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Les terfez, désignes sous le terme général de « truffes du désert » ou « truffes des sables »
sont des champignons hypogés comestibles (Ascomyceétes).lls constituent une composante
majeure de la flore mycologique des écosystémes arides et semi-arides d’Afrique du Nord, du
Moyen-Orient et de la Méditerranée orientale (Loizides et al., 2012). Ecologiquement, ils
établissent une association symbiotique (mycorhizienne) avec les racines d’une plante hote de

la famille des Cistacées herbacées ou vivaces surtout du genre Helianthemum.

Les truffes du désert sont actuellement représentées par treize genres et trente-huit espéces
réparties a travers les cing continents du globe terrestre (Alsheikh, 1994 ; Bordallo et al., 2013;
2015 ; Ammarellou et al., 2014 ; Chevalier, 2014 ; Khabar, 2014 ; Claridge et al., 2014 ;
Trappe et al., 2014; Kagan-Zur et Akyuz, 2014).

En Algérie, presque toutes les especes|de Terfezia|spp., Tirmania spp. et Picoa spp. se

développent dans des écosystemes steppiques et sahariens ou les conditions climatiques sont
difficiles, les sols sont généralement pauvres en matieres organique et minérale et la couverture
végétale est peu dense. Le développement de ces champignons est étroitement lié aux
conditions pédoclimatiques (caractéristiques physico-chimiques du sol, intensité et répartition
annuelle des précipitations, fréquence des orages etc.) et surtout la présence de la plante héte
naturelle (Fortas, 1990 et 2009; Bradai et al., 2014 et 2015a; Zitouni-Haouar et al., 2014 et
2015).

Dans notre pays, cette richesse naturelle présente un intérét a la fois écologique,
alimentaire et économique. Les truffes du désert sont tres recherchées et appréciées; elles sont
vendues sur les marchés locaux et nationaux a des prix variables selon les années de production
et le lieu de leur récolte. Elles font également 1’objet d’un important commerce extérieur
puisqu’elles sont exportées pendant les années de bonne production vers les pays du Moyen

Orient en particulier en Arabie Saoudite et le Qatar.

Vu I’'importance écologique et économique de ces champignons, certains pays s’intéressent
a leur culture par des méthodes biotechnologiques en particulier, la production de plants
mycorhizés par les truffes du désert, en conditions contrdlées et leurs transplantations sur le
terrain en régions arides et semi-arides pour mettre en valeur ces régions, lutter contre la
désertification, préserver leur plante héte et envisager une terféziculture sur le méme mode que
celui pratiqué en Europe pour la culture de la truffe (trufficulture) qui est bien maitrisée grace

aux techniques de production des plants truffiers internationalement commercialisables.
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Cependant, la maitrise de la mycorhization controlée et son application nécessite les
connaissances sur la diversité génétique des truffes du désert, leurs associations
mycorhiziennes, leur ethnobiologie et les conditions environnementales affectant leur
productivitée naturelle. Or en Algérie, certaines connaissances sont encore limitées ou
inexistantes en particulier la diversité génétique des truffes du désert. C’est dans ce cadre que

nous avons orienté notre travail.

Notre travail a pour objectifs :

- I’exploration de la variabilité génétique intra- et interspécifique des truffes du désert
d’Algérie ;

- I’étude de la variabilité morphologique des mycorhizes formées par ces champignons associés
a différentes plantes ;

- et enfin la mise en évidence de certains aspects ethnomycologiques et écologiques de ces

champignons.

Le manuscrit de la these comprend trois parties, avec une introduction et une conclusion

générale et quelques perspectives.

» La premiére partie constitue une synthése bibliographique des connaissances actuelles

sur les truffes du désert et leurs associations mycorhiziennes.

» La deuxieme partie annonce I’origine du matériel biologique et décrit avec précision

toutes les techniques expérimentales mises en ceuvre pour la réalisation de ce travail.

» Latroisiéme partie subdivisée en 3 chapitres, présente les résultats et discussions :

- Le chapitre | regroupe les caractéristiques écologiques et ethnomycologiques des
truffes du désert dans une station a terfez et la présence de mycoparasites chez ces

champignons.

- Le chapitre 1l présente la phylogénie moléculaire et 1’étude de la diversité génétique
des truffes du désert d’Algérie par approche impliqguant deux marqueurs
phylogénetiques (Espaces intergéniques ITS de I’ADNr et le géne codant pour la
B-tubuline) couramment utilisés a 1’échelle intra- et interspécifique.

- Le chapitre 111 décrit les syntheses mycorhiziennes réalisees en conditions
gnotoxéniques entre plusieurs espéeces de truffes du désert et diverses plantes hotes

herbacées, arbustives et arborescentes.

> Enfin, le manuscrit s’achéve avec la présentation des références bibliographiques et de

nombreuses annexes.
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Partie 1

Connaissances actuelles sur les truffes du désert et leurs associations

mycorhiziennes

1. Qu’est-ce que la truffe du désert ?

Les truffes du désert sont les fructifications souterraines (ascomes ou ascocarpes) de
champignons hypogés mycorhiziens et comestibles appartenant aux Ascomycétes. Elles
forment des mycorhizes avec leurs plantes hotes naturelles, le plus souvent des Cistaceae
annuelles et pérennes. Elles sont représentées par les genres: Carbomyces, Elderia,
Eremiomyces, Kalaharituber, Mattirolomyces, Mycoclelandia, Picoa, Stouffera, Terfezia,
Tirmania et Ulurua (en caractéres gras, les genres dont toutes leurs especes sont récoltées

dans des régions désertiques) (Kovacs et Trappe, 2014).

Ces champignons ont diverses appellations vernaculaires selon les pays arabes Terfess,
Torfaz, Torfes, Al-Kamae, Al-Faga’a (Chatin, 1891; Bokhary, 1987). Le nom scientifique du
genre Terfezia dériverait de « terfes » ou « terfas » qui est une appellation maghrébine de ces
champignons, mais selon Offner (1950) il proviendrait plutot du latin « terrae fex » signifiant
« production de la terre » (in Alsheikh, 1994).

2. Bref rappel historique sur les truffes du désert :

Les truffes du désert sont consommeées par I’homme depuis des millénaires. En effet,
I’écriture cunéiforme sur des tablettes d’argile datant de quatre mille ans retrouvées dans les
archives archéologiques de la région mésopotamienne attestent de leur existence sous le nom
de “Kam’atu” (Awameh et Alsheikh, 1980 a; in Splivallo, 2007). Les Pharaons égyptiens
(Cheops: Khufo) les considéraient comme un met royal exclusif (Alsheikh, 1994; in Shavit,
2008). Les especes des genres Terfezia et Tirmania étaient trés populaires chez les anciens
romains (Pegler, 2003) qui les importaient réguliérement des colonies africaines: Libye,
Lesbos et Carthage (Pradel, 1914; Loizides et al., 2012) pour les consommer non pas pour leur
saveur mais pour capturer le godt et I'ardbme de la nourriture et des épices dans lesquelles elles

ont eté cuites (in Splivallo, 2007).
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La civilisation islamique témoigne également d’une haute estimation envers les truffes du
désert qui faisaient partie des mets de choix des grands Califes Fatimides (Moussu et Lauriac,
2008).

3. Organisation morphologique de la truffe du désert :

L’organisation compléte d’une truffe comporte un mycélium et un ascome (ou ascocarpe)
constitué d’une partie centrale ou gléba, dans laquelle se trouvent I’hyménium avec les
paraphyses, les asques et les spores. La gléba est protégée par une enveloppe résistante ou
cortex, appelée aussi péridium.

Le champignon comprend donc :

- une partie vegétative, trés discréte et non comestible, qui forme les mycorhizes ;
- une partie reproductrice, la « truffe », qui est en réalité le fruit du champignon (Riousset et al.,
2001).

Les ascomes sont le plus souvent subglobuleux, bossués, mais peuvent présenter des
formes ovoides, ellipsoides ou piriformes. Le péridium peut manifester diverses couleurs,
structures ou consistances qui sont tres recherchés en systématique. Ces critéres peuvent varier
d’une espece a une autre ou méme au sein de 1’espece en fonction de son origine géographique
(Fig. 1 a,c,e,q,i,k,m,0,q,s).

La glebe ou gléba est spongieuse a solide, blanche ou colorée et présente des ilots fertiles
arrondis en forme de nodules séparés par des veines stériles plus pales dessinant un réseau
(Fig. 1 a,e,k,m) (Janex-Favre et al., 1988).

Les zones fertiles de la glébe renferment des asques qui présentent des formes largement
ovales ou subglobuleuses. Chez les Tirmania et les Picoa, les asques se terminent a la partie
inférieure par un pédicelle de taille variable qui les rattache au sous hyménium. Chaque asque
renferme quatre, six et le plus souvent huit ascospores (Fig. 1d). La taille des asques est

comprise entre 2500 et 5600 um?® (Bokhary et Parvez, 1988).

Les ascospores sont sphériques ou Iégérement ovoides, de 9 a 55 um de diamétre, hyalines
(a I’état immature) ou colorées. Elles sont lisses ou revétues d’ornementations sous forme
d’épines, de papilles, d’alvéoles, de réticules ou de verrues. La forme, la surface et le type
d’ornementation de la spore sont des criteres importants pour différencier les espéces
(Fig. 1 b,d,f,h,j,I,n,p,r,t,u-y).
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Fig. 1: Caractéristiques morphologiques d’espéces représentant les 13 genres de truffes du désert; a: Coupe transversale dans un carpophore de
Terfezia leptoderma montrant la gléba (a droite) et le péridium (& gauche) (Khabar, 2014); b : ascospore de T. leptoderma (Kovacs et al., 2011b);
¢ : carpophore de Tirmania nivea (Khabar, 2014), d : asque de T. nivea & court pédicelle contenant 6 spores (Moreno et al., 2000b); e : carpophores de
Picoa juniperi montrant la glebe blanchatre et le péridium verruqueux (Tiirkoglu et Castellano, 2014); f : ascospores de P. juniperi (Moreno et al., 2014);
g : carpophores de Delastria rosea, h: ascospore de D. rosea (Khabar, 2014); i : carpophores de Kalaharituber pfeillii (Trappe et al., 2008b); j :
ascospores de K. pfeillii (Trappe et al.,2010a); k : carpophores de Mycoclelandia arenacea : vue de surface et coupe transversale (Trappe et al., 2008a);
| : ascospores de M. arenacea (Trappe et al.,2010a); m : carpophores de Reddellomyces westraliensis : vue de surface et coupe transversale (Trappe et
al., 2008a); n : ascospore de R. westraliensis (Trappe et al.,2010a) ; o : ascome de Mattirolomyces terfezioides, p : spores de M. terfezioides (Kovacs et
al., 2009); g : ascomes de Carbomyces longii, r : spore de C. longii, s : ascome de Carbomyces gilbertsonii, t : spore de C. gilbertsonii (Moreno et al.,
2012); u : spore de Stouffera longii (Kovacs et al., 2011a) ; v : spores d’Eremiomyces echinulatus , w : spores d’Elderia arenivaga, X : spores d’Ulurua
nonparaphysata (Trappe et al.,2010a); y : spore de Mattirolomyces spinosus (Kovacs et al., 2011a).
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4. Position taxonomique des truffes du désert :
4.1. Systématique classique :

La classification des truffes était traditionnellement basée sur les caractéristiques
morphologiques, ultra structurales ou biochimiques du péridium, de la glebe, des asques et des
ascospores (Tulasne et Tulasne, 1851 ; Heim, 1934 ; Malencon, 1938 ; Gilkey, 1947 ; Korf,
1973 ; Marasas et Trappe, 1973 ; Trappe, 1971,1979 ; Alsheikh et Trappe, 1983 a,b ; Alsheikh,
1994 ; Li, 1997). Les truffes du désert étaient classées dans I’ordre des Tubérales subdivisé en
quatre familles dont les Terfeziaceae qui regroupaient plusieurs especes des genres Terfezia,
Tirmania, Picoa, Carbomyces et Delastria (Korf, 1973). Cette classification a été remaniée par
Trappe (1979), I'ordre des Tubérales a été abandonné et les familles des Terfeziaceae, des
Tuberaceae et six autres familles d’espéces hypogées (Pezizaceae, Helvellaceae, Balsamiaceae,
Pyronemataceae, Geneaceae, Carbomycetaceae) sont regroupées dans 1’ordre des Pezizales.
Certains genres de truffes du désert sont placés dans d’autres familles: Tirmania dans la
famille des Pezizaceae, Picoa dans celle des Balsamiaceae et Carbomyces dans les

Carbomycetaceae.

4.2. Révisions de la classification des truffes du désert par phylogénie

moléculaire :

La classification des truffes est encore complétement remaniée grace aux techniques
d’analyses moléculaires (PCR-RFLP, PCR-RAPD, séquencage des régions ITS, 5,8S, 18S et
28S de I’ADNTr) qui ont mis en évidence la diversité génétique au sein des genres et espéces des
terfez et ont pu surmonter les difficultés d’identification dues aux convergences

morphologiques entre certaines espéces.

La premiére reconstruction phylogenétique par outils moléculaire évoquant les truffes du
désert a été élaborée par O’Donnell et al. (1997). Des séquences de la petite sous unité (18S,
SSU) et de la grande sous unités (28S, LSU) des genes de I’ADNr ont été analysées chez des
especes de truffes et de morilles. Cette étude a mis en évidence des erreurs dans 1’affiliation de
plusieurs taxa et a propose qu’il existe une transition de la forme de vie épigée vers celle
hypogée qui a du évolué plusieurs fois au sein des Pezizales. Une étroite relation entre 1’espece
type de Picoa, P. juniperi, et Otidea basée sur une analyse préliminaire des séquences de

1I’ADNTr 28S (non publiée) a été également suggerée dans ce travail.

Percudani et al. (1999) ont séquencé la région SSU de I’ADNr de neuf champignons

hypogés comprenant les deux especes Terfezia arenaria et Mattirolomyces terfezioides (comme
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Terfezia terfezioides). Cette étude représente la premiere analyse moléculaire supportant le
réassignement de Terfezia terfezioides a son préceédent genre Mattirolomyces érigé par Fischer
(1938) vu sa distante position par rapport a Terfezia arenaria. La systématique de la famille
des Pezizaceae a été egalement amendée par ajout des genres de Terfezia, Mattirolomyces,
Cazia et Pachyphloeus anciennement classés parmi les Terfeziaceae. Terfezia arenaria s’est

présentée comme une espéce sceur de Cazia flexiascus.

Norman et Egger (1999) ont analysé les séquences SSU de I’ADNr des mémes especes de
truffes du désert (T. arenaria et M. terfezioides) etudiées par Percudani et al. (1999) durant la
méme année. Dans leur analyse T. arenaria s’est également positionnée prés de Cazia et
M. terfezioides était trés distante de T. arenaria supportant une deuxieme fois son affiliation au

genre Mattirolomyces.

Hansen et al. (2001) ont étudié les relations phylogénétiques existant entre les membres
d’un échantillonnage consistant de Pezizaceae épigés et hypogés comprenant les deux espéces
de Tirmania, T. pinoyi et T. nivea comme uniques représentantes des truffes du désert. La
réévaluation des caractéres morphologiques utilisés dans la systématique des Pezizaceae
traditionnellement caractérisée par des asques a réaction amyloide a révélé que cette derniere
est un caractere ancestral qui a été perdu dans certaines lignées, tels que celles qui incluent
Marcelleina et Cazia. Les analyses phylogénétiques moléculaires de la région LSU de I’ADNr
ont positionné les deux especes de Tirmania dans la méme lignée de Cazia flexiascus et de
certaines espéeces de Peziza.

La premiére étude moléculaire mettant en évidence les relations phylogénétiques intra- et
interspécifique des truffes du désert a été effectuée par Diez et al. (2002). Les séquences ITS de
I’ADNr de plusieurs spécimens de Terfezia, Tirmania et Mattirolomyces terfezioides ont été
analysées par RFLP. Ces auteurs ont souligné une étroite relation génétique entre les deux
genres Terfezia et Tirmania et ont conclu qu’ils résultent d’une seule lignée de mycétes
pézizaléens, qui ont développé un mode de vie hypogé comme moyen de protection contre la
chaleur et la sécheresse dans des écosystémes arides et semi-arides. Selon ces mémes auteurs
I’évolution des corps fructiféres épigés vers le mode hypogé semble se produire dans plusieurs
lignées de champignons ectomycorhiziens. Cette étude a également confirmée la séparation de
Mattirolomyces terfezioides du genre Terfezia.

Hansen et al. (2005) ont tenté de construire une phylogénie robuste des Pezizaceae a
travers une étude multi-locus basée sur des analyses combinées de trois génes, LSU de I’ADN:Tr,

I’ARN polymérase Il (RPB2) et la B-tubuline. Cette étude-a.confirmé I’ origine monophylétique
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des Pezizaceae et plus spécifiquement des Terfezia et Tirmania qui se sont positionnés dans la

lignée des Peziza depressa-Ruhlandiella. Le genre Terfezia s’est montré trés proche du Peziza.

L’analyse des séquences LSU et ITS de ’ADNr de spécimens de Terfezia pfeilii et
Choiromyces echinulatus avec d’autre séquences provenant d’espéces de Terfezia, Tirmania,
Mattirolomyces, Tuber, et Choiromyces ont révélé 1’¢loignement total de ces deux especes de
leurs anciens genres pour étre positionnées dans de nouveaux taxons Kalaharituber pfeilii et
Eremiomyces echinulatus (Ferdman et al., 2005). Ces deux espéces se sont montrées plus

affiliées a la famille des Pezizaceae que des Tuberaceae.

Laessoe et Hansen (2007) ont présenté une étude globale des genres anciennement assignés
aux tubérales et qui font actuellement partie des pézizales. Des séquences LSU de I’ADNr
appartenant a = 200 espéces épigées et hypogées ont été analysées. Cette étude a confirmé avec
certitude [D’affiliation des deux genres Kalaharituber et Eremiomyces a la famille des
Pezizaceae qui a été délimitée aux taxons suivants: Amylascus, Cazia, Eremiomyces,
Hydnobolites, Hydnotryopsis, Kalaharituber, Mattirolomyces, Mycoclelandia, Pachyphloeus,

Peziza (P. whitei et P. ellipsospora), Ruhlandiella, Sphaerozone, Terfezia et Tirmania.

Des études phylogénétiques moléculaires et morphologiques réalisées par Kovacs et al.
(2008) sur des spécimens de Terfezia gigantea récoltés au Japan et au Nord de 1I’Amérique ont
conduit a I’excision de cette espéce du genre Terfezia et de la famille des Pezizaceae.
Le nouveau taxon Imaia et son unique espéce . gigantea se sont positionnés dans la famille des
Morchellacées.
Shissi et al. (2010) ont étudi¢ I’affiliation phylogénétique de Picoa juniperi et de
P. lefebvrei a travers le séquencage des régions ITS et LSU de leurs ADNr. Cette étude a
permis de montrer avec certitude ’affiliation du genre Picoa a la famille des Pyronemataceae et
de confirmer qu’il est tres apparenté a Geopora sp. Les analyses phylogénétiques ont également
renforcé I’emplacement de Leucangium carthusianum (Syn. Picoa carthusiana) dans la famille
des Morchellaceae conformément aux travaux de Li (1997) basés sur des études

ultrastructurales des ascospores et des hyphes.

Trappe et al. (2010 a,b) ont réalisé une étude comparative entre les truffes du désert de
I’Australie et celles du désert du Kalahari (Afrique du Sud). Trois locus correspondants aux
génes de SSU, LSU et aux séquences intergéniques ITS de I’ADNr ont été amplifiés et
séquencés. Toutes les espéces de truffes du désert analysées se sont affiliées a la famille des
Pezizaceae et un nouveau genre et espéce Ulurua nonparaphysata ont vu le jour. Elderia

arenivaga s’est avérée proche des Mattirolomyces, au sein de la lignée des Peziza. Cette étude
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a révelé pour la premiére fois que le genre Mattirolomyces n’était pas monotypique puisque ces
deux espéces de truffes du désert se sont affiliées a ce genre dont une, M. mulpu, est décrite
comme une nouvelle espéce d’Australie tandis que I’autre, M. austroafricanus, est une nouvelle

combinaison pour Terfezia austroafricana.

Une révision par phylogénie moléculaire des spécimens de Terfezia et de Mattirolomyces
tiffanyae récoltés du Nord de I’Amérique a été effectuée par Kovacs et al. (2011a). Terfezia
spinosa et T. mexicana se sont montrées trés proches du genre Mattirolomyces raison pour
laquelle elles leur ont été attribuees. Terfezia longii ainsi que Mattirolomyces tiffanyae ont
formé des clades tres éloignés des taxons en cause et ils se retrouvent ainsi dans de nouveaux
genres Stouffera et Temperantia respectivement (Fig. 2). Cette étude a finalement engendré la

disparition du genre Terfezia de la flore mycologique américaine.

Selon Kovacs et Trappe (2014), les espéces provenant uniquement de la région
méditerranéenne et du Moyen-Orient sont confirmées appartenant au genre Terfezia et
I’assignement générique des especes reportées comme des Terfezia a partir de I’ Afrique du Sud

ou d’Australie doit étre révisé.

/////

(2011b) base sur des analyses morphologiques et phylogénétiques des séquences ITS et LSU de
I’ADNr provenant de spécimens de terfez d’Espagne. Ces auteurs ont ¢galement suggéré que
les lignées du complexe d’espéces de T. olbiensis représentent plusieurs especes

morphologiques décrites antérieurement mais considérées comme synonymes.

La premiére étude moléculaire sur la truffe du désert du Mexique, genre Carbomyces,
a eté effectuée récemment par Moreno et al. (2012). Etant donné 1’état des spécimens des trois
especes de ce genre, ces auteurs n’ont pu séquencer que les régions ITS-LSU de ’ADNr
provenant de C. emergens. Les résultats phylogenétiques ont positionné cette espece dans le
clade de Kalaharituber-lodowynnea tandis que le BLAST a montré une éventuelle affiliation

au genre Terfezia.

Plus récemment, sept nouvelles espéces de truffes du désert ont été découvertes au Sud de
I’Europe aprés des analyses morphologiques et phylogénétiques des séquences ITS de I’ADNTr
provenant de plusieurs spécimens de Terfezia spp. Elles sont nommeées: Terfezia albida,
T. eliocrocae, T. extremadurensis, T. pini, T. pseudoleptoderma, T. grisea et T. cistophila
(Bordallo et al., 2013 ; 2015).

Le clade des Pezizomycetes du sous phylum des Pezizomycotina en compte plusieurs

familles donnant naissance aux différentes espéces de truffes (Laessoe et Hansen, 2007). Les
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truffes du désert des genres Terfezia et Tirmania appartiennent désormais a la famille des

Pezizaceae tandis que le genre Picoa siége actuellement dans la famille des Pyronemataceae
(Fig. 3).
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Fig. 2: Une des 375 arbres phylogénétiques les plus parcimonieux construits a partir des données de séquences
partielles de LSU montrant la position des genres de truffes du désert au sein des Pezizaceae. Ascobolus crenulatus
a servi comme un taxon hors groupe. Les truffes du désert sont indiquées en caractere gras. Les valeurs de
bootstrap parcimonie (PB) sont indiquées au-dessus des branches, tandis que les valeurs de probabilités
postérieures bayésiennes (PP) sont montrées en dessous. Les valeurs de bootstrap inférieures a 70% et celles de PP
inférieures a 95% ne sont pas représentées (Kovacs et Trappe, 2014 modifié a partir de Kovacs et al., 2011a).
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a_¢ MICROSPORIDIA
Kickxellales
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A

Fig. 3: Classification taxonomique et phylogénie des truffes du désert des genres Terfezia, Tirmania et Picoa (a) Phylogénie et
classification des champignons. Les longueurs des branches ne sont pas proportionnelles aux distances génétiques (D’aprés Hibbett et al.,
2007). (b) Phylogénie et classification des champignons Ascomycota. Les lignes pointillées indiquent des taxons dont I’emplacement est
encore incertain (D’aprés Hibbett et al., 2007). (c) Arbre schématique donnant un apergu sur les trois principaux clades (A-C) identifiés au
sein des Pezizales utilisant les séquences SSU de I’ADNr. Les truffes ont évolué dans les familles indiquées en caractéres gras
(Pezizaceae : Terfezia et Tirmania; Pyronemataceae: Picoa). Les lignées des Morchellaceae-Discinaceae et des Helvellaceae-
Tuberaceae sont selon O'Donnell et al. (1997) (in Laessoe et Hansen, 2007). (d) Phylogénie des Pezizaceae construite a partir de I'analyse
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Sarcoscyphaceae
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Ophiosiomalses
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combinée des séquences LSU de I’ADNr, RPB2, et B-tubuline, montrant l'un des six arbres les plus parcimonieux. Les numéros sur les
branches sont les fréquences bootstrap (> 50%) (Hansen et al., 2005).
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5. Ecologie des truffes du désert :

La vie des truffes peut étre influencée par plusieurs facteurs biotiques (héte végétal;
champignons, bactéries et autres microorganismes; mésofaune "lombrics”) et abiotiques
(composition physicochimique des sols; climat "pluviométrie et température™) qui favorisent ou

inhibent la production d'ascocarpes (Murat, 2004) (Fig. 4).

chmat

K.N.P.pH
Compostion du sol

mésofaune

Fig. 4 : Facteurs abiotiques et biotiques pouvant influencer la vie des truffes (Murat, 2004)

5.1. Facteurs édaphiques des truffes du désert :

Les truffes du désert semblent s’adapter a une large gamme de pH, de texture du sol et de
conditions édaphiques (Bonifacio et Morte, 2014). Elles manifestent des préférences vis-a-vis
des sols sablonneux d’ou leurs nom « truffes du sable » mais leurs présence est aussi abondante
dans les sols sablo-limoneux. Certaines especes affectionnent des sols limoneux, argileux,
sablo-argileux ou encore argileux-limoneux (Kiraly et Bratek, 1992; Alsheikh 1994 ; Taylor et
al., 1995; Kagan-Zur et al., 1999 ; Moreno et al., 2000b ; Kovacs et al., 2001, 2003, 2007; Diez
et al., 2002 ; Bawadikji, 2004 ; Slama et al., 2006 ; Trappe et al., 2008a et b ; Slama, 2010 ;
Kovacs et al., 2011b; Bawadekji et al.,, 2012; Glejdura et Kunca, 2012 ; Jamali et
Banihashemi, 2012 ; Bordallo et al., 2013 ; Bradai et al., 2013 ; Shissi, 2013 ; Bordallo et
Rodriguez, 2014 ; Chevalier, 2014; in Honrubia et al., 2014 ; Bordallo et al., 2015) (Fig. 5).

Morte et al. (2009) ont signalé que la distribution de plusieurs especes de Terfezia en
Espagne dépend du pH du sol. En effet, T. claveryi et T. boudieri sont abondantes dans les sols
calcaires alors que T. arenaria et T. leptoderma préféerent des environnements acides. Cette
méme constatation peut étre extrapolée a la majorité des especes de truffes du desert dont

certaines sont qualifiées d’acidophiles (Kalaharituber pfeillii; Terfezia extremadurensis,
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T. alsheikhii, T. arenaria, T. leptoderma, T. cistophila, Delastria rosea) tandis que d’autres
s’averent basophiles-calcicoles (T. eliocrocae, T. albida, T. grisea, T. claveryi, T. boudieri,
Tirmania nivea, T. pinoyi, Picoa lefebvrei, Mattirolomyces terfezioides) (Janex-Favre et al.,
1988 ; Taylor et al., 1995; Kagan-Zur et al., 1999 ; Khabar et al., 2001 ; Diez et al., 2002 ;
Moreno et al., 2000b ; Moreno et al., 2002 ; Bratek et al., 2004 ; Bordallo et al., 2013 ; Shissi,
2013 ; Bordallo et Rodriguez, 2014 ; Bradai et al., 2014 ; Chevalier, 2014; Khabar, 2014 ;
Bordallo et al., 2015).

Du point de vue fertilité, les sols a terfez sont le plus souvent pauvres en matiére organique
et en éléments minéraux (Fortas et Chevalier, 1992 a; Bawadikji, 2004 ; Slama, 2010 ;
Bawadekji et al., 2012 ; Jamali et Banihashemi, 2012 ; Bradai et al., 2013). Dans la Province
de Fars (Iran), le genre Tirmania est plus répandu dans les sols a forte teneur en CaCO3 que

T. claveryi, P. lefebvrei et P. juniperi (Jamali et Banihashemi, 2012).

100

Limoneux fin

\ 60 D 40 30

Percent Sand

20 10

Fig. 5 : Texture du sol de 20 espéces de truffes du désert. La texture sablonneuse prédomine (cercle rouge) (d’aprés Kiraly et
Bratek, 1992; Taylor et al., 1995; Kagan-Zur et al., 1999 ; Moreno et al., 2000b ; Kovacs et al., 2001, 2003, 2007; Diez et al.,
2002 ; Bawadikji, 2004 ; Trappe et al., 2008a et b ; Slama, 2010 ; Kovacs et al., 2011b ; Shissi et al., 2011 ; Bawadekji et al.,
2012; Bordallo et al., 2013 ; Bradai et al., 2013 ; Shissi, 2013 ; Bordallo et Rodriguez, 2014 ; Chevalier, 2014; in Honrubia et
al., 2014 ; Bordallo et al., 2015).

@ Terfezia arenaria © Terfezia olbiensis @ Picoa juniperi © Elderia arenivaga

@ Terfezia boudieri @ Terfezia canariensis @ Picoa lefebvrei @ Mattirolomyces mulpu
© Terfezia claveryi @ Terfezia alsheikhii @ Mattirolomyces terfezioides @ Mycoclelandia bulundari
@ Terfezia grisea O Tirmania nivea @ Kalaharituber pfeilii @ Ulurua nonparaphysata
@ Terfezia leptoderma @ Tirmania pinoyi @ Eremiomyces echinulatus © Stouffera longii

13




Synthese bibliographique

5.2. Facteurs climatiques des truffes du desert:

Le climat est considéré comme un facteur primordial pour le développement des truffes du
désert agissant non seulement sur la croissance et la fructification du champignon, mais aussi

sur la distribution des plantes hotes symbiotiques (Chevalier, 2014).

La naissance et la production des ascomes des terfez dépendent fortement de I’intensité et
la distribution saisonniére des précipitations (Awameh et Alsheikh, 1980 a; Alsheikh et
Trappe, 1983 a ; Kagan-Zur, 1998 ; Fortas, 2004).

En regle générale, la pluviométrie annuelle est de 50 a 380 mm dans les régions
productrices de truffes du désert (Morte et al., 2008). En Afrique du Nord,, les terfez exigent
des automnes pluvieux et des printemps humides et orageux. Des précipitations annuelles de
I’ordre de 70 a 120 mm sont suffisantes en Egypte pour la fructification des terfez (EI-Kholi et
Ali, 1991) tandis qu’au Maroc elles doivent étre de 240 mm avant le mois de mars (Khabar,
2002). Au Nord du Sahara algérien la production des truffes du désert est tres affectée par les
pluies automnales d’Octobre - Décembre; une pluviométrie annuelle de 124.14 mm
accompagnée de pluies automnales de 49.2 mm donne une meilleure production (Bradai et al.,
2014). Au Sud de I’Afrique (Désert du Kalahari), les truffes exigent une pluviométrie annuelle
moyenne de 156 a 362 mm; les plus fortes précipitations ont lieu de Novembre a Avril, avec

une moyenne de 11 & 75 mm (in Trappe et al., 2008 b).

Dans les pays d’Europe du Sud, la saison a terfez produit de bons rendements a une
pluviométrie de 100 a 350 mm. La distribution, la quantité et la durée des précipitations
semblent déterminantes. Les premiéres pluies doivent étre avant le début du mois d’Octobre
(Morte et al., 2008).

La plupart des régions de la Méditerranée asiatique productrices de truffes du désert
présentent des caractéristiques climatiques en commun. Elles sont marquées par un climat
continental semi-aride a aride avec des étés secs (absence de pluies de juin a septembre) et des
hivers humides. Les précipitations annuelles sont comprises entre 300 et 600 mm dans les
régions semi-arides relativement humides et 50 a 250 mm dans les régions arides (Kagan-Zur et
Akyuz, 2014).

La productivité des terfez peut étre perturbé par une pluviométrie tardive qui ralentie la

production (Pegler, 2002) ; des précipitations mal réparties ou excessives engendrent la

pourriture des spores (Khabar et al., 2001; Feeney, 2003).
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5.3. Phytosymbiotes naturels des terfez :

Le cycle vital des truffes du désert ne peut étre accompli sans la présence de plantes hotes
compatibles qui représentent le siege d’approvisionnement en carbone des terfez apres

I’établissement d’une symbiose mycorhizienne entre les deux partenaires.

Les hélianthemes (Cistaceae) annuels ou pérennes représentent les plantes hétes les plus
communément citées dans les gites des truffes du désert en particulier H. guttatum,
H. salicifolium, H. ledifolium, H. lippii, H. hirtum et H. almeriense (Maire, 1907 ; Fortas,
1990 ; Hussain et Al-Rugaie, 1999 ; Khabar et al., 2001 ; Diez et al., 2002 ; Moreno et al.,
2002 ; Gutierrez et al., 2003 ; Slama et al., 2006; Shissi et al., 2010 ; 2011 ; Akyuz et al.,
2012 ; Jamali et Banihashemi, 2012 ; Bordallo et al., 2013 ; Bradai et al., 2014 ; Kagan-Zur et
Akyuz, 2014)

D’autres espéces de Cistaceae herbacées ou arbustives particulierement Cistus
(C. albidus, C. creticus, C. ladanifer, C. monspeliensis, C. salviifolius), Fumana
(F. procumbens), Halimium (H. halimium) et Xolantha peuvent constituer des plantes hotes
potentielles de plusieurs espéces de truffes du désert (Alsheikh, 1994 ; Diez et al., 2002 ; in
Moreno et al., 2002; Bordallo et al., 2013 ; 2015; Chevalier, 2014). Les pins (Pinus
halepensis, P. canariensis, P. radiata, P. pinaster var. atlantica) et les chénes (Quercus ilex,
Q. robur, Q. coccifera) constituent des phytosymbiotes tres appréciées par certaines especes de
terfez (Janex-Favre et al., 1988 ; Alsheikh, 1994 ; Khabar et al., 2001; Diez et al., 2002 ;
Chevalier, 2014). Par ailleurs, la récolte des truffes du désert sous d’autres espéces végétales

n’est pas a exclure (Tableau 1).

5.4. Interactions biotiques avec la mycorhizosphere :

La mycorhizosphere représente des sites privilégiés de multiplication des
microorganismes étant donné sa richesse en nutriments exsudés par les racines et le mycélium
(sucres, acides aminés, acides gras, facteurs de croissance...) (Bonfante et Anca, 2009; Fortin
et al., 2016). La mycorhizosphére des truffes du désert constitue une niche écologique assez
riche en microflore tellurique qui semble jouer un réle crucial dans la dynamique des processus

de mycorhization, de nutrition et de protection des ascomes au cours de leur développement.
Plusieurs travaux ont signalé que I’ascome de la truffe du désert sélectionne une microflore
favorable a son développement. Rougieux (1963) a montré que la microflore tellurique totale

est plus abondante dans la rhizosphere des terfez que dans celle éloignée de ce champignon.
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De nombreux microorganismes sont fortement stimulés dans la zone au contact des terfez
tels que des fixateurs d’azote libres (Azotobacter), des dénitrificateurs, des ammonifiants, des
amylolytiques, des cellulotiques aérobies et anaérobies, des actinobactéries (Streptomyces sp)
ainsi que plusieurs autres bactéries (Bacillus sp, Pseudomonas sp, Micrococcus sp,
Streptococcus sp, Proteus sp, Serratia sp). Les genres fongiques les plus prédominants sont
Penicillium (P. chrysogenum, P. citrinum, P. griseofulvum, P. brevicompactum, P. crustosum,
P. oxalicum), Aspergillus (A. carbonarius, A. niger, A. flavus, A. terreus) et Fusarium
(F. oxysporum) (Rougieux, 1963 ; Bokhary et Parvez, 1992 ; Jamali et Banihashemi, 2012 ;
Dib-Bellahouel et Fortas, 2014 ; Goudjal et al., 2015).

L’analyse de la flore bactérienne associée aux ascomes de Kalaharituber pfeilii ,dans le
but de déterminer leur potentiel comme « mycorrhizal helper bacteria MHB », a permis a
Adeleke et Dames (2014) d’identifier par phylogénie moléculaire des isolats appartenant aux
protéobactéries, firmicutes et actinobactéries dont la majorité sont des MHB. Ces mémes
auteurs ont montré que Paenibacillus sp., Bacillus sp. et Rhizobium sp. stimulent in vitro la
croissance mycélienne de K. pfeilii et plusieurs isolats de bactéries sont capables de produire

I’acide indolacétique et de solubiliser in vitro le phosphate.

5.5. Insectes, ennemis des truffes du désert :

La faune des sols truffiers est un véritable mutualiste de la truffe, on y observe toutes
sortes d’insectes (coléopteres, mouches truffigéne) et des annélides (ver de terre qui est le
« seigneur des anneaux » de la truffiére). Tout ce petit monde participe a des degrés divers a
’aération du sol, a I’infiltration des eaux au maintien d’une humidité minimale a la survie de la

truffe en période de sécheresse (Pradel, 1914).

Le coléoptére de la truffe du genre Tuber, Liodes cinnamomea et la mouche de la truffe
Suillia gigantea comptent aujourd’hui parmis les principaux problemes de la trufficulture
(Martin-Santafe et al., 2014). Ces insectes ont un sens olfactif trés développé ; elles sont tres
fréquentes dans les sols truffiers soit au stade de larve ou au stade adulte (Fig. 6). Une truffe de
50 g peut étre complétement consommeée en une journée par un liodés. Ce dernier a les mémes
effets (Trappe et al., 2008 a) sur les truffes du désert notamment Picoa juniperi (Vittadini, 1831
in Laboulbéne, 1864).

Une étude réalisée sur un ascocarpe en décomposition de Terfezia boudieri de Tunisie a
révelé un développement massif d’une mouche Suillia gigantea connue sous le nom de

« mouche de la truffe ». Cet insecte se développe en phase larvaire a I’intérieur du corps
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fructifere ou il achéve sa croissance puis confectionne une logette dans laquelle il va se

nymphoser. Il peut aussi attaquer les terfez sains et entiers (Slama, 2010).

Ces ennemies redoutables des truffes peuvent constituer en effet de potentiels vecteurs de

propagation des spores (Pradel, 1914 ; Pacioni et al., 1991).

Fig. 6: Insectes déprédateurs des truffes. a : Fructification de T. melanosporum perforée par des adultes de Liodes
cinnamomea; b : jeune larve de L. cinnamomea (in Di Santo, 2012). c : larves de Suillia gigantea dans une truffe
de Bourgogne (Coutin, 1989).

6. Répartition géographique des truffes du désert :
6.1. Distribution géographique mondiale:

Le terme "truffes de désert™ est attribué aux champignons hypogés d’aprés leur distribution
typique dans les zones semi-arides a arides ou méme a climat subsaharien (Trappe, 1990;
Morte et al., 2000).

Le pourtour du Bassin méditerranéen et le Proche et Moyen-Orient s’avérent 1’habitat
préférentiel des truffes du désert. Le continent nord-américain contient cing especes de truffes
du désert appartenant a trois genres dont deux sont endémiques (Carbomyces, Stouffera) et le
troisieme (Mattirolomyces) se rencontre dans des foréts mésiques et des habitats semi-arides et
arides (Trappe et Weber, 2001; Kovacs et al., 2011a; Moreno et al., 2012; Trappe et al., 2014).
Stouffera longii et Mattirolomyces spinosus ont été éerigées par Kovacs et al. (2011a) pour

remplacer deux especes du genre Terfezia (Tableau 1).

En Europe, les truffes du désert sont représentées par 20 especes (Alsheikh, 1994; in
Chevalier, 2014; Bordallo et al., 2015) appartenant principalement au genre Terfezia dont huit
especes découvertes récemment par phylogénie moléculaire (T. alsheikhii, T. albida,
T. cistophila, T. eliocrocae, T. extremadurensis, T. grisea, T. pini, T. pseudoleptoderma)
(Kovacs et al., 2011b; Bordallo et al., 2013; Bordallo et Rodriguez, 2014; Bordallo et al.,
2015). Le genre Tirmania tres rare en Europe est représenté par une.seule espece T. nivea

(Moreno et al., 2000b) et le-genre Picoa par ses deux especes (Mareno-et al., 2000b; in
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Chevalier, 2014). Mattirolomyces terfezioides (ex. Terfezia terfezioides) n’est pas considérée
comme une véritable truffe du désert européenne vu qu’elle pousse en zones a climat tempéré
(Chevalier, 2014) (Tableau 1). Il est important de souligner que la Péninsule Ibérique constitue
un lien entre les continents Africain et Européen, ce qui a pu permettre aux champignons des
régions semi-arides et désertiques d’Afrique du Nord de migrer vers I'Europe (Moreno et al.,
2000b).

Le continent africain contient douze especes de truffes du désert dont neuf sont présentes
en Afrique du Nord et trois dans le Désert du Kalahari. Elles appartiennent aux genres Terfezia,
Tirmania, Picoa, Delastria, Kalaharituber, Eremiomyces et Mattirolomyces (Alsheikh, 1994;
Trappe et al., 2008b ; Fortas, 2009 ; Slama, 2010 ; Shissi, 2013 ; in Moustafa et Abdel-Azeem,
2011 ; Khabar, 2014 ; Zitouni-Haouar et al., 2015). L’Algérie, la Tunisie et le Maroc
constituent des biotopes trés propices a la prolifération de ces champignons hypogés qui sont

récoltés abondamment dans la région saharienne (Chatin, 1891) (Tableau 1).

Le continent asiatique compte quatre genres de terfez, Terfezia, Tirmania, Picoa et
Mattirolomyces répartis en Turquie, Iran et la Péninsule arabique (Alsheikh, 1994; in
Ammarellou et al. 2014; Kagan-Zur et Akyuz, 2014) (Tableau 1).

Le Désert de I’outback australien renferme cinq genres et six espéces de truffes du désert
(Trappe et al., 2008a; 2010a). L’espéce de terfez australienne Reddellomyces westraliensis est
I’'unique taxon de Tuberaceae qui se développe en milieu désertique. Etant donné qu’elle
appartient aux Basidiomycota, Horakiella watarrkana est qualifiée de «fausse truffe» (Claridge
etal., 2014) (Tableau 1).

6.2. Régions a terfez en Algérie :

En Algérie, les truffes du désert sont réparties dans trois régions :
- régions semi-arides littorales : Stidia, Mostaganem, Annaba, Taref.
- régions semi arides et arides steppiques: Batna, Msila, Biskra, Boussadda, Djelfa,
El-Aricha, Ksar Chellala, Saida, EI-Bayadh, Naama.
- régions sahariennes: Bechar, Tindouf, Ghardaia, Ouargla, Tamanrasset.

Dans ces regions les terfez sont récoltées en abondance pendant les années de bonne
production; ils sont représentés par sept espéces appartenant a trois genres : Terfezia, Tirmania
et Picoa (Fortas, 2009 ; Zitouni-Haouar et al., 2015).

Les herbiers ¢élaborés par Maire, Patouillard et Chatin, ont ét¢ d’une grande importance

pour I’identification et la description des espéces de Tirmania (Alsheikh et Trappe, 1983a),
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Picoa (Alsheikh et Trappe, 1983b) et Terfezia (Alsheikh, 1994) proliférant en Algérie:
Tlemcen (El-Aricha): T. claveryi, Ain Temouchent: T. boudieri, Oranais: T. claveryi, au sud
T. pinoyi (Alsheikh et Trappe, 1983 a); Alger (station de railway): T. claveryi, EI Taref (La
Calle): T. arenaria (autrement appellée Tuber algeriensis), Constantine: T. claveryi, Relizane
(Oued Rhiou): T. claveryi (Alsheikh, 1994). Hauts plateaux a Ksar Chellala:
T. pinoyi (Maire, 1907; Alsheikh et Trappe 1983 a); P. lefebvrei (Alsheikh et Trappe, 1983b);
T. claveryi (Alsheikh, 1994); Msila, au Sud de Bou Saada: Ain Ograb, T. boudieri (Alsheikh,
1994); a Bou Saada T. claveryi (Alsheikh, 1994); Batna (Hodna, Barika): T. boudieri
(Alsheikh, 1994); Biskra: P. lefebvrei (Maire, 1907); T. nivea (Alsheikh et Trappe, 1983a);
T. claveryi (Alsheikh, 1994); Laghouat: P. lefebvrei (Alsheikh et Trappe, 1983b);
T. claveryi (Alsheikh, 1994); EI Bayadh (El Kheiter, Sidi Khelifa): T. pinoyi (Maire, 1907;
Alsheikh et Trappe, 1983 a); T. boudieri sur les racines de Plantago albicans et H. hirtum var
deserti (Maire, 1907); T. claveryi sur les racines de Plantago albicans (Maire, 1907); Naama:
a Ain Sefra T. pinoyi (Maire, 1907; Alsheikh et Trappe 1983 a); a Ben-Zireg
T. claveryi (Maire, 1907); Béchar: & Béchar T. claveryi (Alsheikh, 1994); & Béni Abbes
T. pinoyi (Maire, 1907; Alsheikh et Trappe, 1983a); Ghardaia: a EI Golea T. boudieri
(Alsheikh, 1994); a EI-Guerrera: T. boudieri (Alsheikh, 1994); Ouargla: a Touggourt, Bir Seba
T. arenaria (Alsheikh, 1994); a Oued el Righ T. nivea (Alsheikh et Trappe, 1983a).
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Tableau 1 : Répartition géographique mondiale des truffes du désert associées a leurs phytosymbiotes naturels

Genre Espéce Phytosymbiotes naturels et plantes accompagnatrices Distribution géographique Source dans la littérature
T. albida Helianthemum spp. Sud-Est de la Péninsule Ibérique Bordallo et al., 2013

T. alsheikii Plantes Cistacées, Cistus monspeliensis a la frontiere d'une piste forestiere Espagne, Portugal Bordallo et al., 2013
Foréts de Quercus robur. Europe du Sud Alsheikh, 1994
Helianthemum guttatum ssp. plantagineum, Quercus spp. Italie Alsheikh, 1994; Rana et al., 2015
H. guttatum, Foréts de Quercus ilex et Quercus suber, terrains dominés par les Espagne Diez et al., 2002; in Chevalier, 2014
Cistes, Helianthemum.
H. guttatum. Portugal Diez et al., 2002
Tuberaria guttatum, Helianthemum macrosepalum, Helianthemum spp., Autres | Maroc Alsheikh, 1994; Diez et al., 2002; Haimed et al.,

T. arenaria espéces de Cistaceae. 2013.
H. guttatum Algérie Fortas, 1990 ; Fortas et Chevalier 1992b.
/ Tunisie Alsheikh, 1994
/ Egypte in Moustafa et Abdel-Azeem, 2011
/ Arabie Saoudite Alsheikh, 1994.
Asphodelus aestivus Turquie Tiirkoglu et al., 2015.
/ Iran, Azerbaidjan in Ammarellou et al., 2014
Helianthemum spp., Helianthemum ledifolium, Helianthemum salicifolium, Péninsule Ibérique Moreno et al., 2002
Helianthemum squamatum.

Terfezia Helianthemum lippii, Helianthemum apertum. Maroc Khabar et al., 2001

Helianthemum sessiliflorum, Helianthemum kahiricum, Rhanterium Tunisie Slama et al., 2006; Shissi et al., 2011.
suaveolens.
Helianthemum hirtum var deserti, H. salicifolium, H. ledifolium, Plantago Algérie Maire, 1907; Diez et al., 2002 ; Zitouni-Haouar et
albicans. al., 2014

T. boudieri Helianthemum sp. Egypte El-Kholi et Ali, 1991.
/ Lybie Al-Saadi et al., 2005
/ Koweit, Bahrein, Syrie. Awameh et Alsheikh 1980a; Alsheikh, 1994.
H. lippii Arabie Saoudite Hussain et Al-Rugaie, 1999.

Kobresia bellardii Iran Ammarellou et al., 2007
H. salicifolium Turquie Akyuz et al., 2012.
Helianthemum sp. Iraq Ewaze et Al-Naama, 1989.
T. canariensis Helianthemum canariense Espagne Bordallo et Rodriguez, 2014; Chevalier, 2014
Helianthemum spp. Espagne Diez et al., 2002
/ Canaries, Chypre, Sardaigne Alsheikh, 1994
T. claveryi P. albicans, H. guttatum, H. hirtum Algérie Maire, 1907; Fortas, 1990 ; Zitouni-Haouar et al.,
2014
H. lippii, H. apertum. Maroc Khabar et al., 2001.
Helianthemum kahiricum. Tunisie Shissi et al., 2011.

/

Lybie, Egypte

Ahmed et al., 1981 ; Bidak et al., 2015
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Tableau 1 (suite)

Est de la péninsule arabique, Est de
I'Arménie, Syrie, Jordanie, Koweit,
Liban.

Alsheikh, 1994,

Helianthemum spp. Iraq Ewaze et Al-Naama, 1989.
/ Arabie Saoudite Bokhary et Parvez, 1993.
T. claveryi H. salicifolium. Turquie Akyuz et al., 2015.

H. salicifolium. Iran Jamali et Banihashemi, 2012.
Helianthemum spp. Qatar Moubasher, 1995; Al-Thani, 2010.
/ Azerbaidjan in Ammarellou et al., 2014
Helianthemum spp. Bahrein Mandeel et Al-Laith, 2007.

T. cistophila Cistus monspeliensis, Cistus creticus. Gréce Bordallo et al., 2015
Cistus ladanifer Espagne (Estrémadure)

T. eliocrocae Helianthemum almeriense, Helianthemum violaceum Espagne (Murcie) Bordallo et al., 2013

T. extremadurensis

T. guttata (Syn. H. gutattum)

La moitié Ouest de
la Péninsule Ibérique, Prairies de
L'Estrémadure

Bordallo et al., 2013

Terfezia

T. fanfani T. guttata Espagne Bordallo et al., 2013
T. grisea Helianthemum spp Gréce, Espagne Bordallo et al., 2015
T. guttata, Cistus ladanifer, Pinus halepensis. Espagne Diez et al., 2002
T. guttata, Q. ilex, Plantations d'oliviers, strates d'arbustes de Cistus albidus ou | France Alsheikh, 1994; Diez et al., 2002
d'autres espéces Cistaceae.
T. guttata, Foréts de pins sous Quercus sp. Hongrie Alsheikh, 1994
T. leptoderma T. guttata, Erica arborea, Smilax sp. ou sous Pinus canariensis. Tles Canaries Alsheikh, 1994
T. guttata, Pinus radiata. Italie Janex-Favre et al., 1988; Alsheikh, 1994
H. guttatum, Pinus pinaster var. atlantica Maroc Khabar et al., 2001
Geranium, Helianthemum, Cerastium sp. Turquie Castellano et Turkoglu, 2012; Tirkoglu et
Castellano, 2014.
Pinus spp., Quercus spp. Espagne Bordallo et al., 2013
Pin d’Alep, chéne vert, Quercus spp., Cistus, Helianthemum spp. France Bordallo et al., 2013; in Chevalier, 2014 .
Foréts de Quercus et Pinus; plantations de P. radiata, P. halepensis, Cistus Italie in Chevalier, 2014; Ranaet al., 2015.

salvifolius.

T. olbiensis / Portugal, Espagne, Alsheikh, 1994
Tchécoslovaquie, Tles Canaries
/ Maroc, Tunisie Alsheikh, 1994
/ Palestine, Alsheikh, 1994;
H. salicifolium Turquie Akyuz et al., 2015
T. peudoleptoderma | Cistaceae, Pinus Espagne Bordallo et al., 2013
T. pini Pinus spp., Quercus spp. Espagne Bordallo et al., 2013
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Tableau 1 (suite)

/ Espagne, Sicile Moreno et al., 2000b, Chevalier et al., 2004
H. lippii. Algérie Bradai et al., 2014
H. hirtum. Maroc Khabar et al., 2001
H. lippii. Tunisie Slama et al., 2006
Helianthemum sp. Egypte El-Kholi et Ali, 1991; Abdel Lattif et Atia, 2005
. / Syrie Alsheikh et Trappe, 1983a.
T. nivea H. lippii Avrabie Saoudite Hussain et Al-Rugaie, 1999.
H. salicifolium. Koweit Diez et al., 2002
/ Iran Jamali et Banihashemi, 2012.
Helianthemum sp. Qatar Al-Thani, 2010.
) . Helianthemum sp. Bahrein Mandeel et Al-Laith, 2007.
Tirmania Helianthemum sp. Irag Ewaze et Al-Naama, 1989.
H. guttatum Algérie Fortas et Chevalier 1992b.
H. hirtum Maroc Khabar et al., 2001
/ Lybie Stojkovic et al., 2012; 2013
H. lippii Tunisie Slama et al., 2006
/ Egypte in Moustafa et Abdel-Azeem, 2011
T. pinoyi / Syrie Bawadikji, 2004.
Helianthemum sp. Iraq Ewaze et Al-Naama, 1989.
/ Koweit Moustafa, 1985.
H. lippii Arabie Saoudite Hussain et Al-Rugaie, 1999.
/ Iran Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et al., 2014.
/ Turquie Kagan-Zur et Akyuz, 2014
H. apenninum. France in Chevalier, 2014
Cistus, Quercus, Helianthemum. Italie in Chevalier, 2014
H. almeriense, Q. ilex ssp. ballota. Espagne Moreno et al., 2000b; in Chevalier, 2014
P. juniperi H. lippii, H. apertum. Maroc Khabar et al., 2001
H. lippii, Rhanterium suaveolens. Tunisie Slama et al., 2006 ; Shissi, 2013
H. ledifolium Iran Jamali et Banihashemi, 2012; 2013
H. salicifolium Turquie Akyuz et al., 2015.
Picoa H. squamatum, Plantago argentea, Helianthemum spp. Espagne Moreno et al., 2000b; Calonge et al., 2003
/ Algérie, Lybie Alsheikh et Trappe 1983b.
H. sessiliflorum Tunisie Shissi et al., 2010 ; Shissi, 2013
P. lefebvrei / Irag, Koweit Alsheikh et Trappe 1983b.
/ Iran Jamali et Banihashemi, 2012; 2013.
/ Turquie Gucin et al., 2010.
Helianthemum sp. Qatar, Bahrein Moubasher, 1995; Mandeel et Al-Laith, 2007.
H. lippii Arabie Saoudite Hussain et Al-Rugaie, 1999.
M. austroafricanus | / Nord de la province du Cap, Trappe et al., 2008b
Mattirolomyces (ex Terfezia Afrique du Sud
austroafricanus)

22



https://fr.wikipedia.org/wiki/Province_du_Cap

Synthese bibliographique

Tableau 1 (suite)

M. mulpu Cassia, Eragrostis spp. Sud de Roe Creek, Australie Trappe et al., 2008a; 2010a
M. spinosus Ficus spp., Enterolobium cyclocarpum, Acacia sp., et Quercus spp. Etats-Unis, Arizona et Kovacs et al., 2011a
(ex T. spinosa) le Sud de Louisiane jusqu’au
Mexique
Mattirolomyces Robinia pseudoacacia; Ribes rubrum. Hongrie Bratek et al.,1996; 2004; Diez et al., 2002.
Diospyrus kaki. France Alsheikh, 1994
M. terfezioides Terrain cultivé sous Prunus avium et Solanum, Helianthus et Tubera spp. Italie
(ex T. terfezioides) | / Espagne (Madrid) Kovécs et al., 2009
/ Gréce Chevalier et al., 2004
Gleditschia triacanthos, R. Pseudoacacia. Slovaquie Glejdura et Kunca, 2012
R. pseudoacacia L., Pinus tabulaeformis. Chine in Ammarellou et al. 2014.
K. pfeillii Acacia hebeclada. Kalahari Pole-Evans, 1918.

Kalaharituber

(ex Terfezia pfeillii)

Citrullus vulgaris

Botswana, Namibie

in Taylor et al., 1995; in Kagan-Zur et al., 1999.

/ Nord de la province du Cap, Trappe et al., 2008b; Adeleke et Dames, 2014.
Afrique du Sud
Stouffera S. longii / Argentine Kovacs et al., 2011a
(ex Terfezia longii) | Artemisia et Juniperus spp. Etats unis au Nouveau-Mexique
Delastria D. rosea P. pinaster var. atlantica Maroc Khabar et al. 2001.

Eremiomyces

E. echinulatus
(ex Choiromyces
echinulatus)

/

Kalahari (Botswana);
Nord de la province du Cap,
Afrique du Sud

Trappe et al., 2008b

Larrea tridentata.

Désert du Chihuahuan, Mexique

Moreno et al., 2012

C. emergens Artemisia, Atriplex, Prosopsis et plusieurs plantes herbacées Du Nouveau-Mexique au sud de la Trappe et Weber, 2001
Californie: Désert du Chihuahuan,
de Sonora et des Mojaves
Carbomyces Larrea tridentata, Prosopis sp., Opuntia sp. Désert du Chihuahuan, Mexique Moreno et al., 2012
C. gilbertsonii Prosopis glandulosa. Nouveau-Mexique Trappe et Weber, 2001
C. longii L. tridentata. Désert du Chihuahuan, Mexique Moreno et al., 2012
Elderia E. arenivaga / Désert de I’ Australie Trappe et al., 2008a; 2010a
M. arenacea Acacia aneura Sud-Est du Nord de I’ Australie
Mycoclelandia M. bulundari / Nord-Est de la partie Ouest de Trappe et al., 2008a; 2010a

I’ Australie jusqu’au désert Tanami

Reddellomyces

R. westraliensis

Eucalyptus microtheca

Partie Sud du Nord de I’ Australie

Trappe et al., 2008a; 2010a

R. parvulosporus

Acacia cyanophylla

Tunisie

Shissi, 2013

Ulurua

U. nonparaphysata

/

Nord de I’ Australie

Trappe et al., 2008a; 2010a

(/) : non reporté ; (Syn.) : Synonyme
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7. Valeurs nutritionnelles et thérapeutiques des truffes du désert :
7.1. Composition chimique :

Les terfez représentent une source nutritive non négligeable par leur richesse en protéines
(8-27 %), acides gras (1,3-7,5%) , fibres ( 2,6-13%) , hydrates de carbone (16.66-60%) et en
vitamines (2-5% d’acide ascorbique) (Ackerman et al., 1975; Al-Delaimy, 1977; Ahmed et al.,
1981; Sawaya al., 1985; Bokhary et al., 1987; 1989; Sakri, 1989 in Kagan- Zur, 2001; Agaoglu
et al., 1992 ; Kiraly et Bratek , 1992 ; Bokhary et Parvez , 1993 ; 1995 ; Hashem et Al-Obaid ,
1996 ; Hussain et Al-Ruqaie, 1999 ; Khabar , 2002 ; Murcia et al., 2003 ; Khabar et al., 2004 ;
Shavit , 2008 ; Kagan-Zur et Roth-Bejerano, 2008 ; Dundar et al., 2012 ; Akyuz, 2013;
Al-Laith, 2014 ; Kivrak, 2014). Elles sont également riches en minéraux : potassium,
magnésium, phosphore, sodium et calcium (Sawaya al., 1985; Bokhary et al., 1987; Bokhary
et Parvez, 1993 ; 1995 ; Dundar et al., 2012 ; Kivrak, 2014).

7.2. Activités biologiques :

Outre leur valeur nutritive, les truffes du désert sont utilisées depuis longtemps en
médecine traditionnelle par les populations autochtones d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient
(in Shavit et Shavit, 2014) en particulier les bedouins et les nomades du désert qui les
emploient pour traiter les infections oculaires (Mandaville, 2011; Volpato et al., 2013), les

rhumes, les affections respiratoires, 1’arthrite ou le rhumatisme (Volpato et al., 2013).

C’est ainsi que de nombreux chercheurs se sont intéressés aux activités biologiques de ces
champignons. Différents travaux ont montré que les extraits de Terfezia et de Tirmania
possedent une activité antibactérienne sur diverses bactéries pathogénes Gram- et Gram+ et une
activité antifongique surtout sur Candida albicans et Aspergillus niger (Rougieux, 1963 ;
Chellal et Lukasova, 1995 ; Dennouni, 1996 ; Mohamed-Benkada, 1999 ; Janakat et al., 2004 ;
2005 ; Fortas et Bellahouel-Dib, 2007 ; Neggaz, 2010 ; Dib-Bellahouel et Fortas, 2011 ; Gouzi
et al., 2011 ; Dib-Bellahouel, 2012; Saddiq et Danial, 2012; Stojkovic et al., 2012 ; 2013;
Aldebasi et al., 2013 ; Dogan et Aydin, 2013 ; Hamza et al., 2013 ; Neggaz et Fortas, 2013 ;
Hamza et Neffati, 2014 ; Mekawey, 2014b ; Neggaz et al., 2015). Les extraits des truffes du
désert n’ont aucun effet antibactérien sur certaines bactéries lactiques a effet probiotique
(Saddiq et al., 2015).

Les truffes du désert contiennent des antioxydants, ces derniers protégent le corps humain

des dommages du stress oxydatif induit par la formation des radicaux libres (Murcia et al.,
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2002 ; Al-Laith, 2010 ; Dundar et al., 2012 ; Saddiq et Danial, 2012 ; Hamza et al., 2013 ;
Kivrak, 2014 ; Mekawey, 2014a; Neggaz et al., 2015; Dahham et al., 2016). D’autres
travaux ont également montré que les extraits de truffes ont des propriétés hépatoprotectrices
(Janakat et Nassar, 2010), anticancereuses (Mekawey, 2015; Dahham et al.,, 2016) et
aphrodisiaques (Khojasteh et al., 2013 ; AL-Damegh, 2014).

8. Cycle biologique des truffes :

Certains aspects fondamentaux du cycle vital des truffes restent toujours ambigus.
Cependant, avec le séquencage du génome de Tuber melanosporum (Martin et al., 2010; Kies
et Martin, 2011), ce champignon est devenu un modele pour I’¢tude de la biologie et I’écologie
des ascomycétes ectomycorhiziens (Payen et al., 2016). L’hétérothallisme au sein du cycle
biologique de la truffe est maintenant confirme. Les mécanismes de la reproduction sexuee
chez la truffe ont été élucideés a travers la découverte du gene de compatibilité sexuelle avec ses
deux idiomorphes MAT1-1 et MAT1-2 de structure différente (Martin et al., 2010; Kies et
Martin, 2011). La caractérisation du sexe des individus est désormais possible grace a I’emploi
d’amorces spécifiques (Rubini et al., 2011a et b).

Ces résultats pertinents rejoignent ceux de Fortas (1990) et Fortas et Chevalier (1992 b) qui
ont obtenu la formation de primordiums de truffes du désert en conditions axéniques a partir de
cultures mycéliennes polyspores. Au moment ou les cultures monospores se sont montrées
mycorhizogenes mais incapables de produire des fructifications. Ces résultats révélent que la
présence simultanée des deux types sexuels (Mating type) MAT+ et MAT- est indispensable
pour la formation des truffes et que la fusion entre les deux mycéliums homokaryotiques peut
se produire avant l’infection des racines du moment que le mycélium d’origine polyspore
(dikaryotique) s’est montré mycorhizogene et a donné naissance a des primordiums des sa

sortie des racines de la plante hote.

Le cycle biologique des truffes est caractérisé par 1’alternance de trois phases principales :
saprotrophique (pré-symbiotique), symbiotique et reproductive (Molinier, 2013).

La premiere phase commence avec la germination des ascospores (Figs. 7 et 8) libérées
des ascomes par plusieurs moyens. Selon Trappe et al. (2014), I’émergence des ascomes de
truffes du désert a ras du sol entraine leur dessechement sous la chaleur accablante du désert.
Le péridium se craquéle laissant apparaitre la glebe qui se transforme en poudre sporifere
véhiculée par le vent. La dissémination des spores de truffes peut étre également assurée par
plusieurs animaux mycophages qui libérent les spores lors de leur défécation (Frank et al.,
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2006; Ammarellou et al., 2007 ; Ammarellou et Saremi, 2007; Laessoe et Hansen, 2007 ;
Vernes et Lebel, 2011). Piattoni et al. (2014) ont démontré que des ascospores issues
d’ascomes de Tuber aestivum consommeés par des sangliers sauvages passent a travers leurs
tubes digestifs indemnes, et sont éjectés avec leurs matieres fécales. C’est ainsi que les
ascospores libérées des asques, changent de structure et leurs paroi s’érodent en perdant ses
ornementations. La viabilité des spores ne semble pas étre affectée par ce processus comme en
témoigne leur fort pouvoir mycorhizogene testé vis-a-vis du chéne pédonculé (Quercus robur)

compareé aux ascospores provenant d’ascomes intacts.

Les hyphes issus de la germination des spores proliférent dans le sol & la rencontre des
racines des plantes hotes compatibles. La phase symbiotique s’initie alors avec la colonisation
des racines par I’un des deux types de mycéliums haploides primaires (MAT+ ou MAT-) et la
formation des mycorhizes fonctionnelles (Fig. 8) (Rubini et al., 2012).

Le mycélium haploide émis par les mycorhizes se développe dans le sol et entre en contact
avec un mycélium compatible de type sexuel opposé issu de mycorhizes voisines ou de la
germination de spores qui n’ont pas infecté¢ de racines (Figs. 7 et 8). Ceci conduit a la
fécondation, premiére étape de la phase reproductive diploide (Fig. 8). La plasmogamie suivie
de la caryogamie ont lieu dans les primordiums (Paolocci et al., 2006). Les hyphes de ces
derniers continuent a s’enrouler et a se compacter pour former de jeunes ascocarpes globuleux
dont la maturation (Fig. 8) est régie par plusieurs facteurs physiologiques et nutritionnels qui
jouent un réle crucial dans le développement des ascomes (Saltarelli et al., 1998 ; Kues et Liu,
2000 ; Montanini et al., 2003 ; Harki et al., 2006 ; in Murat et al., 2008 ; Splivallo et al., 2011).
Les ascomes des truffes, séparés des racines de leurs plantes hotes, interagissent avec leur
microenvironnement afin de prélever les nutriments du sol et assurer leur développement. Le
mycélium truffier présente dans cette phase un comportement saprophytique (Fortas, 1990;
Pargney, 2014). Chez les truffes du désert, les hyphes les plus externes du péridium créent des
interstices en se dissociant de leurs voisines. Elles forment a la surface du péridium des
émergences plus ou moins arquées qui explorent le microenvironnement. Des particules de sol
peuvent s’incruster entre les interstices des hyphes de surface et de fortes concentrations en
minéraux sont parfois observées (Pargney, 2004). Chez les Tuber, les hyphes du peéridium
montrent une différenciation beaucoup plus poussee, les houppes mycéliennes qui sont issues
de zones potentiellement actives du péridium. Elles explorent le microenvironnement
édaphique et pénetrent dans les agrégats du sol liant matiére minérale et résidus organiques.

Les fragments de racines, de feuilles, de bourgeons, mais aussi des restes de mycorhizes,
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présents au voisinage de l'ascocarpe, peuvent étre piégés, colonisés et dégrades par les

filaments émis par la truffe (Pargney, 2014).

Fig. 7 : Cycle biologique de la truffe (Morcillo et al., 2015)

A compléte maturité, 1’ascocarpe non récolté se lyse sur place ou est consommé par des
animaux mycophages. La dissémination des spores est assurée par le vent ou par zoochorie

(Fig. 7). Les spores ainsi libérées sont prétes a entamer un nouveau cycle biologique.

N

by S
i @ Libération des spores
© Maturation de
I’ascocarpe e ination des spores : croi: des
mycéliums haploides primaires MAT (+) et MAT (-)

@ Formation et
développement de I'ascocarpe

Phase

f reproductive

@ Fécondation

Phase
végétative

i~
e Colonisation des racines de la plante
héte par le mycélium MAT (+) ou MAT (-)
9 et formation des mycorhizes

o Développement du mycélium
haploide dans le sol

o Mycélium de type sexuel opposé
provenant des mycorhizes voisines ou de
la germination des spores

Fig. 8 : Représentation schématique du cycle de vie des truffes (Tuber spp.). Les ascospores libérées dans le sol a partir d’ascocarpes
matures (1) germent et produisent des mycéliums haploides primaires MAT (+) ou MAT (-) (2). Les mycéliums primaires colonisent
les racines des arbres hotes et forment des ectomycorhizes (3); sous un arbre donné, la concurrence entre les différentes souches peut
conduire a la formation de mycorhizes qui partagent le méme type sexuel. En présence de conditions climatiques favorables, les
mycéliums MAT (+) et / ou MAT (-) provenant des mycorhizes poussent dans le sol (4); le contact avec des mycéliums de types
sexuels opposés (5), qui peuvent provenir soit de la germination des ascospores ou des mycorhizes des arbres voisins, est nécessaire
pour que la fécondation a lieu (6). Le processus de fécondation entraine la naissance des corps fructiféres des truffes (7) qui sont
composeés d'hyphes dicaryotiques et.de gleba; un.mycélium stérile-haploide d’origine uni‘parentale. A I'intérieur de I’ascocarpe mature
(8), les hyphes dicaryotiques génerent les asques ou la caryogamie a lieu pour:former les zygotes; ces noyaux diploides subissent une
méiose pour produire les ascospores haploides (Rubini et'al., 2012). 1

L5
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9. Généralités sur les symbioses mycorhiziennes:
9.1. Introduction :

Les champignons mycorhizogenes sont apparus il y a plus de 450 millions d'années et ont
probablement permis aux premieres plantes de coloniser les niches terrestres. Ainsi, les
associations mycorhiziennes se rencontrent chez quasiment tous les végétaux supérieurs
(Gianinazzi et Wipf, 2010).

Le terme de mycorhize (du grec : myko = champignon, rhiz = racine) créé par Frank en
1885 (Smith et Bonito, 2012) désigne une racine associée a un champignon symbiotique. Cette

symbiose mycorhizienne concerne 95 % des plantes terrestres (Gianinazzi et Wipf, 2010).

Les mycorhizes sont a ’origine d’un échange bi-directionnel des ressources nutritionnelles
favorisant le développement et la survie des deux partenaires. Lors de cette interaction, les
réseaux d’hyphes fongiques, spécialisés dans I'absorption des minéraux, de I’azote organique et
des éléments peu mobiles dans le sol, procurent une extension de la surface et du volume de sol
prospecté, augmentant ainsi I'assimilation par la plante de nutriments essentiels tels que le
phosphore, I’azote, le souffre et I’ecau (Tinker, 1984 ; Mousain, 1984 ; Smith et Read, 2008).
Ainsi, a travers cette symbiose mutualiste, de nouvelles fonctionnalités métaboliques sont
acquises par les plantes hotes leur conférant 1’utilisation de niches écologiques inaccessibles
sans les mycosymbiotes (Read et Perez-Moreno, 2003). Par ailleurs, les champignons procurent
d’autres bénéfices aux plantes hotes dont I’amélioration de la tolérance aux stress hydrique
(Oihabi et Meddich, 1996; Morte et al., 2000 ; Augé, 2001; 2004), la détoxification de
I’environnement des racines par séquestration des métaux lourds (Brunner et Frey, 2000 ;
Kahoul, 2004 ; Drénou, 2006 ) et la protection contre les infections par des agents pathogenes
(Singh et Singh, 1996; Dumas-Gaudot et al., 2000; Hao et al., 2005; Vierheilig et al., 2008;
Souna et al., 2009).

En contrepartie, les champignons obtiennent des sucres dérivés de la photosynthese des
plantes. Jusqu'a 20% des éléments carbonés issus des plantes terrestres sont alloués aux

champignons mycorhiziens (Hogberg et al., 2001).

9.2. Structure des mycorhizes :

Les structures générées par I’association Symbiotique mycorhizienne sont

traditionnellement classées en plusieurs catégories selon la nature du mycosymbiote et les
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caractéristiques anatomiques et morphologiques de 1’organe mixte formé par les deux
partenaires (Peterson et al., 2004; Smith et Read, 2008) (Tableau 2).

Actuellement, il existe sept types de mycorhizes : les endomycorhizes a arbuscules (AM),
les ectomycorhizes (ECM), les ectendomycorhizes, les mycorhizes éricoides (ERM), les
mycorhizes arbutoides, les mycorhizes monotropoides et les mycorhizes a orchidées. Les deux
formes de symbiose mycorhizienne les plus représentées sont la symbiose mycorhizienne
arbusculaire et la symbiose ectomycorhizienne. Lors de cette derniere, le mycosymbiote se
développe dans les espaces intercellulaires des racines (apoplaste), au moment ou la symbiose
arbusculaire manifeste une colonisation purement intracellulaire (Fig. 9, Tableau 2) (Smith et
Read, 2008).
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Fig. 9: Schéma d’une coupe transversale montrant les principaux types d’associations symbiotiques
entre des champignons du sol et des racines de végétaux; (A) racine sans mycorhize, (B)
endomycorhizes a vésicules et a arbuscules, (C) endomycorhizes a pelotons, (D) ectendomycorhizes,
(E) ectomycorhizes chez les angiospermes, (F) ectomycorhizes chez les Gymnospermes (Duhoux et
Nicole, 2004).
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Tableau 2: Caractéristiques principales des différents types de mycorhizes (D’aprés Smith et Read, 2008)

Type de mycorhize Mycorhizes a Ectomycorhizes | Ectendomycorhizes Mycorhizes Mycorhizes Mycorhizes Mycorhizes a
arbuscules arbutoides monotropoides éricoides orchidées
CHAMPIGNON
Hyphes septés - + + + + + +
Hyphes non septés + - - - - - -
Colonisation intracellulaire + - + + + + +
Arbuscules + - - - - - -
Pelotons - - + + + + +
Manteau - + + ou - + ou - + - -
Réseau de Hartig - + + + + - -
Taxa Gloméromycetes Basidiomycétes Basidiomyceétes Basidiomycétes | Basidiomycétes | Ascomyceétes | Basidiomycétes
Ascomycetes Ascomyceétes
PLANTE HOTE
Taxa Bryophytes Gymnospermes Gymnospermes Ericacées Monotropacées Ericacées Orchidées
Ptéridophytes Angiospermes Angiospermes Bryophytes
Gymnospermes
Angiospermes
Chlorophylle +(-)* + + + - + *

- = absent ; + = présent ; * = rare ; ** = les Orchidaceae ne sont pas chlorophylliennes au stade juvénile ; plusieurs Orchidaceae sont chlorophylliennes au stade adulte.
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10. Associations mycorhiziennes formées par les truffes du désert en

conditions axeniques et gnotoxéniques :

En regle générale, les champignons mycorhiziens appartenant au méme genre produisent
tous le méme type de mycorhizes. Les truffes du désert sont exceptionnelles a cet égard, les
differentes espéces de terfez manifestent une diversité morphologique des mycorhizes (Kagan-
Zur et al., 2008). Influencés par des facteurs biotiques ou abiotiques, ces champignons peuvent
présenter une grande élasticité en formant des ectomycorhizes, des endomycorhizes ou encore

des ectendomycorhizes.

10.1. Chez les Cistacées annuelles :

Les premieres syntheses mycorhiziennes a terfez ont été réalisées par Awameh et al. (1979
a) et (Awameh, 1981). Ces auteurs ont associé en conditions gnotoxéniques, deux hélianthémes
annuels, Helianthemum salicifolium et H. ledifolium a quatre espéces de truffes du désert du
Koweit (T. boudieri, T. claveryi, T. pinoyi, T. nivea) et ont abouti a la formation
d’endomycorhizes. Ce type d’endomycorhizes a été qualifié plus tard comme « mycorhizes
hélianthémoides » par Alsheikh (1984) qui les a distingué des ectomycorhizes,
ectendomycorhizes et mycorhizes arbusculaire et a décelé des similitudes avec quelques

caractéristiques des mycorhizes éricoides.

Chevalier et al. (1984) ont obtenu des ectomycorhizes “sans un vrai manteau” dans
I’association symbiotique T. leptoderma/ Helianthemum salicifolium ou H. guttatum. Ces
auteurs ont conclu que la morphologie des mycorhizes varie en fonction de 1’espéce fongique
impliquée et ont souligné que les mycorhizes de T. leptoderma pourraient constituer une forme
de transition entre les endomycorhizes des truffes du désert et les ectomycorhizes typiques des
Tuberaceae. Des eétudes ultrastructurales des racines d’H. salicifolium inoculées par
T. leptoderma ont révélé la présence des ectomycorrhizes sans manteau dans 1’association
H. salicifolium / T. leptoderma et des endomycorrhizes dans celle H. salicifolium / T. claveryi
(Dexheimer et al., 1985 ; Leduc et al., 1986).

Fortas (1990) et Fortas et Chevalier (1992 b) ont été les premiers a étudier 1’influence des
facteurs nutritionnels (fertilit¢ du sol) sur le type de mycorhize formé chez H. guttatum
associée a trois especes de truffes du désert d’Algérie. T. arenaria, T. claveryi et T. pinoyi ont
formé des ectomycorhizes sans manteau sur les substrats riches en phosphore et des

ectendomycorhizes sans manteau sur les milieux carencés en phosphore (Fig. 10 c,d).
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Khabar (2002) a associe, en conditions gnotoxéniques et axéniques, Helianthemum
guttatum a T. arenaria, T. claveryi, T. leptoderma et T. pinoyi. T. leptoderma a formé des
ectomycorhizes avec manteau en conditions axéniques tandis que les trois autres especes de

terfez ont formé des ectomycorhizes sans manteau.

Des endomycorhizes ont été obtenues dans 1’association H. ledifolium / T. boudieri
(Aibeche, 2008).

10.2. Chez les Cistacées vivaces:

Les associations mycorhiziennes réalisées entre T. leptoderma et cing Cistacées pérennes
(H. apenninum, C. albidus, C. salviaefolius, C. monspeliensis, Fumana procumbens) ont
conduit & la formation d’ectomycorhizes sans manteau (Chevalier et al., 1984).

Des études ultrastructurales des racines de Cistus albidus et C. salviaefolius mycorhizées
par T. leptoderma, en conditions contrdlées, ont révélé la présence d’ectomycorhizes sans
manteau (Dexheimer, 1985 ; Leduc et al., 1986). Les associations entre Helianthemum
apenninum et T. boudieri, T. claveryi et T. pinoyi ont conduit a la formation d’endomycorhizes

coralloides (Ravolanirina, 1986).

La formation d’ectomycorhizes sans manteau est décrite par Roth-Bejerano et al. (1990)

dans I’association mycorhizienne H. lippii var sessiliflorum / T. arenaria synthétisée in vitro.

Morte et al. (1994) ont obtenu in vitro des ectendomycorhizes avec un manteau lache dans
I’association entre T. claveryi et des plants d’H. almeriense micropropagés et des
endomycorhizes en pots sous serre avec cette méme association (Morte et al., 2000).

Gutiérrez et al. (2003) ont montré que dans les associations mycorhiziennes H. almeriense/
T.claveryi et P. lefebvrei, ces deux espéces fongiques forment des endomycorrhizes au champ,
des ectomycorhizes ainsi que des ectendomycorhizes sans manteau en culture en pots et des
ectomycorhizes a manteau typique en culture in vitro. Ces résultats révélent que le type de

mycorhizes formé peut également dépendre des conditions de culture (Fig. 10 a,b).
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Fig. 10: Diversité morphologique des mycorhizes formées par les truffes du désert en conditions contrélées.
a: racine d’H. almeriense cultivé en serre, ectomycorhizée par T. claveryi, montrant un réseau de Hartig sans
manteau. b : ectomycorhize d’H. almeriense avec manteau et réseau de Hartig, synthétisée par T. claveryi in
vitro (Gutiérrez et al., 2003). ¢ : racine d’H. guttatum mycorhizée avec T. claveryi (en milieu pauvre en
phosphore), les cellules corticales (CH) sont envahies par des hyphes (E). d: racine d’H. guttatum
mycorhizée avec T. arenaria en terre de truffiére pauvre en phosphore, on observe des ectendomycorhizes
sans manteau, avec un réseau de Hartig et des hyphes intracellulaires. E, endophyte (Fortas, 1990; Fortas et
Chevalier, 1992 b).

L’association mycorhizienne entre H. ovatum et T. terfezioides réalisée par Kovacs et al.
(2003) sur des milieux a différentes concentrations en phosphore a abouti a la formation des
ectendomycorhizes sans manteau. Ces auteurs concluent que 1’élévation de la teneur en

phosphore dans le milieu intensifie la colonisation des racines par le mycosymbiote.

Zaretsky et al. (2006) ont décrit dans 1’association entre Terfezia boudieri et des clones de
racines transformées de Cistus incanus, que la transition de formation d’ectomycorhizes vers
celles d’endomycorhizes dépend de I’isolat fongique et de la variabilité de sensibilité a I’acide
indolacétique dans la plante hote, qui peut étre reliée a ’interdépendance entre le niveau du
phosphate exogéne et celui des auxines. Ces dernieres semblent inhiber la formation

d’endomycorhizes a des teneurs ¢élevées.
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Slama et al.(2012) ont obtenu des endomycorhizes dans 1’association entre H. sessiliflorum

(=Helianthemum lippii) et T. boudieri.

Navarro-Rodenas et al.(2012) ont étudié in vitro I’influence de la source et la concentration
du phosphore sur le type de mycorhize dans 1’association H. almeriense x T. claveryi.
Les plants cultivés sur un milieu dépourvu de phosphore ont présenté des pourcentages plus
élevés en ectomycorhizes et plus faibles en endomycorhizes. Des pourcentages élevés
d’endomycorhizes et d’ectendomycorhizes et de faibles pourcentages d’ectomycorhizes sont

obtenus sur un milieu contenant du phosphore inorganique (le phytate).

Navarro-Rodenas et al.(2013) ont démontré que le stress hydrique induit un changement
du type de mycorhize formé par T. claveryi sur H. almeriense. Le champignon forme des
ectomycorhizes ou des ectendomycorhizes chez les plantes bien irriguées et des

endomycorhizes sous des conditions de stress hydrique.

L’association mycorhizienne entre H. lippii et deux especes de Tirmania (T. pinoyi et

T. nivea) a conduit a la formation d’endomycorhizes (Kermani, 2013).

10.3. Chez les espéces arborescentes :

Bratek et al. (1996) ont obtenu des endomycorhizes dans 1’association entre des plants de
Robinia pseudoacacia micropropagés et le mycélium de T. terfezioides tandis que Kovacs et
al. (2003) ont obtenu des ectendomycorhizes sans manteau dans cette méme association. Ces
auteurs ont suggéré que le terme de “mycorhizes terfezioides” serait probablement plus adapté

que celui « d’hélianthémoides » pour qualifier les mycorhizes des Terfezia.

Une synthese mycorhizienne réalisée par Chafi et al. (2004) entre Pinus halepensis et

T. pinoyi en conditions gnotoxéniques a abouti a la formation d’ectomycorhizes.

Dib-Bellahouel (2012) a associé T. leptoderma a deux essences forestieres P. halepensis et
Quercus ilex, le champignon a forme des ectomycorhizes. Des résultats analogues ont été
obtenus par Bouazza (2013) dans les associations synthétisées entre Q. ilex / T. leptoderma ou
T. pinoyi. Cependant, T. pinoyi / P. halepensis a formé une ectomycorhize avec un manteau

lache tandis que T. leptoderma a formé des ectomycorhizes sans manteau.
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Chapitre II :

Phylogénie moléculaire et diversité génétique
des truffes du désert d’Algérie

La premiére partie de ce chapitre a fait I’objet d’un article publié dans le journal
Plos One (Impact Factor « 2014/2015 » : 3.23).

Article 1: Zitouni-Haouar F.E.-H., Alvarado P., Shissi ., Boudabous A., Fortas Z., Moreno
G., Manjon J.L., Gtari M., 2015.Contrasted Genetic Diversity, Relevance of Climate and Host
Plants, and Comments on the Taxonomic Problems of the Genus Picoa (Pyronemataceae,
Pezizales). PLoS ONE, 10 (9):1-16. e0138513. doi:10.1371/journal.pone.0138513.
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Abstract

The species concept within the genus Picoa Vittad. is here revisited in light of new molecular
and ecological data obtained from samples collected throughout the Mediterranean basin.
Two highly diverse widespread clades and four additional minor lineages were significantly
supported by three genes dataset (ITS, 28s LSU and RPB2) inferences for 70 specimens.
The two widespread clades occur in very different geographical and ecological areas asso-
ciated with exclusive host plants in the genus Helianthemum. SEM study of spore surface
morphology in these lineages revealed the existence of smooth ascospores in the majority
of these clades. However the most frequent lineage in Europe and coastal North Africa dis-
played either smooth or verrucose spores. Hence this morphological criterion cannot be reli-
ably used to discriminate between the different clades. In addition, SEM observations made
on ascospores from several original collections of P. juniperi and P. lefebvrei supported the
hypothesis that ornamentation depends on the degree of maturity in some of these line-
ages. Geographical and ecological, rather than morphological data are here suggested as
the most useful characters to separate the different lineages in Picoa. Further studies focus-
ing on these features are needed before the names P. juniperi and P. lefebvrei can be
unambiguously linked with the genetic lineages observed.

Introduction

Specimens of Picoa Vittad. produce hypogeous ascomata that can be found in semi-arid and
desert ecosystems of most countries around the Mediterranean basin and the Middle East
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[1,2,3,4,5,6,7,8,9]. They establish mycorrhizal associations with several annual and perennial
xerophytic host plants in the Cistaceae, especially those in the genus Helianthemum [10].
These plants and their associated fungi may play a major role in the maintenance of Mediterra-
nean shrublands and grasslands and help prevent erosion and desertification [11].

The genus Picoa was proposed by Vittadini [12] for Picoa juniperi Vittad., a hypogeous
ascomycete collected in northern Italy close to Juniperus sp. and characterized by its black flat-
warted surface, white gleba filled with pseudoveins, and globose asci with smooth globose
spores. Since their first description to the present time, species of the genus Picoa have been
subject to important changes in their nomenclatural and taxonomic position, being reassigned
into other genera or else being invested as new genera themselves. In 1894, Patouillard [13]
described the genus Phaeangium Pat. and its only species Phaeangium lefebvrei Pat. to accom-
modate a sample collected at Ras-el-Oued (southern Tunisia). He described it as a hypogeous
ascomycete characterized by brownish ascoma with hairy unwarted peridium, homogeneously
white gleba, and globose to subglobose stipitate asci containing smooth ovoid spores. On the
basis of observations made on Hennings specimens, Maire [14] disputed the Patouillard
description related to sporocarp surface and gleba structure and recombined the species as
Picoa lefebvrei (Pat.) Maire stating the absence of clear distinctive characteristics between
Phaeangium and Picoa Alsheikh & Trappe [15] reexamined the original material of Phaean-
gium lefebvrei from different localities, Tunisia, Algeria, Lybia, Iraq as well as new collections
of this species from Kuwait. The spore ornamentation at maturity and the tomentous peridium
placed Phaeangium lefebvrei again as the unique species of the Phaeangium genus [15]. These
authors considered the smooth spores observed in the type specimen of P. lefebvrei as imma-
ture, and synonymised it with the Algerian species Terfezia schweinfurthii Hennings, which
was reported to have warty spores. Moreno et al. [1] argued that P. juniperi and P. lefebvrei
should be considered congeneric based on their similarities in peridial tomentum, overall col-
our of the ascoma, and spore ornamentation. Lassoe & Hansen [16] indicated that some earlier
unpublished molecular results of O’Donnell et al. [17] already linked P. juniperi with the genus
Otidea (Pers.) Bonord. within the Pyronemataceae. The first published sequences by Gutierrez
etal. [10] confirmed this taxonomic affiliation. Sbissi et al. [4] agreed with the membership of
both species in the genus Picoa close to Geopora cooperi Hark. within Pyronemataceae. In this
work, smooth-spored samples from Tunisia were identified as P. juniperi, and those from
Europe with minutely warted spores were named P. lefebvrei. The status of a third lineage of
African samples with smooth spores could not be resolved. In the works of Ammarellou et al.
[5] and Jamali & Banihashemi [7,8], new samples from Iran were sequenced, leading to similar
conclusions. Unfortunately, no European samples with smooth spores were included in their
analysis. Tedersoo and Smith [18] confirmed one more time the nesting of Picoa lefebvrei
within Pyronemataceae next to its neighbor species Geopora cooperi. A third species in Picoa,
P. carthusiana Tul & C. Tul, was found to be closely related to the Morchellaceae-Helvellaceae
on the basis of morphological [19] and molecular data [17]. This species was combined in the
genus Leucangium Quél. by Saccardo [20] as Leucangium carthusianum (Tul. & C. Tul.) Paol.
It is currently considered as synonym of the type species of its genus, Leucangium ophtalmos-
porum Quél [16]. In 1956, Lange described Picoa pachyascus M. Lange, the first American rep-
resentative species of this genus. However, it has been synonymised with the type species of
Imaia Trappe & Kovacs, Imaia gigantea (S. Imai) Trappe & Kovacs [21]. Finally, Moreno et al.
[22] described the last species in the genus, Picoa melospora G. Moreno, J. Diez & Manjon,
which was treated later as Tuber melosporum (G. Moreno, J. Diez & Manj6n) P. Alvarado, G.
Moreno, J.L. Manjén & Diez [23].

In the present work, samples from most Mediterranean countries were analyzed in order to
improve our understanding of the biogeographic and phylogenetic relationships between the
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different lineages of Picoa. SEM was employed to study spore ornamentation in newly collected
specimens and original herbarium collections of P. juniperi and P. lefebvrei, and results were
compared with phylogenetic data from multilocus sequences to evaluate the taxonomic impor-
tance of this morphological feature.

Material And Methods
Ethics statement

Truffles of the genus Picoa are not listed in any national or regional law as protected or endan-
gered species. The collection of specimens was not subjected to any restriction or specific per-
missions. Samples were harvested from open lands that are not privately-owned or protected
and no specific permissions were required for these collection sites by the local authorities.

Fungal specimens

Ascomata were collected from a wide variety of habitats and regions across the Mediterranean
basin (SI Text), including semi-arid environments in the European shore (France, Italy, Spain,
Greece), semi-arid habitats in the African shore (Algeria) and Middle East (Iran), and more
deserted regions near Saharan desert in Africa (Algeria, Tunisia) and Middle East Syrian desert
(Israel). Dried samples from Europe, Iran and Israel were preserved at Universidad de Alcala
herbarium (AH). Original collections of Picoa juniperi, P. lefebvrei and Terfezia schweinfurthii
were studied and compared with the newly collected samples. Autoptic material from their
original authors was kindly loaned by Farlow Herbarium (FH), Botanische Staatssammlung
Miinchen (M), and Swedish Museum of Natural History (S). Morphological study of asci and
ascospores was conducted using an Olympus CX22 microscope. Ascospore ornamentation was
examined and photographed with a scanning electron microscopy (SEM) device JEOL JSM-
6610LV at University of Science and Technology of Oran, or else with a Zeiss DSM-950 instru-
ment at University of Alcald.

DNA extraction, PCR amplification and sequencing

DNA from Algerian specimens was extracted from approximately 25 mg of dried samples
from each sample. Tissues of the gleba were ground in liquid nitrogen and the ascomata Geno-
mic DNAs were isolated using ABIOpure™ Genomic DNA Plant Extraction Kit (Alliance Bio,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Extracts were eluted in 50 ul of Elution
Buffer supplied in the kit and stored at -20°C. DNA concentration was estimated using a Nano-
Drop spectrophotometer (Thermo Scientific). Four different loci were amplified from DNA
template by means of polymerase chain reaction (PCR). ITS rDNA was amplified using the
primer pair ITS1 and ITS4 [24], large ribosomal subunit (285 nLSU) was obtained using prim-
ers LROR and LR5 [25], B-tubulin gene was amplified using the couple (Bt2a-Bt2b) [26], and
RNA polymerase II second largest subunit using bRPB2-6F and bRPB2-7R [27]. PCR amplifi-
cations were performed in a 25 pl final volume. Cycling conditions consisted in an initial dena-
turation step at 95°C for 2 min, followed by 35 cycles of a 1-min denaturation at 94°C,
annealing at 53°C (ITS rDNA) or), or 58°C (B-tubulin), 47°C (LSU rDNA) and 55°C (RPB2)
for 1 min, and elongation at 72°C for 1 min, with a final extension step at 72°C for 10 min.
Amplification products were analyzed in 1.5% agarose gel in 0.5x TBE buffer (89 mmol I'*
Tris, 89 mmol 1" borate, 2 mmol I'* EDTA), stained with ethidium bromide, and visualized
under UV light. The PCR products were enzymatically purified by exonuclease and alkaline
phosphatase (Exo/SAP) and then bi-directionally sequenced. Sequence reactions were per-
formed using the ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyzer with Big Dye Terminator v3.1 Cycle
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Sequencing kit (Applied Biosystems; HTDS, Tunisia) according to the manufacturer instruc-
tions. DNA from European, Iranian and Israelite samples was extracted and amplified follow-
ing the methods described in previous publications [28]. ITS1 / ITS4; LROR / LR5; Bt2a / Bt2b
and bRPB2-6F / bRPB2-7R were employed for amplification and sequencing purposes.
Sequences produced are available in public databases (Table 1).

Phylogenetic analysis

ITS rDNA and LSU nucleotide sequences were first compared with public databases using the
BLAST algorithm [29] and then aligned with the sequences retrieved using the ClustalW appli-
cation [30]. Simultaneously, a manual correction of sequences was conducted. The reference
Picoa sequences came from Bidartondo & Doring (unpublished), Gutiérrez et al. [10], Sbissi

et al. [4], and Jamali & Banihashemi [7,8]. Aligned loci were independently subjected to
MrModeltest 2.3 [31] in PAUP* 4.0b10 [32]. The best models (SYM for ITS and RPB2, GTR
for LSU) were implemented in MrBayes 3.1 [33], where a Bayesian analysis was performed
(two simultaneous runs, six chains, temperature set to 0.2, sampling every 100th generation)
until standard deviation of split frequencies was <0.01 after 1 320 000 (ITS) and 310 000 gener-
ations (LSU-RPB2-ITS). Finally a full search for the best-scoring maximum likelihood tree was
performed in RAXML [34] using rapid bootstrap algorithm and model GTRMIX. Significance
thresholds were set above 70% for bootstrap (BP) and 95% for posterior probability (PP).

Results
Phylogenetic analysis

The whole genus Picoa, with 82 new sequences, presented an overall 40.9% ITS divergence
(208/508 differences, n = 86), and six different lineages were supported by phylogenetic infer-
ence. Sample AH 39246 from Spain (Lineage I) produced the most divergent sequence, being
consistently identified as the most basal branch of the genus by all analyses. The remaining
main clade included at least 5 major lineages (Fig 1). Lineage II is composed of exclusively Afri-
can (Algeria, Tunisia) and Middle Eastern (Iraq, Israel) specimens. Lineage III is formed by the
southernmost European specimens (Greece, and southern Spain). Lineage IV is composed also
of European samples (Italy, Spain). Lineage V contains exclusively Tunisian specimens. Finally,
the inclusive lineage VI comprises a large group of several monophyletic clades from mixed
origins: VI-1 (Algeria), VI-2 (Algeria, Iran, Iraq), VI-3 (Algeria, Spain), VI-4 (France, Greece,
Italy, Spain), VI-5 (Spain), VI-6 (Algeria, Spain), VI-7 (Algeria, Italy, Spain), VI-8 (Algeria)
and VI-9 (Iran, Spain). Intra-lineage variability was also high: lineage II (19.2%, n = 28), lineage
III (2.3%, n = 2), lineage IV (7.1%, n = 3), lineage V (3.2%, n = 3), and lineage VI (28.2%,

n = 57). Within Lineage VI, the measured intra-clade variability was: VI-1 (5.6%, n = 4), VI-2
(8.2%, n = 11), VI-3 (4.4%, n = 3), VI-4 (0.2%, n = 9), VI-5 (0.4%, n = 4), VI-6 (1.3%, n = 4),
VI-7 (1.1%, n = 13), VI-9 (3.7%, n = 8). On the other hand, the combined LSU-RPB2-ITS anal-
ysis successfully supported the same lineages (Fig 2). B-tubulin sequences showed scarce vari-
ability, and the analysis of this marker did not support any phylogenetic structure within Picoa
(data not shown).

Morphologic analysis

Macroscopically, samples in lineages I, IIl and IV were black or blackish, with regularly polygo-
nal or pyramidal warts (Fig 3). European samples in Lineage VI were black, blackish, dark grey
or dark brown in color, and were covered with regularly polygonal or pyramidal warts,
although some specimens were also minutely warted, giving a papillose appearance. African
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Table 1. Collection of Picoa species studied in the present work.

Taxon Coll. N° Origin ITS 28S LSU RPB2 B-tubulin
Picoa sp. AH19561 Cérdoba, Spain JN392155 - - JN392136
Picoa sp. AH37801 Zaragoza, Spain JN392169 JN392200 - JN392135
Picoa sp. AH37802 Ciudad-Real, Spain JN392176 JN392192 - JN392139
Picoa sp. AH38893 Guadalajara, Madrid, Spain JN392175 JN392193 - JN392140
Picoa sp. AH38906 Burgos, Spain JN392166 JN392198 - JN392125
Picoa sp. AH38931 Burgos, Spain JN392153 - - JN392137
Picoa sp. AH38956 Guadalajara, Madrid, Spain JN392165 - - JN392127
Picoa sp. AH39001 Oristano, Sardinia, Italy JN392173 - - -
Picoa sp. AH39204 Botsvuara, Israel JN392147 JN392187 - -
Picoa sp. AH39205 Bouches-du-Rhéne, Marseille, France JN392162 JN392184 - -
Picoa sp. AH39206 Oristano, Sardinia, Italy JN392172 JN392190 - JN392138
Picoa sp. AH39207 Oristano, Sardinia, Italy JN392164 JN392178 - -
Picoa sp. AH39035 Albacete, Spain JN392150 - - JN392141
Picoa sp. AH39139 Guadalajara, Madrid, Spain JN392149 JN392191 - JN392142
Picoa sp. AH39246 Burgos, Spain JN392151 JN392201 KT350965 JN392134
Picoa sp. AH39247 Burgos, Spain JN392154 JN392186 KT350971 JN392131
Picoa sp. AH39248 Burgos, Spain JN392158 JN392196 - -
Picoa sp. AH39268 Guadalajara, Madrid, Spain JN392160 JN392194 KT350978 JN392128
Picoa sp. AH39269 Madrid, Spain JN392174 JN392189 KT350976 -
Picoa sp. AH39270 Guadalajara, Madrid, Spain JN392161 JN392195 - -
Picoa sp. AH39282 Oristano, Sardinia, Italy JN392171 JN392179 - -
Picoa sp. AH39285 L’Aquila, Italy JN392152 JN392185 - JN392132
Picoa sp. AH39286 Fars, Iran JN392157 JN392180 - -
Picoa sp. AH39287 Fars, Iran JN392148 JN392181 - JN392143
Picoa sp. AH19584 Botsuvha, Israel JN392146 JN392188 - JN392130
Picoa sp. AH37794 Madrid, Spain JN392170 - - JN392129
Picoa sp. AH37802 Ciudad-Real, Spain JN392176 JN392192 KT350977 JN392139
Picoa sp. AH38913 Madrid, Spain JN392167 JN392199 > JN392126
Picoa sp. AH38914 Zaragoza, Spain JN392168 JN392197 - -
Picoa sp. AH39204 Botsvuara, Israel JN392147 JN392187 - -
Picoa sp. BMBH1 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073969 - s =
Picoa sp. BMBH2 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073955 - - KR073935
Picoa sp. BMBH3 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073970 = s KR073947
Picoa sp. BMBH4 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073971 - = KR073948
Picoa sp. BMBH5 Tiaret, Benhamed, Algeria - - - KR073936
Picoa sp. BMBHG6 Tiaret, Benhamed, Algeria - - - KR073949
Picoa sp. BMBH7 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073956 KT350959 KT350972 KR073937
Picoa sp. BMBHS8 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073957 - - KR073938
Picoa sp. BMBH9 Tiaret, Benhamed, Algeria KR073972 - - -
Picoa sp. BMBC10 Tiaret, Bouchouat, Algeria KR073950 - - KR073929
Picoa sp. BMBC11 Tiaret, Bouchouat, Algeria KR073965 - - KR073943
Picoa sp. BMBC12 Tiaret, Bouchouat, Algeria KT350949 = = =
Picoa sp. BMBC13 Tiaret, Bouchouat, Algeria KR073973 KT350961 KT350974 KR073944
Picoa sp. BMBC14 Tiaret, Bouchouat, Algeria KR073974 KT350960 KT350973 KR073945
Picoa sp. BMBC15 Tiaret, Bouchouat, Algeria KR073951 - - KR073930
Picoa sp. BMBC16 Tiaret, Bouchouat, Algeria - - - KR073946
Picoa sp. BMBC17 Tiaret, Bouchouat, Algeria - - - KR073931

(Continued)
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Table 1. (Continued)

Taxon Coll. N°
Picoa sp. BMBC31
Picoa sp. BMBZ32
Picoa sp. BMBD33
Picoa sp. BMBD34
Picoa sp. BMBO18
Picoa sp. BMBO19
Picoa sp. BMBO20
Picoa sp. BMBO21
Picoa sp. BMBO22
Picoa sp. BMBO23
Picoa sp. BMBO24
Picoa sp. BMBT25
Picoa sp. BMBT26
Picoa sp. BMBT27
Picoa sp. BMBT28
Picoa sp. BMBT29
Picoa sp. BMBT30
Picoa sp. IRA-MBA SBa
Picoa sp. IRA-MBA SBb
Picoa sp. IRA-MBA SBc
Picoa sp. VK2106
Picoa sp. VK2148
Picoa sp. VK2043

Origin ITS 28S LSU RPB2 B-tubulin
Tiaret, Bouchouat, Algeria KT350950 KT350954 KT350964 -
Tiaret, Sidi Bou Zebboudj, Algeria KT350946 - - -
El-Bayadh, Mesbah, Algeria KT350947 KT350953 - =
El-Bayadh, Mesbah, Algeria KT350948 - - -
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073966 KT350956 KT350967 -
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073952 KT350955 KT350966 KR073940
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073953 - - KR073939
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073958 - - KR073932
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073959 - > =
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073960 - - KR073933
Bechar, Beni Ounif, Algeria KR073961 KT350957 KT350968 KR073934
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073967 - - -
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073968 - - -
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073954 - - -
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073962 - - KR073941
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073963 - - -
Bechar, Tabelbala, Algeria KR073964 KT350958 KT350969 KR073942
Medenine, Tunisia KT350943 KT350951 KT350962 -
Sbitla, Tunisia KT350944 KT350952 KT350963 -
Mahdia, Tunisia KT350945 - - -
Attica, Greece JN392156 JN392177 KT350970 JN392133
Attica, Greece JN392159 JN392182 KT350975 JN392123
Attica, Greece JN392163 JN392183 - JN392124

doi:10.1371/journal.pone.0138513.1001

samples of Lineage VI were dark brown to reddish-brown, nearly smooth or covered with
more or less small rounded to angular warts. African and Middle Eastern samples of lineage II
were either black with pyramidal warts, brown or dark brown with minutely papillose warts, or
sometimes presented widely separated warts, looking yellowish in their interspaces. Spore
ornamentation was hardly visible with a light microscope and boundaries among these samples
were only perceivable in SEM (Fig 4). Lineage II produces exclusively smooth spores, while
Lineage VI produces mostly verrucose, but also smooth spores. All other minor clades, except
the Lineage V, have smooth spores. The study of original material (Figs 4 and 5) revealed that
the type collection of Phaeangium lefebvrei FH 301557 (leg. Lefebvre, entre Ras-el-Oued et El
Hamdon, Tunisia, 1894) has perfectly smooth spores under SEM, while Patouillard’s collection
Lloyd 48192 (Gafsa, Tunisia, 1898) and Maire’s collection M 157945 (Algiers, Hauts-Plateaux
a Chellala, 1922) presented verrucose spores. Schweinfurth’s Terfezia schweinfurthii syntype S
F8693 (Algeria, pr. Biskra, 1901) presented also smooth spores under SEM. The study of autop-
tic material of Vittadini’s P. juniperi in Mattirolo’s herbarium at Padova WU 10-145 (ex PAD)
revealed the presence of both smooth and verrucose spores in the same sample.

Discussion

The present work provides a comprehensive view of phylogenetic diversity in Picoa around the
Mediterranean basin. A high degree of genetic variability was found in the whole genus and
within its major clades with ITS analysis. A combined LSU-RPB2-ITS multigenic analysis
largely supported the same clades obtained from ITS inference, while B-tubulin failed to

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0138513 September 21,2015 6/16



@‘PLOS | ONE

Diversity of the Genus Picoa

0.2

DQ974731 Geopora cooperi
HQ184961 Geopora tolucana
HQ184960 Geopora tolucana
KF296780 Uncultured
EF434150 Uncultured
JN558642 Geopora cooperi
JF908023 Geopora cooperi
FR694202 Geopora cooperi
FR694203 Geopora cooperi
JN812044 Geopora cooperi
~ JN812042 Geopora cooperi
JN812041 Geopora cooperi
JNB812045 Geopora cooperi
‘AH39246 Burgos, Spain - SMOOTH
BMBO18 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBT25 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBT26 Béchar, Algeria - SMOOTH
" AH19584 Israel - SMOOTH
" AH39204 Botsvuara, Israel - SMOOTH
JF908768 Israel
IRA-MBA SBc Mahdia, Tunisia
BMBO20 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBO23 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBO24 Béchar, Algeria - SMOOTH
GU391564 Medenine, Tunisia
BMBT27 Béchar, Algeria - SMOOTH
T GU391567 Medenine, Tunisia
IRA-MBA Sbha Medenine, Tunisia
GU391561 Medenine, Tunisia
GU391565 Medenine, Tunisia
GU391562 Medenine, Tunisia
GU391568 Medenine, Tunisia
BMBO19 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBO21 Béchar, Algeria - SMOOTH
GQ981519 Basra-Nassiriyah, Iraq
BMBO22 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBT28 Béchar, Algeria - SMOOTH
BMBT29 Béchar, Algeria - SMOOTH
— BMBT30 Béchar, Algeria - SMOOTH
GU391570 Medenine, Tunisia
~ GU391566 Medenine, Tunisia
GU391559 Medenine, Tunisia
_q*AH19561 Cérdoba, Spain
'VK2106 Attica, Greece - SMOOTH
'AH38931 Burgos, Spain - SMOOTH
‘AH39247 Burgos, Spain - SMOOTH
AH39285 L’Aquila, Italy - SMOOTH
IRA-MBA SBb Sbitla, Tunisia
_[r GU391569 Medenine, Tunisia - VERRUCOSE

GU391563 Medenine, Tunisia

BMBC10 Tiaret, Algeria - SMOOTH
BMBH1 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBH3 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBC31 Tiaret, Algeria
GQ228092 Fars, Iran - VERRUCOSE
JN164673 Fars, Iran
JN164672 Fars, Iran
JN164671 Fars, Iran
JN164670 Fars, Iran
JN164669 Fars, Iran
JN164668 Fars, Iran
JN164667 Fars, Iran
AH39286 Fars, Iran - VERRUCOSE
BMBH2 Tiaret, Algeria - SMOOTH
GQ981518 Baghdad, Iraq - VERRUCOSE
BMBD34 El-Bayadh, Algeria
BMBC12 Tiaret, Algeria
'AH39248 Burgos, Spain - VERRUCOSE
'VK2148 Attica, Greece
" AH39268 Guadalajara, Spain - SMOOTH
'AH39205 Marseille, France
'VK2043 Attica, Greece - VERRUCOSE
'AH39207 Oristano, Italy
‘AH38956 Guadalajara, Spain
"AH38906 Burgos, Spain - VERRUCOSE

AF387652 Murcia, Spain
'AH39270 Guadalajara, Spain
AF387654 Murcia, Spain
AF387653 Murcia, Spain
= AH37801 Zaragoza, Spain
BMBC15 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBH?7 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBHS Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
AH37794 Madrid, Spain
AH39282 Oristano, Italy - VERRUCOSE
/AH39206 Oristano, Italy - VERRUCOSE
"AH39001 Oristano, Italy
'AH39269 Madrid, Spain
'AH38893 Guadalajara, Spain - SMOOTH
‘AH37802 Ciudad-Real, Spain

— MBZ32 Tiaret, Algeria

BMBC11 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBH4 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBC13 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBC14 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBH9 Tiaret, Algeria - VERRUCOSE
BMBD33 El-Bayadh, Algeria

JF970608 Fars, Iran

JF970607 Fars, Iran

JF970606 Fars, Iran - SMOOTH

JF970605 Fars, Iran - SMOOTH

‘AH39287 Fars, Iran - SMOOTH

GQ228095 Fars, Iran - VERRUCOSE

‘AH39139 Guadalajara, Spain - SMOOTH

‘AH39035 Albacete, Spain - SMOOTH

VI-1

VI-2

VI-3

Vi-4

VI-5

VI-6

VI-7

VI-8

VI-9

JF908722 Scutellinia ampullacea

Lineage | — Smooth?

Lineage Il — Smooth

Lineage Il — Smooth?
Lineage IV — Smooth

Lineage V — Verrucose?

Lineage VI — Verrucose and smooth

Fig 1. ITS consensus Bayesian phylogram of genus Picoa and its sister taxon Geopora reconstructed in MrBayes 3.1. Bold nodes are significantly
supported by both inference methods employed (>70% BP and >95% PP). Nodes annotated were significantly supported by only one of these methods.
Values represent Bayesian posterior probabilities, and RAXML bootstrap proportions, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.g001
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Nodes annotated were significantly supported by only one of these methods. Values represent Bayesian
posterior probabilities, and RAXML bootstrap proportions, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.g002

1

Lineage VI

support any distinct lineage at all. Among the four regions analyzed, the internal transcribed
spacer (ITS) region has a high amplification and sequencing success rate, and therefore we pro-
pose ITS as the suitable barcode for Picoa. B-tubulin was consistently the worst performing
marker, with a non-discrimination power. The ITS region has the highest probability of suc-
cessful identification for the broadest range of fungi and it was formally proposed to the Con-
sortium for the Barcode of Life for adoption as the primary fungal barcode marker [35]. A high
cryptic diversity can be observed also in the sister genus Geopora, where a number of distinct
genetic lineages with high intraspecific diversity and few characteristic morphological features
exist [36], but only one of them, Geopora tolucana, has been proposed as a new independent
taxon because of its brownish hymenium, different from the typical whitish one of G. cooperi
[37]. Results from the present analyses again provide strong evidence on the close relationships
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Fig 3. Macroscopical images of some of the samples studied. a. AH 39247; b. AH 39268; c. VK 2043; d. VK 2106; e. AH 38906; f. AH 39139; g. AH
38893; h. AH 38956; i. VK 2148; j. habitat of Picoa in Castilblanco de Henares (Guadalajara, Spain); k. habitat of Picoa under Helianthemum lippii var.
sissiliflorum; 1. BMBC15; m.BMBH4.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.g003
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WD10mm  SS42 x4,000  5pm

Fig 4. SEM and LM images of some of the samples studied. a-b. Autoptic specimen of Picoa juniperi from
Vittadini’s herbarium WU10-145 ex PAD; ¢. BMBH1; d. BMBT26; e. AH 19584; f. M-0157945; g. AH 39246;
h. AH 39286; i. AH 38931; j. AH 39206; k. BMBH9; I. BMBH5; m. BMBO19. Bars:a=10 pm; b=5 pm; c-d =
5um;e-f=5pum;g=10 ym; h-j =5 pm; k-I-m =5 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.g004

between Picoa and Geopora species, particularly Geopora cooperi; and clearly supported the
nesting of Picoa within the Pyronemataceae. Several studies supported the deep nesting of
Picoa within the Geopora lineage [4,5,7,8,18,37,38] as a sister taxon of G. cooperi [4,18,37,38].
Perry et al. [39] pointed out a difficulty in delineating Pyronemataceae family due to the
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Fig 5. Type studies in African Picoa lineage. a-e. Phaeangium lefebvrei holotype FH 301557; f-h. Terfezia
schweinfurthii syntype S F8693; i-m. Picoa lefebvrei M 157945. Bars: 5 um.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.g005
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absence of clear combinations of characters, either macro- or microscopically. These authors
suggest that morphological characters traditionally used to segregate this family into subfami-
lial groups are not phylogenetically informative above the genus level [39]. Of the six genetic
lineages identified in Picoa, four of them (I, III, IV and V) are yet too poorly represented to
draw reliable hypothesis on their ecology and distribution. The remaining two (Il and VI)
clearly differ in their bioclimatic origin (arid / Lineage II; semi-arid / Lineage VI) (Fig 6), and
putative host plants, but share most morphological features, excepting that Lineage II never
produces verrucose spores. Morphological species delimitation within Picoa has always been
challenging since diagnostic characters have been considered often ambiguous [13,22]. Spore
surface is widely thought to be smooth in P. juniperi and warty in P. lefebvrei [40], despite the
fact that P. lefebvrei was originally described with smooth spores [13]. Alsheikh & Trappe
(1983) [15] checked Patouillard’s type collection (FH 301557, leg. Lefebvre, entre Ras-el-Oued
et El Hamdon, Tunisia, 1894) and verified it has smooth spores under light microscope, but
considered them to be immature. Pacioni & El-Kholy [41] and Moreno et al. [22] found new
African and Middle-Eastern collections with smooth spores under SEM, but they also attrib-
uted this fact to insufficient maturity. In the present work, we confirm that the type specimens
of P. lefebvrei and T. schweinfurthii have smooth spores under SEM, in accordance with their
respective protologues, while other African collections from Patouillard and Maire exhibit ver-
rucose spores. It is here demonstrated also that the most widespread lineage in Africa and Mid-
dle East produces exclusively smooth spores. On the other hand, SEM images of an original
collection of Vittadini in Mattirolo’s herbarium WU 10-145 (ex PAD) revealed the presence of
smooth and verrucose spores in the same sample. This could be the result of a contamination,
but most probably ar] intermediate developmental stage. Most newly collected European

Fig 6. Geographic origin of the collections belonging to the two major lineages observed. Lineage Il in green; lineage VI in blue.

doi:10.1371/journal.pone.0138513.9g006
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specimens of Picoa display exclusively verrucose spores (Lineage VI), although some collec-
tions have smooth spores instead. The same can be seen in Algerian specimens of Lineage V1.
Results of these analyses reveal a strong taxonomic affinity between the two species. Whereas
the lineage II was consistently smooth, the lack of spore ornamentation in immature ascomata
of the remaining lineages was very likely the main difficulty that has prevailed in Picoa species
delimitation. The genetic pattern within Picoa seems to correlate well with ecological features
and putative host plants in the genus Helianthemum, which may have played a key role in their
evolution. The Lineages II and V reflect a predominant presence of the perennial Helianthe-
mum shrubs H. lippii in the Algerian and Tunisian specimens. This Helianthemum species is
also reported as a putative host in Israeli desertic areas [42] although the sample AH 19584
(Lineage II) was collected under H. kahiricum. The only putative sequence from Botswana
stored in GenBank is the result of an inappropriate transcription, and comes from Kibbutz
Revivim, Israel (Giusto Giovanetti, pers. comm.). It is currently a part of A. Montecchi’s per-
sonal collection [40]. Lineage VI is associated with several annuals and perennials Helianthe-
mum species; H. salicifolium and H. hirtum in the Algerian samples from semiarid habitats; H.
ledifolium in the Iranian semiarid areas of Fars province [7,8]; H. ledifolium and H. salicifolium
in the Spanish sample AH 37802 and Juniperus oxycedrus, Cistus sp., Ephedra sp. and Pistacia
sp. in Italian sample AH 39001. In Spain, Honrubia [11] and Gutiérrez et al. [10] noted a
mycorrhizal association between Picoa (Lineage VI) and H. almeriense. In France, it was linked
to H. nummularium [43,44]. However, the ecological data of Lineages III and IV do not include
any Helianthemum species. Indeed, sample VK 2106 (Lineage III) was collected under Fumana
sp., Pinus sp. and Cistus monspeliensis; AH 38931 and AH 39247 (Lineage IV) were harvested
under Quercus spp., with some Cistus plants present, Finally, sample AH 39246 (Lineage I) was
found in a treeless mixed field with Cistus, Tuberaria and Helianthemum.

The distribution areas of linages II and VI seem to be mutually exclusive, actually matching
different biogeographical provinces of Paleartic realm as delimited by Urdvardy [45]. This sug-
gests that host plants or edapho-climatic conditions play an important role in the distribution
of Picoa [46,47,48,49,50] and could be driving the speciation process in these hypogeous fungi.
However, the existence of additional minor lineages suggests that some degree of sympatric
evolution can take place, and so putative hosts are here regarded as the most probable factor
behind the observed pattern. Both groups of Helianthemum hosts belong in fact to distinct sec-
tions and phylogenetic lineages within this genus [51,52]. Unfortunately, the taxonomic treat-
ment of the different ecological lineages in Picoa is not fully clear, due to the lack of
information about putative Helianthemum hosts in the original protologues of P. juniperi or
Ph. lefebvrei which require more studies. One of the features mentioned by Vittadini in his
description of P. juniperi is that this species was collected under Juniperus sp. Only one sample
analyzed in the present study matched this condition (AH 39001, Is Arenas, Sardinia, Italy),
and its molecular profile linked it to Lineage V1. Interestingly, another feature mentioned by
Vittadini was that P. juniperi specimens fruit in autumn and winter along with other edible
truffles, and they are even sold mixed with them in the markets. In the present work, only two
samples AH 38893 and AH 39139 (both in Lineage VI) were collected in autumn or early win-
ter (November-December), all others being found in late winter or spring (February-May),
excepting samples in Lineage IV, which were all collected even later, in summer (June-July). It
is hence tempting to associate the name P. juniperi with lineage VI (which is also the most
widespread in Europe). On the other hand, P. lefebvrei type was collected at Ras-el-Oued,
south of Gabes [13], where the dominant Helianthemum host is H. lippii, a host with uncertain
presence in Europe [53]. Because of this host distinction, this name can only be applied to Line-
ages IT or V, and it is tempting to use it for Lineage II, the most widespread in Africa and Mid-
dle East. Unfortunately, we lack conclusive ecological information about the putative hosts and
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fruiting season of the minor lineages (I, III, IV and V), and so we cannot reject the possibility
that either P. juniperi or P. lefebvrei were proposed for specimens of these clades. It is even pos-
sible that some or all subclades within lineage VI (VI-1 to VI-9) should be considered indepen-
dent taxa if no intermediate specimens can be found and some apomorphic features can be
identified (e.g. affinity for a specific Helianthemum host). Further studies including richer sam-
pling and providing more accurate data on these key ecological parameters are needed to
understand the processes of speciation in these conspicuous species.
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Abstract Six Cistaceae species, Helianthemum ledifolium,
Helianthemum lippii, Fumana procumbens, Cistus albidus,
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(Aleppo pine) were inoculated with three mycorrhizal desert
truffles, Terfezia leptoderma, Terfezia boudieri, and Terfezia
claveryiunder greenhouse conditions, on soil originating from
desert truffle natural habitat in Algeria. The syntheses have led
to the formation of typical endomycorrhizae in annual
Cistaceae (H. ledifolium) and perennial ones (H. lippii and
F. procumbens) and an ectomycorrhiza with a less developed
sheath in Cistus species and Aleppo pine. These results dem-
onstrate the plasticity of Terfezia species to form different
mycorrhizal types. The formation of an endomycorrhiza
with H. ledifolium and F. procumbens and a sheathing
ectomycorrhiza with P. halepensis inoculated by
T leptoderma in in vivo culture conditions was obtained
for the first time.
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Introduction

Desert truffles are mycorrhizal hypogeous fungi, which
include several species of the genera Terfezia, Tirmania,
and Picoa. These fascinating fungi have evolved in the hard
and hostile conditions of the arid and semiarid regions of the
Middle East, and mostly in countries around the Mediterranean
basin, forming ectomycorrhizal, endomycorrhizal, and
ectendomycorrhizal associations on roots of members of the
Cistaceae family including different annual and perennial spe-
cies of the genus Cistus, Tuberaria, and more especially
Helianthemum (Fortas and Chevalier 1992; Morte et al.
2008; Loizides et al. 2011; Jamali and Banihashemi 2012).
These edible fungi are highly appreciated in African and
Middle Eastern countries, where they are better known as
Terfez or Terfass. They are of considerable interest for ecolog-
ical, agroforestry, and commercial purposes. The cultivation of
these valuable mycorrhizal fungi in association with their host
plants may play a major role in the maintenance of
Mediterranean shrublands and xerophytic grasslands and, thus,
in preventing erosion and desertification in arid and semiarid
areas (Honrubia et al. 1992, Morte et al. 2000, 2008).

The mycorrhizal state of the desert truffles established in
in vivo culture conditions has been poorly studied. The first
mycorrhizal synthesis between desert truffles and
Helianthemum species was carried out by Awameh et al.
(1979) and Awameh (1981). These authors obtained an
endomycorrhiza in Helianthemum ledifolium and
Helianthemum salicifolium plants inoculated by different
Terfezia and Tirmania species under greenhouse conditions.
These mycorrhizae were named later as “helianthemoid” my-
corrhizae by Alsheikh (1984) who distinguished them from
ectomycorrhizae, ectendomycorrhizae, and arbuscular mycor-
rhizae and found similarities with some of the characteristics
of ericoid mycorrhizae. On the other hand, Chevalier et al.
(1984) obtained ectomycorrhizac without a “real” sheath in
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the symbiotic associations between Terfezia leptoderma,
Helianthemum, Cistus, and Fumana procumbens species.
These authors concluded that the morphology of mycorrhizae
varied with the fungus species involved, and they pointed out
that 7. leptoderma mycorrhizae could be a transitional form
between desert truffles, endomycorrhizae and tuberaceae
ectomycorrhizae. Still working on Cistaceae—Terfezia spp.
symbiotic associations, Dexheimer et al. (1985) and Leduc
et al. (1986) described ultrastructural features of
ectomycorrhizae formed in H. salicifolium, Cistus albidus,
and Cistus salviifolius colonized by T. leptoderma and
endomycorrhizae in H. salicifolium plants associated with
Terfezia claveryi. Fortas and Chevalier (1992) were the first
to examine the influence of culture conditions on the type of
mycorrhiza formed in Helianthemum guttatum seedlings as-
sociated with three desert truffle species. All species formed
an ectomycorrhiza in high phosphorus conditions; whereas,
they developed ectendomycorrhiza in phosphorus deficient
culture. Furthermore, Gutiérrez et al. (2003) showed that the
type of mycorrhiza formed among Helianthemum
almeriensex T. claveryi and Picoa lefebvrei mycorrhizal asso-
ciations may also depend on the mycorrhiza culture condi-
tions. For both fungal species, H. almeriense formed an
endomycorrhiza in natural field conditions, an ectomycorrhiza
and ectendomycorrhiza without a sheath in pot cultures, and
an ectomycorrhiza with a characteristic sheath and Hartig net
in in vitro cultures. These authors pointed out that there is no
clear barrier between these two main types of mycorrhiza
organization in Helianthemum species. Slama et al. (2010)
reported the formation of endomycorrhizae in Helianthemum
sessiliflorum (=Helianthemum lippii) potted plants
mycorrhized by Terfezia boudieri under greenhouse condi-
tions. The primary goal of this study is to characterize
the morphological types of mycorrhizae formed by three
Terfezia species on several annual and perennial host
plants cultivated under greenhouse culture conditions.
This work allows us eventually, to select the most com-
patible fungal-host species combinations adapted to the
environmental conditions of the future transplantation
sites designed for desert truffle cultivation.

Materials and methods
Fungal and plant material

Fruit bodies of 7. boudieri and T. claveryi were collected in
April 2005 and 2009 in semiarid areas of Algeria (Stidia and
Ksar Chellala) near H. ledifolium and Helianthemum hirtum
respectively; those of T. leptoderma were collected in March
2005 in southern France under Quercus ilex. Ascocarps col-
lected were sun-dried during 2 months, and then stored at
room temperature. The seeds of Helianthemum species were
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collected from desert truffle beds: H. ledifolium seeds were
collected in May 2009 (Stidia, Algeria); those of H. lippii at
the same period in Bechar (southwest Algeria), and those of
Pinus halepensis in Tlemcen (northwest of Algeria). Fumana
procumbens seeds were collected in Auvergne (central
France); and those of C. albidus, Cistus incanus, and Cistus
salvifolius in Provence (southeastern France). The two soil
types used for the experiment were collected from the top
20 cm of soil surface of the desert truffles and Helianthemum
species natural habitat in Algeria. The first is sandy—clayey—
loamy sampled from Ksar Chellala (central steppe of Algeria,
002°11" 54.3"N; 35° 15’ 23.6"E; 806 m; organic matter=
0.34 %, K=71.22 ppm, Mg: 16.29 ppm, assimilable phospho-
rus=200 ppm, AC: 2.25 %, EC=0.172 ms cm ', pH=8.69).
The second is sandy sampled from Stidia forest (Algerian
North West coast: organic matter=3.38 %, assimilable phos-
phorus=100 ppm, AC: 3.87 %, EC=0.76 ms cm ', pH=8.37
(Aibeche 2008)). Both soils were 2 mm, sieved, and sterilized
in an autoclave at 120 °C for 1 h.

Mycorrhizal synthesis

Seeds of the six Cistaceae were surface scarified by moderate
abrasion with a fine-grained sandpaper for a few minutes. No
prior scarification or stratification treatments were applied for
Aleppo pine seeds. They were rinsed in tap water and surface-
sterilized with 35 % H,O, for 3 h and 30 min. After these
presowing treatments applied for enhancing germination, the
seeds were sown directly in 400-cm® polyethylene pots (12-
cm high and 10-cm top diameter) filled with the two sterilized
soils. A mature aqueous spore suspension of the three Terfezia
species was prepared by blending the finely-chopped carpo-
phores with a blender, until the spores were released. In each
pot, the ascospore suspension containing 1 g of rehydrated
fruit body in 50 ml of sterilized distilled water and with a
concentration of approximately 1-2.8x10° spores per seed-
ling was directly applied in contact with the roots. The inoc-
ulation was performed according to the technique used for the
production of plants mycorrhized by Tuber melanosporum
(Chevalier et al. 1973; Chevalier and Grente 1979) and by
species of desert truffles in the genera Terfezia and Tirmania
from Algeria (Fortas and Chevalier 1992). The inoculated and
non-inoculated seedlings were grown in a greenhouse without
air conditioning and under natural light conditions from
November 2009 to February—May 2010 for Cistaceae
(47 months) and November 2009 to December 2010 for
the Aleppo pine (14 months). Plants were watered when
necessary with 100 ml of water during the experimental
period. No fertilizers were applied to the plants. Each host
plant has been associated with a fungal species which is
naturally present in its habitat to facilitate mycorrhizal instal-
lation between the two partners (Table 1).
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Table 1 The different types of mycorrhizae and colonization frequency
in various host plants (Cistaceae and Aleppo pine) inoculated by Terfezia
species and grown in greenhouse conditions

Association/soil  Plants age

(months)

Mycorrhizal
types

Mycorrhizal
colonization (%)

Soil of Stidia (sandy soil)

HLe/TL 4 Endomycorrhiza 80
FP/TL 4 Endomycorrhiza 98
CS/TL 7 Ectomycorrhiza 80
PH/TL 14 Ectomycorrhiza 84
CA/TB 5.5 Ectomycorrhiza 86
Soil of Ksar Chellala (sandy—clayey—loamy soil)
HLV/TC 5 Endomycorrhiza 20
CI/TC 4 Ectomycorrhiza 64

HLe (H. ledifolium), FP (F. procumbens), CS (C. salvifolius), PH
(P. halepensis), CA (C. albidus), HLi (H. lippii), CI (C. incanus), TL
(T leptodermay), TB (T. boudieri), TC (T. claveryi)

Mycorrhiza characterization

Fungal colonization was assessed in the roots of the inoculated
plants at the end of the experimental period (4 to 7 months for
Cistaceae and 14 months for the Aleppo pine). Substrate
particles were carefully removed from the root systems of
the seven host plants and were observed by stereomicroscope
to determine the pattern of the mycorrhizal system. Later on,
samples of the roots were cut into pieces of 1-cm length,
cleared according to Phillips and Hayman (1970) method with
10 % KOH solution, and stained with 0.1 % trypan blue in
lactophenol. Five randomly selected stained root pieces were
taken from each mycorrhizal plant. A total of 50 root pieces
were prepared from ten mycorrhizal plants randomly selected
and mounted as ten parallel rows on five glass slides in clear
lactoglycerol (v/v). These root pieces were then examined
under light microscope. The percentage of fungal root coloni-
zation was estimated based on the frequency of infection. This
last F (percent) is expressed by: F %=100 (N—NO)/N. Where
N is the total number of observed root fragments and NO is the
number of root fragments uninfected (Trouvelot et al. 1986).

Plant growth

For each host plant-fungus combination, 30 randomly sam-
pled seedlings were harvested, of which 15 were not inocu-
lated and 15 were inoculated with one of the three Terfezia
species. The growth of inoculated and non-inoculated seed-
lings was estimated by measurements of their height, number,
and length of their leaves. For the measurements of the dry
weight of shoot, shoots were oven-dried 60 °C for 48 h for
Cistaceae and 72 h for Aleppo pine.

Relative mycorrhizal dependency

The shoot dry matter of mycorrhizal and non-mycorrhizal
plants was used to calculate the relative mycorrhizal depen-
dency (RMD) according to Plenchette et al. (1983), it is
expressed by: RMD=[(dry mass myc plants—dry mass non-
myc plants)/dry mass myc plants]-100, where “dry mass
myc” represented the shoot dry matter of mycorrhizal plants
and “dry mass non-myc” of non-mycorrhizal plants.

Statistical analyses

The effects of treatments on growth parameters were analyzed
by one-way analysis of variance (ANOVA) using the statisti-
cal package STATISTICA (version 5.0, StatSoft) and the
treatment means were compared by the least significant dif-
ference (P<0.05).

Results

Under the stereomicroscope, an external bright yellowish
mycelium was observed around all the mycorrhizal roots
and radiated from the mycorrhiza into the soil. The
Cistaceae roots were enveloped by a compact mycelium cap-
turing soil particles and forming dense mycelial masses
whereas the mycelium surrounding the Aleppo pine roots
was loose. Colonized root tips were slightly swollen, trans-
parent, and devoid from root hairs compared to uncolonized
ones. Furthermore, dichotomous and coralloid branching of
P, halepensis short roots was observed. The colonization of the
different host plant roots by the three Terfezia species was
strong. Two types of mycorrhizae were observed in roots of
inoculated plants with the three Terfezia species:

— In the annual Cistaceae (H. ledifolium) and the two pe-
rennial ones (H. lippii and F. procumbens), T. leptoderma
and T. claveryi form endomycorrhizae. The fungal hy-
phae invaded the cortical cells of the host plant roots and
formed coils or “pelotons” with some coralloid ramifica-
tions similar to “arbusculate coils” observed in arbuscular
mycorrhiza. These coils occupied entirely the cortical
cells. The central cylinder was free of colonization. This
type of mycorrhizae is morphologically identical to those
roots which are colonized naturally by desert truffles
(Fig. 1a, b, ¢).

— In the Aleppo pine and the Cistus species (C. salvifolius,
C. albidus, C. incanus), the three species of desert truffles
T. leptoderma, T. claveryi, and T. boudieri formed an
ectomycorrhiza (Table 1) with a thin, less developed
sheath (Fig. 2) and a well-developed Hartig net that is
inserted between cortical cells. Fungal hyphae have be-
come very septate, forming a pearl structure which
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Fig. 1 a Mycorrhizal roots of
H. ledifolium synthesized with

T. leptoderma showing
endomycorrhizae (E) where the
fungus invades cortical cells (CC)
and forms coils, x640. b
Endomycorrhizal roots of

F. procumbens synthesized with
T. leptoderma infected by
“pelotons”; E endomycorrhizae,
CC cortical cells, x640. ¢
Mycorrhizal roots of H. lippii
inoculated with 7. claveryi
showing endomycorrhizae, the
mycelial mass form a coralloid
ramifications (C), x640. d
Mycorrhizal roots of C. salvifolius
and 7. leptoderma showing
ectomycorrhizae with a well
differentiated Hartig net (HN) that
is inserted between cortical cells
(CC), x640. e Mycorrhizal roots
of P. halepensis and T. leptoderma
showing ectomycorrhizae with a
well-developed Hartig net (HN);
CC cortical cells, x640. f
Mycorrhizal roots of C. albidus
and 7. boudieri showing
ectomycorrhizae, the fungal
hyphae form a pearl structure
which developed within the
intercellular spaces; CC cortical
cells, HN Hartig net, x640. g
Ectomycorrhizal roots of

C. incanus and T. claveryi; HN
Hartig net, CY central cylinder,

%640
developed within the intercellular spaces (Fig. 1d, e f, g,). The seven mycorrhizal host plants exhibited high percent-
By following the penetration of hyphae in the roots, we  age of mycorrhizal colonization regardless of their
may suggest that hyphae passed from cell to cell through- ~ mycosymbiot species, whereas no infection was observed in
out the outer layer of cells (epidermal cells) in order to ~ non-inoculated plants (Table 1).
colonize the other layers of cortical cells. In some Significant differences in plant growth were observed be-

cases, the same hypha penetrated several adjacent  tween the mycorrhizal and the non-mycorrhizal plants. These
cortical cells. However, desert truftfles hyphae spared latter were stunted, chlorotic, and grew poorly. Plant height,
the endodermal and the central cylinder cells. In all  leaf number, leaf length, and shoot dry matter values were
the cases, it is observed that all the non-inoculated  higher in mycorrhizal plants than non-mycorrhizal plants

control plants have shown no evidence of mycorrhi-  (Table 2). Although not quantified, roots of inoculated plants
zal colonization (data not shown). appeared much more developed than those of non-inoculated
@ Springer [
W
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Fig. 2 a Mycorrhizal roots of

P, halepensis and T. leptoderma
surrounded by a thin mantle (M),
x160. b Mycorrhizal roots of

C. salvifolius and T. leptoderma
showing a less-developed sheath
(M), x160. ¢ Mycorrhizal roots of
C. albidus and T. boudieri
enveloped by a less-developed
sheath (M), x160. d Organization
of the outer mantle layer (M) of
T. leptoderma on P. halepensis
roots, x640. e Organization of the
outer mantle layer (M) of

T. leptoderma on P. halepensis
roots, x1600. f Organization of
the outer mantle layer (M) of

T. leptoderma on C. salvifolius
roots, x640. g Organization of the
outer mantle layer (M) of

T. claveryi on C. incanus roots,
X640

ones (data not shown). The different annual and perennial
species of Cistaceae recorded higher values of relative my-
corrhizal dependency compared to the Aleppo pine (Fig. 3).

Discussion

The results of the present work show that Terfezia species are
able to form different types of mycorrhizal associations. The
species T. leptoderma like T. claveryi exhibited a great plas-
ticity to form an endomycorrhiza or a sheathing
ectomycorrhiza with both annual and perennial host plants
in in vivo culture conditions. This is the first report of the
presence of a sheath in P. halepensis, C. incanus, and
C. albidus inoculated by T. leptoderma, T. claveryi, and
T boudieri respectively. The formation of endomycorrhizae
with H. ledifolium and F. procumbens inoculated by

T. leptoderma in in vivo culture conditions was also obtained
for the first time.

Several researchers have discussed the influence of abiotic
factors on the three main types of desert truffle mycorrhiza
organization (endomycorrhizae, ectendomycorrhizae, and
ectomycorrhizae) by focusing mainly on nutritional factors
such as the availability or the source of phosphorus (Fortas
and Chevalier 1992; Navarro-Rddenas et al. 2012), the
interaction between phosphorus level and sensitivity to
auxins (Zaretsky et al. 2006), and the culture conditions
(Gutiérrez et al. 2003). More recently, Navarro-Rodenas
et al. (2013) confirm that the scarcity of the water,
induced a change in the formed desert truffle mycorrhizal
type, which was more intracellular under drought stress.
Whereas, other authors attributed this mycorrhizal
morphotype to biotic factors such as the fungus species
(Chevalier et al. 1984) or the common mycorrhizal type
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Table 2 Mean plant height (centimeter), leaf number, leaf length (centimeter), and DW measurements (gram) of shoots of M and NM plants

Combination Treatment Plant height Leaf number Leaf length Shoot DW
TL/HLe M 18.88+3.73* 11.20+2.66* 1.75+£0.27* 0.028+0.009*
NM 9.71+3.02* 8.45+1.60* 1.08+0.17* 0.0114+0.004*
TL/FP M 7.31+3.06* 15.46+10.30* 1.66+0.62* 0.027+0.020*
NM 3.28+1.39* 9.13+£2.79* 0.75+0.30* 0.008+0.005*
TL/CS M 6.66+2.17* 13.28+1.85% 1.90+0.33* 0.032+0.014*
NM 1.93+0.75* 8.21+£2.45% 0.71£0.22* 0.007+0.003*
TL/PH M 17.64+2.09* 339.40+72.14%* - 0.460+0.138*
NM 12.8242.18* 188.50+48.99* - 0.242+0.067*
TB/CA M 3.54+0.85* 13.73+2.14* 2.13+0.73 * 0.025+0.017*
NM 2.17+0.64* 10.56+1.85* 1.08+0.35% 0.009+0.005*
TC/HLi M 7.21+£4.28%* 11.70+4.00N8 1.71+0.50* 0.019+0.016*
NM 2.63£1.11* 10.40+2.11N8 0.95+0.27* 0.004+0.002%*
TC/CI M 6.05+2.19* 12.17+3.47* 2.08+£0.93* 0.035+0.040%*
NM 3.07+£0.51* 10.00+1.60* 1.11+£0.25% 0.009+0.004*

One-way ANOVA analysis. Values are means=+standard error

NS absence of significance, DWW dry weight, M mycorrhizal plants, NM non-mycorrhizal plants
HLe (H. ledifolium), FP (F. procumbens), CS (C. salvifolius), PH (P. halepensis), CA (C. albidus), HLi (H. lippii), CI(C. incanus), TL (1. leptoderma), TB

(T boudieri), TC (T. claveryi)

*P<0.05, level of significance

of the host plant species involved in the mycorrhizal
symbiosis (Kovacs et al. 2003).

The in vivo mycorrhization has a beneficial effect on the
development of the different host plants inoculated with the
three desert truffle species. The data presented here are in
agreement with previous reports that showed the positive
effects of mycorrhizae on host plant growth (Awameh 1981;
Fortas and Chevalier (1992); Turgeman et al. 2011; Slama
et al. 2012; Navarro-Rddenas et al. 2012). All the host plants
tested in this study seem to depend strongly on their
mycosymbiont for growth. According to Gerdemann (1975),
this mycorrhizal dependence, refers to the degree of plant

= mHLe/TL
3 80 69.28 BFP/TL
$ 70 | 59.49 acs / TL
g:_ 60 : OPH/TL
§ 50 : 47.27 mCA/TB
% 40 : WHLi/ TC
£ +
5 acl/TC
o 30 :
S 20 b4
4 *
= +*
5 10 +
& +*

0 L

Sandy soil

Fig. 3 Relative mycorrhizal dependency (RMD) of the different host
plants inoculated by the three desert truffle species. HLe (H. ledifolium),
FP (F. procumbens), CS (C. salvifolius), PH (P. halepensis), CA
(C. albidus), HLi (H. lippii), CI (C. incanus), TL (T. leptoderma), TB
(T boudieri), TC (T. claveryi)

@ Springer

responsiveness to mycorrhizal colonization by producing
maximum growth or yield at a given level of soil fertility.

Regarding the mycorrhizal colonization, our data show that
all plant partners associated experimentally with the three
Terfezia species expressed high rates of mycorrhization
(Table 1). The remarkable rates of mycorrhizal colonization
observed in 7. leptoderma mycorrhizal partners are quite
logical since the majority of these plant species are natural
host plants of these desert truffle species. Diez et al. (2002)
suggested an edaphic and biotic specificity of Terfezia and
Tirmania species. These desert truffle species exhibited host
specificity especially to Helianthemum species except in
T. leptoderma which was associated with Quercus spp.,
Pinus spp., and Cistaceous plants. According to these authors,
T leptoderma might be either a species with wide edaphic
tolerance and host range or a complex species. These authors
emphasized also that the distribution of desert truffle species
in relation to soil features might therefore just reflect the
edaphic tolerance of their hosts. These observations are con-
sistent with those of Kovacs et al. (2011) on certain host
specificity of some 7. leptoderma lineages to Quercus/
Helianthemum/Cistus or Pinus hosts.

Conclusion
The present study shows the structural versatility of Terfezia

species mycorrhizae formed with both natural and exotic
hosts. These results raise several fundamental questions about



Mycorrhiza (2014) 24:397-403

403

the main biotic factors that control the desert truffle mycorrhi-
zal types. Further studies in greenhouse or field conditions
with a wide range of host plant—desert truffle combinations are
needed to answer the question. The successful gnotoxenic
mycorrhizal synthesis between the desert truffles and the
different host plants will be of greater importance for choosing
the potential host plant, the most adapted to the strong envi-
ronmental conditions of the desert, for planned cultivation of
the Algerian desert truffles.
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons étudié les caractéristiques écologiques et ethnomycologiques
des truffes du désert dans une station a terfez, la diversité morphologique et géenétique des
truffes du désert d’Algérie par approches moléculaires, leurs associations mycorhiziennes avec
différentes espéces végétales et enfin nous avons suivi la germination des ascospores issues

d’ascomes de Picoa lefebvrei.

L’étude des caractéristiques écologiques des truffes du désert dans la station de
Bouchouat (steppe centrale) a montré que les facteurs pédoclimatiques jouent un réle important
dans le développement et la production des ascomes. Ces champignons se développent sur un
sol a texture sablo-limoneuse, non salé, pauvre en matiere organique, en azote et en phosphore
assimilable, bien pourvu en calcaire, a pH ~ alcalin. IIs exigent une pluviométrie > 200 mm
avec des pluies orageuses en Ao(t et des précipitations bien réparties en automne et au
printemps. Leurs plantes hotes naturelles sont deux espéces de Cistaceae, Helianthemum
salicifolium et Helianthemum hirtum var. deserti qui sont accompagnées d’une diversité

d’espéces végeétales.

Au cours des examens macroscopigues des ascomes de Picoa sp., nous avons décelé dans
la gléba de Picoa juniperi la présence d’un mycoparasite dont les caractéristiques
morphologiques se rapprochent de celles de I’ascomycete Melanospora zobelii et dans la
gléba de Picoa lefebvrei, la présence d’un insecte dont la morphologie se rapproche de celle
du liodés, coléoptere mycétophage des truffes.

L’enquéte ethnomycologique menée dans cette station auprés de ramasseurs de terfez
expérimentés ou de simples amateurs de ces champignons nous a fourni de précieuses
informations telles que: la période des précipitations (25 Aolt- 15 Octobre, pluies estivales
accompagnées d’orages) influencant le développement et la production des terfez, la période
de récolte des ascomes (15 Février au 30 Avril ), les indices de repérage des gites, la
profondeur et le nombre d’ascomes par gite, la distance entre la plante hote naturelle et les gites
de I’ascome, les outils utilisés pour déterrer les ascomes et les précautions a prendre pour éviter
les morsures surtout par des vipéres ou des scorpions, une estimation de la quantité de truffes
du désert récoltées par jour et par année, les méthodes de conservation des ascomes apres leur
récolte, leur vente sur les marchés locaux ou internationaux, les préparations culinaires et enfin

leur utilisation en médecine traditionnelle.
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Les résultats de cette enquéte nous ont permis d’identifier cinq espéces de truffes du désert:
Terfezia boudieri (Terfess lakhel), Terfezia claveryi (Terfess lahmar), Tirmania pinoyi
(Belhourech), Picoa lefebvrei (Jaouber lahmar) et Picoa juniperi (Jaouber lakhal).

La caractérisation morphologique et moléculaire de 73 spécimens de truffes du désert,
récoltés de 26 stations productrices de terfez en Algérie, a permis d’établir la cartographie de
cing especes appartenant a la famille des Pezizaceae: Terfezia arenaria, T. boudieri,
T. claveryi, Tirmania pinoyi, T. nivea et deux especes du genre Picoa appartenant a celle des

Pyronemataceae dont I’identité taxonomique n’est pas pleinement claire.

Les analyses phylogénétiques des espaces intergéniques ITS de I’ADNr de plusieurs taxa
de Picoa provenant de différents pays situés sur le pourtour du bassin méditerranéen ont révélé
un degré élevé de variabilité génétique dans I’ensemble du genre et a I’intérieur de ses clades
majeurs au moment ou les séquences du géne de la B-tubuline n’ont supporté aucune structure
phylogénétique au sein du genre Picoa et n’ont manifesté de la sorte aucun pouvoir
discriminant. Les séquences ITS sont donc proposées dans cette étude comme un code-barres
pertinent pour le Picoa. Les résultats de ces analyses révélent une forte affinité taxonomique
entre les deux espéces de Picoa. L’ornementation des ascospores s’est avérée comme 1’unique
critére pouvant délimiter les espéces de Picoa. Cependant, ce caractére morphologique n’est

pas facilement percevable étant donné qu’il dépend de 1’état de maturité des ascomes.

La structure génétique du genre Picoa a travers le bassin méditerranéen semble étre
influencée par les caractéristiques écologiques de leur biotope en particulier, leurs
phytosymbiotes du genre Helianthemum, qui ont pu jouer un role déterminant dans leur
distribution et évolution. La ségrégation génétique des taxa de Picoa algériens est fonction de
la nature bioclimatique de leurs habitats. Cette étude démontre que 1’évolution biologique des
Picoa d’Algérie est basée principalement sur les stratégies d’adaptations écologiques

développées face aux contraintes environnementales de chaque écosysteme.

Les résultats de cette étude confirment encore une fois la forte liaison présente entre les
especes de Picoa et Geopora, plus particulierement Geopora cooperi et supportent pleinement

I’affiliation du genre Picoa a la famille des Pyronemataceae.

Les analyses phylogénétiques effectuées sur les espaces intergéniques ITS de ’ADNr
provenant de plusieurs taxa de Terfezia et Tirmania d’Algérie ont révélé une remarquable
variabilité génétique inter- et intraspécifique y compris pour certains spécimens récoltés dans la

méme station. La répartition génétique des taxa ne présente aucun lien avec 1’origine
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géographique, bioclimatique ou encore les exigences édaphiques mais peut refléter
probablement une spécificité vis-a-vis de la plante héte ou plus précisément son type
morphologique ou biologique. Ce phénomene a été pleinement noté chez Terfezia claveryi qui

s’est avérée comme ’espéce présentant la plus grande variabilité intraspécifique.

L’¢tude des associations mycorhiziennes entre six especes de truffes du désert et dix
especes végetales révéle que la morphologie des mycorhizes différe selon le type biologique de
la plante hote. En effet, les Thérophytes (H. ledifolium) et les Chaméphytes (F. procumbens et
H. lippii) forment avec T. leptoderma et T. claveryi des endomycorhizes terfezioides typiques
tandis que les Phanérophytes (P. halepensis, A. raddiana, C. salvifolius, C. albidus, C. incanus,
C. crispus) forment avec quatre espéces de Terfezia et deux espéces de Tirmania des
ectomycorhizes avec un manteau peu développé et un réseau de Hartig bien différencié. Ces
résultats montrent la grande plasticité des espéces de Terfezia pour former des endomycorhizes
ou des ectomycorhizes a manteau avec divers phytosymbiotes in vivo. La morphologie des
mycorhizes formée par les terfez semble étre déterminée par la plante héte en fonction de ses

exigences nutritionnelles ou de sa stratégie de survie face aux conditions environnementales.

Ce sont les premiers résultats qui révelent la présence d’un manteau fongique formé par
les truffes du désert dans les ectomycorhizes des Phanérophytes et la formation

d’endomycorhizes chez H. ledifolium et F. procumbens inoculés par T. leptoderma.

La mycorhization a un effet bénéfique sur la croissance des plantes et la production de
biomasse, ainsi que sur les teneurs relatives en eau et en chorophylles. Le gain de biomasse est
>100 % et les valeurs de I’indice de dépendance mycorhizienne sont élevées chez la plupart
des plantes mycorhizées.

Quant a la germination des ascospores de Picoa lefebvrei, elle est obtenue difficilement, et
pour la premiere fois, sur le milieu Oddoux apres une phase de latence de 120 jours et un taux

de germination trés faible.
En perspectives, il serait utile :

- d’effectuer des études ultra-structurales des ascospores de Picoa afin de delimiter clairement
les espéces appartenant a ce genre ;

- d’étudier par des approches de biologie moléculaire des relations qui existent entre les truffes
du désert et leurs différentes plantes hotes ;

- et enfin envisager la production a grande échelle de plants mycorhizeés par des truffes du

désert en conditions controlees afin de les transplanter sur le terrain.
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