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Avant-propos
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de These, Jean GARBAYE, qui m'aura guidé tout au long de ma thése et m'aura légué quelques
fragments de son incroyable érudition. Je dois aussi beaucoup a Francis MARTIN, mon chef de

laboratoire, parce qu'il a toujours su me tendre la main lors des moments cruciaux de mon travail.
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I'ONNF., alaRégion Lorraine et 4 I'TNRA ; confus & tous ceux que j'ai omis.

Je terminerai par la traditionnelle dédicace : "A mes mentors, qui guidérent ma penne. A mes

amis et parents, qui consolérent mes peines. A Cernococcum, qui en vaut la peine."
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Les ectomycorhizes : interface fonctionnelle de I'écosystéme forestier

Environ un tiers des terres émergées sont occupées par la for&t. Si celle-ci se trouve
principalement localisée dans la zone intertropicale (40% de la surface forestiére totale), eile
recouvre également une partie des zones tempérées, boréales ou alpines. Fondamentalement, la
forét peut-étre définie selon le concept des types biologiques de Raunkier (1905) ot elle apparait
alors comme une formation dominée par des phanérophytes, plantes dont la partie végétative est
ligneuse et pérenne, c'est & dire une formation d'arbres. Mais la forét doit avant tout étre
envisagée en tant qu'écosystéme. Il est aujourd’hui acquis que I’on ne peut pas comprendre la
structure et dynamique d’une communauté végétale si ’on ignore les interactions avec les
communautés animales, fongiques et microbiennes avec lesquelles elles partagent un habitat et
paysage forestier. A I'heure de la prise de conscience du fort impact du Global Change, a 'heure
ou la préoccupation d'une gestion durable est de plus en plus présente chez les gestionnaires
forestiers, il apparalt primordial d'appréhender au mieux la composition et le fonctionnement de
I'ensemble de I'écosystéme forestier. En effet, la question de la réponse des communautés
forestiéres aux perturbations que constitue le changement climatique attendu pour les décennies
proches est un enjeu puissant de la recherche en écologie. Il s’agit de perturbations qui vont
entrainer des réponses fonctionnelles, des hysteresis, des modifications d’assemblage, ot les
théories et modeles sur les successions végétales, incluant le réle des interactions avec les
communautés animales, fongiques et bactériennes, auront un rdle puissant a jouer.

Concernant les interactions entre les communautés d'arbres et les communautés
fongiques, les connaissances actuelles permettent en particulier d'affirmer que l'association
symbiotique entre arbres et champignons telluriques: est une régle quasi-générale et qu'elle
contribue a I'établissement et 4 la pérennité de l'écosystéme forestier de méme qu'a sa
productivité (Read, 1991). L'association mycorhizienne est a l'interface de la plante et du sol ;
elle constitue donc un maillon essentiel dans le transfert des éléments du sol vers la plante (Smith
& Read, 1997). Elle revét ainsi un réle fondamental dans la physiologie et la croissance des
arbres. Cette association représente également un lien entre arbres : il existe des flux d'éléments
carbonés, par le biais des hyphes fongiques, entre arbres ectomycorhizés d'espéces différentes
(Simard et al. 1998). Les arbres d'une forét sont ainsi connectés grice & l'existence d'un réseau
mycorhizien : c'est le concept de 'wood-wide web' (Helgason ef al, 1998). Les symbioses

ectomycorhiziennes sont ainst de véritables synapses au sein de I'écosystéme forestier.
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L’importance des associations symbiotiques a longtemps été négligée. Certains auteurs
(Newtonian ecological school) considérant la trop grande divergence existant entre les deux
symbiotes, pensaient que l’entité symbiotique était incapable de s’adapter aux conditions
fluctuantes d’un écosystéme. Aujourd’hui, les progrés de la biologic moléculaire et de la
génomique fonctionnelle ont déja contribué & une meilleure compréhension du fonctionnement
coordonné des deux symbiotes associés (Martin, 2001), et de nombreuses études écologiques ont
montré que le role de la symbiose ectomycorhizienne dans le fonctionnement des écosystémes
forestiers était primordial (Buscot ez al., 2000). La compréhension du réle fonctionnel des
communautés ectomycorhiziennes passe désormais par I’établissement d’un Hen entre les études
génétiques et fonctionnelles des populations de champignons ectomycorhiziens (Buscot et al.,
2000 ; Read, 2000 ; Dahlberg, 2001).

Structure et fonctionnement généraux d'une ectomycorhize sont désormais bien connus.

La mycorhize, une entité née d'une relation symbiotique.

La mycorhize (Gr. Mykes=champignon ; Rhyza=racine) est un organe mixte plante-champignon.
C'est Frank (1885} qui introduisit ce terme aprés avoir observé au niveau des racines des arbres
une structure anatomique et morphologique dans laquelle étaient impliqués des mycelia
fongiques. Cette observation le conduisit & présager de la nature symbiotique de cette association.
La confirmation de I'hypothése de Frank fut faite lors d'expériences ultérieures (Melin & Nilsson
1950). I'association mycorhizienne est une relation mutualiste (Smith & Read, 1997). Le végétal
bénéficie de l'exploitation optimisée du sol par le partenaire fongique qui de son c6té assure sa
nutrition carbonée grice a la phototrophie de la plante.

L'évolution conjointe des plantes et des champignons formant les mycorhizes fut initiée
avec l'apparition des premidres plantes terrestres, il y a 300 millions d'années (L.e Tacon &
Selosse, 1994). L'adaptation au milieu aérien est, semble-t-il, passée par cette association
symbiotique (Selosse & Le Tacon, 1995 ; 1998). La symbiose entre racines de plantes et
champignons mycorhiziens est quasiment universelle dans les écosystémes terrestres (Smith &
Read, 1997). Cette association concerne aussi bien la majorité des angiospermes et des

gymnospermes que de nombreux ptéridophytes et bryophytes, et méme certaines espéces d'algues
| (Smith & Read, 1997). Au total 95% des végétaux sont concernés par la symbiose mycorhizienne
(Malloch et al. 1980).

14



Tableau 01. Caractéristiques des principaux types mycorhiziens (D'aprés Selosse, 1998).

Glomales (Zygomycéies)

Ascomycéies et

Ascomycétes et Basidiomycétes

Type morphologique Endomycorhizien Ectomycorhizien ectendomycorhizien Endomycorhizien
'vésiculo-arbusculaire’ A pelotons'
Photobionte Plus de 80% des Spermaphytes ligneuses et de | Spermaphytes (certains ligneux, Spermaphytes (Ericacées,
Spermaphytes et la plupart trés rares Ptéridophytes certaines Ericales) orchidées} et certaines
des ptéridophytes Ptéridophytes
Mycobionte Non Septés Sepiés

Ascomycétes (Ericacées) et

200 & 500 espéces Basidiomycétes quelques espéces moins de 100 espéces de
5000 espéces au moins basidiomycétes (Orchidées)
Structures fongiques Vésicules seulement ou Manteau fongique autour de la | Manteaun plus ou moins épais, Hyphes et pelotons
vésicules et arbuscules racine et réseau de Hartig réseau de Hartig et sugoir intracellulaires
(sugoirs ramifiés cortical, strictement (Monotropotides) ou peloton
intracellulaires) extraceliulaire (Arbutoides) intracellulaires
{variable)

(% masgse de 1'organe mixte) (10%) (40%) (40%)
Spécificité d'hote ancune Nulle & forte selon le couple ? ?
Ancienneté Silurien Crétacé (ou plus tardif ?) Crétacé (ou plus tardif 7) Crétacé (ou plus tardif 7)

Ressources exploitées par le
myeobionte

Phosphore inorganique :
soluble ou adsorbé ;
oligoéléments

Phosphore et azote organiques
ou minéraux : solubles,
adsorbés on insolubles,

oligoéléments

Mal connues et variables
Le mycobionte peut &tre
parasite ou mutualiste d'un
antre végétal (Monotropoides)

Phosphore et azote organiques,
parfois glucides insolubles
(celulose...)

Localisation majeure

Tous les sols, sauf
hydromorphes : sols
tropicaux et tempérés ; peu
fréquents en sol boréal

Divers sols, dont ceux
moyennement minéralisés :
sols ternpérés et boréaux,
parfois tropicaux

Sols & matiére organique non
minéralisée : sols boréaux et
d'altitude surtout, les orchidées
sont plus ubiquistes
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Il existe différents types d'associations mycorhiziennes, répartis de fagon différente
notamment en fonction de la latitude. Si les mycorhizes primitives furent des endomycorhizes a
vésicules et arbuscules parfaitement adaptées aux climats chauds et aux écosystémes terrestres a
minéralisation rapide qui existaient jusqu'a la fin de I'ére secondaire, la baisse des températures
qui suivit détermina alors dés le tertiaire (LePage et al. 1997) l'apparition d'un autre type
d'association, primordiale aujourd'hui pour la forét tempérée : 'association ectomycorhizienne
(Smith & Read, 1997).

Les différents types décrits, le sont sur une base morphologique (Tableau 01). Ils
impliquent des groupes de champignons et de plantes différents (Harley & Smith, 1983). Les
endomycorhizes & vésicules et arbuscules (VAM), premiéres apparues au cours de {'évolution,
sont les plus répandues au niveau des plantes herbacées et ligneuses. Elles se développent sur sols
minéraux, et concernent 200 a 500 espéces fongiques. Les autres types décrits sont les
endomycorhizes éricoides a pelotons qui prédominent sous hautes latitude et altitude, dans des
sols a humus de type mor (Smith & Read, 1997), les ectendomycorhizes, qui ne concernent
qu'une faible quantité de champignons et restent mal connues, et enfin, les ectomycorhizes. Les
ectomycorrhizes impliquent plus de 5000 espéces fongiques Basidiomycétes ou Ascomycétes
(Molina et al., 1992) avec une spécificité d'hdte - généralement ligneux, gymnosperme ou
angiosperme - qui varie énormément selon les cas. Cette symbiose ectomycorhizienne est pour sa
part dominante dans les écosystémes forestiers sous latitude et altitude intermédiaires possédant

une litiére développée.

L'ectomycorhize : une structure et des fonctions caractéristiques de la forét tempérée.

Trois éléments caractérisent morphologiquement et anatomiquement la structure
ectomycorhizienne (Fig. 01) : (i) le manteau fongique de structure variable qui enveloppe la
racine de la plante ; (ii) des hyphes extra-matriciels qui partent du manteau pour explorer et
exploiter le sol jusqu'a plusieurs dizaines de centimétres de la racine ; et enfin (iii) le réseau de
Hartig qui est constitué par des filaments mycéliens qui s'immiscent entre les cellules corticales
de la racine sans pénétration intracellulaire (Smith & Read, 1997) comme cela est le cas pour les
endomycorhizes. La majorité des espéces ligneuses forestieres sociales de la région tempérée
(notamment les Fagacées et les Pinacées) est concernée par la symbiose ectomycorhizienne. S'l

existe parmi la trés large gamme d'associations ectomycorhiziennes possibles (plus de 5000
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Fig. 01 : Vue éclatée d'une ectomycorhize. (D'aprés Lagrange, 1998).



hyphes
extramatriciels

excrétion de

protéines gﬁ q\ :
g 1 NOF HPO42"
!

NHg* protéases

. -

] o
é | transporteurs membranaires
| plus efficaces

!

I A cordgng )
hydrophobes
! | ‘ H20 ou hyphes
I modifications individuels
| physico-chimiques : hydrophiles
I du milieu )
| HF » volume de sol
- exploité
' ;%22 ) i augmenté
| excrétion de \, i
| phosphatases |
' 1
I P organique [
' |
Accumulation dans le Utilisation de formes | Absorption
manteau et transfert de organigues du phosphate et hydrominérale
formes mobilisables vers lal de 'azote | augmentae
i

racine I

Fig. 02 : Représentation schématique du rdle joué par l'ectomycorhize dans la nutrition
hydrominérale.



especes fongiques), une assez forte unité anatomique, en revanche, la diversité fonctionnelle est
grande.

Les r6les généraux des deux partenaires peuvent cependant étre énoncés : le champignon
symbiotique regoit de l'arbre le carbone nécessaire & son métabolisme sous forme de glucides
issus de la photosynthese végétale : le pourcentage de sucres produits par la plante et 'utilisés' par
le champignon pourrait atteindre 30 4 40% (Séderstrom, 1992) (ces chiffres sont toutefois
certainement surestimés car le flux de carbone n'est pas destiné en totalité au partenaire fongique
puisque une partie est respirée par la racine elle-méme). Le végétal, récupére une partie du
carbone investi dans la symbiose, notamment par le biais de transfert d'acides aminés du
partenaire fongique vers sa racine hote (Genetet ez al., 1984). De son c6té, le champignon procure
de nombreux avantages au végétal. Il améliore en particulier la nutrition hydrominérale (Fig. 02)
: cette amélioration concerne I'eau, les ressources minérales solubles du sol, phosphatées ou
azotées, ainsi que les oligo-éléments (Mousain, 1989 ; Martin & Lorillou, 1997). La premiére
explication & cette amélioration se trouve dans le fait que les hyphes extramatriciels du partenaire
fongique, d'un diamétre inférieur 4 celui des racines courtes, explorent d'une maniére plus
efficace un volume de sol plus important (Garbaye & Guehl, 1997). Au niveau hydrique, 1a
contribution du partenaire fongique est grande (Morte ef al, 2001) et le statut hydrique de 1'arbre
est profondément modifié par les apports du champignon (voir section ci-aprés). Concernant la
nutrition minérale, le champignon associé¢ permet I'exploitation de ressources organiques du sol,
autrement inaccessibles a la plante ; notamment par le biais de sécrétions de protéases (Nésholm
et al., 1998) ou de'phosphatases (Mousain, 1989), et dans certains cas, grice a l'excrétion de
protons ou d'agents chélatants qui permettent l'altération d'édifices cristallins (Jongmans ef al.,
1997). Ces capacités expliquent probablement la réussite des ectomycorhizes dans les sols
tempérés et boréaux, ot les faibles températures n'autorisent ni une altération rapide de la roche
mére, ni une minéralisation efficace de la matiére organique. Un autre apport de la part du
champignon, consiste en une protection phytosanitaire apportée au végétal : cela est réalisé par le
biais d'une protection physique de la part du manteau, par un effet de compétition trophique, ou
encore via la production de composés antibiotiques (phytoalexines, protéines PR) qui modifie la
composition de la microflore locale (Frey et al., 1997). Un dernier effet connu de la part du
champignon est la modification du statut hormonal de "hdte végétal. En effet, la synthése de
phytohormones par des champignons ectomycorhiziens a été rappbrtée par plusieurs auteurs:

l'auxine lors de trés nombreuses études (cf, Ditengou, 2000), mais aussi des gibbérellines et de
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cytokinines chez Boletus edulis (Gogala, 1967 in Ditengou, 2000). L'AIA fongique est méme une
des molécules clef du processus symbiotique mycorhizien puisqu'elle induit une stimulation de la
ramification et de la formation des racines latérales aboutissant a la structure caractéristique des
systémes racinaires mycorhizés (Slankis, 1973).

A un niveau intégré, la grande diversité fonctionnelle des associations ectomycorhiziennes
est garante d'un effet ectomycorhizien global complémentaire voire synergique (Cairney, 1999)
C'est cette complémentarité fonctionnelle de différents symbiotes qui pourrait procurer aux arbres
une grande souplesse et une flexibilité d'adaptation face aux fluctuations des conditions
environnementales. Au niveau d'un écosystéme forestier cette diversité fonctionnelle du cortége

ectomycorhizien évolue dans le temps et dans I'espace (Dahlberg, 2001).

Le statut hydrique des végétaux ectomycorhizés.

Le statut hydrique des végétaux est largement modifi¢ par l'ectomycorhization

Par rapport au nombre d'études conduites, axées sur le statut hydrique des végétaux
endomycorhizés, trés peu d'études ont été menées sur l'effet des champignons ectomycorhiziens.
Les travaux de Morte ef al. (2001) mettent cependant en évidence des effets sur I'héte,
relativement similaires a ceux produits par les endomycorhiziens (voir Auggé, 2001). Par exemple
pendant un stress (absence d'irrigation durant quatre mois), les baisses du potentiel hydrique
foliaire et de la conductance stomatique enregistrées chez des plants de Pinus halepensis sont
moeins importantes lorsque ceux-ci sont colonisés par le champignon ectomycorhizien Suillus
mediteraneensis (0,4 MPa de différence), suggérant une amélioration sensible du prélévement
d'eau pendant la période de stress due & la mycorhization. Pendant le stress, la croissance des
plants ectomycorhizés n'est pas améliorée (des facteurs independants du statut hydrique
interviennent certainement), mais aprés ré-irrigation, ces derniers ont une augmentation de
biomasse supérieure, due & une amélioration du statut hydrique de P. halepensis. Guehl et
Garbaye (1990) puis Dosskey ef al. (1991), ont montré que si la transpiration était augmentée par
'ectomycorhization, l'efficience d'utilisation de l'eau, c'est a dire le rapport de Carbone fixé dans
la biomasse (activité photosynthétique nette) 3 la quantité d'eau transpirée (déterminée par la
conductance stomatique des feuilles), était également améliorée. Des résultats similaires ont été
obtenus par Nardini ef al. (2000), qui ont montré que la colonisation des racines de Quercus ilex
par Tuber melanosporum augmentait la conductance stomatique mais aussi l'activité

photosynthétique nette des chénes, et par Parke ef al., (1983) qui ont trouvé, en conditions de
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stress hydrique, un taux de photosynthése nette supérieur chez des Pseudofsuga mensiezii

ectomycorhizés par rapport aux mémes plants non mycorhizés.

La modification du statut hydrique du végétal par le champignon ectomycorhizien a plusieurs
causes

Les quatre points présentant les causes possibles des effets de 'endomycorhization sur le statut
hydrique des végétaux colonisés (voir Morte et al., 2000) semblent pouvoir étre repris pour les

champignons ectomycorhiziens :

1) L'aspect nutritionnel, et notamment la disponibilité augmentée en phosphore (Coleman,
1990), peut jouer un rdle clef dans la modification du statut hydrique des végétaux hotes et
I'amélioration des relations hydriques de ces hdte, surtout en cas de stress hydrique. Les effets
positifs de I'ectomycorhization sur la nutrition peuvent avoir un effet direct ou indirect en
permettant méme en cas de stress un métabolisme actif, et en autorisant 'accumulation de

- composés protecteurs.

2) L'amélioration directe de I'absorption d'eau est chez les ectomycorhize trés importante.
Tout d'abord te volume de sol exploré est largement angmenté par 'existence de plusieurs
centaines d'hyphes émanant du manteau ectomycorhizien et s'étendant jusqu'a plusieurs dizaines
de centimétres de celui-ci (Bowen, 1973). En plus, le trés faible diamétre d'un hyphe
extramatriciel (environ 2 & 5 pm) qui contraste avec celui d'une racine (100 4 500 um), permet
l'exploitation des micro-sites du sol. Lorsque I'eau devient rare, cette capacité d'acces 4 la
porosité fine devient fondamentale.

La conduction de I'eau au niveau des hyphes extramatriciels s'effectue de maniére passive
selon le gradient de potentiel entre entre le sol et le végétal. Agerer (1991) puis Unestam et Sun
(1995) ont proposé une typologie morphologique et fonctionnelle du mycélium extramatriciel.
Au sein de cette typologie deux types peuvent étre distingués. Le premier type correspond 4 la
présence d'hyphes extramatriciels individuels ou peu agrégés, dont la surface est hydrophile.
L'eau peut alors étre absorbée sur toute la longueur de I'hyphe. La conduction se fait ainsi par un
film capillaire, le long de la surface des hyphes (Garbaye et al., 1993). Cette conduction est
efficace lorsque le sol est relativement humide et que le film capillaire est continu le long de
I'hyphe. Le second type correspond a des hyphes extramatriciels agrégés sous forme de cordons

hydrophobes sauf 2 leurs extrémités ol se fait 'absorption. Ces cordons plus ou moins structurés
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(les plus structurés sont appelés rhizomorphes) se ramifient dans les zones du sol plus riches en
eau. Les hyphes centraux sont parfois dépourvus de contenu cytoplasmique, tandis que leur septa
peuvent disparaitre, leur donnant une structure de vaisseau conducteur. La conduction est cette
fois-ci interne au cordon et plus efficace que dans le type précedent, en particulier en condition de
contrainte hydrique.

Si la surface d'absorption est augmentée, la conductivité hydraulique d'un systéme
racinaire ectomycorhizé n'est cependant pas toujours améliorée comme cela semble étre le cas
pour les systémes endomycorhizés (Ruiz-Lozano et Azcon, 1995). Par exemple, la conductivité
hydraulique par unité de surface se trouve réduite d'un facteur de 0,44 chez des chénes (Quercus
ilex) associés & Tuber melanosporum (Nardini ef al., 2000). Mais il doit exister de fortes
variations selon le type d'association qui sont fonction notamment du rapport partie aérienne /
partie souterraine (Anderson et al., 1988) et de la morphologie du mycélium externe (Garbaye et
Guehl, 1997) puisque la conductivité hydraulique de racines de Ulmus americana est améliorée
par Hebeloma cylindrosporum (Muhsin et Zwiazek, 2002).

Signalons enfin que I'amélioration directe de l'absorption d'eau peut également provenir,
d'une éventuelle régulation par le partenaire fongique, des transports d'eau par les aquaporines
(water channel transport). Cette hypothése est cependant discutée (voir Muhsin et Zwiazek,
2002).

3) L'intervention d'hormones fongiques au sein du partenaire végétal est avérde
(Karabaghli ef al., 1997). Si l'action d'ABA produite par le champignon sur la régulation
~ stomatique n'est aujourd'hui que suggérée, Morte et al. (2001) précise que la symbiose
mycorhizienne modidifie la sensibilité stomatique a 'ABA et/ou les quantités d'ABA transférés
vers les feuilles.

4) La régulation osmotique (combinée ou non a la 'régulation é€lastique’) peut &tre un
moyen efficace de modifier le statut hydrique du végétal hote et de limiter les effets du stress
hydrique (perte de turgescence notamment), Dans 1'étude de Morte ef al. (2001) alors que le
potentiel hydrique foliaire de Pinus halepensis ectomycorhizés par Suillus mediteraneensis est
maintenu élevé en conditions de stress hydrique (plus de 0,4 MPa de différence avec les plants
non mycorhizés), le potentiel osmotique, lui, reste identique a celui des plants non mycorhizés, et
il n'y a pas de phénoménes de régulation osmotique au niveau des cellules foliaires. Par contre,
Wartinger ef al. (1994), ont montré qu'il y avait une régulation osmotique provoquée chez

Pseudotsuga mensiezii par la mycorhization par Laccaria laccata. Cette régulation osmotique
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Tableau 02. Principales méthodes moléculaires utilisées en écologie (D'aprés Selosse, 1998).

radioactivité

séquences des sites
d'hybridation des
amorces

Coft des enzymes.

I'ADN contaminant

Méthode RFLP PCR dirigée PCR/RLP (et SSCP) AFLP AFLP
Principe Hybridation d'une Amplification PCR, suivie d'une digestion | Digestion de 'ADN, PCR sur des loci
sonde ADN sur de exponentielle d'un par des endonucléases {ou ligation de aléatoirement amplifies
I'ADN digéré et séparé | locus délimité par deux | d'une migration en conditions | fragments-amorces a | par fixation d'une amorce
sur gel amorces flanquantes dénaturantes pour la SSCP) certains fragments | unique en conditions peu
digérés, puis PCR stringentes
lificati e . . A A T e datied
Am}.’ theation . . Amplification in vifro par une enzyme thermostable (Tag polymérase), grice i la répétition d'un cycle
du signal Sonde radioactive (ou . ; . . \ s o : s el
. thermique permettant successivement : la dénaturation de I'ADN, l'hybridation des amorces initiant la
parfois fluorescente) ( qe L e s
réplication et enfin la polymérisation.
Basedela
spécificité Choix des amorces et donc du locus, souvent unique. Lors de la ligation, | Amorces et conditions de
Choix de la sonde Les conditions thermiques sont déte;-minantes choix de certains température choisies
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Source de
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insertions/délétions fragments correspondant au
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Spemﬁq“? et plusieurs génomes sont présents, par ex. deux Génére fréquemment de nombreux
reproductible symbiotes) et sensible (réclame peu d'ADN). polymorphismes.
Inconvénients Manipulation de la Exige de connaitre les Amplification de | Parfois peu reproductible




concerne les cellules racinaires et les cellules foliaires mais n'a pas été enregistrée de maniére
simultanée dans les deux parties du végétal (au niveau des racines lors d'un premier stress
hydrique et au niveau des feuilles lors d'un second stress consécutif). Cette régulation osmotique
peut émaner d'une amélioration de la nutrition minérale par le champignon mais peut-&tre aussi

d'une synthése de composés osmorégulateurs et/ou osmoprotecteurs (Wartinger ez al., 1994).

Les mycorhizologues ont décrit et expliqué Ia structure et 1a dynamique des populations de

quelques champignons ectomycorhiziens.
Il est possible de décrire la structure et la dynamigue des populations d’ectomycorhiziens.

Gréce essentiellement a I’avenement des méthodes de biologie moléculaire (Gardes et al., 1991 ;
Horton & Bruns, 2001), la diversité des champignons ectomycorhiziens a pu étre décrite: (i) au
sein d’une communauté, les différentes espéces peuvent étre identifides (Dahlberg, 2001) ; (ii) au
niveau intra-spécifique, les différents génotypes d’une population peuvent étre révélés (Debaud et
al., 1995). Ces techniques sont plus ou moins discriminantes et connaissent des applications
diverses (Tableau 02). En particulier, les techniques les plus puissantes ne peuvent pas toujours
&tre utilisées directement sur les ectomycorhizes. Les études d’écologie moléculaire, si elles
visent a appréhender la biodiversité des communautés ou a une échelle plus réduite des

populations, se sont souvent attachées a décrire la structure et la dynamique des populations.

A Uéchelle d’un écosystéme, il existe une dynamique temporelle et spatiale des populations de

champignons ectomycorhiziens.

Frankland (1998) a défini le phénomeéne des successions des champignons ectomycorhiziens au
cours du temps comme des changements dirigés, dans la composition, 1’abondance relative et Ia
distribution spatiale des espéces constituant une communauté. Les successions se traduisent par
des phénomenes de colonisation et de disparition d’espéces différentes qui aboutissent
théoriquement ir fine 4 un stade d’équilibre stable ou climax. Les premiéres études ont toutes été
basées sur le suivi au cours du temps, de l'apparition-disparition des carpophores des especes qui
fructifient. Il est ainsi apparu qu’il existe au cours de la succession une gradation dans
I’apparition-disparition des champignons ectomycorhiziens. Plusieurs études, comme celle de

Dahlberg et Stenlid (1995), se sont attachées & décrire la dynamique des populations fongiques en
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Fig. 03 : Successions fongiques en fonction du vieillissement du peuplement forestier. Le diagramme est
basé sur l'apparition des carpophores et définit des espéces de stades précoces et tardifs (d'aprés Last ef
al., 1987).



fonction du vieillissement du peuplement forestier. En régle générale, la diversité fongique
augmente au cours du temps lors des stades précoces, via le recrutement de nouvelles espéces,
puis, la diversité des carpophores diminue (Selosse, 1998a, b). Initialement, le phénoméne de
succession a ét€ décrit en opposant les espéces de champignons pionniers colonisant le sol et les
racines-hdtes par le biais de spores souvent abondantes et appelés early stage fungi (espéces de
stade juvénile) aux espéces dominant dans les foréts plus agées, se développant essentiellement
par croissance végétative, et définis comme des late stage fungi (espéces de stade tardif) (Fig.
03). Cela se traduit par un paradigme décrivant deux comportements extrémes : (i) pour une
espéce fongique de stade précoce se développant essentiellement par dispersion de spores, les
génets” sont petits et nombreux et ils autorisent la reproduction sexuée en produisant de
nombreux carpophores, (ii) au contraire, pour une espéce de stade tardif se développant
majoritairement par croissance végétative, les génets' sont généralement grands et peu nombreux.
Plusieurs études ont montré l'adéquation de ce schéma avec l'autécologie de différentes espéces :
(i) grands genets associ¢s a un développement végétatif majoritaire pour Swillus bovinus
{Dahlberg and Stenlid., 1994), Suillus pungens (Bonello et al., 1998), Suillus variegatus
(Dahlberg, 1997) ou bien (ii) genets restreints et préeminence de la reproduction sexuée pour
Pisolithus tinctorius (Anderson et al., 1998), Hebeloma cylindrosporum, (Gryta et al., 1997),
Laccaria bicolor (Selosse et al. 1998a, b) ou Laccaria amethystina (Gherbi et al., 1999 ; Fiore-
Donno & Martin, 2001).

Mais ce concept dichotome a laissé place a un schéma tenant compte de Paspect plus
continu des colonisations par les champignons ectomycorhiziens. Aussi, le terme de multistage
fungi faisant référence a des champignons pionniers en termes colonisation mais qui se
maintiennent également dans les foréts adultes a fait son apparition. Dahlberg et Stenlid (1994)
ont observé les populations de Suillus bovinus dans des foréts d’ages différents ce qui leur a
permis de montrer que S. bovinus était présent & plusieurs stade de maturité de la forét mais
qu'avec ’age de la forét, la taille des génets grandissait tandis que leur nombre diminuait. Zhou et
al. (2001) avancent toutefois, dans le cas de Suillus grevillei, que c'est 'emplacement du genet
qui est modifié au cours du temps plus que la taille du genet elle-méme. Pour S. bovinus,
Dahlberg et Stenlid (1995) suggérent qu’aprés une colonisation intiale réalisée gréce 4 des
basidiospores, ferait suite une croissance végétative avec élimination compétitive de certains
génets. Dés que la population a terminé son recrutement, les spores méiotiques n’auraient plus

* pénet est synonyme de clone et correspond 4 un complexe d'ectomycorhizes, de mycélium extra radiculaire et de carpophores
d'un seul et méme génotype, qui se développe & partir d'un mycélium souterrain
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sur place un rle de colonisation (Selosse er al., 1998 ; Gryta ef al., 2000). Plusieurs travaux ont
ensuite également souligné les limites du schéma dichotome, en montrant par exemple que le
développement via la production de spores n’était pas réservé & des stades précoces et que chez
certaines espéces fongiques, les spores méiotiques peuvent jouer un réle important méme en
conditions stables. Dans ce cas, la compétition liée & la croissance végétative ne serait pas
suffisante pour interdire le recrutement de nouveaux génotypes. C’est le cas en particulier pour
Laccaria amethystina dans une hétraie d'altitude de 140 ans (Gherbi et al., 1999). Citons
également les travaux de Fiore-Donno & Martin (2001) qui ont souligné la prédominance de la
sporulation chez ce méme Laccaria amethystina dans une forét mixte agée, ou Redecker ef al.
(2001) qui ont obtenu les mémes types de résultat chez plusieurs Russulacées se développant
dans les pinédes de la Sierra Nevada. En plus des limites précédemment discutées de ce modéle
dichotome, la plupart des études parce qu’elles étaient réalisées a partir de récoltes de
carpophores ne prenaient en compte qu’une image partielle des populations de champignons
ectomycorrhiziens. En effet, méme si dans certains cas, il existe une bonne corrélation entre la
structure génétique et spatiale des ectomycorhizes et des carpophores (ex cas d'Hebeloma
cylindrosporum dans la pinéde landaise, Guidot et ai., 2001), cela ne semble pas concerner
l'ensemble des espéces ectomycorhiziennes. La fructification est un phénomene complexe qui
varie d'une espéce a l'autre (Gardes et Bruns, 1996 ; Dahlberg et al, 1997 ; Gehring et al., 1998 ;
Jonsson ef al., 1999a) : certaines espéces qui forment peu de mycorhizes fructifient
abondamment, alors que d'aufres formant de nombreuses ectomycorhizes fructifient peu. D'autre
part, la communauté de carpophores semblerait beaucoup plus affectée par les facteurs
environnementaux et les modifications de I’écosystéme que la communauté ectomycorhizienne
(Jonsson et al., 1999a ; Jonsson et al., 2000, Peter ef al., 2001). Peter ef al. (2001) ont montré par
exemple, qu'un amendement en azote inorganique ne modifie que trés peu, 4 court terme, la
diversité des champignons ectomycorhiziens au niveau souterrain alors que la diversité des
carpophores est par contre trés affectée. Cela pourrait résulter d'une diminution des apports de
photosynthétats destinées a la fructification due au cofit élevé de I'assimilation de l'azote
supplémentaire (Lilleskov et Bruns, 2001). Pour leur part, Jonsson ef al. (1999b) suggerent qu’au
niveau de la communauté des ectomycorhizes, contrairement & celle des carpophores, il existe
une réelle continuité dans la composition du cortége ectomycorhizien entre des racines de jeunes

plants et celles d’arbres agés.
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Méme si une certaine continuité existe, & un instant donné, le cortége ectomycorhizien
possede des caractéristiques adaptées au type de sélection imposé par le milieu. Ces
caractéristiques répondent & des stratégies écologiques. A partir du modéle de croissance des
populations de Verhulst, MacArthur (1967) a distingué, chez les animaux, deux types de stratégie
: la stratégie r (taux de multiplication sexuée élevé et cycle court, surtout efficient  faible densité
et en milieu instable) et la stratégie & (croissance et durée de vie longue, optimisant la survie de la
descendance, surtout efficiente 3 forte densité et en milieu stable). D’autres auteurs ont précisé
ces approches : Grime (1977) a défini trois stratégies chez les végétaux supérieurs. Cette
approche a été adaptée aux champignons par Pugh (1980), puis plus précisément aux
ectomycorhiziens par Last ef al. (1987). On distingue donc : (i) la stratégie compétitive (C} qui
optimise la compétitivité ou encore la "combativité" : elle est favorisée en milieu riche et stable,
via la croissance végétative ; (ii) la stratégie de tolérance au stress (S) qui réduit les vigueurs
végétative et reproductive, mais développe des adaptations aux milieux hostiles. Et enfin, (iii) la
stratégie rudérale (R) a forte vigueur reproductive et a cycle court qui est adaptée aux milieux
perturbés mais riches. Ce type de description autorise une vision plus continue des phénoménes
de colonisations-compétitions qui régissent la dynamique des populations de champignons
ectomycorhiziens. S$i ce concept de stratégies n’est pas opposé a celui décrivant les phénoménes
de successions, son intérét réside dans le fait qu’il peut s’appliquer aux modéles soulignant
I’aspect ‘historique’ dans lequel la dynamique des populations soumises constamment & des
accidents (‘accidents of history ¢ in Dahlberg, 2001) n’aboutit jamais 4 des stades d’équilibre et

livre une dynamique davantage affranchie de 1’aspect temporel.

Une image actuelle de la communauté des champignons ectomycorhiziens

Horton et Bruns (2001), aprés revue des travaux consacrés aux populations des champignons
ectomycorhiziens, déduisent que ces communautés sont trés diverses méme lorsque quelques
espéces dominent largement. Au sein de cette communauté, de nombreux morphotypes sont rares

et les ectomycorhizes ont tendance a étre disposées sous forme d’agrégats.
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Etablir le lien entre diversité fonctionnelle et génétique constitue le défi principal de
I'écologie des champignons ectomycorhiziens.

Etat de l'art... et perspectives

Il ne fait désormais aucun doute que 1'ect0myco.rhize est un acteur majeur de l'écosystéme
forestier (Buscot ef al., 2000) et de ce constat découle la nécéssité d'en apprendre davantage sur
I'identité et la structure des populations des organismes responsables de ces processus clef (Read,
2000). D'une part, la physiologie et le fonctionnement général de l'ectomycorhize sont
aujourd'hui bien décrits, d'autre part, la connaissance des structures et des dynamiques de
population sont connus pour de nombreux champignons ectomycorhiziens. Il apparait clairement
que ces deux volets : étude génétique des populations et étude fonctionnelle, sont étroitement liés.
La fluctuation des populations dépend essentiellement de la 'Fitness’ qui est régie en grande
partie par des facteurs physiologiques. D'un autre c6té, 4 un niveau intégré, l'aspect fonctionnel
au niveau d'un écosystéme forestier va dépendre de la structure d'une population et des
interactions des populations au sein de la communauté ectomycorhizienne. Etablir le lien entre

ces deux types de connaissances est dés lors un objectif prioritaire.

Quelle est la difficulté constituée par I'établissement de ce lien ?

Tout d'abord, établir un lien entre 1'étude des populations de champignons ectomycorhiziens et la
fonction de ces mémes populations sous-entend qu'on étudie précisémént l'entité fonctionnelle
elle méme, qui est l'ectomycorhize in situ. Or, cette dynamique fonctionnelle des
ectomycorrhizés constitue encore un aspect mal connu et les guildes fonctionnelles (ou groupes
fonctionnels in Loreau e al., 2001) d’cctomycorhizes constituent une véritable ‘bofte noire’
(Horton et Bruns, 2001). A T'heure actuclle, les études reliant la structure génétique et des
données fonctionnelles concernant les champignons ectomycorhiziens ont été réalisées a partir de
mycelia issus de carpophores. Comme par exemple, le travail trés complet de Colpaert ef al.
(2000) qui établit un lien entre la tolérance aux métaux lourds et la structure génétique de
populations de Swillus luteus. Ces auteurs ont montré l'incidence de la pression de sélection
imposée par la présence, dans le sol, de métaux lourds sur la structure des populations de ce
Basidiomycéte étudiée a partir de récoltes de carpophores. Concernant les ectomycorhizes, si de
nombreux outils permettant la discrimination de la diversité genétique sont désormais disponibles
et aujourd’hui utilisés, les données physiologiques font davantage défaut. D’une part, leur

acquisition in situ s'avére délicate (contrairement aux tests im vitro réalisés sur des isolats
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mycéliens) et les résultats obtenus en conditions contrblées sont loin de pouvoir décrire le
fonctionnement des ectomycorhizes dans des écosystémes complexes (Buscot ef al., 2000).
D’autre part, ces études physiologiques ne révélent bien souvent qu'un nombre trés restreint de
caractéres physiologiques, qui ne suffisent pas a appréhender l'aspect fonctionnel global de
I'ectomycorhize. La réponse sera vraissemblablement donnée par I'utilisation d'outils
moléculaires : le développement de I'ingénierie génomique et 'obtention de profils d'expression
génique 2 l'aide de réseaux d' ADNc (microarrays), devraient permetire a terme : (i) de décrire la
composition des communautés et populations fongiques du sol (métagénomique) et (ii) d'avoir
une idée précise des fonctions physiologiques développées a un instant donné au sein d'une
ectomycorhize (Martin, 2001). Pour I'heure, il est essentiel de corréler la diversité génétique

observée avec 'état de marqueurs physiologiques ciblés sur des fonctions précises.

Les applications en foresterie

Connaitre la variabilité fonctionnelle inter- mais aussi intra-spécifique des champignons
ectomycorhiziens permet de sélectionner an mieux les souches destinées a la mycorhization
conirdlée des plantations (Mousain ef al., 1994). La disponibilité en eau étant le premier facteur
de l'environnement qui limite la production forestiére, il semble important de conpaitre les
espéces, et d'une maniére plus précise, les génotypes, qui favorisent le plus l'utilisation de I'eau
par les arbres forestiers. Ceci permettrait de pratiquer des inoculations contrdlées ou de conduire
au mieux la sylviculture d'un peuplement afin de favoriser les souches fongiques intéressantes. A
ce titre, le champignon ectomycorhizien Cenococcum geophilum apparait comme étant un bon
candidat quant a un role potentiel dans l'optimisation de !'utilisation de !'eau par les arbres

forestiers.

Cenococcum geophilum

Présentation

Cenococcum geophilum Fr. est un des champignons ectomycorhiziens les plus fréquemment
décrits sous forme d'ectomycorhizes ou de sclérotes. Il s'agit d'un Ascomycéte ne possédant pas
de stade sexué connu qui forme des ectomycorhizes au sein d'une large gamme d'habitats en
s'associant & de nombreux hétes. C. geophilum est donc un champignon ectomycorhizien

cosmopolite et a faible spécificité d'hdte.

25



Fig. 04 : Photographies de mycelia de C. geophilum
cultivés sur un milieu MEA2% (extrait de malt agar
2%) surmonté d'une feuille de cellophane.



C. geophilum, trois entités

Champignon asexué, C. geophilum, ne produit pas de carpophores. Par contre, on trouve
fréquemment sur les systémes racinaires ses ectomycorhizes, et dans le sol, des sclérotes qu'il
forme en abondance. Le mycélium végétatif de C. geophilum peut facilement se cultiver sur

milieu gélosé in vitro.

Le mycélium végétatif

D'apres les observations de Trappe (1962), reprises par Lo Buglio (1998) une description
morphologique et anatomique caractéristique du mycélium végétatif de C. geophilum peut étre
dressée. C. geophilum développe en culture in vitro un mycélium (Fig. 04) marron foncé 4 noir
(les zones plus jeunes peuvent arborer une teinte plus claire), a I'aspect duveteux. La coloration
noire est due 2 la présence de mélanines au niveau des parois cellulaires. Les hyphes ont un
aspect rigide, et ne sont qu'occasionnellement ramifiés. S’ils s'agrégent parfois, ils ne sont jamais
rhizomorphiques. Les septa sont simples et les parois cellulaires épaisses (de 0,2 ym 3 0,7 um
pour les hyphes plus 4gées). La croissance de ce mycélium est lente ; un optimum de 1,2 mm par
Jjour a 25°C a été mesuré par Neves Machado (1995). Des variations au niveau de la morphologie,
de la vitesse de croissance, de la température ou du pH optimum ont été observées d'un isolat a

l'autre (Cline ef al., 1987 ; LoBuglio ef al., 1991).

Les ectomycorhizes

Les ectomycorhizes de C. geophilum (Fig. 05) sont d'un noir charbon plus foncé que celui du
mycélium en culture pure. Elles sont de petite taille et généralement non ramifiées. Le degré de
mélanisation varie, mais 'absence de mélanine n'existerait que dans les parties ayant pénétré le
végétal (Ponge, 1990 ; Paris et al, 1993). Depuis la surface du manteau 2 I'aspect granuleux
(Ingleby et al., 1990) s'initient des hyphes raides, non ramifiés, souvent incurvés (Agerer, 1995),
formant un mycélium extramatriciel généralement bien développé. Les parois cellulaires de ces
hyphes sont épaisses, ce qui explique leur aspect rigide, et leur diamétre important (Pigott,
1982a). Le manteau habituellement peu épais de 20 4 40 um, est composé d'hyphes irés sombres,
de gros diamétre pour les plus externes, de plus petit diamétre pour celles plus proches de la
racine hote. La structure cellulaire de ce manteau (Fig. 06) est compacte et il posséde les
caractéristiques d'un synenchyme {Pigott, 1982a). Les parois (particuliérement celles des cellules

des hyphes les plus externes) sont trés épaisses et contiennent de la mélanine associée & des
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Fig. 05 : Photographies d'ectomycorhizes impliquant C. geophilum et des racines courtes de hétre.



Fig. 06 : Coupes longitudinales et transversales d'ectomycorhizes de C. geophilum montrant
le manteau et le réseau de Hartig. (d'aprés LoBuglio). (A) coupe longitudinale x2000 du
manteau d'une ectomycorhize de C. geophilum montrant le motif céphalothécoide émanant
d'une croissance radiale des hyphes du manteau ; (B) coupe transversale x130 d'une
ectomycorhize, le développement du manteau n'est pas uniforme.

Fig. 07 : Photographie d'un sclérote de C. geophilum.



protéines et a des chitines (Mangin ef al., 1986) comme cela est le cas dans les cuticules
d'arthropodes. Ce caractére pourrait leur conférer une certaine résistance a la dégradation. Les
hyphes externes sont recouverts par un matériel dense et €pais qui semble isoler l'ectomycorhize
du sol. Ce mucilage résulterait d'exsudations pariétales et pourrait constituer une protection
(Genet, 1999). A la surface du manteau, se forment des amas caractéristiques de cellules
isodiamétriques, entourdes par des gaines d'autres cellules allongées. Cette structure créée une
forme étoilée parfois appelée profil céphalothécoide (Trappe, 1971). Le réseau de Hartig, continu
et unisérié, présente des hyphes de petit diamétre qui s'étendent sur un nombre d'assises corticales

qui varie selon 'h6te (Trappe, 1971).

Les sclérotes

C. geophilum comme d'autres champignons ectomycorhiziens tels que Pisolithus tinctorius
(Greenville er al.,, 1985), Paxillus involutus (Greenville er al., 1985) ou encore Hebeloma
sacchariolens (Fox, 1986), peut former des sclérotes (Fig. 07). Dans le cas de C. geophilum, cette
production est trés abondante. Dahlberg et al. (1997) ont noté dans une pessicre suédoise, une
trés forte biomasse de sclérotes de C. geophilum: ils ont relevé 440 Kg (production annuelle
moyenne) de biomasse fongique sous forme de sclérotes de C.. geophilum, contre 250 & 400 Kg
sous forme de mycorhizes toutes espéces confondues, Ces propagules pourraient servir de formes
de résistance durant les périodes de stress environnementaux, et constituer ainsi un avantage
compétitif dans ces conditions. Les sclérotes peuvent étre dispersés par différents vecteurs, tels
que I’eau, les insectes, les oiseaux et les rongeurs. Les sclérotes vivants, d'un diamétre pouvant
atteindre plus d'l mm, sont fermes et contiennent en grand nombre des réserves lipidiques
solubles dans I’ethanol (Massicotte ez al, 1991). L’initiation du sclérote implique des
modifications d’ordre morphologique, ainsi que des changements dans 1’orientation de la
croissance (Massicotte ef al., 1991). Des sections de sclérotes matures révélent une structure bien
différenciée en medulia-cortex montrant une organisation pseudo-parenchymateuse, avec un

cortex mélanisé de structure compacte.
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C. geophilum, un ectomycorhizien cosmopolite.
C. geophilum posséde un large spectre d'hétes.

C. geophilum est certainement le champignon ectomycorhizien qui posséde la plus faible
spéeificité d'hote. Il forme en effet des ectomycorhizes avec un large spectre d'hodtes. Au total, ses
hotes connus représentent 200 espéces d'arbres appartenant 4 40 genres différents, gymnospermes
ou angiospermes. Des ptéridophytes comme Dryopteris filixmas (Molina & Trappe, 1982) sont
également colonisés par C. geophilum, mais aussi des herbacées comme la plante alpine Kobresia

myosuroides (Lipson et al., 1998).

C. geophilum, des habitals trés divers
Trappe (1962) a largement contribué a la description de la répartition géographique de C.
geophilum. 11 a échantillonné des ectomycorhizes de C. geophilum aussi bien dans I'hémisphére
nord que dans I'hémisphére sud et cela dans des environnements trés variés. En effet, Les
ectomycorhizes de C. geophilum ont €té observées prés du cercle polaire arctique en Alaska ou
au Canada (Trappe, 1962), sous des climats subtropicaux en Floride ou tropicaux & Porto-Rico
(Trappe, 1962) ou encore dans des milieux alpins ot les conditions peuvent s'avérer extrémes et
ol peu d'ectomycorhiziens sont présents (Read et Haselwandter, 1981 ; Vogt ef al., 1982 ;
Trappe, 1988). Dans les foréts tempérées et boréales, les ectomycorhizes de C. geophilum sont
souvent dominantes : 47% des ectomycorhizes dans une hétraie de plaine francaise (Blaise and
Garbaye, 1983) ou encore 18% d'abondance relative dans une pessiére suédoise (Dahlberg ez al.,
1997).

C'est dans les conditions difficiles, que C. geophilum serait le plus compétitif. En milieu
alpin, Trappe (1988) a révélé qu'a 2700 m, I'abondance relative de C. geophilum était de 90%
alors que celle-ci était diminuée de moitié 100 m plus bas ol les conditions étaient moins
extrémes. La production abondante par C. geophilum de sclérotes trés résistants pourrait assurer
la présence d'un inoculum important méme en conditions difficiles, et expliquer le caractere
pionnier de C. geophilum dans de telles conditions. Trappe (1962) rapporte par exemple que C.
geophilum a ét¢ le premier & mycorhizer de maniére prédominante les systémes racinaires de
jeunes plants de Pinus albicaulis et de Larix Iyalli colonisant des moraines dans les glaciers de la
chaine des Cascades