzols 4116 |Galerina automnalis F05 Galerina marginata
05/12/2021 |Pouzols 4117 |Crepidotus G05 Crepidotus sp.
05/12/2021 |Pouzols 4120 |Ramaria stricta HO5 Ramaria sp.
05/12/2021 |Pouzols 4126 |Crepidotus asaki A06 Crepidotus cesatii/variabilis
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Applications concretes

Cortinarius subtriumphans
Cortinarius percomis
Fungi

Pluteus

Phellinus

Mycene blanche

Mycene brun rose
Cortinarius saporatus
Cortinarius cinnamomeoluteus
Cortinarius sp,

Cortinarius phoeniceus
Galerina pumila
Cortinarius leproleptopus
Cortinarius cinnamomeus
Cortinarius orellanus
Cortinarius decipiens
Clitocybe graminicola
Hebeloma sordidum
Cortinarius nemorensis

Agaricus campestris var. squamulosus

Agaricus xanthoderma
Mycena galericulata
Cortinarius largus

Mycena aurantiomarginata
Agaricus silvicola

Russula curtipes

Russula integra f. flavella
Cortinarius safranopes
Psathyrella candolleana
Cortinarius privignofulvus
Cortinarius balteatoalbus
Cortinarius phoeniceus
Cortinarius croceus
Mycena galericulata
Hygrophorus pudorinus
Lactarius quieticolor
Agaricus variegans
Cortinarius decipiens
Cortinarius hinnuleus
Cortinarius decipiens
Galerina stridula
Rhytidhysteron

Bovista aestivalis
Galerina laevis
Tulostoma squamulosum
Melanoleucca

Galerina automnalis
Crepidotus

Ramaria stricta
Crepidotus asaki

PUITS
A01
BO1
co1
D01
EO1

FO6
FO1
Go1
HO1
A02
B02
Cc02
D02
E02
F02
G02
HO2
A03
BO3
co3
D03
EO3
FO3
GO03
BO6

C06

D06
A07
EO6
HO3
Go6
A04
B0O4
Co4
HO6
D04
E04
FO4
G04
Ho4
A05
BO5
Co5
D05
EO5

FO5

GO05
HO5
A06

Résultats BLAST MYCEA
Cortinarius sp.
Cortinarius percomis
Pas de séquence exploitable
Pluteus semibulbosus
Fomes fomentarius

Mycena maculata
Calonarius caroviolaceus
Cortinarius badiolus ou C. balteatocumallis
Cortinarius phoeniceus
Cortinarius sp
Galerina pumila
Cortinarius melanotus
Pas de séquence exploitable
Cortinarius orellanus
Cortinarius sp.

Clitocybe odora (?)
Hebeloma crustuliniforme
Cortinarius variecolor
Agaricus depauperatus
Agaricus pophyrocephalus
Mycena inclinata
Ganoderma resinaceum
Ganoderma luccidum
Agaricus arvensis
Russula ochrospora ou R. parazurea

Russula cessans

Cortinarius balaustinus
Psathyrella piluliformis
Cortinarius sp.
Cortinarius sp.
Cortinarius phoeniceus
Cortinarius croceus
Mycena epipterygia
Hygrophorus nemoreus
Lactarius quieticolor
Agaricus impudicus
Cortinarius decipiens
Cortinarius hinnuleus
Cortinarius sertipes
Melanoleuca sp.
Pas de séquence exploitable
Lycoperdon molle
Galerina laevis
Tulostoma brumale
Melanoleuca communis

Galerina marginata

Crepidotus sp.
Ramaria sp.
Crepidotus cesatii/variabilis

JIMB
Phlegmacium sp. (aff. badiolatus)
Phlegmacium percomium
Tubaria conspersa
Pluteus boudieri
Fomes fomentarius

Mycena maculata
Calonarius caroviolaceus
Cortinarius croceus sl
Cortinarius croceus sl
Cortinarius purpureus
Galerina pumila
Cortinarius melanotus
Cortinarius eleonorae
Cortinarius orellanus
Cortinarius sp.
Clitocybe lamoureae
Hebeloma crustuliniforme
Phlegmacium variecolor
Agaricus depauperatus
Agaricus porphyrocephalus (var. pallidus ?)
Mycena inclinata
Ganoderma resinaceum
Ganoderma resinaceum
Agaricus essetei
Russula ochrospora

Russula cessans ou R. nauseosa
Cortinarius balaustinus
Psathyrella piluliformis
Cortinarius compressus
Cortinarius compressus
Cortinarius purpureus
Cortinarius croceus sl

Mycena epipterygia
Hygrophorus nemoreus
Lactarius quieticolor
Agaricus impudicus
Cortinarius atrocaeruleus
Cortinarius semiodoratus
Cortinarius russulaespermus
Melanoleuca luteolosperma
Pas de séquence exploitable
Lycoperdon sp.
Galerina laevis
Tulostoma brumale
Melanoleuca heterocystidiosa

Galerina marginata
Crepidotus caspari
Ramaria paraconcolor
Crepidotus cesatii

Remarque

syn. P. semibulbosus

syn. C. phoeniceus

sp. nov. (2023)
résolu par I'ITS

contamination probable
contamination probable
syn. A. alboumbonatus ?

cf. écologie (Pinus ou Picea ?)

syn. C. phoeniceus

contamination/inversion ?

ITS pas assez résolutif

syn. G. autumnalis, G. unicolor...

asaki ?
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