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Caractérisation des mycorhizes sur le terrain

F. MEOTTO

CENTRO DI STUDIO SULLA MICOLOGIA
DEL TERRENO (CNR)

VIALE MATTIOLI, 25

10125 - TORINO

ITALIE

RESUME - En 1879, aprés la découverte de la symbiose mycorhizienne obtenue par I'ceuvre de
Giuseppe Gibelli, de I'Institut Botanique de I'Université de Turin, les études sur la caractérisation des
mycorhizes ont été poursuivies avec quelques étapes fondamentales jusqu’a obtenir des mycorhizes
de synthase qui ont permis 'exacte attribution de I'espéce fongique & sa forme mycorhizienne relative.
L’exacte identification des mycorhizes est utile et nécessaire en particulier quand le champignon
symbiote d'intérét doit étre utilisé pour la production de plantes mycorhizées pour la culture de
carpophores comestibles. Les aspects morphologiques les plus importants qu’il faut examiner
comprennent les caractéristiques macroscopiques mais surtout celles microscopiques. I est possible
de caractériser les ectomycorhizes avec des examens anatomo-morphologiques qui permettent
d'identifier, méme a l'intérieur d’'un genre, une espéce particuliere. Un exemple particuliérement étudié
au Centro di Studio sulla Micologia del Terreno du C.N.R. de Turin, est représenté par la description
des mycorhizes d’espéces réputées qui appartiennent au genre Tuber. Les récentes méthodologies
biochimiques et biomoléculaires pourraient étre une aide efficace pour 'analyse morphologique, pour
arriver a 'exacte identification des mycorhizes.

Mots-clés : Ectomycorhize, analyse morphologique, Tuber, hoisement.

SUMMARY - "Characterization of Mycorrhizae on the field". In 1879, Giuseppe Gibelli discovered the
phenomenon of mycorrhizal symbiosis while working at the Botanical Institute of the University of
Torino. Since then, the study and characterization of mycorrhizae have proceeded and lead to the
synthesis of mycorrhizae by inoculation. The isolation of mycorrhizal mycelia from field-grown plants
and their reinoculation onto axenic seedlings has allowed the exact attribution of several fungal species
to their own mycorrhizal forms. The exact identification of mycorrhizae is particularly important when
the symbiotic fungus produces edible carpophores, e.g., truffles. Macroscopical parameters need o be
considered for the morphological characterization of mycorrhizae, but the microscopical characters are
most important. It is possible to characterize mycorrhizae through anatomical and morphological
examinations, which allow to discriminate even single species within one genus. The main
ectomycorrhizae investigated at the Ceniro di Studio sulla Micologia del Terreno (CNR) in Turin are
those formed by valuable fungal species belonging fo the genus Tuber. In order to correctly identify
mycorrhizae, the recent development of biochemical and biomolecular techniques will represent a
further and precious support to the morphological analysis.

Key words: Ectomycorrhiza, morphological analysis, Tuber, afforestation.

Un peu d’histoire
L’étroite relation qu’ont beaucoup de champignons avec certaines plantes

supérieures a été démontrée pour la premiere fois par Giuseppe Gibelli (1879, 1882,
1883) de I'Institut Botanique de 'Université de Turin.
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Il a décrit et représenté avec de nombreux détails 'ensemble structurel formé par
les hyphes des champignons et les apex racinaires du chataignier. En 1885 l'allemand
Frank a démontré que certains champignons sont étroitement liés aux racines des
arbres, par des formations auxquelles il donna le nom de mycorhizes.

Depuis lors, surtout a I'Institut Botanique de Turin d’abord et au Centro di Studio
sulla Micologia del Terreno du C.N.R., crée en 1951, on a poursuivi les études sur
lanatomie, la morphologie, la physiologie, 'écologie et I'application pratique des
mycorhizes.

Depuis fin 1800 et jusqu’en 1932, Oreste Mattirolo, éleve de Gibelli, s’est occupé
en particulier des champignons hypogés, en mettant en relief les relations
mycorhiziennes, en particulier entre les Tubéracées et les plantes supérieures, avec
d’intéressantes observations d’anatomie et de biologie. Son herbier hydnologique, le
plus grand du monde, se trouve encore a Turin dans les locaux du Département de
Biologie Végétale de I'Université.

En 1894 Dangeard, ami de Mattirolo, a décrit avec une caractérisation
morphologique les mycorhizes de Tuber melanosporum, avec Quercus pubescens.

Mais la notoriété internationale pour les études des mycorhizes a été obtenue par
Beniamino Peyronel, fondateur du Centro di Studio sulla Micologia del Terreno de
Turin, qui déja en 1917 a établi avec slreté le rapport de symbiose entre Suillus
elegans et le méleze, en montrant qu’il y a un rapport étroit entre la distribution des
racines et celle de certains champignons a chapeau.

La méthode de recherche dans la nature adoptée par Peyronel pour identifier les
mycorhizes est encore actuelle : les meilleures observations s’obtiennent en
examinant les racines des plantes-hotes tout pres des carpophores, qu’on peut trouver
de préférence autour d’'une grosse pierre plate. En soulevant ces pierres on peut voir
a fleur de terre de nombreuses ectomycorhizes, desquelles partent des cordons
mycéliens qui se dirigent vers le stipe des carpophores.

Peyronel communiqua cette méthode et la découverte que de nombreux
champignons a chapeau sont symbiotes avec les plantes supérieures dans un travail
de 1920.

Pour vérifier avec slreté cette continuité du mycélium, il est nécessaire de prendre
les mottes et de les examiner en laboratoire au microscope stéréoscopique avant et
a celui optique ensuite avec une préparation sur lamelle en acide lactique.

Les meilleures observations peuvent naturellement se faire sur des champignons
qui présentent de gros cordons mycéliens qu'on peut emporter et soumetire a
plusieurs lavages sans les casser. De bonnes observations sont possibles avec des
prélevements faits aux marges des sentiers et des ruisseaux, ou en terrains dont la
couche superficielle est riche en débris et en humus.

Les plus grandes difficultés se rencontrent quand les carpophores et donc aussi les

mycorhizes présentent seulement des hyphes uniques et non réunies en cordons
mycéliens. Dans ce cas il est nécessaire de faire, pour la méme espéce fongique,
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différents prélevements dans des milieux semblables, mais lointains entre eux, pour
vérifier si la méme forme mycorhizienne est présente dans tous les échantillons. Avec
Fexamen du mycélium lié au carpophore et de celui lié aux mycorhizes ramassées,
on peut avoir une garantie ultérieure afin de pouvoir attribuer a Fespéce fongique sa
forme mycorhizienne. La méthode actuellement plus sire et utilisée, surtout pour ces
champignons, consiste d’obtenir des plantes mycorhizées par des synthéses de
laboratoire avec des inoculums de spores ou de mycélium précédemment cultivé in
vitro.

Par exemple, dans le cas des truffes, impossibilité pour les chercheurs de vérifier
la présence des connexions mycéliennes entre les carpophores et les mycorhizes a
empéché longtemps d’éclaircir les doutes sur la vraie biologie de ces champignons.
La description des mycorhizes de Tuber qu’on trouve dans la nature n’était pas
suffisante pour montrer expérimentalement la symbiose mycorhizienne de ces
Ascomyceétes.

Seulement a partir de 1967 les mycorhizes de nombreuses espéces de truffes ont
été obtenues au moyen de synthéses en conditions contrblées. La premiére synthése
mycorhizienne avec Tuber a été réalisée au Centro di Studio sulla Micologia del
Terreno du C.N.R. de Turin (ltalie) sur Pinus strobus avec T, maculatum (Fontana,
1967) et elle a produit des mycorhizes semblables a celles précédemment observées
dans la nature ; en outre elle porta aussi, pour la premiere fois, a la formation de
carpophores développés directement a partir des mycorhizes obtenues avec l'inoculum
de spores sur des plantules stériles (Fassi et Fontana, 1967 ; 1969).

La forme, les dimensions et les ramifications des mycorhizes, sont en grande partie
déterminées par la plante symbiote et de fagon plus réduite par le milieu, tandis que
les caracteres microscopiques extérieurs dépendent de 'espéce fongique. Le réseau
de Hartig peut pénétrer plus ou moins profondément entre les cellules du parenchyme
cortical, selon la plante-hbte et 'espéce fongique.

Pour la caractérisation des mycorhizes il est important de considérer la forme, la
couleur, la présence de cystides ou de spinules, le mycélium présent sur la surface
et le dessin formé par les parois des cellules extérieures du manteau fongique.

Peyronel (1922a,b) a été le premier a établir 'importance des caractéristiques
morphologiques du manteau fongique pour identifier I'espéce qui le produit, en
annoncant qu’un jour elles serviront a la formation de clés analytiques qui permettront
d’identifier le champignon mycorhizien. Cette idée a été développée et réalisée
successivement par Dominik (1959). A la méme époque le mycologue turinois a donné
les caractéristiques microscopiques de certains types de mycorhizes : celles dues aux
Russules présentent des cystides, celles des Lactaires présentent des vases
lactiferes.

Encore Peyronel (1934) a amélioré I'identification des mycorhizes, dues a Lactaires
et Russules, avec lintroduction de certaines méthodologies, déja utilisées pour
Fexamen de 'hyménium et de la cuticule, qui consistent en des modifications de
couleur avec des réactifs spécifiques.
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Son travail de 1969 est important pour la terminologie, il y propose les termes de
ectomycorhize et endomycorhize.

Une bonne documentation photographique de 24 genres de mycorhizes, au
binoculaire stéréoscopique avec des détails microscopiques de la surface du manteau
fongique avec les hyphes relatives qui en partent, a été récemment publiee par
Ingleby ef al. (1990).

Mais souvent on décrit les aspects caractéristigues des mycorhizes sans
lidentification de 'espéce a laquelle elles appartiennent.

Récemment, Agerer (1995) a suggéré une classification des mycorhizes selon les
caractéristiqgues anatomo-morphologiques en se basant principalement sur le dessin
de la surface du manteau fongique, I'aspect des rhizomorphes quand elles sont
présentes, le type d’anastomose et la forme des cystides.

Caractérisation morphologique : entre nature et microscope

La caractérisation des mycorhizes est d’un intérét fondamental pour la production
de plantes en pépiniére, pour le reboisement. Dans ce cas il faut faire, avant la mise
en place des plants, un contrdle soigné des systémes racinaires pour vérifier que la
symbiose se soit produite avec le champignon inoculé. Par exemple Laccaria laccata
est un des premiers champignons ectomycorhiziens qui apparaissent sur les jeunes
plantes dans un milieu naturel, comme en pépiniere. Ceci est confirmé aussi par les
études sur la succession des champignons ectomycorhiziens (Ford et al., 1980 ;
Mason et al., 1983).

Ces derniéres années L. Jaccala, symbiote aussi d’'une légumineuse, (Meotto,
1987-88) a été I'objet de nombreuses études pour son application au reboisement
avec des coniféres, pour ce qui concerne son éventuel apport au développement de
Fhéte, (Molina, 1982 ; Molina et Chamard 1982 ; Thomas et Jackson, 1983 ; Branzanti
et al., 1985) et pour la résolution du choc de la greffe (Shaw et al., 1982).

Un autre champignon d’actualité pour lequel il est nécessaire de connaitre comme
il faut les caractéristiques morphologiques des mycorhizes, parce qu’il peut étre
facilement confondu (Meotto, 1989), est Sphaerosporella brunnea. Cette Pezizales,
s’instaure rapidement sur le systéme racinaire de la plante-héte en sols acides comme
en sols calcaires, et il peut coloniser des zones appauvries dans leur mycoflore,
comme celles qui ont subi un incendie (Meotto et Carraturo, 1987-88). De grand
intérét est I'influence sur 'augmentation du développement du systéme racinaire des
plants de chénes et de chéataigniers dus a la mycorhization du Discomycéte (Meotto
et al., 1992).

La nécessité d’'un contrdle- des plants, avant la mise en place, de l'effective et
abondante présence des mycorhizes de 'espéce voulue, est fondamentale pour les
espéces de champignons d’intérét gastronomique, parce que des pollutions peuvent
se produire naturellement avec d’autres champignons, compétitifs ou non (Meotto et
al., 1994) et il faut donc un départ sir pour pouvoir espérer de bons résultats de
culture.
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L’identification de I'espéce fongique a travers I'examen des caractéristiques
anatomo-morphologiques des mycorhizes est possible, méme si elle présente des
difficultés. Aussi dans les limites d’'un méme genre il existe des caractéristiques macro
et microscopiques qui permettent la détermination de 'espece.

Récemment, sur la revue "L’Informatore Agrario”, a été présenté un de nos travaux
sur les caractéristiques morphologiques différentielles des principales espéces du
genre Tuber (Meotto et al., 1995). Les observations ont été faites seulement sur du
matériel frais. Les échantillons des racines examinées ont été prises dans la nature
et sur des plantes inoculées et cultivées en serre, en milieu semi-stérile.

Pour la description des mycorhizes on a pris en considération les caractéristiques
suivantes : couleur des mycorhizes, forme et disposition des cellules de la surface du
manteau fongique, couleur, forme, longueur, diameétre de base, type de ramification
et cloisons des spinules.

Les mycorhizes des espéces de Tuberprélevées dans la nature n‘ont pas présenté
d’aspects morphologiques différents de celles obtenues par synthése en milieu
contrblé. Mais on a pu observer que la plante-hdte peut influencer la longueur et le
diamétre des mycorhizes mais pas les caracteres microscopiques qu’on avait pris en
compte.

Bien que dans les mycorhizes le champignon soit présent seulement sous forme
d’hyphes, structures qui apportent moins d’informations par rapport aux spores
présentes dans les sporocarpes, a travers leur examen il est également possible
d’identifier 'espéce. Par exemple on distingue facilement les mycorhizes de Tuber
aestivum et Tuber mesentericum de celles d’autres espéces, par I'aspect poliédrique
de la surface du manteau fongique. De toute facon il n’est pas possible de confondre
les mycorhizes de Tuber magnatum qui présentent des spinules courtes, hyalines, non
ramifiées, par rapport a celles de Tuber melanosporum et Tuber macrosporum qui ont
des spinules longues, pigmentées et ramifiées. Les mycorhizes de ces deux dernieres
especes se différencient facilement de celles de Tuber aestivum et Tuber
mesentericum qui présentent des spinules longues, pigmentées et non ramifiées.

- Si pour certaines espéces de Tuber les caractéristiques du dessin des cellules du
manteau fongique et des spinules qui en partent sont relativement évidentes, pour
d’autres ces aspects peuvent étre confondus. Par exemple on peut trouver des
aspects semblables en Tuber aestivum et Tuber mesentericum, pour lesquels les
principaux caractéres différentiels se trouvent dans la différente position aux coins des
cellules de la surface du manteau fongique et dans la différente disposition des
spinules.

La différence la plus évidente entre Tuber melanosporum et Tuber macrosporum
se trouve dans la différente ramification des spinules, au contraire Tuber brumale et
Tuber albidum différent surtout par la différente couleur du manteau fongique et des
spinules.

Les plus grandes difficultés se présentent pour distinguer les mycorhizes de Tuber

magnatum de celles de Tuber albidum. Dans ce dernier cas, en plus de la couleur des
mycorhizes, il est nécessaire de mettre en évidence la plus grande interpénétration
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des cellules du manteau fongique et le diamétre moyen moindre de la base des
spinules de Tuber magnatum par rapport a celles de Tuber albidum (Fontana et al.,
1988, 1992).

En plus il est nécessaire de tenir compte du fait que les mycorhizes examinées ne
présentent pas toujours les spinules, élément d'importance capitale pour leur
caractérisation.

Enfin pour effectuer 'examen au microscope optique des mycorhizes il faut un
prélevement qui corresponde au bon degré de développement, qu’on peut révéler
seulement avec 'expérience et 'usage du microscope stéréoscopique.

La détermination de différentes espéces de Tuber selon la caractérisation
morphologique des mycorhizes peut éire effectuée seulement par celui qui possede
une préparation technique spécifique.

Comme pour toutes les classifications des étres vivants il existe des spécialistes
d’un ordre ou méme d’'un seul genre, ainsi pour les champignons il est souhaitable de
former des techniciens qualifiés capables de classifier les difiérentes espéces
ectosymbiotes selon 'examen des carpophores, et des mycorhizes relatives.

Conclusion

Cependant, méme la description morphologique la plus soignée ne couvre pas tous
les nombreux aspects pris par les Tuber quand ils forment des symbioses avec les
plantes-hotes. Lidentification sur base morphologique peut donc tirer des avantages
de l'intégration avec des données basées sur 'utilisation de techniques moléculaires.
La production d’anticorps spécifiques obtenus pour des fractions solubles de corps
fructiferes et de mycélia in vifro de Tuber (Corocher et al., 1992 ; Zambonelli et al.,
1993) permet d'identifier sur base immunologique la mycorhize correspondante, tandis
que des fingerprints basés sur I'analyse géne-enzyme offrent d’ultérieures informations
(Chevalier et al.,, 1994). Encore plus intéressantes semblent étre les techniques
basées sur des fingerprints d’ADN.

De bons résultats ont déja été obtenus pour des champignons ectomycorhiziens
comme Laccaria (Herion et al., 1992). Egalement pour le genre Tuber on a eu des
résultats trés prometteurs en France (Nancy et Clermont-Ferrand) et en ltalie (Urbino,
Perugia et Turin). Les premiers résultats montrent en effet qu’il est possible d’'identifier
soit les corps fructiferes, soit les mycorhizes relatives en utilisant différentes sondes
d’ADN (Herion et al., 1994 ; Potenza et al., 1994 ; Lanfranco et al., 1993, 1995 ;
Paolocci et al., 1995).

En conclusion, méme en n’oubliant pas les méthodologies plus récentes, 'analyse

morphologique continue & étre I'indispensable point de départ pour l'identification des
mycorhizes.
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