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Résumé &mdash; Les performances au champ des plants mycorhizés par la truffe sont limitées par l’hétérogénéité du maté-
riel végétal jusqu’ici issu de semis. L’utilisation d’individus sélectionnés multipliés in vitro et de matériel fongique cloné
permet de pallier ces inconvénients. Il est possible maintenant de réaliser l’association mycorhizienne entre divers
chênes (Quercus robur L, Q pubescens Willd) et la truffe (Tuber melanosporum Vitt), aussi bien en conditions axé-
niques que gnotoxéniques ; toutefois la multiplication du chêne pubescent en grandes quantités nécessite certaines
améliorations techniques.

Quercus robur L / Quercus pubescens Willd / culture in vitro / synthèse axénique / synthèse gnotoxénique /
Tuber melanosporum Vitt / vitroplant

Summary&mdash;Controlled mycorrhization of Quercus robur L and Quercus pubescens Willd with Tuber

melanosporum Vitt. The results in the field of plants carrying truffle mycorrhizae are limited by the heterogeneity of
plant material which, up to now, has originated from seedlings (fig 1). The use of selected oak clones, multiplied in vitro
and that of clonal "fungal" material should make it possible to reduce these disadvantages. From now on, it will be
possible to achieve the mycorrhizal association between different oak species (Quercus robur L, Q pubescens Willd)
and the truffle (Tuber melanosporum Vitt), both in "axenic" and in "gnotoxenic" conditions (fig 2). Nevertheless, the in
vitro multiplication on a large scale of Quercus pubescens requires further technical improvement.

Quercus robur L / Quercus pubescens Willd / in vitro culture / axenic synthesis / gnotoxenic synthesis / Tuber
melanosporum Vitt / vitroplant

INTRODUCTION

L’utilisation de grandes quantités de plants
(chênes et noisetiers) mycorhizés par la truffe

(Tuber melanosporum Vitt) en conditions contrô-
lées a permis à la trufficulture française de partir
sur de nouvelles bases (Chevalier et Grente,
1979). Bien que de bons résultats aient été obte-
nus (Chevalier, 1983), les performances du
matériel végétal seraient cependant meilleures si
les plants commercialisés actuellement pou-
vaient être plus homogènes.

Sur le plan phénotypique, un certain nombre
de critères comme la forme des arbres, la

vigueur, la précocité de débourrement, la sensibi-
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lité au gel, la résistance aux maladies, la résis-
tance au calcaire, etc. s’avèrent très variables.
Au niveau racinaire, cette variabilité se répercute
sur l’aptitude à la mycorhization et, par consé-

quent, sur la production de truffes.
Certes, un début de sélection du matériel

végétal a bien été entrepris depuis plusieurs
années (Chevalier et Grente, 1979). Par ailleurs,
dans la mesure du possible, les graines et les
corps fructifères destinés à la préparation des
plants mycorhizés ont été différenciés en fonc-
tion de leurs origines géographiques et écolo-
giques. Malgré tout, cette sélection s’est révélée
insuffisante, d’une part à cause du mode de mul-
tiplication des plants truffiers qui proviennent de



semis de glands et d’autre part à cause de l’hété-
rogénéité du matériel fongique servant d’inocu-
lum (suspensions sporales obtenues par broyat
de mélanges d’ascocarpes).

L’élaboration d’un plan de sélection efficace
implique simultanément : la production de clones
d’essences truffières, la production de clones de
Tuber, la réalisation de l’association mycorhizien-
ne en conditions contrôlées.

Depuis le début des années 70, l’INRA de
Clermont-Ferrand dispose de clones de différents
Tuber d’origines géographique et écologique
variées, susceptibles d’être multipliés aussi bien
en milieu solide que liquide (Chevalier, 1972). A
partir de 1972, des synthèses axéniques ont pu
être réalisées entre des plantules issues de
semis et des cultures mycéliennes de différents
Tuber (Chevalier, 1973 ; Palenzona et al, 1972).
L’étape suivante a été la mycorhization par la

truffe, en conditions gnotoxéniques, de clones de
chênes obtenus par bouturage (Chevalier et al,
1978).

Avec la production récente de chênes pédon-
culés par micropropagation à l’université de

Nancy (Favre et Juncker, 1986) et leur mycorhi-
zation in vitro par divers Basidiomycètes (Lei et
Dexheimer, 1987), les conditions favorables se
sont trouvées réunies pour renouveler l’expérien-
ce avec la truffe.

Nous rappelons qu’un travail similaire sur le
noisetier est effectué par l’équipe de l’INRA de
Bordeaux (Salesses et al, 1989).

Les raisons du choix des chênes tiennent éga-
lement au fait qu’ils constituent d’excellentes
essences truffières, notamment le chêne pubes-
cent. Cette espèce présente certains avantages
par rapport au noisetier : une meilleure résistan-
ce à la sécheresse, un drageonnement nul ou
faible, une sensibilité faible aux maladies (excep-
té l’oïdium), une croissance et même une produc-
tion précoces de truffes dans certains sols.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel

Les vitroplants

Deux espèces de chênes sont cultivées in vitro :
Q robur et Q pubescens. Les vitroplants de Q robur
sont obtenus par micropropagation de boutures issues
de semis de glands provenant de l’Arboretum du
CNRF de Champenoux et cultivés sur milieu de Favre
et Juncker (1986) (fig 1). Ceux de Q pubescens, trans-
mis par l’INRA de Clermont-Ferrand, sont obtenus par
la même méthode, mais sur un milieu dérivé de celui
de Murashige et Skoog (1962). Les vitroplants sont

cultivés sur milieu de multiplication pendant 5 à 6
semaines, puis, après induction racinaire, sont transfé-
rés sur milieu d’expression qui ne diffère du milieu d’in-
duction que par l’absence d’auxines et par l’adjonction
de charbon actif.

Les vitroplants âgés de 3 mois présentent une par-
tie aérienne à 2 vagues de croissance en moyenne et
un système racinaire bien développé.

Le partenaire fongique

Deux types d’inoculum sont testés : des suspensions
d’ascospores obtenues par broyage de fragments de
carpophores (Chevalier et al, 1973) ; des cultures

mycéliennes sur milieu gélosé identique à celui utilisé
classiquement à l’INRA de Clermont-Ferrand (Cheva-
lier, 1972).

Mycorhization contrôlée

Les synthèses

La mise en présence du champignon et des racines de
la plante est réalisée soit directement in vitro (condi-
tions axéniques), soit à la sortie des tubes de culture
(conditions gnotoxéniques).

Synthèse axénique
Elle est effectuée en boîte de Petri carrée (11,5 cm de
côté) sur un milieu de culture gélosé analogue à celui



déjà utilisé pour les synthèses avec T melanosporum
en conditions hydroponiques (Chevalier et Desmas,
1977) (fig 2).

Les plantules sont sorties stérilement des tubes
sous hotte à flux laminaire ; les racines sont lavées à
l’eau distillée stérile pour les débarrasser de la gélose ;
les vitroplants sont alors transférés dans les boîtes de
Petri et des fragments de culture mycélienne sur agar
(1cm2) sont plaqués sur les racines.

Les boîtes de Petri sont alors scellées avec du
papier adhésif pour éviter la dessication du milieu de
culture et déposées en chambre d’incubation. Ce sys-
tème permet un suivi facile de la mycorhization.

Synthèse gnotoxénique
Les vitroplants âgés de 3 mois sont préalablement
acclimatés en mini-serre, pendant environ 2 mois,
sur un substrat composé de tourbe et vermiculite
(1/3 : 2/3 v/v).

Le substrat est stérilisé une 1re fois à 120 °C pen-
dant 30 min, puis une 2e fois, 24 h plus tard, après
imbibition avec une solution nutritive (Coïc et Lesaint,
1973).

La transplantation se fait rapidement, compte tenu
des effets néfastes du desséchement, après lavage
des racines pour les débarrasser de gélose. Les plan-
tules sont maintenues dans l’atmosphère confinée de
la mini-serre jusqu’au début de la reprise (environ 1

mois), puis le couvercle de la mini-serre est ouvert pro-
gressivement pour les habituer à une atmosphère plus
sèche.

Après acclimatation, les plantules sont transférées
en conteneurs INRA M (Ricadacker, 1986), dans un
mélange à base de tourbe et de vermiculite dérivé de
celui utilisé pour la production de plants mycorhizés à
grande échelle (Chevalier, 1984). L’inoculation est réa-
lisée au moment du repiquage par apport de la sus-
pension sporale au contact du système racinaire.

Conditions de culture

En conditions axéniques, les boîtes de Petri sont
maintenues au laboratoire sous tubes fluorescents en

lumière continue, à température ambiante. En condi-
tions gnotoxéniques, les conteneurs sont placés en
serre vitrée, non climatisée, à la lumière naturelle ; l’ar-
rosage est effectué à l’eau du robinet.

Techniques de contrôle

Le contrôle de la mycorhization s’effectue sous la

loupe binoculaire, à travers le couvercle de la boîte de
Petri. Des échantillons, destinés à l’observation cytolo-
gique, sont prélevés. Les techniques utilisées pour la
microscopie électronique à transmission sont celles
décrites par Dexheimer et al (1986). Des coupes semi-
fines, réalisées à partir de matériel destiné à la micro-
scopie électronique, sont recueillies sur une lame de
verre, colorées au bleu de toluidine à pH alcalin et
observées en microscopie photonique.

RÉSULTATS

Synthèse axénique

Dès le 28e jour après l’inoculation, il est possible
d’observer les premières mycorhizes en forme de
massues de couleur marron clair typiques (fig 3).
Le pourcentage de plants mycorhizés est de
l’ordre de 22%. Ce taux relativement faible s’ex-

plique par la prolifération de bactéries. Celles-ci
sont issues de certains isolats de Tuber car elles



leur sont associées ; toutefois, des contamina-
tions lors des manipulations peuvent intervenir
malgré les précautions prises. Il en résulte une
réduction notable ou même la suppression de la
croissance du champignon. Cependant, les sys-
tèmes aérien et racinaire des vitroplants sont cor-
rectement développés.

Synthèse gnotoxénique

Le contrôle a lieu durant la 1re quinzaine de sep-
tembre, soit un peu plus de 4 mois après l’inocu-
lation. Le système racinaire est bien développé
et abondamment ramifié ; des grappes de myco-
rhizes sont localisées dans la partie supérieure
du système racinaire. Le pourcentage de plants
mycorhizés est de l’ordre de 85%. Le substrat de
culture assure donc à la fois une croissance
satisfaisante des plants et une bonne mycorhiza-
tion. Les mycorhizes obtenues sont de couleur
marron et lisses. Le fait qu’au moment du contrô-
le elles soient déjà très ramifiées indique que la
mycorhization n’est pas récente.

Contrôle des mycorhizes obtenues

L’examen des coupes semi-fines au microscope
photonique révèle un manteau formé de plu-
sieurs couches et, entre les cellules corticales,
un réseau de Hartig bien développé (fig 4). Ces
observations sont confirmées par l’étude en

microscopie électronique. Le manteau externe
est constitué de 5 à 7 couches de cellules mortes

dont les sections sont plus ou moins allongées
(fig 5 et 7). Fréquemment des bactéries leur sont
associées (fig 7). Le manteau interne est formé
de cellules vivantes, de sections également
allongées (fig 5 et 6) et qui présentent parfois
entre elles des masses denses aux électrons

(fig 6). En continuité avec le manteau (fig 6),
le réseau de Hartig est également constitué

d’hyphes vivantes entourant les cellules corti-
cales fortement vacuolisées (fig 8).

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les observations macroscopiques complétées
par celles du microscope photonique et électro-
nique confirment l’identité des mycorhizes et leur
similitude avec celles observées dans la nature
ou synthétisées en conditions axéniques ou gno-
toxéniques (Chevalier, 1973 ; Chevalier et al,
1973 ; Pargney et Leduc, 1990).

Après les résultats de Grellier et al (1984),
Strullu et al (1984), Strullu et al (1986), Poisson-
nier (1986), Lei et Dexheimer (1987), Reynoird et
Strullu (1987), ceux obtenus ici démontrent que
la voie du clonage par micropropagation asso-
ciée à la mycorhization contrôlée pourrait être
une solution d’avenir pour le chêne et la truffe.



Nous maîtrisons maintenant les phases de
multiplication in vitro des chênes pédonculés et
pubescents, de mycorhization contrôlée et de
sortie de l’in vitro. Toutefois, l’allongement du
chêne pubescent nécessite encore l’amélioration
de certaines conditions de culture (par exemple,
la température). La truffe peut être associée au
matériel végétal aussi bien in vitro qu’à la sortie
du tube.

Les clones produits in vitro peuvent être inocu-
lés ou éventuellement remis sans symbiote,
après sevrage, aux pépiniéristes qui auraient
alors la possibilité d’appliquer leur propre tech-
nique d’élevage et de mycorhization. Il reste à
évaluer les potentiels trufficoles de ces vitro-

plants mis au champ ; il faut également les com-
parer à ceux des vitroplants issus de chênes à
forte production de truffes. Ces deux objectifs
doivent constituer la prochaine étape de notre
travail.
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