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UTILISATION DU MICROSCOPE EN MYCOLOGIE POUR
L’OBSERVATION DE I’AUTOFLUORESCENCE

Patrice BAUMGART* et André¢ LAURENT®*

Résumé

[ utilisation du microscope & fluorescence pour observer les champignons permet de mettre en
évidence une fluorescence des éléments habituels que ’on peut y rencontrer, comme les basides, les
cystides, les asques, etc. Ces observations montrent les couleurs particulieres prises par ces éléments
dans ces conditions d’observation et surtout permettent de les situer exactement sur les préparations. 11
s"agit d’une fluorescence d’excitation par la lumigre ulraviolette, sans ajout de fluorochrome : la lumiére
collectée vient de la fluorescence émise en retour par I’échantillon. Cette technique est aussi appelée
autofiuorescence ou épifluorescence. Ce mode d’observation pourrait permettre de mieux observer
I"activité des cellules en cours de division ou encore leurs fonctions enzymatiques et métaboliques, qui
ont &t peu observées in vivo jusqu’a présent, afin d’aboutir & une explication de ces phénoménes.

Mots-clés : autofluorescence, fluorophores, cystides, chrysocystides, gliocystides, basides, asques,
osmotrophe, spores, trame.

Abstract

The use of the fluorescence microscope to observe fungi makes it possible to highlight a fluo-
rescence of the usual elements that can be found there, such as basidia, cystidia, asci, etc. These
observations show the particular colours taken by these elements under these observation conditions
and above all make it possible to locate them exactly on the preparations. Itis an excitation fluorescence
by ultraviolet light, without adding fluorochrome: the collected light comes from the fluorescence
emitted in return by the sample. This technique is also called autofluorescence or epifluorescence.
This observation method could make it possible to better observe the activity of cells during division
or their enzymatic and metabolic functions, which have been poorly observed in vive until now, in
order to explain these phenomena.

(‘%”;}

INTRODUCTION

0SSERAND & NETIEN (1938) ont observé 175 especes de champignons en lumiére
J ultraviolette. Il n’est pas question de refaire ce travail, mais il se poursuit ici
afin d’étudier de beaucoup plus prés 1"autofluorescence en mycologie. Ce type
d’observation permet de mieux comprendre quels sont les éléments précis qui la
provoquent et de bien les localiser dans les tissus.

La fluorescence : bref rappel historique

L'Irlandais G. G. Stokes, professeur de mathématiques & 1'université de
Cambridge (Royaume-Uni), expliqua pour la premiére fois le phénoméne de
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fluorescence en constatant que certains matériaux, tels la fluorine et I’ouraline,
émetient de la lumiére visible lorsqu’ils sont exposés & un rayonnement ultraviolet
dont la longueur d’onde est inférieure a celles des couleurs du spectre visible
(STokEs, 1852). Cette augmentation de la longueur d’onde est connue sous le nom
de déplacement de Stokes.

Considéré comme le pére de la fluorescence, Aleksander JasrowNskr (1930)
poursuivit ensuite des recherches qui le conduisirent & présenter le diagramme
énergétique de la fluorescence (fig, 1),

Le temps relativement court entre 1’absorption, de 1’ordre de la femtoseconde
(10 s), et I"émission de photons dure généralement moins d’une microseconde. 11
permet de faire la différence avec la phosphorescence ot |’émission est beaucoup
plus longue et persiste apres I'excitation. L'absorption d’un photon permet le
passage d’un électron & un état excité. Son retour a I’état fondamental se traduit
par I'émission fluorescente. Les molécules qui fluorescent, sont en général de
structure cyclique, avec des doubles liaisons ou des électrons conjugués en grand
nombre, une symétrie élevée, et une certaine rigidité.

MATERIEL

Le microscope Laborlux 11 de Leitz (fig. 2) a été utilisé avec une lampe &
vapeur de mercure & arc court (lampe HBO). Elle émet une lumiére de longueur
d’onde allant de "ultraviolet (300 nm) jusqu’a l'infrarouge (900 nm). Un filtre
permet de récupérer la fluorescence de la préparation du vert jusqu’au rouge. Les
caractéristiques du filtre utilisé sont :

—un cube « I 2/3 » pour la fluorescence (modéle 513604) ;

— une gamme excitante : bleu (FITC, fluorescéine isothiocyanate) ;

— un filtre d’excitation : bande passante de 450—490 nm ;

-un miroir diviseur de faisceau dichroique : RKP 510 nm ;

— un filtre d’émission dont la bande passante se situe au-dela de 515 nm.

Le microscope posséde une tourelle circulaire (indiquée par une fleche sur la
fig. 2 ci-contre) en dessous du bloc des oculaires. Il contient les cubes optiques
qui permettent de filtrer la lumiere de la lampe source a vapeur de mercure pour
ne récupérer que les longueurs d’ondes souhaitées. Le parcours lumineux dans le
cube est schématisé sur la figure 3 (LE Ru, 2014 ; LocqueT, 2014).

Le schéma de I’excitation est illustré par la figure 4. Les courbes respectives
en bleu et en vert sont obtenues aprés passage par les filtres et le miroir dichroique.
Les domaines de longueurs d’ondes de I’excitation et de la bande passante sont
respectivement 450490 nm et 515-750 nm.

METHODE

Dans un premier temps, 1l faut repérer les espéces susceptibles de produire une
fluorescence. Une lampe de Wood peut &tre utilisée pour les identifier. 11 faut diriger
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Fig. 1. — Diagramme de la fluorescence selon JABLONSKI

Fig. 2. — Exemple d’équipement pour 1’observation en autoflnorescence (microscope
Laborlux 12 de Leitz).

la lumiére de la lampe sur les différentes parties du carpophore afin de détecter leur
fluorescence éventuelle, en gardant présent i I’esprit que chez certaines especes la
fluorescence peut ne se manifester qu’au microscope (fig. 5 et 6).

Avec la lampe de Wood, nous pouvons déja constater que les lames sont
fluorescentes (fig. 3). Sur la figure 6, il apparait de nombreux petits points plus
brillants sur I’aréte et quelques-uns sur les faces. Selon les espéces, les couleurs
peuvent aller du vert bleuitre au jaune, jusqu’au jaune orangg.
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Fig. 3. — Schéma du filtrage par le « cube » d’un microscope a fluorescence (pour plus
de précisions on pourra consulter Nikon, 2018).
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Fig. 4. — Schéma de I’excitation et de la bande passante {longueurs d’ondes en nano-
metres). Excitation : 450 2 490 nm ; bande passante : 515 4 750 nm.
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Fig. 5. — Hymeénophore d’Hypholoma fascicu- Fig. 6. — Méme cliché, grossi dix fois. La fluores-
fare sous la lampe de Wood (grandeur nature). cence est essentiellement concentrée sur I"aréte.

Dans un deuxiéme temps, pour observer en autofluorescence la partie du
carpophore qui nous intéresse, il faut faire une préparation entre lame et lamelle
que I'on placera sous 1’ objectif du microscope a fluorescence. La préparation ne
nécessite aucune coloration ni aucun traitement préliminaire spécial (donc aucune
adjonction de fluorophore). Elle est montée simplement dans de 1’eau distillée,
glycérinée ou non (il faut toujours travailler sur du matériel frais). Pour terminer,
on passe a ’observation en lumigre ultraviolette.

Nous avons done procédé i des essais chez les basidiomycétes et chez les asco-
myceétes sur différentes parties du carpophore. 1 est important de préciser qu’a
tout moment on peut, en occultant le faisceau de 1a lampe 4 vapeur de mercure,
revenir en microscopie en lumicre transmise ordinaire pour confirmer la nature
des éléments fluorescents observés (les photographies sont de P. Baumgart).

Résultats chez quelques basidiomycétes

Une sélection de photographies obtenues en fluorescence montrant des éléments
d’un champignon habituellement observés en microscopie en lumiére transmise
ordinaire permet de se faire une idée de ce qu’apporte I'observation en auto-
fluorescence. On notera que les photographies en fluorescence ne peuvent pas étre
aussi nettes que celles obtenues en microscopie classique, car il y a toujours une
diftusion de la fluorescence dans les tissus environnants,

Face des lames

La figure 7 de la planche I montre les chrysocystides' faciales de Stropharia
caerulea aprés montage d’un petit morceau de lame dissocié dans I’eau. On constate
que seules les chrysocystides sont fluorescentes et 1’on peut distinguer leur forme
et leur emplacement dans I’hyménium. Les autres éléments sont comme « éteints ».

I Les termes de mycologie utilisés dans le texte sont ceux admis dans JosstrranD (1983).
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Dans certaines chrysocystides, on peut distinguer une masse jaune ressemblant
a un cristal tres fluorescent entouré par la paroi de la cellule, En lumigre transmise
ordinaire cette masse se colore fortement en jaune par la potasse, ce qui " explique
par le fait que cet exemplaire est relativement 4gé (CLEMENCON, 1997, p. 516-523).

La figure 8 montre les chrysocystides d’ Hypholoma capnoides. Un fragment
de lame a été dissocié dans I’eau distillée par de petits chocs sur le couvre-objet
pour mieux séparer les chrysocystides : elles se montrent étirées au sommet et
leur paroi est bien visible. Sur la figure 9, on voit que la paroi est nettement plus
fluorescente que I'intérieur de la chrysocystide, laquelle contient une vacuole sans
masse réfringente : I’exemplaire préparé est certainement plus jeune que celui uti-
lisé dans la figure 8. On peut aussi observer la cloison transversale qui sépare la
chrysocystide de I"hyphe génératrice (entourée d’un cercle sur la photographie).

Sur la figure 10, on observe les basides sur la face d’une lame de Russula
praetervisa. Ces basides montrent une fluorescence verte d’intensité variable ou
orangée, suivant leur dge ou leur activité. Leur répartition est assez réguliére et
I’hyménophore est comme éteint. La figure 11 montre une baside de Russula
roseq apres dissociation du fragment de lame observé. On distingue nettement
une jeune baside fluorescente avec différentes zones qui sont en activité,
notamment dans et vers le sommet des stérigmates. Sur la figure 12 (Russula
ochroleuca), on distingue nettement trois zones d’activité dans la baside. 11 est
possible qu’elle soit en méiose et nous assistons peut-étre 14 i la formation des
spores. La figure 13 montre un fragment de lame de Russula rosea dissocié ol
’on voit des basides. En bas de la photographie, la fleche indique une gliocystide
peu fluorescente. La figure 15 correspond a la figure 14 (Russula rosea), mais
I’observation a licu en lumiére transmise ordinaire, sans coloration. On y trouve
les méme éléments au méme endroit. La lumiére ultraviolette permet de mettre
en évidence quelques basides actives et une 1égére fluorescence des gliocystides
(indiqué par les fleches).

La figure 16 montre des cystides faciales de Pholiota lenta.

Chair

Sur la planche II, figure 17, dans la couche sous-cuticulaire de Russula prae-

tervisa, la paroi des sphérocystes montre une fluorescence jaune soutenue (x 500).

Planche 1. — 7. Chrysocystides faciales de Stropharia caerulea (x 500). — 8. Chryso-
cystides d’Hypholoma capnoides sur fragment de lame dissocié (x 500). — 9. Chryso-
cystides d’Hypholoma capnoides observées sur coupe transversale d’une lame (x 500).
— 10. Lame de Russula praetervisa vue de face (x 500). — 11. Baside de Russula rosea
{x 1000). — 12. Baside de Russula ochroleuca (x 1000). — 13. Fragment dc lame de Rus-
sula rosea dissocié montrant des basides (x 500). — 14. Lame de Russula rosea (x 1000)
observée en fluorescence. — 15, Méme portion de la préparation que sur la fig. 14, mais
en lumiére transmise ordinaire (x 1000). — 16. Cystides faciales de Pholiota lenta (x 1000).
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Coupes de lames

[’observation d’une coupe transversale mince dans une lame d’Hypholoma
lateritium, obtenue au microtome aprés inclusion dans le polyéthyléne elycol
(PEG) et montée dans 1’cau entre lame et lamelle, montre que les chrysocystides
sont réparties régulicrement a la surface des lames et qu’elles ont leur origine
dans la trame (fig. 18).

Voile
On distingue une fluorescence hétérogéne i I’intérieur des articles terminaux
des hyphes du voile partiel d’ Hypholoma lateritium (fig. 19).

Revétement piléique

Dans le revétement piléique d’ Hypholoma sp. (fig. 20), les noyaux des hyphes
se montrent fluorescents et sont rejetés sur les c¢dtés, contre la membrane qui, elle
aussi, est fluorescente (Markovitst et coll., 2010 ; Vava et coll., 2010).

En résumé, la fluorescence observée en lumiére ultraviolette est donc celle
des €léments que nous observons au microscope, dans les exemples présentés
des basides, de la paroi des sphérocystes chez les russules, des chrysocystides,
de I'intérieur des hyphes du voile, de la paroi des hyphes chez les hypholomes et
les strophaires.

Spores

Spores jeunes de Macrolepiota procera provenant d’une sporée (x 500). On
distingue la fluorescence jaune verditre de I'endospore et de I’exospore, ainsi que
les guttules (fig. 21).

Spores de Macrolepiota procera (x 1000). Tres belle fluorescence jaune de
la membrane qui pourrait indiquer des spores mdres. Sur certaines, on peut aussi
distinguer I’endospore (indiqué par une fleche sur la fig. 22).

Hyphes

Sur la figure 23 (Russula paludosa), on observe nettement la cloison séparant

deux articles (x 1000). Dans les hyphes du revétement piléique d’ Hygrophoropsis

Planche IT. — 17. Couche sous-cuticulaire de Russula praetervisa (x 500), — 18. Hypho-
loma lateritium, trame (coupe mince, x 500). — 19. Articles terminaux du voile partiel
&’ Hypholoma lateritium (x 500). — 20. Revétement piléique (subcutis) d’Hypholoma
8p. (x 500). — 21. Macrolepiota procera. Spores jeunes provenant d’une sporée (x 500).
— 22, Spores de Macrolepiota procera (x 1000). — 23. Hyphe de Russula paludosa. On
observe nettement la cloison séparant deux articles de "hyphe (x 1000). — 24. Cutis
d’Hygrophoropsis aurantiaca. Hyphes avec pigmentations cytoplasmiques fluorescentes,
et grandes vacuoles sombres. x 500. — 25. Aleuria aurantia (x 500). En autofluorescence,
la paroi des asques est souvent verte, mais les spores prennent des couleurs jaune orangé.
On peut aussi distinguer I’ornementation sporale qui prend les mémes couleurs, Les
paraphyses sont peu visibles. — 26. Aleuria aurantia (x 500) aprés coloration au bleu
de crésyle.
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Prancue II
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PLANCHE SUPPLEMENTAIRE
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aurantiaca (x 500), la pigmentation cytoplasmique est fluorescente et I’on peut
observer de grandes vacuoles sombres (fig. 24).

Résultats pour un ascomyceéte
{Aleuria aurantia)

Hyménium

Chez les ascomycétes, la fluorescence est souvent trés faible, mais, au micro-
scope, en autofluorescence, on découvre les couleurs d’excitation des asques et
des spores (fig. 25). La paroi des asques est alors souvent verte, mais les spores
prennent des couleurs jaune orangé. On peut aussi distinguer 1’ornementation
sporale qui prend les mémes couleurs. Les paraphyses sont peu visibles.

Pour observer les paraphyses, avec leur extrémité un peu en massue, il faut
colorer la préparation avec le bleu de crésyle avant d’observer en fluorescence
(fig. 26). Elles apparaissent alors colorées en bleu et, de plus, les guttules des

Planche supplémentaire. — 27. Baside fluorescente de Russula cavipes, avec deux
jeunes spores (x 1000). — 28. Chlamydospores d’Asterophora fycoperdoides. La paroi
est jaune et le centre des spores montre des reflets verts (x 1000). — 29. Cutis de Tubaria
hiemalis. Hyphes avec des grosses vacuoles fluorescentes (x 1000). — 30. Boucle
chez Crepidetus sp., cuticule (x 1000). — 31. Spores jeunes de Peziza vesiculosa.
Fluorescence de la membrane. — 32. Cystides marginales de Macrocystidia cucumis
(x 400). Fluorescence apicale. — 33. Paraphyses d’Oridea onotica avec fluorescence
des vacuoles aux extrémités. — 34. Inocybe rimosa, cutis avec membrane fuorescente
(x 500). — 35. Hypholoma fasciculare. Cutis avec des inclusions cytoplasmiques
fluorescentes et des vacuoles éteintes (x 500). — 36. Contenu fluorescent a 1’intérieur
des hyphes d’ Hypholoma fasciculare (x 500).
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Jjeunes spores se colorent en jaune verdatre vif. Sur la figure 25, en I’absence de
bleu de crésyle, ces guttules n’apparaissent pas. Cela peut étre d{i a la variation du
pH. Cette technique n’est qu’une adaptation pour voir les paraphyses. Le sous-
hyménium ou le plectenchyme peuvent aussi étre fluorescents?.

Comme nous ’avons observé, ¢’est souvent la paroi des hyphes et d’autres
éléments qui sont fluorescents, ce qui nous améne maintenant a en préciser la
structure.

Structure de la paroi des hyphes des champignons

Le microscope électronique montre que la paroi des hyphes est constituée de
quatre membranes trés intriguées, de la maniére suivante (DecLErRCK, 2016) -

— un réseau de microfibrilles de chitine est localisé dans la partie la plus
interne de la paroi, directement en contact avec la membrane cellulaire ;

— des filaments de B-glucanes s’installent par-dessus la couche de chitine ;

— des polysaccharides amorphes (sous forme de matrice de gel) font la
liaison entre les microfibrilles renforcant la structure ;

— une couche externe composée de nanoprotéines constitue une matrice
autour de la paroi o des glycoprotéines ancrées dans cette couche
jouent un rdle dans I'interaction entre cellules.

La figure 37 schématise cette structure.

Cette structure de la paroi doit contenir des molécules fluorescentes ou, peut-
étre, des microorganismes, comme des bactéries Pseudomonas fluorescens (pyo-
verdine) qui adhérent & cette paroi. De nombreuses autres espéces de bactéries,
telles Pseudomonas aeruginosa, pudica et des Xanthomonas adhérent sous forme
de biofilms (MiQueL-Guennoc, 2017).

Réflexions et tentatives d’explications

Il faut bien comprendre que les observations microscopiques faites aprés
certaines colorations trés souvent utilisées en mycologie ne refletent pas
I’activit¢ naturelle des éléments étudiés. La coloration détruit presque toujours
la vitalité des hyphes et des autres cellules. Dans certaines conditions, on peut
dire que I’absorption d’un colorant ou d’un produit révélateur peut s’expliquer
par la présence de cristaux ou de substances métaboliques. Remarquons aussi
que certains organites des articles des hyphes sont difficilement colorables par
les réactifs usuels, notamment les noyaux, sauf si I'on utilise des colorants
spéeifiques qui ne sont pas employés dans les travaux de routine (coloration de
May-Griinwald Giemsa). L’ observation en fluorescence pourrait peut-étre aller

* Une planche de photographies supplémentaire (fig. 27-36, p. 152) vient préciser les éléments obser-
vables sur les figures des planches [ et Il documentées plus haut.
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plus loin en permettant d’étudier les cellules vivantes. Elle rendrait donc mieux
compte de leur statut physiologique, morphologique et métabolique.

Hyphes

Les hyphes et autres cellules fongiques deviennent donc fluorescentes avec
une lumiére ultraviolette de longueur d’onde appropriée. Cette fluorescence
pourrait étre due 4 des éléments endogénes. surtout aux mitochondries, aux
nucléoles et aux lysosomes, mais aussi a des substances comme les pigments,
souvent lipidiques, le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), les
flavines et certainement beaucoup d’autres (Latouchg, 2000). Les champignons
contlennent aussi des anthraquinones, des éthanol-cyanines, des riboflavines
fluorescentes, etc. (MicHon, 2018).

Comme nous pouvons I'observer sur les photographies précédentes, la
fluorescence des chrysocystides, des basides, des spores, etc., montre que ces
éléments sont le siege de réactions métaboliques complexes (Nasraoul, 2015).

Absorption des substances humiques

Les composés organiques présents dans le sol, comme ceux de I’humus,
montrent une fluorescence mesurable (CorLno, 2009). Ces substances humiques,
riches en fluorophores, sont absorbées par le mycélium des champignons grice a
un mécanisme osmotrophe et pourraient donc produire une fluorescence de leurs
tissus avant ou aprés leur métabolisation. Nombres d’especes se nourrissent de
bois mort ou de feuilles mortes et recyclent donc ces éléments. Les champignons
ont un rdle crucial dans I’humidification des sols ; ce sont des décomposeurs de
la cellulose, un composé tluorescent comme ses produits de dégradation (JaMES
et coll., 1930).

La chlorophylle, elle aussi, est fluorescente.

Citons encore le deutéroplasme qui est |’ensemble des protéines emmagasinées
dans le cytoplasme des hyphes en tant que substances de réserve, matiéres grasses
el similaires. Il se présente souvent sous forme de gouttelettes qui s’ accumulent
et peuvent devenir assez nombreuses (CLEMENCON, 2012).

Eléments a vérifier

Nous avons mis en évidence plusieurs pistes A vérifier. Nous espérons que des
mycologues qui ont accés a des techniques plus élaborées pourront explorer et
expliquer la fluorescence naturelle de nombreux éléments chez les champignons,
par exemple expliquer pourquoi la fluorescence des spores semble varier avec I’age.

Autres réflexions

Dans ce travail, nous avons pu visualiser des cellules, comme les basides, qui
sont en activité sur les lames des russules : elles sont réparties d une facon assez
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réguliére et géométrique 4 leur surface. Nous pouvons donc observer qu’une dy-
namique existe bien dans la formation des spores. Quand le carpophore grandit,
I’hyménophore et I’hyménium grandissent aussi, et il est probable que les hyphes
génératrices s’allongent et viennent 4 la surface des lames pour pousser les jeunes
basides, lesquelles vont alors s’activer, donnant lieu i la fusion des noyaux et 4 la
méiose qui aboutiront a la production de quatre basidiospores (fig. 10, 11, 12). 1l
en irait de méme pour les chrysocystides qui sont régulierement réparties sur les
lames et viennent puiser des produits du métabolisme dans la trame (fig. 18).

CONCLUSION

L’objectif premier était d’expliquer I'origine de la fluorescence observée
par JosseranD & NETIEN (1938). Mais, compte tenu de la diversité des éléments
observés, nous avons cru bon d’essayer de les décrire et de proposer quelques
explications possibles sans nous montrer catégorique. Il y a certainement encore
beaucoup d’especes a étudier en autofluorescence, comme les bolets, les polypores
et les corticiés. Nous devrons donc poursuivre le travail que nous avons entrepris.
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