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Résumé

Pres de 95% des especes végétales établissent des asso-
ciations symbiotiques avec les champignons appelées
mycorhizes. Il existe différents types de symbiose myco-
rhizienne impliquant des partenaires différents. Parmi
ces différentes symbioses, lectomycorhize est réalisée
entre des gymnospermes et angiospermes comprenant
la majorité des especes forestieres de la région tempé-
rée et des champignons ascomycetes et basidiomycetes
appartenant a plus de 5 000 especes. Dans l'ectomyco-
rhize, le champignon s’insinue dans la lamelle moyenne
des cellules corticales de la racine pour former le
réseau de Hartig. Contrairement a l'endomycorhize, le
champignon ne rentre pas dans la cellule végétale. Ce
réseau d’interface entre cellules végétales et fongiques
est tres important puisquil est le lieu déchanges entre
les deux partenaires. Le champignon entoure également
la racine d’'un manteau de structure variable en fonc-
tion des especes végétales et fongiques impliquées. Dans
notre unité de recherche, nous nous intéressons a cette
interaction entre les champignons ectomycorhiziens et
les plantes, en nous focalisant surtout sur les facteurs
génétiques sous-jacents. Pour cela, nous coordonnons
différents projets de séquencage de génomes de champi-
gnons mycorhiziens, ce qui nous permet de mieux com-
prendre évolution de cette symbiose et les dialogues
entre les partenaires.

Depuis maintenant plusieurs décennies, des expé-
riences en serre, pépiniere et in situ ont démontré que
les champignons ectomycorhiziens peuvent favoriser la
croissance des plantes. Pour exploiter leffet bénéfique
de cette symbiose, un protocole d’inoculation du pin
douglas avec un champignon ectomycorhizien, Laccaria
bicolor, a été mis au point dans les années 1980 au sein
de notre laboratoire. Aujourd’hui, ce savoir-faire fait
lobjet d'une licence d’exploitation pour la production de
plants de pins douglas mycorhizés avec L. bicolor par
deux pépiniéristes francais.

Les champignons ectomycorhiziens sont aussi connus
pour produire des fructifications tres recherchées,
comme les bolets et les truffes. Dans les années 1970,

des chercheurs de 'Inra ont mis au point un protocole
d’inoculation de jeunes plants de chénes et noisetiers
avec la truffe noire du Périgord. Ce protocole est main-
tenant exploité par de nombreux pépiniéristes de par
le monde, produisant plusieurs centaines de milliers de
plants par an. Les progres de l'inoculation des plants
avec la truffe noire, associés aux améliorations des
techniques culturales et aux progrés de la recherche,
ont permis de stabiliser la production de truffes et, en
France actuellement, 90% de cette production provient
de plantations.

Introduction

Les champignons sont des organismes hétérotrophes,
ils ont donc d@, au cours de I’évolution, développer
différentes stratégies pour se procurer du carbone. Ils
peuvent étre saprotrophytes, endophytes, parasites ou
symbiotiques. Parmi les symbioses mutualistes, un
grand nombre ont lieu entre les champignons et les
plantes, formant des organes appelés mycorhizes. Les
mycorhizes ont été décrites pour la premiére fois en
1885 par Frank, qui avait observé au niveau des racines
des arbres une structure anatomique et morphologique
dans laquelle étaient impliqués des Mycelia fongiques.
Ce n'est quen 1950 que les observations de Frank ont
été confirmées par Melin et Nilsson. Les mycorhizes
constituent une association symbiotique bénéfique
aux deux partenaires. Le végétal profite des capacités
exploratrices du champignon qui, quant a lui, profite
de la phototrophie de la plante. Au total, 95 % des végé-
taux forment des symbioses mycorhiziennes (Malloch
et al., 1980).

Il existe plusieurs types de mycorhizes. Les plus
anciennes, les endomycorhizes arbusculaires, sont
apparues avec les premieres plantes terrestres il y a
environ 300 millions d’années (Le Tacon & Selosse,
1994). Les changements de climat, dont une baisse de
température, ont provoqué la formation, des le ter-



tiaire, d'un deuxieme type de mycorhizes, l'ectomy-
corhize, impliquant plus de 5 000 espéces fongiques
basidiomycetes ou ascomycetes (Molina et al., 1992).
Cette association est dominante dans les écosystémes
forestiers tempérés sous latitudes et longitudes inter-
médiaires. Les autres types de mycorhizes décrits sont
les endomycorhizes a pelotons éricoides et orchidées,
et les ectendomycorhizes. Ces types ne concernent
que peu d’espéces de champignons et ils sont encore
mal connus.

Dans l'ectomycorhize, le champignon s’insinue dans
la lamelle moyenne des cellules corticales de la racine
pour former le réseau de Hartig. Contrairement a
I'endomycorhize, le champignon ne rentre pas dans
la cellule végétale. Ce réseau d’interface entre cellules
végétales et fongiques est trés important puisqu’il est
le lieu d’échanges entre les deux partenaires. Le cham-
pignon entoure également la racine d'un manteau de
structure variable en fonction des espéces végétales et
fongiques impliquées. Dans notre unité de recherche,
nous nous intéressons a cette interaction entre les
champignons ectomycorhiziens et les plantes, en nous
focalisant surtout sur les facteurs génétiques sous-
jacents. Pour cela, nous coordonnons différents projets
de séquencage de génomes de champignons myco-
rhiziens, ce qui nous permet de mieux comprendre
I’évolution de cette symbiose et les dialogues entre les
partenaires.

Les ectomycorhizes ont plusieurs roles importants
dans les écosystemes forestiers, comme leur impli-
cation dans l'alimentation minérale du végétal et la
protection de la racine hote contre diverses agressions
(Selosse, 1998). Le manteau a un role d’écran contre
les micro-organismes du sol, mais aussi des interac-
tions plus complexes dans la rhizosphére ameénent une
modification locale de la microflore (Frey et al., 1997).
D’autre part, la plante héte accumule des composés
antibiotiques en réponse a la mycorhization (Weiss
et al., 1997). Enfin, les mycorhizes protégent I’hote
contre les agressions physico-chimiques : tolérance
au calcaire (Chevalier & Frochot, 1997), tolérance aux
métaux lourds (Leyval et al., 1997), tolérance au stress
hydrique (Guelh et al., 1992). Enfin, certains champi-
gnons ectomycorhiziens sont aussi connus pour pro-
duire des fructifications trés recherchées, comme les
bolets et les truffes.

Utilisation des ectomycorhizes
pour améliorer la croissance
des arbres

Depuis maintenant plusieurs décennies, des expé-
riences en serre, pépiniere et in situ ont démontré que
les champignons ectomycorhiziens peuvent favoriser
la croissance des plantes. Leffet bénéfique des myco-
rhizes ouvre la porte a des applications en sylviculture,
par la mycorhization controlée de plants en pépiniere.
En foresterie, la vitesse de croissance initiale des
plants détermine des surcotts, comme I'immobilisa-
tion en pépiniere et la durée de dégagement. Souvent,
I'engrais est utilisé pour augmenter la vitesse de crois-
sance initiale. Toutefois, les hauts niveaux de fertilité
défavorisent la mycorhization (Marx et al, 1977). Un
cortége mycorhizien optimal constituerait donc un
« engrais vert », compatible avec une gestion durable
de I’écosystéme forestier. Enfin, une meilleure reprise
des plants a la plantation réduit les cotits de planta-
tion ; or les ectomycorhizes, en protégeant les racines
contre les agressions extérieures (voir ci-dessus), amé-
liorent cette reprise.

Si beaucoup de sols possédent naturellement un ino-
culum ectomycorhizien (spores et/ou mycélium), cer-
tains ne permettent pas une mycorhization spontanée.
Des sols n'ayant jamais abrité d’ectomycorhiziens ne
permettent pas la survie des essences ecotomycorhi-
zées, et les sols agricoles oll poussent essentiellement
des essences endomycorhiziennes sont également
pauvres en inoculum ectomycorhizien.

L'inoculation en pépiniére de souches sélectionnées
permet d’apporter I'inoculum ectomycorhizien initial.
Les premiéres tentatives d’inoculation datent de 1920,
en Australie (Mikola, 1970). En Europe, plus précisé-
ment en Autriche dans les années 1950, la mycorhi-
zation du pin cembro par Suillus plorans a permis
des plantations dans des zones alpines peu favorables
(Moser, 1958). Linoculation d’arbres forestiers a
grande échelle a d’abord été développée aux Etats-
Unis dans les années 1980.

En Europe, la mycorhization controlée d’essences
forestieres s'est développée dans les mémes années,
notamment sur un conifére d'origine américaine, le
douglas (Pseudotsuga menziesii). Cette essence doit
posséder a la sortie de la pépiniére un cortége ectomy-
corhizien pour étre efficace. Apres une premiere étape
de sélection réalisée dans notre unité, une souche de
Laccaria bicolor a été sélectionnée pour étre utilisée
pour I'inoculation de pin douglas a grande échelle.

Ce procédé d’inoculation fait l'objet d'un contrat de
licence entre 'Inra et les pépiniéres Naudet et Robin.
Depuis, les pépiniéristes ont développé d’autres asso-



ciations en fonction de l'essence forestiére et du sol a
reboiser. Il est possible de trouver sur le marché des
arbres mycorhizés entre autres avec Hebeloma crus-
tiniliforme, Suillus collinitus, Pisolithus tinctorius et
Rhizopogon rubescens.

Les champignons ectomycorhi-
ziens comestibles

Parmi les premieres mycorhizes décrites par Frank
(1885), certaines appartenaient ala truffe de Bourgogne
(Tuber aestivum). En fait, Frank, physiologiste végétal
et forestier, a entrepris ses recherches a la demande du
Service Forestier de la Prusse, afin de trouver un moyen
d’augmenter la production de truffes dans le royaume.
Il a observé que les vraies truffes (T. aestivum) et les
fausses (Elaphomyces sp.) ne se développaient quen
étroite relation avec certains arbres (hétres, charmes,
chénes). Il en a conclu que « certaines essences fores-
tieres, en particulier les cupuliféres, ne se nourris-
saient pas dans le sol de maniére indépendante, mais
établissaient une symbiose avec un mycélium fongique
qui affectait I'intégrité du systéme racinaire ; ce mycé-
lium avait une fonction nourriciére et assurait l’ali-
mentation de 'arbre, a partir du sol » (Frank, 1885).

Deés le début du xx° siecle, Mattirolo a étudié les
mycorhizes de truffes, mais il faudra ensuite attendre
1962 pour que des chercheurs italiens de I'Institut de
recherche sur les plantes ligneuses de Turin (Fassiet De
Vecchi) décrivent pour la premiere fois avec exactitude
les mycorhizes d'un Tuber : T. maculatum. Quelques
années plus tard, Palenzona (1969) décrivit les myco-
rhizes de trois truffes comestibles : T. melanosporum,
T. brumale et T. aestivum. Dans les années 1970, les
premiers plants mycorhizés en pépiniére avec T. mela-
nosporum sont obtenus (Chevalier et Grente, 1979). Ce
protocole, mis au point par des chercheurs de I'Inra, a
porté a la réalisation d’une licence d’exploitation pour
la production de plants mycorhizés avec la truffe du
Périgord et la truffe de Bourgogne, tout d’abord avec
la pépiniére Agritruffe puis, depuis la fin des années
1990, avec les pépiniéres Robin également. En France,
une vingtaine d’autres pépiniéristes produisent aussi
des plants inoculés avec ces deux espeéces de truffes,
qui sont contrdlés par le CTIFL. Actuellement, plus
de 200 000 plants inoculés avec les truffes sont ven-
dus par an en France. Les progrés dans I'inoculation
des plants, associés aux améliorations des techniques
culturales et aux progres de la recherche, ont permis de
stabiliser la production de truffes et en France actuel-
lement, plus de 90% de cette production provient de
plantations. Les pépiniéristes, en association avec les
laboratoires de recherche, continuent a développer

de nouveaux protocoles, comme le prouve la mise en
place récemment d’une nouvelle licence entre 1'Inra
et la pépiniére Robin pour la production de plants
mycorhizés avec la truffe blanche T. magnatum. Afin
de continuer a améliorer la qualité des plants qui sont
produits, les techniques de contréle évoluent puisque
maintenant, en complément du traditionnel contrdle
morphologique, I'Inra a mis en place un controle bio-
moléculaire utilisant 'TADN pour ses licences.

Les truffes ne sont pas les seuls champignons ecto-
mycorhizens comestibles. En effet, de bons champi-
gnons comestibles comme, entre autres, l'amanite
des césars, les bolets, les lactaires et les chanterelles
sont aussi des especes ectomycorhiziennes. Pour
certaines d’entre elles, comme Lactarius deliciosus,
Lactarius sanguifluus et Suillus luteus, il est possible
de trouver des plants mycorhizés commercialisés et
produits sous licence Inra par les pépiniéres Robin. En
revanche, d’autres espéces sont encore récalcitrantes a
la production en pépiniére. C'est le cas de Tricholoma
matsutake et Boletus edulis, pour lesquels il n'existe
pas encore de protocole permettant la production de
plants inoculés a grande échelle.

Conclusions

Avec plusieurs milliers d’espéces fongiques s'associant
a la plupart des arbres forestiers, les champignons
ectomycorhiziens sont des partenaires importants
des écosystemes naturels. Lectomycorhize a de nom-
breuses applications, de par son action positive sur la
croissance des arbres, sa protection contre les stress
biotiques et abiotiques et les possibles retombées
économiques par la récolte de leurs fructifications.
Toutefois, la maitrise de l'inoculation in vitro et en
pépiniére est encore limitée a quelques especes fon-
giques. En effet, il est souvent difficile de produire de
I'inoculum en conditions contrdlées. Afin de mieux
connaitre la symbiose ectomycorhizienne, et ainsi en
favoriser les applications, notre unité de recherche
développe plusieurs projets de recherches sur les
mécanismes permettant I’établissement de la sym-
biose, son maintien, son fonctionnement, mais aussi
son évolution. Pour cela, nous sommes fortement
impliqués dans les projets de séquencage des génomes
d’espéces ectomycorhiziennes comme le projet
« Mycorrhiza 25 Genome» (http://mycor.nancy.inra.
fr/blogGenomes/?p=1334). Le séquencage du génome
des champignons ectomycorhiziens a commencé en
2005 avec celui de Laccaria bicolor (Martin et al.,
2008), une espéce importante en reforestation (voir ci-
dessus). Cette étude a permis de mettre en évidence
que, lors de 'interaction entre L. bicolor et le pin dou-
glas, le champignon émet de nombreux signaux sous



forme de petites molécules sécrétées, appelées MiSSP
(« Mycorhizal induced small secreted proteins ») dont
au moins une (MiSSP7) rentre dans les cellules végé-
tales pour modifier 'expression des génes de la plante
(Plett et al., 2011). Cette « boite a outils » de la symbiose
ectomycorhizienne basée sur le dialogue ne semble pas
la seule existante. En effet, lors de I'analyse du génome
du deuxiéme champignon ectomycorhizien séquencé,
la truffe noire T. melanosporum (Martin et al., 2010),
nous n‘avons pas retrouvé de MiSSP exprimées lors de
la symbiose. En revanche, nous avons retrouvé plu-
sieurs enzymes de dégradation. Nous pensons que la
truffe est plus agressive pour établir la symbiose ; elle
utiliserait une autre « boite a outils » pour I'ectomyco-
rhize. Les différents projets en cours devraient donc
nous permettre de mieux connaitre la symbiose ecto-
mycorhizienne et, par conséquent, en favoriser l'utili-
sation par les pépiniéristes et les forestiers.
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