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Ces quelques données relatives au statut organique des sols
truffiers montrent que T. melanosporum exige des terres ol
la matiére organique est préférentiellement localisée dans la
fraction fine inférieure a 20 pm. Il s'agit d'une matiere
organique a décomposition lente, avec une faible biomasse
microbienne et une faible activité enzymatique. Ces caractéris-
tiques définissent des sols dans lesquels l'activité des
micro-organismes est relativement faible. Cette espéce de truffe,
dite noble, est donc trés peu compétitive avec les autres
micro-organismes et exige un sol « propre ». Son faible pouvoir
adaptatif pourrait étre en relation avec la faible variabilité
intra-spécifique constatée au niveau du génome (cf. paragraphe
suivant).

On peut ainsi comprendre pourquoi sur une méme unité
de sols, la production de truffes se déplace au cours du temps
(fig. 2-6), au fur et & mesure que le statut organique du sol se
transforme, mais aussi pourquoi une espece de truffe peut dis-
paraitre et étre remplacée par une autre, les ascospores de truffes
se conservant parfois tres longtemps dans le sol.

Diversité génétique
des populations de truffes

L'extréme sensibilité de la truffe noire du Périgord aux
changements de conditions de milieu, son mode de colonisa-
tion a partir d'arbres dits « bons producteurs » constaté au cours
de I'étude des truffieres-pilotes (fig. 2-6), la spécificité de ses
ardmes selon les terroirs, posent des interrogations sur les
possibilités d'adaptation de ce champignon et ses variabilités
génétiques.

Diversité inter-spécifique du genre
Tuber

La classification des espéces du genre Tuber a été tradi-
tionnellement basée sur des criteres morphologiques et
plusieurs clés de détermination ont été proposées a partir de
I'observation macro- et microscopique des ascocarpes ou des
mycorhizes (Gandeboeuf, 1996 pour revue). Cependant, parmi
la vingtaine d'espéces de Tuber actuellement reconnues
en Europe, quelques-unes demeurent difficiles a séparer sur
ces criteres.
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Des techniques d'analyse moléculaire ont été développées
a partir de 1980 pour tenter de résoudre les problemes posés
par I'identification des especes de truffes. Ces techniques ont
toutes mis en évidence une diversité génétique au sein du genre
Tuber, permettant de différencier les espéces définies sur des
bases morphologiques.

Le polymorphisme observé au niveau biochimique
par I'analyse des isoenzymes s'est révélé intéressant pour une
différenciation inter-spécifique des truffes en général
(Gandeboeuf et al., 1994). Ainsi, les profils isoenzymatiques
obtenus avec le systéme Super Oxyde Dismutase (SOD) sont
homogenes, au sein de chacune des especes, et faciles a inter-
préter. Ce systéme permet de différencier les espéces T. albi-
dum, T. brumale, T. macrosporum, T. magnatum, T. melanosporum,
T. mesentericum, T. moschatum et T. rufum, mais il ne s'est cepen-
dant pas révélé suffisant pour différencier les ascocarpes ou les
cultures mycéliennes des especes T. aestivum et T. uncinatum
(Gandeboeuf et al., 1994).

Par contre, les résultats obtenus par plusieurs équipes
sur le polymorphisme génomique des espeéces de truffes
ont permis, d'une part, de séparer clairement les especes qui,
jusqu'a présent, étaient difficilement identifiables et, d'autre
part, de mettre au point des outils rapides d'identification
{de type sonde ADN ou oligonucléotides PCR). Ainsi, I'ana-
lyse des séquences ITS des génes codants pour I'ARN riboso-
mique de 11 espéces de truffes montre que le polymorphisme
génomique détecté est suffisant pour les séparer (Henrion
et al., 1994 ; Amicucci et al., 1996 ; Gandeboeuf, 1997 ;
Guillemaud et al., 1996). La taille de I'ITS, tout d'abord,
permet de séparer clairement T. brumale (900 pb env.) de
T. aestivum (730 pb env.) et de T. melanosporum, T. rufum,
T. albidum, T. magnatum, T. indicum, T. excavatum, T. borchii,
T. ferrugineum et T. uncinatum (600-680 pb). Pour ces derniéres
espéces, la digestion des ITS par une ou deux enzymes de
restriction fournit, quant a elle, des profils caractéristiques
permettant leur différenciation.

Lutilisation des techniques RAPD (Lanfranco et al., 1993;
Gandeboeuf et al., 1997) ou RAM (Longato and Bonfante,
1997} a permis de confirmer les différenciations génétiques
entre les différentes espéces de truffes, et les especes étudiées
peuvent étre différenciées sur la base de leurs profils d'ampli-
fication. En RAPD, il faut cependant recourir a l'analyse
statistique pour séparer les especes T. albidum, T. borchii,
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T brumale, T excavatum, T. indicum, T. macrosporum, T. magna-
tum, T. melanosporum, T. mesentericum, T. moschatum et T. rufum;
pour les especes T. aestivum et T. uncinatum, analyse s'est révé-
lée peu discriminante (fig. 2-21) , indiquant que ces espéces
doivent étre trés proches génétiquement (Lanfranco et al., 1993;
Gandeboeufet al., 1997). La technique RAM, récemment déve-
loppée, a permis de séparer, a I'aide d’'une seule amorce, les
tois especes T. melanosporum, T borchii et T. magnatum (Longato
and Bonfante, 1997).

Ces deux derniéres techniques ne sont cependant pas uti-
lisables pour typer directement des mycorhizes puisque 'ADN
de la plante peut interférer dans la réaction et générer des ampli-
fications non spécifiques. Mais, a partir des résultats obtenus
par RAPD, il a été possible de meltre au point des outils spé-
cifiques d'identification pour les deux especes d'importance
économique T. melanosporurm et T. magnatum. Dans les deux
cas, un fragment RAPD amplifié uniquement chez l'espéce
considérée a é1é cloné et est utilisé soit directement comme
sonde spécifique en hybridation sur I'ADN purifié de
T magnatum (Lanfranco et al., 1993), soit aprés séquencage et
détemination d’amorces, par amplification par PCR sur des
extraits bruts d'ascocarpes ou de mycorhizes de T. melanospo-
rum (Gandeboeuf, 1997).

Les travaux effectués ces dernieres années sur la diversité
inter-spécifique des especes du genre Tuber ont donc considé-
rablement contribué a conforter la taxonomie morphologique
de la plupart des especes, a I'exception des espéces T. aestivum
et T uncinatum que peu de marqueurs moléculaires ont pu dif-
férencier. Ces deux espéces pourraient donc étre vicariantes,
c'est-a-dire représenter deux formes écologiques d’'une méme
espéce, séparées géographiquement.

Diversité intra-spécifique

L'étude de la diversité intra-spécifique permet d'aborder
indirectement plusieurs questions sur le fonctionnement des
populations étudiées. La variabilité intra-populationnelle donne
des indications sur le régime de reproduction qui existe, comme
par exemple la clonalité, I'autofécondation, la panmixie. La
variabilité inter-populationnelle refléte I'intensité des échanges
géniques {migration) entre les populations. C'est donc une
approche relativement puissante pour aborder des aspects qu'il
serait difficile de connaitre par ailleurs.

A - Tuber melanosporum
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B - Tuber aestivum
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Figure 2-21

Profils d’amplification RAPD avec la méme amorce
d’ADN (OPF 13), sur des populations de truffes du genre
T. melanosporum (A) et du genre T. aestivum (B).
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Tableau 2-5

Alleles
Distribution des Localisation A B (G
alleles RFLP de I'ITS
de différentes LANC[J?D‘OC
populations de St Drézéry 34 0 0
T. aestivum Viols le Fort 4 0 5
dans 6 brilés Buzignargues 25 0 0
de trois régions Saussines 0 0 4
frangaises. PROVENCE
Eguilles 0 0 9
DROME
St Gervais/Roubion 0 5 1
A=310-140pb; B=310- 150 pb; C=320- 140 pb.
Figure 2-22

Distribution des
génotypes de
truffes au sein
d’un méme bralé.
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Diversité intra-spécifique chez T. aestivum

Cette espéce présente une variabilité génétique assez forte.
Ceci est indiqué par la variabilité des bandes RAPD entre des
ascocarpes différents (Gandeboeuf et al. 1997 ; Bertault, 1997),
par le polymorphisme électrophorétique entre truffes issues de
régions différentes (Pacioni et al., 1993 ; Gandeboeuf et al.,
1994) et par la variabilité présente au niveau des ITS des ARN
nucléaires {Guillemaud et al., 1996).

C'est un polymorphisme de séquence détecté pour I'ITS,
révélé au moyen d'une enzyme de restriction et qui a permis
de mettre en évidence |'existence de trois alleles dans les popu-
lations de T. aestivum échantillonnées en France. Ainsi, |a
coupure de I'ITS avec I'enzyme Mspl permet de visualiser les
trois couples de fragments suivants : 310-140 pb, 310-150 pb
ou 320-140 pb (tabl. 2-5).

Une analyse détaillée, réalisée par Guillemaud et al. (1996)
sur des ascocarpes de T. aestivum issus d'un méme brdlé a mis en
évidence que des génotypes différents pouvaient coloniser un
méme briilé. Sur six sites d'échantillonnage répartis sur un méme
brilé, deux génotypes coexistent et semblent se structurer
spatialement en fonction de I'exposition et de la profondeur du
sol (fig. 2-22A). Un site présente des truffes portant deux alléles
d'ITS différents et deux sites présentent un allele d'ITS différent.

Du fait que I'ITS ne présente pas habituellement un
polymorphisme intra-populationnel trés élevé, ce résultat est
certainement une sous-estimation du nombre moyen de
génotypes différents dans chaque brilé. De plus, aucun
hétérozygote n'a été détecté, aussi bien en utilisant le poly-
morphisme électrophorétique (Pacioni et al., 1993 ; Gandeboeuf
et al., 1994) que celui des ITS (Guillemaud et al., 1996), ce
qui pourrait indiquer que le régime de reproduction est
I'homothallisme (ou I'autofécondation). Ceci doit étre confirmé
par l'analyse de locus fortement polymorphes et sur des
échantillons de taille importante, afin d’estimer I'importance
de la recombinaison dans les populations de T. aestivum.

Variabilités intra-spécifiques
chez T. melanosporum

Contrairement & T. aestivum, la truffe noire du Périgord
présente un niveau de variabilité relativement faible. Ceci est
montré par la similarité des profils d'amplification RAPD lorsque
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des ascocarpes de différentes régions francaises sont comparés Figure 2-23
(Cameleyre, 1996 ; Gandeboeuf et al., 1997 ; Bertault, 1997)
et également lorsque des ascocarpes francais et italiens 1994 Répartition des

sont analysés (Cameleyre, 1996 ; Bertault, 1997). Ainsi, on 4 génotypes
majeurs dans

retrouve les mémes profils RAPD chez des truffes récoltées la truffiere-pilote
dans différentes localités du Piémont ou d'Ombrie (Italie) de I'exemple 2,

et en Dordogne ou dans le Languedoc (Bertault, 1997) ' au cours de
fig. 2-21A) Génotypes 3 années
(fig. . consécutives
de récolte

Cette homogénéité n'est toutefois pas compléte et il est _
possible de détecter un faible niveau de polymorphisme, bien ® @ g(éggioi pour
inférieur a celui trouvé chez T. aestivum aussi bien au niveau ® complémentaires).
des allozymes, des bandes RAPD que des locus microsatellites
(Cameleyre et Qlivier, 1993 ; Cameleyre, 1996 ; Gandeboeuf
etal., 1994, 1997 ; Bertault, 1997). Cette faible variabilité peut
servir pour analyser la structure génétique des populations de _
T. melanosporum, comme cela a été abordé par Bertault (1997)
& partir d'un échantillonnage fin de 229 ascocarpes de France 1995
et d'ltalie.

= N W

Lorsque des outils m?nolocgs ont §t§ ut.ilisés, aucun @ Génypda
hétérozygote n'a été détecté, ce qui pourrait indiquer, comme ® ® @ .
dans le cas de T. aestivum, que le régime de reproduction est e 3
probablement homothallique. Ce résultat est basé sur deux 2
locus microsatellites variables (GTTA8 et GAGT14), qui ® © ® !
présentent chacun 2 alleles. Labsence d'hétérozygotes indique o e e ..
que la reproduction n’est pas au hasard, ce qui est compa- e @
tible avec un régime de reproduction assez fermé comme
I'autofécondation.

A 'échelle d'un brilé, il semble clair qu'un méme arbre
puisse étre colonisé par plusieurs génotypes de T. melanospo-
rum, mais en général un génotype est toujours majoritaire. 1996
Sur 25 brilés dans lesquels au moins deux truffes ont été
analysées, 18 présentaient au moins deux génotypes. Lerecord | @ @@ 2D
actue] semble étre détenu par un brialé sous chéne vert bon ®
producteur de la truffiére-pilote de I'exemple 2, ol sept

3
génotypes diférents ont été trouvés sur un total de 26 truftes (T ] 2
analysées. o0 ® !

Génotypes
4

Si l'on analyse les ascocarpes sur plusieurs années consé- ® @ 00
cutives de production, on peut trouver des génotypes identiques ® ® 2
a I'intérieur d'un méme bralé, ce qui indique une certaine ®
clonalité a cette échelle, résultant probablement du dévelop- ()
pement d'un méme mycélium qui subit une autofécondation
lors de la mise en place de chaque ascocarpe.




Figure 2-24

Isolement par

la distance

des populations
de truffes

(T. melanosporum)
| dans la totalité
de 'aire étudiée
en ltalie et

en France (A)
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la truffiére-pilote
de ’exemple 2 (B)

Les unités (Fst/1-Fst
et logarithme de
la distance) sont

couramment usitées

en génétique

des populations.
Al'échelle régionale (A),

f comme a I'échelle de
la truffiere (B),

| il n'apparait aucune rela-
tion entre les

deux types

‘ de distances génetique
et géographigue.

En d'autres termes, la présence de foyers
de production au sein d'une truffiere ne peut
pas étre attribuée a la colonisation, suivie
d’'une diffusion a partir d'un foyer, d'un géno-
type de T. melanosporum particulier. Ce résul-
tat indique donc que les différences de pro-
ductivité que I'on peut observer a une petite
échelle sont davantage a mettre au compte
d'une variabilité de terrain que de la présence
d'un « écotype » particulier de champignon.

Pour la distribution de la variabilité génétique a V'échelle
d'une truffiere ou a I'échelle régionale ou européenne, il semble
qu'aucune structuration ne puisse étre dégagée.

Dans une méme truffiére, sur 159 ascocarpes récoltés durant
trois années de production, une vingtaine de génotypes RAPD
ont pu étre distingués. Cependant, 4 génotypes majeurs ras-
semblaient 75 % des ascocarpes, les autres n'étant représentés
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que par un ou quelques ascocarpes. Nous avons analysé [a dyna-
mique spatio-temporelle des 4 génotypes majeurs dans la truf-
fiere. 1l est apparu, d'une part, qu'il semble que la colonisation
d'un site de production par un génotype se produise de facon
aléatoire au niveau de la truffiere, c'est-a-dire qu'il n'y a pas
«contamination» d'arbres voisins entre eux ; d’autre part, au
niveau des foyers de production d’'une truffiére, on n’observe
pas non plus de regroupement d’un génotype particulier,
les 4 génotypes étant distribués de fagon aléatoire sur l'ensemble
des foyers (fig. 2-23).

A T'échelle régionale (France et Italie), la variabilité trou-
vée au niveau d'une truffiere n'augmente pas. Ainsi, sur une
cinquantaine d'ascocarpes analysés, Bertault (1997) recense
23 génotypes RAPD, mais comme précédemment, 4 de ces géno-
types sont majonitaires, représentant pres de 70% des ascocarpes.
De méme, un échantillon, prélevé de plus en plus loin a partir
d’un point donné, ne permet pas de trouver particulierement
de nouveaux génotypes ou des fréquences différentes des
génotypes existants (fig. 2-24).

Deux faits remarquables demandent une explication : le
faible niveau de variabilité génétique, présent chez T. melano-
sporum, et ['absence de structuration génétique aussi bien au
niveau d'une truffiere qu'a celui de I'Europe. L'explication se
trouve sans doute dans I'histoire récente de T. melanosporum,
particulierement lors de la derniére glaciation du paléolithique
supérieur, il y a environ 10 000 ans. Durant cette période, les
grandes foréts européennes étaient considérablement réduites
et n'existaient que le long de la Méditerranée et dans des
«refuges » bien connus, comme le Sud de I'Espagne et de ['ltalie
(Blondel, 1995). Les températures étaient bien plus basses quac-
tuellement et les gels hivernaux plus fréquents. Ces deux fac-
teurs, réduction des foréts et augmentation des gels hivernaux,
ont nécessairement contribué a une réduction conséquente des
populations de T. melanosporum, espéce particulierement sen-
sible au gel en début d'hiver avant maturité. Le faible niveau
de variabilité génétique rencontré actuellement pourrait étre le
résultat d'une trés forte réduction des effectifs de T. melanospo-
rum pendant cette période glaciaire. Au cours du réchauffement
qui a suivi, les chénes ont recolonisé I'ensemble de I'Europe
assez rapidement, en quelques milliers d'années. T. melanospo-
rum a sans doute suivi ce mouvement, a partir d'une zone refuge
qui n'est pas identifiée (mais qui pourrait étre le Sud de I'Espagne
ou de I'ltalie}, & une vitesse inconnue. L'absence de structura-
tion génétique suggére que cette recolonisation s'est effectuée
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Analyse des ITS (Internal Transcribed
Spacer) : les ITS sont des séquences interca-
lantes des génes codants pour I'ARN riboso-
mique. Ces séquences représentent des
marqueurs de choix pour I'étude des diver-
gences génétiques entre especes proches, car
elles sont plus variables que les séquences
des génes eux-mémes. En pratique, il est
possible d’obtenir directement ces séquences
ITS par amplification en chaine in vitro (PCR).
On peut ensuite comparer les séquences ITS
d’espéces différentes en établissant leurs
profils de restriction, par coupure avec des
enzymes spécifiques.

Amplification au hasard d’ADN poly-
morphe (RAPD) : cette analyse, basée sur le
principe de la technique PCR, permet d’am-
plifier a la fois de nombreuses régions géno-
miques, choisies au hasard. En pratique, cette
technique permet d’établir des profils de
bandes complexes caractéristiques d'un indi-
vidu ou d'un clone ; c'est donc un bon outil
d’analyse intra-spécifique multilocus.

Amplification au hasard d’ADN micro-
satellite (RAM) : comme pour les RAPD, cette
technique permet d’'établir des profils de
bandes complexes caractéristiques d'un indi-
vidu ou d’un clone. La différence réside dans
le fait que 'on choisit d’amplifier unique-
ment les régions génomiques comprises entre
des séquences microsatellites.

Les séquences microsatellites sont de
courtes séquences répétées de multiples fois
dans le génome. D'un individu a l'autre, le
nombre de répétitions est extrémement
variable, ce qui fait de ces marqueurs un outil
de choix pour l'analyse intra-populationnelle.
Du fait que chaque locus microsatellite est
amplifié¢ indépendamment, 1'analyse intra-
spécifique pourra se faire sur les informa-
tions monolocus, ce qui est la base de la
génétique des populations.

RAPD : Random Amplified Polymorphic
DNA ; PCR: Polymerase Chain Reaction ; RAM:
Random Amplified Microsatellite

rapidement, que les signaux phylo-géographiques, normale-
ment établis par des mutations arrivant durant les colonisa-
tions, sont extrémement peu fréquents, du fait méme de la rapi-
dité des colonisations (Bertault et al., 1998).

Ce scénario hypothétique reste a confirmer, en particulier
par |'analyse génétique de truffes issues de zones refuges poten-
tielles {comme le Sud de I'Espagne) ou d’endroits tres isolés
(par exemple, la Corse et la Sardaigne).

Quelle que soit son origine, la faible variabilité génétique
présente chez T. melanosporum indique que cette espéce n'a pas
divergé d'une région a l'autre et que I'on ne peut donc pas
différencier des sous-especes géographiques. Les différences
{morphologiques, gustatives, etc.) que I'on peut donc observer
entre ascocarpes récoltés dans des régions différentes n'ont
certainement pas une base génétique. En d'autres termes, il
existe un effet environnemental certain sur les qualités gusta-
tives des truffes et la notion de «terroir» peut étre appliquée a
I'espéce T. melanosporum.

Autres especes

La variabilité intra-spécifique des autres espéces de truffes
n'a pas encore été explorée comme I'ont été celles de T. aesti-
vum et de T. melanosporum. Des études RAPD ont néanmoins
été effectuées sur des échantillons de taille modeste { Gandeboeuf
etal., 1997): elles indiquent que certaines espéces ont une varia-
bilité génétique relativement élevée (comme T. mesentericum,
T. borchii, T, excavatum, T. macrosporum, T. uncinatum, T. rufum,
T. indicum...) et que d'autres auraient une variabilité génétique
beaucoup plus faible, du méme ordre que celles de T. melano-
sporum, T. magnatum ou T. brumale. Des études complémen-
taires intra-spécifiques restent a faire pour ces espéces.

T melanosporum est une espece inféodée aux climats médi-
terranéens et surtout & des milieux ensoleillés et découverts,
alors que T. uncinatum est plus adaptée aux climats tempérés,
plus septentrionaux et surtout & des milieux couverts de sous-
bois. Or nous avons vu dans |'exemple de la figure 2-17A que
la température du sol est toujours moins basse, en hiver, dans
les sites couverts et ombragés que dans les situations décou-
vertes et ensoleillées ; cette différence est inversée en été. 1l est
connu de tous qu'en été, il fait plus frais a I'ombre quau soleil
et qu'en hiver, il fait moins froid a I'abri d'une forét que dans
un site découvert. Cette différence d'écologie entre les deux
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Figure 2-25
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especes explique qu'au cours des dernieres périodes glaciaires,
les différents écotypes de T. uncinatum ont mieux résisté au froid
que ceux de T. melanosporum.

[l est cependant intéressant de noter que les deux especes
d'importance économique, T. melanosporum et T. magnatum,
présentent un taux de variabilité quasiment nul, au contraire
des autres especes de Tuuber moins exploitées commercialement
qui, elles, présentent des niveaux de diversité tout a fait
comparables i ceux d'autres espéces fongiques naturelles du
sol. La base génétique étroite des especes T. melanosporum
et T. magnatum laisse ainsi craindre un faible potentiel
adaptatif en réponse a des changements brusques de
I'environnement ou de pratiques culturales. Cet aspect est
a considérer avec attention pour le futur de la trufficulture.
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LA TRUFFE, LA TERRE, LA VIE

Truffe et environnement

Les micro-organismes (bactéries et champignons) concen-
trent les métaux. Certaines bactéries sont d'ailleurs utilisées en
biominéralogie miniére pour faciliter |'extraction du fer, du
cuivre et de l'uranium dans les minerais pauvres. Des études
récentes ont montré que certaines pépites d'or étaient formées
par des bactéries (Sciences et Avenir, juin 1997, p. 64). Les cham-
pignons et les bactéries filamenteuses (sidérobactéries) sont
aussi capables de concentrer des ions métalliques et de les pré-
cipiter a l'intérieur de leurs cellules. Les dendrites de manga-
nése observées dans les fissures de roches et sur les patines des
sables des déserts sont construites sous |'action des bactéries et
des champignons (Perry and Adams, 1978). Des concentrations
élevées en plomb, voire méme du plomb natif, ont été obser-
vées dans des filaments de champignons en bordure des auto-
routes. Les fortes capacités de concentration des métaux chez
les champignons s'expliquent par leurs fortes activités enzy-
matiques, les sécrétions d'anions organiques et chélates capables
de complexer les métaux et de les rendre ainsi assimilables, tout
particulierement en situation de stress (Berthelin et al., 1994).
Les champignons sont ainsi trés sensibles & toute modification
du milieu. A partir des études de marché des champignons en
Europe, Jaenike (1991) a montré que les baisses les plus impor-
tantes de production (surtout champignons mycorhiziens) sont
constatées dans les pays les plus affectés par la pollution, comme
la Pologne.

Concentrations des métaux lourds
par les champignons

Concentrations par les champignons épigés

Peu de données sur les concentrations en métaux lourds
par les champignons sont publiées a I'exception des travaux
de Quinche auxquels nous ferons référence. La vesse-de-loup
(Lycoperdon perlatum) accumule des quantités importantes
de mercure, mais aussi du plomb et du cadmium. En analy-
sant des psalliotes des trottoirs (Agaricus bitorquis Sacc.) récol-
tées dans un parc installé sur une ancienne vigne, il constate
que ce champignon concentre aussi des quantités importantes
de mercure, de sélénium et de cuivre avec des facteurs d'accu-
mulation respectifs de 149, 44,5 et 9,1 (Quinche, 1979 a).
Les especes précédentes ont été récoltées dans des milieux
relativement pollués prés de zones urbaines. Dans des régions
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