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Contexte Que sont les truffes?

Les truffes sont des champignons ascomycetes
formant des associations symbiotiques
ectomycorhiziennes avec des arbres et arbustes

~ 180 especes de truffes dans le monde

Truffe noire du Périgord P 500-1000 €/Kg
Truffe noire de Chine Rl 50-100 €/Kg
Truffe de Bourgogne TSR 300-600 €/Kg
Truffe blanche du Piémont [ Tuber msgnatum 2000-6000 €/Kg




Distribution naturelle de trois truffes Européennes

Tuber melanosporum Tuber magnatum Tuber aestivum

«F "
A

: Toute I'Europe
France, Italie, Espagne Italie, Croatie, Hongrie,

France...

Ces différences de distribution géographique peuvent étre dues a:
-leurs exigences écologiques (climat, caractéristiques du sol...)
-leur taux de diversité génétique

-leur histoire démographique



Contexte Le cycle biologique de la truffe noire

=

Une année sous
un arbre nourricier

Le chien plutdt que le cochon.

.. Les trufficulteurs préferent
utiliser des chiens, trés
sensibles a 'odeur de

a truffe, parce que plus
dociles et moins gloutons
que les porcs.

HIVER

HIVER &
Maturité de la t?nffe

y #‘,\,ﬁ&ﬂ_«%
Dissémination des asques |

Asque non

et orage
fermée

* d'automne

Germination des spores.

O « Tube

r melanosporum » est

© Les premiéres hyphes

déterrée et son enveloppe, germent et partent compatibles se rencontrent, dans des conditions
le péridium, brisée. a la recherche des radicelles. inconnues.

@ Les spores se dispersent dans © Au contact des radicelles, @ La truffe croft gréce aux sucres fournis par I'arbre
le sol par digestion de |a truffe par les mycorhizes se forment et aux pluies de fin d’été. Les asques se forment.
les micro-organismes du sol, ou par dialogue moléculaire @ Une nouvelle truffe apparait. Les mycéliums
par les excréments des animaux. entre le champignon et I'arbre. formateurs meurent.

ETTYLATCN




La symbiose mycorrhizienne: un kit de
survie pour les arbres

Contexte

(A) Ectomycorrhizal Transversal section (B) stained WGA (Wheat
Germ Agglutinin)-FITC to localize chitin in the fungal cell wal



Le cycle biologique des truffes

Tuber excavatum and T. aestivum (Selosse et al., 2004)

T. maculatum (Bidartondo et al., 2004)

Endomycorhizes typiques du point de vue
morphologique avec les orchid ées!




Le cycle biologique des truffes

Production de truffes en vase (Tuber maculatum)... (Fassi et Fontana, 1969)




Contexte

La production de truffe noire en France

Chute de production au cours du XXeme siecle
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Contexte

Depuis 40 ans I'INRA investi dans les recherches sur les truffes

Licence de savoir faire pour la production de plants mycorhizés

-> Révolution dans la culture des truffes

1972 : licence de savoir faire avec la pépiniére
AGRITRUFFE pour la production de plants mycorhizés
avec les truffes noires

1996 : Ouverture de la licence truffes noires aux
pépiniéres ROBIN

2010: licence de savoir faire avec les pépiniéres ROBIN
pour la production de plants mycorhizés avec la tuffe
blanche




Ascocarpes

5- Plantation des vergers truffiers ~ 4- Commercialisation des plants

Processus de production des plants

Contexte o
mycorhizés
Inoculum
spores

6 a 18 mois

Ectomycorhizes

1- Mycorhisation _
Plantules controlée 2- Croissance en serres

3- Contrdle qualité de la
mycorhisation

controlés



Contexte La trufficulture: une vraie culture

Taille des arbres

Jusgqu’a 200-300 heures de travail par ha



La filiere trufficole en France

Contexte

Féderation Francaise des Trufficulteurs (> 5000 adhérents; Président M. Tournayre)
Pépiniéristes, Conserveurs, Restaurateurs, Hotellerie...
Impact économique estimeé en France (production 50t) = ~100 millions d’€

Dans 'UE = ~1 milliard d’'€

Mycorrhiza
DOI 10.1007/s00572-014-0593-4

COMMENT Filiere dynamique
~ 1000 ha/an de nouvelles plantations

Forty years of inoculating seedlings with truffle fungi: past
and future per spectives

ROBIN

Claude Murat Fig. 1 Number of sold seedlings 7777 AGRITRUFFE
inoculated with truffles by 150,000 -
AGRITRUFFE (dotted line) and
ROBIN (solid line) nurseries
since 1973 and 1996,
respectively, in the frame of the
know-how license
INRA/ANVAR

100,000 -

50,000 -

Number of sold seedlings

0
1973/1974  1978/1979  1983/1984  1988/1989  1993/1994  1998/1999  2003/2004  2008/2009

Season of production




Contexte La trufflculture,: |mpa.cts économiques
et écologiques

Truffieres: agroforesterie a haute valeur ajoutée

Modification du paysage

Valorisation des terres pauvres

Barrieres a feu en Espagne




La trufficulture: impacts économiques
et écologiques

Contexte

Les truffieres favorisent la biodiversité

60
50 -

40 - |
30 -

50 4 W Richness

| |
i lE
AT

Culture Guarrige Culture d'oliviers Vignes Trufficres
céréaliere

3,5

W Shannonindex (H)
1,5 -

3,5

Culture cercalicre Guarrige Culture d'oliviers Vignes Trufficres

Therville et al. 2013



Processus de production de truffes
noires

Contexte

Hétérothallique

Mycelium haploide paternel

Mycelium haploide maternel
MATI1 ou MAT2

MATI1 ou MAT2

_ Verrou 1: initiation de Verrou 2: croissance des _ _
Plantation la reproduction sexuée truffes liées a l'arbre Dispersion
des spores




Processus de production de truffes
noires

Contexte

Exemple:
Sécheresse
_ Verrou 1: initiation de Verrou 2: croissance des _ _
Plantation la reproduction sexuée truffes lieées a I'arbre Dispersion

| des spores

Entretien des plantations Entretien des plantations
Irrigation Irrigation +
Taille ? Taille
Travail du sol ) Travail du sol

Adapatation génétique Adapatation génétique



Contexte

Gestion des aléas
climatiques (eau,
gel) en tenant
compte des
changement globaux

Techniques culturales et
sylviculture truffiere,
restauration de
truffieres naturelles

Questions de la
filiere trufficole

truffes et

du sol

Utiliser les ressources génomiques
acquises
pour mieux comprendre la
physiologie des arbres
sous contraintes biotiques (symbiose
et pathogénie) et abiotiques

Axes structurants et
objectifs de 'UMR IAM

WP1 : Integrative WP2 : Forest
Axes thématique du labex Biology and Function &
q Tree-Microbe Dysfunction

ARBRE Interfaces

Finalités thématiques de I'INRA
Adapter l'agriculture et la
forét au changement
climatique et réduire leur
contribution a I'effet de serre

Compétition entre

microorganismes

Analyser les interactions entre
microorganismes
pour mieux prendre compte la
complexité et le réle
des communautés microbiennes
dans les écosystemes forestiers

Les questions que se posent la
filiere trufficole

Développer les
outils moléculaires
pour étudier le
cycle biologique in
situ et éviter les
fraudes

Améliorer la
qualité des plants
mycorhizés et les

protocoles de

plantations

Naissance des
truffes et leur
nutrition

Développer la génomique
structurale
pour découvrir de nouveaux
mécanismes d’interaction
biotique et
pour caractériser de nouvelles
fonctions cellulaires

WP3 : Wood WP4 : Meso-and macro-
Products & scale models, tools and
Properties options for decisions

on environmental services

Minimiser les risques,
quantifier et maximiser les
services éco-systémiques de
I’agriculture et de la forét




TUBEREVOL: Comparative Genomics of Truffle Species and the Evolution
Ectomycorrhizal Symbiotic Genomes

Claude Murat, Annegret Kolher, Emmanuelle Morin, Thibaut Payen, Francis Martin - INRA Nancy
P. Wincker et al. - Génoscope

l. Grigoriev et al. - DOE Joint Genome Institute

P. Bonfante et al. - University of Turin

D. Wipf and V. Molinier — University of Dijon

A.Zambonelli, S. Boutahir, M. lotti — University of Bologna

G. Bonito, R. Vilgalys — Unversity of Duke

J. XU — University of Kunming

Tuber Genome consortium




Etudier I'évolution des génomes fongiques en fonction de leurs stratégies de vie
(saprotrophes versus mycorhiziens)

DOE JOINT GENOME INSTITUTE
Sreict oF seince

nature Vol 452 |6 March 2008 |doi:10.1038 /nature06556
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Perigord black truffle genome uncovers evolutionary
origins and mechanisms of symbiosis
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Tuber Genome Consortium — Alba Workshop (12-14 October 2009)




TUBEREVOL: Comparative Genomics of Truffle Species and the Evolution
Ectomycorrhizal Symbiotic Genomes

Species Material DNA RNA Genome size Sequencing
centre
Tuber aestivum  Fruiting body complete Complete 145 Mb Génoscope
Tuber borchii Mycelium Sequencing Sequencing ? JGI
Tuber brumale  Fruiting body Assembly onging Complete LED 1l INRA
estimated
. o 147 Mb INRA - Univ
Tuber indicum Fruiting body Complete Complete estimated Kunming
Tuber magnatum Fruiting body Complete Complete 190 Mb INRA - UNITO - JGI
Tuber lyonii Mycelium Sequencing Sequencing ? Duke Univ.
e Mycelium complete Complete 125 Mbp Génoscope
melanosporum

Payen, Murat, Bonito (2014). Truffle phylogenomics: new insights into truffle evolution and truffle life cycle. In
Genomics of Plant-Related Fungi (edt, F Martin) Advances in Botanical Research



TUBEREVOL: Comparative Genomics of Truffle Species and the Evolution
Ectomycorrhizal Symbiotic Genomes

N50
Size # scaffold % of #of #of 248 CEGMA  Sequencing
Species (Mb) scaffold (Mb) TE genes genes Strategy
Tuber aestivum 145 3244 0,4 49 9 344 239 454
Tuber magnatum 192 1283 1,8 58 9433 234 lllumina, 454

Tuber
melanosporum 125 398 0,6 58 10 763 239 Sanger




Pourquoi étudier les génomes des truffes?

1) Utiliser les ressources genomiques pour comprerel
pourguoi ces champignons forment:

- des symbioses ectomycorhiziennes et dans certagas des
symbioses endomycorhiziennes avec les orchidées

- des ascocarpes ayant des qualités organoleptigugs
particulieres

-> Comparer le genomes des truffes a celui d’autres
champignons pézizomycetes



Génomigue comparative au sein des Pézizomycetes

Tuber aestivum ECM
Tuber magnatum ECM

Tuber melanosporum ECM

Choiromyces venosus ECM

— N
Morchella conica S
— I
Pyronema confluens S
I Terfezia boudieri MYC
Ascobolus immersus S
| | | I | |
500 400 300 200 100 0 G 50 160G 150 200

Genome size in Mbp

Age in Mya



Pourquoi étudier les génomes des truffes?

2) Utiliser les ressources génomigques pour mieuxmaaitre
le cycle biologique des truffes



Utiliser le génome de T. melanosporum pour mieux comprendre son cycle biologique

Quelle est I'origine de I'larome de

Questions scientifiques méritant d’étre abordées pour espérer augmenter la production
Q-“ =3 ;\ ) e @ \V] S Le chien plutdt que I h
’ 0 la truffe: le champignon Tuber ou

P o, Les trufficulteurs préferent
v utiliser des chiens, trés
\ sensibles a I'odeur de ,
| "\ la truffe, parce que plus i i
dociles et moins gloutons blen Ies baCterles
que les porcs.

-
Une année sous
un arbre nourricier*

Comment aider et préserver les
ascocarpes durant leur
grossissement et leur maturation?

HIVER
, o

| Maturité de la truffe

HIVER
o :

Dissém}nalion des asques

@Spme

D’ou vient le carbone de I'ascocarpe ?
Comment les techniques culturales
permettent de contrecarrer les stresses
environnementaux ?

Quels sont les facteurs favorisant
la germination des spores ?

2 *Asquenon ‘S . : NS t orage
T .‘d'automne

fermée
Croissance

sséminalion des spores | \ 4 - ) <
S — lyp = r \ - =
— ; > de la truffe (ascoca

Ceci est important pour la production de
plants mycorhizés mais aussi dans les
truffieres E

Comment la truffe interagit-elle 3

avec l'arbre?

@ Alafin de I'été, deux mycéliums male et femelle

compatibles se rencontrent, dans des conditions .
inconnues.

Est ce que toutes les truffes ont le méme
comportement (« boite a outils ») pour ~
établir et maintenir la symbiose?

© « Tuber melanosporum » est O Les premiér% hyphes
déterrée et son enveloppe, germent et partent
le péridium, brisée. a la recherche des radicelles.
@ Les spores se dispersent dans @ Au co ifact des radicelles, @ La truffe croit grace aux sucres fournis par |'arbre
le sol par digestion de la truffe par les mycorhizes se forment et aux pluies de fin d'été. Les asques se forment.
les micro-organismes du sol, ou par dialogue moléculaire @ Une nouvelle truffe apparait. Les mycéliums
par les excréments des animaux. entre le champignon et l'arbre. formateurs meurent. :

Comment peut-on promouvoir la
reproduction sexuée ?

ETYLASON

Quelle est la distribution des génotypes des deux types

Quelle est la taille et la durée de vie des
de compatibilité sexuel dans les truffieres?

génotypes de truffes ?
Est ce que la truffe investie plus dans la reproduction végétative ou Ou sont les mycélium maternel et paternel? Quels sont
les facteurs favorisant I'initiation de la reproduction
sexuée ?

sexuée -> génétique des populations
Quel est I'impact du réensemencement?

Quels sont les effets des techniques culturales sur le cycle biologique?

Est ce que les truffes sont capables de s’adapter aux stresses environnementaux?
Comment la microfaune et les microbes (bactéries, levures, champignons) influencent le cycle biologique?



Utilisation des resources génomiques pour identifier des marqueurs moléculaires
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Marqueurs moléculaires neutres
-> microsatellites

Génes fonctionnels
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Table 4
Characteristics of the 27 $5Rs foci selected for T medanosparum and analysed on 139 isolates. (=}
LTt
SSR nzme Locatisation Na Size range (bp) He* r
08ssTmel 1 Intergenic region 18 278-304 0534
09ssTmelsd Intergenic region 4 314-318 0.362 - oo
OBssTmedd Intergenic region 3 131-135 0.0682 2 (I Nt
0BssTmead Intergenic region E) 112-116 0280
OBssrmell Intron 4 270-282 0.253 lh‘:l
08ssTme27 Intergenic region -} 273-293 0.163 o
08ssrmenz Intergenic region 14 138-183 0476 —  — + w o —
OBssTme0g Iatergenic region 13 265-319 0727 L -_- - = AP s " }
0BssTmET UTR 2 139-143 0.236 z g Flpoy | N T T .
(EssTmel3 Intergenic region 2 117-118 0475 2% yOU WRLSER Ed1 ¥ & & I
OBssTme2d Intergenic Tegion 4 308-314 0354
0BssTmel4 Intergenic region 5 145-157 0.506 Wk i
0BssTme30 Intergenic region 5 AST-A67 0291 Te e
08ssTmed2 Intergenic region 13 315-340 0,208 .
Tm16_ATA12 Intergenic region 4 160-178 0124 W
Tm21_ATA2E TE 14 255-366 0637 H
Tm241_TAA17 TE 4 250-250 0.200 RUbInI Et al 2011
Tm2_TAT15 Intergenic region 16 144-231 0815
TmAag_TATIS Intergenic region [ 204255 0404
Tm112_TAT19 {TAT)10 Intron [:3 248-323 0305
Tma_ATCA12 [ATCA)I2 Intergenic region 9 302-354 0452
Tm1_ATTG1S [ATTGI8 Intergenic region 12 304-372 0.768
Tm75_GAAAT4 [GAAA)T4 Intergenic region 7 315-355 0.465
Tm127_TITAL4 TTTAJEA TE 13 152-204 0681
Tm22_CCTCATLY {CCTCATNT Intergenic region 7 312-354 0607 . .
Tm269_TGITGC15 (TGTTCO)1S Intergenic region 10 338-308 0.4
OBssTmel8 {ATHT[AT12 J:\tcgc:u'c Icgicm 2 141-143 0304 B revet I n t e r n a t I O n a I

= Number of alleles observed.
® He = expected ity. As expected, no

was abserved due to the fact that the fruiting body is farmed by & haploid mycelium [Riccioni et al, 20081,

C. Murat ot ol | Fungal Genetics and Biolagy 48 {201 1) 502-601



Utiliser le génome de T. melanosporum pour mieux comprendre son cycle biologique

Questions scientifigues méritant d’étre abordées pour espérer augmenter la production
Quelle est I'origine de I'larome de

Une année sous %" W Lo la truffe: le chamoi Tub
3 \ ti :
i ] T A truffe: ‘e champignon Tuber ou
e bien les bactéries

que les porcs.

HIVER . .
() HIVER o Comment aider et préserver les

e S Lttt e o e ascocarpes durant leur
| grossissement et leur maturation?

Quels sont les facteurs favorisant
la germination des spores ?
D’ou vient le carbone de I'ascocarpe ?

Comment les techniques culturales

Ceci est important pour la production de
plants mycorhizés mais aussi dans les @ permettent de contrecarrer les stresses
Asque non AL : L MmN torage environnementaux ?
N % . d'automne

truffiéres fermée

ssémmallon tles spores | S 4 - . T | Croissance
< e yp — P ¥ = =
— ; : de la truffe (ascoca

Comment la truffe interagit-elle
avec l'arbre?

Est ce que toutes les truffes ont le méme
comportement (« bonte a outils ») pour

Comment peut-on promouvoir la
reproduction sexuée ?

@ Les spores se dispersent dans @ Au contact des radicelles, © La truffe croit grace aux sucres fournis par I'arbre
le sol par digestion de la truffe par les rr»/corhlzes se forment et aux pluies de fin d'été. Les asques se forment.
les micro-organismes du sol, ou pardialogue moléculaire @ Une nouvelle truffe apparait. Les mycéliums

par les excréments des animaux. entre le champignon et I'arbre. formateurs meurent. :

ETYLASON

Quelle est la taille et la durée de vie des - Quelle est la distribution des génotypes des deux types
génotypes de truffes ? de compatibilité sexuel dans les truffieres?
Ou sont les mycélium maternel et paternel? Quels sont
les facteurs favorisant I'initiation de la reproduction
sexuée ?

Est ce que la truffe investie plus dans la reproduction végétative ou
sexuée -> génétique des populations

Quel est I'impact du réensemencement?

Quels sont les effets des techniques culturales sur le cycle biologique?
Est ce que les truffes sont capables de s’adapter aux stresses environnementaux?
Comment la microfaune et les microbes (bactéries, levures, champignons) influencent le cycle biologique?



Site d’étude

Truffiere expérimentale de Rollainville (Vosges)
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melanosporum) investigated with neutral microsatellites and
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Site d’étude

Toutes les truffes cartographiées durant 4 ans
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Distribution des génotypes : tissu maternel

H G F E

|GENOTYPES Nouveau ancien

2010/2011 10 10
....................... 2011/2012 13 0 5
o o 2012/2013 5 3 2
R e ), S e 12 6 6
..... ....... ......... . 4 TOTAL 30

Seulement 6 génotypes sur 30
retrouvés plus d’une saison
-> renouvellement des génotypes

Distribution non aléatoire des
génotypes des deux types
sexuels

2013-2014



Utiliser le génome de T. melanosporum pour mieux comprendre son cycle biologique
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@ Les spores se dispersent dans O Au cogXa/ct des radicelles, © La truffe croit grace aux sucres fournis par I'arbre

le sol par digestion de la truffe par les mycorhizes se forment et aux pluies de fin d'été. Les asques se forment.

les micro-organismes du sol, ou parialogue moléculaire @ Une nouvelle truffe apparait. Les mycéliums

par les excréments des animaux. entre le champignon et I'arbre. formateurs meurent. :
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reproduction sexuée ?
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génotypes de truffes ?
Ou sont les mycélium maternel et paternel? Quels sont

Est ce que la truffe investie plus dans la reproduction végétative ou
sexuée -> génétique des populations les facteurs favorisant I'initiation de la reproduction
sexuée ?

Quel est I'impact du réensemencement?

Quels sont les effets des techniques culturales sur le cycle biologique?

Est ce que les truffes sont capables de s’adapter aux stresses environnementaux?
Comment la microfaune et les microbes (bactéries, levures, champignons) influencent le cycle biologique?




Nouvelles techniques de séquencgage

-> baisse importante des colts de séquencage

I History of DNA Sequencing Technologies |
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Fig. 1.4 Graph of sequencing costs per genome (estimated on a genome the relative size of the

human genome ), Moore’s law (hyvpothetical computer industry that predicts the doubling of tech- ~ V4
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From White In L.-J.C. Wong (ed.), Next Generation Sequencing: Translation to Clinical Diagnostics, 3
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Meta-taxonomie : étudier la biodiversité du sol

Extraction d’ADN

Amplification des codes barres dans I’ADN

18s 5,85 28S ‘

Séquencage

Analyses bioinformatiques

Identification des especes



JGI Community Sequencing Programm 2012
Metatranscriptomics of Forest Soil Ecosystems
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Mlumina MiSeq Hi-Put DNA Sequencer

DNA Barcoding

Objectif: quelle est la composition de la communauté fongique
dans et hors brulé sur le site de Rollainville: utilisation de la
technologie de séquencage illumina

Claude Murat, Thibaut Payen, Marc Buée, Juliette Lengelle, Emmanuelle Morin,
Stéphane Uroz, Francis Martin
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Le « brulés » I’environnement typique de la truffe noire
Site expérimental de Rollainville (Vosges, France)

environmental
microbiology

Environmental Microbiology (2013)
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Echantillonnages

R oad

3 carottes dans brulé (B)
3 carottes hors brulé (HB)

A 3 extractions d’ADN

Pool->5Bet5 HB

MiSeq illimina (ITS2)



Séquencage et nettoyage des séquences

W Y raw reads

W Y cleaned reads
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1 136 494 séquences brutes
538 166 séquences nettoyées (47 %) en utilisant UPARSE
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Identification des espéeces et especes les plus fréquents

# espéces 1 414 especes

F10/F11-B

1 -
0,9 A
3,8 A
d,7 A
0,6 -
3,5 -
0,4 -
3,5 -
0,2 A

F10/F11-HB All-B AlL-HB B11-B B11-HB D11-B D11-HB AlZ-B AlZ-HB

B Brulé
M Hors brulé




F2(13.77 %)

21
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-1

=20
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Il existe un fort effet brulé sur la communauté fongique

Permutational analysis of variance (adonis (vegan))

Observations (axes FletF2:34.58 %)
., Effet brulé : R?=0.32(pvalue <0.001)

HEd HEB2

HEL

Hors brulé
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-3 =20 -1 i
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Existe-t’il des espéces indicatrices du sol des brulés et du sol hors brulés ?

Indicator species analysis (indval(labstd))
Indicator value = 1 -> I'espece n’est présente que dans un seul traitement

Taxonomic affinity Most frequent  indicator value p-value
Rhizophydiales sp Hors brulé 1 0,00746
Cortinarius sp Hors brulé 1 0,00806
Glomus etunicatum Hors brulé 0,9809 0,00814
Hymenogaster sp Hors brulé 0,976 0,03218
Calluna vulgaris root associated fungus Hors brulé 0,9559 0,00756
Candida sp. Hors brulé 0,9396 0,01574
Diaporthe saccarata Hors brulé 0,9252 0,02418
Glomus claroideum Hors brulé 0,9187 0,01516
Leptosphaeria sp Hors brulé 0,9185 0,01648
Clavaria falcata Hors brulé 0,9041 0,01628
Ramularia miae Brulé 1 0,0083
Tuber melanosporum Brulé 0,9907 0,00798
Rhizophlyctis rosea Brulé 0,988 0,00708
Helotiales sp. Brulé 0,9724 0,00892
Ascomycota sp Brulé 0,9711 0,00836
Truncatella angustata Brulé 0,961 0,00764
Pyrenochaeta Brulé 0,9267 0,00768

no hits Brulé 0,922 0,0076
Schizothecium glutinans Brulé 0,9182 0,00894
Tomentella cf. sublilacina Brulé 0,9164 0,00844

58 espéces sont plus fréquentes dans les sols hors brulé et 84 dans les sols des brulés



Que veut dire séquencer un génome?
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