
HAL Id: tel-01747550
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01747550

Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Polymorphismes protéique et génomique au sein des
morchellaceae : mise au point d’un outil moléculaire
adapté à l’étude de l’écologie du genre morchella en

milieu forestier
Daniel Wipf

To cite this version:
Daniel Wipf. Polymorphismes protéique et génomique au sein des morchellaceae : mise au point d’un
outil moléculaire adapté à l’étude de l’écologie du genre morchella en milieu forestier. Biologie végétale.
Université Henri Poincaré - Nancy 1, 1997. Français. �NNT : 1997NAN10244�. �tel-01747550�

https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01747550
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 

mailto:theses.sciences@scd.uhp-nancy.fr
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm


Faculté des Sciences
U.F.R. Sciences et Techniques Biologiques
Ecole Doctorale Biologie et Santé
D.F.D. Biologie Végétale & Forestière

Thèse

présentée pour l'obtention du titre de

Docteur de l'Université Henri Poincaré-Nancy 1
en Biologie Végétale et Forestière

par Daniel WIPF

POI:\'ï "HrphisBH:S protéjqu{~ (. gélH IHiqufl au sein de.'
lltorc!lellaccae ~ Tv isr au point dl} '1 HutU Inolécnl( ire adapte a

il 'tud-r de lrécologie rh, genre :l1orchella en rnilipl~ forestier

Soutenue publiquement le 27 octobre 1997 devant la commission d'examen:

Membres du jury:

Président:
Rapporteurs:

Examinateurs:

M.B.BOrrON
Mme M.F. ROQUEBERT
Mme N. SMITHlWEBER
M. F. BUSCOT
M. F. LE TACON
M.F.MARTIN

Professeur, Université H. Poincaré, Nancy 1
Professeur, Muséum d'Histoire Naturelle, Paris
Professeur, Université de l'Oregon, U.S.A
Professeur, Université de Jena, Allemagne
Directeur de recherche, LN.R.A. de Nancy
Directeur de recherche, LN.R.A. de Nancy

Laboratoire de Biologie Forestière
FacuJté des Sciences - 54500 VANDOEUVRE-lès-NANCY



A

AAT

ADN

ADNr

APS

C

crAB
EDTA

EES

EGTA

G

GAPD

GDH

GPI

GS

IGS

ITS

LIS

MDH

MIT

NAD(P)

NBT

P5P

pb

peR

PMS

PVP
PVPP
RFLP

ABREVIATIONS

Adénine

Aspartate Aminou'ansférase

Acide Désoxyribonucléique

Acide Désoxyribonucléique libosomal

Ammonium Persulfate

Cytosine

Bromure

Acide Ethyléne Diamine Téo'aacétique

Early Encrusting Sclerotia

Ethylene Glycol-bis(b-AITÙno-ethyl ether)

N, N, N', N' - Teo'a acetic Acid

Guanine

Glycéraldéhyde Phosphate Déshydrogéna e à NAD

Glutamate Déshydrogénase

Glucode Phosphate Isomérase

Glutamine Synthétase

Intergenic Spacer (espaceur intergénique)

Intemal Transctibed Spacer (espacew' inteme o'anclit)

Late Isolated Sclerotia

Malate Déshydrogénase

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylteu'azolium brorrùde)

Nicotinamide Dinucléotide Oxydée (Phosphate)

Niu'o Blue Tetrazolium

PYlidoxal-5-Phosphate

paires de bases

Polymera e Chain Reaction (réaction en chaîne par l'ADN

polymérase)

Phénasine Méto Sulfate

Polyvinylpynolidone

PolyvinylpolYPYlTOlidone

Resuiction Fragment Length Polymorphism



SOD

T

TBE

TE

TEMED

Tris
UV

(polymorphisme de longueur des fragments de restriction)

Superoxyde Dismutase

Thymine

Tris-Borie acid-EDTA

Tris-EDTA

Tén-amélhyl-élhylènediamine

Tris (hydroxymélhyl) aminomé,hane

Ultra Violet



SOMMAIRE

ABREVIATIONS 3

Avant-propos 1

Chapitre 1: Introduction 3

1.1 Les champignons Cl les autres organismes 4

1.1.1 Les S<lprophYIe5 des débris végétaux , , " 5

1.1.1.1 Les champignons des glucides solubles ou faciles à hydrolyser 6

1.1.1.2 Les champignons cellulolytiques 6

1.1.1.3 Les champignons IigninoIYliques 7

1.1.2 La symbiose avec les organismes chlorophylliens 7

1.1.2.1 Les Lichens 7

1.1.2.2 Les Mycorhizes 8

Les Ectomycorhizes 9

Les Eclcndomycorhizes 9

Les Endomycorhizcs 9

1.1.2.3 Lcs endophyles .

1.1.3 Les champignons parasilcs des végélaUx. ..

..... 11

.. .... 12

1.104 Animaux el champignons 12

La mycophagic avec dispersion des spores 13

La mycophagie symbi()(ique 13

Saprophytisme fongique de d&:hels allimaux. 13

Le parasilisme el la prédalion 14

1.1.5 Champignons el champignolls 14

1.2 La morille 15

1.2.1 Classificatioll 15

1.2.1.1 Classification selon Boudier (1897-1907) 15



1.2.1.2 Classification selon Heim (1936) 16

1.2.1.3 Classification selon Dennis (1978) 17

1.2.IA Classilïcalion selon Jacquel;llll (1984) 17

1.2.2 Biologie de 13 lllorille 18

1.2.2.1 Les spores 18

1.2.2.2 Le mycélium .

1:2.2.3 Les sclérotes .

. ~

. 19

1.2.2.4 Le st:ldc conidiCll 19

1.2.2.5 L'homo ou l'hétérothallisme des 1ll00illes 20

1.2.3 Ecologie de la morille 20

1.2.3.1 Epoque de la fructification et rythme biologique.. , , 20

1.2.3.2 Facteurs slationllels , , 21

Nature du soL .. ................................................................21

L'ensoleillement .. . , , , " .. , , 21

Topogr;Jphie ct altitude.................................................... . ..21

Données phytosociologiques 22

al Autres champignons présents sur les stations de morilles , 22

b/ Plantes supérieures , 22

Habitats perturbés, , 25

1.2.3.3 Rythmes endogèlles , 25

1.2.3.4 Synthèse des données sur l'écologie de la morille 26

Chapitre II: Objeclifs , 33

Chapitre ru: Matériels et méthodes ." , ,........•...•.•.•.••.•..••....••..••..••...•...•............. " 36

3.1 Matériel fongique................... ..37

3.1.1 La Morille (Mvrcllella sp.). . ,....................... . .. 37

3.1.2 Conditions de cu hure . 37

Germination des spores........................... . 37

Cultures en milieu liquide ,.......... . 37



3.1.3 Variations endogènes du pouvoir germinalif des spores. . 38

3.IA ESS,1is de confrontation avec des l'lames supérieures . 38

3.1.4.1 PillllS banksiano .38

3.1.4.2 Be/ilia pendilla 38

3.1.4.3 Essais de confronlalioll 39

3.2 Etude électrophorétique du polymorphisme enzymalique 39

3.2.1 Extrnction des proléines 39

3.2.2 Techniques électrophorétiques .40

3.2.2.1 Elecu"Ophorèse non dénaturallle sur gel de polY:lcrylamide .40

Principe .40

Protocole . ........................... .40

3.2.2.2 Electrophorèse sur gradipore... . .41

PrinciJX:.. . .41

Protocole . .41

3.2.3 Révélation des activités enzymatiques .42

3.3 Analyse du polymorphisme de l'ADN .42

3.3.1 EXlraclion de l'ADN lolal .42

3.3.2 Amplificalion enzymmique in vitro de l'ADN, . 44

Principe 44

Condilions expérimentales 44

Mélange réactionnel 44

3.3.3 An3lyse éleclmphorélique de l'ADN . .46

3.3.4 Polymorphisme de longueur des fragments de resuiclion (RFLP) .47

PrinciJX: .

Condilions expérimelllaies .

..........................................47

. .47

3.3.5 PCR aléatoire .48

3.3.6 Séquençage .49

3.4 Microscopie pholOllique . .49

3.4.1 Fixation 50



6.2.2 Cultures associées .

3.4.2 Déshydratation 50

3.4.3 Inclusion .50

Préparation de la résine Epon (Lufl, 1961) 50

Inclusion 51

3.4.4 Seclions semi-fines .51

Première partie: Polymorphismes isoellzymatique et géllomique 52

Chapitre IV: Polymorphisme isoenzymatique 53

Chapitre V: Polymorphisme génomique 64

5.1 PCR des microsalellites el polymorphisme de l'ADN, 65

5.2 Polymorphisme de la région ITS de l'ADN, 75

Deuxième Partie: Etudes expérimentales de la biologie des morilles l J 1

Chapitre VI: Biologie de la morille 112

6.1 Variabilité du taux de germination des spores de morilles selon l'époque de l'année 113

6.2 La relation morille·arbre 113

6.2.1 Elude cYlOlogique sur matériel de terrain 113

........................................................ 115

Conclusion générlile et perspectives 132

Références Bibliographiques 138

Annexes 155

Annexe 1: Isolats utilisés 156

Annexe 2: Gels d'amplificmion de la région ITS 162

Annexe 3: Gels de digestion de la régionlTS 166

Annexe 4: Pul>lic:.uioll 7 .

Annexe 5: La sw-prise du chef .

... 170

.194



Avant-propos



L a mOliUe est un champignon qui suscite l'intérêt des honunes depuis f0i1 longtemps.

Les grecs elles romains la connaissaient sous les noms de sponge, s/olldufi,fUllguli ou

spolIgio/i. el en appréciaient déjà la saveur délicate (Buller, 1915).

Aujourd'hui cet intérêt est demeuré intact et les morilles restent très recherchées.

Les mOlilles présentent une grande diversité de formes, difficiles à interpréter même

pour les spécialistes. ce qui a engendré un grand nombre de classifications très différentes.

Ces champignons présentent également des modes de vie très divers et vlUiables, qui

semblent fOllement dépendre de conditions microécologiques.

Le but de ce n-avail était la mise au point d'un outil moléculaire qui puisse à la fois

conoibuer à c1roitier la systématique ambiguë des morcheUacées et pennettre une approche

plus précise de leur écologie.
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Chapitre 1: Introduction
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Champignons

Figure 1 : Proportions relatives des grands groupes d'organismes vivants (d'après Shuh,

1995).



1.1 Les champignons et les autres organismes

L es champignons composent l'un des plus grands groupes d'organismes (Fig. 1) el il

n'est pas d'aspect de la vic d'une forêt où ils ne jouent un rôle imponant. Les

champignons sont des constituants nonnaux et indispensables de la bicx:énose (Jacquier.

1978): facteurs d'équilibre des peuplements. dom ils concourent à éliminer les arbres trop

âgés ou déficients. facleurs essentiels dans la nUbition de toutes les plantes phanérogames.

Dans la forêt aménagée. ils assurent la décomposition des souches et des rémanents

d'exploitation, jouant ainsi le rôle de nettoyeur des coupes.

Les champignons apparaissent ainsi comme un facteur imp0l1ant du monde vivant el

ils sont impliqués dans une multitude de processus biologiques. Ils présentent en outre un

intérêt économique sans cesse croissant dans les industries alimelllaires, phannaceutiques el

chimiques.

Le fait capital qui conditionne [[ès profondément l'écologie des champignons, est leur

mode de nuuition. Incapables de pholosynrhése. ils ne peuvent incorporer le carbone minéral

el utilisent donc des matières organiques produites par d'auu"es groupes d'organismes. En

fonction du mode de mobilisation du carbone organique on classe les champignons en [[ois

groupes (Fig. 2 et 3) (Becker. 1953; DUlTieu. 1993):

1° Les Saprophytes, se développent sur des orgamsmes morts plus ou moms

décomposés.

2° Les Pathogènes. se développent aux dépends d'autres organismes,

3° Les Symbiotiques. s'associent durablement à des organismes vivants en développant

des srructures morphologiques adaptées à un développement à bénéfices mutuels.
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Figure 2: Différents modes de vie des champignons. (a) Parasite du chêne; (h) saprophyte sur

une aiguille de pin; (c) mycorhize de hêtre (d'après Slrullu, 1989). Les trois cas

sont illustrés dans la figure 3.



Figure 3 : Différents modes de vie des champignons. ObservatÎon en microscopie électronique à

balayage. (a) Oïdium du chêne (Microsphaera), les périthèces apparaissent à la face

inférieure. (b) mycélium à la surface d'une feuille de pin, la perforation des parois

cellulaires est due à des champignons cellulolytiqucs. (c) mycorhize de hêtre.



Cette distinction possède cependant un caractère schématique, et il est padois difficile

de placer un champignon dans une catégOlie définie. Ainsi Botrytis cillerea se comp0J1e soit

comme un saprophyte soit comme nécrotrophe (Dun·ieu, 1993). Al7llillal'ia mellea qui peut

être purement saprophyte est le plus souvent nécrotrophe mais aussi patfois symbiote de

certaines orchidées (Dunieu, 1993). TI/ber melallosporum est mycorhizien avec cel1aÎnes

essences d'arbres, mais parasite des graminées (Platlner et Hall, 1995). Cel1ains

ascomycètes commencent leur développement comme parasites sur des feuilles vivantes et le

terminent en saprophytes sw· ces mêmes feuilles après leur chUle.

Il convient donc d'examiner plus en détaille mode de nutrition des champignons si

l'on veUl mieux appréhender la complexité de leur écologie.

1.1.1 Les saprophytes des débris végétaux

Les saprophytes sont polyphages ou spécialisés d'une façon plus ou moins étroite. Ils sont

inféodés à un substrat autant pour sa composition que pour les conditions

écophysiologiques, en paJ1iculier physiques, chimiques et microclimatiques qu'il foulllir.

On conçoit donc que l'étendue de l'aire de dispersion d'un saprophyte dépende à la

fois de son degré de spécialisation et de la disuibution de son ou ses substrats. Ainsi

Marasmius buxi qui est snictement inféodé à la litière des feuilles de buis a une aire de

distribution qui correspond exactement à l'aire de cet arbuste.

En fonction de la nature de leur substrat on distinguait autrefois sept grands groupes

de saprophytes (Becker. 1953).

1° Fumicoles (fumier chaud et en fennentaüon, ou bouses en été) et Coprophiles

(excréments),

2° Humicoles (humus sensu stricto),

3° Lignicoles (bois mort plus ou moins décomposé),

4° Terricoles (telTe nue),

5° Practicoles (praÎl·ies).

6° Follicoles (feuilles),

7° Divers (milieux spéciaux, souvent inattendus).

Les classifications modernes se réfèrent à la nature biochimique des substances mises en

décomposition par les champignons. Ces substances peuvent alors être classées en trois

catégOlies plincipales (Dunieu. 1993):

. les glucides de faible poids moléculaire ou facilement hydrolysables (sucres, amidon,

pectines... ),
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- les glucides à longues chaines moléculaires (cellulose -constituant l'essentiel des parois

cellulaires, où elle se présente sous fOime de fiblilles orientées- et hémicelluloses -qui

enveloppent les fibrilles d'une matière amorphe),

. les complexes macromoléculaires à noyaux phénoliques (lignines).
,

1.1.1.1 Les champignons des glucides solubles ou faciles à

hydrolyser

Ce som essentiellement les "sugar fungi" (Garrett, 1959), encore appelés

champignons des sucres, ou "primary moulds" (Frankland et al., 1982), ou moisissures

pionnières. lis colonisent très rapidement les organes végétaux fraichement tombés où ils

U'ouvent des sources de carbone inunéd.iatement consommables. Pour celtaines espèces ce

type de colonisation est facile car ils préexistent à la surface des organes vivants où ils se

1l0UlTÎssent d'exsudats à travers l'épiderme. Ce sont des champignons mycéliens à

croissance et spolUlation rapides tels que les mucorales, ou encore des levures. Ces dernières

jouent un rôle imponant dans la décomposition des fnlits charnus. Saccharomyces cere\'isiae

a été domestiqué pour la fabrication des boissons felmentées: vin, cidre...

1.1.1.2 Les champignons cellulolyliques

Ces champignons possédent des enzymes capables de couper les chaînes de cellulose

et d'hémicellulose afin d'en extraire les molécules simples telles que le glucose. On retrouve

le plus souvent ces champignons dans les horizons supérieures du sol (litière). Ce som des

mucorales ou des hyphomycètes tels Penicillium, Epicoccum, FlIsariwn (Rosenbrock et al.,

1995).

Des champignons cellulolytiques spécialisés s'attaquent également à la fraction cellulosique

du bois, certaines espèces étant même incapables de dégrader la lignine (Lindeberg, 1947.;

Mikola, 1956; Hering, 1967). lis provoquent deux types de décomposition: la poun'üure

rouge ou cubique pour les bois exposés à l'air et la pouniture molle pour ceux qui sont

fortement imprégnés d'humidité.

Dans le cas de la pOUlTiture rouge, les champignons utilisant essentiellement la cellulose et

l'hémicellulose, la proportion relative de lignine augmente. La coloration vire alors au bl1Jn

ou au brun rouge. La diminurion de volume s'accompagne de fentes de rétractions, qui font

que le bois se débite en petits cubes. Les agents fongiques de ces pOUiTitures sont

principalement des basidiomycètes, et surtout des polypores.

Les pourritures molles sont plus rares. Les champignons qui les provoquent ne se

développent que sur des substrats saturés d'humidité; on ne les rencontre donc que sur des

bois soumis à un ruissellement abondant. ou même immergés. Les filaments mycéliens.
s'attaquent ici à la paroi secondaire des cellules, la dérruisant entièrement. Le bois perd alors
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sa SUl1cture rigide et prend une coloration foncée. Les agents de ces pourritures sont surtout

des ascomycètes ou des champignons impmfaits.

1.1.1.3 Les champignons ligninolyliques

Les dégradeurs de la lignine possédent un potentiel catabolique remarquable. Ils

exsudent des oxydases et péroxydases capables de décomposer de manière non spécifique la

multitude d'arrangements de noyaux aromatiques qui constituent le bois. Cette efficacité et la

non spécificité de ces exoenzymes font de ces champignons un matériel de choix pour la

dégradation de substances xénobiotiques toxiques conune les pesticides aromatiques

polychlorés ou les dioxines (Rosenbrock et al.. 1997). Dans la nature ces champignons

s'attaquent aussi bien à la fraction ligneuse contenue dans l'humus qu'à la lignine du bois.

Le mode de vie des champignons lignolytiques est difficile à classer. car si le bois est

un tissu essentiellement mort, il assure un rôle fondamental dans les arbres vivants.

1.1.2 La symbiose avec les organismes chlorophylliens

Les relations enO"e champignons et organismes chlorophylliens existent sous deux

grandes fonnes, les lichens et les mycorhizes.

1.1.2.1 Les Lichens

Le tel111e de symbiose a été introduit pm' le mycologue allemand Heim'ich Anton De

BalY en 1879 (Cilé par Ahmadjian. 1982) pour décrire J'association d'un champignon et

d'une algue chez les lichens. L'intégration morphologique et fonctionnelle enu'e les algues et

les champignons est si éu'oite. que la nature symbiolÎque des lichens n'a été définitivement

démontrée que dans la deuxième moitié du siècle demier, Gaston Bonnier en apportant la

preuve expélimemale en 1889 en réalisant la synthèse d'un lichen à pm1ir d'une spore el

d'nne algue (Dunien, 1993).

Le partenai.re chlorophyllien est aussi fréquemment appelé partenaire algal ou

phycobionte. 11 s'agil d'algues ou des cyanophycées (procaryotes dépourvus de véritable

noyau ceUulaire) qui sont des bactéries. Les cyanophycées lichéniques appartiennent

majoritairement au genre Nos/oc. Quand il s'agit d'algues véritables les phycobionœs som

exclusivement des chlorophycées. Le genre le plus répandu étant Trebouxia. Si les

phycobiontes des lichens peuvent avoir une vie autonome ils sont incapables de reproduction

sexuée dans la phase symbiotique.
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Figure 4: Reproduction du début de l'article de Franck (1885) à la faveur duquel cet auteur

introduit le tenne "mycorhiza" dans la linérature botanique (D'après Boullard,



Le p311enaire fongique est dans la majeure panie des cas un ascomycète (disco· ou

pyrénomycète). A la différence des algues, les champignons lichenisanlS ne sont pas connus

à l'état libre et effectuent tout leur cycle biologique à l'état lichénique. Il existe aussi des

Basidiolichens à rép311ition tropicale. mais ils sont peu nombreux.

Les lichens sont écologiquement impoI1ants. Ce sont des "végétaux" pionniers pour

la colonisation de milieux extrêmes. De plus. il y a plus d'un siècle que les lichénologues ont

noté la raréfaction des lichens en ville. Cette grande sensibilité est due à leur remarquable

capacité à accumuler les ions minéraux toxiques contenues dans l'atmosphère. Ceux·ci

bloquent la photosynthèse. li s'en suit une décoloration et le détachement du suppeI1,

consécutif à la dénaturation des acides lichéniques. Cette sensibilité des lichens à la pollution

est très variable selon les espèces, on dispose ainsi de bons bio-indicateurs permettant de

cartographier très précisément la pollution atmosphérique.

1.1.2.2 Les Mycorhizes

C'est dès 1832. que Fries a reconnu la nature fongique des couches cellulaires

externes des racines de Monorropa; il a d'ailleurs appelé le champignon associé TlIblircinia

mOI/Olropa. En 1877 Pfeffer (cité p31· Durrieu, 1993) a supposé le premier que les

ch31npignons associés aux racines de différents arbres servaient de convoyeurs de

substances de J'humus vers la pl31lte·hôte (Bouliard, 1968). Mais la notion de mycorhize

proprement düe n'a été développée par Franck qu'en 1885 (Fig. 4). li a décrit un concept

structural représentant une racine associée à un champignon symbiotique. En France. dès

1887, Lecomte a confirmé l'opinion de Franck en écrivant: <~'ai trouvé Salivent le mycorhiza

sur des racines de divers 3l·bl'es et en palticulîer celles du hêtre, du châtaignier, du chêne et

du noisetier dans la région montagneuse du département des Vosges».

Bien que le rôle principal des mycorhizes soit nutlitiollnel, des effets non

nuuitionnels tels que la protection vis·à·vis des pathogènes du sol sont également obselvés

(Trappe. 1977; Sinclair et al., 1982; ChalOl et al., 1988). D'autres mécanismes plus

spécifiques SOnt mis en jeu dans cenains types de mycorhizes.

La mycorhization est un phénomène très répandu chez les plantes vasculaires, et

constitue un élément capital de la biosphère. Il existe différents types de mycorhizes que l'on

distingue principalement selon des critères morphologiques: ecto-, endo- et ectendo­

mycorhizes (Fig. 5). Les endomycorhizes sont observées sur environ 90% des plantes

vasculaires, contre 10% pour les ectomycorhizes (Henrion, 1993). Les ectendomycorhizes

représentent un pourcentage infime.
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Les Ectomycorhizes

Chez les eClomycorhizes les radicelles sont entourées d'une gaine fongique, le

manteau, plus ou moins épaisse el dense. De ce manteau panent des filaments mycéliens qui

fonnent un réseau extramaoiciel dans le sol. Le plus souvent, le manteau enveloppe

complètemel1ll'apex racinaire el peut représenter jusqu'à 40% du poids sec de la mycorhize.

Sous le manteau des hyphes progressent cou"e les cellules des tissus corticaux sans

pénétration intracellulaire (Harley et Smith, 1983 ; Kottke et Oberwinkler. 1986). Cette

structure est appelée le réseau de Ha.l1ig, du nom du premier mycologue qui I:a décrit.

Les végétaux ectomycorhiziens sont le plus souvent des espèces ligneuses. Les

pal1enaires fongiques sont surtout des basidiomycètes, mais aussi de nombreux

ascomycètes, à carpophores épigés ou hypogés (Dun"ieu, 1993).

Les Ectendomycorhizes

Chez les ectendomycorhizes le mycélium du réseau de HaItig émet des ramifications

qui pénétrent et se développent dans les cellules du paI-enchyme cortical. Ces mycorhizes ne

cOl1cement qu'un petit nombre d'espèces végétales. Elles existent de façon inconstante chez

certains pins qui sont nonnalement ectomycorhiziens (Mikola, 1956)" Au sein de la famille

des Ericoïdes, la sous-famille des Arbutoïdées fonne des ectendomycorhizes chez lesquelles

le développement intracellulaire des hyphes est remarquable (Münzenberger, 1991).

Il faut noter le cas paIticulierdu «suce-pin», MOflorJ'opa hypopirys, qui est une plaIne

dépoUlvue de chlorophylle et essentiellement composée d'un apPaI'eil radiculaire. Un

système touffu et ramifié d'hyphes entoure cet appareil et fonne un réseau de H3.l1ig limilé

aux assises cOlticales les plus extemes. Ce mycélium fOlme également de COUltes digitalions

coniques intracellulaires qui sont très différentes des pelotons obselvés chez les autres types

d'ectendomycorhizes. Cene association appelée mycorhize monolropoïde présente la

paI"ticulatité que c'est le champignon qui alimente la plante en SUCt-es.

De par lew' nombreuses ressemblances avec les ectomycorhizes on suppose que les

champignons impliqués dans les ectendomycorhizes appartiennent aux mêmes groupes que

ceux renconu'és dans les ectomycorhizes.

Les Endomycorhizes

A lêl: différence des ectomycorhizes les endomycorhizes ne présentent pas d'aspect

exteme part.iculier. Seules les endomycorhiz.es en «collier de perles» sont facilement

détectables en obselvam des racines. Elles sont fonnées d'une succession de zones renflées
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(parties où le champignon est présent) et d'étranglements. On les observe particulièrement

chez les érables.

On distingue o'ois grands types d'endomycorhizes:

Les endomycorhizes éricoïdes et les endomycorhizes d'orchidées sont toutes deux

fOlmées par des champignons à hyphes cloisonnés (asco- et basidiomycètes) qui développent

des pelotons mycéliens ino·acellulaires. Ce type d'association est réalisé respectivement par

les élicacées (plus petites familles voisines) et les orchidées.

Les endomycorhizes- à arbuscules ont pour. panenaire .fongique des endogonacées à

hyphes siphonnées. Le mycélium fonne des vésicules renflées (vésicules) ou fOltement

ramifiées (arbuscules).

Les Endomycorhizes éricoïdes

Les éricacées possédent des racines filifonnes constituées d'un petit cylindre ceno-a.l

avec lin seul pôle ligneux, un endodenne et une assise unique de cellules cOiticales. De ces

racines pan un chevelu mycélien lâche qui diffuse directement dans le sol sans constituer de

manchon autoll1' de la racine. Ce type de mycorhizes se renCOllO'e chez la majorité des

élicacées, sauf chez les arbutoïdes où il semble exceptionnel. En ce qui conceme le pattenaire

fongique, des autew's ont isolé des «slow growing dark fungi». Peat'son et Read (1973) ont

montré leur absence de spécificité vis-à-vis de diverses éricacées. Read a obtenu en 1974 des

flUctifications d'un petit Ascomycète qu'il a baptisé Pezizelfa erËcae. Ce champignon a

ensuite été isolé à pattir de différentes élicacées et classifié dans le genre Hymelloscyphus.

Cependant la présence de basidiomycètes dans les racines d'éricacées a souvent été signalée.

Ils ont été mis en évidence, soit par 1'0bseIVation de dolipores dans les hyphes, soil par des

techniques immunologiques. La mycorhization chez les éricacées n'est pas systémique.

Les Endomycorhizes des orchidées

Les orchidées constituent l'une des familles de plantes les plus riches, puisque l'on

dénombre près de 30000 espèces, o'opicales pour leur majorité. Toutes les orchidées sont

mycorhiziennes, et de plus un paJ1enaire fongique est indispensable à la gelmination. Le

champignon envahit à la fois les protoconnes de gemunation et le système racinaiIe des

plantes adultes. Les deux types d'association ont été caractérisés pat· Bernard en 1909. Chez

les protocormes, le champignon stimule la multiplication des cellules et pennet le

développement embryonnaire. Ce premier mycobiome n'assure pas la mycorhization des

racines de la plante adulte. Celle-ci se produit à patti!· de mycélium présent dans le sol. Seul

le parenchyme cOltical de la péliphérie des racines préseme des pelotons d'hyphes activess.

Dans la partie plus inteme du pat'enchyme, les cellules présement des amas résiduels
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d'hyphes digérés. On a très tôt isolé les partenaires fongiques des orchidées qui sont des

basidiomycètes capables de croître sur milieu artificiel. Les fonnes imparfaites tout d'abord

obtenues ont été attribuées au genre RhizoclOnia. L'obtention de stades parfaits a montré que

ces champignons sont principalement des Tulasnellales, connus comme étant saprophytes ou

parasites lignocellulotiques. Warcup en 1981 a testé 65 espèces lignicoles, sept d'entre elles,

ont eu un effet favorable sur la gennination d'une orchidée australienne chlorophyllienne,

Ga/eola/oliala. La spécificité des relations orchidées-champignons symbiotiques n'est pas

étroite. De nombreuses orchidées s'associent à des genres fongiques différents, par exemple

Calypso bu/bosa est mycorhizé par Rhizoctonia, Thanatephorus, Leptodontium et

PhialocephaJa (C"rrah el al., J988 ).

Les Endomycorbizes à arbuscules

Les endomycorhizes à arbuscules sont répandues dans la nature. Si elles sont

formées par une diversité d'espèces végétales, le symbiote fongique appartient toujours à la

famille des endogonacées. Ce type de mycorhize a été décrit en 1904 par Gallaud. Seule

l'observation microscopique permet d'identifier formellement les endomycorhizes à

arbuscules. L'aspect des racines colonisées diffère peu des racines nues. L'infection se

produit à partir de spores ou de fragments de mycorhizes. Les points de pénétration sont

situés en arrière de la zone d'élongation racinaire. Au contact des cellules racinaires se fonne

un appressorium. Les hyphes progressent ensuite de cellule en cellule, où le champignon

forme des arbuscules, ainsi que dans les méats. L'infection engendre une hypertrophie

cellulaire et une diminution du nombre et de la taille des grains d'amidon dans les

amyloplastes. Le mycélium intercellulaire colonise le système racinaire sur une longueur

importante. Il est à l'origine des vésicules, fonnations globuleuses de grande taille,

multinucléées riches en lipides et en calcium. Les symbiotes fongiques impliqués dans les

endomycorhizes à arbuscuJes ont été très tôt reconnu comme étant des endogonacées

Peyronel, 1923). De nos jours quatre genres distincts sont reconnus panni les

endomycorhiziens à arbuscules: Gigaspora, Acau/ospora, Glomus et ScJerocysIis (Harley et

Smith,1983).

1.1.2.3 Les endophytes

Les endophytes sont des champignons qui, à l'opposé des mycorhiziens, établissent

une symbiose avec les parties aériennes des végétaux en se localisant entre les cellules

foliaires. Ce,sont principalement des ascomycètes ou des deuteromycètes (Petrini, 1986). La

plante apporte au champignon des sucres et lui assure une facilité de dissémination dans la

mesure ou celui-ci infecte les graines. En échange les endophytes assurent à la plante et à ses

semences une protection face aux herbivores et insectes par le biais de la production

Il



d'alcaloïdes très toxiques (Clay, 1991). La découverte des endophytes est récente et il

s'avère que ce type d'association, à la nature souvent mal définie, est probablement aussi

général que la symbiose mycorhizienne.

1.1.3 Les champignons parasites des végétaux

Les champignons parasites des végétaux sont beaucoup plus nombreux que les

parasites des animaux et de l'homme. Ce vaste groupe comprend des espèces biotrophes et

nécrotrophes qui différent grandement dans leur écologie et leur physiologie. Chez les

parasites biotrophes au premier rang desquels il faut citer les Uridénales (agents de rouilles),

les Ustilaginales (agents des charbons), les Erysiphacées (agents des oïdiums) et les

Péronosporacées (agent des mildious), le parasitisme semble être indispensable au

champignon. 11 est pratiquement impossible de maintenir ces champignons en culture en

l'absence de leurs tissus cibles. De plus, les espèces sont souvent inféodées à un spectre très

étroit de plantes hôtes avec lesquelles elles semblent avoir coévolué. Chez les parasites

nécrotrophes la spécificité vis-à-vis d'une plante est variable. Ainsi, les armillaires peuvent

elles s'attaquer à un spectre étendu d'espèces d'arbres, alors que Piptoporus betulinus

attaque strictement le genre Betula. Il faut également rappeler ici que nombre d'espèces de

champignons pathogènes peuvent êlre saprophytes voire symbiotiques dans d'autres

conditions.

Devant cette multiplicité et diversité on conçoit que les mécanismes régulateurs du

parasitisme fongique soient encore très mal compris. Si l'existence de gènes spécifiques de

pathogénicité est possible, on peut aussi invoquer une simple différence de régulation

génétique (Boiron, 1995). Il faut cependant noter que dans les groupes de champignons

comprenant des espèces pathogènes, il s'agit là d'un caractère d'évolution convergente dont

le mode d'acquisition a pu différer chez un ensemble aussi polyphylétique que les

champignons.

1.1.4 Animaux et champignons

Les interactions entre animaux et champignons sont nombreuses. On les regroupe en

quatre grandes catégories:

1. La mycophagie avec dispersion des spores

2. La mycophagie symbiotique

3. Le saprophytisme fongique de déchets animaWt

4. Le parasitisme et la prédation

12



La mycophagle avec dispersion des spores

Les rongeurs, écureuils, mulots ou campagnols se nourrissent de carpophores sur

lesquels ils laissent souvent des traces de morsures. Les carpophores sont également souvent

colonisés par des collemboles, des coléoptères et des diptères (mycelophilidae). Une mouche

bien connue des amateurs de champignons, est He/omyza (ou mouche de la truffe), qui

recherche les truffes pour y pondre. Son vol au dessus des fructifications est d'ailleurs utilisé

par certains récolteurs de truffes. Les insectes adultes peuvent contribuer à la dispersion des

spores des carpophores hypogés où leurs larves se sont développées. Les vers de terre ou les

petits rongeurs participent également à la dispersion des champignons. En effet, des

fragments de carpophores sont avalés et digérés, mais les spores survivent à la digestion qui

dans certains est indispensable à leur germination (Durieu, 1993). Certains herbivores tels

que sangliers et cerfs dispersent ainsi des spores sur des distances plus considérables.

La mycophagle symbiotique

Schmidberger a découvert en 1836 que les galeries du coléoptère Xyleborus dispar,

étaient tapissées d'un fin "duvet" blanc dont l'insecte se nourrit (Durrieu, 1993). Ce "duvet"

était en fait édifié par un champignon qui se développe aux dépens du bois. On a constaté

qu'il est nécessaire pour la survie des jeunes larves qu'elles trouvent cette nourriture à leur

naissance. La dispersion du champignon est en contre partie assurée par les femelles qui

possèdent des organes spécialisés, les «mycétanges» dans lesquels se trouvent des éléments

mycéliens. Il existe différents modes d'association de ce type entre des champignons et des

insectes, plus ou moins élaborés.

Un cas remarquable est la domestication de champignons par les fourmis sud­

américaines du genre Arta. Celles-ci découpent des rondelles de feuilles ou de pétales

qu'elles ramènent à leur nid, puis les mâchent pour obtenir une pâte qui sert à édifier des

meules ensemencées par du mycélium (Weber, 1979). Le mycélium croit activement sur ce

milieu soigneusement entretenu et protégé par les fourmis, qui parviennent à maintenir une

culture fongique monospécifique.

D'autres animaux tels que les ruminants hébergent dans leur tube digestif des

champignons auxiliaires indispensables à la digestion des plantes ingérées (Durrieu, 1993).

Saprophytlsme fongique de déchets animaux

Il existe des champignons saprophytes spécialistes de certains restes animaux, teUes

les espèces keratinopbiles qui métabolisent la come, les poils ou les plumes tombés sur le

sol. Ce sont en particulier des ascomycètes ou leur forme conidienne. Des champignons
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appartenant à des groupes très différents sont copropbiles et constituent une flore fongique

exclusive des excréments.

Le parasitisme el la prédation

Les animaux subissent des attaques parasitaires fongiques qui provoquent des

affections plus ou moins virulentes sous le terme de mycoses. Les champignons de l'ordre

des entomophales s'attaquent de façon drastique au système nerveux des insectes, dont ils

régulent ainsi les populations. Les mycoses des vertébrés et de l'homme s'attaquent

superficiellement à )'épidermeet aux muqueuses, elles n'ont d'effets drastiques que chez les

sujets immunodéficients.

Au titre des champignons prédateurs on peut citer les myxomycètes dont les

plasmodes phagocytent des bactéries. Pour leur part les prédateurs des nématodes peuvent

produire un réseau mycélien sécrétant une substance adhésive qui piège leurs proies; le

mycélium perce les téguments, envahit tout le corps et digère les organes en quelques heures.

Dans d'autres cas, le champignon produit des «collets» mycéliens actifs ou passifs. Dans les

collets passifs le nématode essaie de forcer le passage, mais finit par être bloqué en raison de

l'élasticité du mycélium. Les collets actifs, stimulés mécaniquement par le passage d'un

nématode, se gonflent et capturent l'animaI qui est lysé par des protéases.

1.1.5 Champignons et champignons

Les interactions entre champignons sont multiples. Les relations commensales

existent, mais il faut aussi citer les cas d'antagonisme et de parasitisme. L'antagonisme peut

être intraspécifique (par exemple Collybia plalyphyLla ). Certaines espèces de genres

saprophytes comme Trichodermasp. peuvent aussi s'attaquer à d'autres espèces fongiques

dont elles entourent les hyphes avant d'inhiber leur croissance grâce à des antibiotiques, puis

d'en digérer le contenu celiulaire{Dennis et Webster, 1971).

Il existe également des cas de mycoparasitisme(Jeffries, 1995) oil l'espèce agressive

est souvent du même groupe systématique que l'espèce cible. C'est le cas du parasitisme de

Roze/la allomycis sur Cladochytrium . Ce type de parasitisme se rencontre principalement

dans des groupes peu évol ués.
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1.2 La morille

1.2.1 Classification
Les morilles. facilement reconnaissables à leur hyménium alvéolé. font partie des

ascomycètes (spores contenues dans des asques) et plus précisément des discomycètes. qui

se distinguent par une fructification généralement en fonne de coupe plus ou moins

pédicellée nommée apothécie. Le genre MOI'chella est facile à identifier (Chadefand, 1960):

Spores méiotiques formées dans un asque Embranchement des Ascomycètes

SUlface feltiJe discoïde à hyménium typique Classe des Discomycètes

Asques annélacés et operculés Ordre des Pezizales

Apothécies stipitées, spores lisses Groupe des Pezizales Archaiques

Spores ellipliques à guttules externes Famille des Morchellacées

Apothécies stipitées cupulées Genre Disciolis

Apothécies stipitées miO'ées +:

- Tête lisse

- Tête alvéolée +:

. Vallécule supélieure à la moitié de la tête

~ Vallécule réduite ou absente

Genre Verpa

Genre Mitrophora

Genre Morcllella

Les espèces du genre MOl"chella sont beaucoup plus difficiles à discerner. En effet, au sein

des Morchellacées, la fonne des asques, à l'image des autres clitères microscopiques, est

remarquablement homogène. Dès lors, les nombreuses classifications proposées depuis le

travail de Soudier (1897) (Fig. 6), sont essentiellement basées sur des critères

macromorphologiques et écologiques difficiles à interpréter, et à ce titre, elles sont très

diverses.

1.2.1.1 Classification selon Soudier (1897-1907)

Les morilJes SOnt classées en deux genres (Fig. 6):

. le genre Morc/lella Dili. présente un réceptacle ou chapeau, dont la base est

adhérente au pied (mOlilles adnées) ou possède une panie libre peu développée, la vallécule

(morilles distantes). Ce critère pennet de séparer le genre Morchella en deux sections:
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Figure 6 Syslématique des morilles d'après Boudier, 1897.
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Figure 6 Syslématique des morilles d'après Soudier, 1897.
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- Secrio Adllatae: la plupan des espèces de cette section ont le chapeau

aJTondi ou oblong. Ce groupe comprend: Morchefla crassipes Krombh.• M. smithiana

Cooke. M. rowl/da Pers. '(avec quatre variétés: a/ba, ci"erea, fu/va et pubescens). M. /igida

Krombh .• M. ovalis Wallr.• M. umbrina Baud., M. spo/lgio/a Boud.• M. vu/garis Pers.

(avec trois variétés: ci"erascens, a/bida et rremefloïdes), M. olivea Quel. et M. rudis Boud.

- Secrio Distanres: le chapeau de ces espèces est de fOIme conique et

les alvéoles primaires, allongées ou fusifoImes, sonl divisées en alvéoles secondaires par des

cloisons transversales. Ce groupe comprend: M. cOl/ica Pers.,. M. fillori Sm. el Feuil!., M.

angusriceps Peck.. M. distal/s Fr., M. deliciosa Fr. (avec deux variélés: pwpurascens et

e/egalls), M. inte/7l1edio Boud. (et sa variété acura), M. horte/lsis Boud. (et sa variété

l'aporaria), M. costata Vent. (el sa variété ocumil/ora). M. e/ara Fr. (et sa variété

pwpurasce/ls) et M. illamoella Boud.

- le genre Mitrophora Lév. présente une vallécule représentant environ la

moitié chapeau. Ce genre comprend les espèces: Mirl'ophora parula Pers., Mitrophora fusca

Pers.. Mirrophora semilibera (D.C.: Fr.) Lév (et sa variété crassipes Vent.).

1.2.1.2 Classification selon Heim (1936)

Heim établit une clé de détennination des plincipales espèces de mOlilies qui utilise en

pal1iculier la présence ou l'absence de cÔles longitudinales sur l'hyménium.

- morilles adnées:

• avec côtes longitudinales: M. vlI/garis Pers.

• sans côtes longitudinales: M. rigida Krombh.. M crassipes K.rombh.. M.

umbrina Boud.• M. rownda Pers.

- morilles distantes: M. horre/lsis Baud., M. i/lomoe/lo Baud.• M. costara vent., M.

ifllermedia Baud., M. cO/lico Pers., M. disIa/ls (Fr.) Baud.. M. elata (Fr.) Baud.

- mitraphores: Mirrophora semilibera (D.C.: Fr.) Lév.. Mirrophorafllsca Pers.
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figure 7: Systématique des morilles d'après Jacquetant, 1984.

Section morchella distantes

Sous-section papyracea
SpOres de grande taille lrnoYenne suPérieure a 25 ..ml, car·
POPhore a dl3I1 mrnœ. prenant en hertIler une ~tanœ
~ iIfvéoIe5 Ilrimalres contel'l3<lt des alv60Ies sec;oo.
dalres SéfIéeS (le forme généralement Quadranovlalre.
1. valléaue très profonde 1)3' un llled iKlt"oér<lIlt arinté­

rieur (lu c!'IaI>eau. ~ la mi-hauteur de ce derner.
III. nyOfflU lSow. e>c PersJ Boudler

2. carpophore allongèmals d"apparence trapue, pas ae val·
lécule profonde. milis seulement bien visible $!,l' leS jeu­
nes eJ<emOlal=. PIed de Jargevr ~ementIf1f~re11
œlle du d\al:le3l.l. QUI est de forme ~ldale dans la jeu­
nesse, Ensufte le pied clev!ent plus long QIIe le d1apeau
QUI. luI. reste touJours de fonne alIcIngoée et~

M. angustJceps lPedO Boudler

Voir également M. confca N° 13. morille des conifères 11
ch3Ir éP3fSSe.

Morilles fragiles et C3SSi1ntes

3.~ très étroit tout en hauteur. CI'lallNu plus
court que le pied, Iooguement c:oniclue. vall~le bien
~bIe. M. et/stans (FrJ 60vdler
Olapeau plus long que le pied, presque DOlus.

M. a/wns f. iof'Ig/ssIma Jet
Chape3U Intennédlalre awc deux prècé<lents. <Xlr'OQue,
s'~issant nettement vers la base. $OU$ noisetiers.

M. rIIstansf.wartJuIa Jet

Sous-sectIon semf-carneosa
SOOres petites 0lJ moyennes, dlapeau o....,;œ IVoIr N0 'lI,
o:yIlndt'\QVe.I~ teI<.J)ouf'$ il/l<lrlIlt pour les 5Pédmens
adultes. Habitats non sylvestreslVolr NO 4 et Sl.

4. Exceptionnellement, pas de vallécule, mals des COtes
lonoltudinaleS1mouI~ fotmant des alvl!oles lll1ma1res
I!'t seœndalres ~lement Irr~llére$.

M. hortenSls Soud>er
S. Vallécule éuolte mals nettement aDparente, l3I't»

phore cylindriQue ;li COles formant des allléoles lll1malres
el sec:ondaIres éçalement régUlièreS et~ nomllrev5e5.

M. r:ost;J~ flmItJ Soudier
CMDoP/lOre allongé. étrollement CllOlque el llCUmlné.
esoèce tOll)ours petl(e. M. r:ost;J~ Yar. iIWfTlInara
Hal:lltats SYlvestres surtout CllOlfèfes. I:OUS~l
sous feuillus. sllrpe de M. ela~ N" 6. 7a. b. c.

6. PIed plus ou moins COtelê;ll furfuratlon pilifère. Clltes n0i­
res 5U1" les exempl~res ildulles. alvéolesseeond3l res gri·
ses, l'égullllres, ~!VJle lTIals rare.

M. flla~ a=rJ Boudler
, ... Clltes noires. aIYéoIes secor1dajres IlTéllullères deve­

nant roses. espèce~ en Eyrope.
M.~ Jet WI. ~0Cn:mbI\l9Oucler

Yb. C6tes ....Olettes,~ $IlC;(II'l(\lIlres de couleur verte.
If. purfNlr3#«IS var. kJntw/rIdIs Je(

28

'c. C6tes noires. iIlWoies seeoocl3lres rêOlll\ères de COYleUr
rose. iIS5fIZ semblable au type. présence d·httéroP;J.
raphvses. M. P1JrD/Jrasum f. /lert!rooarat>hysll.kl:

ESDèee des feuillus. plus~l des~ sorpe ela·
roTaes Na 6a el Bb.
8a. Alvéoles DMl3!res et seoonoaIres IrrégUlières. esoèce des

eharboMlères mals aonsI des arbres ;li feuilles cad1.JQUe'l.
présente également sous eonlfères. M. e/llroïaes .kI:

8b. A1Wo1es I)rimaIres peu nombreuses. iIlvéoles sec:ondaIres
;li COtes b3s5es peu marQlJêeS. carpophore étroit et pMÔt
pOInlU. M. e/aroides var. t/e9at'I$ Jet

EsPèce DQlI.., des prairies de f\lllJte montaone Na 9.
9. Alvéoles PI1maIres assez réguueres. eontenant des iIllléoles

!ieCUldiIlres au nombre de deux OU troI5 par aIYéoIes po;.
maires. Olapeau en ferde 1ar1œ. o::onove. rarement un peu
obtus. d"apparenœ frisée ;li rM}eu'Ie.

M. elaU'Itlell1tJrH!$ Jet

Sous-section carneosa
MOl1Ues des CXlnIfères N"1O elU.
Mor1lles de5 00lllfères et de5 frênes N" 11.
Mor1lles des ChiIrbOnI1lèf'e maIS aussl de5 c:onlfères N" 12

10a. COtes lOn9IMlnates redlllgnes, nPirdssilntes. atvêoIes
seo:nd3lre1i Sér\êe$. M. tIl/ml3 Iloodier

10b. COtes lOn9Il\Jdjnales êPa/55eS et nettement fimdYB$.
CillllOtIhore blond CIC'I'1leê dan$IlIJeu~ COtes noIrds­
Silntes. Alvéoles seeOnlUlres sériées maIS parfois re<=­
talll1Ulillres dans le sens de III hauteur.

M. ex/rn/a f. sdl/zocost3ta Jet

11. COtes Iongltodlnales et i/VéOleS IrréOvIlères, non
sériées mals profondes. O\3peau 0bl0nlI et dans œ
cas oblUs. mals pouvant deYenlr longuement COI'"OQlIe
d3ns la sénesœnœ. Cilrp(Ip/'l()re n'attelgnant QUe rare­
ment yne grande taille. M. Intermedl3 Soudier

12. COtes longitudinales ~~ères dès la,leunesse. blanches.
pvIl; SOlJVer1t violacées ~ l'état adYlte sur les 5ll.Iets
bien exwses av soleil. Alvéoles seoond~res;ll côtes fer­
tUes et alternées d3ns le jeune aoe. PVIs ocr.Jeé.
bnlnatre sur les svJets adultes. Cilrp(Ip/'l()re d"abord
allongê et étroit. puls conIQue. CiIractères miaœcopl­
QUe5 très voisins de respèce prédderlte. SVrtovt svr
cllarbonn~es. M. delle/osa (FrJ .kI:

15. Alvéoles PIimllIres et seeondalres 3SSU régUIJères dans
les COtes longitudinales seulement, bien marQIIèes dans
la Jeunesse. CilIllClPI'1Ore traPU ~ ehapeau pynmlCl31
cil& les très Jeunes eJffllllpllllll!5. plus rarement nette­
ment é1anœ ;li rétat i1dulte. U peut tue coniQue.
d'oblong ;li arrondi. pied de largeur varlilllle. ITI.iIls pres­
QlIfI aussi large QUE! le ehaPfl,ilY dlez les svjets trilPU5.

M. r:;on/~ lPers.J Soudler

14. A/véoleS llI'e5llue toutes pAonaires. COtes éPiIlSSes et h'e­
1IU1~, fomIantdesillvtoles rappel~t cellesdes m0ril­
les attlêes. CilflXIO/'lOrl= ~ c:I\apeau de forme c:onlQo.Ie.
oblongue mals la plyp,art <Iv temP$f~t alTOfl­
die. 'orme toujOlJrs rotIU5te. M. rfel3na BoudIer

Section morchella
pseudoadnatae

Sous-section carneosa
Les morilles de celte sectlon ont desafflnltés aveeœlles de la
section~te par des cOtes plus ou moins éPaisses et
f1e~ueuses,non rectlllgnes.;lI ~es sec:ondaIres absentes
(exœPt!on pour le Na 15 de ~tIon IncerUlnel et surtout
avec la section des mortIles ildnée$ D'r des atvéoles plus OU
moins ouYeltes mill5 présence d'yne vall6eule plus OU
moins~ (Na 161 OU très nette (Na 1B. 19. 201. Non pré­
d5ee pour le Na 17.

15.ca~ noir. entièrement velouté. 00$5édant, d"aprèS
les dessins de Bride. des cOtes et des atvéoles voisines de
celles des morilles distantes. d1aPeau ovcide POlnlU.
~ par Moser c:omme vanété de M. tl$OJIenta !Pers,
e~ St·Amansl. sur lIeYM Incendiés.

M. atTTJroment()$;J' lMosefl Bride

16. carpophore rappelant M. tIlJIQaris f. 0lI/Qfl{Ja N" 23b ~

très profonCleS alv60les. M. rod/s Œloodlefl Jet

17. POIJr mémolnl: A/véOles moins grandeS Que œlles de
M. rudis, a O<:Iellr de Sdéroderme.

M. InMnClflll ~er

Valléellie nette et profonde
18. O\ape.ay conIQue. blond oeraœ. raoPelant M. rotuflda.

alvéoles ~ fond plat, réaetlons mocrochlmlQues remar·
ouables. M. psel1donglfR.Jet'

• M. canIal var. rlgIda Mosef rn
19. A/véOles gl'3l1de$ et bien ouvertes. aspeet de M. rotunda.

var. esroIerIta.Jet Na 21b. OIapeay de COuleur verte
par un I)lgtnent évanesœnt. M. {1$B!JdoV/ndls Jet

Prairies de li3ute montagne
20. Chapeau parfaitement rond. de couleur marron fond!.

presque noir. Alvéoles petites. pied blanc: mals a OOIts
concoIores. serrés en lOIIffes disPersées et nombreuses.

M. umbrfnotlfllut/pes .Jet

, l.I.Fnn;ols""",__... ~,.,.....aIlttnt_da".•fn>._ _._lOor_<lanI ........-_.. 1o_<lanI _,_da...-. ......~.•"""''''''_ _''''_00'''''''-
.-.. .............."'"_,.."'__"" .... rl\II<la ..
"'-"oloI..-nclalllan_loort-a raancooa_
.............._"""cla~_ oloI_t_
.............................."""__tunOuI ~

Section morchella adnatae
Sous-sectIon carneosa
les morillesde œtteseetlon ont des COt~ ép3l$$esou mlnces.
des alvéOles généralement lrrégul~ en taille c:ornme en
forme. plus ou moins ouvertes ou profondes. Les COtes.
OUand elles sont épaisses. dev!ennent rapidement furflml.
œes 031" nécrose et ne forment pas de V3/1éQJle ~ la j(n;tlon
<Iv pied et dv cilaPeau, NOUS dfstlnguons deux stlroes:
1· Rè3ctlon ;li la teinlUre de oalae 3j)pllra/$ant asse~ raplOe­

ment, de cInQ mlnutes;ll une~re aprèS 13 lOUChe a
la base du pied. A$QUe5 ;li D'roi épaisse. fonement SPU­
meux. 5e formant tardivement c:omme nous avons pu
robserver aorès Soudier. Paraphyses abondantes.

StlrDe de M. Vl1/rPrIS
2· RéilCtlon;ll III teinture de oaIae ab5ente OOJ faible, d'yne ~

pI"*,,,rs heures Quand elle a lieu. Asoues ;li paroi plus
mince. nombrewc dès le Jeune age. Ilaraphyses plus rares.
spumosité raoldernent évaneSœnte.

StlrPe de M. roturn:ta

Stlrpe de M. vulgarls
C<J1'IlOIlhON! de petite tilille
2"111. OlaPeau noir. parf3ltement rond, de 4;l1 5 an, d'aDDa­

rera frISée. COtes mInœs. CllOten3nt des petltes
alvéoles, réguI~ et très roombreuses.

M. l1mbr1na f. rn/t:twIveoIa Jet
21 b. 0IaPeaJ noir. rond OU yn peu a:nIQue. COtes éPiIlSSes.

raPidement f\.Irfvraeées oar r'léI::rose.
Alvéoles largement ooverteset grandes pour la ~llIe

CIU Chamolgnon.
M. wnbnna BOudIer f.~ Jet

C<J1"JlOl)hOf"e de taille moyenne
22a. CilIlXlPhore noir miIls assez~ grlsatre. COtes

Poàles. éP3!SSes. s'amInds$3nt raJ)ldement Assez tiIrdlve­
ment furft.lraœes par l'léaose.
AMoIes IrréIlUIlères. I;rgernent oovertes sur les exem­
plaires iIdvftes et partœ;ll food otat, sous ctvers 3rt:res;ll
feuilles eadI.Ques miIls surtout sous~

M. D$6l1dOl1fIIl'Inna Jet
22b. Mêmes tilraetèfes~ 0Je le tvDe lTIals le

till'POIlMI'8 est de fonne nettement ovoIdfI.
M. PSBUdoUmbrftu 1Iaf.~ Jet

• M. ov3fslWallbrJ BOudIer

CilIrPOphore de grande taille. esoeœs grises ou noltatres
23. COtes éD'lsses, difformes, parfois appendleulées, fur·

furacées 031" nêatJse.
AMoIes très Irrélllillères. profondes,

M. tIlJlgarlS lPers.J lloudIer
.... !IIba SOudier. f. rubens Jet

al f.~ Jet, 1:11 f. ob/on9a. voir p. as

C<Jl'POIlhOre de très grande tallie. $OOI"es de fllOY'e!VlfI$ ;li

"""'"24. ~ nIiIS5fve ;li pied Obèse \'f1r5 III base. difforme. plus
long Que le Ch3peay QYI est de COI/leUr grISe. PUIs bru­
natte a1:1 matuI1té des spores.
AtWoles grandes et 0lJ\Iertes.

M. Cf3S$IJ'IM II<rombhJ Boudler
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1.2.1.3 Classification selon Dennis (1978)

Dennis scinde les Morchellaceae en deux tribus:

- Tribu Helerogeneae: hyménophore alignant de nombreuses et vasles cavités peu

profondes séparées par des arêtes stériles, le carpophore possédant toujours un pied. Cette

tribu comprend deux genres:

• le genre Morchella à chapeau en fonne de massue séparé du pied par un

sillon peu profond, contenant les espèces suivantes: M. esculenra

Pers., M. elata Fr., M. honensis Boud..

• le genre Mitrophora à chapeau suspendu, libre dans sa partie inférieure et

fonnant un collier détaché autour de la partie supérieure du pied.

contenant ('espèce Mitrophora semilibera (D.C.: Fr.) Lév.

- Tribu homogeneae: hyménophore lisse ou veiné non interrompu par des arêtes

stériles. Cette tribu comprend trois genres distingués par les caractères suivants:

• chapeau conique ou cylindrique détaché du pied et entourant le pied au

sommet duquel il est accroché:

+ surface hyménialesillonnée, asque bisporé: genre Ptyehoverpa

avec l'espèce Prychoverpa bohémica (Krombh.) Boud.

+ surface hyméniale lisse ou ridée seulement verticalement: genre

Verpa avec l'espèce Verpaconica Swartz. ex. Pers.

• hyménophore lisse, aplati ou convexe, souvent veiné, presque sessile:

genre Disciotis avec l'espèce Disciotis venosa (Pers.) Boud.

1.2.1.4 Classification selon Jacquetant (1984)

Jacquetaot classe les morilles en trois sections:

• section Distantes: espèces à chapeau séparé du pied par un espace, nommé

va1lécule, de profondeur variable (à l'exception de M. hortensis). Les côtes sont régulières,

plus ou moins nexueuses sur certaines espèces, partant du sommet du chapeau et allant

jusqu'à sa base, pouvant se diviser en alvéoles primaires qui contiennent elles-mêmes des

alvéoles secondaires à côtes feniles plus basses que les alvéoles primaires. Le chapeau est de

fonne lancéolée, pyramidale, rarement arrondie, à sommet plus ou moins aigu ou obtu.
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• section Pseudoadnatae: côtes irrégulières, n'allant pas du sommet à la base

du chapeau, mais rappelant par l'épaisseur de leur chair, la forme de leur chapeau et les

alvéoles toutes primaires plus ou moins ouvertes, les morilles de la section Adnatae.

• section Adnalae : espèces à chapeau non séparé du pied par une vallécule.

Le chapeau est de forme conique, oblongue ou arrondie. Les côtes sont épaisses au moins

dans le jeune âge, irrégulières, parfois anastomosées ou minces, entourant les alvéoles qui

sont toutes primaires, bien ouvertes et assez régulières. Cette section est fonnée de deux

stirpes fondées sur les caractères microscopiques et les réactions macrochimiques: la stirpe

de M. vulgaris et celle de M. rotunda.

Les différentes espèces reconnues par Jacquetant sont présentées dans la figure 7.

1.2.2 Biologie de la morille

1.2.2.1 Les spores

Les spores de morille sont ellipsoïdales et de taille variable (9·20 X 17-32 ~lm)

(Molliard, 1905). Leur paroi externe épaisse, de couleur fauve, est ornementée de guttules

lipidiques externes (Berthet et al., 1975). Très tôt après leur individualisation dans l'asque,

ces spores sont plurinuclées et, à maturité, elles comportent plusieurs dizaines de petits

noyaux (Buscot, 1987). Ce caractère cytologique est considéré comme la marque d'un haut

degré d'évolution (Berthet. 1964).

Dans la nature, la sporulation se produit le matin pendant plusieurs jours. Les spores

sont projetées à une trentaine de centimètres au-dessus du sol puis disséminées par les

courants aériens (Falck, 1920). Au laboratoire, la sporulation peut être obtenue en exposant

les ascocarpes pendant quelques minutes sous une lampe à incandescence.

A l'issue de la dernière vague de sporulation, les ascocarpes subissent une autolyse

remarquablement rapide et deviennent impropres à tout usage en quelques dizaines de

minutes (Buscot, 1987).

La gennination des spores peut être obtenue en quelques heures sur un milieu

composé d'eau glucosée ( Molliard, 1905). Lorsqu'elles sont maintenues au sec, ces spores

conservent leur pouvoir genninatif pendant plusieurs années (Falck, 1920).
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1.2.2.2 Le mycélium

Les hyphes de morilles sont cloisonnées el ramifiées; leur section eSt comprise entre 5

et 25 J.1rn (Molliard. 1905). Le mycélium issu de la sporulation est d'abord blanchâtre. puis

selon le contexte écologique. il se colore rapidement en brun ou en beige (Molliard, 1905).

Les hyphes issus d'un semis monosporal peuvent s'anastomoser corre elles ou avec

les hyphes d'un autre thalle. Celte propriété n'a pas pennis de délennîner la nature homo- ou

hétérothallique du genre (Hervey et al.. 1978).

Chaque article mycélien comporte jusqu'à vingt noyaux (Berthet. 1964).

1.2.2.3 Les sclérotes

Molliard (1905) a fail état de l'existence de SClérOles chez les morilles. Ce sont de

faux tissus constitués ct 'hyphes counes et déConnées qui ne possèdent pas la structure

différenciée en plusieurs assises que l'on rencontre chez les sclérotes tels que ceux de

sclerotinia (Willet e[ Wong. 1971). Dans lelrr brevet pour la cuhure de mOlilles Ower et ses

collaborateurs (1986) ont montré l'importance des sclérotes pour le développemen[ des

fructifications de morilles. Volk et Leonard (1990) ont même montré que les sclérOles

constituaient le point clé de la fructification. Buscot (1987 et 1993) a distingué deux types de

scléro[es se développant en culture sur milieu synthétique. En se basant sur leur contenu en

mycosporines. Busco[ et Bemillon (1991) identifient ces deux types comme étant

respectivement des primordia de fructification et l'équivalent des agrégats souterrains qui

dans la nature jouent un rôle d'organe de réserve. Miller el ses collaborateurs (1994) ont

montré que les sclérotes pouvaient êU'e pérennes dans le sol. Les sclérotes de 1TI00ille

pOlllTaient donc avoir deux grands rôles:

- rôle de primordium de fructification p31faîte comme chez Coprinus cO/lgregarus

(Durand, 1983 et 1985). ou impaJfaite comme chez Sc/el'otillfa sclerotiorum (Buscot, 1987),

- rôle d'organe de réseIVe comme chez Sclerorillia sclerotiol'lll/l (Cooke, 1970 et

1971), ou de résistance comme chez Botrytis cOl/llolllta (Buscot. 1987).

1.2.2.4 Le stade conldien

L'existence d'un stade conidien de la morille a été démontrée par Molliard en 1905.

Ce stade correspond au COllsranti"ella crisrara précédemment décrit par MalJ1..lchol (1892) qui

l'avait classé chez les mucidinée. Depuis celte première descriplion le stade conidien a été

obtenu sur des cultures en milieu ouvert (Cailleux. 1968; Ower, 1982) el sur des cultures

pures de MOI'chella elafa par Benhet (cité par Buscot. 1987). La rareté de ces observations et
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Figure 7': Cycle biologique de la morille tel que les travaux antérieurs permettent de
l'établir (d'après Buscot, 1987). Les points d'interrogation concernent des phases qui
restent hypothétiques.



l'apparente incapacité des conidies à genner iodtent Berthet à co:-\sidérr.r le stacte impm11it d~

la morille comme une fonne rég.ressive: il se peut même. que chez certaine! esp~{'e~, C'e s~-:'!de

ait disparu au cours de l'évolution.

1.2.2.5 L'homo ou "hétérothalIIsme des morl!le~

L'impossibilité de maîtriser le cycle de la morille en conditions contrôlées ct jusqu'à

présenl empêché la détennination du caractère homo- ou hétérothaHiqu~ ':!!' -:e c!:l:ampi~~~~.

Cependant. en procédant à de nombreuses séries de cultures de thaUes, chacun issu d'une

unique ascospore. on a pu mettre en évidence l'existence d'au moins deux classes de

mycélium, caractérisées respectivement par leur abondance ct leur pauvreté en hyphes

aériennes CHervey efci.. 1978). Selon les auteurs de ces travaux, deux hypothèses pt'uvent

rendre compte d'un tel comportement

- les noyaux de fusion des cellules ascogènes sont hétérozygotes vis-à-vis de ces

caractères morphologiques dont le lien avec la sexualité n'est cependant aucunement

démontré,

- tous les asques d'un même ascocarpe ne sont pas issus de la même paire de noyaux.

Les auteurs considèrent le dimorphisme du mycélium comme la marque d'un

hétérothallisme bipolaire qui ne s'exprime qu'à certaines phases du développement d,.1

champignon. Cene question est de toute façon compliquée par les échanges de noyaux

consécutifs aux. anastomoses végétatives. lesquels peuvent contribuer à masqller un éventlleJ

hétérothallisme.

La figure 7' illustre Je cycle biologique de la morille teJs que les

travaux antérieurs permettent de l'établir.

1.2.3 Ecologie de la morille

Malgré le grand intérêt gastronomique et donc économique des morilles, peu d'études

écologiques poussées leurs ont été consacrés. La connaissance de l'écologie des morilles

reste donc fragmentaire.

1.2.3.1 Epoque de la fructification et rythme biologique

Bien que le phénomène ait parfois été observé, la fructification automnale des

morilles est très rare (Estève, 1986). Les morilles sont en effet avant tout des champignons à
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fructification vernale. Selon les espèces et les lieux de récolte la période de fructification varie

du mois de février au mois de juin.

D'une façon générale, l'apparition des carpophores des différentes espèces de

morilles correspond à la réalisation de conditions climatiques particulières (Estève, 1986). La

fructification apparaît dans des conditions d'humidité de l'air et du sol élevées, après une

période froide marquée, SUIVie d'un réchauffement rapide. Les observations

écophysiologiques réalisées sur Mitrophora semilibera et M. esculenla par Buscot (1989)

indiquent que la température du sol à laquelle la fructification est initiée est spécifique alors

que la somme de température ensuite nécessaire à l'avènement de chaque phase de

développement des ascocarpes (préémergence, émergence puis sporulation) est identique

chez les différentes espèces.

1.2.3.2 Facteurs statlonnels

Nature du sol

Les morilles exigent des sols à texture équilibrée (C'xcep!éc M. tfongillfr. var.

dunensis). Elles sont rares sur les terres argilo-sableuses et :l.rgib lim('~~~!~~~, ':'! ~'-'~.{'!:!~~

sur les argiles lourdes. les limons argileux, les sols limGncux et les limons f:r:::; (Rt:v.~~,

1973). Elles exigent une humidité du sol élevée, mais pas d'co!u S!.:!g;:~:1!C (f.'':~:;;:::. ~ 07~ ~.

La structure du sol doit assurer à la fois une réte.ntiond 'eau suffis~nt(' >:! ~l!l hnn rf:-"';r:':'~'"

La comparaison de sols favorables à la morille à des sols qui le deviennent

provisoirement à la suite d'incendies de forêts a pcm1!s de mettre deu~ fnc!c!!r<; fay'.'rab!N .....0

évidence (Kanl, 1975):

- les pH alcalins,

- un taux de calcium élevé.

L'ensoleillement

Les morilles sont rares dans les bois sombres. En revanche dies sc développenf bien

dans les bois clairs et en terrains découverts (Delma.,>, 1974).

Topographie et altltud:

A J'échelle de la France les morilles poussent aussi bien sur les penles que Sllr te--s

terrains plats et ce qu'elle que soit l'orientation (Estève, 1986). 11 existe cependant des
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particularités si l'on tient compte des espèces et des régions. Ainsi dans l'Est de la France,

on trouve peu de morilles dans les pentes exposées au nord.

Delmas (1974) observe que la plupart des morilles adnées sont des espèces de faible

ou moyenne altitude (à l'exception de M. crassipes). A l'opposé, le groupe des morilles

distantes comprend surtout des espèces d'altitude (à l'exception de M. hortensis et de M.

costaJa qui se rencontrent rarement en altitude élevée).

Données phytosoclologlques

al Autres champignons présents sur les stations de morilles

11 existe peu d'études sur la mycosociologie des morilles, cependant les amateurs

savent que Disciotis venosa, une autre morchellacée, peut précéder M. vulgaris. On l'appelle

à ce titre «la mère des morilles». D'autres ascomycètes tels, Helvellasp., Tuber sp. et Verpa

sp. ont de rares fois été observés sur des placettes à morilles (Estève, 1986).

bl Plantes supérieures

La fidélité des morilles à certaines espèces végétales a été décrite de longue date

(Tableau 1). Quelques auteurs ont observé des relations mycéliennes directes entre les

ascocarpes el des racines ou tubercules de plantes supérieures (fableau 2). Ces relations

morilles-plantes supérieures ont surtout été étudiées à la fin du siècle dernier, où les auteurs

les ont considérées comme parasites. Le premier, Matruchot (1909) a envisagé la possibilité

d'associations mycorhiziennes. Cependant, après les travaux de Molliard (1904, 1905) qui a

surtout étudié la croissance saprophytique et même obtenu des fructifications, cet axe de

recherche avait été abandonné. Ainsi en 1936 Heim considérait que la morille est un genre

saprophyte, dont «certaines espèces sont capables d'une association écologique, voire

trophique avec d'autres végétaux . Récemmentdes études de terrain sont venues confinner

la dualité des associations contractées par la morille avec des plantes supérieures. Buscot et

Roux (1987) ont décrit des cas de parasitisme. Puis Buscot et Kottke (1990) et Buscot

(1994) ont montré par des études cytologiques que M. esculenta et M. elara peuvent fonner

des ectomycorbizes secondaires au moment de la fructification. Des essais de synthèse

réalisés par Buscot (l992b) ont confirmé le parasitisme sur des racines d'ordre II. En

revanche cet auteur n'a pas obtenu de mycorhizes caractéristiques en conditions contrôlées.
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Plantes

Equisetaceae
Equisetum hiemaJe

Polypodiaceae
(espèce non indiquée)

Pinaceae
Abies a/ba, Pinus banksiana, Piœa
abies

Magnoliaceae
Magnolia sp.

Fagaceae
Fagus sylvatica, Quercus sp.

Betulaceae
Retula sp., Carpinus berulus,
Alnus sp.

Corylaceae
Cory/us ave/Iana

Ulmaccae
Vlmus miror, CeltisaustraLis

Références

Buscol el Roux, 1987

Lakhanpal el d., 1990

Jacquetant, 1984; Duchesne el Weber,
1993; Buscol el Roux, 1987; Clowez et
Wipf,l997

Clowez et Wipf, 1997

Jacquelant, 1984; Buscot el Roux 1987

Jacquetant, 1984

Jacquetanl, 1984, Buscol et Roux, 1987

Jacquetanl, 1984; Buscol el Roux, 1987;
Clowez el Wipf, 1997

Rosaceae
Prunus avium, Prunus spinosa,
Cralaegus monogyna, Rubus
fruticosus, Malus pumila, Pyrus
communis

Fabaceae
Robinia pseudioaccaeia

Aceracea
Acer pseudoplatanus

Cornaceae
Cornus sanguinea

Apiales
Hedera helix
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Clowez el Wipf, 1997; Buscot et
1987; Philippoussis et Balis,
Jacquetanl, 1984

Philippoussis et Balis, 1995

C10wez el Wipf, 1997

Buscot et Roux, 1987

Clowez et Wipf, 1997

Roux,
1995;



Vitaceae
Vitis vinifera

Salilicicacea
Populus nigra

Oleaceae
Fraxinus ace/sior, Ligustrum
vulgare, Olea europaea , Syringa
vulgaris

Condamy et Cornu, 1878

Jacquetant, 1984; Clowez et Wipf, 1997

Robert, 1865; Jacquetant, 1984; Buscot et
Roux; Clowez et Wipf, 1997

Asteraceae
Cynara scolymus,
luberosus, Hieracium
Taraxacum~'P'

Liliaceae
Allium ursinum

Buddeljaceae
Budd/eja

Helianthus
murorum,

Jacquetant, 1984; Buscot et Roux, 1987

Buscot et Roux, 1987

C10wezet Wipf, 1997

Tableau 1; Liste de plantes supérieures sous lesquelles des poussées de morilles ont été

décrites.

Espèce Plantes associées Observations Références

M. esculerua Vitis vine/era Parasitisme Condamy et Cornu, 1878

M. esculenta Oleaceae;Cornaceae Parasitisme Robert, 1865; Buscot et

Roux, 1987

M. escu/enta Heliaruhus tuberosus Parasitisme Roze, 1883

M. spongiola Poacea Parasitisme Romagnesi, 1963

M. semilibera Ulmus minor E.ctomycorhizes M.truchot, 1909

M. escu/enta Piceaabies Ectomycorhizes Buscot et Kottke, 1990

M. elata Piceaabies Ectomycorhizes Buscot, 1994

Tableau 2: Travaux rapportant des relations entre le mycélium de morille et des organes

souterrains de plantes supérieures.
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Habitats perturbés

Les plus grandes poussées de morilles sont observées sur des sols récemment

perturbés à la suite de catastrophes naturelle (feux) ou d'actions anthropiques. On relate aussi

des poussées de morilles dans des conditions surprenantes: trou d'obus, tapis dans une

maison bombardée, os, vieilles rames de papier, huile de vidange, mâchefer dans une

cuisinière abandonnée (Estève, 1986).

1.2.3.3 Rythmes endogènes

Comme précisé au paragraphe 1.2.3.1 la fructification vernale des morilles est

largement dépendante de J'évolution des conditions climatiques au sortir de ('hiver.

Cependant on ne peUl exclure qu'un rythme endogène soit aussi impliqué dans la

fructification et plus généralement dans le déroulement du cycle biologique de la morille.

Ainsi Schmidt (1983) a montré qu'en milieu naturel, la germination de spores ne survient

qu'au printemps; à ce jour il n'existe pas de confirmation expérimentale du phénomène. En

revanche, Buscot (1987) a montré qu'en conditions contrôlées constantes, la formation de

sclérotes est max..imaleau printemps et à l'automne, mais très faible en hiver. Cette rythmicité

est observée sur des souches cultivées pendant plusieurs années en conditions artificielles.
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1.2.3.4 Synthèse des données sur l'écologie de la morille

Publication nO]

La morille dans ['écosystème forestier.

Wip/. D., F. Buscot et B. Botton (1994)

Bulletin de la Société Française d'Ecophysiologie 1 9, F J-2. 55-60

Ainsi que ('a montré la première partie du présent chapitre, les données sur l'écologie

de la morille sont nombreuses mais éparses. Jusque dans les années récentes peu d'auteurs

avaient tenté une interprétation générale de ces données. Après que Volk el Leonard (1990)

aient proposé une interprétation du cycle biologique de la morille, Buscot (I992a) a présenté

un travail équivalent pour les aspects écologiques. Dans cet article l'auteur considère que les

poussées de morilles en habitat perturbé relèvent d'une stratégie pionnière, alors que les

associations aux végétaux dans des habitats stables relèvent d'une stratégie de colonisation

pérenne. La publication nO 1qui est présentée ici est un article de synthèse bibliographique qui

s'inscrit dans ce schéma interprétatif.
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LA MORILLE DANS L'ECOSYSTEME FORESTIER.

WIPF DANIEL l. BUSCOT FRANCOIS2 & BOTTON BERNARD'-

1 Laboratoire de Biologie Forestière. Université Henri Poincaré-Nancy l, B.P. 239, F­

54506 Vandoeuvre· les-Nancy. France.

2 Instirul für Bodenbiologie. Bundesforschungsanslalt füe Landwinschaft, Bundesallee 50,

D-38116 Braunschweig. Gennany.

RESUME - Les Morilles peuvent se développer selon deux slfalégies écologiques distinctes.

La stratégie dite "rudérale" aboutit à des fructifications éphémères sur des sols récemment

bouleversés el résulte d'un développement autonome el saprophytique de la Morille. L'auu"e

stratégie dite "pérenne" aboutit à la fructification pendanl plusieurs années. Les ascocarpes

sont reliés par des cordons mycéliens à des agrégats fongiques, formés autour des racines

conductrices. et dans ces conditions, le mycélium de la MOIi11e s'associe à des racines déjà

mycorhizées par d'autres espèces fongiques. Des expélimentalions ill vitro ont conftnné que

la MOlille est capable de s'associer avec des racines d'épicéa, de pin ou de chêne en donnant

naissance, soit à des sclérotes autour des racines, soit à LIll vélitable réseau de Hal1ig et un

manteau à la condition qu'une bactérie du genre Baeillus soit présente.

MOREL IN FOREST ECOSYSTEM.Morels have IWO ecological strategies. They can

establish ephemerally as saprophytes on recently disturbed soils. In stable ecosystems, they

give lise to fnJit bodies durably. In this case they contract two types of association with

plants; fonning either sclerotia on raots or "ectomycorhizal" association which require the

presence of bacteria belonging to the genus BaciIJus.

MOTS CLÉS: MorcllelJa, stratégies écologiques, saprophyrisme, association, cycle

biologique.
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Figure 1: Schéma récapitulatif des deux stratégies écologiques de la Morille et de leur imbrication. (D'après BUSCOT, 1992a).



Les Morilles sont des ascomycètes de la classe des discomycètes, du groupe des

Pézizales archaïques et de la Famille des Morchellacées. Ces champignons sont présents,

pour la plus grande majorité, dans les régions tempérées. Dans ces écosystèmes, la Morille

peut développer deux stratégies écologiques distinctes (BUSCOT, 1992a).

Stratégie écologique "rudérale Il

Cette stratégie aboutit à des fructifications parfois abondantes, mais toujours

éphémères sur des sols récemment bouleversés, par exemple à la suite de feux de forêts

(fURNAU, 1984; DUCHESNE ET WEBER, 1993), d'éruplions volcaniques

(CARPEi'ITER Er AL., 1987) ou de l'emploi de pesticides (fURNAU, 1987). Cette

stratégie est dite "rudérale" (Fig.]) Le développement de la fructification dans de telles

conditions n'a pas été étudié in situ, mais il semble cependant qu'il résulte d'un

développement autonome de la Morille, ce qui correspond à un mode de nutrition

exclusivement saprophytique. Cette hypothèse, corroborée par la capacité bien connue du

mycélium à uue croissance saprophytique (WlLLAM ErAL. ,1956; BUSCOT, 1992a), a été

confirmée expérimentalementpar l'obtention de fructifications saprophytiques et par ailleurs

semblables à celles qui, dans la nature, permettent des fructifications "rudérales"

(MOWARD, 1905; OWER Er AL., 1986; BUSCOT, 19920). Les ascocarpes se

développent alors aux dépends de sclérotes qui, chez la Morille, s'édifient secondairement

lorsqu'un mycélium primaire a épuisé les ressources en azote du milieu (MAYR, 1982;

BUSCOT, 1992a). Ainsi, en se basant sur des critères morphologiques, MAYR (1982)

distingue deux types de sclérotes qui correspondent respectivement à des ascocarpes abortifs

et à une fonne d'accumulation de réserves. Cette distinction a été confirmée par BUSCOT

(1987, 1mb) qui, en raison de leurs conditions de formation, a nommé ces deux types de

sclérotes "Early Encrusling Sclerotia" (EES) et "laIe lsolaled Sclerolia" (LIS). Les EES sont

assimilables à des primordia d'ascocarpes, les LIS étant une forme d'accumulation de

réserves et de résistance au froid.

Stratégie écologique "pérenne"

La seconde stratégie aboutit à la fructification de Morilles dans un écosystème moins

perturbé. La production d'ascocarpes est alors peu abondante, mais une placette donnée

produit pendant plusieurs années (BUSCOT, 1987), ce qui correspond à une stratégie dite

"pérenne". En milieu forestier les ascocarpes sont reliés par des cordons mycéliens à des

agrégats mycéliens souterrains, formés autour de racines conductrices (BUSCOT Er

ROUX, 1987). L'association rhizofongique a lieu avant la fructification vernale, les

ascocarpes se développant en utilisant les réserves accumulées dans les agrégats mycéliens
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souterrains (BUSCOT, 1989). Parallèlement ces mêmes agrégats produisent, également au

printemps, un front mycélien qui s'associe à de jeunes racines déjà mycorhizées par d'autres

espèces fongiques (BUSCOT ET KOITKE, 1990; BUSCOT, 1991).

Des expérimentations in vitro ont confinné que le mycélium de Morille est capable d'établir

des associations avec des racines d'épicéa, de pin ou de chêne (BUSCOT, 1992a). Lors de

ces travaux, on a noté deux types d'association possibles (BUSCOT, 1992a):

* d'une part, en présence d'une bactérie du genre Bacillus qui peut être isolée à partir des

ascospores, le mycélium de Morille peut provoquer la formation de racines à l'aspect de

mycorhizes, mais qui ne présentent pas de réseau de Hartig (BUSCOT, 1992c).

* d'autre part, le champignon peut former des LIS autour de la partie âgée et conductrice des

racines. Cette association est favorisée quand le mycélium est précultivé sur un milieu

pauvre, et la plante préalablement mycorhizée par un autre champignon. La relation est de

nature saprophytique, car le champignon ne pénètre que les assises cellulaires secondaires et

mortes des racines âgées. Les LIS synthétisent un "lait" qui contient des exoenzymes de type

laccases et peroxydases (BUSCOT, 1992b), ce qui pourrait permettre à la Morille de

mobiliser le carbone à partir de molécules complexes. Une telle aptitude a déjà été

caractérisée chez des champignons ectomycorhiziens facultatifs (HASELWANDER ET AL.,

1990).

Rapport entre les deux stratégies

La Morille possède donc deux stratégies écologiques distinctes (Fig. 1), l'une

pérenne et l'autre rudérale. Ces deux stratégies ne semblent pas devoir être indépendantes.

Les Morilles ne possèdent pas de propagules capables de survivre dans le sol entre deux

poussées rudérales. La colonisation de sols récenunent bouleversés devrait donc faire suite à

un apport exogène de spores postérieur au bouleversement. Cette hypothèse est renforcée par

le fait que les fructifications rudérales n'interviennent qu'après au moins une saison

végétative après le bouleversement. De même, il semble probable qu'au cours d'un épisode

rudéral, un mycélium s'associant à un système racinaire poursuive son développement selon

le mode pérenne.

Stratégies biologiques

De nombreux champignons mycorhiziens renforcent leur potentiel génétique lors de

leur phase symbiotique par l'augmentation du nombre de noyaux (AGERER, 1991). Les

travaux de BERTHEr (1964) ont montré que l'évolution des Discomycètes a été marquée

par l'apparition puis l'amplification de la coenocitie, qui a atteint son développement maximal

chez les Morchellacées. Chez la Morille les spores sont en effet plurinucléées avant même

l'individualisation de leur paroi dans l'asque, et les articles mycéliens peuvent comprendre
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jusqu'à une quarantaine de noyaux (WILLAM ET AL, 1956; BUSeOT, 1987). Le

mycélium de Morille possède la capacité de former des anastomoses végétatives pennettant

des échanges de noyaux y compris entre souches différentes (BRESINSKY ET AL., 1972).

La réalisation de confrontations binaires entre souches monosporales a permis d'observer la

fonnation de barrages de mycélium aérien lorsque les souches confrontées ne sont pas issues

d'une même a$Oospore (HERVEY ET AL., 1978). VOLK Er LEONARD (1989) nnt

nommé ces barrages "mycelial meld", et à J'aide de souches mutantes. ont montré la nalure

hétérocaryotique de ce mycélium. BUSeOT (1987, 1mb) a montré que, cultivées sur un

milieu riche en azote, les souches polysporales de Marilleont tendance à s'isoler les unes des

autres et à édifier des "mycelial melds" à leur frontière. En revanche, sur un milieu pauvre en

azote, elles forment un mycélium caractérisé par une parfaite homogénéité physiologique et

de développement, et dont les aptitudes morphogènes renforcées semblent indiquer la nature

hétérocaryotique (BUSCOT, 1992a). Ainsi suivant le contexte tropb..ique, différentes

souches monosporales de Morille se séparent en ne fonnant, au niveau de leurs zones

d'insertion, qu'un mycélium hétérocaryotique à potentiel de croissance réduit, ou alors

fusionnent en un mycélium unique caractérisé par un fort potentiel de développement, qui

pourrait être bétérocaryotique. Ceci expliquerait le passage entre les deux stratégies

écologiques de la Morille, le mycélium de ce champignon résistant mal à la compétition avec

d'autres espèces fongiques ou bactériennes (BUSCOT, 1987). Dans les conditions de

développement pérenne, au sein d'écosystèmes plus fennés et caractérisés par une pression

de concurrence accrue, le champignon accède plus difficilement aux éléments nutritifs

disponibles. Les résultats obtenus en culture in vitro (BUSCOT, 1992a) suggèrent que les

Morilles produisent alors un mycélium hétérocaryotique vigoureux; le potentiel génétique

renforcé de ce mycélium pennettrait alors au champignon de contracter des relations

équilibrées avec les racines secondaires, bactéries et champignons mycorhiziens primaires.
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L a synthèse bibliographique du chapitre précèdent monlte qu'entre les voies du

saprophytisme, du parasitisme et de la symbiose, il est parfois difficile de définir le

mode de nutrition adopté par un champignon donné.

La morille est un organisme pour lequel un développement saprophytique a été établi

sur la base de cultures de mycélium sur boites de Pétri. Cependant, ce champignon peut

également au cours de son développement contracter des relations trophiques avec les

organes souterrains de plantes supérieures (Publication 1). Les travaux menés à ce jour

ont montré des cas de parasitisme d'organes végétaux, des relations dont la nature est à

préciser avec des mycorhizes d'autres espèces fongiques, enfin la possibilité de fonnation de

mycorhizes secondaires à réseau de Hartig peu développé. On ne peut prétendre que ces

travaux procurent une vision exhaustive de cet aspect important de l'écologie de la morille.

Aussi l'un des objectifs de ce travail a-t-il été d'approfondir J'étude des relations

rhizofongiques par des études de terrain et des expérimentations. Le chapitre" VI: Biologie

de la morille ~ et la publication 6 sont consacrés à cetaspecl. La faiblesse des données sur

les rythmes endogènes de la morille a également incité à entreprendre une étude rigoureuse de

cette propriété qui fait obstacle à la reproductibilité de travaux expérimentaux (Buscot,

communication personnelle) et rend donc leur interprélation difficile. Cette étude a poné sur

la germination des spores.

La synthèse bibliographique a également montré que la systématique des morilles

reste à éclaircir. Cette situation constitue un handicap sérieux pour l'étude de certains aspects

de l'écologie du groupe. Ainsi, en l'absence de définition rigoureuse de la notion d'espèce,
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est-il extrêmement difficile de progresser dans l'étude de la biologie des populations et en

particulierdes interactions somatiques (passage à l'hétérocaryon) enjeu lors de changements

de modes de nutrition observés dans la nature. Aussi le second volet du présent travail a~t~i1

été consacré à adapter des outils moléculaires tels que l'analyse du polymorphisme

isoenzymatique et de l'ADN aux morchellacées et à évaluer leur capacité à résoudre les

ambiguités systématiques. Les publications 2, 3, 4 et 5 sont consacrées à cet aspect.
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3.1 Matériel fongique

3.1.1 La Morille (Morchella sp.)

la partie expérimentale de ce travail a porté sur les quatre genres de morchellacées

Morche/la, DisciOlis, Mirrophora et Verpa, ainsi que sur Je genre Gyromitra qui appartient à

la famille des helvellacées. Lorsque ce matériel fongique consistait en des souches issues de

la germination d'ascospores, celles ci ont été déposées à la Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (collection allemande de micro-organismes et

cultures cellulaires). Une partie des analyses de biologie moléculaire a également porté sur

des excicaJa. La liste complète de ce matériel est donnée en annexe 1. Son identification a été

réalisée par les légateurs.

3.1.2 Conditions de culture

Germination des spores

La germination des spores est obtenue en quelques heures sur un milieu composé

d'eau glucosée (5 g.l.1 glucose) (Molliard, 1905) dans une étuve à 240 C. Lorsqu'elles sont

maintenues au sec, les spores conservent leur pouvoir germinatif pendant plusieurs années

(Falck, 1920). Les spores germées sont soit utilisées pour l'obtention de nouvelles souches,

soit comptées après 8 h à l'aide d'une loupe binoculaire Zeiss pour évaluer la capacité de

germination de la sporée à différentes périodes de l'année.

Les souches obtenues sont entretenues sur milieu MEA gélosé (agar 20 g.!,I, extrait

de malt 10 g.1' 1 et glucose 5 g.l"l) en boites de Petri, jusqu'à utilisation.

Cultures en milieu liquide

Que ce soit pour l'étude des polymorphismes génomique et protéique ou pour les

essais de synthèse les souches de morille sont cultivées en Erlenmeyerdans 100 ml de milieu

MEA (extrait de malt 10 g.l"l et glucose 5 g.l"l) sur un agitateur rotatif à plateaux (GFL

3020). Chaque &Ienmeyer est ensemencé par un cylindre d'agar prélevé à la partie

périphérique des thalles cultivés en boites de Pétri.

Quatre jours après l'inoculation, le mycélium est récolté en conditions axéniques,

séché, puis lyophilisé pendant 48 heures.
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3.1.3 Variations endogènes du pouvoir germinatif des

spores.

Afin de vérifier l'existence d'un rythme endogène chez les morilles, le pouvoir

genninatifdes spores a été mesuré tous les mois, de septembre 1994 à mai 1997, pour trois

souches de Marche/lacam"ca (Col, 2 et 3) et une souche de M. spongio/a var. dunensis

(Oui). Le premierjour de chaque mois les spores sont mises à germer comme décrit dans le

paragraphe 3.1.2, et pour chaque sporée, quatre comptages portant sur 50 spores sont

réalisés, à partir desquels le pourcentage de germination est déterminé.

3.1.4 Essais de confrontation avec des plantes supérieures

Pour tester l'association morille-arbre deux espèces de végétaux supérieurs sous

lesquelles des poussées de morilles ont été observées sont utilisées.

3.1.4.1 Plnus banks/ana

Afin d'éviter des attaques parasitaires à l'issue de la germination, el de lever la

dormance, les graines de Pinus banksiana Lamb., provenant de la région de Trois Rivières

(Québec), sont stérilisées dans de l'eau oxygénée à 30% (v/v) pendant 60 min. puis rincées

dans de l'eau stérile pendant 4 heures selon le protocole décrit par Duponnois et Garbaye

(1991) pour les graines de Douglas. Les graines sont ensuite mises à genner sur un lit de

tourbe dans une étuve à 24°C pendant S jours. La croissance des gennlnations est obtenue

dans une chambre de culture avec les paramètres suivants: température 24° C le jour, ISoC la

nuit; photopériode de 16 heures avec une intensité lumineuse de SO j.tmol m-2 S·l; SO%

d'humidité relative lejour et 60% la nuit. Les plants sont arrosés deux fois par semaine avec

la solution nutritive décrite par Ingestad (1979). La solution nutritive est constituée (mg.!-l)

de: N~0:3 (100). Na2HP04 (20), KCI (40), CaCI2 (40). MgS04.7H20 (20). Fe-EDTA

(5.6) NaMo04.7H20 (0,001), CUS04.7H20 (0.006), H3BO:3 (0.09), ZnS04.7H20 (0.1) el

Mn02.4H20 (0.7).

3.1.4,2 Betu/a pendula

Les graines de Betula pendula Roth. provenant de la région de Bjomberget (Suède)

sont désinfectées par incubations successives dans une solution d'éthanol à 95% (v/v), puis

dans une solution d'hypocWorite de calcium à 3,5% (p/v) sous agitation douce pendant 30

minutes. Elles sont ensuite abondamment rincées dans plusieurs bains d'eau distillée stérile

(4 fois ID min, puis une fois 12 h) et mises à genner sur un lit de tourbe à l'obscurité durant
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3 jours à 24°C. Les plants poursuivent leur croissance en chambre de cuhw"e dans les mêmes

conditions que P, banksialla,

3.1.4.3 Essais de confrontation

Après 48 jours de précuhure pour les pins et 40 jours pour les bouleaux (à ces stades

les plantules présentent de nombreuses racines secondaires) les plantes sont coinoculés par

une souche de MOl"chella esclIlellta (A?) et une souche de M, elata (El) précultivées sur des

grains de blé ern'obés de gaze et mis en agitation 8 jours dans·du milieu MEA" Celte méthode

pelmet à la morille de se développer après inoculation. Pendant toute la période de croissance

en chambre de culture (8 à 10 semaines) les planls sont feltilisés deux fois par semaine avec

la solmion nuuitive de Ingestad.

3.2 Etude électrophorétique

enzymatique

3.2.1 Extraction des protéines

du polymorphisme

Toutes les opérations d'extracrion soni effectuées à 4°C. Le mycélium récolté est

broyé au mortier, en présence de sable de Fontainebleau, Le tampon d'extraction, dont la

composition est donnée dans le tableau 3, est utilisé à raison de 10 ~l par milligramme de

matière fraîche. L'extrait est ensuite centrifugé à 40000 g pendant 30 minules, le surnageant

ainsi recueilli constitue l'extrait brut.

Tampon d'extraction utilisé en isoenzymologie

Composé Concentrarion

Tris-HCI (pH 7.6) 50 mM

G1ycérol JO % (v/v)

PolyvinylpYITolidone ou PVP 2 % (rn/v)

Polyvinylpolypyn'olidone ou PVPP JO % (rn/m)

Na,EDTA 2 mM

MgS04 5 mM

Glutamale de sodium JO mM

2-mercaptoéthanol 14 mM

Tableau 3: Tampon d'extraction des protéines solubles
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3.2.2 Techniques électrophorétiques

3.2.2.1 Electrophorèse non dénaturante sur gel de polyacrylamlde

Principe

Cette technique possède un haut pouvoir résolutif pour la séparation des protéines et

surtout pour la détection d'isofonnes d'une même enzyme. En effet, ces macromolécules

sont soumises simultanément à une filtration moléculaire sur le tamis constitué par

l'acrylamide et à une migration dépendant de leur charge dans un champ électrique. La

technique employée s'inspire de celle utilisée par Davis (1964).

Protocole

L'électrophorèse est réalisée sur le système Miniprotean II de Bio-Rad à l'aide de

plaques de verres de 8,2 x 10,1 cm enserrant un volume de 9 ml de gel à 6% de

polyacrylamide. Les compositions respectives des gels de séparation et de concentration sont

indiquées dans les tableaux 4a et 4b. L'échantillon à déposer est additionné de b~eu de

bromophénol (1%) qui pennet de visualiser le front de migrofio:l. et de glycérol (1/5 d!:

volume) pour augmenter sa densité. La migration des rchanriHom se déroule à 4° C ~! 'W~

un ampérage fixé à 25 mA.

Le tampon d'électrophorèse utilisé cst celui préconi~é pnr Lncmmli (1970):

Tris (pH 8,3)

Glycine

6,8 mM

129 mM

Composition du gel de concentration à 5% (volume fion! de ~ ml).

Composé

Acrylamide

Bisacrylamide

Tris-HCI (pH 6,8)

Persulfate d'ammonium

TEMED

Eau ultrapure

Concentration finale

de la solution

10% (rn/v)

2,5 % (rn/v)

lM

1,5 % (rn/v)

40
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1500 #1

1500#1

625#1

250#1

5#1

1120#1



Composition du gel de séparation à 6% (volume final de 10 ml).

Composé

ACI)/Iamide

Bisacrylamide

Tris-HCI (pH 8,8)

Persulfate d'ammonium

Concentration finale

de la solution

30 % (rn/v)

0,8 % (rn/v)

lM

1,5 % (rn/v)

Volume

1992 ~I

1992 ~I

3740 ~I

500~J

TEMED 1Oll!

Eau ultrapure J766 ~I

Tableaux 4a et 4b: Composition des gels de séparation et de concentration pour

l'électrophorèse en condjtions non dénaturantes.

3.2.2.2 Electrophorèse sur gradipore

Principe

La méthode consiste à effectuer une électrophorèse de l'enzyme en gel de

polyacrylamide dont la porosité varie suivant un gradient d'acrylamide allant de 4 à 25 %. La

migration de la protéine s'3.ITête lorsque celle-ci atteint la zone de concentration en acrylamide

cOI1·espond3.llt à sa taille.

Protocole

L'estimation de la masse moléculaire est réalisée selon la méthode décrite par Bollon et

Msatef (1983), et par Bollon et Chalot (1991). Les gels sont étalonnés à J'aide du kit de

protéines de masse moléculaire élevée (Phannacia). Le tampon d'électrophorèse est constitué

de:

TrÎs (pH 8.4)

Acide borique

Na2 EDTA

90 mM

80 mM

2.5 mM
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Enzyme Référence Tampon Substrat Cofacteur Colorant, catalyseur

Aspartate aminotransférase 0.1 M Tris-Hel acide L-aspartique acide 0.- Fast Blue BB salt

(pH: 8) cétoglutarique Ol! Fast Violet Bille

Glucose phosphate 2 0.2 M Tris-HCl (pH: 8) Fructose-6- NADP NBT, MTT el PMS

isomérase 1mMEGTA phosphate

Glutamine synthétase 3 50 mM Tris-HCl acide L-glutamique ATP

(pH: 7.6)

NAD~glutamate 4 50 mM Tris-HCl acide L-glutamique NAD NBTel PMS

déshydrogénase (pH: 7.6)

NADP-glutamate 3 50 mM Tris-HCl acide L-glutamique NADP NBT el PMS

déshydrogénase (pH: 7.6)

NAD-glyceraldéhyde 2 0.2 M Tris-HCl (pH: 8) D-glyceraldehyde- NAD MTTel PMS

phosphate déshydrogénase 1mMEGTA 3-phosphate

Malate déshydrogénase 5 0.2 M Tris-HCl (pH: 8) acide Malique NAD NBTel PMS

1mMEGTA

Superoxide dismutase 2 0.2 M Tris-HCl (pH: 8) NAD NBT el PMS

1mMEGTA

1: Chalol el al., 1990;::!: Pa..<;tcur el al., 1987; 3: Brun el al.. , 199::!; 4: Agustian et (l/., 1994; 5: Vidal el al., 1977.

Tableau 6: Liste des enzymes, références, tampons et méthodes de révélations utilisés ..



Avant la migration, le gel est prééquilibré pendant 20 minutes à 70 volts. Après dépôt des

échantillons, l'électrophorèse est d'abord réalisée à 70 volts pendant 15 à 20 minutes jusqu'à

ce que les protéines pénètrent dans le gel. Elle est ensuite poursuivie à 150 volts (voltage

constant) pendant 15 à 16 heures.

3.2.3 Révélation des activités enzymatiques

Les différentes protéines extraites sont révélées en présence des substrats, cofacteurs

et colorants nécessaires à la mise en évidence de leur activité enzymatique. Les différences de

mobilités électrophorétiques observables sont dues, soit à des différences de taille et de

charge (gel natiO, soit uniquement à une différence de masse moléculaire(gradipore).

Les enzymes retenues pour l'étude du polymorphisme enzymatique sont répertoriées

dans le tableau 5. Certaines d'entre elles comme la glucose phosphate isomérase, la malate

déshydrogénase. les glutamate déshydrogénases et la superoxyde dismutase, se sont déjà

révélées plus ou moins efficaces pour la discrimination interspécifique de morille ou de

mycorhizes de truffe (Kulkami et al., 1989; Yoon et al., 1990; Dupré et al., 1993). Le

tableau 6 résume les principes de la révélation des différentes enzymes étudiées.

Enzyme numéro E.C. Abréviation

Aspartate aminOU'a.nsférase 2.6.1.1 AAT

Glucose phosphate isomérase 5.3.1.9 GPI

Olutamine synlhélaSe 6.3.1.2 GS

Glutamate dtshydrogénase à NAD 1.4.1.2 ODH 1

Glutamate déshydrogénase à NADP 1.4.1.4 ODH2

Olycéraldéhydc phosphate déshydrogénase à NAD 1.2.1.12 OAPD

Maiatedéshydrogénase 1.1. 1.37 MDH

Supcrox)'de dÎsmutase 1.15.1.1 SQD

Tableau 5: Enzymes retenues pour l'étude du polymorphisme enzymatique de la morille.

3.3 Analyse du polymorphisme de l'ADN

3.3.1 Extraction de l'ADN total

Le protocole utilisé est inspiré de celui utilisé par Hennon (l993) et comprend les

étapes suivantes:
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1. Le mycélium (de 1 à 10 mg) est incubé 5 minutes à température ambiante, dans .soo ~l de

tampon d'extraction (100 mM Tris HCI (pH 9,0); 20 mM EDTA (pH 8,0); 1,4 mM NaCI;

2% crAB; 0,2% ~mercaptoéthanol)dansdes tubes à micro-centrifuger(Poly-labo).

L'EDTA étant un chélateurd'ions divalents limite les activités denombreuses enzymes. telles que les DNases

elles RNAases. Le crAS est un détergent. il permet desolubiliser les membranes cellulaires.

2. Le matériel fongique est ensuite broyé pendant S minutes à l'aide d'un micromortier en

plastique (Poly-labo), avant addition de 0,1 mg de pIOtéinase K (Sigma).

La protéinase K complète l'aclion mécanique du broyage et digère les endooucléases.

3. Après une incubation du mycélium broyé pendant 1 heure à 65° C, les extraits sont

centrifugés 5 minutes à 14000g, à4°C.

4. Aux sumageants récoltés sont ajoutés 500 ,d d'un mélange phénoUchloroformeJaJcool

isoamylique (v/v). Les tubes sont vigoureusement agités, sur un agitateur de tube

(Bioblock), puis centrifugé 15 minutes à 14000 g, à4°C.

Cette étape a pour bul de permettre l'élimination desdébriscellulaires.

5. La phase aqueuse qui contient l'ADN, est récupérée puis débarrassée des traces de phénol

résiduelles par addition de .soo ftl de chlorofonne. Les tubes sont à nouveau agités, puis

centrifugés S minutes à 14000 g à 4°C.

6. La précipitation de l'ADN se fait par addition à la phase aqueuse de 1 ml d'éthanol à 96%

(conservé à-20° C), suivie d'une incubation d'une nuit au congélateur à-20° C.

7. L'ADN est récupéré par centrifugation à 14000 g pendant 30 minutes à 4° C, puis

débarrassé de sels éventuels par un lavage du culot avec 100 IJ.I d'éthanol à 70%, suivi d'une

seconde centrifugation à 14000 g pendantS minutes à4°C.

8. L'ADN, présent dans le culot, est ensuite séché pendant 5 minutes à température

ambiante. puis solubilisé dans 50 III d'eau ultrapure (MilliQ, Millipore) à 6SOC pendant S

mm.
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3.3.2 Amplification enzymatique in vitro de l'ADN,

Principe

L'amplification des différentes séquences de l'ADNr nucléaire s'cffeetne sur l'extrait

d'ADN total par PCR (Polymerase Chain Reaction ou "réaction de polymérisation en

chaîne") selon le protocole de Saïki et al. (1985, 1988).

La méthode consiste en la synthèse de brins d'ADN à l'aide d'une polymérase

thermostable et d'un couple de courtes séquences oligonucléotidiques synthétisées in vitro

(Appligène). Les oligonucléotides complémentaires de l'ADN cible s'hybrident, el servent

d'amorces en délimitant le fragment synthétisé. Après fi cycles, on obtient 2" molécules

d'ADN cible.

Une première étape de dénaturation lherrnique de l'ADN bicaténaire permet de séparer

les deux chaînes antiparallèles de la double hélice. Les amorces s'associent aux brins

dénaturés lors du refroidissement En présence d'une polymérase, d'amorces, et dans les

conditions optimales pour l'enzyme, une réaction de polymérisation peut démarrer sur cette

matrice. Un cycle de synthèse pennet en 3 étapes (dénaturation, fixation des amorces et

élongation) d'obtenir la duplication de la fraction d'ADN comprise entre les deux sites de

fixation des amorces sur l'ADN initial, à condition que ceux-ci ne soient pas éloignées de

plus de 2<X>O paires de bases.

Conditions expérimentales

Cette réaction s'effectue soit dans le thennocycleur "Crocodile III" (Appligène), soit

dans lethennocycleur"Omnigene" (Hybaid). La polymérase utilisée est la Taq polymérase.

Elle est extraite d'une bactérie thermophile Thermus aquaticus (Saïki el al., 1988), et à ce

titre elle reste active en dépit des incubations répétées à des températures proches de 100° C

pendant les 35-40 cycles de l'amplification.

Mélange réactionnel

L'ADN total est dilué de façon i\ obtenir entre 0, 1 et 1 ng d'ADN d"lhS un volume de

50 ,.d, cette dilution est réalisée avec de l'eau ultra pure stérile (MiIliQ, Millipore). Cinquante

microlitresdu mélange d'amplification (Tab. 7), contenant 20 mmoles de chaque dXTP, 20

pmoles de chaque amorce, 2,5 unités de Taq polymérase (Appligene), 1/10 de volume de

tampon d'amplification sont ajoutés. Afin d'éviter "évaporation des échantillons à 95 oC et la

formation d'aérosols, le mélange réactionnel est recouvert de deux gouttes d'huile minérale.
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Solution stock Volume Concentration Quantité

Tampon IX 10 "1 SOmMKCl;

10 mM Tris HCI pH 8.8;

1,5mM MgCl2;

0,5 % triton X-lOO;

0,01 % gélatine.

dXTP (10 mM) 2 ~d 200"M 20nmoles

OIigonucléotide 1 2 ~d 0,2 "M 20pmoles

(10 "Ml

üligonucléotide2 2 "1 0,2 "M 20 pmoles

(10 "Ml

Eau stérile 33,5,.1

Taq polymérase (SUI"!) 0,5 "1 2,5 Unités

Tableau 7: Composition du mélange réactionnel de l'amplification de l'ADN extrait.

Les ~morces (synthétisées par Bioprobe Systems) choisies pour l'amplification de la région

ITS sont ITS 1 et ITS 4, et pour la région IGS, CNL 12 et 5 SA (Tab. 8). Elles sont

complémentaires de la partie terminale de l'ADNr 175 pour IT5 1 et de la partie proximale de

l'ADNr 25S pour ITS 4, de la partie tenninale de l'ADNr 25S pour CNL 12 et de la partie

proximale de l'ADNr 5S situé à l'intérieur de la région intergénique (lGS) pour 5 SA (Fig.

8).

Nom

rrs 1

ITS 4

CNL 12

5SA

Séquence nucléotidique 5'- 3'

TCC GTA GGT GAA CCT GCG G

TCCTCCGCTTATTGATATGC

CTG AAC GCC TCT AAG TCA G

CAG AGT CCT ATG GCC GTG GAT

Tableau 8: Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées pour la réaction de

pelymérase en chaîne. (White, 1990; Hennen, 1993).
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Figure 8: Représentation schématique de l'organisation de "ADNr des champignons et des

sites d'hybridation utilisés. Les parties grisées représentent les gènes codant pour les ARNr

175,5,85, 255 et 55 (dont les séquences sont très conservées). Les pointillés délimitent

l'espaceur interne transcrit (lTS) et "espaceur intergénique(lGS) qui sont des régions

polymorphes. Ce schéma est répété de 200 à 450 foi s.

Les tubes sont alors déposés dans le thermocycleur. Les paramètres d'amplification

sont:

1. Dénaturation, 5 minutes à 95° C

2. Dénaturation. 2 minutes à 95° C

3. Hybridation des amorces, 30 secondes à 50° C

4. Élongation,2 minutes à 72° C

5. Répétition 35 à 40 fois des étapes 2 à 4

6. Élongation finale, 10 minutes à 72°C.

Après amplification, les échantillons sont analysés directement ou conservés à 4° C.

3.3.3 Analyse électrophorétique de l'ADN

L'ADN amplifié ainsi que les produits de la restriction sont analysés sur des gels

horizontaux d'agarose à 2% ou 1,5% (Agarose routine Eurogentec). La migration des

échantillons s'effectue respectivement pendant 3 heures à 60 V ou 20 heures à 30 V, dans du

tampon Tris-Borate-EDTA 1 X (108 g de Tris base + 55 g de borate + 40 ml d'EDTA O,5M

pH 8.0 + qsp 1 litre avec de l'eau ultra pure). Les fragments d'ADN sont visualisés par

coloration au bromure d'éthidium (0,5 ~g/ml d'eau ultra pure) (Henrion, 1993). Le bromure

d'élhidium en s'intercalant entre les bases de l'ADN pennet de le visualiser par fluorescence

aux U.V.. Les gels sont photographiés puis digitalisés et analysés en utilisant le programme

Wincam 2.0 sur IBM Pc.

Marqueurs de poids moléculaires utilisés (Boehringer Mannheim):

- Fragments d'ADN du pbage À digéré par Eco RI etHind III;
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- FraQments d'ADN du plasmide pUCBM21 digéré par Rra If du p!8~m;de

pUCBM21 digéré par Dra1 et Hind III;

- Fragments d'ADN du phage <pX 174 digéré par Hae Ill.

- Fragments d'ADN du phage pBR 328 digéré par Bgl 1additionnés de

fragments d'ADN du phage pBR 328 digéré pa HinfI

3.3.4 Polymorphisme de longuet!~ des frag~~~~e t'f a

restriction (R FLP)

Principe

L'analyse RFLP consiste en la digestion des produits d'amplification par différentes

endonucléases pour obtenir des profils électrophorétiques comportant plu ieurs banc\es. Les

fragments d'ADN obtenus sont en effet aisément séparés les uns des autres par

électrophorèse sur gel d'agarose. La vitesse à laquelle ces fragments migrent e t une fonction

logarithmique inverse de leur longueur.

Conditions expérimentales

Les enzymes de restriction employées (Tab. 9) proviennent de chez Boehringer

Mannheim. La digestion de l'ADN amplifié se fait à 37° C pendant une heure (dans nos

expériences un temps supérieur n'a pas augmenté le rendement de la digestion) dans un

volume réactionnel de 25 ~l (20 ~l d'arnplifiat + 2.5 !-lI de tampon d'incubation approprié

concentré 10 fois fourni par le fabriquant + 2 !-lI d'eau ultra-pure stérile + 0,5 ~d

d'endonucIéase à 10 U.mJ-1
). La totalité du volume réactionnel est déposée sur gel d'agarose.

Endonucléase Site de restriction S'--> 3'

EcoRI G~AATIC

HinfI
G~ANTC

RsaI GT~AC

Tableau 9: Endonucléases utilisées et sites de restriction correspondants.
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3.3.5 PCR aléatoire

La PCR aléatoire consiste à n'utiliser qu'une seule amorce et regroupe plusieurs

approches qui se différencient par la taille et la séquence des amorces utilisées. Celle que

nous avons retenue consiste à utiliser comme amorces, des séquences d'oligonucléotides de

microsalellites.

En effet panni les régions non codantes du génome, certaines sont hautement

répétitives. On leur a donné le nom de séquences satellites, ou "Variable Number Tandem

Repeat" (VNTR) de par leur disposition en périphérie de J'ADN après ultracentrifugation de

ce dernier dans un gradient de chlorure de césium (Ludes et Mangin, 1992). Parmi ces

VNfR certaines séquences plus courtes (environ 15 nucléotides) sont désignées sous le nom

de microsatellites, ou ·Short Tandem Repeat" (STR), ou bien encore "Simple Sequence

Repeat" (SSR) (Cregan et al., 1994).

Nous avons utilisé les séquences SSR (GTG)5 et (GACA)4' synthétisées par MWG­

BIOTEeH. Le mélange d'amplification est en proponioR le même que <'t'lui utilisé polir

l'amplification des secteurs ITS et IGS l, le volume final est réduit à.50 pl.

Les paramètres d'amplification sont:

1. Dénaturation,3 minutes à 94° C

2. Dénaturation,4O secondes à 94° C

3. Hybridation des amorces, 1 minute à 62° C

4. élongation,l minuteà72°C

5. Répétition 30 fois des étapes 2 à 4

6. élongation finale, 10 minutes à 72°C.

Les produits d'amplification sont analysés sur un gel d'électrophorèse de

polyacrylamide avec un gel de concentration à 5% et un gel de séparation à 10%.

L'échantillon à déposer est additionné de bleu de bromophénol (1 %) qui pennet de '1i'llL'lliser

le front de migration, et de glycérol (115 du volume) pour augmenter sa densité. La migration

des échantillons se déroule avec un voltage limitant de 500 V.

La révélation se fait au nilrate d'argent selon le prolocoie décrit par Bassam el al. (1991),

modifié par Scbwieger (communication personnelle):

1° Fixation

2° Lavage

3° Coloration argentique

4° Rinçage

30 min

3X2min

20 - 30 min

20 sec
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250 ml d'acide acétique 10% (vlv)

3X 250 ml d'eau distillée

300 ml de nitrate d'argent 0,1% (plv)

250 ml d'eau distillée



5° Révélation

6° Arrêt de la coloration

1 min

2-5 oùn

5 min

préparer300 ml d'une solution à 2,5 %

de Na,CO, avec ISO #1 de formaldéhyde

et quelques grains de sodium thiosulfate

100 nù

200 ml (contrôler la révélation)

250 ml d'acide acétique 10% (v/v)

Le gel est ensuite imprégné pendant 15 min dans 250 ml d'acide acétique 100/0 (vlv)

et de glycérol à 10% (v/v), puis séché à température ambiante. Les gels sont photographiés et

digitalisés. La taille des produits d'amplification est déterminée par comparaison avec des

marqueurs de poids moléculaires connus en utilisant le programme Wincam 2.0 sur IBM

PC.

3.3.6 Séquençage
Les produits d'amplification de la région ITS ont été séquencés dans les deux sens

par la société Génome-Express (Grenoble, France) selon la technique du "Gene-walking".

La réaction de séquençage s'effectue par PCR dans un volume final de 20 I.l.l en utilisant 100

ng de l'ADN amplifié, 5 pmoles d'amorces et 9,5 ,li de "Dye Terminators premix" (Applied

Biosystems). L'amplificationdébute par 2 min de dénaturation, puis se succèdent 25 cycles

de 30 sec à 94°C, 30 sec à 55°C et 4 min à 60°C dans un thermocycleur "9600 thermaJ

cycler" (Perkin Elmer). L'excès de réactifs est éliminé à J'aide de colonnes Quick Spin

(Boehringer Mannheim). Les échantillons séchés par centrifugation et repris dans 4 I.l.l

d'EDTA (pH 8.0 + formamide déionisée (5/1» sont ensuite placés dans un séquenceur

Applied Biosystems 373A. Les produits de séquençage sont analysés sur un gel dénaturant

d'acrylamideà 6% (temps de migration 12 h).

Les séquences sont enregistées, analysées et alignées à l'aide du logiciel SeqApp 1.9

(Higgins el ai., 1992). Les recherches d'homologie sont réalisées dans les bases de données

du National Center for Biotechnology Information à l'aide du programme BLAST (Basic

Local Alignement Search Too!). Les analyses phylogénétiques sont effectuées en utilisant le

logiciel PAUP 3.1.1 (Swofford, 1993) et la version beta4d55 de ce même logiciel.

3.4 Microscopie photonique

Des manchons mycéliens souterrains formés par M. escu/enla autour de racines fines

de frêne (Fraxinus excelsior) sont prélevés en sols forestiers lors de la saison de

fructification. Après dissection de ces manchons, les racines mises à nues sont préparées

en vue d'une étude anatomique en microscopie photonjque.
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3.4.1 Fixation

Des fragments racinaires(environ 1 mm de long) sont fixés dans une solution à 2% de

glutaraldéhyde dans un tampon cacodylateO.l M (pH 7,2).

Les échantillons sont alors stockés 6 mois à 4°C.

Après 3 ou 4 lavages dans le tampon les échantillons sont post-fixés dans une solution

à 1% de tétroxyde d'osmium, dans le même tampon pendant une heure à Qoe, puis lavés

dans du tampon cacodylate.

3.4.2 Déshydratation

Les échantillons sont déshydratés dans des bains d'éthanol de concentration croissante

selon Je protocole suivant:

Degré d'alcool (% v/v) Durée du bain (min) Nombre de bains

10 10 3

20 10 3

40 10 3

60 10 3

80 10 3

95 10 4

100 15 4

L'alcool de déshydratation est ensuite remplacé progressivement par de "oxyde de

propylène, solvant de la résine utilisée.

3.4.3 Inclusion

Préparation de la résine Epon (Luft, 1961)

Le mélange suivant est réalisé:

Epon: Epikote812

DDSA (anhydride dodécénylsuccinique)

MNA (anhydride méthylnadique)

DMP30 (2-4-6 triméthylaminométhylphénol)
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9,1 ml

6,2 ml

4,7 ml

0,35 ml



Il est mélangé lentementavec un barreau magnétique, pendant 30 minutes environ, de

façon à éviter la formation de bulles d'air.

Inclusion

L'oxyde de propylène, solvant de la résine, est ensuite progressivement remplacé par

de la résine, jusqu'à ce que les échantillons se trouvent dans un bain de résine pure. Ils sont

alors placés et orientés dans de petits moules. La résine est ensuite mise à polymériser 1 jour

à 37°C puis 2 à 3 jours à 60°C.

3.4.4 Sections semi-fines

La polymérisation achevée, les blocs sont taillés à la lame à rasoir de façon à ce que

l'objet se trouve au sommet d'une minuscule pyramide.

Des coupes semi-fines de 2 ~m d'épaisseur sont réalisées sur un ultramicrotome

automatique de type RMC MT·7 à l'aide d'un couteau de diamant, recueillies sur des lames

de verre et colorées au bleu de toluidine avant d'être observées au microscope photonique.
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Première partie: Polymorphismes

isoenzymatique et génomique
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Chapitre IV: Polymorphisme isoenzymatique
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Publication n°2

Polymorphism in Morels: lsozyme Electrophoretic Analysis.

Wipf, D., J.P. Bedell, J.e. Munch, B. Boiron el F. Buscot (1996)

CanodianJournol ofMicrobiology4 2, 819-827

L'objectifde ce travail était de vérifier l'adéquation du polymorphisme isoenzymatique à

J'étude de la systématique des morilles en analysant une souche de l'helvellacée Gyromitra

esculenra et, chez les morchellacées, une souche de Disciolis venosa, deux souches de

morilles noires (Morehel/aconica el M. anguslÎeeps) et dix souches de la morille jaune M.

esculenra. L'analyse de ces dernières souches devait en outre pennettre, au niveau

intraspécifique, de carnctériser les six mycéliums hétérocaryoc.iques obtenus à la suite de

croisements entre quatre isolats monosporaux.

L'analyse a porté sur l'étude électrophorétique du polymorphisme isoenzymatique de la

glutamine synthétase, la glutamate déshydrogènase à NAD, la glutamale déshydrogènase à

NADP, l'aspartateaminotransférase,la malatedéshydrogénase, la glycéraldéhyde phosphate

déshydrogénase à NAD, la glucose phosphate isomérase et de la superoxide dismutase.

Sur tout le matériel étudié des activités GS, GPI, MDH et AAT ont pu être mises en

évidence. La combinaison du polymorphisme de ces quatre enzymes a pennis la séparation

de toules les souches. mais ne rend compte des relations phylogénétiques qu'à un niveau

systématique élevé (genre). Ce résultat est confonne à ceux obtenus par d'autres auleurs sur

la morille et montre que si l'analyse du polymorphisme isoenzymatique est un outil précieux

pour carnctériser des souches même très proches, il ne peut être utile pour traiter de questions

systématiques chez les mor'chellacées.
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Polymorphism in morels: isozyme
electrophoretic analysis

Daniel Wipf, Jean-Philippe Bedell, Jean Charles Munch, Bernard Botton,
and François Buscot

Abstract: The aim of this sludy Illas 10 assess whether isozyme polymorphism in differenl members of the Morchellaceae
could he used 10 improve the syslcm:llics in this fungal group and to characterize intraspecific crossings helween monosporaJ
mains in Morcl1ella tsel/fema. For this purpose. isozyme eleclTophoretic analysis of the fol1owing enzymes was perfonned:
glutamine s)'nthetase. NAD-glutamate dehydrogenase, NADP-glutamalc dehydrogenase. aspartate amÎnotransferase, maInte
dehydrogenase. NAD-glyceraldehyde phosphate dehydrogenase. glucose phosphate isomerase. and superoxide dismUlase.
The analyses al10wed discrimination at lhe inter- or imra-specific levels and cOllld help to establish a melhod of identification
for strains in the MOl"chellaceae. To a certain extem they appeared tO be suitable tO analyze imeractions of monosporal strains
of Morchella l'scu/ellla in pairing experimenls. The polymorphism shown in lhis stlldy was consistem with the phylogenetic
relationships between the investigmed strains only atthe genus level.

Kt)' words: isozyme analysis, electrophoresis, Mordrella sp.. polymorphism.

Résumé: L'objectif de ce travail élait de vérifier l'adéquation du polymorphisme isoenzymatique à l'étude de la systématique
des MOl'chellaceae et à la caractérisation de croisements imraspécifiques entre des souches monosporales de Morel1ella
eSCli/enta. Pour cela une analyse électrophorélique du polymorphisme isoenzymatique des enzymes suivantes a été réalisée:
glulamine synlhétase, glutamate déshydrogénase à NAD, glufamate déshydrogénase à NADP. aspartate aminotransférase,
malale déshydrogénase, glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase à NAD, glucose phosphate isomérase et superoxyde
dismufase, Ces travaux ont permis d'obtenir des discriminations inlerspécifiques et imraspécifiques, el donc de participer
au développemem d'une méthode d'identification de souches du groupe des MoreIJellaceae. La méthodologie permet en
particulier l'analyse de croisements réalisés entre souches monosporales de MOl'chella eSell/ellla. Le polymorphisme mis en
évidence ne rend compte des relations phylogénétiques entre les souches étudiées qu'à un niveau systématique élevé (genre).

Mots dis: analyse isoenzymatique, éleetrophorèse, Mord/l'fla sp.. polymorphisme.

ntroduction

1any systematic classifications of morels have been proposed
ince the pioneer work of Boudier (1897). However. these
ystems are ail based upon debatable morphological and typo­
19îcal criteria, so that Ihe number of accepted specîes varies
ramalically. For examp[e, Korf (1972) has recognized only
morel species. whereas Jacquetant (1984) has defined 28,
To acenain eXlem.lhis controversy isdue to Ihe generallack

f knowledge of morel reproductive biology and 10 the diffi­
Jlty of assessîng validity of typological species by mating
(periments. For the same reason. experimental investigations
f morel biology initiated by Hervey et al. (1978) were based

Received November 10. 1995. Rel'ision received May 2.1996.
Accepted May 3. 1996.

D. Wipf,t j.-P. Bedell, and B. Botlon. Laboratoire de biologie
forestière, Groupe de physiologie des mycorhizes. Université
Henri Poincaré. Faculté des sciences. B.P, 239. f-54506
Vandoeuvre-les-Nancy Cedex, fr.lllcc.
J.C. Munch and F. Buscot.lnSlilut fUr Bodenbiologie,
Bundesforschungsanslall fOr Landwirtsch:tft. Bundesallce 50,
D·38116 Br.lunschweig. Germany,

AUlhor to whom ail correspondence should be :tddressed
(e-m:til: wipf@scbioLu-nancy.frJ.

ln. J, Microbi..,l. 42: 819~H~7 tl9%). Prill1coJ in C:tnada/lmprimé au Canada

on studîes ofmyce[ial somatic interactions. The heterokaryolic
mycelium wilh reduced growlh polenlial. which forms al the
border belween non-self confrontations of monosporal strains,
has been lermed mycelial meld by Vo[k and Leonard (1989).
Buscol (1993) has showed that mycelial me[ds only occur
under condilions of high nitrogen supply. He has relaled lhis
dual behaviour 10 two ecologieal strategies in nature (BUSCOI
1992). Ower et al. (1986) have recently described melhods
10 produce ascomata al a commercial scale. This strengthens
Ihe need for precise identification 10 prolect the commercial
varieties.

Ana[ysis of isozyme polymorphism has been used success­
fully for taxonomîc studies in fungi (Magae el al. [990; Roux
and Labarere 1990; Royse and May 1990: Oudemans and
Coffey 1991; Keller [992: Agustian el al. 1994). This method
was uscd for morels by Gessner et al. (1987) and Yoon et al.
(1990) 10 characlerize gcographic isolates of Morel/l'lia esclI­
lellfa From North America. Kulkami and Kameralh ([ 989) and
Royse and May ([ 990) also compared differenl American
Morehella species with Ihis melhod. The aim of Ihis work.
performcd on European. American. and Isracli straîns. was
(i) 10 assess Ihe degree of isoenzymatîc polymorphism al dif­
ferenl taxonomic levels (genus. species. and intraspecific) and
(ii) to evaluate isozyme polymorphism as a potentîallool for
experimental sludies on morel bîology.
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Table 1. Designation, species, and geographic origin of fungal isolales.

Cano J. Microbiol. Vol. 42,1996

Species (no. of strains)

Gyromitra cseu/tllla (1)
Morchella esculefllol 7 (2)
Morchella cseu/en/a9/) (2)

Dîsciolis yenosa (1)
MOff.:hella conicoii (1)
Morchelia angus/jeeps (1)

Origin

Monosporal slrains

1989, Rhinau, Middle-Alsace (France)
1987, Offendorf, North-Alsace (France)
1990, Kreuzingen Weisweil, Baden-Württemberg

(Gennany)

Polysporal strains

1994, Beendorf Oschersleben Sacsen Anhal! (Germany)
1992, Tel Avi ... (Israel)
British Columbia (Canada)

Gy
A7 and B7
AO and 80

Di
ColS
US,

lsolate

Inlracarpic (2)
Inlercarpic (4)

Helerokllryolic strains (from Morchefla ereu/el/lO l7 lInd Morchelfo escu{enta~

Laboralory crossing A787 and AOSO
Laboratory crossing A7BO, A7AO, B7AO, and B7BO

Table 2. List of enzymes, referenees, buffers, and staining methodology used for this study.

Enzyme Ref. Buffer Substrate Cofaetor Dye and catalyst

Aspartate aminotransferase Chalot et al. 199O 0.1 M Tris- HCI (pH 8) L-Aspartie aeid a-KelOglutaric Fast blue BB salt or
acid fast violet blue

Glucose phosphate Pasteur et al. [987 0.2 M Tris- HCI (pH 8), Fructose-6-phosphutc NADP NBT, MTT, and
isomerasc 1 mMEGTA PMS

Gtutamine synthctase Bron et al. 1992 50 mM Tris-HCI (pH 7.6) L·Glutamic acid ATP
NAD-glutamatc Agustian et al. 1994 50 mM Tris-HCI (pH 7.6) L·Glutamk acid NAD NBTand PMS

dehydrogenase
NADP-glutamme Brun Ct al. 1992 50 mM Tris-He[ (pH 7.6) L-Glutamic acid NADP NBTand PMS

dehydrogenase
NAD-g[yccl1lldehyde Pasteur et al. 1987 0.2 M Tris-HCI (pH 8), D-Glyceraldehyde- NAD MTTand PMS

phosphate dehydrogenase [ mMEGTA 3-phosphate
MaIme dehydrogenase Vidal et al. 1977 0.2 M Tris-HCI (pH 8), MaIk acid NAD NBTand PMS

1 mMEGTA
Superoxide dismutllse Pasteur et al. 1987 0.2 M Tris-HCI (pH 8), NAD NBTand PMS

1 mMEGTA

Nole: NBT. nilrobJue tctrazolium; MTT. mClhyllhÎOIctrazolc; PMS, phenazine melhosulfllle.

Materials and methods

Fungal isolates
The isozyme pallerns were analyzed in several taxa (Table [), allow­
ing nssessment of polymorphism at differenl systematic levels.
Gyromilra eSClilemo (Heillel/aceae) was used on[y as a control, since
the technique is not appropriate for investigating distant relalionships
between MorchellaceOt' and Hell'el/aceae (Hillis and Moritz 1990).
Sensitivityal the genus level was investigated by comparing Disciotis
and Morchella. At the species [evel, two black morels (Morchtllo
allgl/slÎCeps and Morehel/a eoniea) and a yellow morel (Morche/la
etel/lento) were compared. The determination of the fungal material
was achieved by the ~train donors. [ntraspecific discrimination was
assessed by screening four monosporal strains ofMorchella esculenlo
and six strains were obtained by pairing these monosporal isolates.
The coenocytic organiUltion of morels does not allow assessing the
heterokaryotic nature ofthese six strains (Berthet 1964). However, the
six strains oblaincd by pairing monosporal isolates wcre considcred
as probably heterokaryotic on the basis of major morpho[ogical fea­
tures (Buscot 1993).
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AH fungal isolates used are deposited in the DSM-Bl1lunschweig
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuhuren ­
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures.
Mascheroderweg lb, 0 38124 Braunschweig, Germany).

Ali isolates were cu[tivated in Petri dishes on solid malt extract agar
(MEA) medium eontaining 10 g malt extract· L-I, 5 g glucose· L-I.
and 20 g agar· L-l, and in agitated 250-mL Erlenmeyer Oasks con~

taining liquid MEA medium. In both cases, isolilles were cultivated
for 8 days at 25°C.

Enzymes
The investigated enzymes (Table 2) are involved in differenl metabo­
lie pathways: (1) enzymes of nitrogcn metabo[ism, such as glutamine
synthetase (GS, EC 6.3.1.2), NAD'glutamate dehydrogenase (NAD­
GDH, EC 1.4.1.2), NADP-glutamate dehydrogenase (NADp·GDH,
EC 1.4.1.4), and aspartate aminotransferase (AAT, EC 2.6.1.1):
(ii) enzymes of carbon metabolism, such as malate dehydrogenase
(MDH, EC 1.1.1.37) and NAD-glyceraldehyde phosphate dehydro.
genase (GAPD, EC 1.2.1. [2): (iii) cnzymes of carbohydrate catabo­
lism, sueh as glucose phosphate isomerase (GPI, EC 5.3.1.9); and
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+
+
+
+

+ +
+ +

+
+ +

+
+
+

+ +
+

No revealed activity

Table 3. SOD activity Rr values.

Strains

Gyromill"a esel/tellla
Discioli:r vel/osa
MOI'Chella eOllimla
Morehello allgl/slieeps US)
Marehella eseu/enta AO
Morehella es(.·u/ellla BO
MOl"ehella esel//elllo A7
Morehella eseu/enta B7
MOI'Chella eseu/ellla AOBO
Morehelfa eseu/ellla AOA7
MOI'ehella eSŒ/ellla AOB7
MOI'ehella esel/fellla BOA7
MOI'Chella eseu/enta BOB7
MOI'Chella esel/fento A7B7

0.30

R,

0.63

+

0.79
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Table S. GPI activîty Rrvalues.

R, +

Strains 0.25 0.71 0.73 0.76 0.80

Gyromilra escu/enlO + +
Disciolis velloso +
MOI'Che/fa cOlli(.'018 + +
Morehella angustieeps US) +
Morehella eseulellta AD +
MOI'Chella esel//enta BO +
Morehella eSC/l/ento A7 +
MOI'chella escldellta B7 +
Mon'hella escu/en/a A080 +
Morr.:hella escu/en/a AOA7 +
MOl'Cheflo esr.:u/el1/a AOB7 +
MOI'Chella esr.:u/ell/a BOA7 +
M{JI"(;hella eseu/ellla 80B7 +
MOI'Clrello escu/enla A7B7

Table 4. NADP-GDH llctivilY Rf values.

R, +

Strains 0.15 0.17 0.20 0.22 0.24 0.29

Gyromüra eseufeHfo +
DisdOlis venosa +
Morehella eonieolK +
MOI'ehella al/.':usliceps US3 +
MOIt:heffll es(.'utellla AD + +
Morr.:heffo es(.'ufellta BO +
Morelrella es(.'u/enta A7 +
Morehella es(.'ulenta B7 +
Morchella es(.·u/enta AOBO +
Morche!!a eseutellla AOA7 +
Morehelfa eseu/enta AOB7 <---- ._-->
Morclrelfa esel/fenlll BOA7 +
Morchello eseu/ellla BOB7 +
MOI'Cheffa es{.'//femo A7B7 +

(iv) detoxificmion enzymes, such as superoxide dismutase (SOD,
EC 1.15.1.1).

Enzyme extraction
Ail extraction steps were carriecl out at 4°C. Hurvested myceJia were
ground wilh sand in a prechil1ed mortar in the presence of cold 50 mM
Tris-HCl buffer (pH 7.6) supplemented with 10 mM sodium gluta­
mate, 5 mM MgS04 • 7H20, 2 mM EDTA. 10% v/v glycerol, 2% w/v
polyvinylpyrrolidone (PVP), 10% w/w polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP), and 14 mM 2-mercaptoethanol (Brun et al. 1992). The
extraction ralio belween buffer and fungal material was 10 jJ.L· mg
fresh weight- t. Afler centrifugation at 13 500 x g for 30 min, the
supernatant constituted the crude extract, which was used for
electrophore.~is. Crude extracts were stored at -75°C until electro­
phorelic analysis withoutloss of activity.

Electrophoresis
Enzymes were separated by electrophoresis under nondenaturing
conditions in venica! 6% polyacrylamide slab gels (8 x 10 cm)
according ta Laemmli (!970) with an dectrode buffer(pH 8.3) con­
taining 6.8 mM Tris-Hel and 129 mM glycine. Electrophoresis was
perfonned at 180 V. For nondenaluring gradient polyacrylamide gel

57

electrophoresis (PAGE). the electrode buffer (pH 8.4) col11aîned
90 mM Tris-HCl, 80 mM boric acid, and 2.5 mM EDTA (Bollon :lnd
ChalO! 1991).

Staining of enzyme activities on gels
The enzyme-specific reaction mixtures conlaining substrales. dyes.
and catalyst, as indicated by Pasteur et al. (1987), ChalO! et al. (1990),
Brun et al. (1992), and Aguslian et al. (1994), are listed in Table 2. The
relative electrophoretîc mobilifies (Rr) were calculated between the
bromophenol blue dye front and the bllnds of enzyme aClivity.
lsozymes, expressed as individualllnd reproducibly detecled bands in
the gels, were numbered sequenlially from unode 10 cathode.

Data analysis
Al! gels were scanned and stored as TIFF (tagged-image file format)
files and Rr values were determîned usîng WinCllm 2.0 (Cybertech,
Berlin, Germany) on a PC work station. Phylogenetic information was
inferred from Ihe Rf value llnalysîs. Dendrograms were construcled
using the unweighled paired-group method of analysis (UGPMA) of
Sneath and SakaI (1973) with WinCam 2.0. after establishing a
Pearson 's correlation matrix.

Results

Isozyme banding patterns
In ail samples, OS isozyme activity was expressed as a single
band (Rf 0.17) (not shown), which did not allow any discrimi­
nation. In contrast, the seven other investigated enzymes
exhibited isozyme polymorphisms (Tables 3-9). Ali isolates
were characterized by one or several well-defined migration
bands, except for SOD, GADP, and NAD-ODH, for which no
aClivity was detected for sorne strains (Tables 3, 6, and 7). In
two cases. NADP·GDH of Morchella esculellla AOB7
(Table 4) and NAD-GDH ofGyromitra esculenta (Table 7), the
activity was revealed as a large band of indeterminable length
(dashed arrows).

The seven polymorphie enzymes had different discrimina­
tion potentials. The highest differentiations were obtained with
the MDH (Table 8) and the AAT (Table 9 and Fig. 1), which
allowed discrimination of 10 and 7 different banding patterns,
respectively. Six groups were distinguished with the GAPD
banding patlems (Table 6), whereas the respective isozyme
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Table 6. GAPD activily Rf values.

R, +

Slrains 0.34 0.36 0.65 0.74 0.76 0.81 0.86

Gyromitra escu/enla +
DisciOlis 'w!Ilosa No revenle<! activity
Morcl1ella conicoil + +
Morchella angus/jeeps US3 No revenled activity
Morche/la esculel1lo AG No revealed activity
Morchella esculel1la BD + +
Morc;hella esculento A7 + +
Morchella escu{enta 87 + +
MOl'chella escu/enla AQBO No revealed activilY
Molt"hello eswlema AGA7 + +
MOl'chello eSCillemo ADS7 +
Morchclla eSt'u/ell/o BOA7 + +
Morchella eSClilemo B087 + +
Morchella escu/l'llla A787 + +

Table 7. NAO-GDH aClivily Rf values.
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Strains

Gyromitre ('sel/fenlo
Disciotis l'el/osa
Morchella c(Jni("al~

Mon:hella angus/ifel'S US3
Morchella esculelllo AD
Morchefla esculellw BO
Morchelfo esm/el1la A7
Mordlelfo escl/lel1w B7
Mordle/lo esculel1lo AOBO
Morche/lo esell/el1!o AOA7
Mon.:he/lo esclllel1la AOB7
Morc·Ju.'!/a esclI/el1la BOA7
Morchella esclllellla BOB7
Morchella esrulewa A7B7

R,

0.16 0.31 0.34 0.37 0.38 0.39

<0.0- ---->
+
+ +

+
+

+
+

+
No revealed activÎIY

+
+
+
+

Table 8. MDH actillilY Rf lIalues.

R,

Slrnins 0.21 0.27 0.28 0.33 0.36 0.37 0.38 0.39 0.42 0.45 0.46 0.50 0.78

G)'mmill"o esrlliellfo + +
DisciOlis l'e/rosa + +
MOIl:llella conimls +
MOI'chella angllslicel's US3 + + +
Morchello eSCIi/elllo AO + + +
Morcllella eSClI/(,1l1a BO + + +
Morchella esmfel1la A7 + +
MO/"Chella escl/lellla B7 + + +
Morc:llello esel//enta AOBO +
Man'hella esclI/ellla AOA7 + +
Morchella ('scillewo AOB7 +
Morchella esmlema BOA7 + + +
MOl"che/la esclilellfa BOB7 + + +
Mon'hella escl/lel1la A7B7 + + +
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Wipfelal.

Fig. 1. Nalive gradicl1l PAGE go::l elct:lrophoresis or Ai'l.f cxlral:led t'rom lhe sludied rllngal isolulcs.
Eadl wcll was loaded with abOUl40 lJ.g of proleins (erude eXlrael). Lane l, Gymll/i/I'CI esel//t'II/a:

lunes 2--+, Morel/d/a "SCII/t'II/CI A7137. A~BO. and 130. respeclively: lane 5,1'v/orell,'II" COl/ir'C/IS;

lancs Ci-14. Morclll'I/(/ t',\'('/t/el//(/ 130137, 137, AOB7, 130, AOBO. AOA7, All, A7. and AO+A7.
rcspel:livcly: lane 15 Di.l·dllli.l· \'t'I/O.W: lane 16, Morellello al/gll.I'/ieeps US3.

823

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

nlhlc 9. /\1\'1' al:(ivilY NI' values,

NI'-----
Sintins 0.39 (JAO 0.-+4 0.52 0.:)3 0.5Ci O.51l

r;yrflll/ilrO ('S('II/(,IIIO +
')isdll/i,\' "('//I/S(/ +
'v/orl'I/el/a ('fIIlir'(fIX +- +
'v/ordlella c//Iglls/il'l'I',\' US:! +
\!I1I1'('IIc1/o eS('III"1I/1I AO +-
'vlol'I'/il'II(/ eSI'III('1I/1I 130 +
\1{01'l 'II "'/(/ C'.I'('I//el/Ia 1\7 +
II/ol'elwllo (',\'C'IIIt'II/(/ 13 7 +
II/III'I'/i('lIo (,,\'('/11('11/(/ A0130 -1-

II/m'('//('IIII 1',1'('1111'///11 AOA 7 +
IIIl/l'elu'lIa C'.I'(·II/('II/II AOI37 +
v/m'I'II('lIo esm/(,II/({ BOA 7 +
1{//Irllellll "S('II/I'II/(/ 130137 +
1/mrl,('lIa (',\'C'II/ClIlo A713 7 +
1/01'1'//(,11(/ ('.1'1'///1'///(/ /\0 +-

M 01'1'1/(,1111 C',\'c'I//el//({ A7 +- +

.ctlvilles of NADI)-GDI-I, GPI, ami AD-GDH led to the
eparaliun or live t1ilrercnt slrain groups (Tables 4, 5. and 7 and
:ig. 2). Th~SOD activily allowed discrimination ol'f'uur groups
Table 3),

>iscriminatiun matl'ix and c1ustel' analy. i.
'he discriminai ion l11alrix (Fig. 3). sllmmarizing the banding
aUerns or ail invesligatcd enzymes, allowed separaling lhe
4 swdied slrains. This matrix also provided an overvicw on
le phylogenelic relalionships bctween thc invesligatecl slrains.
s dislanl samples appearecl 10 be discriminated by a higher
umber 01' enzymes. N~venhdess. this discrimination was not
~Iiable within Ihe samples 01' lV/ol'e/lella e.I'l:II/ell((f.
Cluster analysis based on Ihe similarity indices l'or GS. GP!.

'!DI-! and AAT (c1etccted in ail slrains) also allowed a clear
istinetion 01' the samples (Figs. 4 and 5). This ~Iucly, l'rom
'hich Gl'l'Ol'IIill'{/ was cxcluded, clearly separalcd Di.l'ciOlis

'0111 ilI/o;'clr l'lia , Wilhin t!lis later genus, ail strains were distin­
lIishablc. I-!owever. the phylogenetit: relatiunships wcre nUl
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reflccted by Ihe d~gree of polymorphism. The separation 01'
bOlh black morels tv/ol'clrella (:ollic:CI and ill/ore/leI/CI CllIg/l,\'­
liceps and the relalions!lip be[wcen monusporal parents and
heterokaryolls in lhe )0 strains 01' yellaw mords were nul
reflecled adeqllately by cl lister <Inalysis.

Discussion

Under our experimenlal condilions, an inlerpretable isozyme
pallern was oblained in mos! cases for lhe cighl selccted
enzymes, With other enzymes for which the results are nol
presenred here, Ihe reslills were eilher negalive (glucose-Cl­
phosphate dehyclrogcnase. EC 1.1.1.49; NADP-isocitrate
dehydrogenase, EC 1,1.1.42; NAD-isocitrate dehyclrogcnasc,
EC 1.1.1.41; phosphogluconate dchyclrogcnase. EC 1.1.1.43)
ordil'l'icuillo inlerprcl owing to the wcak inlcnsity orthe bands
(c1iaphorase EC I.~. 1.4; l'ul11arasc, EC 4.2.1.2; pyruval'c
kinase. EC 2.7.1.40), This siluation is consistent with the
rcsulls abtained far morels by Kulkarni and I{amerath (1989)
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I;jg. 2. Ullirllfm (6%) PAGE urOPI cxtrac[cd f"romlhc siudicd rungal isolalc.~. Each weil was
loadcd with ahulii 40 jJ..~ or prolcillS (cnide cxtnlc1). Lane l, Gymll/;/I'I/ ('Je/iI/'lIIa: hlilCS 2-6,
Mori"/wl/tl ".rf"ll!l'II/a AU. AnA7. A7. A0130. :md AOB7. rcspcclivcly; [ane 7. M(Jr('hr/l1/ ('(//limlx;
lano,: ~. lJi.n";mis \'('//(I.WI: lanes l)~l J. MO/du'lIa (',I"nI/l'II/CI BO. 130137. 137. A7137. antl A7130.
rcspcclivcly: [ane )4. Mllrr'!wl/a 1/1I.~u'\·IÙ·"fJ.l'US].

Cano J. MicrobioL Vol. 42, 1996

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

and YOOl1 ct al.lI9t)O) or ror olher f"lIJ1gi by Dupré cl al. (199:\).
The IWO cullut\:: condilions (liquid or solie! mediulll). which
dclcnnillc impol'1:ull dcvelopmClllal cvcnls in more! myceJia
(Busco! 191-:7), 1l;\t1no Îllllucm,:c 011 Ihe band pal1crns of Ihe
illvc.~lig:l1C(1 slrains.

The {Icgrcc or <liscrimÎllalion or Ihe eighl sdCClcJ enzymes
was v;u"iablc. Fur illslill1œ. OS aClivilY dît! nol permil allY
{Iiscrimimllion al aIl. whcrc;ls MDI-! aClivilY ;ll1owed discrimi­
nai ion or 1(l gml1p.~ alllllng lhe 14 slrains .~ludicd in lhe presenl
o..:xperill1ents.

AI Ihe gelllls Ievel. lhe I"our enzymes SaD. NAO-GDH,
MDH. and AAT allowed discriminai ion belween lJi.l"c/o/is and
Mordlt'lfrl. Thb cou Id nol Ile verÎlïed inlhe cnsc or Ihe GAPD
for \\Ihich 1111 ilClivilY W;IS observe<] in f)i.\"I"iOli.~.

AI lhe spccics levcl. GAPO. MDI-!. AAT, ilnd NAD-GDH
cou Id dislinguish MOl"rl/dla nmim I"mm a group illtluding
N/ol"cll/'lla II/Ig/lslù'ef'.\' and MlJrcl/('lf({ (',I·("I/Ii'lIIa. Discrimina­
lion helweclllhe IWO Inller spcl.:ies was achieved by allaly.sillg
Ihe pnlYlllorphisll1 or GPI. NADP-GDH, ancl AAT. Sill1ilar
dist"rimillnliol1 of North American morel species WilS achievcd
L1sing NAD-GDH an(] GPI by KulkarnÎ ami K,1Il1eralh (Il)X9).

Anillysis or Ihe I\:.~peelive polymorphi,sm of OPI. MDI-!,
GAPD. SOO. AAT. and Ihe IWO GOHs wns neccs.sary ln allow
sep,\nllion 01" ,i11 slrains or Mmdll'I/a 1',I"I'ldl'll/a. Among lhesc
enzymes. only GPI allowed characlerizillion 01" Ihe IWO asco­
Hwla I"rom which Ihe 1l10nosporal slrains A 7 and B7 and AO and
BU were ohlaÎIK:<!. rcspeclivcly (,sec Table 1). Nevenhdess, Ihe
validilY of Ihis discriminnlion is debaliLllle hec,lUse Ihe helero­
karyon AOBO had lhe s,lIne Rr value as A 7 nnd 137 101' Ihis
enzyme. PolymOl"phislll orlhe MD!'! enzymc has been c1emon­
slrated 10 l'le ,uleqtl;IlC I"or separaling isol<lles or Tl'ic/lfl,11J{}/'O/l
hC'ige/ii (Kemker el ,d, 1991), Howcvcr. il t1id nol .. Ilow intel'­
spccil'ic <liscl'iminiliion in S/liflu.~ (Keller 1')92), [nlhe presenl
sludy, lhis cnzyme appe;lrcd 10 o]Ter Ihe highesl resolulion,
<lisIÎngui.~hingsevell gl'OUpS within lhe 10 slruÎn.s or MOI"('lœlfa
l',w'//Iell/o, Five of lhese seven groups conwlned only one slrain.
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The migraI ion pallerns of lhis enzyme pcrmille{1 t1irrerenlialion
belwcen ail prcslll11ed helerok;ll'yons ilnd lhcir l'especlÎvc par­
enls. Tngclber wilh lhosc of Rous and Lubarerc (191.)0), who
chnraclcrized dikaryol ic .~lriliIiS in Agwif'//.I' hi/m1{lIis by anilly­
sis of Ihe polymorphislll of alcohol dehydl'O!;tcllnsc (EC
1,1,1,1), lhe.~e resulls demonslrale Ihal isozYl11e an,dy,~es arc
,Sil il able for characlerizalioll or hClerok'lI'ytJns.

[nlhe c1ll.~ler annlysis based on Ihe similnrilY Întlex or fOLir
enzymes (Fig. 5), lhe perccnlage of' [>olymorphi.~l1l wilhin Ihe
inve.~lig'llcd MOI"c:/ll'ffac:eol' nmged I"rom 110 XOI!f,. Yoon cl al.
(1990) rcporled 50% 01' polymorphism and Royse and May
(1990) l'Cpmted RO% 01" polymorphisll1 in mord species and
geographiciLl populUliolls wilb [2 and 16 enzymes, respec­
livcly. In a serological comp<lrÎson, Morf'f/{'If" l'.I'CI/It'I/Ia and
Mi/m/"IOI"{/ .Wllli/ihe/"{/ exhibiled ,L polymorphism of 27%
(Jung cl al. 19(1), PCR-RFLP :lnaly,ses of Ihc 2XS ribosomal
RNA gene of difl"erel11 Mord/el/ar'l'ae rcvcaled a polYl1lor­
phisl11 r,ll1ging 1"1'0111 0.5 10 1.5 % (Bullyard Cl al. 19tJ5). Il1ve,~­

ligalions 0111110l"cl DNA wcrc 'll.~[) pcrronllccl wilh polymcl'ilsc
chain renclioll - reslriclioll I"ragmenl lenglh. polYll1orphism
(PCR-RFLP) of lhe ribosoll1,d ONA spucers and wilh mil.:1'll­
salellile-prime<1 PCR (Buscal cl al. IlJ%). Cluslef al1alysis or
resulls oblail1cd wilh lhe [uller lechnique shllwed ,1 polymor­
phi,sm ranging from 2% bclween monospnral ,slrain.~ of lhe
sal11e ascoma to 20% allhe gCl1us level (F. Buseol and D. Wipr.
ul1lltlblÎshed dilla), Gessner (1995) ell1ph'I.~ized Ihe difrcully 10
il11provc syslemalics or geographic and phenolypic vari:lliuns
in mords wilh lhese dilTerenl sources or poIYl1lorphi.~I11.

The presenl sludy dCl1lonslr<lIc-~ Ih,ll lhe l1igh enzyme poly­
morphÎsm allowc<] dislinguishing slrains Wilhoul <lny <lmbigu­
ilY in ;lgreeme111 with previou,~ work.~ (Gessner Cl al. 1t)S7;
Yoon el al. 191.)0: Roy.se ,me! May 1990).111 pllrlicul'lr. il was
llsel"ul 10 colllïrm lhe helcrokaryolic l1allll"e of lhe CllIl\ll"CS
is.~ued l'rom nonsell" conl"rol11aliol1,~ 01" mOl1ospOl'al isolales
(BUSl.:OI 19<.)1). Howcver, Ihis polymorphism 0111 y corroborales
Ihe phylogeny of lhe inveslîgaled slrains al high laxonomieul



Fig. 3. Isozymes allowing discrimination of lhe studied strains. Absence of aClivîty found with SOD (CoI8). GAPD (Di. US3, AO, and AOBO), NAO-GDH (AOBO), as weil as diffuse
banding panems ellhibited by NADP-GOH (AOS?) and NAO-GOH (gyro). were not included as resulls 10 construct lhis matrill, NAOP-GOH and NAD-GOH are abbreviated as GDHI
and GOli2, respectivel)'.

MOHlld/a
Uc~/cnla

AO
MOHIle/la
uClllu./a "0",o.OA7 MT
Morc1le1l4

,
uell/f"'4 G" G""D" "0",o.OBO MT
Marclld/ ..
cJe,ûcnt4 GAPO G"

oom MOH GDlll MDII MD"..\087 AAT AAT
Morellell ..
ue,ûe.. 'a G" GPI OAPO OPi OAPO

"0" "0" MD" GOHl MOHA' MT MT
More/relia
cu,,/fn/a G" OPi GAPO GPI OAPO GMD

G"'" """ GOH2 MDH MD" "OH OOll2MDH,0.787 MT MT
MaHhcll4
cUlllen/a ""'0 G" GAPO GPI GAPO G"

GOHl MDH GOH2 MDH >IDH GOHl MDH GDH2 MOt! 00H2
BO AAT MT

MOHhcll" OU"' ~:$6 MJ[)G~ril sogA~t1l
, ,

CJCII/ul/a GPI OAPO G"
00112 MDH GOHl MDH MOt! "OH ODH2MOH GOHl Moo

80A7 AAT MT
Morchûla UU"' ~P~ G~O

OU",

c.clI/ul/a GAPO OPI OAPO G"
00112 MOH GOH2 MDH """ "0" 00H2 MOH OOH2 Moo

8G87 MT MT
MOHIlÛ/" l ""'....Opt'ru GPIO~ G~~O

>uu
~~ 1 :>uuO~lunl ~~<:$CIIIC"'" GPlOAPO

OOHl MO\i oolll MDII "OH MDli GOH2 MOO "OH GOll2 MDH "OH

" AAT MT MT MT MT AAT A!\T AAT AAT
MOHhcl/ .. ,

con"c .. G" OPI OAPO G" OPI GAPO OPI OAPO GPT GAPD GPI OAPO GPI GAPO GPI OAPO OPI OAPD
GOHl MDII 00H2 MDII MD" GDHl MOII GOHl MDH GOHl MDII GOHZ MOO COHl ).lOH OOHl MOH GOiU ).lOH

CoIS MT AAT AAT MT AAT MT MT AAT MT MT
DilCio'i.

, , , , , , , , , ,
G" G" G" G" G" G" G" G" G" G" G"pcno.a COIil MOH GOH2 MDII GOin MDH GOH2 MDH GOH2 MOt! OOH2 MDII ODlll MOO GOHl MDII GOH2 MOO COH2 MOH GOH2 MDII0' MT AAT MT MT AAT MT MT MT MT AAT AAT

MOJ"ChcU.. ug;1 1 (jgp~1 SOUâFI 1 SOUG~Il)tll
, ,

ligp~1 ligp~l lig;1 1 SUllO~~nl lig;:l WU

.. ngll""cep. G" G"
COHl MDII 00H2 MDH MDH "OH 00112 MOO ODiU MDII "OH 00H2 MDII COHl MDII

US> MT MT AAT MT MT AAT MT MT AAT AAT MT MT
Gyramitr .. ~~l)t11

1 ~~ ci'~tbl SOl)G~t11 1 ~u~ ci'~tC: i ~W ci'':;C: ~~ ci'~P~ ~~~c: ~~ ci'~P~ 1 ~~~~~I 1 ~p~ ci'~:ij Op~~~~ 1 SUl)G;;;Utl, 1 SUUO;;;Utll
CHlllcn/a

"OH "OH """ >ID" "0" "0" MD" MD" MDH MDII "OH MD" "OH
Gy,o MT AAT MT AAT MT AAT MT MT MT 'AT MT MT MT

AO ,o.OA7 A080 A087 A7 ,0.787 BO BOA7 B081 " ÇoU 0' US> Gyro-
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Fig. 4. Dislance malrix calculated by Pearson 's correlation and based on banding patterns for enzymes [hal appcared in nll sirains, i.e., as,
OPI, MDH, and AAT.

AO

AOA7 "
AODO lB 44

A087 33 60 14

A7 14 " '1 46

A7B' 10 lB 29 44 "
00 26 " 18 '1 " '1

nOA7 29 53 18 '1 30 84 "
BOU1 23 SI l' " 30 88 72 97

87 11 31 34 26 3S " 71 " 46

Coll " 20 " 3S J<) 14 27 20 14 "
Dl 12 IS l' '1 3S 13 13 l' 12 l' 22

USJ , l' l' 23 1. 67 38 66 67 " 10 28

AO AOA7 AODO A087 A7 .40787 HO BOA7 n087 B7 CoU Di USJ 1

Fig. s. PhylogCllClic l'clntionships of the MOl"chelloc:eae. The
phylogenetic lree is based on data shown in Fig. 4 and wus
conslrucled using the UPGMA method (Snealh and SakaI
1973), wilhilllhe computer prograrn WinCarn 2.0.

Simllarfly Index (%l

100 90 80 70 00 50 ., J<) 20

US)
1

00B7 ---.
"1BOA7---!1~ 1

A7B7
, ","' " l "," 1AOB'

"1".400.407
,,~

l ""MUO , Il0'" ;,
AO

1Di

levels (genus or family). The impossibililY to separale ade­
qumeiy bath invesligated black morels Morchefla conica
(CoIS) and MOI'chella allgllsriceps (US3) from the mains of
Morchella esculewa (yellow morel) by isozyme pattern might
be due to the respective geographical origin of the samples,
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although their discrimination with PCR was more in accord­
ance with the morel systematics (Buscot et al. 1996). Similarly,
discrimination malrix and cluster analysis of the isozymes did
not retlect the relalionship between the monosporal parents of
Morchella esculenta and the product of their dual confronta­
tions, which could be better assessed with the microsatellite­
primed peR (F. Buscot and O. Wipf, unpublished data).

The present study confinns the findings that morels can
exhibit higher isozyme variations at intraspecific than at inter­
specific level. Therefore, isozymes patlems should be used
with caution when trying to improve systematics of the genus
Morehella. This is illustrated by {he fact thm isozyme analyses
have led to 'consider Morehelfa escu/eflla and Morehello del;­
ciosa as separated species (Gessner et al. 1987) and later as
beingconspecific (Yoon et aL 1990). On the other hand, similar
discrepancies are observed in cJusters established on the basis
of restriction analyses of the 28S ribosomal RNA in MOI'Chel·
laceae (Bunyard et al. 1994, 1995). In a recenl review of the
different analyses performed on North American morels,
Gessner (1995) suggested that only few species with consider­
able phenotypic variations exist in morels. These variations are
to relate to the high ecophysiological plasticity exhibited by the
fungus under laboratory (Bu scot 1993) and field (Buscot 1992)
conditions. The queslion arises whether the species concept of
the genus Mon.:hella is questionable as suggested by Berthet



Wipf el al.

(1964) or whether polymorphie markers suitable for improving
morel systematics remain 10 he discovered.
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5.1 PCR des microsatellites et polymorphisme de "ADN,

Publication n Q3

DNA polymorphism in morels: PCRIRFLP analysis of the ribosomaL DNA

spacers and mÎcrosatellite-primed peRo

Buscot, F., D. Wipf, C. Di BUI/ista, J.c. Munch, B. Botton & F. Martin (1996)

MycologicalResearch 100, 63-71

Ce travail constitue une deuxième étape dans le développement d'un outil moléculaire

permeuantde préciser la systématique et la notion d'espèce chez les morilles et d'assurer le

suivi des populations de noyaux dans des mycéliums hétérocaryotiques obtenus

expérimentaJement. En complément de l'étude précédente, le travail a cette fois porté sur la

caractérisation du polymorphisme de l'ADN sur un ensemble de souches plus important

(Publicalion 3, Tab. 1).

Sur ce matériel, deux types dl! PCR de sensibilité différente ont été pmtiquées:

(i) PCR des régions ITS (Internai Transcribed Spacer) et IGS (Intergenic

Spacer) de l'ADN ribosomal, couplée à des restrictions enzymatiques(RFLP);

(ii) PCR aléatoire avec les amorces complémentaires des séquences satellites

(OACA), el (OTO),.

Alors que l'amplification correcte de la région IGS n'a été possible que chez les

morilles jaunes M. esculenta et M. crassipes ainsi que chez Disciotis venosa, celle de la

région ITS a été obtenue pour l'ensemble des souches étudiées. La combinaison de l'analyse

de la longueur des amplifiats de l'ITS et des fragments obtenus après sa restriction par Eeo

RI/Rsa 1a pennis de séparer la quasi totalité des taxons étudiés. Seules Morehella eseulenta

et M. erassipes au sein des morilles jaunes, ainsi que M. coniea et M. angusticeps chez les

morilles noires 0 'oot pu être séparées. La différence de longueur de la région ITS entre ces

deux groupes d'espèce du genre Marchella (environ 400 pb) doit être soulignée. Pour la

PCR aléatoire, seule l'amorce(GTG)s a conduit à une amplification satisfaisante. Les profils

électrophorétiques d'environ 25 bandes ont permis la discrimination de toutes les espèces

étudiées et, chez M. eseulenta, de séparer une souche américaine des souches européennes.

Par contre, le polymorphisme observé s'est révélé insuffisant pour caractériser les différents

hétérocaryons de M. eseulenta.

Au total, aucune des techniques PCR utilisées ne s'est avérée aussi discriminante que

les analyses isoenzymatiques pour caractériser les souches. Néanmoins, le polymorphisme

de la région ITS est apparu comme adapté à l'étude de la systématique des morchellacées.

Les quelques cas ambigus cités plus haut illustrent la difficulté de définir une notion d'espèce

au sein du genre Marche/la.
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DNA polymorphism in morels: PCR/RFLP analysis of the
ribosomal DNA spacers and microsatellite-primed PCR

FRANCOIS BUSCOT", DANIEL WIPFl
, CELINE DI BATTlSTA" JEAN-CHARLES MUNCH',

BERNARD BOTTON l AND FRANCIS MARTIN'

63

\1115/i/lI/ flir Bodmbi%git, Bunats{orscJllmgsal15!lllf fur umawir/xhllf/, Bunatsal/u 50. D-3B1I6 Braul1xhwtig. Gtfll,"ny
:! UI1I'(,trsi/i Hmri Poincllri, Lnboraloirt d~ Biologit Fortsh'trt. Ullili dt Physiologit Mycorhizimltt, BP 239, F·54506, Vllltdotllvrt./ts-Nnltcy, Frll/ret
3Eijllipt dt Miuobiologit Fomlitrt, lltsli/14f Nllliol1lll dt III Rtchm:ht /lgronomiqllt. (m/rt dt Rtchuchts dt Nll/rey, F·54280. C11Il11ll'mollx, Franct

As a parl of investigations on heterokaryon formation in morels, a characterizatlon of ONA polymorphism wilhin lhis fungal group
was attempted. In order to assess which discrimination level is necessary to trace nucleus populations in heterokaryons, but also in
the context of the debatable speeies definition in morels. different taxa and slrain lypes {monosporal and helerokaryonsl were
analysed with two polymerase chain readion (PCRl techniques of distinct sensitivity: (il PCR of the inlernai transcribea spacer (ITS]
ana the intergenic spacer (lCS) of the ribosomal nuclear ONA coupled with restriction fragment length polymorphism (RFl.Pl
analysis, (ii) microsalellite-primed PCR. The ITS ana IGS PCRjRFLP appeared at firsl to be adequate to assess morel systematics.
The microsatellite-primed FCR with the primer (GTGl5 revealed. however. that morels exhibit less intraspedfic DNA polymorphism
than other ascomycetes. Base<! upon these results. Iwo strategies for invesligating somalic slrain interactions wilhin morels using
ONA analyses are proposecl.

Morels grow under a wide range of natural or man made
conditions which can he dassified into two distinct ecological
strategies: (i) ephemeral. saprotrophic fungi on recently
disturbed soils characterised by a high nutrient avaiJability and
a low competition pressure; (H) perennial mutualistic fungi in
stabîlized ecosystems with high competition for nutrienls
(Buscot, 1992). This ecologieal plasticity is uncommon in
ascomycetes but l'lot unusual within the highly evolved order
of the Pezizales to which morels belong (Pelersen, 1985). lt
coincides wilh their coenocytie nature (Berthet, 1964). and with
polyploidy (Weber &:: Bresinsky, 1992), two features that
poody compensate the genetic disadvantage of the mono­
karyotie state in which ascomyceles undergo the greatest part

of their life cycle.
Rayner (1991) has discussed another Frequent strategy for

reinforcing genetic potential in ascomycetes and basidio­
mycetes. This consists of pooling nuclei of different strains in
a heterokaryotic mycelium after fonnation of vegetative
anastomoses. Such somatie interactions have been described in
morels by Volk &:: Leonard (1989), who obtained hetero­
karyotic mycelia with reduced growth potential by non-self
confrontation of monosporal strains. Buscot (1993) showed

that if such confrontations are perfonned on nitrogen deficienl
media, homogeneous and vigorously growing colonies with
reinforced morphological potential develop. Studies of the

. Corresponding .ulhor.
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isoenzymatic pattern of such colonies indiealed their hetero­
karyotic nature(Wipf, personal communication). Buscot (1992)
hypothesized that the duality of myœHal interactions in
morels accarding to the nutritive context could be related to

their two distinct ecological strategies in nature.
Further investigations of somatie mycelia! interactions in

morels require a diagnostie tool which enables characterizalion
of monosporai strains and to survey the populations of nuclei
in heterokaryons. For this purpose, characterization of nuclear
DNA itself is necessary. However, a prerequisite to this is the
evaluation of DNA polymorphism in morels through screening
several taxa by methods with different sensitivity. This

preliminary is justified because DNA polymorphism in morels

was only investigafed on the 28S ribosomal RNA gene of few
species (Bunyard, Nicholson &:: Royse, 1994). Furthermore,

species definition in morels is controversial (Berthet, 1964;
Bresinsky. Glaser &:: Stang!. 1972; Kort 1973).

The polymerase chain reaction (PCR) (Saiki tf al.. 1988)

coupled to restriction fragment length polymorphism analysis
(RFLP) is now widely used in fungal taxonomy (White tf al..
1990; Bruns, White &:: Taylor. 1991) and is currently used to
identify ectomycorrhizal species in both ascomycetes and
basidiomycetes (Cardes tI al., 1991; Henrion. Le Tacon &::
Martin, 1992; Henrion. Chevalier &:: Martin, 1994). In this
method, PCR primers based on conserved regions of ribosomal
DNA (rONA) are used to amplify two highly polymorphie
non-cading regions, the internai transcribed {ITSl and the

intergenic (ICS) spacers.
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Table 1. Nalure and gwgraphical origin of lhe mycelial isolales
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Species (no. of slrains)

Monosporal slrains
Milropho'" MmUibt", 1 (I)

Milroplwra Mmi/ibt", 2 (I)

Gy,omilm <SCf<!,,,la (I)

V",.. "",im (t)

Morelltlla ts€~ltIlla" (2)

Polysporal strains
DisâiNis tltllOSll {l}

Ml/I'Chelltl ","/en,. (1)
Morel"ll" COli/ra" (1)

M"reh,IJ" allsmliCtJlS
fungi perfecti U,S.A. (1)

Morehûln ",,,I,"ln
ATCC 32?8S (I)

Morelttlla nIlgustiCtJlS
PennStale 198 (1)

Mo,(/ttlln em"ipn
ATCC Bl?? (1)

Morel..lln ","llOl"., (l)

Helerouryolk strains'

Inlracarpk (l)

Intelcarpic (4)

Origin

SeMntal A,chha~sen. Baden.Würtlemberg (Germany)

Weimn,. Thüringen (Germany)

Rhinau. MiddleAlsace (France)

Schônlal Aschhausen. Baden·Württemberg (Germony)
OffendOif NOlthem·Alsace (France)

K'eu~ingen Weiswtil Baden·Württemberg (Gennony)

Beendorf. Sachsen Anhall (Germany)

Norlhern Israel

Tel Aviv (Isr.el)

(USA)

(USA)

British Columbia (Canada)

(USA)

Offendorf. Northem.Alsace (fronce)

Abbrevialion

Mil
Mi2

G,
V.
A?

B7
AO

Ba

D'
Col6

Col8
AnUS

MoUS

AnCan

CrUS

Mo24,

MB?

A'Ba
MBO &. MAO

B?AO &< B?BO

• Pairing of mono,poral slrains of Mo"htll" ,,,,,I,"ln,, wllh M. ",,,I,,,'a... The ~Isl column re/ers to the pairing type (no. of 'lrains).

PCR wilh single primers of arbitrary sequence allows
analysis of polymorphism on the whole genomic DNA in
absence of information on nucleotide sequences (Welsh &

McClelland, 1990). This method. called random amplification
of polymorphie DNA markers (RAPD) or PCR·fingerprinling
is adequate for investigations at the intraspecific leveL but
requires careful optimizarion (Growhurst el al" 1991). A more
reproducîble PCR·fingerprinting technique uses single primers
which were originally designed as hybridization probes for
detection of mini· or microsatel!ite DNA in conventional
DNA fingerprinting in order to amplify different sedors of the
ONA of eukaryotes (Meyer el a/" 1992; Schônian el al., 1993).
Complementary sites for the oligonucleotides {GACA)4 and
(GTG)~ could be detected in fungi (Meyer el al., 1992; Costa
& Marlin, 1995).

The present work constitutes a preliminary step towards
future detailed studies on behaviour of populations of nuclei
in heterokaryotic mycelia in morels. Ils aim was to achieve a
first evaluation of DNA polymorphism in this group by
screening different taxa and types of isolates with PCR·
methods of distinct sensitivity (i) PCR/RFLP of the ITS and
IGS regions. {îî) microsatellite primed.PCR with the single
primers (GTG)~ and {GACA)4'

MATERIAlS AND METHOOS

FlI1rga/ iso/afes

The investigated taxa were Gyromitra esewlenfa (Pers,; Fr.)
Fr. (HelveHaceae) and 0sâalis l.'enosa (Pers.; Fr.) Boud., Verpa
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coniea (O. F. MülL; Fr.) Swartz., Milrophara semilibertl (DC.; Fr.)
lêv., MarcheUa conica Pers., Marchella angus/iceps (Peck)
Baud., Morchella esculenfa (L.; Fr.) Pers., MorcheUa crassipes
(Krombh.) Boud. (Morchellaceae). The geographic origin and
the nature of the analysed material (monosporal. polysporal
and heterokaryotic isolates) are Iisted in Table 1. AH isolates
were derived from spore germinations as described by Buscot
(1993). The heterokaryons were obtained by pairing mono­
spore isolates of the same (intracarpic) or of different
(inlercarpic) ascomata of M. esculenfa on a nitrogen·deficient
medium stabilising the crossings (Buscot, 1993),

Culfure of tlle sfrains and DNA extraction

The strains were cultivated for 4-5 d in darkness, at 25 0(,

under vigorous agitation, in 500 ml Erlenmeyer Rasks
containing 100 ml of a malt extract (10 g 1-1) glucose (5 g 1-')
liquid medium. The mycelial pellets were harvested by
filtration, washed twice with sterile distil1ed water and
immediately analysed.

Total DNA was ex!racted from a few mg of fresh material
according to the procedure of Henrion tf al. (1994),
resuspended in 50 \.lg of 10 mM·Tris-HCI buffer (pH) con­
taining 2'5 mM EOTA and slored at 4° until use.

PCR mnplificafio/l a/ld RFLP alw/ysis of fhe lYS alld

IGS regiolls

The sequence of the oligonucleotide primers used to amplify
the ITS and the IGS regions of the rONA have been described
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Fig. 1. Ag~rosc c1cctrohoresis gel of the rDNA sp~cer ITS of di(fcrcnt Hclvellncenc ,md Morchcllnceilc. C. wnlrol; M, fr,lgmcnl sizc

nl.lrkcrs (lPXI7-1 digestcd by Hile Ill); l, Gy1lJmi/rll otu/rIII,,; 2, Ver}/<! c,,'lic,,; J & I.!. M"n:Ir~I/" esculmll, Mo.!"; J', Mj/n'p/mm

.~Ulilibem 1; -1. Di:.â,,/is O<'.IfI.<,,: 5, M""lidl" ,·..",icI' •• ; 6, /VI. •mlir"l"; 7 $< Il. Murcltel/II 'lIIgus/i.e/1S AnUS; ~. M...""u/m/" MoUS; 9. M.
'U1SIlS/i<l~11S 1\1lC.1I1; 10, M,Jre/ldl" (rtIS5i~: [J-'!'!. /VI. (Seu/rll/'l ([J. 1\7; 14.67: 15. AO: [6.00: 17. A7B7; 18. AO/\7: [9, BOA7; 2.0.

I\l1B7; .! l. Ikl1l7; 2..!, 1\030),

by Hcnrion d .11. (199.!). The primers ITS 1 ~nd ITS-l ,1110W

,1mplil1cJtion of the ITS region. plus n sl11<1l1 portion of the 3'

end of the 17S-rONA and of the s'end of the 2sS-rDNA,

respedivdy corresponding ro rhe primer regions. The

primers CNLl2 ,1Ild sSA allow amplilkarion of ~ portion of

the proxinlal IGS regiOIl delimited by the J'end of the 2sS

<Incl the s' lmd of the sS-rDNA sequences, These pl'imers were

synthesi?,cll ~ncl supplied by MWG-BIOTECH (Ebersberg,

Genn<lIlY). The PCR procedure w~s similar to that describcd

by Henrion el ,,/. (1994). Brietly, the re~ctallts for <lmplific,ltion

were combined in 0'5 ml polypropylene tubes to give a net

volume uf 100 1-11 <lnd concentr<ltions of: lO mM-Tris-HCI

(pH 8'8 at 2S°). SO mM KCI. ('5 mM MgCI~, ['X, Triton XlOiJ.

0'1 % gelatir1e, 20 l'mol of each set of relcv<lllt unpllrified

primers. 200 I-IM each of dATP, clCTP, dGTP ~I\d dTIP <Incl

0'05 to 0'5 ng DNA tel.l1plate (50 1-11 of 2.0 ro tOOO-fold watcr
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dilution of the DNA extract}. Following this, 2'5 units of Taq
DNA polymerase (Amersham, RPN 03032) were added to
the tube conten! which was overlaid with two droplers of
mineraI oil (Sigma, M-5904).

The charged tubes were immediately placed into an
'Omnigene' (Hybaid) thermocycler functioning under tube
temperature control mode. The thermal cycling parameters
were an initial denaturation at 94° for 3 min, followed by 30
cycles of denaturatîon at 94° for 40 s, annealing at 500 for
40 s, and extension at 72° for 40 s with final extension at 71°
for 10 min. Controls without DNA were made to rule out the
presence of contaminants in the reagents and reaction buffers.

Two·thirds of the amplified DNA were digested for 1 h
with 5 units of (Hinf 1. EcoR l, Rsa 1) (Biolabs) according to the
manufacturers instructions. The products of amplification and
the restriction fragments were size-fractionated using a 2%
agarose gel (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989). Agarose
gels were stained with ethidium bromide, and pholographed
under uv light. According to the range of length of the
analysed fragments, different DNA size standards (Boehringer)
were used (ÀDNA digeste<! by uoRI and Hind 1If;
pBR328DNA digested by Bgl 1and pBR328 DNA digested by
Hinf 1; pUCBM21 digested by Hpa Il and pUCBM21 digested
by Dra 1and Hilld 1Il; 'l"X174 digested by Hae 1I1).

Microsatellite-primed peR

The primers (GTG)5 and (GACA). were synlhesized and
supplied by MWG-BIOTECH (Ebersberg, Germany). The
amplification mixture was proportionally the same as in the
ITS and IGS PCR, the reaction volume being reduced here to
50 iJ1. The thermal cycling parameters were an initial
denaturatîon at 94° for J min, followed by 30 cycles of
denaturatîon at 94° for 40 s, anneaHng at 62° for 1 min and
extension at n° for 1 min with final extension al n° for 10
min. The products of amplification were size-fractionated
using a polyacrylamide electrophoresis gel consisting of a 5 %
stacking gel and a 10% running gel. The migration was
performed at a constant voltage (500 V). The gels were silver
stained according to the procedure of Bassam, Caetano­
Anollés & Gresshoff (1991) as modified by Schwieger (pers.
communication).

Fmgment siu

Ali gels were recorded using a CCD camera (Cybertech,
Berlin, Germany) and stored as TIFF·files. Fragment size was
delermined using WinCam 2.0 (Cybertech) on a PC
workstation.

NlltIlber of rep/iclltes Ilnd (ontrol 0/ tlle resillfs

ln ail assays, three replicates were performed for each step of
the procedure. Partial sequencing of the ITS and IG5 PCR
products of M. e5cll/en/a was performed, confirming the
amplification of the target sequences of the rDNA (data not
shown).
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RESULT5

Polymorp/lisIII 0/ the intemal trallscribed spacer

The PCR amplification of the IT5 region was successful for ail
investigated samples (Fig. 1). Based upon the length of the
unique fragment amplified from these samples, five groups of
strains could be idenlified (Table 2); (il Vupa and ail isolates
of both M. conica and M. angllslictps, (ii) both Mifrophora
shains; (iii) Gyromi/ra eUH/en/a; (iv) Disciolis venosa; (v) ail
strains of M. escillenta and M. crassipes. The four or five band
patterns obtained after restriction of the amplified 1T5
fragments (Fig. 2) with the endonuclease combination
uoRI/RsaI only allowed the additional discrimination of
V. cOllieu within the first group (Table J).

PO/Ylllorphism 0/ the il1tergellic spacer

Under the standard reaction conditions, the IGS PCR gave
reproducible multiple band patterns for ail samples (data not
shown). when the Taq polymerase was added after the initial
DNA denaturation (hot start procedure) as described by lnnis
&; Gelfand (1990), simple amplification bands were obtained
for Disciolis venosa, al! strains of M. esculenla and M. cl'"ilssipes
(Fig. J, Table 4). Attempts to obtain only one amplificalion
fragment were performed for the other strains. They induded
variation of the hybridization temperature (500 -58°), the

Table 2. Lengtll polymorphi.m of the rDNA sp"ter rrs in differenl
Morthellaceae and one Helvellateae

Fragmenh si"" (bp)

,.. '" '" IIO? USD

Gyro",i/m·<Stw/miu +
VUp<l '011'01 +
Mitrophom SI",ilibt", 1 +
Mi/rophom Slmilibt", 2 +
Di5CÎoJi. """osa +
Morthtlla "",ica" +
Morthcllo ro";c..,, +
Morthtlla .."gm';ct'" +
fungl perledi USA

Morthtllu <Stw/tlltu +
ATCC 321&5

Morthtl/a ''''gm/i'tps +
PennSl.le 198

Morthtl/a mmi(1f$ +
ATCC 13211

Morchtll.. tSCl<lml..
Mo 24, +
M +

" +
AO +
Ba +
MB? +
AOA? +
BaM +
AOB7 +
BOB7 +
MBa +
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M , ) 4 5 6 1 8 9 JO " M

- 1114 bp
- 900 bp

- 692 bp

- 495 bp
- 404 bp
- 320 bll
- 242 bp
- 190 bp

Ml'J"M

c M " Il 14 IS 16 17 18 19 20 21 22 M

- 1114 hl)
- 90U bp

- (,92 bp

- 495 bp
- 404 bp

- )20 bp

- 242 hp
- 190 bl)

Fig. Z. AgJrose dectrophorcsis gel or thc rcstriction (rJ8ll1cnts of the rDNA spacer 11'5 in differcllt j·/(/lId/rruIlT and MOI"(/id/IIUIIT

digl'sted by the restriction enzymes uuR 1Jncl R"" l. C control; M, frilgmenl size I11mkcrs (pUCBM 21 digested by HJHlll ô pUCBM
21 digl.'stcd by Dm 1Jlld Hiud 111); 1. Cl/mllliim CSCII/W/Il; 2, VCI"/I(J WlliCrl; 3 Sr 12. More/,d/rr rscll/clI/rr Mo24; ]' Mi/roll/rom .'<'lI!ilibrm 1;
.1", Mi/rol,/ium S<'ll/i/illl'm 2; 4, Disciu/i.~ l~II(lSIl; 5, MorcJ,cl/lI "'flim,,: Ô, M. ,·uni"',.; 7 Sr 1L Morc/,d/llllnSIIs/iœ/1S AnUS; Il, M. ~ru/m/II

MoUS: 9. M. mrgll"i<"c,,, AIlCJn; 10, Mnrrlrcl/" rmssipcs; 13-22, M. l'S(u/mlll (lJ, A7; 14. B7; 15, AO; 16, BO; 17, A7B7; Ill, AOA7; 19.

BOA7: 20, AOB7; 21, 11oB7: 22, AOBO).

prîmers concentriltion (0·05-2 IJM) Jnd l"he MgCJ~ con·

œllrr:ltîon (0'5-1:5 mM) or [he ilddition of the J2nd gene

protein of the T4 ph:lge (Panilccio & Lew, 1991). The [:ltter

f;Jcto,· led ta :l parti:l! reduction of the nurnber oF multiple

bnnds.

Restriction of the ICS region with the endonuclease Hillf 1

was perFonned in the C:lses For which only one Fragment had

been obtained :lfter the PCR, i.e. o. Vfl/Osn, aIl strains of

M. escII/l'11fa and M. cmssipcs. This restriction Jnalysis JlIowed

the discrimination of M. cmssipcs from M. I!SW/l'II/11 (Fig. 4,

Table 5).

DNA fillgcrpl'il1ts using I/IÎcrosl1fcllitc-p,.imcd peR

Althollgh difFerent annealil1g temperntures From 50-670 were

tested, no amplification was obtained wi~h the primer
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Table J. Reslriction fragments analysis of the rDNA spacer ITS digesled with EcoR 1+Iù<t 1 in one HelvfUacfaf and in .evelal MOlChellacfae

Fragments size (bp)

"0 '" <00 '" '" n, '" HJ 360 '" '"
Gyromflro tSClllm/o + +
Vtr"" «",iro + + +
Mi/"'ph"rn Jt",i/il/(rn l + + +
Mi/roplrofO st",i/il/(m 2 + + +
Distioli5 lIt"OJO + + +
Monhtll" rDnk".. + + +
Morchtll" ",,,i,,,,. + + +
Morchtll" ""gusli«ps + + +

fungi peri'«ti USA

Morrhtllo <Jeu/."I" + + + +
ATCC 32785

Morch.llo mrgl<J/ictps + + +
P.nnStat. 198

Morchtl/" cmSJipn + + + +
ATCC 13217

Morchtl/o <Jeu!,,,/o
Mo 24, + + + +
M + + + +

" + + + +
AO + + + +
80 + + + +
A787 + + + +
AOA7 + + + +
80M + + + +
A087 + + + +
80" + + + +
A080 + + + +
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Becouse of the high fnlmJity Or brighll\fs, of their eleclrophor.tic band ("'f Fig. 2), the proclucl. mork.d wilh a st.. probably correspond 10 double

fragmenlJ.

(GACA)4' In contrast, highly reproducible patterns exhibiting
up to 25 bands of variable intensity in the range from
200-2000 bp were obtained with the primer (CTC)5 (Fig. 5).
The analysis of these fingerprints aJJowed us to distinguish aJl
investigated species. At the intraspecific level, geographical
iso!ates coming from distant regions (more than 500 km apart)
could also be separated (Le. the American from aIl European
isolates of M. tScultllfa, or the American and the Canadian
isolates of M. angusliups from each other). At a narrower
geographical scale (below 200-300 km), no intraspecific
polymorphism could be observed. Both Israeli isolates of M.
con;ca. and both German isolates of Milropnora displayed
similar band pattern and 50 did aU European strains of M.
tSwltnfa. Under these conditions, characterization of the
monosporal and heterokaryotic strains in the latter spedes
was not possible.

DISCUSSION

Identification of organisms on the basis of DNA investigation
requires the location of DNA targets giving the adequate
degree of discrimination. In their investigation on morels
Bunyard tf al. (1994) showed that the 28S rRNA gene exhibits
no !ength polymorphism in Morcndla and Vupa. After RFLP
of this DNA region the authors could separate two spedes
groups in Morent/la. Bruns tf al. (1991) have shown that the
IT5 and IGS regions exhibit a high polymorphism within the
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rDNA of basidiomycetes. In the ascomycete Tubu. the length
polymorphism of the less variable ITS region was adequate for
characterization of most species, and only separation of
closely related taxa or intraspedfic discrimination necessitated
investigation of the IGS region and restriction analyses
(Henrion tf al" 1994).

ln the present work, the length polymorphism of the IT5
region pennitted discrimination between Gyromitra. Disciofis
and Mi/rophora, and the two morphological species groups in
Morent/la recognized by Boudier (1897): (i) the adl1a/ae morels
(base of the hymenium not free) to which M. escu/en/a and M.
crass;pes belong; (ii) the dis!al1/ts species (base of nymenium
free) to which M. conica and M. anguslictps belong. Verpa

could be separated from the latter group after a double
restriction with EcoR 1and Rsa L which did not allow further
discrimination in the other groups. Thus. in morels. the length
polymorphism of the lTS region appeared less reso!utive than
in Tubtr. Nevertheless, this spacer of the rDNA exhibited a
higher polymorphism than the 28S RNA gene of morels
(Bunyard et al., 1994).

The ICS PCR of morels gave reproducible multiple band
patterns under standard reaction conditions. By varying
several factors, the number of multiple bands could be reduced
for ail samples. This indicates either a differential specifidty of
the 5SA primer for possibly existing repeats of the 5S
sequence in the ICS (Cniadkowski, FieU & Borsuk. 1991) or
thal stringent reaction conditions can inhibit the heteroduplex
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T M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il M

T M 12 13 14 15 16 17 18 192021 22 M

- 2027 ."< 191).1 hl'
- IS84 hl'
- IJ7S hl'

- N71 hl'
- (>0) hl'

751 1913 Multiple bands

G}'I'Hlllilrll t'sclllt'III" +
Vr'l"pn fOllira +
Alli/ro/""",r .rlllilil,w, 1 +
Allil/'ll/""I/1I:'tlll;lil'wI2 +
DisCÎol;to l'l'lfO:i(1 +
''''nre//I'/I1/ """;(1/" +
,V/urdu:lI" conkil Iii +
{"Iure/,c/l" I/I/XII;lifC/,:' ~.

fungi pe:rfl.'cti USA

Alloll:lw/ll/ "smlru/" +
ATCC 32785

AII11','I"'/I" I/I/XI/.</;'·c/" +
PennSlale: l'Jll

tvlo,.dtell" I"fu."...il"'s +
ATCC 13277

Allnrr//l'/I" L'SC/lII'II/"
Mu 2.': +
A7 +
117 +
Ail +
110 +
A7117 +
AOA7 +
1l0A7 +
Mil? +
nOIl? +
MilO +

Fragmenls si". (bp)

T,bic il. Lengl'h poll'morphism 01 the rDNA spaœr IGS in one

Hdvellace:al.' ..nd in som" Morchell,ccac

oligol1lldeotide are less freqllellt in fungi than in other
eukaryotes (Meyer cl nI., L992). Thus, the di~t<lnœ bdween
two annealing sil'es for this primer in morel DNA could have
been roo great to allow successful PCR. The fingcrprinl PCR
with the primer (GTG)r, allowed an immediate charaderization
of ail invesl-igated species. Nevertheless, inlTaspecific dis­
crimination could only be achieved at a large geogrilphical
scale (more than 200 km distance) and the investigal'ed
monosporal and heterokaryotic strains of M. t'scl/lmfll (oulcl
nol- be distinguished. Thus t·his highly sensitive PCR did nol­
allow a similar discrinlination levcl a~ in the exal11ples
mentioned above.

The discrimination potential of the di(ferent PCR methods
used in this work allows a first evaluation of their adequacy to
resolve questions on systematics and bioJogy of morcls. After
designing more specifie primers for the ICS regiol1, sup­
plementilry investigations of the ITS and ICS regions with
additional restriction analysis and sequencing should be
adequate to improve the controversial phyJogeny and
sysrematics of morcls for whieh from 3 to 50 species are
reeognized by different authol's (Korf, 1973). Bath rDNA
spaeers appear to be more convenient for such investigations
in morcls than the 28S rDNA by which more variation was
observed between populations than among putative species
(Bunyard ct ni., 1994). The relatively low level of discrimination
obtained with both the ITS (genus or species group) and the
microsatellite-primed PCR indicates that the high morpho­
logieal diversity of morels does not correspond to a pal'ticularly

- 2027 ,,,< 190-1 hl'
- ISS~ hl'
~ D7S hl'
- 947 bp
-- 831 hl'
-SM hl'

Fig. 3. Agarose eledrophoresis gel of the rDNA spacer ICS of
differenl' Helvellaceae alld Morchellaceae (cmpty lanes correspond to

samples for which artcf-actu..1 multiple bmlds were obt.. ined). C.
ù1lltrol; ·M. fr..gmcnl- sizc m.. rkers (À digestcd by Ec,,/~ 1 IIlIIi l1il/(l
11l1-lt,..11/); l, Gyr"'''ilm /'sCIIll'llln; 2, \lerJlIl ((lllicn; 3 &: 12, IVI(wchl'l/1I
l'S<'IIII'II/'ll Iv!n24; ·4, Di.'riofi.' l'W/O.'Il; 5, Morr/œl/II ,"<miCII",; 6, M.
<"lIIliCfl I,; 7 & 1l, IVI"rr/œl/ll /II/glls/iccJls AnUS; 8, IVI. 1!.<cl/ll'II/rr

MoUS; 9, M. /IIISlis/in'l's AnCm; rD, Morc/œl/" rms.•il'cS; 13-22, M.
('sculcllirr (13, A7; l'l, Il7; 15, AD; 16, IlO; 17, A7B7; 18, AOA7; 19,
BOA7; ZO. Ao137; 2 l, BOIl7; 22, AOBo).

forl11iltion during PCR (Jensen & SITaus, .L993), both
phenomena beillg presumably responsible for multiple band
patterns in PCR produds. Under stringenr condirions, a
unique amplification fragment was obtained for ail strains of
l'vI. csmh'lIln, .nd for Iv/. cmssiJlcs and Diselotis uCl/osa. In Ivl.

cswlcl/lfl, ('he parl"ial sequellCÎng of this fragment (data not
shown) confillned il's corresponding to the IGS region. For
this reason, the resull's of the ICS PCR were only analysed for
samples whieh produced a unique band. These fragmenl-ary
results confillned the discrimination by the ITS PCR for the
concerned ~trains. Additionally, Ivl. cmssiJles and M. CSCIIICI/I-tl

could be separaI-cd by restriction of their IGS fragment with
t-lil/f 1, indicating that the IGS region exhibits more poly­
morphism l'han the ITS. Nevertheless, this polymorphism did
not allow separation of the different geographical isolates of
fvl. l'SCllh'III"IJ even after r-estriction analysis.

Microsatellite-primed PCR has been demonstrated to be
adapl-ed for investigations at the intraspecific level. In
ascomycetous yeasts, it allowed characterization of individuals
(Welsh & McClelland, 1990; Growhursl' dnl., '[991; Meyer et
1-11.. 1992; Schônian d 111., 1993). The lack of amplification with
the micro~al'cllite primer (GACA)" observed in the present
work can be due to the fact that complementary sites to this
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- 111~ hl'
- \)(}{) hp
- f1'J~ hl"
- ~9) "" ~1l4 hl'
- J~O hp
- ~·n $: JllU hp

M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 M

- IH.1 hl'

- 1075 hp
- ~n hr

_ .1111 hl'
- 175 hp
- 2:\·1 hl'
- 1')4 hp

2 3 4 M1 4 4' 5 6 7 M.l 8 9 C M.1

tH7 hIJ-

s.1l "1'-

2027 h(l_
1911~ hl'­
1.175 hl'-

10 II 12MI1314151617M118191011 12

Fig. S. Polyacrylamide electrophoresis gel of microsatellite-prinwd

PCR of diFferent îvIorcheliaceae and I-k:lvcllaceae. MI' frag'ment size

marker (11 digestcd by E,'oR [and I-lit/d [fi); rvI~. fragment· size markerg'

(p13r238 digestcd by 13,11/1 and p13r238 digcstcd by Hi,.,f 1); M'l'

fragment· size markers «DX 174 digested by I-Irlc III); C. control; l,
G!JI'olllill'll ~s[llfc,rlll; 2. OisClIilis u~nus"; 3. VaJlIl <ollim; 4. l'vlilfll/JI/o,."

.';clllili/lCl.,., 2; 4'. tvlifl'OJllwm .>cllli/if,cm 1; 5. tvlordrcll" <IIl1im "'; li, l'vI.

cmlim l .; 7 & Il, tvlordlCl/l/ 1/IIgIfSti<"/iS AnUS; 8. /\11. I~sflllelitr/ MoUS;

9. tvl. t/llg"sfjc~/is AnCan; 10, tvlprc1wl/a .'mssiJlcs; 12, MI/rc/ICII"

csmlcllfn Mo24; [3-22, M. "sCIII",,!tI (U. 1\7: 1.4.137; 15, AO; 1.6.130;

17.1\7137; 18. Ao1\7; 19. 1301\7; 20.1\0137; 2[.130137; 22. AoBo).

- I.ll~ hl'
- '100 hl'
-6l):! hr
- ·1'1$ "" ~Il~ hl'

- .1111 hl'
.- ~-t:! hp
- "'ll hl1

Fig. 4. I\garose eledrophoresis gel of the reslTiction fragments oF the

rDN1\ sp,lccr ICS of cl ilterent Morchellaceae digestcd by the restriction

enzymes I-lillf 1. C. conl-rol; M. fragment size markers (pUBtvl2l

digestecl by I-/p" Il and pU13rv12J digested by Dm rand (-filld Ill). l,

Cyrollli/m ~.<WI~IIIH: 2. Vr!rl'Il fOllira: 3 & l2. 1\llorc/wll" .,.<o'/c,.,(-"

ivln].·'; .~. Disâolis /J~II().<O; 5. tvlore/wll" LOllicII I,,; Ô. fvl. cOllifll,.; 7

& II. Mo rflie/lt 1 tlllgllSlice/i5 AnUS; 8, M. l!.<cl'/mlll MoUS; 9. tvl.

''''S".<lif''I!.< l\nC11l; 1.0. IVlol'clie//'l cmssipcs; 13-22. /\11. csmlclIllI ([3,
1\7: 1-1,137; 15.1\0; l6,130; l7. A7B7; 18. AO/\7; L9. 1301\7; 20.

AllB7; 2 r. 130137; :U. !\O130).

T"l,[c 5. R,,<~rietiun frogmen(' length polymorphism of ~he rDNI\ spacer ICS diges~ed wilh I-lilll' 1 in slmins of diffcren~ t"l"rdtcl/llù'''"

I:mgments size (bp)

55 [ LO lli2 2711 345 397 514 577 036

J)j$Cir,'i..; U~IW:j{f -1-
ivl",·ch.:ll" .'Se"lclIlll ATee 327115 -1- -1- -1- -1-
l'vl",dleU" "1'lI,·sill<.< I\Tee 13277 -1- + + +
''''''l'dleU,, ""wh'II/"

Mu 2'1, i- -1- + +
1\7 -1- -1- + +
137 -1- + -1- +
1\0 -1- -1- -1- +
BO -1- -1- + +
1\7137 + -1- -1- -1-
AOl\7 -1- -1- -1- -1-

BOI\7 -1- + + -1-

1\0137 -1- + -1- -1-

IJOll7 + -1- -1- -1-
1\0130 -1- -1- -1- -1-

Ilcc,lllSe of the hlgh ;ntensity or brigh~ne« of their deetrophoretk band lsee l'ig. -1). the produds marked with ,1 star pl'obably <orrcspond 10 double

l"r.lgnll.:l,ts.

high DNA polymorphism and thlls tends to reinforce the
opinion of Korf (L972) that only a few 'good' species exisr in
morels. Prelill1inary c!uster anillyses of the ll1icrosatellite-

primed-PCR (data not shown) support the point of view of
Smith-Weber (1988) that M. cOI',ietl ilnd M. IlIlglISticeps belong
to il common tilxon, ilS do IVI. cSCIlICl/rll ill1d IVI. cmssipcs. These
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results reinforce the contention of Berthet (1964) that the
species concept itself is questionable in moreJs. as also
suggested by the crossing experiments between mycelia of
different morel 'species' by Bresinsky el al. (1972). lm­
provement of the species concept in morels requires mating
experiments. Methods of ascomata production have been
proposed (Molliard, 1905; Ower, 1982; Ower, MiJls &<

Malchowsky, 1986) but they were never used for such
investigations.

This controversy highlights the necessity of using two
parallel ways in further investigations of heterokaryons in
morels. A first wîlJ be the use of additional PCR primers and
reslriction enzymes in order to achieve the characterization of
monosporal strains within one 'species', the other will be
based on crossing experiments belween slrains belonging to
'species' which can be separated with the PCR analyses
performed here.

This work was performed within the framework of the
German-French co-operalion project PROCOPE. F. Buscot is
indebted to the program Eureka-Eurosilva for a research
training grant allowing him to visit the INRA.Nancy (France)
to learn the PCR methods. Bes! thanks also to Dr. C. Tebbe
and to F. Schwieger for kindly providing research facilîties at
lhe FAL in Braunschweig (Germany) and to Dr Guy Cosla
(Microbiologie Forestière INRA.Nancy) for his helpful
comments on the use of the microsalellite-primed peRo
Herbert Boyle kindly revised the language.

REFERENCES

liaSS3m. B.I .. Caetano·Anollés, G. « Gresshoff. P. M. (l991). Fast and

sensitive s'Iver staining 01 DNA in polyaaylamide gel. A.",u/s of
Biorht",islry 196, 80-83.

Berthet. P. 09(4). Essais biotaxonomique Sur les d'scomyctotes. This< d't)AI.
Faculté des Sdente. dt> Lyon.

Boudie., E. (l897), Révision analytique des morilles de France. 8~lItlil' dt lu
Sari.U ",yro/Olliq~' d. Frmtr. 13. 130-150.

Bre.insky, A.. Glaser, W. « Stangl. 1. (1972). Unlersurnungen zur

Sippenstruktur der Morchellac~n. Btritht. arr &ytriJchrn &In'listh."
Gt$tI/..lInft 42, 127-143.

Bruns. T. D.. White. T. J. «Taylor. 1. W. (1991). Fungal molecular systemafies.

ttllJlU/l1 Rtvi.w of &ology ,,,,a Sysl.",ntia 22. 525-564.

Bunyard. B. A.. Nicholson. M, S. « Royse. D./. (1994). A .y,lemalic

asse~sment of Morcl..1I1! u'ing RFlP analysis of the 2llS ribosomal RNA

gene. Myrologin 86. 762-772.

BUKOt, F. (1992). Strah~gies écologique et biologique des morilles. Cryplqgnmir

Myrolog,·. O. 171-179.

Buscol. F. (1993). Mycelial differenliation oF Mord,tlln .....1."ln in pure

cul~ure. Myco/OG,'cnl R...nrd, 97. 136-140.

Cosla, Y. « Marlin. F. (1995), Specifîc genomie fîngerprint oF ectomycorrhiza

/uogi gene.... ted with intermkrosatelli~e PCR. Tht Nrw Phillologisl.
.ubmitted.

Gardes, M.. While. T. /.. Fortin. ]. A. Bruns. T. D. « Taylor. j. W. (1991).

Idenlifîcation of ,ndigenou, and inlroduce<! symbiotic fungi in eeto·

mycorrhizae by ampiification of nudear and mitochondrial ribosomal

DNA. Cm'Ilain.. JO~"'Il' of &la"l1 M. 1&0-190.

(tt"tplta 17 MAli 1995)

71

Gniadkowski, M. FieU, 1. &: Borsuk. P. (1991). Structure and .volution of the

5S rRNA genes and pleudogenes in the Genus I15ptrgilllU. Jo~"'n' of
Moltc~lnr Eoo/w/ioll 33. 175-178.

Growhurst, R. N. Hawthom•. B. T. Rikkerink, E. H. A « Templrton. M. D,

(1991). Differentiat'on oF F"",ril/m SOIIlIl! 1. sp. c~cwrbila. races 1 and 2 by

random amplification oF polymorphie DNA. C"rr.,,1 Cdlltli" 20. 391-396,

Henrion. B.. Chevalier. G. «Martin, F. (l994}. Typing truffies lpecie, by PCR
amplification oF ~he ribosomal DNA space... Myro/ogiarl R•..""h 98,

37-43.

Henrion, B.. le Tacon. F. « Martin. F. (1992). Rapid identification oF genehc

variation of ectomycorrhizal fungi by amplification of ribosomal RNA

genes, Th. N.w Pllyl%gisl 122. 289-298,

innis. M, A. &: Gelfand, D. H. (l990}. Optimization of PCRs. ln KR Proloro/s,
A G~iar 10 Mell,ods Ma IIppliarlior, (ed, M A. Innis. D. H. G.lfand. 1. j.

Sninsky « T.j. White). pp. 3-12. New York, US.A.

l.nsen. M. A « Straus. N, (1993). Effect of PCR conditions on Ihe Formation
oF heleroduplex and lingle·,tranded DNA products in the amplification of
bacl.dal ribosomal DNA spare. regions. PCR Mtlhcxls olla Applitlliioll 3.

186-194.
KorF, R. P. (972). Synoplic key of the genrra oi lhe Pezizales. Myro/ogiA 64,

937-993.

Korl. R. P. (1973). DiilCOmycetes ar>d Tuberales. In rh. FlIllJli. Vol. IV (ed.

G. C. Ainsworth. F. K. Sparrow. A. S. Sussmann). pp. 249-319. Academie
Press: New York-London.

Meyer, W .. Lieckleldt, E., Wôst.meyer, J. &: Bômer, T. (l992}. DNA

fingrrprinling For diff.rentialing aggressivily groups 01 ~he rape s.e<!

palhog.n uplosp',orrill mnc~la"'. Myrologiarl R......rch 96. 651-657.

Molliard. M. (1905). Production ex~rimfn~ale de l'apparril ascospor' de La
morille. Co"'plts Re"t/IU Htirdomaaairts ats Srri",rrs at rArlll1i",i, a.. Sci.",..
140, 1146-1148.

Ower. R. (1982). Notes on the developmenl 01 the morrl ascocarp: Mord,tllA
rs<~/""A, Myrologia 74. 142-144.

Owrr, R., Mill~ G. L. « Malachowsky, j. A. (19&6). Cultivalion oF Morc/..I/n.
US Pol.,,/, nb 4. 594, 809.

PanaCl:io. M. and Lew, A. (1991}.?CR based diagnOlis in lhe presence oF 8%

(v/v) blood. NI/tltit Aria Rt$torch 19, 1151.
Prtersen. P. M. (1985), The ecology of Danish soil inhabilating Pui.ale. with

emphasis on edaphic conditions. Optm &IIIIIirn 71, 5-38.

Rayner. A. D. M. (1991}. The cnalleng. of the individualistie mycelium,

Myrologill 83. 48--71.

Saiki, R. K. GelFand. D. H.. StefFeL S. Scharf, S./.. Higuri, R. Horn. G. T.
Mullis, K. B. « Erlich. H. A. (1988). Primer·directe<! enzymatie amplifîcation

of DNA with a thermostable DNA polymerISe. Sci."•• 239, 487-491.

Sambroak. 1.. Frit.ch. F. E. &: Manialis, T. (1989). Molecular doning. In A
Ù/borolurll Mm'~RI. (old Spring Harbor laboratory: Cold Spring Harbor,
N.w York. U.5A

Schônian. G. M.usel. O. Tietz, H.-I. Meyer. W. Griser, Y.. Tau.ch. l..
Prelber, W. « Mitchell. T. G. (1993). ld.ntilication of dinieal strains of

CI!"aial! nlbicnllS by DNA fîng.rprinling with polymerase chain reaetion.

MlltQ5tS 36, 171-179.

Smith-Weber. N. (988). A morel hunters companian. Two P.nins~la Press'

Lan,ing. Mi.higan, USA

Volk, T. &0 Leonard, T. (1989). Experimental studies on morel.!. Heterokaryon

formation belwern monoucosporOU$ Jlrains of MrNcht/lll. M!ltologin 81,
523-Bl.

Weber. E. « Bresinsky, A. (1992). Polyploidy in di.comyceles. Pmooll'''. 14,
553-S6J.

Welsh,). &: McCleliand. M. (1990). Fingerprinting g.nomes using PCR with

arbitrary primers. Nllt/tic Arias Rts.:.."h 18. 7213-7218.
White, T. 1. BrunJ. T.. Le•• S. « Taylor. ). (1990). Amplilicalion and dir.c1

sequendl'lg of fungal ribosomal RNA genes for phylogendics. In: /'CR
Prol«ols. A G~idt 10 Mtlhotls Rila App/irnlionl {rd. M, A. lnnis. D. H.

Gelfand. 1./. Sninsky « T.). Whit.). pp. 315-322. Acad.mic Press: San

Diego. USA

74



5.2 Polymorphisme de la région ITS de l'ADN,

Publication n04

DNA polymorphism in morels: Complete sequences of tire Internai

Transcribed Spacer of Genes Coding for rRNA in Morchella esculenta

(yellow morel) and Morchella conica (black morel).

!Vip/. D., l.G. Munch, B. Bolton, & F. Buscot (1996)

Appliedan Env;ronmenJal Microbiology 62, 354/-3543

&

Publication nOS

DNA polymorphism in morels: Diversity of the Internai transcribed Spacer

sector of rDNA.

Wipf, D., A. Fribourg. B. Botlon el F. Busca! (soumis)

App/iedan EnvironmetUal Microbiology

A l'issue des publications nO 2 et 3, il s'est avéré que parmi les méthodes

d'investigation moléculaires testées (isoenzymologie, PCR dirigée et PCR aléatoire),

l'analyse du polymorphisme de l'espaceur interne transcrit de l'ADNr constitue la meilleure

approche pour "étude critique de la systématique des morilles. La région ITS a donc été

retenue pour une étude PCRlRFLP avec digestion par Eco RlIRsa I. L'étude a porté sur un

ensemble de % souches représentant les espèces précédemment étudiées mais également des

taxons contestés tels Gyromitra infula, Morchellahortensü, M. spongiola var. dunensis, M.

costaIa et M. efaJa. En outre, au sein du genre Morchella, le spectre de l'origine

géographique des souches a été élargi, au delà de l'Europe occidentale et de l'Amérique du

Nord, à l'Amérique Centrale, l'Afrique du Nord ainsi qu'à l'Australie et la Nouvelle

Zélande. Afin d'affiner les résultats, les analyses ont été répétées jusqu'à obtention de dix

amplifiats et dix profils de restriction par souche. Soixante six souches représentant la totalité

des espèces et origines géographiques étudiées ont été prises en compte dans la publication 5

(Publication 5. Tab. I), les trente souches restantes et la longueur de leur région ITS sont

répertoriées dans le tableau 10.

Afin d'affiner l'analyse, le séquençage de l'ITS a été entrepris sur des souches

représentatives des principaux taxons étudiés. A cet effet, un travail préliminaire (Publication

4, Fig. l) a porté sur le séquençage de cette région chez M. eseu/enta et M. coniea, comme

représentants respectifs des morillesjaunes et des morilles noires. A l'exception de quelques

paires de bases à l'extrémité 5' chez M. conica, la totalité de l'espaceur a pu être séquencé

sur les deux morilles. L'alignement des séquences a fait ressortir que la différence de
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longueur de 1'ITS des morilles noires et des morilles jaunes provient de plusieurs fragments

supplémentaires d'ADN d'une longueur maximale de 66 pb qui sont dispersés dans les

régions ITS 1 et ITS2 de M. esculenta. En revanche, le gène 5,85 est quasiment

intégralement conservé.

L'analyse PCRlRFLP a pennis d'affiner les distinctions de genre et groupes d'espèce

précédemment établies(Publication 3) et, au niveau spécifique, d'éclaicir le statut de taxons

contestés. Ainsi, chez Gyromitra, la distinction entre G. esculenta et G. infula proposée par

certaines classification apparaît non justifiée. Chez les morilles vraies, le polymorphisme de

longueur de l'fTS confirme la valeur de la distinction entre morilles noires et morilles jaunes,

mais il apparaît qu'au sein de ce denûer groupe spécifique, un ensemble regroupant M.

spongiola var. dunensis, M. hortensis et M. crassipes doit être distingué du fait d'une

longueur de l'fTS de 1225-1231 pb contre 1157-1159 pb pour l'ensemble M. eseulenta el:

M. vulgaris (Publication S, Fig. 1). Ces deux derniers taxons ne sont pas séparables à

l'issue de l'analyse de restriction et présentent une homologie de séquence supérieure à 98%.

La validité de leur distinction apparaît donc contestable. En revanche, les trois espèces du

groupe de 1225-1231 pb sont nettement séparées par la restriction et l'analyse de séquence

(Publication S, Fig. 2 & 3). Il est à noter que les deux échantillons de M. erassipes étudiés

ne sont pas classés dans le même sous groupe des morilles jaunes, cette ambiguïté sera

analysée dans la conclusion générale. Les quatre taxons de morilles noires étudiés ne sont

pas séparables à l'issue de l'analyse de restriction, mais le polymorphisme des séquences

permet de distinguer M. coniea de M. eJata et M. angustÎeeps, lesquelles semblent appartenir

à un taxon unique.

L'obtention de dix ampüfiats s'est avérée plus délicate pour certain des taxons

étudiés. Ainsi, le taux de succ_s de la PCR a varié entre 50% (M. spongiola var. dunensis)

et 90% (M. escu/enta). Sur les matériels à amplification plus difficile, le séquençage complet

de l'ITS s'est révélé plus délicat (Publication S, fig. 3). L'analyse phylogénétique des

séquences par maximum de parsimonie et Neighbor-Joining indique une structure nettement

polyphylétique du genre Morche/la(Publication S, Fig. 4 & 5). La localisation des genres

Verpa et Mitrophora au sein du phylum Morche/la à proximité du groupe des morilles noires,

confime l'indication donnée par des longueurs d'ITS proches. Ces derniers résultats

indiquent la nécessité de reconsidérer la définition même du genre Morche/la (voir conclusion

générale).
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The internallranscribed spacer (ITS) of the gene coding for rRNA WlIS sequenced in bath directions with the
gene wlIlking technique in a black morel (Morcllella cOf/ica) and fi yellow morel (M. esculellta) ta elucidflte Ihe
ITS length discrepllncy between the Iwo species groups (750·bp ITS in black morels and 1,150·bIlITS in yellow
morels).

TABLE l. Comparison of the positions, lcngths, and homologies of
threc regions in the ITS of the rDNAs of M. escu/ellia and M. cOllica

amide-EDTA (5/1 ratio) at pH 8.0. The samples wcrc loaded
onto an Applied Biosystems 373A sequencer and run for 12 h
on a 6% denaturing acrylamide gel. Sequence data werc
stored, assembled, and analyzed with the biosequence editor
and analysis application SeqApp version 1.9 (12) on an Apple
Macintosh 11 SI computer. Multiple alignment of sequences
was performed with the Clustal V package (13) intcrfaced to
SeqApp. Nucleotide sequence comparisons were also per­
formed at the National Center for Biotechnolagy Information
by using the Basic Local Allgnment Seorch Tool network ser­
vice (1) against the National Center for Biotechnology Infor­
mation databases (Non-redundant POB, GBupdate, GenBank,
EMBLupdate, and EMBL; 1 March 1996). The whole proce­
dure (cultivation, DNA extraction, ITS amplification, and se­
quencing) was performed twice for bath species.

Ali amplification products were unique fragments with re­
spective lengths of 1,133 (M. esculcllla) and 710 (M. conica)
bases that were identical in ait replicates. In bath fungi, one
sequence eXlremity was similar to the 3' end of the ITS4
primer over 16 bases (totallenglh of the primer, 20 bases). Far
M. escule/1/a, the ather sequence extremity was highly comple­
mentary (18 af 19 bases) to the 11'81 primer; the base inversion
was obviously due ta a sequencing error. In the M. cOllica
sequence, the ITS1 primer was totalty laeking, indicating se­
qucncing interruption. However, sequence alignment with M.
eSCIIlen/a indicllted that probably only five bases of the M.
cOllica 11'$ were not sequenced at this end. Because of the
length of the analyzed region, sequencing without intcrmediary
primers was delicate and led to these minute imprecisions or
interruptions at the ends of the sequences. However, these did
not prevent a clear interpretation. Furthermore, Basic Local
Alignment Search Tool comparison revealcd high-scaring seg-

ln members of the family Morchellaceae, isozymes (10, 16,
19,25,27) and the gene coding for the 28S rRNA (rDNA) (4,
5) sometimes exhibit higher intraspecific than interspecific
variations, iIJustrating the diffieulty of systematics and the spe­
cies concept in the family (2, 3, 9, 15). Recently, Buscot et al.
(6) showed that polymorphism of the internai transcribed
spaccr (11'$) of rONA is more adequate to improve moret
systematics. Both species groups recognized in ait classifica­
tions, i.e., black (sec/io distalltes) (14, 21) and yeltow (sec/io
ad!1l1tae) morels, cxhibited respective ITS lengths of 740 to 150
and 1,150 to 1,220 bp (6). Furthermore, slight length variations
and different restriction profiles allowed the identification of
seveml species within each group (26). In the present work, the
whole ITS region of a black morel (Morchella cOllica) and a
yeJJow morel (M. escule/1/a) was sequenced to identify the
origin of the ITS length dilference between the !Wo species
groups.

The analyses were performed on monosporal isolates of M.
eSCIIlcllla and M. cOllica, which are deposited under the acces­
sion numbers DSM 10314 and DSM 10464 in the German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braun­
schweig, Germany). The strain cultivation, DNA extraction,
and 11'8 PCR methods used were similar to those described by
Buscot et al. (6); the 11'$1 and 11'84 primers were used to
amplify the ITS region plus a small portion each of the 3' end
of the 17S rDNA and the 5' end of the 2SS rDNA (24). The
amplified DNAs were purified with mierospin columns (Phar­
macia) and sequenced in both directions by Genome Express
(Grenoble, France). The sequencing reaction was performed
by PCR amplification in a final volume of 20 ml using 100 ng
of PCR products, 5 pmol of primers, and 9.5 ml of premixed
Dye Terminators in accordance with the Applied Biosystems
protocol. After heating to 94°C for 2 min, the reaction mixture
was subjected to 25 cycles of30s at 94°C, 305 at 55°C, and 4 min
at 60°C (9600 thermal cycler: Perkin Elmer). Removal of any
excess of Dye Terminators was performed with Quick Spin
columns (Boehringer Mannheim). The samples were dried in a
vacuum centrifuge and dissolved with 4 ml of deionized form-

ONA
Locali~alion. lenglll (bp) of ITS

region

M. muicn

% Homology belween
M. ~sc"I~1>/1i and

M. cotlir:ll
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ITS1 spacer
5.85 gene
11'52 spacer

44-538, 494
539-111, 113
112-1080.369

16-212,191
213-385,113
386-651,212

42.13
91.1
35.29
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ment pairs (over 83%) exclusiveJy belWeen limiled sectors of
the sequences (bases 519 to 742 in M. eswletrta and bases 163
to 404 in M. cOllica) and the 5.8S rDNAs of other ascomycetes.
This confirmed that the amplified and sequenced regions both
correspond to the morel ITS.
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The high homologies with the 5.85 rDNAs of other ascomy·
cetes allowed localization of the 5.85 gene and of the ITS1 and
ITS2 spacers in the morels (Table 1and Fig. 1). High sequence
homology was observed belWeen the 5.85 genes ofboth morels
(Table 1). In contrast, the noncoding spacers ITSI and ITS2
exhibiled polymorphisms (Table 1 and Fig. 1). Good homolo·
gies characterized bolh the exlremities of Ihe spacers border­
ing the 5.85 gene and the 3' end of ITS2 (Fig. 1). Length
discrepancy in ITS2 corresponded to several small addirional
fragments (up 10 15 bases) belWeen bases 793 and 1046 of the
M. escu/~nta ITS (Fig. 1). Length discrepancy belWeen the
ITSI spacers of both morels was concenlrated principally be·
lWeen bases 89 and 420 of the M. esclllellta ITS (Fig. 1). This
region with insertions (40 to 68 bases) in M. esclllema showed
only 25.1% homoJogy between the two morels.

At the genus level, the degrce of polymorphism in the non­
coding ITSI region varies lImong fungi (20). Less than 2%
divergence and a constant lcngth (200 bp) characterize the
ITS 1 regions of diffcrent Scl~rotillln species (7), whereas Co/­
I~totrichum species exhibit Il homogeneous lenglh (170 bp) with
up to 16.5% base substitutions (22, 23). Previous reports have
mentioned a constant length of the entire ITS at the genus
level. with the polymorphism between species reduced to base
substitutions of up 10 16% (8, 17, 18). The lenglh of the entire
11'$ diverges dramatically belWeen M. escll/enta and M.
conica-a similar situation was described in the genus Tuber,
anolher higher discomycete (ll)-because of insertion-dele­
tion substitutions in bath the ITSI and 11'$2 spllcers, inter·
spersed with small conserved regions.

Nucleoeide sequence acc:ession numbcrs. The GenBank ac­
cession numbers for M. esculenta A7 and M. cOllica Col are
U51851 and U51852. respective/y.

This work was pc:rformed within the framework of lhe German·
French cooperation project PROCOPE.

The Slrain of M. coniar was kindly produced by Norbert Luschka.
Wc are indcbted to Francis Martin for diStUS$ion and constructive
criticisms. Donal Patrick Lee Murphy Idndly reviscd the languagc.
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ABSTRAcr

Vanalion of lTS-region in morcls

The internaI transcribed spacer (lTS) of rDNA was analyzed by PCRlRFLP and sequenced in

both directions with the gene~walking technique in sorne Morchellaceae. ln accordance with

our previous study, ITS PCRlRFLP was adequateto characterizeall studied genera within the

Morchellaceae and even 10 separate species groups and single species within the more

intensively investigated genus Morche/la. Ils length polymorphism observed within Morchella

is higher than in basidiomycetes, but comparable to the one described in truffles or in several

zygomycetes. The question arises however which level of separation, i.e. species or genus,

Ihis polymorphism reflects. The perforrned Neighbor Joining and Parsimony analyses of the

sequences reinforce this question.
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INTRODUCTION

Variation of ITS-rcgion in morels

Although many studies have been performed since the analyticat revision of Boudier (2), the

systemalics of morels are still ambiguous (13). The basic difficully is thal the micro.c;c(lpic

features of the hymenium are qui te homogenous within Ihe gem1s Morche/fa white the high

variations in form and colour displayed by ascomata mayas weil correspond to specifie

eharacters as refleel differenl maturation states or ecological adaptations. Consequently, Ihe

nurober of distinguished species varies between 3 and 50 according to the authors (18).

In reeent years, several authors have tesled the adequacy of isozyme analyses and of

PCRlRFLP of the 28S ribosomal DNA to improve the morel systematics (3; 12, 19. 24. 31,

33). Both appeared 10 be high performant methods for characterization of geographical

isolates. However, higher intra- than interspecific variations were observed in certain cases.

which led Gessner (13) 10 conclude Ihat only a few morel species witb considerable

morphological variations exist. More recently, û'Donnell et al. (21) performed a

phylogenetical slUdy among ascomycetous tmffles and true and false morels inferred from l8S

and 28S ribosomal DNA sequence analysis. The central aim of this study was to assess the

phylogeny of hypogeous laxa in higher ascomycetes and ooly five examplars of MorchelJaceae

belonging to three distinct taxa were considered. Buscot et al. (5) investigated DNA

polymorphism within the Morche/laceae with PCR methods of distincl sensitivities i.e.

amplification and restriction analysis of both the internaI transcribed (lTS) and the intergenic

(lGS) spacers of ribosomal DNA and microsatellite primed-PCR. ITS-polymorphism

appeared to be the most adequate approach 10 improve morel systematics. In particular the two

species groups recognized in ail classifications, i.e. black morels (27) also termed sectio

distantes (17) and yel10w moreis also termed sectio adnatae. were clearly separated as they

exhibited respective ITS lenglhs of 740-750 bp and 1130-1150 bp. A sequence analysis of one

member of each species group, i.e Morchella conica (black morel) and Morchella escu/enta

(yellow morel), was performed by the same authors (32), The ITS length difference appeared

to be due to indels (insertionldeletions) of up to 66 bp within the ITS 1 and ITS2 sectors of M.

escu/enra.
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The present work constitutes an extension of the preliminary studies 00 ITS of morels to 66

straios of divers geographical origins wruch represent 10 taxa in the Morchellaceae and 2 taxa

in the He/ve/laceae. The goal was to assess species assignment and pbylogeneticaJ

relationships in the Morchellaceae.

MATERIALSAND METHODS

Funga/ maJerials

The following taxa of the Morchellaceae were investigated in the study: Disciotis venosa

(Pers.: Fr.) Baud.; Mitrophora semilibera (OC.: Fr.) Lév.; Marche/la angus/ieeps (Peck)

Boud.; Morche/la coro'ca Pers.; Marche/la costOla (Vent.) Boud.; Marche/la crassipes

(Krombh.) Baud.; Marche/la elata (Fr.) Baud.; Marche/la eseu/enla (L.: Fr.) Pers.; Marche/la

hortensis Boud.; Morchella spongiola var. dunensis (Boud.): MorchelJa vulgaris (Pers.)

Boud.: Verpa coroca (O. F. MUII.: Fr.) Swartz. Additionally two He/vellaceae were tl.ntl.lysed.

i.e. Gyromitra esc.:ulenta (Pers.: Fr.) Fr. and Gyromirra infula (Sch.: Fr.) Quél. AlI

characteristics of the analysed malerials are sumarized in Table 1. In most cases, cultures

obtained from spore genninations (when possible. up 10 four monosporal isoJ::nes per nS('0m~)

were used which are deposited at the "Deutsche S<lmmlung fUr Mikroorganisrnen und

Zellkulturen" (Gennan Collection of Microorganisms and Cdl Cl1ltl1r~s, M3:"C'hf:'f":'-!(,,!'\'.I('f, 1"',

0-38124 Braunschweig, Germany). Seven non deposited sfr:tin::- and fonrteen e'(cicat:l o:§

ascomata are availabJe by the senior author. Detennjn~tionof the fU!'lgi W1<;' ac"j~",:,d 1:-y l:!nin<:

or ascomala legalors.

Strain cultivationsandDNA extraction

ln the case of culture material, the strains were cultiv:tted for 4-5 rhtys in darkncsf. nt ?SC'

under vigorous agitation in 500 ml Erlenmeyer Dasks containing 100 ml of malt extrnct

(lOg' rI) glucose (5 g' ri) liquid medium. Mycelial pellets were harvested by filtration.

washed twice with sterile distilJed water and a few mg of each strain \Vere used for DNA

extraction. In the case of excicata, few mg of the inner part of the ascoma stipe were used
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Total DNA was e:<tracted from both kinds of materials according to the procedure of Henrion

et al. (1994), resuspended in 50 "lof 10 mM Tris-HCI buffe, (pH 8.0) con'aining 2.S mM

EDTAand stored at 4°C until use.

PCR amplificationand RFLP analysis of the ITS region

The primers IT51 and IT54 used amplify the IT5 region plus a small portion of 17S rDNA 3 1

end and of 255 rDNA 5' end, respeclively corresponding to the primer regions (White et al.,

1990). The primers were synthesized and supplied by Bioprobe systems (Montreuil sous

Bois, France). The PCR procedure used was described by Heorion et al. (15). Briefly,

reactantsfor amplificationwere combined in 0.5 !JI polypropylene tubes to give a net volume

of 100 ,01 and concentrations of: 10 mM-Tris-HCI (pH8.8 at 2S0C), 50 mM KCI, 1.5 mM

Mg02, 1% Triton XlOO, 0.1% gelatin, 20 pmol of each set of relevant unpurified primers,

200 ,.M each of dATP, dCTP, dGTP and dTTP and O.OS '0 0.5 ng DNA templa'e(5O ,01 of 20

10 lOOO-fold waler dilution of the DNA e:<tract). Following this, 2.5 units of Taq DNA

polymerase (Appligene, ref 120.187A) were added to the tube contenl which was overlaid

with two droplets of minerai oil (Sigma, ref. number M-5904).

The charged tubes were immediatelyplaced inlo a "Crocodile III" (Appligene,lIlkirch, France)

thermocycler functioning under the tube temperature control mode. The thermal cycling

parameters were an initial denaturation at 94°C for 3 min, followed by 35 cycles (denaturation

at 94°C for 1 min., annealing at 50°C for 30 sec, e:<tension at 72°C for 1 min) and a final

extension at 72°C for 10 min. Controls without DNA were madeto rule out the presence of

contaminants in Ihe reageots and reaction buffers. Agarose gels were stained with ethidium

bromide, and photographed under UV light.

Two-thirds of the amplified DNA were digested for 1 h with 5 units of Eco RI + RJa 1

(Biolabs) according to the manufacturers instructions. A screening performed in preliminary

investigations (30), had shown that this combination of enzymes leads to a high perfonnance

ITS restriction analysis within MorcheJlaceae. The products of amplification and the restriction

fragments were size-fractioned on 2% agarose gels (25).
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Number of replica/es

For each strain, cultivation, DNA extraction and PCR reaction were repeated until ten

successful amplifications had been obtained. Ail amplificales were digested.

Daraanalysis

The gels were scanned and stored as TIFF-fïJes and length values of amplification or

restriction bands were delennined using WinCam 2.0 (Cybertech. Berlin, Gennany) on a PC

work station.

DNA sequencing

ln several slrains represenling the taxa differentiated by the PCRlRFLP analyis (fable 2), the

amplified ITS region was sequenced in both directions by Genome Express (Grenoble,

France). The sequencing reaction was performed by PCR amplification in a final volume of

20 ~I using 100 ng of PCR products. 5 pmol of primers and 9.5 ~I of premixed Dye

Tenninalors in accordance wilh the Applied Biosyslems protocoi. After heating to 94°C for 2

min, the reaction m.ixture was subjected to 25 cycles of 30s al 94°C, 30s at 55°C. and 4 min al

60°C (9600 thermal cycler Perkin Elmer). Dye Tenninators excess was removed wilh Quick

Spin columns (Boehringer Mannheim). The sampies were dried in a vacuum centrifuge and

dissolved with 4 ~d deionized fonnamide EDTA (SIl) at pH 8.0. The samples were loaded

onto an Applied Biosystems 373A sequencer and run for 12h on a 6% denaturing acrylamide

gel.

Sequence Analysis

Sequence data were stored, assembled and analyzed with the biosequence editor and analysis

application SeqApp version 1.9 (16) on an Apple Macintosh PowerBook 5300cs computer.

Multiplealignment of sequences was performed with the Clustal V package (16) interfaced to

SeqApp. Nucleotide sequence comparisons were also performed al the National Center for

Biolechnology Information (NCBl) by using the Basic Local AlignmentSearch Tocl (BLAST)
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network service against the NeSI databases (Non·redundant POB + GBupdate + GenBank +

EMBLupdale+ EMBL;March 1,1996).

Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP) program 4<157 wrillen by Swofford (28)

was used to calculate distance matrices and to reconstruct phylogenies by parsimony and

Neighbor·Joining methods. Tuber melarwsporum (Y09789, Y09790) and T. indicum

sequences (Y0979I, Y09792) (9) were used as outgroup to root phylogeDetic trees.

GenBank accession numbers

GenBank accession numbers for all sequences are listed iD Table 2.

RESULTS

Length and restrictionpolymorphism of the Internai Transcribed Spacer

The PCR amplification of the ITS region was successful, as a unique amplification fragment

was obtained in all investigated samples (Fig. 1). According to the taxa, the amplification

success rate varied between 50% (M. spongio/a var. dunensis) and 90 % (M. esculenta). For

most strains, the size variations recorded within the 10 amplificates were lower than 6 bp. In

Verpa conica 1 however, size variations of 20 bp were observed.

Based upon the length of the amplification fragments, five groups could he separated: (i), ITS

length group 746-752 bp comprizes ail isolates of M. angusticeps. M. conica. M. costata, M.

elata and Verpa conica; (ii) ITS lengtb group 839-845 bp comprizes ail Gyromitra and

Mitrophora strains; (iii) ITS length group 1003-1005 bp corresponds to bath isolates of

DiscioIis verwsa; (iv) ITS length group 1157-1159 bp includes ail strains of M. esculenta, M.

crassipes ATCC 132n and M. vu/garis; (v) ITS Iength group 1225-1231 includes ail strains

of M. spongio/a var. dunensis and M. hortensis plus bath strains of M. crassipes Her.

Results of digestion with Eco RlIRsa 1 are shown in Fig. 2 & Table 3. Reproductible band

patterns were obtained in all digestion repeats of the different ITS amplificates. The size of

PCR products estimated by adding the sizes of the restriction fragments was approximately

similar to the size of the undigested PCR products in most cases (Table 3). The discrepancies

observed in D. venosa, bath Gyromitra species and in M. spongioJa var. dunensis may
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correspond to patterns with two restriction.bands of the same size (doublets). In the case of M.

hortensis 100 bp were missing from the sum of the restriction fragments, whjch could be

explajned by several fragments of small size oot c1early detected by electrophoresis io 2%

agarose gels. Within ITS leogth group 746-752 bp, the RFLP analysis allowed c1ear

discrimination of V. conica from ail black more1s. Within ITS length group &39-845 bp,

Mitrophorasemi/ibera could be distinguished from both Gyromirra species. As in the case of

the black morels, the RFLP allowed no separation between the yellow morels grouped in ITS

length group 1157-1159 bp. rn contrast, the tbree yellow morels of in ITS length group 1225­

1231 bp were c1early separated by the restriction analysis.

rrs sequences anaJysis

Jn most analysed species. at least partial sequences were obtained and high scoring

segment pairs (over &3%) with 5.8S rDNA of fungi in the ascomycetes after BLAST

cornparison confirmed that the sequences corresponded to morellTS (Fig. 3). Furthennore. as

the sequence extremities of M. esculenta, M. crassipes and M. vulgaris displayed high

similarities with the ITS 1 (17 from 19 bases) and the ITS4 primers (16 from 20), it could be

assessed that the complete ITS of these three species had been sequenced. Sequencing

difficulties occurred by species like M. spongioJa var. dunensis for which lower amplification

success rates had been recorded. In such cases, alignment with the complete sequences of the

tbree yellow morels showed that the sequencing difficulties concemed the 5' end of the ITS 1

region (Fig. 3). The complete sequencing of lhis ITS extrernity failed because it was nol

possible to design int'ermediary primers. Excepted in the case of M. hortensis. for which

sequencing was unsuccessful. these partial sequencing difficulties did not hinder the

phylogenetic analyses.

As rnentioned above. comparision with available ITS sequences of other ascomycetes

allowed precize localization of the 5.8S gene from the ITS 1 and ITS2 spacers in aIl

Morche/Jaceae sequences (Fig. 3). Alignment of the sequences revealed high homologies

between the 5.8S gene of alllaxa and polymorphism wi!hin the noncoding spacers ITSI and

ITS2. Good homologies characterized the spacer extremities bordering the 5,8S gene and

ITS2 3' end. ITS length'discrepancies between the taxa appeared to correspond to indels up to
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70 base pairs along the central part of the ITS 1 and ITS4 spacers. ITS 1 was the most variable

reglOn.

Phy/ogenelie Analyses

Parsimony and Neighbor-Joining analyses produced roughly sirnilar trees in which

three species groups could be distinguished, i.e. a yellow morels group, a group with V.

eoniea and M. semilibera and a black morels group (Fig. 4 and 5). In particular, the tree based

on the maximum parsimony analysis (Fig. 4) confinned the species distinctions obtained after

PCRlRFLP analysis within the yellow morels but revealed a genetic distance between M.

eanica and the identical taxa M. angusliceps and M. elata within the black morels. The tree

based on the Neighbor·Joining analysis (Fig. 5) confinned these separations and revealed that

black and yellow morels have distinct phylogenelic origins within the Morchellaceae,

indicating that the genus Morehella is c1early polyphyletic. Noteworthy is that in accordance

with the RFLP analysis, the phylogenetic study c1early separated V. coniea, which indicates

that its common ITS length with black morels does Dot correspond to high sequence analogies.

DISCUSSION

Earlier findings sbowed that PCRlRFLP of the ITS region within ribosomal DNA

represents a rapid and convenient method for characterizationof fun gal species (8, 10, Il, 20,

22). In morels. the polymorphism of this spacer revealed by the present study was higher than

the one observed by Bunyard et al. (3, 4) in the 28S RNA gene. In accordance with our

previous study (5), ITS PCRlRFLP was adequate to characterize ail studied genera within the

Morchellaceae and even to separate species groups and single species within the more

intensively investigated genus Marche/la. In addition to its already demonstrated ability (5) to

separate black and yellow morels which correspond respectively to the dislanJes (base of

hymenium free) and adnaJae morels (base of the hymenium not free) distinguished by Boudier

(2), the method allowed us to c1early separate M. eseu/enta/M. vulgaris, M. spongiola var.

dunensü, M. hortensis and M. crassipes within the yellow morels. This lalter finding refutes

the consideration of Korf (18) and Dennis (6) tbat ail yellow morels belong to a unique
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species. The condratictory results between both isolates of the latter taxon correspond

probably to a misidentification of the M. crassipes strain of the ATCC. Fonns with

hypertrophied stipes exist in M. esculenta. They have been termed M. esculenla var. crassipes

by Jacquetant (17) and are easily confused with the real M. crassipes. After sequencing, an

additional separation between M. anguslicepslM. elakJ and M. conica was possible in

consideration of nurnerous basis substitutions along the ITS with common length. This result

is in accordance with the classification proposed by Heim (14).

Taking ioto account tbat samples of diverse geographical origins were studied in the major taxa

for most of which precise genetical distances could be assessed by sequence analysis of one

representing strain, the validity of the separated taxa wilhin Morchella can be considered as

confirmed. For the same reasons, the separation between M. esculent2 and M. vulgaris and

between M. ela1a and M. angusticeps by certain authors can DOW be considered as probably

erroneous.

The difficulty to amplify and sequence the ITS region of certain taxa is noteworthy. It may

indicate either a differential specificity of the primer ITS 1 for the 25S rRNA gene of the

concemed species, or microheterogeneity of the multiple repeats of the gene copies in the

nuclei as demonstrated for Drosaphila (26) and Bacleria (7). To our knowledge however, the

lauerfact was not reported in fungi until now.

ITS length polymorphism observed within Marche/la is higher than in basiomycetes, but

comparable to that described in trumes (15) or in several zygomycetes (23). The question

arises however which level of separation, i.e. species or genus, this polymorphism reflects.

The perfonned Neighbor Joining and Parsimony analyses of the sequences reinforce this

question. Considering the genetic and phylogenetic distances revealed within the genus

Marche/la itself and between its different "taxa" and the two genera Verpa and Mitraphara, it

appears justified ta ask whether the black and yellow rnorels should not he considered as

distinct genera, similarly as the false morels VerfX1 and Mitraphora were progressively

excluded from the genus Marchellll in the last century. According to morphological data

summarized by Smith Weber (27) and la cytological studies of Berthet (l), yellow morels

constitute the most evolved group within Morchellaceae. In consideration of this, our study

indicates Ihat morels would have increased their ITS length tbrough multiple insertions during

89



Wipf el al., Variation of ITS·region in morcls

evolution. However, as our study c1early shows a polyphyletic speciation whithin the

Morchellaceae and probably within the genus Marchella itself, this provisory conclusion will

possibly be nuanced in future, when IT5 sequence analysis is achieved in supplementary taxa

of this fun gal group.
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Legends of the Figures

Variation or ITS-rcgion in morels

Fig. 1: Agarose electrophoresis gel of the rDNA spacer ITS of different He/ve/Jaceae and

Morche//aceae isoiates. M, fragment size markers <J>X 174 digested by Hae III; l, M. escu/en/a

A7; 2,. M. spongio/a var. dunensis Du. l, M. elara SH2; 4, M. hortensis; 5, M. elara SH3; 6,

M. conica Col; 7. Gyromilra eseu/en/a Her 5; 8, Mitrophora semi/ibera PHI; 9, Disciolis

venosa Her 1; ID, Mitrophora semi/ibera m952( 1); II, Gyromilra infu/a m954(3); 12, Verpa

conica3; 13, M. eseu/en/a AD; 14, M. erassipes Her II.

Fig. 2: Agarose electrophoresis gel of the restriction fragments of the rDNA spacer ITS of

different He/ve//aceae and Morehe//aceae isolates. M, fragment size markers <J>X 174 digested

by Hae III; l, M. esculenta A7; 2,. M. horrensis; 3, M. e!ala SH3; 4, M. conica Col; 5,

Gyromitraescu/entaHer 5; 6, DisCÎ01is venosa Her 1; 7, Milrophorasemi/ibera m952(I); 8,

Gyromilra infu/a m954(3); 9, Verpa eonica 3; 10, M. crassipes Her Il; II, Mitrophora

semi/ibera PHI; 12, M. eseu/enta AD; 13, M. spongio/a var. dunensis Du 1; 14, M. e/ara SH2.

Fig. 3: AJigned sequences of the ITS region of Morehel/aceae isolates. In the aligned

sequences, a dash indicates a missing base, a gray zone indicates more than 60% homology

between ail the sequences.

Fig. 4: Tree based 00 the Maximum Parsimony analysis of the nucleotide sequences of the

ITS region. The complete alignment was based 00 1280 sites, 388 were phylogenetically

informative. The bootstrap data were acquired by samplingsites 1000 times. Bootstrap values

are indicated at the nodes of the deodrogram.

Fig. 5: Neighbor·Joining distance-based phylogenetic analysis of the ITS data. Branch

lengths (drawo in the horizontal dimension onJy) are proportionalto phylogeneticdistance.
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Table 1. Isolates used in rhis study, and respective ITS lengths

ITS
Slraîn Legmor Origin ReL

lenglh

Diseiotis vetloso Her 1 Boyle Gemlany 1994 10393 1005 bp

Disciotis VetlOSa Noyon Clowez Frnnce Exsicara 1003 bp

Gyromitra esclllenta 1 KOSI France 1989 10400 841 bp

Gyromitra eseulenta Her 5 Boyle Gennany 1994 10401 840 bp

Gyromitro itlil/lo m954 (3) Arnold UK 1992 10408 840 bp

(4) 10402 843 bp

Mitrophoro semilibera m952 ( 1) Arnold GennallY 1992 10485 840 bp

(3) 10486 840 bp

(4) 10487 842 bp

(5) 10488 840 bp

M itrophora semilibera Mi Kosi Gennany 1989 PC 839 bp

Mitroplwra semilibera PH 1 Wipf Gennany 1995 10397 845 bp

MitropllOra semilibera PH 2 Wipf Gennany 1995 10398 840 bp

Milrop/lOra semilibera PH 3 Wipf Gennany 1995 10399 840 bp

Morcllella ollgusticeps fungi perf. Ami! USA 10461 746 bp

Morcllello allgllsliceps Penn. State Amir Canada 1975 10462 748 bp

More/le/la eOtlieo Co (1) Luschka Swilzcriand 1995 10464 750 bp

(2) 10465 751 bp

(3) 10466 750 bp

(4) 10467 749 op

MoreheUa eonica 01889 Arnold Gennany 199 1 10478 749 bp

MoreheUo eo"ico Molsl6 Amir Israel 1993 10480 750 bp

Morellella eo,liea MoIsiS Amir Israel 1993 10481 746 bp

Morehella eo"ica MoisS Amir Israel Sept. 1993 10479 748 bp
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MoreJlella eastata (Pas de Calais) B"",OI France I99S Exsicala 748 bp

MoreJle/ia erassipes ATCC 13277 Amir USA 10458 1158 bp

MoreJlella crassipes Her (1) Boyle Gennany 1994 10459 1229 bp

(2) 10460 1228 bp

Morcllella elala 1 Luschka Swilzerland I99S 10482 7S1 bp

MorcJlel1a elala Aus 1 Fans Australia 1993 PC 749 bp

MorcJlella elala Aus II Fans Australia 1993 PC 749 bp

MoreJlel1a elala NZ Cole New-Zealand 1996 PC 749 bp

MareJlel1a elata SH 2 Philipoussis Goœœ PC 749 bp

MoreJldla dala SH 3 Philipoussis Goœœ PC 7S2 bp

MorcJlella esell/enla ATCC 32785 Amir USA 10370 !l58 bp

MoreJlella esell/enla (AD) KOSI Gcnnany 1990 10372 1158 bp

(BO) 10373 1158 bp

(OA8) 10386 1158 bp

(OA9) 10387 1158 bp

MoreJle/la esell/enta (A7) BuSCOl France 1987 10374 IIS7 bp

(B7) 10375 1159 bp

(7 A6) 10391 1159 bp

(7A 7) 10414 1158 bp

More/Je/ln eselllenla Costa-Rica (1) Melendez Cosla-Rica Exsicora 1157 bp

(2) Melel'dez. Cosla-Rica Exsicora !l58 bp

MoreJlella esell/enta (Maroc) Clowcz Mlroco EJ:sicala 1156 bp

MoreJlella esell/enla (aubépines) Clowez Fm"œ Exsieata 1158 bp

MoreJlella tsell/enta (aulnes) Clowez. Frnnce E.uicalQ 1155 bp

MoreJlella tsell/enta (Brûlis) Oowez Frnnce E.uiCQIQ 1158 bp

Morchello esellienia (7BI) Wipf France 1987 10415 !l58 bp

(7B2) 10416 1158 bp

(7B3) 10417 1158 bp
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(7B4) 10418 1159 bp

Morcllella esclt/ell/o m19 Amold Gennany 1955 10371 1157 bp

Morcliella IlOrtensis Philîpoussis G= PC 1231 bp

Morelle/la spollgio/a vor. dUflensis (PdC) Busco! France 1995 Exsicow 1228 bp

(Du 1) 10471 1225 bp

(Ou2) 10472 1227 bp

(Du3) 10463 1227 bp

Morcllella spongio/a var. dllnensis TSM Clowez France 1995 Exsicala 1225 bp

Morcllel/a spoflgiola var. dUllensis QUI Clowcz France 1995 Exsicalfl 1226 bp

More/ulla vIllgaris Wipf France 1995 ExsÎcafa 1157 bp

Moreliella vulgoris 2 Wipf France 1995 Exsicata 1157bp

Morc/ulla vu/garis 3 Wipf France 1996 Exsicara 1159 bp

Verpo COIJ;ea (1) Kasl Gcnnany 1989 10403 748 bp

(3) 10392 750 bp

107



Table 2 : GenBank accesion numbers,

Strain GenDank accesion numbers

Mirrophora semilibera AF 008233

Morche/la angusriceps Penn State AF 000970

Morchella cOI/Ica Col U 51852

Morche/la crassipes AF008232

Morche11a e1ara 1 U 61390

MO/'chella escu/ellla A7 U 51851

MOl'chella spollgio/a var. dllllellsis AF 00823 !

Morchella vu/garis AF 00097 !

VeJpa conica AF 008230
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Table 3 : restriction fragments analysis of the rDNA spacer ITS digested with Eco RI + rsa J.

Fragment size (bp) Sum (bp)

518 430 394 384 347 285 242 223 203 190 152 121 107 70

M. angus/iceps x x x 785

M.conica x x x 785

M. costa/a x x x 785

M.elata x x x 785

Verpaconica x x x 760

~ Gyromitraesculenta x x x x 741

Gyromitra inJula x x x x 741

Mitrophorasemilibera x x x 816

Discioti!i venosa x x x x 747

M. crassipes ATee x x x x x 1197

M. esculenta x x x x x 1197

M. vulgaris x x x x x 1197

M. crassipes Her x x x x 1239

M. hortensi!l' x x x 1135

M. spongiola var. dunensis x x x 950



Tableau 10: Longueur de la région ITS des souches non répertoriées dans la publication 5.

SOllche Légateur Origine Réf. Long. ITS

Milrophora umilibera m952 (6) Arnold Gennany 1992 CP 840 bp

(7) 10407 841 bp

(8) 10396 842 bp

Morchella escillellta Mo24/2 BuSOOl France 1990 10385 1160 pb

Morcllella escll/ell/a (OA 10) Kost Allemagne 1990 10388 1157 pb

(OA 11) 10389 1159 pb

(OAI2) 10390 1158 pb

(CO) 10432 1159 pb

(DO) 10433 1156 pb

(EO) 10453 1158 pb

Morc!lella esclllettta (7810) Buscot France, 1987 10423 1158 pb

(7B6) 10419 1158 pb

(7B7) 10420 1158 pb

(7B8) 10421 1157 pb

(7B9) 10422 1158 pb

(7B 12) 10425 1157 pb

(7B13) 10426 1158 pb

(7B20) 10427 1157 pb

(7824) 10428 1157 pb

(7B2S) 10429 1159 pb

(7826) 10430 1158 pb

MorelleUa t$cllfett/a (C7) BuSOOl France, lm 10431 1158 pb

(D7) .10434 1157 pb

(E?) 10454 1158 pb

Morcllella esc/llell/a (AOA?) Buscot HeterokaryotÎc Strain 10376 1158 pb

(AOBO) 10377 1159 pb

(AOB7) 10378 1159 pb

(A7B7) 10379 1157 pb

(BOA7) 10380 1159 pb

(BOO7) 10381 1158 pb
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Figure 9 : Variabilité de l'aptitude de 4 sporées de morille à germer en fonction de de la période de
l'année.



6.1 Variabilité du taux de germination des spores de

morilles selon l'époque de l'année

Les variations endogènes saisonnières du taux de germination de spores ont été

similaires pour les 4 sporées utilisées (Fig; 9). Une aptitude germinative plus élevée a été

notée entre les mois de février et de mai, et, dans une moindre mesure, aux mois d'octobre et

novembre. Ce résultat s'est répété durant les 3 années sur lesquelles l'étude a porté.

En conditions naturelles des spores de morilles inoculées artificiellement dans le sol

ne sont capables de germer que durant la période vernale (Schmidt, 1983). In vitro le pic de

germination le plus élevé est observé à la même période, qui correspond à l'époque de la

fmctification des morilles en conditions naturelles (février-maTs-avril). Un second pic de

germination moins élevé, est observé en automne, saison à laquelle les morilles sont

exceptionnellement capables de fructifier (Berthet, 19&3; Estève, 1986).

Les variations saisonnières d'aptitude à la germination mises en évidence dans ce

travail se calquent sur le rythme décrit par Buscot (l987) en ce qui concerne l'aptitude à la

fonnation de sc1érotes. Au total, notre étude confirme bien \'eleistence d'un rythme endogène

chez la morille, même si cette propriété n'a pas été mentionnée dans les travaux relatifs à la

production d'ascocarpes en conditions contrôlées (Ower et al., 1986).

6.2 La relation morille-arbre

6.2.1 Etude cytologique sur matériel de terrain

L'association couramment décrite entre M. vulgaris et le frêne a été retenue comme modèle

pour l'étude de terrain des relations rhizofongiques de la morille. Le matériel a été prélevé en

avril 1995 et 1996 dans la région de Noyon (Oise). L'appareil mycélien souterrain observé

sous les ascocarpes matures eleaminés présentait un développement réduit. En particulier, il

n'a pas été possible de meUre en évidence des rhizomorphes reliant la base des ascocarpes

aUle racines associées. De même, les manchons mycéliens entourant les racines étaient

absents ou peu développés. Cette observation est conforme à celle de Buscot (1989), qui a

décrit une disparition progressive des manchons mycéliens au fur et à mesure de la

maturation des ascocarpes.

Dans les cas où ils ont été observés, de tels manchons englobaient des réseaule de racines

fines, dont la partie terminale présentait des déformations (Fig. 10 a & b). La surface de

ces racines était recouverte d'un chevelu mycélien parfois dense, mais ne possédant pas la

structure d'un manteau ectomycorhizien typique (Fig. 10 c). Les coupes réalisées dans de

telles racines ont montré la présence de nombreuses hyphes intracellulaires dans les assises

ducortele(Fig. 10 d & e).
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Figure 10: Morphologie et anatomie de l'association entre Morchella esculenla et des racines

de frêne (Fraxinus excelsior). a, aspect général de l'association (longueur du trait, 400 j.lm);

h, aspect général des racines après séparation du manchon mycélien (longueur du trait, 240

J4m); c, vue de détail d'une racine recouverte d'un chevelu mycélien (longueur du trait, 96

j.lm); d & e, coupes transversales dans les racines (PC, cellules du parenchyme cortical; CC,

cellules du cylindre central; grandes flèches, hyphes de morille intracellulaires; petites

flèches, hyphes de morille intercellulaires présentant l'aspect d'un réseau de Hartig

mdimentaire; longueur du trait, 4,8 et3,? J4rn respectivement).
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Les cellules des tissus ainsi envahis présentaient une faible vitalité. Dans certains cas, une

croissance intercellulaire du champignon a été observée, dont J'aspect évoque un réseau de

Hartig réduit et rudimentaire(Fig. 10 e).

Celte observation d'une association de la morille avec des tissus racinaires corticaux dont la

durée de vie est par essence limitée est difficile à interpréter. En effet, il peut tout aussi bien

s'agir d'un parasitisme léger que d'un présaprophytisme. La présence d'une ébauche de

réseau de Hartig indique également la possibilité d'une association ectendomycorhizienne. Il

est à souligner que chez des ascomycètes mycorhiziens comme les différentes espèces de

truffe, Agerer (1987-19%) a montré des réseaux de Hartig peu structurés et d'extension

lirrûtée. Dans le cas de la morille, les mycorhizes sur résineux décrites par Buscot et Kottke

(1990) et par Buscot (1994) présentaient également un réseau de Hartig peu développé.

6.2.2 Cultures associées

Recent advances in ecology and systematics of 11I0rels.

Wipf, D., S. Koschinsky, P. Clowez, J.C. Munch, B. Bollon & F. Buscot

Cryplogomie Mycologie 18, 95·109

Cet article présente à la fois une synthèse des avancées récentes dans le domaine de la

biologie et de l'écologie des morilles, et des résultats nouveaux obtenus par nous·mêmes et

nos partenaires allemands (F. Buscot et S. Koschinsky) dans l'étude expérimentale de

l'association morille·plante supérieure.

Nos résultats propres montrent que la morille ne peut survivre seule sur un milieu

composé de tourbe, mais en devient capable en présence d'une plante supérieure compatible,

dont elle modifie le développement de façon spécifique. Ainsi, si le développement des

parties aériennes du bouleau et du pin est semblablement inhibé en présence du champignon,

l'effet sur le système racinairedes deux espèces de plantes est différent. Dans le cas du pin,

on observe une forte diminution de la croissance en longueur des racines. Chez le bouleau.

cette croissance n'est pas affecté, mais une diminution significative de la "longueur

spécifique des racines" (SRL ou Specifie Roct Length) (FiUer, 1985), indique par contre une

altération de l'anatomie racinaire sous j'effet de la morille (Fig. II). En l'état actuel des

connaissances, ce type d'effet, comparable à celui de l'infection de plantes par des

nématodes (Fiuer. 1985) ou de certains champignons mycorhiziens. reste difficile à intégrer

dans l'interprétation du bilan écophysiologique d'une association rhizofongique (Herrmann,

communication personnelle).
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La morphologie de l'interaction entre mycélium de morille et racine varie elle même

de façon spécifique. Dans le cas du bouleau, il s'agit de petits manchons étroitement

imbriqués dans le système racinaire, alors qu'avec le pin, de gros sclérotes sont formés à

proximité mais non au contact direct des racines. L'analyse PCR réalisée a en outre montré

que cette spécificité concerne également le champignon puisque, dans nos conditions

expérimentales, seule M. esculenla s'est développée en présence de Betula pendula et seule

M. elaJa s'est développée en présence de Pinus banksiana.

En ce qui concerne la nature des associations obtenues, le fort taux de mortalité observé en

fin d'expérience en particuliercbez P. Banksiana indique un parasitisme de type nécrotrophe.

Cependant, il faut souligner le caractère particulier car artificiel de telles cultures. Les travaux

de nos partenaires montrent d'ailleurs que la coinoculation de bactéries associées suffit à

modifier l'efTet de la morille sur un système racinaire.

Ainsi, si nos résultais confirment que l'association avec une plante peUl êlre essentielle pour

un développement pérenne de la morille (Buscot, 19913 et 1993), la nature des interactions

observées est elle à interpréter avec prudence.

Les expériences de co-cultures menées parallèlement par les deux groupes avec

différentes espèces de morilles et de plantes montrent que l'association à une plante

supérieure peut être spécifique. Cependant, le fait que des facteurs bactériens puissent

modifier la nature de telles associations incite à une utilisation prudente de cette spécificité

d'association comme critère de caractérisation des espèces de morilles.
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RESUME - Le present article fait la synthese des avancees recentes dans le domaine de la biologie
et de l'écologie des morilles avant de presenter des resultats nouveaux, susceptibles, d'éclairer le débat
sur la notion d'espèce dans ce groupe dont la systématique est controversee. Des expèriences de
confrontations menées avec différentes "espèces de morilles" montrent que J'association à une plante
superieure peut être spécifique. Cependant, le fait que des facteurs bactériens puissent modifier la
nature de telles associations incite à une utilisation prudente de telles specificites d'association comme
critere de caractérisation des espèces de morilles. Parmi les approches modernes, c'est l'analyse de
l'espaceur ITS de J'ADN ribosomal qui est la mieux adaptee à cette caractérisation et à la revision
systématique des Morchelfaceae. Des exemples sont fournis au sein du groupe des morilles rondes.

ABSTRACT - The paper summarises recent advances in the field of the biology and ecology of
morels and presents new results aiming to highlight the species definition in this group with
controversial systematics. Experiments using different morel species show that the association with
plantscan be specific. However, as hacteria may modify their nature, the specificity of theassociations
must be used cauliously as criterion 10 characterise morel species. Within the modern approaches, the
analysis of the ITS-region appears as the most adapted to characterise true species and to revise the
systematics of the Morchellaceae. Examples within the group of the yellow morels are given.

KEY WORDS: Morchella, ecology, systematics, associations wilh plants, review

MOTS CLES: Morchella, écologie, systématique, associations avec des planles, revue

Morels are often one of the first spring edible mushrooms collected in temperate
regions (Weber. 1995). The stipitate mitrate ascomata with folded to spongiform hyme­
nÎum make the genus Morchella easy to define (Chadefaud, 1960). In contrast, the factthat
Korr (1973) and Jacquetant (1984) distinguished respectively 3 and 28 species iIIustrates
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the debatable species definition. The basic difficulty here is that withill each taxon, the
ascomata display"high macroscopic morphological variations (fig. 1), whereas the micros­
capical features of the hymenium are remarquably homogenous within ail Morche{faceae.
ln this context, Gessner (1995) recently underlined the importance to consider also
biological and eeologieal fcatmes in order to distinguish form variations respectively
reAecting ecotypes and true species. The present article cOl1stitutes <ln attempt to follow
this Jine of thought. A review of known biological and ecological l'catures and the
presentation of new results 011 the specificity of associations between morels and plants
will be L1sed to highlight the most recent advances on systematics or this !"unga! group
which base on molecular biological investigations.

Fig. 1. - Morphological variability or rrultbodies within the taxon ,'dol'chella vu{go!'i.\·.

L18



ECOLOGY AND SYSTEMATICS OF MORELS

BIOLOGICAL AND ECOLOGICAL CYCLES
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The observation by Molliard (1905) and Matruchot (1909) that morels fruit at
the expense of preformed sclerolia constituted a crucial step of the ancient effort to
elucidate morel biology and ecology. The central biological role of sclerotia was confirmed
by the experimental work of Ower (1982 & 1986), which resulted in mastering the
fructification under culture conditions. In addition, ecophysiological field investigations
allowed Buscot (J 989) 10 demonstrate the hienniallife cycle of morels in lemperate regions
and revealed that sclerotia constitute the mycelial structure which overlives the cold season
and provides the nutrieots for the ascomata development in carly spring. Both latter
functions of sclerotia were confirmed by biochemicai (Buscot & Bernillon, 1991) and
experimental ecophysiological investigations (Buscot, 1993), which also supported the
observation by Mayr (1982) that morels form two types of sclerotia. The first type
represents the storage and overlive structure described above, while the second one can he
considered as abortive ascomatal primordia.

A second crucial step in the elucidation of morel bîology was the hypothesîs by
Hervey el al. (1978) and ilS confirmation by Volk and Leonard (1989) that the mycelium
can become heterokaryotic arter forming vegetative anastomoses. In their representation
of the Iife cycle (fig. 2), the latter authors considered that only sclerotia formed by such
heterokaryotic mycelium, which they termed secondary mycelium, are able to produce
ascomata (Volk & Leonard, 1990). Buscot (1993) showed that heterokaryons are being
formed under low nutrient availibility, while monosporal strains segregate when cultivated
on nutrient rich media. He related this duality of mycelial somatic interactions with the
two ecological strategies (see fig. 3) which morels show in nature (Buscot, 1992a). Within
the so called "pioneer strategy", morels behave as ruderal organisms, colonising tempo­
rary recently disturbed soils on which they display a high fructification abundancy (Kaul,
1975; Turnau, 1984, 1987; Carpenter el al., 1987; Duchesne & Weber, 1993). In the so
calied "perennial strategy", they grow in stable ecosystems over several years and form
fruitbodies only sparsely. Considering the effective nutrient availability in both ecological
situations, Buscot (1992a) hypothesised that non self incompatibility between monospo­
rai mycelial strains should be enhanced in the pioneer strategy, while heterokaryons
should predominate in the perennial strategy. He related the homokaryotic stage with the
saprotrophic nutrition in the pioneer strategy and respectively the heterokaryon formation
with the capability to forro trophic associations with plant roots in the perennial strategy
(see below association with roots). Thus, as is summarised in figures 2 and 3, Volk and
Leonard (1990) considered heterokaryosis from the point of view of ilS role for the
reproductive cycle, while Buscot regarded it as a somatie feature allowing the fungus to
adapt to an ecological situation marked by enhanced competition for nu trient and
complex associations with other organisms.

Additionally to deseribing morel sclerotia, Molliard (1905) also established a
link between the anamorph Costantinella cristata and the conidial stage of Morchella
e/ata. Paden (1972) confirmed this observation and Gams (pers. communication) obtained
eonidia of M. elata in pure culture. Thus, this feature can be considered as weil establîshed.
To our knowledge however, M. e/ata is the only morel taxon in which conidia were
described and as conidial germination has never been reported, their biological function
remains unclear. This conidial stage has been included in the biologicallife cycle proposed
by Volk and Leonard (1990, sce fig. 2).
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ASSOCIATIONS WITH HIGHER PLANTS IN NATURE
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The morel fidelity to vegetation types and to particular plant species is weil
known by morel hunters and is weil documented (table 1). This fealure was also largely
used for species characterisation by authors 5uch as Jacquetant (1984), who distinguishes
a greal nurober of taxa in morels. For example, within the yellow morels (secao adllatae
sensu Jacquetant), an association with sand dune vegetation is a crucial characteristics 10
identify M. spongiola var. dunensis (Romagnesi, 1963) and respectively, an occurence in a
3sh tree forest is a helpful even if not a definitive criterian 10 characterise M. yu/garis
(Clowez, 1992). evertheless, several of the described associations of morels with plants
have to be interpreted cautiously for two reasons. Firstly, within rnixed vegetation types,
the exact connection to a specific plant species was often not verified. Secondly. the nature
of the associations was rnostly not investigated. ln certain cases however. connections
between ascomata and plant roots or rhizomes could be traced and the kind of association
characterised. The spectrum of such thoroughly characterised associations appeared to
range from parasilism lO ectomycorrhizal symbiosis (tab. 2). In the latter case. field
observations suggest that the mycorrhizal formation occurs in spring at the same time as
fruiting (Buscot & Koltke, 1990; Buscot, 1994) and represents the beginning of a new
vegetative cycle within the perennial strategy (Buscot 1992a).

EXPERIMENTAL INVESTIGATIONS ON ASSOCIATIONS WITH PLANTS

While the potentiallO parasitism was confirmed experimentally. the formation
of true mycorrhizas ullder controlled conditions was not sllccessfull until now (Buscot,
1992b). Nevertheless, with seedlings of Picea abies. the aUlhor obtained formation of
mycorrhiza.like modified short rootlets after inoculation of M. esc:ulelltli precultivated on
a nitrogen rich medium which also enhanced the proliferation of two bacteria (8ac:illlIs
circultll1s and Acinetobacterjohl1sonii). prabably originating from the spore surface (Fig.
4). Camplementary assays ta highlight these results are presented here briefly.

First series of assays were performed in a gnotobiotic culture syslem in which
axenic root systems of Norway spruce seedlings were confronted with homo· or hetere­
karyotic strains of M. escliienta and/or the bacteria isolates mentianed abave (for the
method. see Buscot 1992 b). The experiments showed c1early that only the morel is able ta
induce root modifications. as control plants and plants inoculated only with the bacteria
never formed modified roots. ln ail assays inaculated wilh morel strains. the formation of
mycorrhiza·like modified short roots with generally limited growth was induced (fig. Sa &
cl. ln few cases, the modified roots displayed a prolonged growth. which confered a
c1ub·shape to them (fig. Sa). Co-inoculation with the morel and the bacteria appeared ta
enhance this latter event (fig. Sb & d). Furthermore. cOllfirming the above mentioned
hypothesis of a link between heterokaryosis and the capability of association with roots in
nature (Buseot. 1992 a), the production of both mycorrhiza·like and c1ub·shaped roots
was c1early higher in case of inoculation with a heterokaryotic than with a monosporal
strain (fig. 5). The c1earest morphological effect was obtained with polysporal inoculates
(fig. 4).
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Fig. 4 - Mycorrhiza·Hke modified short mots or a Norway spruce seedling (Picea abie.v) infccted
with li polysporal inoculate of MorclJella e.l'C:u!ell/a
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Fig. S. - Roal systems of Norway spruce seedlings inoculated with MQrchelfa esculentu and
evenlUally with Bacillus circuluns and Acinetobacter jolmsonii. a. single inoculation wilh a monospo·
rai morel strain; b. dual inoculation Wilh a monospordl fungal strain and with the bacteria; c. single
inoculation with a heterokaryotic morel slrain; d. dual inoculation with a heterokaryotic morel slrain
and with the hacteria (small arrows., mycorrhiza-like modified short mots with lirnited growth
polential: large arrows, c1ub~shap moditied roollets with prolonged growth potential).
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Additional experiments were also performed to assess the specificity of different
morels to plant species. Surface sterilised seeds of Pin.us banksianCl Lamb. and Betlila
pendula Roth. were germinated and precultivated on peat during 5-6 weeks in a growth
chamber (photoperiod 16/8 h' light intensity 8001010101-2

S-l; temperatüre, 24°C). They
were inoculated with a mix of Morchella esculenta and Morchella elcua and grown for 8-10
weeks. [n comparison with control plants, the inoculated birches exhibited reduced shoot
but a similar root development (data not shown). In contrast, in pine assays, the etfects
of the inoculation were higher, as both shoot and raot development were reduced (fig. 6).

"

B

!..•
/ '. .' C

";f

Fig. 6. - Confrontation assay between Pinus ban!csial1(/ and a AtIorchel/a esculel1111 + j'vf. elala mix. A.
control plant; B, inoculated plant; C, sclerotia formed close to B roots. Scale bar represellts 1 cm.

The kind of the interaction with the raots was also dilferent according to the plant partner.
Dense mycelial masses formed around root sector of the birch tree (fig, 7), whereas large
sclerotia formed close to, but not in direct contact with, the pine root (fig. 6). With either
of the plant species, a direct penetration of root tissue by the fungus could not be
detected, but the remarkable number of dead plant at the end of the a says suggest a
kind of necrotrophic parasitism of the fungus. Using PCR techniques described in the
following section, it was possible to demonstrate that from the mixed inoculates, only
M. esculenla developed in presence of birchs, and respectively that only M. data grew in
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presence of the pines (fig. 8). [n additional control assays without plants. the mixed
inocuium displayed a very reduced growth in the peal substrate used for the assays. Thus,
this second series of experiments demonstrates clearly that morel species need a compa­
tible plant partner to colonise certain kinds of suhstrates.

Fig. 7. - Detailed view of birch roots with dense myce1ial masses formecJ by MOl'dlellll e/aw (white
arrows).

M 2 3 4 M

rt:l.' ,.:.~

1", . ,~

1
'."

1..._~ .....

1353 bp

1078 bp

872 hp

603 bp

Fig. 8. -Agaroseelectrophoresis gel of the rDNA spacer ITS of IHurchella /!scillelllll (Il. M. effllll (2),
the mycelial masses formed around root sectors of the birches (3) and of lhe large sclcrolia formed
close to Pinus bal/ksüma roots (4). M = fmgment size markers IX [74 digt:stt:d by Hat: [II.
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In summary, the above experimental investigations firstly reinforce the hypothe­
ses emîtted by Buscot (1992a and 1993), that associations of morels with plants are crucial
in the perennial ecological strategy observed in stable ecosystems and that heterokaryosÎs
is an advantage for the fungus in this situation. Secondly, the experiments implied that not
ooly the associations but also their nature could be specifie and depend on the taxa of bath
partners. M. esculenta formed a different kind of association with the Norway spruce than
with the birch and none with P. banksiana with which M. da/({ in tum formed a third kind
of association. However, the experiments with the bacteria also demonstrate that the
[ealures of the associations can be modified by other biological factors. This suggests that
using the associations with plants as a criterion for determination and as an element
helping to c1ear the morel systematics must be done cautiously and in combination with
further criteria.

LINK WITH THE SYSTEMATICS

In recent years the potential of modern biological methods to improve the morel
systematics was assessed by several authors.

The isozyme polymorphism was used by Gessner el al. (1987) and Yoon et af.
(1990) to characterise geographic isolates of Morche{{a escu/enta from North America.
Kulkarni and Kamerath (1989), Royse and May (1990) also compared different American
Morche{{a species by this method. Finally, Wipf el al. (1 996a) assessed whether isozyme
polymorphism in different members of the Morche{{aceae could be used to clarify the
systematics of the familly. The analysis by the different authors allowed fine discrimina~

tions at the inter - or intraspecific levels and appeared useful in strain characterization.
However, Wipf el al. (1996a) underlined that the exhibited polymorphism is not adequate
to perform phylogenetic analysis or to clear the species concept.

The large subunit of the rD NA of Morche{{aceae was also analysed with
PCR/RFLP by Bunyard et al. (1994). However, the authors reported higher degrecs of
polymorphism between intraspecific populations than among putative species in certain
cases, which illustrates further the difficulty to define species in morels. In a more recent
paper, Buscot et al. (1996) showed that polymorphism of the internai transcribed (ITS)
spacer of ribosomal DNA is more adequate to clarify morel systematics. The analysis
allowed to differentiate clearly ail genera in the Morcheliaceae and confirmed both species
groups recognised in al! classifications, i.e. black (seclio distantes) (Jacquetant, 1984;
Weber, 1995) and yellow morels (seclio adnatae), which exhibited respective ITS lengths of
740-750 and 1150-1220 bp, respectively (fig 9). Sequence analysis of the lTS region
confirmed this high genetical distance between black and yellow morels (Wipf el al.
1996b), further suggesting that they should perhaps be considered as distinct genera, as
Mitrophora is. Within each "genera", slight length variations and different restriction
profiles of the ITS region allowed to separate several species (fig. 9).

At present, the performed mo1ecular biological analysis reinforce the validity of
taxa like the yellow morels M. spongiola var dunensis and M. hortensis which do not exhibit
remarquable typological criteria but are weil characterisable by their specifie ecology. In
contrast, the distinction between M. esculenla and M. vulgaris proposed by Clowez (1992),
on the basis of ecological features is not confirmed by the molecular biological analysis
(data not shawn).
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Fig. 9. - Similarîty relatîonshîps of sorne Morchellaceae. UPGMA (ree (Sneath and Sokal, 1973) constructed wîth the computer program
WînCam 2.0 (PC).
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Plants

Equüetuceue
Equisellllll n/emu//!

Po{vpotÜ4ceae
(spccies nol given)

Pinaceue

D. WIPF el al.

References

Buscot & Roux. 1987

l...akhanpaietal.,1990

.·lb;I!.~ a/ha. Pinus banksiana, Picea
ahies

Magnofwceae
Magnolia sp.

FuguCt!af!
Fagus sy(valica. Quercus sp.

BduluCf!ae
Belala sp., Carpinus belalus, A Inus sp.

CorY/UCf!Uf!
Cory/ws aI'el/ana

U1maceae
V/mus lII;rOT, eeUis aus/rolîs

RO$aceae
Prunus ol'iulII; Prunus spinasa;
Craloegu,f /I1onogvna, Rubus /rulicasu.f,
/l'/afus pUlI/ifa, P'Vru.f COl/lllluni:;

FubuceOf!
Robinia pSl:udiooccacia

Aceraceue
Acer pseudoplalanu.f

Carnaceae
CiJrmu sanguinea

Apialcs
Hedera helix

Vi/aceal!
,,"m.v vinif!!ra

Su/ificicoceae
Papa/us nigra

Oleacme
Fraxinu.vl!xcefsÎOr'. Ligus/fum vu/gOrl!.
Olea I!uropaea . Syringa vulgori.f

A5teruceUf!
Cynara sca{vlllus. Helion/nus tuberosus,
Hieracirun murorum, Taraxacum sp.

Ljfjuceuf!

.4.lIiulII ursinul/I

Budd/ejaceae
Buddleja

JacquctanL 1984; Duchesne & Weber. 1993;
Buscol & Roux. 1987; C10wcz & Wipf. 1997

Clowcl & Wipf, 1997

Jacquctanl. 1984; BUSCOl & Roux 1987

Jacquclanl, 1984

Jacquclant, 1984. Buscot & Roux. 1987

Jacquetant, 1984; BuSCOI & Roux, 1987: Clowc7.
& Wipf. 1997

CIowez and Wipf. 1997: BuSOOI & Roux. 1987:
Philippoussis & Balis. 1995: Jacquclant. 198~

Philippoussis & Balis. 1995

CIOwel & Wipf. 1997

Buscol & Rou.>;. 1987

Clowcz & Wipf. 1997

Condamy & Cornu. 1878

Jacquctanl. 1984: Clo\\'cz and Wipf. 1997

Robert. 1865: Jacquclanl. [984: Buscol & Roux:
C[OWCl & Wipf. 1997

Jacquclant. 1984: Busco! & Roux. 1987

Buscot & Roux. 1987

Clowe7. & Wipf. 1997

Table 1 - Listing of plant species near which occurence of morels have been reported.
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Morel spec:ies Associated plants Observations RHérences

M escuhmla Vitis "'ille/era Parasitism Condamy & Cornu, 1878

M. escu/enta O/eaceae; Corllaceae Parasitism Robert, 1865; Buscot &
Roux, 1987

M. esclI/el1/a Helialllh/is IlI~roslls Parasitism Roze, 1883

M. spongiola Poacea ParasÎtism Romagnesi, 1963

M. sf!ntilibera U/mlls minor Ectomycorrhizas Matruchol, 1909

M. escu/ellla Piceaabies Ectomycorrhizas Buscot & Kottke, 1990

M e/ola Picea obies Ectomycorrhizas Buscat, 1994

107

Table 2 - Association between morels and plant roots in namre which have been analysed precisely.

Il appears that a sequence analysis of the ITS region of representative taxa will
aUow to clear the species concept and possibly the philogeny of the Morchellaceae.
Furthermore, il will give indications on which of the ecological reatures really characterise
species and respectively on which of them ooly refl.ect the high ecological plasticity of
morels.
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Dans ses objectifs, le présent travail procédait d'une double démarche:

- Développer un outil moderne capable de résoudre les nombreuses ambiguïtés de la

systématique et de la biologie du genre Morchella.

- Contribuer par des observations de terrains et des expérimentations à compléter les

données parcellaires accumulées depuis plus d'un siècle dans le domaine de l'écologie des

morilles.

Panni les types de polymorphismes moléculaires examinés, la variabilité

isoenzymatique a pennis les distinctions les plus fines. En particulier, seul ce

polymorphisme a autorisé la caractérisation des souches hétérocaryotiques. Il s'agit ici d'une

avancée, dans la mesure où chez la morille, la formation d'hétérocaryons n'avait été étudiée

auparavant que par le biais d'expériences de complémentationfonctionnelle de mutants (Volk

et Leonard, 1989), cette méthode lourde ne s'appliquant pas à des souches sauvages. Le

polymorphisme isoenzymatique, qui a également permis la mise en évidence d'hétérocaryons

chez Agaricus birorquis (Roux et Labarère, 1990), permet donc de caractériser les produits

d'interactions somatiques chez les cbampignons. Cependant, cette méthode ne saurait

constituer un aboutissement dans l'étude de l'bétérocaryotie en particulier chez la morille. En

effet, outre le fait que les activités enzymatiques exprimées sont variables dans le temps et en

fonction de l'état physiologique des souches, ce polymorphisme ne permet pas le suivi précis

de populations hétérogènes de noyaux dans des articles hyphaux coenocytiques. Le

développement de sondes ~énomigues homologues de marquelJrs moléculaires de

l 'hétérocaryotie, caractérisés par RAPD, permettra d'atteindre cet objectif.

Par ailleurs, le polymorphisme isoenzymatique révélé dans notre étude ne permet pas la

caractérisation de taxons ni de leur relations pbylogénétiques au sein des morchellacées. Ce

résultat est illustré par le fait que dans deux études d'izoenzymes, M. eseu/enta et M.

deliciosa aient été considérées successivement comme distinctes (Gessner el al.. 1987) puis

comme conspécifiques (Yoon el al., J990).

L'étude du polymorphisme de l'ADN s'est basée sur l'amplification dirigée des

espaceurs ITS et IGS de l'ADNr ainsi que sur la PCR aléatoire utilisant des amorces

complémentaires de séquences SSR. Pour cette dernière méthode, l'amorce (GACA). n'a

permis aucune amplification. Le faible nombre et la distance élevée eotre les sites

homologues de cette amorce chez les champignons (Meyer et d., 1992) peuvent expliquer ce

résultat négatif. Au contraire. J'amorce (GTG)s a conduit à l'obtention de produits PCR sur

toutes les soucbes et a permis la caractérisation de chaque espèce étudiée. Cependant, la

discrimination intraspécifique n'a été possible que dans le cas de deux souches d'origines

géographiques très éloignées et les hétérocaryons n'ont pu être distingués. Ce niveau de
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discrimination est équivalent à celui observé chez la truffe (Gandeboeuf, 1997). Cette

méthode esl donc moins sensible chez les ascomycèles supérieurs que chez les levures donl

elle pennel une caraclérisation d'individus (Welsh et Mc ClelJand, 1990; Growhursl el al.,

1991; Meyer et al., 1992; Sehonian el al., 1993).

Le fail que la région IGS 1 fi 'ail pu être amplifiée de manière interprétable que dans le cas de

Disciotis vellosa el de MOI·chella esculema indique que la spécificité des amorces pourrait

différer selon les laxons de morchellacées étudiés. Dans une certaine mesure, ce résultal

constitue une mise en évidence indirecte d'un fon polymorphisme de ('espaceur IGSI chez

les morilles. Une siluation analogue.a été décrite.au sein du genre Lacraria, donll'espaceur

ITS, mieux conservé par essence (Gardes, corrununicatioll personnelle), présente lui même

un polymorphisme de taille important (Guérin-Laguene. communication personnelle). Cette

siluation caraclérise égalemenl le genre MOI·chella, chez lequel la longueur de l'ITS varie

entre 740 et 1230 pb, pennenant la distinction d'au moins lrois groupes d'espèces. En

considérant les travaux par ailleurs réalisés sur les régions 18 el 28 S (Bunyard el al., 1994;

O'Donnell el al., 1997), c'est donc le polymorphisme de la région ITS qui est le plus adapté

à une analyse clitique de la systématique des morilles. Ce polymorphisme est important à

plus d'un litre. Oune les difféJences de longueurs évoquées plus haul, il faul citer la

difficulté à amplifier et à séquencer ce fragment chez certains laxons. L'origine de cene

difficulté peut êue double. Il peUl s'agir. comme évoqué à propos de l'espaceur lOS. d'un

manque de spécificité d'une amorce envers les mOlilles concernées. Les résultats du

séquençage indiquent que l'amorce ITS 1 serait alors en cause. Par ailleurs il est également

possible que celtaines espèces de mOlilles présentent une plus grande hétérogénéité dans les

multiples copies de l'ITS. Une teUe valiabilité n'a pas été décrite jusqu'à présent chez les

chalnpignons, mais elle esl connue chez les procatyotes (East et al., 1992) et les drosophiles

(Sehlonerer et al.. 1994).

En dépit de ces difficultés, un séquençage de l'ITS a pli êo·e réalisé sur au moins un

représentant de chaque taxon des morchéllacées étudiées à l'exclusion de M. hortellsis. Dans

la mesUle où les comparaisons de séquences moléculaires sont dépolllvues d'ambiguïlé du

poinl de vue des étalS de caractères élUdiés (Darlu et Tassy, 1993), une analyse de la

phylogénie des morcheUacées a pu être enueprise sur la base des séquences oblenues. Les

distances phylogénétiques obselvées entre les groupes d'espèces au sein du genre MOI·chella

som comparables voire supérieures à celles avec les gem·es voisins (Verpa, Mftrophora).

Ceci suggère que de même que les fausses morilles Milrophora el Verpa onl été exclues du

genre MOI·chella au siècle dernier (Weber, 1995), il paraîtrait justifié de scinder les vraies

morilles en deux voire Irois genres. Les dislances entre morilles noires et jaunes sont en effet

considérables, el, au sein du dernier groupe. l'ensemble regroupant M. spolIgiola var.

dUl1ellsis, M. crassipes el vraisemblablemem M. hortel1sis esl distant de l'ensemble M.

vulgaris/M. eSClilellla. Si on se réfère aux données morphologiques résumées par Weber

(1995) el aux obselVations cYlologiques de Berthet (1964) qui considèrent les morilles
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jaunes comme plus évoluées, l'ITS des morilles apparaît s'être allongé par des insertions

multiples au cours de l'évolution. Il convient cependant de rester prudent dans cene

interprétation car notre étude montre à l'évidence une évolution polyphylétique des

morchelJacées.

L'analyse de la région ITS pennet également de discuter la valeur de certaines

espèces de morille. Si les morilles noires présentent une longueur d'ITS constante et

constituent à ce titre un ensemble homogène, l'analyse des homologies de bases inclique

que M. eOl/iea qui possède une morphologie bien typée est une espèce à pan entière. Par

contre M. elara et M. angusrieeps apparriennent manifestemem à une même espèce. C'est

donc ici la conception défendue par Heim (1936) et non celle de Soudier (1897) qui serait

à retenir. Chez les morilles jaunes, l'ensemble M. vu/garis/M. escu/ellla doit être considéré

comme une seule espèce en dépit de sa grande plasticité de fonne et d'écologie. En

revanche, le concept défendu par Korf (1973) puis Dennis (1978) d'une unique espèce de

morilles jaunes est clairement infmné par notre étude de l'ITS. En effet, M. spongiolo liaI'.

dilI/el/sis, M. lionel/sis et M. erassipes s'avèrelll constituer des espèces distinctes. Elles

sont à tel point éloignées génétiquement de M. esculellto que leur regroupemem dans un

genre séparé pourrait être envisagé. Il est remarquable que ce groupe qui diffère peu

morphologiquement de M. eseuiel/IO. regroupe des taxons à écologie extrême. La

contradiction relevée entre les deux échantillons de M. crassipes examinés (Publication 5,

Tab. 1) est attribuable à une erreur d'identification dans la collection ATCC. La

détennination de M. crassipes présente en effet des clifficuhés puisqu'il existe des fonnes à

pied hypeltrophié chez M. esculemo. A ce tiu'e, Jacquetant (1984) reconnaît d'ailleurs une

variété crassipes chez M. eSClilellla.

A l'issue de notre étude du polymorphisme isoenzymatique et génomique chez les

morcheUacées, il convient de souligner à nouveau le parallélisme obselVé avec les résultats

d'études analogues sur les truffes (Hem'ion, 1993; Gandeboeuf. 1997). Les tubéracées et

les morchellacées présentent des niveaux de polymorphismes remarquablement similaires.

Par rapporl aux objectifs initiaux de ce travail. on peut considérer que le

développement d'un outil pennettant une discussion clitique de la systématique et de la

notion d'espèce a abouti, la région rrs étant parfaitement adaptée. Cet outil peut être

affiné. en paniculier par le développement d'amorces plus spécifiques des morilles. En ce

qui concerne la caractérisation des hétérocaryons, le résultat oblenu grâce à l'étude du

polymorphisme enzymatique ne constitue qu'une étape. Le développement de sondes ou

d'amorces utilisables pour des marguages jn sjm passe par la mise en évidence de régions

génomiques hautelnent polymorphes. Le polymorphisme révélé par la PCR aléatoire avec

l'amorce (GTG)s est insuffisant à cet effet, conune dans le cas de la truffe (Gandeboeuf,

1997). Ce dernier auteur a pratiqué une étude plus étendue de la PCR aléatoire sur la
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truffe, qui montre que cette méthode ne pelmet pas d'obtenir de marqueurs capables de

distinguer des isolats au sein d'une espèce. U suggère pour cela de combiner les

techniques RFLP et PCR aléatoire <technigue AFLP 1 amplified restliction fragment

po!ymomhism). Une approche plus systématique mais aussi plus lourde consisterait en

l'étude du polymorphisme de l'ensemble du génome après séparation des chromosomes

par électrophorèse en champs pulsés (PFGEt Des protocoles d'extraction enzymatique

ménagée ont été développés pour les champignons filamenteux (Shimizu et al., 1993).

La panie écologique du présent travail a été rendu difficile par la succession de trois

mauvaises "saisons à mOlil1es" (1994, 1995, 1996). L'étude sur le terrain des

associations avec des plantes supérieures a donc été limitée par rapport à l'objectif

de dépan. Néanmoins, les observations sur le frêne Ont pennis de confumer la diversité et

l'ambiguïté de leur nature. En effet une croissance incracellulaire des hyphes et une

ébauche de réseau de Hanig ont été observées sur les mêmes échantillons. Si l'on retient

l'hypothèse d'une association ectendomycorhizienne, le spectre d'associations déjà

décJites (parasitisme et ectomycorhize) serait donc élargi. L'aptitude à la symbiose et au

parasitisme suivant la plante hôte constitue un autre caractère commun avec les uuffes

comme le montre une étude récente (Plauner et Hall, 1995). L'analyse précise de ces

associations en milieu naturel est à poursuivre et pomTa être affmée grâce à l'utilisation de

l'outil PCR développé dans ce travail, qui peut en patticulier pelmettre l'identification

fOimelie du pattenaire fongique comme notre étude expérimentale l'a montré.

Cette étude en conditions contrôlées a pelmis de progresser dans la compréhensioll

de plusieurs aspects des relations rhizofongiques contractées par la morille. Tout d'abord,

elle a apponé une confumation expérimentale de la spécificité de M. elma pour fil/US

ballksialla, qui avait été décrite sur le telTain par Duchesne et Weber (1993). La possibilité

d'une association M. esculellta-Bemla pendula évoquée par Jacquetant (1984) a en outre

été démontrée. L'étude expérimentale a également renforcé l'hypothèse avancée par Buscot

(1 992a) et Wipf et al. (1994) du caractère cl1Jcial de l'association à des plantes supélieures

dans un contexte écologique difficiJe comme celui rencontré par la mOliJle dans sa sn-atégie

pérenne en écosystème forestier stable.

La natw'e des associations obtenues expérimentalement est nertement parasite. Toutefois,

ce résultat doit être analysé avec pllldence, car il a été obtenu sur un modèle simplifié

utilisant de très jeunes plants. Les expériences à venir devront être menées avec des plants

plus âgés et dans des conditions plus proches des sites naturels de la morille (par ex ..

utilisation de sols provenant de placettes à morilles). Il eSt a noter que les expériences

d'associations ne sont réalisables qu'au printemps (résultat non mono'é dans le texte), ce

qui confilme le cat'actère saisonnier de l'établissement de telles associations postulé par

Buscot (1992c) et montre en outre l'implication probable d'un rythme endogène.
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Un tel rythme endogène avail déjà été démono·é pour l'aptitude à la formation de

sclérOies en condilions contrôlées (Buscol, 1987) et la gennination des spores en milieu

nalUrel (Schmidt, 1983). L'étude en condition contrôlée menée dans le présent travail a

confumé et précisé ce delllier rythme. En l'étal actuel des connaissances. il semble donc

que nombre des événemellls qui caraclérisent le développement printanier de la morille

soient au moins autant dépendants de facteurs climatiques saisonniers que d'un rylhme

endogène. li s'agi( de l'association à des racines, de la formation de sclérotes el de la

gennination des spores.

Au Ienne de ce travail, il appaJ<Û1 donc que l'interprétation de la grande plasticité observée

dans le mode de vie des morilles n'est possible que par l'intégration de données relevant à la

fois de la systématique, de l'écologie et de la biologie. Cette situation semble corrunune aux

ascomycèles supélieurs qui constituent un matériel fongique aussi complexe que fascinant.
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Annexe 1: Isolats utilisés



N.B.: Dans la colonne "Référcnce" les numéros correspondent aux numéros d'enregistrement 11 la DSM. Exs

correspond 11 des exsicala et PC se réfère à des souches appartenant 11 la collection du laboratoire de Biologie

Forestière.

Souche Légateur Origine Référence

Disciotis l'el/osa Hel' 1 Boyle BeendOlf, Sachsen Anhalt 10393
(Allemagne) 1994

Discioris vel/osa Noyon Clowez Noyon (France) Exs

Gyromirra esclilellfa 1 Kost Rhinau, Alsace (France) 10400
1989

Gyromitra esculel/ta Hel' 5 Boyle Braunschweig, 10401
Niedersachsen

(Allemagne) 1994

Gyromitra iI/fI/la m954 (3) Amold Neston, Liverpool 10408
(Royaume-Uni) 1992

Gyromitra inflila m954 (4) A.l11old Neston, Liverpool 10402
(Royaume-Uni) 1992

Mitrophora semilibera m952 (1) Amold Weimar, Thüringen 10485

(~Mi 2) (Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (3) Arnold Weimar, Thüringen 10486
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (4) Arnold Weimar, Thüringen 10487
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (5) Amold Weimar, Thüringen 10488
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (6) A.l11old Weimar, Thülingen CP
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (7) Arnold Weimar, Thülingen 10407
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera m952 (8) AlllOld Weimar, Thüringen 10396
(Allemagne) 1992

Mitrophora semilibera Mi 1 Kost Schontal Aschausen, CP
Baden-WÜJ1emberg
(Allemagne) 1989

Mirrophora semilibera PH 1 Wipf Braunschweig, 10397
Niedersachsell

(Allemagne) 1995

Mitrophora semilibera PH 2 Wipf Braul1schweig, 10398
Niedersachsen

(Allemagne) 1995

MirropllOra semilibera PH 3 Wipf Braunschweig, 10399
Niedersachsen

(Allemagne) 1995

MOl"chella allgllsticeps fungi pelf Amir U.S.A. 10461

Morchefla al/gustieeps Penn. State Amir Colombie Blitannique 10462
(Canada) 1975
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MOI·chella cOllica Co 1 Luschka Graubünden (Suisse) 10464
1995

Morchella cOllica Co 2 Luschka Graubünden (Suisse) 10465
1995

MOI·chel/a cOllica Co 3 Luschka Graubünden (Suisse) 10466
1995

MOI"chella cOl/ica Co 4 Luschka Graubünden (Suisse) 10467
1995

Mordlel/a cOllica m889 Arnold Hannover. Niedersachsen 10478
(Allemagne) 1991

MOI·chel/a cOllica MoIs16 Amie Nord d'Israël (Israël) 10480
1993

MOI·chella cOllica MoIsl8 Amie Tel Aviv (Israël) 1993 10481

Morchello conica MolsS Amie Tel Dan (Israël) Sept. 10479
1993

MOI·chel/a costolO (pas de Calais) BUSCOI Pas de Calais (France) E.rs
1995

MOI·chella crassipes ATCC 13277 Amir U,S,A, 10458

Mordlella crassipes Her U Boyle Konigsluuer. 10460
Niedersachsen

(Allemagne) 1994

Morchel/a cl'OssipesHer 1 Boyle Konigsluuer, 10459
Niedersachsen

(Allemagne) 1994

Morchel/a elara 1 Luschka Davos· Wolfgang 10482
(Suisse), 1995

MOl"chel/a elora Aus 2 Falis AuSlralie, 1993 CP

MOl'chella elora AliS 1 Faris Australie. 1993 CP

MOI'chel/a elora NZ Cole Rangiora. North CP
Canterbury (Nollvelle-

Zélande), 1996

Morchel/a elora SH 2 Philipoussis Archaia (G,tce) CP

Morchella elora SH 3 Philipoussis Archaia (G,tce) CP

Morehella esel/lel/Ia (Costa-Rica 1) Melendez Costa-Rica Eu
MOl"chello esculellla (Costa-Rica 2) Melendez Costa·Rica Exs

MOI"chella esculellfa (Maroc) C10wez Maroc E.rs

Morchella esculellla (sous Clowez France E.rs
aubépines)

Morellella esclllellla (sous aulnes) Clowez France E.rs

Morchello esculellto (sur charbon C10wez France Exs
de bois)

MOI·chella esculenlO OA 10 Wipf Kreuzingen. Weisweil 10388
Baden.Würtemberg
(Allemagne) 1990
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Morchelfa escu/ema DA Il Wipf Kreuzingen, Weisweil 10389
Baden-Wünemberg
(Allemagne) 1990

Morchella escu/ellla DA 12 Wipf Kreuzingen, Weisweil 10390
Baden-Würtemberg
(Allemagne) 1990

Morchelfa escu/ellta DA8 Wipf Kreuzingen, Weisweil 10386
Baden-Wül1emberg
(Allemagne) 1990

Morchelfa esclilellta DA9 Wipf Kreuzingen, Weisweil 10387
Baden-Würtemberg
(Allemagne) 1990

Morchelfa escu/ellta 7A6 Wipf OffendOlf, Alsace 10391
(France) 1987

Morchelfa escll/ema 7A7 Wipf OffendOlf, Alsace 10414
(France) 1987

MOl'chelfa escu/ellta 78 1 Wipf OffendOlf, Alsace 10415
(France) 1987

MOI"chelfa escll/ellta 7B 10 Wipf OffendOlf, Alsace 10423
(France) 1987

MOI"chelfa esc//lellfa 7812 Wipf OffendOlf, Alsace 10425
(France) 1987

MOI'chella esclllellla 7813 Wipf OffendOlf, Alsace 10426
(France) 1987

Morchella escli/ellta 782 Wipf Offendorf. -Alsace 10416
(France) 1987

MOI"chelia escu/ema 782D Wipf Offendorf, Alsace 10427
(France) 1987

MOI"chelfa escu/ema 7824 Wipf OffendOlf. Alsace 10428
(France) 1987

Morchelfa escu/ema 7825 Wipf OffendOif. Alsace 10429
(France) 1987

MOI"chelfa escu/ellta 7826 Wipf Offendorf, Alsace 10430
(France) 1987

MOI'chelfa escu/el1ta 783 Wipf Offendorf, -Alsace 10417
(France) 1987

MOI'chella escu/ellla 784 Wipf OffendOlf. Alsace 10418
(France) 1987

Morchella escu/ellta 786 Wipf Offendorf. Alsace 10419
(France) 1987

MOI'chella esculel/fa 787 Wipf Offendorf, Alsace 10420
(France) 1987

Morchella eSClllellla 788 Wipf OffendOlf. Alsace 10421
(France) 1987
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Morchella esculema 7B9 Wipf Offendorf. Alsace 10422
(France) 1987

MOI'chelia esculellta AO Kost Kreuzingen, Weisweil 10372
Baden·WüI1emberg
(Allemagne) 1990

Morchella esculellla AOA7 Buscot Souche Hétérocaryotique 10376

MOi-chelia esclilelllO AOBO Buscot Souche Hétérocaryotique 10377

Morchella esclilelllO AOB? Buscot Souche Hétérocaryotique 10378

Morchella esclilelllo A7 BuscOl Offendorf.Alsace 10374
(France) 1987

MOI'chella esculell/a A7B7 Buscot Souche Hétérocaryotique 10379

Morchella escu/ema ATCC 32785 Amir U.S.A. 10370

MOI'chella escli/elllO BD Kost Kreuzingen, Weisweil 10373
Baden·Wül1emberg
(Allemagne) 1990

MOI'chella esculelllO BOA7 Buscot Souche Hélérocaryotique 10380

MOI"chelia escu/ellfo BOB7 BuscOl Souche HétérocaryOlique 10381

MOI"chelia escu/elllo B7 Buscot OffendOlf, Alsace 10375
(France) 1987

Morchella escu/ellla CO Kost Kreuzingen, Weisweil 10432
Baden-WÜI1embel'g
(Allemagne) 1990

Morchella esculelllO Cl BuscOl OffendOlf, Alsace 10431
(France) 1987

Morchella esculelllO DO Kost Kreuzingen, WeisweiI 10433
Baden-WÜI1emberg
(Allemagne) 1990

MOI'chella escll/elllO D7 BuscOl Offendolf, Alsace 10434
(France) 1987

MOI'chella escu/elllO EO Kost Kreuzingen, Weisweil 10453
Baden-WüI1emberg
(Allemagne) 1990

MOI'chella escu/elllO E7 Nuscot Offendorf. Alsace 10454
(France) 1987

MOI'che//a escli/elllO ml9 Arnold Leipzig·Mark-Kleeberg, 10371
Sachsen (Allemagne)

1955

Morchella escu/ell/a Mo24/2 Buscot Offendorf. Alsace 10385
(France) 1990

Mordlella hOl1ensis Philipoussis Archaia (Grèce)

Mordrella spomgio/a \'ar, dUllellsis Buscot Merlimonl. Pas de Calais 10463
Du3 (France) 1995

Mordrella spolIgio/a \'Qr, dilI/el/sis Buscot Merlimonl. Pas de Calais 10471
Du 1 (France) 1995
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Morchella spollgiola var, dUllellsis Clawez La Tranche sur Mer Exs
(La Tranche sur Mer) (France) 1995

MOI'chelia spol/giola var. dUl/et/sis Buscot Pas de Calais (France) E.rs
(Pas de Calais) 1995

Morchella spollgiola var. dlmel/sis Clowez Quiberon (France) 1995 E.rs
(Quiberon)

Morchella spoIIgiola l'al', dUllel1sis Buscot Merlimont, Pas de Calais 10472
Du2 (France) 1995

Morchella vulgaris 1 Wipf Noyon (France) 1995 E.rs

Morchella vulgaris 2 Wipf Noyon (France) 1995 E.rs

Morchella vulgaris 3 Wipf Noyon (France) 1996 Exs

VellJa cOllica 1 Kast SchOntal Aschausen, 10403
Baden-Wül1emberg
(Allemagne) 1989

VellJa cOl/iea 3 Kas! Schonml Aschausen, 10392
Baden-Wünemberg
(Allemagne) 1989
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Annexe 2: Gels d'amplification de la région ITS
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M ADN du phage (I>X 174 digéré par Hae III 36

C Témoin négatif 37

1 MOl"chefla escu/ellta 111 19 38

2 MOl'chella esclilellla DA 10 39

3 MOl"chelta escl/{ellta DA Il 40

4 MOl'chella escufellta DA 12 41

5 Morche!1a escu/ellfa 78 1 42

6 Morchella escufellfCf 782 43

7 Morchella escu/ellta 783 44

8 Morchel/a escli/ellfa OA8 45

9 Morc'hel/a esculen/a üA9 46

10 Morchella escl/!elltCI 787 47

II MOl'chelfa eseu/el/ta Cl 48

12 MOI"chella esclI!ellta 789

13 Morchel/a escu/enta 7A6

14 Morcheila escu/ellta 7A7

15 Morchel/a esclIle//{(J 7B 13

16 Morchefla esculellla 7820

17 Morche//a esclIlel//(J 7824

18 Morchella escu/ellfa 7825

19 Morchella escu/ellta 7826

20 Morchella eseu/ellfa E7

21 Morche!1a esclIfellfa 784

22 Morchelfa esca/el/ta 786

23 Morchel/a eSCtl/ellfa A7

24 Morchella escu/ellta œ
25 Mm"chella esculellfa DO

26 MOI"chella escu/ellta D7

27 MOl'chefla esc//fellfa EO

28 MOl'chella eseu/ellfa 78 10

29 MOl'chella eSCII!ellla 7B 12

30 Mvrchella ese/l!enla A7

31 Morche!!a escu!ellta (sous aulnes)

32 Morchella escu!ell{(f (SOlIS aubépines)

33 Morchella escu!ellta (sur charbon de bois)

34 MOl'chella escu!enta (Costa Rica 1)

35 Morchella escu!ell!CI (Costa Rica 2)
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MOl'chella escu!ellta Maroc

Morche!!a vu!garis 1

Morchella vu!gari,\' 2

Morchella esclI!ellta Cl

Morchella esw!ell{(f 7B8

MOl'chella escu!enta AO

Masses fongiques saLIS Benila

Masses fongiques saLIs Belllla

Masses fongiques salis Belllla

Masses fongiques saLIS Befll,la

Masses fongiques sous Benda

Masses fongiqlles sous Benda

Morchelia esculellta B7
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M ADN du phage "'X 174 digéré par Hae III

49 Morchetla esclllell[(J A7

50 Morchella spoJ/giola var. dilI/el/sis Du 1

51 Marchei/a elata SH2

52 Morelle/la hoJ'tellsis

53 Morchefla elata SH3

54 Morchella cOllica Co 1

55 GYl'omitra escu/ellta her 5

56 Mitrophora semilibera PH 1

57 Disciaris vellOS(I Hel' 1

58 Mifl'ophora semilibera 111952(1)

59 Gyromitra il/jii/a 111954(3)

60 Ve/pa cOllica3

61 Morchella esculellw Aü

62 Morchella crassipes Her Il

63 Mitropho/'G semilibera 952(5)

64 Disciolis vel/osa Noyon

65 Mirropf1ol'o semilibera 952(4)

66 MO/"chella costara (Pas de calais)

67 Morchella spolIgio/a var. dl/llel/sis (Pas de calais)

68 MOl'chelfa vlI/garis 3

69 Gyromifl"G escufellta Her 5

70 Mirl'ophora semilibera 111952(7)

71 Mirl"Oplwra semilibera 111952(8)
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M ADN du phage <t>X 174 digéré par Hae III

M'ADN du phage pBR 328 digéré par Hgl 1+ ADN du phage pBR 328 digéré par Hinf!

72 Morchella spolIgiola var. dilI/el/sis Du 2

73 Morchel/a spol/giola var. dIU/el/sis Du 3

74 MOI"chelfa spongio/a var. dlll/ellSis (Quiberon)

75 Morchella spongiola var. dilI/el/sis (La Tranche sur Mer)

76 Morche/la esclI/el/f(l A7

77 Morchella crassipes Her 1

78 Morchella cOl/ica m 889

79 MorcheJ/a cOl/ica Co 2

80 Morchella co"ica Co 3
81 MOI'chella CQllica Mols 5

82 MOI"chelia e/ata 1

83 Sclérote à proximité de Pi1ll/s ballksiano

84 Mitrophora semîlibera PH 3

85 Milrophora semilibera 952(6)

86 Mi[rophora semilibera PH 2

87 GyromilfG jllfula 954(4)

88 Morche//a elara NZ

89 Morchella elOfa Ausl

90 Morchella eJata Aus2
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Annexe 3: Gels de digestion de la région ITS
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M ADN du phage d)X t74 digéré par Hae III 36
1 Morchel/a escu/ellla 111 19 37

2 MOl'chella eSCli/ellta OAIO 38

3 Morchello escIIlellta DAll 39

4 MOI'che/la escII/ellta DA 12 40

5 Morchel/a escl/lema 78 1 41

6 Morchel/a escufellta 782 42

7 Morchel/a escu!ellta 783

8 MOl'chella escu/ellfa üA8

9 Morchella escII/el/ra üA9

10 MOl"cheflo escu/ellta 787

Il Morellella esculellta Cl

12 Morchel/a escu/el/la 789

13 MOl'chella estu/ellta 7A6

14 MOl"chelfa esculellfG 7A7

15 Marchel/a escu/ellta 78 13

16 MOl'chel/a escu/ellta 7820

17 MOl'cl1e//(J escu/ellta 7824

18 MOl'cllel/a escu/ellfa 7825

19 MOl'chelfa escu!ellto 7826

20 Morehella eseu/ellta E7

21 Marchel/a esculell!a 784

22 Morchel/a escu!ellla 786

23 Morchella escufellfa A7

24 Morche/ia eSCII/enta Q)

25 Morel/ella escufellta DO

26 MOl'chefla escufellw D7

27 Morcllel/a esculefltel EO

28 Morchella eSCII/ellta 7810

29 Morchel/a eseu/el/ta 78 12

30 MOl'ciJel!a escu/enra A7

31 Morchell{/ escl/lenla (sous aulnes)

32 Mvrchella escillenfa (sous aubépines)

33 Morchella eswlellfa (sur charbon de bois)

34 Morchella eSCl/lenla (Costa Rica 1)

35 MOI'chella esclllell!a (Costa Rica 2)
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Morchella esculema Maroc

MOl"chella vl/lgaris 1

MO/"chella vlI/gari.\' 2

MOl'chella escu/enfa Cl

MOl"chella escu/en!a 788

Morchella escl//enfa Aü
Masses fongiques SOllS Belli/a
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M ADN du phage <I>X 174 digéré par Hae 111

C Témoin négatif

43 MOI'chella vu/garis 3

44 Morchella hortellsis

45 Morchello elara SH3
46 Morchella col/ica Co 1

47 Gyromitra eSClIiellta Hel" 5

48 Disciotis vel/osa Hel' 1

49 Mifrophora semilibera m952(l)

50 Gyromitra illfllfa 111954(3)

51 Velpa coniea 3

52 Morchel/a crassipes Hel' II

53 Mitrophora semilibera PH 1

54 MOl'chella escu/ellta Aû

55 MOl'chella spolIgiola var. dl/llel/sis Du 1

56 MOI'chelia elara 5H2

57 MorcheJ/a crassipes Her t

58 MOl'chella elma 1

59 Sclérote à proximité de Pillus bOllksiallo

60 Sclérote à proxÎmÎté de Pil/IIS banksial/CI

61 Sclérote à proximité de PillllS banksialla

62 Sclérote à proximité de Pillus banksialla

63 MOl'cite!la cO/lica Co 4

64 Mitl'OpllOl"CI semilibera 952(5)

65 Mill'Ophol'a semilibera 952(6)

66 MitrophOl'o semilibera PH 2

67 Gyromitra il/jii/a 954(4)

68 Masses fongiques sous Beui/a

69 Masses fongiques sous Beni/a

70 Masses fongiques sous Bewla

71 Masses fongiques sous Belli/a
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M ADN du phage <l>X 174 digéré par Hae 1II

M'ADN du phage pBR 328 digéré par BgI 1 • ADN du phage pBR 328 digéré par Hillf!

C Témoin négatif

72 Mitrophora semilibera 952(3)

73 Discioris l'el/osa Noyon

74 Mitroplwl'O semilibera 952(4)

75 Morchella costara (Pas de calais)

76 MorchelJa spongiofa var. dIlI/emis (Pas de calais)

77 Morchefla spolIgiola var. dUllellsis Du 2

78 Morchefla J'pol/gia/a var. dlillel/sis Ou 3

79 Marchel/a spollgio/a var. dUllellsis (Quiberon)

80 Marchel/a spongiola var. JIll/el/sis (La Tranche sur Mer)

81 MOI"chelia cOl/ica Co 1

82 MOI"chelia cOl/ica Co 2

83 MOl'chel/a cOl/ica Co 3

84 MOI"chelia conica Co 4

85 Morchel/a e/ara 1

86 Mitrophora semilibera PH3

87 Mitropl1ora semilibem PH2

88 Mirrophora semilibera PH 1

89 Mitrophora se",ifibera ln 952(6)

90 Mirrophora semilibera 111 952(5)

91 Mitrophora semilibera!TI 952(1)

92 Mitrophora semilibera 952(7)

93 Mifrophora semilibera 952(8)

94 Morchella elara Aus l

95 MOI"chella elara Aus 2

96 MOI'chella elata NZ

97 MOI"chella couica Mols 5

98 MOI'chella conica 2

99 MOI'chella collica 4

100 MOI'chella elata l

101 Sclérote à proximité de PiJllIs baJlksialla
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Annexe 4: Publication 7



Publication n07

Phylogenetic analysis of the European Armillaria species based on the

sequences of the InternaI Transcribed Spacer (lTS) of ribosomal DNA.

ChillaU. M., D. Wipf, JJ. Guillaumin. C. Mohammed & B. Borron (accepté pour

pubUcarion)

The New Phytologist

J'ai collaboré avec M. Chillali dans le cadre d'une étude phylogénétique des

annillaires européennes pour laquellej'ai mis en forme et exploité les résultats du séquencage

de la région ITS de différentes souches. Le présent article est issu de cette collaboration.
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2

SUMMARY

Variations within the Îmernallfanscribed spacer (ITS) of [he ribosomal RNA gene of fifleen

isolales represeming seven European Armillaria species, were examined by sequencing of the

PCR·amplified l'factuels. The analysis of an 744-bp region showed [hat the 5.85 gene appeared

to be highly homologo us in the fifteen isoiales and in further Basidiomycetes and Ascomycetes,

while ITS 1 and especially ITS2 spacers exhibiled polymorphisms due to base substitutions,

insel1Îons or deletiol1s of up to height nucleotides. An initial dendrogram for the full sequence

was drawn using cluster analysis (UPGMA), and a lfee was then constructed using the

neighbor·joining method. The similarily man'ix and the resulting dendrogram and lfee indicated

that the isolates couId be divided into four major groups. One group, consisting af A. ecrypa ,

was distinct from ail Ihe other species. Examinatian of the ather groups indicated thal A.

rabescens and A. meIJea were in a separated c1uster, wilh a significant vmiatian between the twa

isolates af the latter species. A. ga/liw and A. cepisripes constituted analher c1asely related

group distinguishable fram thase of A. osroyae and A. borealis, these latter twa species

exhibiting the highest similarity. The results are consistent wirh, and discussed in regm'd ta, the

relatianships estimated previously by pairing teSIS, morphological and physiological

compm'isons, as weil as by resu'iction fragment lengrh polymorphism of the rDNA.

Key words: ArmiIJaria, biological species, direci sequencing, internai transcribed spacer,

phylogeny, libosomal DNA.

INTRODUCTION

The genus Annilfaria (Fr.:Fr.) Staude is a serious pathogen causing roor rot 10 a broad host

range of planls, ail over the world (Shaw & Kile, 1991). ln Europe, there exists seven

interstelile groups or biological species (Korhonen 1978; Guillaumin el 01.,1993). Two species

are chm'acteJized by an exannulate basidioma and by the absence of subtelTanean rhizomarphs in

field conditions: Armilfaria tabescells (Scopoli: Fries) Emel, and Armillario ecrypa (Fries)

Lamoure. Five species have an annulate basidioma: Armillaria meflea (Vahl: Fries) Kummer,

Armillaria gallica Marxmuller and Romagnesi (synonymous: Aml/llaria bulbosa (Baria)

Velenovsky), Armillaria cepisripes Velenovsky. Armillaria borealis Marxmuller and Korhonen,

and ArmilJario oSloyae (Romagnesi) Herink. A. gaJlica and A. cepislipes are similar in the

morphology of their mycelia and fruil bodies and m'e also characlerized by low pathogenicity to

uees and high saprophytic abilities. A. borealis is localized in nonhem EW'opean m·eas.

Identification of Armillaria biological species is currently effected by testing the

compatibililY .of unknown isolates with tester strains from each species (Korhonen, 1978).

Mating interactions, however, are not always the best means for identifying Amuï/aria species.

lndeed, vegetative organs such as mycelium or rhizomorphs collected from the field, are

diploid. and the tests between diploids and haploid (based on Ihe "Buller phenomena") testers

are orten iIHerpreted with difficuity. Fonunately, several ArmilJaria species can he distinguished
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by observations of mycelial mats and fruit body morphology. However this criterium is

sensitive ta environmental changes and the pairs such as A. borealis and A. oSlOyae. A. mellea

and A. rabescens, as weil as Armillaria cepis/ipes and Armillaria gal/ica, are very simila.r

morphologically (Guillaumin et al., 1993). These methods are time-consuming and require up to

IWO months for identification after isolation in pure culture. Immunologicaltechniques (Lung­

Escarment, Mohammed & Dunez. 1985), prOlein profiles (Mohammed & Guillaumin, 1993)

and isozyme analysis (MolTison et al., 1985; Agustian el of., 1994) have been tentatively used

for evalualing phylogenelic relationships in Armillaria isolates originating from several

continents. The most significant advances in taxonomy in general are coming from approaches

based on analysis of DNA sequences. These include DNA reassociation (Miller et al., 1994),

analysis of random amplified polymorphie DNAs (RAPDs) (Mohammed, 1994), and analysis

of restriction-fragment-Iength polymorphisms (RFLPs) (Jahnke, Bahnweg & Won'all, 1987;

Anderson, Petsche & Smilh, 1987; Smith & Anderson, 1989; Anderson, Bailey & Pukkila,

1989). However, these procedures can also be difficuh to standardize and sensitivity can vary

(Guthlie el al., 1992). In eontrast, DNA sequences provide definitive data that can be stored and

readily compared with infmmation delived from different laboratories (Bruns, White & Taylor,

1991). Such approaches have already been used in phylogenelie studies of Armillaria. Through

sequencing of the intergellic spacer of ribosomal DNA, Anderson and Stasovski (1992)

distinguished A. borealis and A. oSlOyae. whieh. however, were closely related to each other,

and a distinct group composed of A. cepistipes and A. gallica.

Polymerase chain reaction combilled with RFLP techniques have been usecl recently ta

c1arify the species in the European Armillaria complex (ChiUali el al., 1996). Il was found that

A. eClypa had the most pronounced dissimilarity with the other isolates. followed by A.

tabescens. Among the five other speeies analyzed, ineluding A. mel/ea, A. galiica, A.

cepistipes. A. borealis and A. oSIO)'ae. ail exannulate and forming the "mellea complex", A.

mel/ea was clearly in a distinct c1uster, while the other species were close to each other.

However, two subgroups were dislinguished, the first comprising A. gal/ica and A. cepistipes,

the second including A. bOl'ealis and A. oSlOyae.

These species have differenl pathogen.ic behaviour, A. gallica , A. cepislipes, A. borealis

and A. tabescens are generally considered as very weak parasites, while A. mel/ea can be a

serious destructive agent of deciduous forest trees, m'chard trees. grapevine and amenity trees,

and A. oSIO)'ae of conifers (Guillaumin el ai.• 1985; Kile, McOonald & Byler, 1991; Wargo &

Harringlon. 1991). Thus. il is of impol1ance for forest management, to know what speeies of

Armillal'ia really exist in the different types of nalUral foresl, especially disuibution of the most

aggressive species.

The present paper describes the sequences of the ITS of 15 isolales of Armillaria, chosen

to he representative of lhe seven European speeies. Theil' rONA was analyzed to determine

sequence homologies and to reveal taxonomie relationships between the isolates and 10 identify

174



4

smaller regions of the rDNA thal reveal similar relationships and, hence, faciiilare studies on a

larger Humber of isolates.

MATERlALS AND METHODS

Fungal iso/otes

Ali isolates originating from several countries were obtained from a collection of Annillaria

cuhures maintained at the INRA Center of Clermont-FelTand (Dr. 1.J. Guillaumin) and at the

Higher Agriculture School of Bordeaux-Gradignan (Dr. B. Lung). Fifteen isolates represeming

seven species were chosen for the present study (Table 1) based on morphological and

physiological characters, as weil as geographic origins.

Su"aill CU/fivation and DNA extraction

Ali isolates were grown in lest tubes frol11 a sterile orange fragment supponed abave a columll

of Pachlewski's liquid medium as described by Agustian el al.• (1994). Mycelial cards growing

into the medium were washed twice with sterile distilled water. fl'Ozen in liquid nitl'Ogen,

lyophilized and stored at -SO°C until DNA extraction. Total DNA was extracted from a few mg

according te the procedure of Henrion, Le Tacon & Manin. (1992), resuspended in 50 ml of 10

mM Tris-HCI buffer (pH 8.0) containing 2.5 mM EDTA and stored at 4°C until use.

IT5- amplijication

The primers ITS 1 and ITS4 used allow amplification of ITS region, plus a smaJl portion of 3'

end of the l7S rDNA and of 5' end of the 255 rDNA, respectiveiy, cOITesponding to the primer

regions (White et al., 1990). The primers were synthesized and supplied by Bioprobe systems

(Montreuil SaLIS Bois, France). The PCR procedure used was described by Henrion, Chevalier

& Martin, (1994). Briefly, reactants for amplification were combined in 0.5 ml polypropylene

tubes to give a net volume of 100 ml and concentrations of 10 mM-Tris-HCI (pH8.8 at 25°C),

50 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, 1% Triton X 100,0.1 % gelatin, 20 pmol of each set of relevant

unpurified p,imer" 200 mM each of dATP, dCTP, dGTP and dITP and 0.05100.5 ng DNA

template (50 ml of 20 to lOOO-fold water dilution of the DNA extract). Following this, 2.5 units

of Taq DNA polymerase (Amersham, ref. number RPN 03032) were added to the tube content

which was overlaid with two droplets of minerai oil (Sigma). The charged tubes were

immediately placed inta a "Crocodile II'' thennocycler (Appligene, Pleasantors, CA),

fllllctionillg under tube temperature control mode. The thel1l1al cycling para.ll1eters were an initial

denarurarioll at 94°C for 5 min. followed by 30 cycles (denaturalÎon at 94°C for 2 min. annealing

at 50°C for 50 sec, extension at 72°C for 2 min) and a final extension al 72°C for IO min.

COlmols withOlll DNA were made ta mie our the presence of contaminants in rhe reagents and

reacrion buffets.

DNA seqllellcillg

175



5

The amplificates were purified by using a PCR pW'ification columo (Qiaquick-spin from Qiagen,

Charsworth, CA, USA) according [0 the manufacturer's recommendatiol1s. Sequencing of the

purified products was carried out by "Euro Sequences Genes Services", (Montigny le

Bretonneux. France) using a 373 DNA sequencer (Applied Biosystems Ine.) and the AmpliTaq

DNA polymerase sequencing kit (Perkin-Elmer).

Sequence Analysis

Sequence data were slOred, assembled, and analyzed using the biosequence editor and analysis

application SeqApp version 1.9 (Hemion el al., 1992) on an Apple Macintosh il SI computer.

The multiple alignment of the sequences and the UPGMA analysis were performed using the

Cluslal V package (Higgins, Bleasby & Fuchs, 1992) interfaced tO SeqApp 1.9 (Thompson,

Higgins & Gibson, 1994) and Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP) program 3·1·1

were used to calculate distance matrices and to reconstruct phylogenies by the Parcimony

method (Swofford, 1993). Nucleotide sequence comparisons were also perfonned at the

National Center for Biotechnology Information (NCBI) using the Basic Local Alignment Search

Tooi (BLASn network service (Altschul et al., 1990) against the NCBI databases (Non­

reduda", PDB + GBupdale + GenBank + EMBLupdale + EMBL; May 1, 1996). The whole

procedure (cu1tivation, DNA exo'actioll, ITS amplification and sequencing) was pelfol1ned twice

for al! isolates.

GenBallk accession lIumbers

GenBank accession numbers for aU isolates are listed in Table 1.

Results

DNA sequence

For each of the 15 isolates the longest regionlhat was sequenced extended over 840 nucleotides;

however, sequence data taken illto accouIlI were confined to 744 bases. as IwO approximate 48

bp regions located respectively to the 3' end of the 17S rDNA, and to the 5' end region of the

28S rDNA were removed, due to the uncel1ainty in the determination of a few nucleotides. The

high homologies with the 5,8S rDNA of other basidiomycetes (not shawn) allowed localization

of the 5.8S gene and of the ITS 1 and ITS2 spacers in the isolates (Fig 1).

There was considerable sequence variation in the ITS sequences. due to base

substitutions, insertions or deletions of up to height nucleolides; by conu·aSI. there was liule

variation in the regions coding for the 5.8S rRNAs. The ITS 1 showed less variation than the

ITS2. OveralllTS 1 contained 47 variable sites, of which 26 were phylogenetically infonnative,

while ITS2 had 161 variable sites of which 68 were informative. The 5.8S rDNA had 7 variable
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sites and 2 of which were infOimative. There was very lilde variation in the upsu"eam region of

the 5.8S cading region, especially in the stretch between nucleotides 160 and 176 where a

TATA sequence was located at nucleotide 171. The 5.8S region of the Armiflaria isolates had a

high sequence homology (95 to 96%) with the 5.8S region of other Basidiomycetes sueh as the

genera Volvarielfa, Hetel'obasidium and Rhizoclollia (not shawn). A high homology was also

obvious with several Ascomycetes belonging 10 the genera A/remaria and P/eospora (94 ID

95%). HOlllOlogy was slightly reduced (90 to 92%) in others Basidiomycetes belonging lTIainly

to the genus Lel/fil/uta. A BLAST search perfOlmed either from ITS 1 or From ITS2 revealed no

high homology with the GenBank data.

Allalysis ofdara Lising hierarchical c/Ilslerillg

Table 2 shows pairwise comparisons expressed as the number of site positIOn

differences (upper triangle) and as Ihe percentage similarities (lower triangle). A similarilY

matrix based on comparisons of t!lese sequences revealead that ail the Armil/aria isolates had

variable nucleolide sequences, with similarites ranging from 58.3 to 99.8 between species

within the entire region Ihal was sequenced.

A group average (UPGMA) cluster analysis of these percentage similarities is given as a

dendogram in Figure 2. These preliminary analyses separated the isolates into four distinct

groups, each containing isolales with a percentage simîlality greater than 83%. The fifSI group

including A. borealis and A. oSloyae, was highly homogeneous with an average within group

similarily (AWGS) of 97.7%. Within this group, a slight difference of about 3% dissimilarity

separaled Ihe IWO species. The second group included A. cepislipes and A. gal/ica with an

AWGS of 92% and was alsa divided inlo twa subgraups carrespanding ta each species. The

third group consisting of A. me/lea and A. rabescens was more variable (AWGS: 83.7%), but

hawever revealed a distinct grouping for both species. The faurth separate group was composed

of A. ecrypa with 72 % similarilY with the other isolates.

Allalysis Lising rhe ParcimollY methot!

The similarity matrix and Ihe conesponding Iree obtained by the Similarity methad

revealed appraximatively the same groupings (Fig. 3), as in the dendrogram from the cilister

analysis. However, the third group including A. mellea and A. rabescells revealed heterogeneity

in the former species. Indeed, the M2 isolale appeared as a subgroup linked to A. bOl"ea/is, A.

osroyae, A. cepisripes and A. gaJJica, while the MI isolate gave ri se 10 an additional branclt

linked te M2 and A. rabescel1s. This heterageneity between Ml and M2 is emphasized by a

genetic distance of 0.06 and a 45 nucleotide difference (Table 2). By conU'ast, intraspecific

variation was very low in a number of species, especially in A. borealis (5 site dîfference). A.

osroyae (7 site difference) and A. ecrypa which was Ihe most divergent species, but nevenheless

represented a closely related group with a 13 nucleotide difference between the IWO isolales.

Ahhough the A. cepistipes and A. gallica isolares were split into two subgroups. the parcimony
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method indicated that the C2 isolate was very close (0 the A. gaflica species. Indeed, the generic

distance round berween the couples C2 - GI and C2 - G2 was 0.020 and 0.016, respectively,

while il was 0.024 belween CI and C2 (Fig. 3).

DISCUSSION

Ribosomal DNA sequences, in panicular the 5.85 rDNA and flanking internai transcribed

spacer regions ITS land IT52, have been used to sludy the phylogenetic relationdhips for a

number of plant pathogenic fungi (Jasalavich et al., 1995; Morales el al" 1995), including the

genus Al'mil1aria (Anderson & Stasovski, 1992). However, ribosomal RNA genes are present

in a large number of copies in each cell, while a taxonomically idealmolecule should exist in a

single copy. Indeed, several studies showed different versions of ribosomal genes within single

genomes or among strains in several groups of fungi (Martin, 1990; O'Donnell, 1992). This

heterogeneity indicates the necessity to duplîcale ail steps of the l'RNA gene seqllencing

procedure and a supplementary precaution is obtained by sequencing rDNA in both directions

(Wipf el al.• 1996). Following such recommendations. the present work al10wed sllccessful

sequencing of Ihe ITS region in the differelH Armillaria species and no difference between

sequences was found between the dllplicates. FUithelmore, high homologies with the 5.8S gene

of other Badidiomycetes and Ascomycetes indicaled that the sequences investigated

corresponded effeclively to the ITS region of Armillaria. The highesl sequence segment pauing

was restricted tO the 5.85 DNA, which is consistent wilh the weil established facl that coding

regions of rDNA are bener conserved (Rollo, Sassa.roli & Ubaldi. 1995).

Cluster analysis of the sequenced ITS region gave resllits that fit weil with c1assical

taxonomic criteria. Species thal could be distinguished on morphological grounds were easily

separated by libosomal DNA sequence data, including c10sely related anes. A. ecrypa was easily

distinguished From the olher six species investigated, confirming that it is not c1asely related to

them. Indeed, A. ecrypa, only known in Europe. differs From alllhe olher European Armillaria

species by its homothaUic mode of reproduction (Guillaumin. 1973) and its ecological niche in

peat bogs. It is likely that. in the course of evolution. this species early separaled from the faresl

Armillaria. A. tabescells was also assigned to a distinci and fairly homogeneous group. This

species sbares witb A. ecrypa an exannulate stipe and the absence of subten'anean rhizomorphs

in nature. These twO characreristics distinguish A. rabescens from the other forest species, from

which il probably separeted fairly early. However. it is possible that A. rabescens From Europe

and From the USA constilute two different species (Kile el al.. 1994). that could suggest a more

complex evolution. Cluster analysis showed Ihal A. me/lea. although belonging ta a sub-group,

was c10sest to A. rabescells, with 83.7% similarity belween each olher. Bootstrap analysis

confîrmed these data, but moreover indicated tbat the Ml and M2 isolates were in distinct

c1usters. the former isolate being more divergent From A. rabescells. Using DNA reassociation

experiments. Miller el al.. (1994) showed that. among North American isolates. A. tabescells
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was closely reialed [0 A. mellea. A. mel/ea and A. rabescells are restricted [0 harwood Forest of

low altitude and latitude in Europe, the latter being less commOll. While the rhizomorphs of A.

rabescens are absent in nature. those of A. mellea are fragile and short living. and only rarely

found in nature (Mohammed, 1987; Legrand & Guillaumin, 1993). Fruit bodies of A. mel/ea

and A. rabescells are however sufficiently distinctive to reliably separate these species From one

anorher, although mycelial mats have similar morphologies (Guillaumin el 01.,1993). Anderson

and Stasovski (1992) showed (hat the morphological divergence in both species, roughly

paralleled divergence in rDNA. A. mellea has already been described as Olle of the mOSl

divergent species, based on morphological ami bures such as robUSl stature, prominent annulus,

yellow color found intracellularly (Bérubé & Dessureauh, 1988), complete lack of clamp

connections in fruit-bodies and in matings (KOI'honen, 1978), and a strikingly larger rDNA

repeat (2.5 kb) than any of the other species including A. gal/ica, A. cepistipes, A. ostoyae and

A. borealis (Anderson et al., 1989).

A. cepistipes and A. gallica formed another distinct cluster with two subgroups of 92%

similarity cOiTesponding to each of the two species. This is in agreement with their similar

morphological and ecological characteristics, both species having idenlical mycelial mats, fruit

bodies and long living subten'anean rhizomorphs (Guillaumin et al., 1993; Marxmül1er, 1994).

Theil' main difference would lies in different temperature requiremems. as according to

Mohammed (1987), the optimum for growth of A. cepistipes is 22°C and 25°C for A. gallica.

Interestingly, Anderson et al.. (1989) showed that these two species have a DA kb insertion in

Ihe 5' end of the 265 rDNA, which was absent in the other species examined. Ail these

characleristics are indicative thal the separation of (hese IwO sympatric species is probably a

reeent event.

The remaining two species are A. borealis and A. ostoyae which are closely related to

each olher wilh 97% similarity. However, pauelll of simila.rity and bootstl'ap analysis for the

whole sequences. made a distinction of the IwO species. Sequence data revealed a slight

heterogeneity in the A. osroyae isolates, as one site difference distinguished 02 and 03, while 7

and 8 sile differences separated these iso!ales from 01. However, il must be noted that Ihe tlu'ee

isolales examined here have the same geographical origins. A. ostoyae is distributed widely in

temperate regions of Europe with a sÎmilar coumerpart in North America (group I) partially

interfertile wilh the European isolates (Anderson, Korhonen & UlIrich, 1980). This specÎes is

often highly pathogenic on conifers but may also parasitize hardwoods. A. borealis also

parasitizes bOlh conifers and hardwoods, bUI is distributed only in northern EW'ope and is

intersterile wilh ail the other biological species from NOllh America and Europe. Anderson et

al., (1989) showed that, relative tO the European A. ostoyae, A. borealis had an additional Pst 1

restriction site and was missing another similar restriction site in ilS rDNA. According ta these

authors. a reasonable hypothesis is that A. borealis is closely related to A. ostoyae and group L

and may be derived from these latter more widely distributed, as a geographically restricted

population. Similar relalionship was found when data were based on direct sequeneing of the
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intergenic region from the 3' end of the 26S gene to the 5' end of the 55 gene of the rDNA

(Anderson & Stasovski, 1992). Two types of A. borealis isolates, named A and B, were

fOl"merly described 011 the basis of the Alu 1 restriction sites, similar to that of A. as/oyae for the

former type, and different for the latter type (Anderson & Stasovski, 1992; Hanillgtûll &

Wingfield, 1995). As previous investigations based on RFLP showed that the A. borealis

isolates studied in this work were obviollSly of type B (Chillali eT al., 1997), consequently there

exists same A. borea/is isolates more c10sely related to A. osroyae than rhose used in the present

sludy.

These results are fully consistent with previously established J'elationships between these

groups, determined by morphological and physiological characters (Guillaumin el al., 1993),

but also by PCR/RFLP (Harrington & Wingfield, 1995; Chillali et al., 1997), analysis of the

rDNA resU'iction maps (Anderson el al., 1989) and sequencing of the intergenic region of the

rDNA (Anderson & Stasovski, 1992). Previous work based on sequence comparisons of the

ITS 1 region, was only capable of separating A. mellea and A. ecrypa from the other European

species (ChiIJali et 01.,1997). This study has shown that more vaIiability lies in the ITS 2 region

which should be suitable for establishing a routine taxonomy study based on a large number of

isolates. The present sequence data from the whole ITS segment have provided a sound

delineatiol1 of the biological species within the European Armillaria complex. However,

additional data from the rDNA segment and other nuclear or mitochondrial genes, with more

highly conselved sequences, could help in resolving the phylogenetic relationships, especially

of the more distantly related Armillal'ia species, in the context of morphological divergence and

biogeography.
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Legends of the Figures

Fig. 1; Aligned sequences of the ITS region of Armillaria isolates. Strain numbers are indicated

al left. In the aligned sequences, a dash indicates a missing base and a white area a mismatch.

Position of the 5.8S rONA gene is indicated between al.TOws.

Fig. 2: Dendrogram illustraling relaledness of the Armi1laria isolates, based on cluster analysis.

Fig. 3: Tree based on the Pal"cimony analysis of the nucleotide sequences of the ITS region in

15 European Armillaria isolares. The complete alignment was based on 744 sites. The bootstrap

data were acquired by sampling sites 1000 limes. Bootstrap values are indicated at the nodes of

[he delldrogram. Branch lellgths (drawn in the horizontal dimension only) are proponional to

phylogenetic distance. The length of verticallines has no meaning and was adjusted arbitrarily

for ease in labelling tennini.
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Table 1. Designation, geographical origins and gene bank accession numbers of the studied European
ArmiIJaria isolates. The names between brackets are those in Guillaumin's collection.

Isolates Species Origin Year of Host plant GenBank
isolation number

BI (PA 80-20) A. borealis Anara, Finland 1979 Lareh (Larix U54808
sibirica)

B2 (PA 84-5) A. borealis Eppe-sauvage 1984 Bi!ch (Betula U54809
forest, Northern verrucosa)

France

01 (Salles) A.osloyae Salles (Gironde), 1988 Maritime Pine U54813
South-western (Pinus pinasler)

France

02 (Le Porge) A.oslOyae Le Porge (Gironde), 1986 Maritime Pine U54815
South-western (Pinus pinasrer)

France

03 (Nuedb) A.osroyae La Teste (Gironde), 1983 Gorse bush U54816
South-western (Vlex nana)

France

CI (PB 71-1) A. cepisripes Sainl-Victor- 1971 Lime tree (Tilia U54810
Montvianeix, (Puy pla/phyl/os)
de Dôme), France

C2 (PB 75-6) A. cepislipes Saînt-Genès- 1979 Spruce (Picea U54811
Champanelle, (Puy abies)
de Dôme), France

G1 (PE 73-16) A. ga//ica Amance foresl, 1973 Fi! tree (Abies U54814
(Meurthe & Moselle) grandis)

Eastern France

G2 (PE 80-31) A. ga/lica Tronçais forest 1978 Oak (Quercus U54812
(Allier), Central robur)

France

MI (PD 69-2) A. me/lea Pont Saint Esprit, 1969 Peach tree U54817
(Hérault), Southem (Prunus

France persicae)
•

M2(Tey) A. mellea Ychoux (Landes), 1975 Oak (Quercus U54818
South -western robur)

France

Tl (PT 83-39) A. rabescens L'Isle-en-Dodon 1983 Eucalypt U5482 1
(Haute-Garonne), (Eucalyptus

South-western dalrympleana)
France

TI (PT 89-85) A. tabescens SieUy,Italy 1989 Unknown U54822

El (PY 83-16) . A. ecrypa Beyssac (Haute- 1983 isolated from U54819
Loire), Central peatbog

France

E2 (MY 84-94-1) A. ecrypa Mumaner Moor, 1979 isolated from U54820
South Eastern peatbog

Gennany
Isolates BI and E2 have been isolated by Dr. K. Korhonen,l$by Pr. A. Tirro (University of Catarua), 0 l, 02, 03 and M2
by B. Lung-Escarmant. 82, CI. C2. GI, G2. MI. TI and El by J. J. Guillaumin.



Annexe 5: La surprise du chef
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Morilles à la crème

Préparation: 15 minutes

Cuisson: 1 H 3/4

Pour 4 Personnes:

- 600 g de morilles

- 1 gousse d'ail

- 1 bouquet garni

- 1 petit pOl de crème fraîche, 50 g de beurre, quelques tranches de pain rassis, sel, poivre.

Réalisation: Après les avoir bien nettoyées, meuezles morilles dans une sauteuse avec un

peu d'eau, faites-les cuire quelques instants puis jetez l'eau de cuisson. Salez, poivrez,

ajoutez le bouquet garni, la gousse d'ail hachée et le beurre. Couvrez el faites cuire une heure

trois quarts à feu doux. Ajoutez la crème fraîche quelques minutes seulement avant la fin de

la cuisson. Goûtez et rectifiez l'assaisonnement si nécessaire. Accompagnez de quelques

croOtons de pains frits au beurre.

Ne consommez jamais de morilles crues (elles peuvent

provoquer des accidents plus ou moins graves), et rejetez celles qui sont

trop mûres (coriaces et indigestes). Nettoyez les soigneusement en

surveillant particulièrement leurs alvéoles qui peuvent renfermer du sable et

toutes sortes d'insectes. Le mieux est de les faire tremper dans de l'eau

salée.
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Délice de Bresse

Préparation: 15 minutes

Cuisson: 20 minutes

Pour 4 Personnes:

- un fond de larte en pâte feuilletée

- 400 g de poulet cuit (112 poulet roti)

- 1 sachet de morilles séchées

- 1 petit pot de crème fraîche

- 3 oeufs

- 50 g de beurre. sel. poivre, 1 petil verre de marc.

Réalisation: Faites cuire à blanc le fond de tarte et réservez-le.

Menez les morilles à gonfler dans de l'eau froide, essuyez-les lorsqu'elles ont bien repris

leur forme. Découpez la chair du poulet en morceaux. Faites chauffer le beurre dans une

saUleuse et faites-y doucement revenir morilles et poulet.

A ce moment vous pouvez, si vous le désirez, arroser d'un peu de marc et flamber.

Placez le lout sur le fond de tarte et nappez du mélange jaunes d'oeufs battus dans la crème,

préalablement salé et poivré.

Meuez20 minutes à four chaud (thennostat8).
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Les moriiles présentent une grande diversité de formes, difficiles à interpréter même pour 1.

.""'"spécialistes. Ceci a engendré un grand nombre de c1a~~lf1calions différenll:s. Par 9illeurs, ces champignol
.,

présentent une grande variabilité de modes de vie;;...qui semblent fortement influencés par des facteu

micro-écologiques. Jo, •

NOLIS avons développé un outil moléculaire 61i~é sur le PO:Y:lll)rphisme de J'ADN ribosomaJ q
, .... t

permet à la fois de clarifier la systématique ambiguë des mo'f6h\lIacées el une approche plus précise de lei..
écologie. "'i.i,.

Une étude préalable du polymorphisme isoenzymaLique a montré que cehli ci permet la séparalÎc

précise des souches y compris au sein d'une espèce, sans lOutefois rendre compte des relatior

phyiogénéliques.

L'analyse par PCRJRFLP de l'espaceur interne transcrit de l'ADNr a permis la distinction de tm

groupes d'espèces avec des longueurs de l'ITS qui varient entre 740 et 1230 pb; le séquençage de ccLI

région a autorisé une analyse de la phylogénie des mord1e!lacées. Les distances phylogénéliques observéf

entre les groupes d'espèces au sein du genre Morchella sont comparables voire supérieures à celles ave

les genres voisins. Ceci suggère que de même que les fausses morilles Milrophora el Verpa ont été excluf

du genre Morc:hella au siècle dernier il paraîtrait justifié de scinder les vraies morilles en deux voire troi

genres. L'analyse de la région ITS permet également de mettre en cause la valeur de certaines espèces d

morille telle que M. vulgarü·.

L'étude sur le lerrain des associations avec des planles a confirmé la double aptitude des morilles

la symbiose et au parasitisme. L'étude en conditions contrôlées a apparié une confirmation expérimental

de la spécificité de M. e/ata pour Pinus banksiana, qui avait été décrite sur le terrain. La possibililé d'un

associalion M. esculenra-Berula pendula a en outre été démontrée. L'étude expérimentale a égalemen

renforcé l'hypothèse du caraclère crucial de l'associalion des morilles à des planles supérieures lorsqu'elle

se développent dans un contexte écologique difficile.

Mots-clés: biologie moléculaire, écologie, isoenzymologie, Morchellaceae, morille.,
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