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Plan de la présentation  

• Rappel: la phylogénie des champignons 

• Prérequis pour l’analyse génétique 

• Le génome fongique en bref 

• Analyse génétique chez les champignons 
 Obtention de variants phénotypiques/moléculaires 

 Induction et sélection de mutants 

 Réalisation et analyse de croisements dirigés 

 Démonstration pratique (Ophiostoma novo-ulmi) 



Évolution des champignons 

Berbee & Taylor. 1993. CanJBot 71:1114-1127. 



Génomes de quelques espèces 

Espèce Xsomes Génome  

(MB) 

Gènes Gènes/MB 

Escherichia coli       1            4,7       4 200        894    

Saccharomyces cerevisiae     16          12       6 200        517 

Neurospora crassa       7          40     10 000        250 

Caenorhabditis elegans       6        100     22 000        220 

Arabidopsis thaliana       5        120     28 000        233 

Populus trichocarpa     19        485     45 000          93 

Drosophila melanogaster       4        120     16 000        133 

Mus musculus     20     3 400     30 000            8,9 

Homo sapiens     23     3 400     25 000            7,4 

Conifères ? <30 000   >50 000         < 2 



Quelles informations peut-on tirer de 

l’étude du génome des champignons? 

• Organisation et plasticité du génome 

• Héritabilité de traits phénotypiques 

• Expression des gènes 

• Structure et dynamique des populations 

• Évolution 

• Interactions interspécifiques 



Les champignons comme modèles 

pour la génétique des eucaryotes 

•Petit génome 

•Cycle biologique rapide 

•Existence de différents modes de vie: saprophytisme, parasitisme, 

symbiose 

•Milieux de culture et protocoles expérimentaux bien définis 

chez plusieurs espèces 

•Reproduction sexuée et asexuée 

•Phase haploïde facilite analyses génétiques  

•Facilité à obtenir populations de grande taille in vivo et in vitro 

•Considérations d’ordre éthique 



Prérequis pour l’analyse génétique 

• Descendance (génétique mendélienne) 

 Reproduction sexuée ou parasexuée 

 Populations de taille suffisante 

 Temps de génération court 

• Variation (polymorphisme) 
 Traits phénotypiques 

 Gènes codants 

 Séquences intergéniques non-codantes 

 



Où trouver la variation ? 

Populations naturelles 
• Variation intraspécifique 

 Intra- et interpopulationnelle 

• Variation interspécifique 

 

Populations artificielles 
• Induction de mutations 



Diversité dans la taille et la complexité des 

génomes chez les ascomycètes 

Nb de gènes codants 

Densité de gènes codants 



Diversité interspécifique et intraspécifique 

dans l’arrangement u génome 

Tanguay, non publ. 



Analyse génétique 
 

•Associer un gène à une fonction 

•Pour un trait donné, déterminer si la différence 

phénotypique observée est contrôlée par un ou par 

plusieurs gènes 

•Localiser le(s) gène(s) impliqué(s) 

•Dresser une carte génétique de l’organisme 

 



Analyse génétique 
Type  sauvage versus mutants 

•Type sauvage: phénotype de référence 

 

 

 

 

 

 

 

•Mutant: individu présentant un type nouveau suite à 

une altération génétique 



Types de mutants 

• Morphologiques 

 Couleur, apparence 

• Auxotrophes 

• Résistance / Sensibilité accrue 

 produits antifongiques 

 radiations, agents mutagènes chimiques 

• Virulence* atténuée / accrue        (*au sens quantitatif) 

• Autres traits physiologiques….. 

• Mutations neutres 



Approches pour l’induction de mutations 

• Mutagénèse chimique 

 MNNG, EMS… 

• Mutagénèse physique 

 UV, rayons X… 

• Mutagénèse insertionnelle 

 Fragments d’ADN 

• RNA interference (modification de l’expression et non mutation de l’ADN) 



Effets des agents mutagènes 

Bernier & Hubbes, 1990.Can. J. Bot. 68:225-231.  

Relation entre le taux de survie et 

l’induction de mutants d’O. novo-ulmi 

BenR suite à un traitement au MNNG 



Comparaison des types de mutagénèse 
Type Avantages Désavantages 

Chimique -Facile 

-Efficace 

 

-Mutagénèse aléatoire 

-Mutations cryptiques 

-Toxicité des produits 

-Difficulté à récupérer gène muté 

 



Comparaison des types de mutagénèse 
Type Avantages Désavantages 

Chimique -Facile 

-Efficace 

 

-Mutagénèse aléatoire 

-Mutations cryptiques 

-Toxicité des produits 

-Difficulté à récupérer gène muté 

 

Physique -Facile et sans danger 

-Efficace 

-Mutagénèse aléatoire 

-Mutations cryptiques 

-Difficulté à récupérer gène muté 

 



Comparaison des types de mutagénèse 
Type Avantages Désavantages 

Chimique -Facile 

-Efficace 

 

-Mutagénèse aléatoire 

-Mutations cryptiques 

-Toxicité des produits 

-Difficulté à récupérer gène muté 

 

Physique -Facile et sans danger 

-Efficace 

-Mutagénèse aléatoire 

-Mutations cryptiques 

-Difficulté à récupérer gène muté 

 

Insertionnelle -Possibilité de mutagénèse dirigée 

-Récupération du gène muté 

-On peut augmenter ou diminuer 

expression 

-On peut doser l’expression en 

modifiant le nombre de copies 

-Possibilité d’insérer gènes 

d’organismes étrangers 

-Requiert un système de 

transformation efficace 

-Mutagénèse dirigée (gene knockout) 

encore difficile chez bien des 

champignons 



Comment identifie-t-on les mutants? 

• Sélection positive 

Mutants morphologiques 

Milieu non-sélectif 

Mutants R+ 

Milieu sélectif 



Comment identifie-t-on les mutants? 

• Sélection négative 

Survivants 

Milieu non-sélectif 

(milieu complet) 

 

Milieu non-sélectif Milieu sélectif 

X 
X 

Placage 2 Placage 1 

Milieu sélectif 

(milieu minimum) 

Milieu non-sélectif 

(milieu complet) 



Enrichissement en mutants 

• Inhibition des souches sauvages 

Milieu non-sélectif 

Mutants auxotrophes 

sur milieu sélectif 

X 

X 
X 

Milieu sélectif 

Milieu sélectif 

Inhibiteur 

(Nystatine) 



Étude du phénotype 

Type sauvage (wild type) 

Mutants 



• Synthèse d’hétérocaryons 

 Plasmogamie 

 Test de complémentation 

 

 

• Croisements génétiques 

 Analyse de la descendance 

et sont-ils semblables ? Les mutants 



Test de complémentation 

Bandes horizontales 

Souches lys2, lys5 et lys14 

 

Bandes verticales 1 à 4: inconnus 

Note: l’allèle mutant est non-fonctionnel et récessif 

Noyau auxo 1 

Noyau auxo 2 

Croissance si les mutations affectent des loci distincts 



Test de complémentation de mutants Ade- 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

J 

J I H G F E D C B A 

A       B      C     D      E      F    G    H      I     J  

Pas de croissance sur MM 

Croissance sur MM 

ade1 ade2 ade3 ade4 ade5 ade6 



Étude du génotype 

et sont-ils semblables ? Les mutants 

Quelle est la cause génétique de          et            ? 

Combien de gènes impliqués dans l’apparition de chaque phénotype mutant ? 



Quelle est la cause génétique de         et          ? 

•Analyse de la descendance issue de croisements dirigés 
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Ségrégation mendélienne  
(mutation d’un gène nucléaire) 
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Combien de gènes impliqués……? 

0

20

40

60

80

100

Descendants

%
 D

e
s

c
e

n
d

a
n

ts

X 

Monogénique 

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4 5

Descendants
%

 D
e

s
c

e
n

d
a

n
ts

X 

Polygénique 



• Descendance de Mutant 1 x Mutant 2 

 100% mutants: mutations alléliques 

 

 

 

M 

M 

M 

M 

1) 

2) 

3) 

4) 

P1 

P2 

et sont-ils semblables?(Bis) Les mutants 



100% > X  ≥ 75 % mutants: mutations non-alléliques 

et sont-ils semblables?(Bis) Les mutants 

Gènes non liés 

M 

M 

M 

WT 

2) 

3) 

4) 

1) 
P1 

P2 

P1 

P2 

R1 

R2 

Gènes liés 



Cartographie du génome 

• Utilité 
 Nombre de chromosomes (groupes de liaison) 

 Ordre des gènes sur chaque chromosome 

 Regroupements de gènes avec fonctions particulières 

 Synténie-Évolution-Clonage positionnel 

• Méthodes 
 Pourcentage de recombinaison 

• Gènes non liés: 50% R 

• Gènes liés:            ≤ 50% R 

 Tests statistiques et modèles: c2, LOD, algorithmes 

 Approche classique:  cartographie d’un nouveau gène 
nécessite analyse de nouveaux croisements 

 Approche moderne:  
• un même croisement peut servir à la cartographie simultanée de 

plusieurs loci 

• combinaison de méthodes génétiques et physiques 



http://www.fgsc.net/fgn48/Kaminskyj.htm 

Ségrégation de marqueurs phénotypiques 



F1 

F1 

P2 

P2 

P1 

P1 

Ségrégation de marqueurs moléculaires 

Ségrégation de deux marqueurs de type microsatellite (SSR-27 et SSR-42) au sein de la descendance (F1) 

d’un croisement interspécidique O. ulmi W9 x O.novo-ulmi H327 (Diez et al., données non publiées) 



Dist Marker 
cM Name 

OPJ19-1142 
34.4 

OPE1-651 9.0 
OPE1-679 12.3 
OPC10-1888 22.7 
OPK2-585 18.0 
OPJ20-483 18.5 
Btub 

26.3 

OPK12-785 16.5 
OPA10-708 5.9 
OPE19-3479 4.5 
OPP6-1107 14.4 
OPJ11-2243 16.8 
OPC16-3054 12.7 
OPK12-431 9.6 
OPC6-816 8.0 
OPC1-442 6.9 
OPC14-2036 15.9 
OPC16-2402 11.9 
OPQ3-2906 12.4 
OPJ1-656 9.6 
OPJ18-2640 4.6 
OPC5-900 2.7 
OPQ5-1636 1.8 
OPQ3-699 7.2 
OPK11-1535 8.2 
OPJ20-586 21.8 
CDNA8 23.5 
OPE7-1491 25.4 
OPP6-2104 8.3 
OPE18-1331 6.2 
OPK17-2337 9.0 
OPA11-1234 22.0 
OPK12-558 21.2 
OPK2-2332 31.1 
EF 25.1 
MAT 36.5 

OPC3-779 
22.9 

OPJ18-2273 18.8 
OPC1-1569 

35.8 

OPC10-802 

I 
(619 cM) 

• 

• 

• 

IV 

Dist Marker 
cM Name 

(179 cM) 

cDNA34 11.7 
OPA20-1018 7.9 
OPJ1-1181 2.4 
OPC10-1450 13.8 
OPA4-1413 11.0 
OPC13-960 0.8 
OPC13-988 19.0 
OPP6-2901 27.5 
OPE7-1855 28.4 

OPA20-793 10.0 
OPA13-1152 8.9 
OPA13-1226 

• 

• 

Dist Marker 
cM Name 

OPA17-396 
24.5 

OPA10-525 13.5 
OPA18-989 13.1 
OPJ20-796 8.4 
OPC18-491 2.3 
OPE19-1853 13.7 
OPQ3-497 14.6 
OPJ20-708 8.1 
OPE7-781 1.7 
OPE18-983 3.0 
OPC14-1485 5.0 
OPJ7-2140 10.5 
OPA3-1425 15.9 
OPA20-1165 20.8 
OPA9-979 29.5 
OPA1-1255 44.5 
OPA3-1287 

24.8 
OPQ3-1450 

24.8 
OPA11-1052 12.2 
OPA10-860 9.3 
OPC13-1535 18.7 
UVS4 

26.5 
OPQ2-1018 

15.6 
OPK18-1681 

34.4 

OPC1-1782 

III 
(822 cM) 

• 

• 

OPK11-512 

OPA18-809 
28.6 

OPJ19-853 
25.8 

OPP6-2339 12.6 
OPE19-2206 1.7 
OPJ4-1636 10.2 
OPC6-1756 9.2 
OPC5-682 4.0 
cDNA26 9.2 
OPE19-1082 4.1 

• • 

OPA2-751 22.4 
OPJ4-645 16.1 
OPJ19-663 

• 

OPA14-1484 27.2 
OPQ17-1222 22.0 
ADNr • 

• 

OPQ3-1636 
27.9 

OPJ15-1978 
25.0 

OPC2-1018 0.8 
OPC2-426 8.7 
OPA15-588 3.2 
OPA15-621 10.7 
cDNA31 5.8 
OPK11-786 23.2 
CU 

• • 

• Marqueurs localisés physiquement (PFGE) 

*6 Marqueurs s’hybridant au  chromosome 6 

Marqueurs liés au gène de pathogénécité  Pat1   

Dist Marker 
cM Name 

OPA18-620 
24.4 

OPJ10-1970 
38.3 

OPE1-2436 
24.3 

OPC8-958 14.3 
OPC8-929 15.7 
OPE18-825 3.2 
cDNA10 14.7 
OPC2-845 12.6 
OPE7-585 7.7 
OPC18-870 6.6 
OPP6-730 2.6 
OPE18-567 6.9 
OPA4-1018 11.1 
OPA18-2673 11.5 
OPA15-498 7.7 
OPE1-946 11.5 
OPJ9-1483 13.6 
OPK4-2036 4.9 
OPC15-735 5.1 
OPJ20-1018 5.5 
OPK14-940 6.8 
OPA7-878 20.1 
OPC11-645 27.1 
OPE19-2414 7.6 
OPQ5-1298 5.6 
OPQ5-1340 12.6 
OPJ15-1503 10.1 
OPE18-916 17.6 
OPK4-917 20.7 
OPE7-382 10.4 
OPQ2-1198 9.4 
OPC16-2813 20.4 
OPC16-1814 13.3 
OPE1-2103 10.1 
OPJ18-412 25.9 
OPK3-1050 33.0 
OPC18-795 38.5 
OPJ20-635 33.7 

OPE7-2557 

II 
(565 cM) 

• 

• 

• 

*6 

*6 

• 
• 

• 

Dist Marker 
cM Name 

OPA19-1232 
28.8 

CDNA12 11.1 
OPA19-964 9.4 
cDNA15 10.8 
OPQ5-2036 20.0 
OPA14-1307 

35.6 

OPC13-544 15.7 
OPA4-1532 4.0 
ADE7 3.3 
OPE19-3841 32.5 
OPK8-421 18.5 
OPK18-1980 

45.4 

OPQ5-1018 15.8 
OPJ20-431 

25.6 

OPJ11-1861 

V 

(175 cM) 

• • 

Carte génétique O. ulmi  /  O. novo-ulmi 

OPC18-890 9.4 
OPC15-1636 8.4 
OPJ10-1246 0.7 
OPJ10-1333 37.4 
OPA3-683 

17.2 
OPB5-1169 11.7 
OPC2-680 11.7 
MET1 12.5 
OPK18-823 

25.2 
OPA5-1429 7.0 
OPJ18-1682 8.0 
OPP6-374 16.7 
OPC19-933 28.6 
OPC6-553 

• 

Dist Marker 
cM Name 

VI/VII 
(162 cM) 

 Marqueur conventionnel 

Carte établie à partir des données de ségrégation de marqueurs moléculaires (RAPD, gènes clonés) et de marqueurs 

conventionnels dans la descendance F1 d’un croisement interspécifique O. novo-ulmi 416-R-14 x O. ulmi Q412T.  



Démonstration 

• Lancement d’un croisement sexué 

• Extraction d’ascospores (approche en vrac) 

• Placage d’individus F1 


