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1. Quel marqueur moléculaire ?

2. Quel seuil de similitude ?

3. Quelle stratégie d’identification taxonomique?



Brundrett & Tedersoo (2018) New Phytologist 220: 1108–1115



Modifié d’après Opik et al. (2016) Fungal Ecology 24: 106-113 et Stürmer (2012) Mycorrhiza 22: 247–258.
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Espèces morphologiques :  330 

Espèces moléculaires :  2700 (Morton et al. 1995)

 1700 (Öpik et al. 2014)



Modifié d’après Opik et al. (2016) Fungal Ecology 24: 106-113 et Stürmer (2012) Mycorrhiza 22: 247–258.
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Gènes codants nucléaires

■ H+-ATPase / Glomaline

■ Beta-tubuline : 50 isolats, 45 espèces  résolution semblable à SSU
Msiska & Morton. 2008. Mycorrhiza

■ Gène de la grande sous-unité de l’ARN polymérase II (RPB1)
Stockinger et al. (2014) PLoS ONE 9, e107783.

■ Gène transporteur transmembranaire du phosphate (PTG)
Sokolski et al. 2011. AEM 77, 1888–1891.

1. Quel marqueur moléculaire ?



Öpik et al. 2014. DNA-based detection and identification of Glomeromycota: the virtual taxonomy of environmental sequences. Botany 92, 135–147.

400 800 1200 1600 2000 2400 2800 32001

ITS1 ITS2

1 21

SSU ITS LSU

ADN ribosomal nucléaire
1. Quel marqueur moléculaire ?



Modifié d’après Opik et al. (2016) Fungal Ecology 24: 106-113 et Stürmer (2012) Mycorrhiza 22: 247–258.
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 Séquence ADNr :  60% des espèces

 Séquence par locus ADNr :  30-45% des espèces





Maeda et al. Communications Biology (2018) 1:87
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10 copies Pas d’organisation en tandem 90-99% de similitude



Polymorphisme de l’ADNr – R. irregularis

Maeda et al. Communications Biology (2018) 1:87



NS1/LSUmAr3 3.2 kb MiSeqFragments 550 pb
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Polymorphisme de l’ADNr – autres souches / espèces?

Stefani et al. (non publié)
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Stefani et al. (non publié)
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Lee et al. (2008) FEMS Microbiol Ecol 65: 339-349
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Stefani et al. (non publié)



Lee et al. (2008) FEMS Microbiol Ecol 65: 339-349

MiSeq

2 × 250 pb

2 × 300 pb

Stefani et al. (non publié)

Amorces universelles

nu-SSU-0595-5’/ nu-SSU-0948-3

AML1 / AML2

PCR niché
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400 pb

nu-SSU-0595-5’/ nu-SSU-0948-3’

20 cycles

15-20 cycles



2. Quel seuil de similitude ?

SSU = regroupement à 100%



ASVs, ESVs, z- radius OTUS, sub-OTUs

Schlaeppi et al. New Phytologist (2016) 212: 780–791

34 espèces



3. Quelle stratégie d’identification taxonomique ?

Séquences références ITS  UNITE

SSU ?

Mahé et al. (2012) PLoS ONE 7(9): e43117. doi:10.1371/journal.pone.0043117

9120 SSU rRNA high-quality fungal sequences



3.1 SSU Regroupement 100% ASVs  BLAST

3.2. ASVs MA  Phylogénie avec séquences de référence

Filtration ASVs non MA


Krüger et al. New Phytologist (2012) 193: 970–984

3. Quelle stratégie d’identification taxonomique ?

Fig. 2.



 Tamarix articulata

21 échantillons de racines

4 échantillons de sol

Stefani, Bencherif, et al. non publié

 PCR niché

1. AML1/AML2

2. nu-SSU-0595-5’/ nu-SSU-0948-3’

MiSeq Nano kit  2 M séquences 

2 × 250 pb

 Séquençage

 Identification taxonomique

1. Blast

2. Phylogénie

 Regroupement 100%

430255

500909
= 85 %

87 ASVs



A

B



BLAST

25 ASVs identifiés

comme Glomus







Conclusion

 Identification des ASVs  séquences références (Collections)

 Direction future :

1) Séquençage de longues séquences (45S partiel, 3.2 kb)

2) Caractérisation de la variabilité de l’ADNr

3) Nouveau marqueur moléculaire?

 Locus : 18S et regroupement 100%

PCR niché  pas de biais taxonomique

AML1/AML2 + nu-SSU-0595-5’/ nu-SSU-0948-3’
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E. asperulus immature

Underground macroscopic 

mushrooms, mostly living in 

mycorrhizal symbiosis with 

deciduous and conifer trees as the 

famous truffles

ELAPHOMYCES
LA FAUSSE TRUFFE   - THE FALSE TRUFFLE

Champignons macroscopiques 

souterrains, la plupart sont des 

symbiotes mycorhiziensd’arbres 

feuillus et résineux, à l’instar des 

fameuses truffes

CLASSIFICATION: ASCOM YCOTA, PEZIZOM YCOTINA, EUROTIALES,  ELAPHOM YCETACEAE 

Yolande Dalpé1, M ichel Ashby,  Sophie M alson,  Franck Stefani1

Souvent appelé fausse truffe ou truffe du

cerf, le genre compte environ 75 espèces

distribuées pour la plupart en climat

tempéré. En nature, elles vivent en

symbiose avec divers arbres, elles servent

de nourriture aux petits mammifères et

sont souvent mycoparasités par

Elaphocordyceps.

Les fructifications globuleuses à

irrégulières atteignent jusqu’à 4 -5 cm de

diamètre. De couleur foncée,

l’exopéridium est lisse à verruqueux,

l’endopéridium est uniforme àmarbré et la

glèbe est cotonneuse à poudré et

blanchâtre à noire selon la maturité des

spécimens.

Les asques sont hyalins, évanescents à 8

spores sphériques, pigmentées à maturité,

10-25 µm de diamètre, la surface est côtelée

à aspérulée, et l’exospore est souvent très

développé.

Often named Hart’d Truffle or False

Truffles, the genus includes about 75

species, the majority found under

temperate climates. In nature, they

develop a symbiotic association with

several trees, they served as food for small

mammals and are often parasitised by

Elaphocordyceps.

Their fructifications, globoïd to irregular

reached up to 4-5 cm in diameter. The dark

pigmented, expoperidium surface is soft to

verruculous, the endoperidium is uniform

to marble texture and the gleba is to

powdery, whitish to black according to

specimen’smaturity.

Asci are hyalines, evanescents, with 8

spherical spores, dark pigmented at

maturity, 10-25 µm in diameter, with ridged

to asperulated surface ornamentations and

often a well developed exospore.

Tuber canaliculatum

ELAPHOMYCES
Genea hispidula

Exoperidium

Endoperidium

Glebe

Surface

granuleuse
Granulous

ornamentation

E. granulatus

E. granulatus

Elaphocordycepscapitata

Espèces/

Species
DAOM

Hôte/

Host

ITS 

similarity
Site

E. anthracinus 970728-29 Ostrya, Pinus 97% Parc de la Gatineau/Gatineau Park

E. asperulus 970729-36 Tsuga, Populus, Abies 100% Parc de la Gatineau/Gatineau Park

E decipiens 970737 Ostrya 100% Parc de la Gatineau/Gatineau Park

E. granulatus 970738 Betula, Abies 99% Chénéville Qc

E. leveillei 970740 Abies 99% Parc de la Gatineau/Gatineau Park

E. muricatus 970741-43 Populus, Tsuga, Abies 98-99% Ripon Qc

E. papillatus 970744 Populus 100% Chénéville Qc

Elaphomyces sp. 970739 Populus Ripon QC

E. anthracinus

E. asperulus mature E. decipiens E. leveillei E. muricatus E. papillatusE. leveillei

Elaphomycessp.

Elaphomycessp.

Agriculture et Agroalimentaire Canada, KW Neatby, 960 Avenue Carling, Ottawa ON, K1A 0C6

ESPÈCES RÉCOLTÉES HARVESTED SPECIES

CHAM PIGNONS HYPOGÉS HYPOGEOUS FUNGI

Yolande Dalpé
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