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RECOLTES INTERESSANTES

DEUX STATIONS DE PLEUROTES DE MONTAGNE BIOTROPHES DE
LASERPITIUM LATIFOLIUM ET CHAEROPHYLLUM AUREUM
DANS LE PARC DU MERCANTOUR : PLEUROTUS ERYNGII var.
ELAEOSELINI

Eliane RAFFAGHELLO!, Delphine CHADULI?, Anne-Cécile NORMAND?,
Lucien GIACOMONTI?, Patrick COLLOMBON? & Iolanda ARMAND UGON¢

Résumé : Des récoltes montagnardes de Pleurotus eryngii var. elaeoselini sur Chae-
rophyllum aureum et Laserpitium latifolium sont présentées, illustrées, étudiées phy-
logénétiquement et commentées.

Title: Two biotrophic mountain pleurotus of Laserpitium latifolium and Chaerophy!-
lum aureum in the Mercantour park : Pleurotus eryngii var. elaeoselini

Summary: Mountain collections of Pleurotus eryngii var. elaeoselini on Chaerophyl-
lum aureum and Laserpitium latifolium are presented, illustrated, studied phylogen-
etically and commented on.

Mots clés/Key words : Apiaceae, complexe Pleurotus eryngii/ Pleurotus eryngii
complex

INTRODUCTION

Le complexe de Pleurotus eryngii (DC. :Fr.) Quél. est le seul groupe du genre Pleu-
rotus qui est associé a des plantes de la famille des Apiaceae (Ombelliféres) (ZERVAKIS
& BALIS 1996 ; ZERVAKIS et al., 2001). Ces taxons sont inféodés a des hotes spéci-
fiques et se développent sur les racines des plantes ou les parties inférieures des tiges,
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seuls ou en petits groupes, généralement de septembre a juin. Ce sont des biotrophes
(ils se nourrissent des nutriments de cellules hotes vivantes). Ces champignons sont
récoltés en Europe du Sud jusqu’aux Pays-Bas, en Afrique du Nord, en Méditerranée
jusqu’au Moyen-Orient et a I’Est jusqu’en Chine (ZERVAKIS et al., 2001).

La délimitation des différents taxons de ce complexe est souvent difficile (BUCHANAN,
1993). Le complexe de Pleurotus eryngii comprend de nombreuses variétés, subsp.
et especes : var. eryngii (DC.) Quél., var. ferulae (Lanzi) Sacc., var. elacoselini Ven-
turella et al., var. laserpitii Angeli & Scandurra, var. thapsiae Venturella et al., var.
tingitanus Lewinsohn, Pleurotus ferulaginis Zervakis et al., P. eryngii subsp. tuolensis
(C.J.Mou) G. I. Zervakis & G. Venturella, P. nebrodensis subsp. fossulatus (Cooke)
Zervakis & Venturella, P. nebrodensis (Inzenga) Quél. (ANGELI & SCANDURRA, 2012 ;
CANDUSSO & BASs0,1995 ; Kawal et al., 2008 ; LEWINSOHN et al., 2002 ; VENTU-
RELLA, 2000 ; ZERVAKIS et al., 2014).

Chaque année en septembre, les mycologues de 1’ Association des Naturalistes de
Nice et des Alpes-Maritimes et ceux de I’AMBAC Cumino de Boveés (Coni, Italie),
se rencontrent sur le terrain pour une journée commune d’étude des champignons,
alternativement en France et en Italie. Début septembre 2015, les mycologues et bo-
tanistes nicois et italiens, accompagnés de ceux de I’AEMBA (Entrevaux, France)
se retrouvaient a Estenc (Alpes-Maritimes, France), dans une réserve dont ’ANNAM
est locataire, en limite du parc national du Mercantour. Plus haut, vers le col de la
Cayolle dans une pelouse alpine a 2000 m d’altitude, plusieurs pleurotes s’étageaient
dans la pente a proximité de restes de Laserpitium latifolium. La résolution est prise
de revenir les prochaines saisons approfondir 1’étude de cette station et de ces pleu-
rotes : en début d’été pour étudier la flore présente et a I’automne pour le prélévement
d’autres échantillons a étudier. C’est le résultat des investigations de nos récoltes
montagnardes de Pleurotus eryngii var. elaeoselini que nous vous présentons.

MATERIELS ET METHODES

Les descriptions et observations ont été effectuées sur des champignons frais. Les
spores ont été mesurées sur sporée, dans 1’eau. Les réactifs utilisés pour 1’observation
et les mesures sont I’eau, le Melzer, le rouge Congo ammoniacal ou SDS, le bleu de
crésyl. Les observations microscopiques ont été faites a 1’aide d’un microscope tri-
noculaire Realux équipé d’objectifs 4X, 10X, 20X, 40X et 100X. Les mesures sont
faites a I’aide d’un objectif micrométrique.

L’extraction de ’ADN génomique a été réalisée a I’aide du kit Nucleospin Plant [I®
(macherey-Nagel, Germany) selon les recommandations du fabricant. L’amplification
des régions ITS et EFla a été effectuée selon un protocole adapté de LOMASCOLO et
al. (2002) ou selon les procédures décrites par DE HOOG et al. (2000). L’analyse phy-
logénétique des séquences a été effectuée selon la méthode du maximum de vraisem-
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blance ou par I’analyse des plus proches voisins avec les distances d’évolution cal-
culées avec le modele a deux parameétres de Kimura sur le site internet www.Phylo-
geny.fr (ASINIMOVA & GASCUEL, 2006 ; CASTRESANA, 2000 ; DEREEPER et al., 2008).
Les séquences ITS et EFla de nos récoltes ont été déposées dans la base GenBank
sous les numéros d’acces MT621223, MT633135, (ER171001, Laserpitium latifo-
lium) et MT653136, MT700995 (ER171002, Chaerophyllum aureum). Pour les autres
références GenBank utilisées voir RODRIGUEZ ESTRADA et al. (2010), ZERVAKIS et al.
(2014) ou figures 3A et 4.

TAXONOMIE

Pleurotus eryngii var. elaeoselini Venturella, Zervakis & La Rocca in VENTURELLA
et al. (2000 : 420).

ICONOGRAPHIE

CHINAN in CHINAN & VENTURELLA (2012)
RAFFAGHELLO (ce bulletin : 25, 33)

Pleurotus eryngii var. elaeoselini Photo ELIANE RAFFAGHELLO
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DESCRIPTION DE NOS RECOLTES

Macroscopie : (Photos : 25, 33 ; Fig. 1 : 26)

Le chapeau est blanc, convexe et velouté puis avec la maturité lisse et gras (Fig.
1C : 26), pouvant atteindre jusqu’a 15-18 cm de diamétre et alors plus ou moins cre-
vassé (Fig. 1B : 26) et plus ou moins déprimé avec souvent une tonalité alutacée dans
la vétusté (Fig. IE : 26).

Figure 1 : macroscopie de Pleurotus eryngii var. elaeoselini. A) Station de Pra Long, B) Chapeau, C) Ba-
sidiome inséré dans une vieille tige d’ombellifére, D) Lames décurrentes avec anastomoses sur le pied, E)
Vieilles tiges de Chaerophyllum aureum et Pleurotus eryngii var. elaeoselini vétuste et sec.

Photos : A (ANDRE PICHARD), B-E (ELIANE RAFFAGHELLO)
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Pleurotus eryngii var. laserpitii (Sant’Anna di Bellino, province de Cong, Italie)

Photo ELIANE RAFFAGHELLO
La marge du chapeau est d’abord fortement enroulée puis souvent plate et irrégulieére
ou lobée avec la maturité (Fig. IB : 33).
Les lames sont de couleur ivoire a blanches, fines, arquées et ne se détachent pas de
la chair du chapeau, trés décurrentes sur le pied et avec de nombreuses anastomoses
(Fig. ID : 26). Elles deviennent beige-rosé avec la maturité (Photo : 25). L’aréte est
entiére et concolore aux faces des lames. Les lamellules sont nombreuses.
Le stipe est concolore au chapeau, de dimensions : 3-7,5 x 1-3,5 cm, plus ou moins
excentré, de cylindrique atténué a la base a souvent radicant dans une vieille tige
d’ombellifére (Photo : 33 ; Fig. 1C : 26). 1l est 1égérement pruineux dans la jeunesse
puis lisse avec la maturité.
La chair est ferme, compacte, élastique avec une odeur et saveur agréable de cham-
pignon (Photo : 33).

Microscopie : (Fig. 2 :28)

Les basides sont tétrasporiques avec des stérigmates de 3-4 pm de longueur, de
forme clavée, bouclées a leur base et de dimensions : 28,6-45,5 x 7,4-9,2 um (n =
10) (Fig. 24 : 28)

Les spores sont hyalines, lisses, non amyloides, non dextrinoides, ellipsoides avec
des guttules en nombre et taille variable et avec un apicule généralement bien marqué
(Fig. 2B : 28) ; de dimensions : 11-13,5 x 5-6 um, Q = 1,83-2,18 avec une moyenne
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de 12,6 £0,7 x 5,9 £ 0,3 um, Qm = 2,14 £ 0,1 (n = 30) pour la station Pra Long et
11-13 x 5-6 pm, Q = 2-2,36 avec une moyenne de 12,2 + 0,8 x 5,5 + 0,4 pm, Qm =
2,23 +0,2 (n = 24) pour la station Pra Gaglia.

Les cheilocystides sont de forme clavée, cylindrique ou flexueuse, 31,6-46,5 x 7,6-

Figure 2 : Microscopie de Pleurotus eryngii var elaeoselini. A) une baside, B) spores, C) cheilocystides,
D) pileipellis. Montage des préparations dans le rouge Congo SDS. Les fleches rouges situent les boucles.
Barre d’échelle : 10 pm.

9,9 um (n = 10), certaines d’entre elles montrent a I’apex un appendice qui peut étre
capité et souvent des boucles a leur base (Fig. 2C : 28).

Aucune pleurocystide n’a été observée.

Le revétement piléique est composé d’hyphes de forme cylindrique a paroi un peu
épaissie, de 5-14,9(-16) um de diametre, branchés, étroitement accolés et présentant
de nombreuses boucles (Fig. 2D : 28).

Des hyphes oleiféres sont présents (non montré).

Les boucles sont nombreuses dans toutes les parties des basidiomes (Fig. 24, C-D : 28).
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Figure 3 : Phylogrammes déduits : A) de I’analyse en maximum de vraisemblance, basé sur les séquences
ITS des taxons du complexe Pleurotus eryngii avec Pleurotus dryinus comme taxon externe, B) de I’ana-
lyse des plus proches voisins basé sur les séquences EF 1a disponibles des taxons du complexe Pleurotus
eryngii avec Pleurotus ostreatus comme taxon externe. En noir : Pleurotus eryngii sensu stricto. Abrévia-
tions : L. pour Laserpitium, C. pour Chaerophyllum et T. pour Thapsia. Les fléches rouges indiquent nos
récoltes.
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Phylogénie : (Fig. 3 .29, Fig. 4 : 31)

Les deux phylogrammes basés sur les séquences ITS (Fig. 34 :29) ou EFla (Fig.
3B : 29) montrent bien que nos récoltes font partie intégrante du complexe de Pleu-
rotus eryngii et plus précisément de cette espece.

Comme Chaerophyllum aureum est pour la premiere fois a notre connaissance ré-
pertorié comme parasité par Pleurotus eryngii var. elaeoselini nous avons utilisé
I’analyse des plus proches voisins basée sur les séquences ITS des Apiaceae parasi-
tées par les taxons du complexe de Pleurotus eryngii pour construire le phylogramme
de la figure 4. On constate que chaque taxon du complexe Pleurotus eryngii a ses
Apiaceae parasitées présentes dans un seul groupe. Ainsi Chaerophyllum aureum est
membre du groupe de Pleurotus eryngii var. elaeoselini (Fig. 4 : 31).

Habitat et écologie :

Premicére station : Pra Gaglia, 06470 Entraunes, Alt. 1980 m, pelouse alpine sur ébou-
lis de grés d’ Annot stabilisé, orientée 15° sud-est. Laserpitium latifolium L. (descrip-
tion : COURTIEU, 2018 : 56) est I’ombellifére trés majoritaire et Chaerophyllum
aureum L. est peu représenté parmi plus de 50 espéces de plantes. Laserpitium lati-
folium est dans cette station parasitée par Pleurotus eryngii var. elaeoselini (une tren-
taine de basidiomes sur environ 1000 m?). Exsiccatum E. RAFFAGHELLO : ER171001
(Laserpitium latifolium), le 4 octobre 2017.

Deuxi¢me station : Pra Long, 06470 Entraunes, Alt. 1820 m, une prairie de fauche,
neutrophile, mésophile, héliophile, mésotrophe est orientée 5° sud. Chaerophyllum
aureum L. (cerfeuil doré, Apiaceae) (description : COURTIEU, 2018 : 59) est ’ombel-
lifére parasitée par Pleurotus eryngii var. elacoselini (une centaine de basidiomes sur
environ 1000 m?, Fig. 14 :26) dont I’inventaire a mis en évidence la grande prédo-
minance sur cette station. On note également quelques Meum athamanticum et de
rares Laserpitium latifolium comme autres Apiaceae. Exsiccatum E. RAFFAGHELLO :
ER171002 (Chaerophyllum aureum), le 4 octobre 2017.

COMMENTAIRES

Nos récoltes sur les deux stations sont des membres du complexe de Pleurotus eryngii
(Roux & BORGARINO, 2014 ; RODRIGUEZ ESTRADA et al., 2010 ; ZERVAKIS et al., 2014).
Nos études phylogéniques et microscopiques montrent aussi que nos récoltes appar-
tiennent a I’espéce Pleurotus eryngii (Roux, 2006 : 322-323 ; Roux & BORGARINO,
2014 ).

11 existe seulement trois taxons a chapeau blanc a créme dans cette espéce : i) les
eryngii asiatiques mais qui sont dépendants de Smyrniopsis aucheri ; ii) la subsp.
tuoliensis toujours asiatique mais biotrophe de Ferula feruloides, F. haussknechtii et
F. ovina ; iii) la var. elaeoselini connue uniquement d’Europe essentiellement dans
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Figure 4 : Phylogramme généré par 1’analyse des plus proches voisins basé sur les séquences ITS des
Apiaceae parasités par les taxons du complexe de Pleurotus eryngii.

I’aire méditerranéenne que I’on trouve sur un grand nombre d’Apiaceae dont Laser-
pitium latifolium (ZERVAKIS et al., 2014) ce qui correspond a notre récolte de Pra Ga-
glia.

Des especes du complexe de Pleurotus eryngii peuvent avoir des basidiomes entié-
rement blancs a créme : P. ferulaginis, européen, seulement printanier, ne dépassant
pas 700 m d’altitude et lié¢ aux Apiaceae Ferulago campestris et Pimpinella saxi-
fraga ; P. nebrodensis connu uniquement de Sicile et d’une récolte grecque qui pos-
sede des spores de taille supérieure a la var. elaeoselini ; P. nebrodensis subsp.
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fossulatus a chapeau devenant squamuleux, strobiliforme (GARGANO ef al., 2011 ;

ZERVAKIS et al., 2014).

1l existe un dernier taxon Pleurotus eryngii var. laserpitii dont aucune séquence ADN
n’est disponible mais lié¢ a Laserpitium latifolium comme P. eryngii var. elaeoselini.
11 se distingue facilement de la variété elaeoselini par un chapeau beige a marron et
fibrilleux (ANGELI & SCANDURRA, 2012) (Photo : 27)

Au vu de toute cette littérature consultée et des études de nos récoltes, nous pouvons
identifier celles-ci a Pleurotus eryngii var. elaeoselini.

Pleurotus eryngii var. elaeoselini est connu d’Italie (VENTURELLA et al., 2000), d’Es-
pagne (VENTURELLA, 2002), de France (CHINAN & VENTURELLA, 2012 ; nos récoltes),
de Suisse, Malte, Slovénie, Roumanie et Ukraine (CHINAN & VENTURELLA, 2012).
A Pintérieur du complexe de Pleurotus eryngii, il existe des barriéres reproductives
incomplétes (BRESINSKY et al. 1987, ZERVAKIS & BALIS 1996, KAWAI ef al. 2008).
Cela se manifeste notamment sur les phylogrammes par la présence de la var. elaeo-
selini a I’intérieur des sous-clades des variétés eryngii et ferulae (RODRIGUEZ ESTRADA
et al., 2010 ; ZERVAKIS et al., 2014, Fig. 3 : x). MARONGIU ef al. (2005) montrent que
I’utilisation des séquences EF1a permet de bien distinguer les variétés eryngii et fe-
rulae, ce que montre aussi la figure 3B. ZERVAKIS ef al. (2001) soutiennent 1’idée
d’une position intermédiaire de la variété elaeoselini puisque ce taxon se regroupe
soit avec la variété eryngii soit avec la variété ferulae ; les résultats des phylogrammes
de la figure 3 vont dans ce sens mais avec une proximité plus importante avec la va-
riété ferulae (Fig. 3B) ce qu’avancaient déja ZERVAKIS ef al. (2001). RODRIGUEZ Es-
TRADA et al. (2010) et ZERVAKIS et al. (2014) estiment que cette position intermédiaire
serait le résultat d’une hybridation' entre les variétés eryngii et ferulae. L’ apparition
de la variété elaeoselini serait récente au vu des faibles variations de séquences entre
cette variété et les variétés eryngii et ferulae (RODRIGUEZ ESTRADA et al., 2010) et le
complexe Pleurotus eryngii serait en voie de spéciation (ZERVAKIS ef al., 2001). Mais
dans ce complexe elaeoselini, eryngii et ferulae sont des variétés et pas des especes
indépendantes (RODRIGUEZ ESTRADA et al., 2010 ; ZERVAKIS et al., 2014).

Les taxons du complexe Pleurotus eryngii sont les uniques basidiomycetes qui mon-
trent un mode de spéciation sympatrique?* (RODRIGUEZ ESTRADA et al., 2010). Ce
complexe a développé des spécificités avec des hdtes qui ressemblent aux voies
d’évolution des champignons pathogenes des plantes (BAKKEREN ef al., 2000; JIME-
NEZ-GASCO et al., 2004).

Pleurotus eryngii var. elaeoselini est le taxon du complexe qui parasite le plus grand
nombre d’Apiaceae : Elaeoselinum asclepium, Laserpitium latifolium, L. siler, Ma-
gvdaris panacifolia, Thapsia gummifera, T. villosa (Roux & BORGARINO, 2014 ;
ZERVAKIS et al., 2014) et Chaerophyllum aureum (notre article).

! “Cet échange de génes par voie sexuée peut concerner des espéces, des taxons de rang infraspécifique
ou parfois des genres” (BIROT et al., 2015 : 435).

2“Emergence & partir d’un ancétre commun de nouvelles espéces trés proches qui habitent la méme zone
géographique” (BIROT ef al., 2015 : 870).
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Pleurotus eryngii var. elaeoselini (coupe montrant la chair) Photo ELIANE RAFFAGHELLO

ZERVAKIS et al. (2014) ont utilisé 1’algorithme des plus proches voisins dont les dis-
tances évolutives sont calculées avec le modele de Kimura a deux parametres pour
construire un phylogramme des séquences ITS des Apiaceae parasitées par les taxons
du complexe de Pleurotus eryngii. A partir de ce phylogramme, des groupes d’es-
peces d’Apiaceae de la méme origine géographique apparaissent qui correspondent
aux différents taxons du complexe ; ces groupes sont constituants d’un seul clade ou
non (ZERVAKIS et al., 2014). Nous avons utilisé les mémes méthodes pour construire
la figure 4 afin d’analyser si Chaerophyllum aureum pouvait s’insérer dans le groupe
de la variété elaeoselini. C’est bien le cas, Chaerophyllum aureum se retrouve avec
Elaeoselinum asclepium, Laserpitium latifolium, L. siler, Thapsia villosa, toutes des
Apiaceae de la méme région européenne suffisamment proches évolutivement pour
&tre parasitées par Pleurotus eryngii var. elaeoselini. ZERVAKIS et al. (2014) avancent
qu’il y a une tendance a la coévolution entre chaque groupe d’Apiaceae et son pleu-
rote parasite.

CONCLUSION

Sur chacune des deux stations de Pleurotus eryngii var. elaeoselini que nous avons
suivies ’Apiaceae trés prépondérante est différente : Chaerophyllum aureum pour
celle de Pra Long et Laserpitium latifolium pour Pra Gaglia ; ces deux stations ne
sont distantes que d’environ 1100 m. Chaerophyllum aureum est a notre connaissance
identifiée pour la premiére fois comme hote de la variété elaeoselini.
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