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2 RESUME

La symbiose ectomycorhizienne est une relation intime qui s'établit entre certains
groupes de champignons et les racines de la plupart des arbres en climat tempéré.
Elle joue un role prépondérant dans les cycles biogéochimiques des écosystemes
forestiers, par son influence positive sur la croissance des arbres, sur leur bilan
hydrique et nutritif et sur la protection contre les pathogenes des racines.

Or, chaque arbre est confronté a un cortége d'especes, chaque espece étant elle-méme
structurée en populations génétiquement différenciées, notamment du point de vue
physiologique. De ce fait, l'impact fonctionnel de chacune de ces populations sur la
biologie de I'arbre est fortement variable. La connaissance de la structuration
génétique des populations apparait nécessairement comme un prélude &
l'appréhension globale de phénoménes multifonctionnels et dynamiques. Une optique
de gestion durable des ressources forestiéres ne peut avoir lieu que par la prise en
compte de ces phénomeénes, regroupés sous le terme d'écologie des communautés.

Malgré la prise de conscience du role essentiel des ectomycorhizes pendant la
derniere décennie, peu d'études ont été entreprises pour améliorer la connaissance de
la distribution spatiotemporelle des populations de champignons ectomycorhiziens.
Ainsi, les processus contrélant 'origine et le maintien de leur variation génétique,
essentielles pour la compréhension de la dynamique des écosystémes forestiers, sont
encore hors de portée.

Notre étude d'écologie moléculaire, conduite dans la forét mixte de la réserve
mycologique de La Chanéaz (Suisse), avait pour but de déterminer l'importance
relative de la reproduction sexuée et végétative chez trois espéces de Basidiomycétes
ectomycorhiziens, Laccaria amethystina (Tricholomataceae sensu SINGER 1975),
Xerocomus chrysenteron et Xerocomus pruinatus (Boletaceae). Cette question peut
étre résolue en établissant la structure génétique des populations présentes. Pour cela,
les limites de chaque "individu" doivent étre établies, ce qui, chez des champignons a
croissance souterraine, n'est pas immédiat. Une récolte intensive de champignons
pendant trois ans, suivie d'un typage moléculaire, a permis d'identifier les "individus"
(génets) en présence, la surface qu'ils occupaient et comment elle a évolué dans le
temps.

Nous n'avons trouvé qu'un seul profil par espéce pour tous les marqueurs utilisés
chez les 146 Xerocomus chrysenteron et les 10 Xerocomus pruinatus analysés, dans
une parcelle d'étude de 100 m?. L'absence de polymorphisme des loci étudiés et
J'é¢tendue des génets suggeére une croissance végétative du mycélium sur une longue
période. La reproduction sexuée semble intervenir rarement chez ces espéces qui
s'établissent durablement.

Contrastant avec ces résultats, la population de Laccaria amethystina a montré une
diversité génétique élevée, les 209 sporophores analysés étant répartis en 157 génets,
de petite taille, entremélés (314 génets/100 m?), et éphéméres. Le génet le plus
étendu occupait une surface d'environ 2.5 m de diamétre et comprenait 13
sporophores, mais la plupart des génets ne comprenaient qu'un seul sporophore. Ceci
suggere que cette population de Laccaria amethystina maintienne une structure
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génétique en accord avec une forte occurrence de reproduction sexuée, c'est-a-dire un
renouvellement par les spores méiotiques.

Dans la forét de La Chanéaz, les caractéristiques génétiques intrinseques des espéces
étudiées jouent un réle plus important dans les stratégies de colonisation et de
maintien que ne le fait I'habitat.

Mots-clés: ectomycorhize, génotypes, Laccaria amethystina, Xerocomus chrysenteron, Xerocomus
pruinatus, génétique des populations, structure des populations, RAPD, ADN ribosomal.



3 OBJECTIFS

Pour situer ce travail dans une perspective générale, il faut rappeler que la
compréhension de I'écosystéme forestier passe par la connaissance des cycles
biogéochimiques, dans lesquels les champignons, tout particuliérement ceux vivant
en association étroite avec les racines des arbres (mycorhiziens), influencent de
manicre déterminante la vigueur et I'état sanitaire des arbres et donc la composition et
la pérennité de 1'écosysteme.

Chaque espece fongique mycorhizienne existe sous forme de population structurée en
génets ", clest-a-dire en mycélia génétiquement distincts les uns des autres. Le fait
que les végétaux soient exposés a des mycobiontes ~ génétiquement diversifiés est de
grande importance dans l'écologie des foréts. Les génets varient dans leur aptitude de
colonisation, leur adaptation a des facteurs abiotiques, leur capacité a exploiter la
matiére organique et les éléments minéraux, et donc, de ce fait, & promouvoir la
croissance de la plante hote.

S'il est reconnu que les espéces mycorhiziennes se succedent au fur et 8 mesure du
développement des foréts, la connaissance de I'évolution de la structuration génétique
des populations en présence n'est que fragmentaire. Alors que les écosystemes
forestiers matures étaient considérés comme n'abritant qu'un faible nombre de génets
tres étendus et durablement installés, il s'est avéré qu'il s'y trouvait des populations de
Basidiomycetes ectomycorhiziens caractérisées par un degré élevé de diversité
génétique et composées de nombreux petits génets éphéméres. La question de savoir
si cette structure de population dépend d'une hétérogénéité de I'habitat ou de
caractéristiques génétiques de l'espéce reste ouverte.

Le site choisi pour notre étude est la réserve mycologique de La Chanéaz (canton de
Fribourg, Suisse), si¢ge de nombreuses études sur l'influence de l'environnement sur
la flore fongique, conduites par I'Institut Fédéral de la Forét, de la Neige et du
Paysage. Nous avons mis a profit l'existence de parcelles cloturées pour étudier des
especes comestibles, dont la récolte exhaustive n'aurait pas été possible ailleurs.

De plus, cela permettait d'établir un lien avec le concept de protection des
champignons en cours d'élaboration en Suisse, sous la direction de Béatrice Senn-
Irlet, dans un contexte de régression des espéces mycorhiziennes. Dans le cadre de ce
projet, la pertinence des mesures de protection telles que la limitation ou
I'interdiction temporaire de la cueillette, déja en vigueur dans de nombreux cantons
suisses, devait étre évaluée. C'est pourquoi nous avons été amenés a sélectionner des



espéces comestibles, car ce sont celles qui subissent la plus forte pression due a la
cueillette.

Nous avons tenté de répondre aux questions suivantes :

1. Comment une surface forestiére occupée par une population d’une espéce donnée
est-elle subdivisée en génets différents, identifiés par des marqueurs génétiques
adéquats?

2. Quelle est la surface occupée par chaque génet ?

3. Peut-on observer des variations temporelles dans cette structure spatiale ?

Les données obtenues devraient permettre de déterminer I'importance relative de la
reproduction sexuée et de la croissance végétative, pour chaque espéce. Les stratégies
d'établissement et de persistance pourront ainsi étre inférées, dans un écosystéme non
perturbé, ouvrant la porte a une meilleure compréhension de la dynamique des
populations ectomycorhiziennes.



4 PLAN

La présente étude porte sur la structure génétique des populations " de trois especes
de Basidiomycétes ectomycorhiziens. Cet exposé débute par un bref rappel du cycle
biologique de ces champignons. Certains aspects de la symbiose mycorhizienne sont
traités plus en détail, sous forme de synthése bibliographique, dans la mesure de leur
utilité dans la discussion des résultats. Ainsi, I'établissement et la durée de la
symbiose, les contraintes auxquelles elle est soumise sont des questions essentielles
pour la compréhension de la dynamique des populations.

Il nous a paru intéressant de donner un apercu de la grande diversité spécifique ~ des
champignons ectomycorhiziens. Apres avoir abordé les différents facteurs biotiques
et abiotiques dont le role dans la structuration des communautés ~ a été reconnu, nous
nous attacherons a la description des populations.

Nous nous appuyons sur les principales études de génétique de populations
ectomycorhiziennes, et des modeles explicatifs proposés, qui sont parfois en
contradiction entre eux. Une synthése des questions actuellement non résolues est
tentée.

Les résultats présentés dans ce mémoire ont €té acceptés a la publication le 13 ao(t
2001 sous le titre "Populations of ectomycorrhizal Laccaria amethystina, Xerocomus
spp. show contrasting colonization patterns in a mixed forest" (FIORE-DONNO &
MARTIN 2001). Un tiré a part de cet article paru dans le New Phytologist figure dans
l'annexe 1.

Nous avons rajouté, dans le texte du mémoire, des informations pratiques qui ont été
exclues de l'article scientifique en raison des exigences de bri¢veté des publications.
Nous tenons a situer du point de vue taxonomique les espéces ~ étudiées, & donner
quelques indications écologiques supplémentaires sur les parcelles d'étude. Nous
souhaitions illustrer les résultats par des images supplémentaires et a justifier le choix
de I'échantillonnage, des méthodes moléculaires et statistiques employées.

La discussion porte essentiellement sur les interprétations possibles des différentes
structures de populations trouvées jusqu'a présent. Les influences extrinséques sont
distinguées des influences intrinséques. Nous exposons les hypothéses avancées par
les auteurs des études citées, en les comparant entre elles, en montrant leurs limites
ou leur pertinence.

Pour terminer, nous souhaitons revenir au but premier, celui d'apporter un éclairage,
méme partiel, aux stratégies de protection de champignons

Nous espérons avoir réussi, de la maniére la plus compacte possible, a rendre compte
du travail, des résultats et de leur interprétation de maniére claire.

" pour une définition des termes signalés par un astérisque, se reporter au lexique (Chapitre 10).
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S INTRODUCTION
5.1 La symbiose ectomycorhizienne dans les écosystémes forestiers

5.1.1 Cycle biologique des Basidiomycétes

Ce qui est appelé communément le champignon n'est que le porteur de spores
(sporophore ), partie apparente d'un organisme bien plus vaste, essentiellement
souterrain (Figure 1 et Figure 2). Les basidiospores (en général, spores méiotiques
haploides), sont produites en grandes quantités dans I'hyménium (dans les cas que
nous abordons ici, situé sur les lamelles ou les pores), puis projetées autour du
champignon. Si le milieu est favorable, elles germent en donnant naissance a des
hyphes rayonnantes. L.’hyphe est I’unité structurelle de base dans le régne des
champignons (Mycota). Elle est filamenteuse, délimitée par une membrane et une
paroi. La croissance est apicale, les branchements sont en général fréquents.

La masse des hyphes est appelée mycélium. Le mycélium haploide primaire fusionne
avec un mycélium sexuellement compatible (plasmogamie). Lors de cette fusion, les
noyaux ne s’unissent pas, formant une structure unique dans le monde du vivant,
propre aux Basidiomyceétes, appelée dicaryon.

La plupart des Basidiomycétes sont hétérothalliques, c’est-a-dire que les mycélia
haploides doivent étre génétiquement différents pour fusionner. Le contréle
génétique est complexe, impliquant 1 a 4 loci multialléliques (DEBAUD ef al. 1995).
Deux systemes de compatibilité sexuelle ont été reconnus. Dans les formes bipolaires
(25 % des especes hétérothalliques), la compatibilité sexuelle est contr6lée par un
seul locus multiallélique. Les 75 % restants sont des espéces tétrapolaires, dans
lesquelles deux loci multialléliques, non li€s entre eux, sont impliqués. Pour que
deux homocaryons tétrapolairés soient compatibles, les alléles dans les deux loci
doivent étre différents.

Peu d’espéces ectomycorhiziennes ont fait I’objet d’études génétiques approfondies.
Parmi elles, Hebeloma cylindrosporum et, dans le genre Laccaria, L. amethystina, L.
bicolor, L. laccata et L. proxima sont tétrapolaires (FRIES & MUELLER 1984,
DEBAUD et al. 1995). Dans le genre Suillus, trois espéces au moins se sont révélées
étre bipolaires : Suillus luteus, S. granulatus et S. bovinus (FRIES & NEUMANN
1990, FRIES & SUN 1992).

Le mycélium dicaryotique continue sa croissance, les noyaux se répartissant le plus
souvent & raison de deux (un de chaque mycélium compatible) par segment. Les
hyphes ont tendance a se ramifier et & s'anastomoser entre elles, formant un réseau
tridimensionnel. C'est le mycélium dicaryotique qui constitue la majeure partie de la
phase végétative, et c'est lui qui forme les ectomycorhizes. Les mycélia
monocaryotiques se sont révélés étre moins performants dans 'établissement de la
mycorhize (LAMHAMEDI ef al. 1990).

BIBLIC SR
Fue du Jar
46800 VILLERS-LES-NANCY
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Ce mycélium peut continuer & croitre indéfiniment, en se différenciant en parties
assimilatrices, exploratrices, symbiotiques ou primordia de fructifications. Il s'agit
d'un systeme dynamique, le cytoplasme ayant tendance a migrer vers les parties en
croissance, tandis que les parties plus dgées deviennent vacuolées et non
fonctionnelles. L'apparition des sporophores, par différenciation de primordia, répond
a des facteurs intrinseques (génétiques) et extrinséques - précipitations, température,
notamment (STRAATSMA et al. 2001), mais aussi nutritionnels, dont les roles
respectifs n'ont pas pu encore étre clairement établis.

Baside

Croissunce potentiellement illimitée:
Srablissement de la mycorhize si
contact avec hite compatible.

Sporophore N

Caryogamic

Méiose

Basides

Spores

¢
@

Germination

Mycélium homocaryotique (haploide)

R

R T e
Sy s 4

Figure 1 : Cycle de Basidiomycéte — selon ARITA (1979) in CLEMENCON (1997).
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5.1.2 Structure de la mycorhize

Les mycorhizes sont des structures mixtes, résultant de la symbiose entre une plante
vasculaire et le mycélium d'un champignon. Le mutualisme mycorhizien implique
pres de 95% des végétaux (SMITH & READ 1997) et seules quelques familles (p.
ex. Brassicacées, Juncacées) échappent a cette régle. Chez les champignons
mycorhiziens, 1’association avec les racines d’une plante hote est indispensable a la
survie a long terme.

On distingue habituellement deux grands types, différant & maints égards, et de
maniére frappante par leur apparence : les endomycorhizes, ou I'on constate une
pénétration du champignon a l'intérieur de la cellule végétale, et les ectomycorhizes,
ou il n'y a pas de telle pénétration. Cependant, cette distinction peut devenir
incertaine, puisque la plupart des champignons ectomycorhiziens peuvent pénétrer
dans les parties sénescentes de l'axe racinaire, ou en cas de déséquilibre nutritionnel,
ou en association avec certaines des plantes qui ne sont pas le partenaire habituel.
Ainsi, le champignon mycorhizien peut se comporter occasionnellement comme un
pathogéne de faiblesse.

La plupart des champignons produisant des ectomycorhizes typiques sont associés a
des partenaires végétaux dont la nutrition est fortement dépendante du champignon
en conditions naturelles, essentiellement des ligneux, appartenant aux familles des
Bétulacées, Fagacées, Pinacées et Salicacées (entre autres). Ces familles se retrouvent
dans les foréts des climats tempéré a boréal, dont elles sont souvent l'essence
dominante. Dans les foréts tropicales, la famille des Dipterocarpacées forme aussi
des ectomycorhizes.

Les ectomycorhizes développent un vaste réseau mycélien a partir des racines de la
plante hote, dont 'ampleur est visible sur la Figure 2.

L'unité¢ morphologique structurelle relative constatée dans les ectomycorhizes
masque une grande diversité fonctionnelle. Une récente étude moléculaire vient
confirmer qu'il s'agit d'un groupe polyphylétique, la symbiose étant apparue a
plusieurs reprises dans des groupes taxonomiques trés éloignés, et que certains taxa
sont retournés secondairement a 1'état saprophyte, par exemple les Agarics
(HIBBETT et al. 2000).



13

Plante hote

A — T o [ T1

Ectomycorhizes

Mycélium extraracinaire

Figure 2 : Ectomycorhizes établies sur le systéme racinaire d'un jeune conifére. Noter le vaste
réseau du mycélium extraracinaire.
Photographie tirée de SMITH & READ (1997).

L'ectomycorhize comprend trois composantes structurales :
a) Le manteau de "tissu" fongique qui entoure la racine ;

b) Un réseau d'hyphes croissant vers l'intérieur entre les cellules épidermiques et les
cellules corticales de la racine, appelé le réseau de Hartig ;

¢) Un mycélium diffus, se propageant a partir de la racine, a partir duquel se
forment les sporophores en surface (Figure 4).

BIBLIOTI CHeNCES
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partie fongique

manteau

réseau

.
‘s
. W

.es
\

limite externe
de la racine
cellules
¢épidermiques

cellules
partie corticalcs

végétale

Figure 3 : Diagramme d'une ectomycorhize montrant les tissus sous différents angles. Le
manteau présente une structure pseudoparenchymateuse. Selon BLASIUS ef al.(1986) in
CLEMENCON (1997).

Le manteau, par son étroite adhérence a la racine et son épaisseur, constitue une
réserve de nutriments et joue un réle dans le transfert entre le champignon et la plante
(SMITH & READ 1997). 1l est constitué d'hyphes étroitement agglomérées et
formant un pseudoparenchyme ou un plenctenchyme. C'est par les caractéristiques
morphologiques et anatomiques du manteau que l'on peut rattacher un certain nombre
de mycorhizes & un genre, voire méme a l'espéce, grace notamment a ' Atlas
d'AGERER (AGERER 1987-1998).

Les hyphes du réseau de Hartig s'insinuent entre les cellules du cortex, sans
s'introduire 2 l'intérieur. C'est au niveau du réseau de Hartig que s'effectuent les
échanges d'éléments nutritifs (sucres, acides aminés, éléments minéraux) entre le
champignon et la plante. La profondeur de la pénétration du réseau de Hartig dans les
couches superficielles de la racine est différente dans les Angiospermes et les
Gymnospermes. Alors que les hyphes ne pénetrent que le rang le plus externe des
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cellules corticales chez la plupart des Angiospermes, elles entourent plusieurs
couches de cellules chez les Gymnospermes.

Le mycélium extraracinaire s'étend sur de grands volumes de sol a partir du manteau,
et assure ainsi les roles d'exploration et d'absorption, et le transport des nutriments.
Des rhizomorphes sont parfois différenciés dans ce mycélium, facilitant le transport
bidirectionnel (CAIRNEY 1992), comme cela a été¢ démontré pour le phosphore chez
le champignon saprophyte Hypholoma fasciculare (LINDAHL et al. 2001).

Nous pouvons constater que la formation de l'ectomycorhize aboutit a de profondes
modifications morphologiques chez les deux partenaires (Figure 4). Alors que les
hyphes s'organisent de maniére complexe en s'associant a la racine, celle-ci présente
souvent une forme charnue et ramifiée, modification qui résulte de la synthése de
phytohormones par le champignon (IAA, GAY et al. 1994, GAY & DEBAUD 1987
et cytokinines, HO & TRAPPE 1987).

calyptra

thizomorphes

T

Figure 4 : Racine mycorhizée (a gauche) et non-mycorhizée (a droite) de Fagus sylvatica.
Le volume plus important de la racine de gauche est dii au manteau mycélien, ainsi qu'a
I'allongement radial des cellules corticales. Selon FRANK (1885), in CLEMENCON (1997).
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Différents types de rhizomorphes ont été décrits, et mis en relation avec 'aptitude du
mycélium a coloniser des surfaces plus ou moins étendues. Le niveau d'organisation
le plus simple est trouvé dans des Ascomycétes comme Cenococcum geophilum et
Tuber spp., dont les hyphes qui émanent du manteau croissent en tant qu'élément
isolé. Les hyphes extraracinaires de la majorité des Basidiomycétes s'organisent par
contre selon un niveau d'agrégation plus ou moins important.

AGERER (1991) a décrit six types de rhizomorphes (Figure 5), variant dans leur
degré de différenciation hyphale. Le premier, le type A, est constitué d'un agrégat peu
dense et aux limites indéfinies d'hyphes de méme diametre. Il a été décrit chez
Cortinarius obtusus, Dermocybe cinnamomea et Tricholoma sulfureum. Bien
qu'indifférencié, le type B est plus compact, avec une marge lisse chez Laccaria et
Lactarius spp. Une différenciation entre hyphes externes et internes apparait dans le
type C, ces derniéres étant Iégérement élargies. On le trouve chez Gomphidius
glutinosus et Telephora terrestris.

Dans le type D, les hyphes plus considérablement élargies sont mélées avec des
hyphes plus fines, deux autres espéces de Cortinaires présentant cette caractéristique
(C. hercynicus et C. variecolor). Les hyphes élargies sont regroupées au centre du
rhizomorphe dans les types E et F. Dans ce dernier, les septa tendent a disparaitre,
produisant une structure analogue aux vaisseaux conducteurs des plantes supérieures.
Le type E a été décrit notamment chez Tricholoma saponaceum, alors que le type F,
se trouve chez de nombreuses Bolétacées, comme Xerocomus chrysenteron, Suillus
bovinus, Leccinum scabrum.

Figure 5 : Représentation schématique des six types de rhizomorphes formés par les
champignons ectomycorhiziens. Tiré de AGERER (1991).
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5.1.3 Etablissement de la mycorhize

La symbiose ectomycorhizienne s'établit spontanément a partir de propagules
présentes dans le sol. GARBAYE (1991) a décrit l'infection par trois types de
propagules dormantes, assurant la conservation du champignon, ce sont : les spores,
des vieilles mycorhizes ou le réseau de Hartig est encore vivant et de petits amas de
mycélium protégés dans des microsites favorables (Figure 6). D'autres propagules
sont naturellement utilisées par les champignons ectomycorhiziens, comme des
sclérotes ou pseudosclérotes. Ces propagules sont dispersées dans le sol superficiel
(GARBAYE 1991).

Le systéme racinaire des arbres se différencie en racines longues, ayant un potentiel
de croissance illimité, & partir duquel se développent de mani€re saisonniére des
racines plus fines, produisant & leur tour des radicelles. Ce sont les racines fines, de
deuxiéme ou troisiéme ordre, qui se prétent a la mycorhisation. Les poils racinaires
proliférent sur la surface qui se libére juste en retrait de 1'apex, formant une étendue
susceptible de rentrer en contact avec un mycélium. Le réseau de Hartig ne peut se
développer que dans cette zone racinaire nouvellement formée ou dans des racines
latérales émergentes. En effet, au fur et & mesure de la croissance de la racine, la
paroi des cellules végétales se lignifie, ne permettant plus la pénétration des hyphes
(SMITH & READ 1997).

De molécules signal sont produites précocement, par la plante et le champignon,
entrainant une cascades de réponses conduisant au contact, a l'adhésion et
éventuellement a la symbiose (MARTIN et al. 1997). Les racines sécrétent des
composés dans leur environnement immédiat, dont certains pourraient jouer le role
d'attracteurs pour le champignon, par chemotropisme sélectif (HORAN &
CHILVERS 1990). La nature des molécules signal responsables du flux informatif
est encore l'objet de recherches (MARTIN ef /. 2000). L'élucidation des mécanismes
de reconnaissance précoces entre les champignons et la plante a pu progresser grice a
I'association in vitro de plantules d'arbres aux mycélia. Le couple Fucalyptus-
Pisolithus tinctorius a servi notamment de modéle pour de nombreuses recherches
(cf. MARTIN 2001).

Des protéines de la paroi cellulaire du champignon, appelées hydrophobines,
identifiées il y a quelques années déja, jouent un role dans la reconnaissance de la
racine par les hyphes et dans leur adhésion (MARTIN & TAGU 1999, TAGU &
MARTIN 1996).

Mais les recherches les plus récentes ou en cours visent a établir des liens
fonctionnels entre l'expression des genes et les événements clés de la reconnaissance
et I'établissement de la mycorhize (cf. MARTIN 2001). Les signaux moléculaires,
¢changés déja aux stades préinfectieux, sont en voie d’étre connus. La sécrétion
d'auxine fongique induit la formation de racines latérales chez la plante, et favorise
de ce fait ]'établissement de la symbiose (GAY ef «l. 1994, mais voir aussi
WALLANDER et al. 1992).

L'accumulation d'hypaphorine (une petite molécule résultant d'une modification du
tryptophane) dans les hyphes augmente sensiblement dés le premier contact avec la
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racine, et 'hypaphorine réduit l'allongement de la racine (BEGUIRISTAIN &
LAPEYRIE 1997). L'hypaphorine exercerait une influence régulatrice sur l'activité de
I'TAA (une auxine) dans la plante selon DITENGOU & LAPEYRIE (2000). La
régulation de cette activité semble nécessaire, puisque I'TAA seul provoque aussi des
modifications morphologiques racinaires non observées dans la mycorhize.

Récemment, 65 génes SR (symbiosis-regulated) ont été reconnus comme s'exprimant
de maniére différenciée (soit un accroissement de l'expression, soit une diminution)
pendant 1'établissement du manteau ectomycorhizien dans 'association Eucalyptus-
Pisolithus (VOIBLET et al. 2001).
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Figure 6 : Etapes de l'infection ectomycorhizienne spontanée a partir de propagules
naturelles présentes dans le sol. Trois type de propagules dormantes dans le sol, assurant la
conservation et la reproduction du champignon ectomycorhizien sont représentées, de haut

en bas : a : spore, vieille mycorhize, amas mycélien. b : les propagules germent ou
reprennent leur activité en présence des exsudats d'une racine compatible. ¢ : le mycélium,
en phase saprophyte aux dépens des exsudats, colonise la surface de la racine principale en

¢longation, et atteint une premiére racine courte latérale réceptive a I'établissement de la
symbiose. d : une premiére mycorhize est formée avec cette racine courte (infection
primaire) ; le champignon est en phase symbiotique, et la partie saprophyte du thalle qui
avait assuré sa progression régresse du fait du vieillissement et de la subérisation de la
racine longue qui n'exsude plus. e : une des hyphes extramatricielle irradiant de la
mycorhize nouvellement formée atteint une seconde racine courte et va l'infecter a son tour
(infection secondaire) ; la répétition des étapes d et e assurera la propagation de la symbiose
(GARBAYE 1991).
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Une fonction a pu étre avancée par analogie de séquence pour une partie de ces
génes, et la plupart codent pour des protéines régulatrices de la traduction, des
protéines pariétales et des enzymes. L'approche utilisée, I'hybridation sélective
effectuée dans une banque d'ADN complémentaires extraits des jeunes mycorhizes,
permet d'identifier un grand nombre de génes a la fois.

Le processus de colonisation d'une portion de racine peut survenir en quelques heures
ou quelques jours, de 4 a 10 (MASSICOTTE ef al. 1989) selon les espéces

considérées.

5.1.4 Durée de vie de la mycorhize et du mycélium extraracinaire.

La durée de vie de la mycorhize dépend étroitement de la sénescence des cellules
végétales impliquées dans le réseau de Hartig, qui précéde de peu celle de tout le
réseau de Hartig. Des cellules sénescentes ont ét€ observées dans des mycorhizes
agées de 60-85 jours chez Tylospora et de 25-50 jours chez Paxillus involutus
(DOWNES et al. 1992). Dans les parties agées de la racine, les hyphes peuvent
pénétrer dans les cellules corticales (NYLUND ef a/. 1982). Dans un premier temps,
la racine garde le potentiel de produire des bourgeonnements latéraux, et le mycélium
celui de continuer a croitre. Une étude récente rapporte que la durée de vie des
ectomycorhizes de Picea abies varie selon le type de racine considérée et sa
profondeur dans le sol. La plus grande longévité (980 jours) a été observée chez les
mycorhizes des racines sans branchements émergeant directement de la racine
longue, situées a une profondeur de 40-85 c¢m, c'est-a-dire a I'abri du gel hivernal
(MAJDI ef al. 2001).

Du cété de la plante, la durée de vie des racines courtes est de 2-3 mois, mais comme
la racine longue continue de croitre, de nouvelles racines courtes sont générées tout
au long de la saison. Les racines latérales qui bourgeonnent juste en retrait de I'apex
traversent le manteau déja installé et devraient de ce fait étre immédiatement
colonisées. Par contre, 'apex de la racine croit un peu plus rapidement que le
manteau mycélien, laissant ainsi la possibilité a des nouveaux venus de s'installer.
Cette particularité pourrait expliquer la diversité d'especes et de populations
(PEROTTO et al. 1996) ou de génets (GUIDOT 2000) observés cote a cdte sur le
méme trongon de racine, respectivement de Calluna vulgaris (mycorhizes éricoides)
et Pinus pinaster (ectomycorhizes de Hebeloma cylindrosporum).

Bien que la croissance des racines s'arréte (ou ralentisse) pendant I'hiver, certains
mycélia extraracinaires ont la faculté de continuer a pousser, comme celui de
Telephora terrestris. Ce champignon, en terrain submergé pendant la mauvaise
saison, voit son mycélium disparaitre, mais se régénére a partir des rhizomorphes qui
ont survécu, dés que les conditions s'améliorent (COUTTS & NICHOLL 1990a). Par
contre, le mycélium de Laccaria laccata n'est plus visible a partir de novembre
(COUTTS & NICHOLL 1990b). Une succession saisonniere d'especes
mycorhiziennes a également ¢té constatée durant la saison, sur un méme systeme
racinaire: les mycorizhes de Lactarius et Paxillus, absents en été, sont apparus en
automne, alors qu'Hebeloma et Inocybe étaient plus abondants en automne (VAN
DER HEIJDEN 2000).
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5.1.5 Aspects nutritionnels

La plante fournit au champignon ectomycorhizien I'apport carboné, indispensable &
sa croissance et fonctionnement, I'ensemble des ectomycorhizes consommant entre
10 et 40% des photosynthétats de la plante. Récemment, la part de la perte de CO,
due a la respiration des mycorhizes a pu étre évaluée a la moitié de la respiration
totale du sol forestier boréal (HOGBERG et al. 2001).

Les hyphes qui prospectent le sol & partir de la mycorhize absorbent les nutriments
par un métabolisme actif et transportent les ions et autres métabolites vers la racine
(MARTIN et al. 2000). Le champignon est capable d'extraire, en plus des phosphates
et nitrates minéraux solubles, l'azote, le phosphore et le potassium des composés
organiques de la litiére et du sol sous-jacent (SMITH & READ 1997, PARIS et al.
1995). Ces capacités peuvent expliquer le succes des ectomycorhizes dans les sols
tempérés, ou les fréquentes basses températures ralentissent l'altération de la roche-
mére et la minéralisation de la matiére organique.

On a longtemps pensé que les champignons mycorhiziens étaient incapables de
puiser le carbone dans le milieu, et qu'ils étaient de ce fait trés dépendants du carbone
fourni par la plante (FRANK 1885). Or, nous sommes en présence d'une grande
diversité de comportements, allant de I'incapacité a exploiter les molécules
organiques du sol a des capacités identiques a celles des saprophytes, en utilisant des
enzymes permettant de dégrader des molécules complexes et récupérer non
seulement le carbone, mais aussi l'azote et le phosphore (PEREZ-MORENO &
READ 2000, DIGHTON 1991). En résumé, le carbone est acquis par le champignon
ectomycorhizien de trois maniéres (HAMPP & SCHAEFFER 1995):

e par la translocation des photosynthétats de I'hote,
e par la fixation de dioxyde de carbone dans les cellules hyphales et de la racine,
e par l'assimilation consécutive a la dégradation de polymeéres carbonés dans le sol.

ABUZINADAH & READ (1986) ont classé les ectomycorhiziens en trois groupes,
en fonction des leurs capacités protéolytiques. Les champignons capables d'utiliser
les protéines pour obtenir de 1’azote (Amanita muscaria, Suillus bovinus) sont aussi
des champignons considérés comme appartenant au stade tardif (cf. § 5.3.1), alors
que Lactarius rufus et Laccaria laccata, du stade précoce, n'ont pas cette capacité.
Au troisiéme groupe, présentant des caractéristiques intermédiaires, appartient
Pisolithus tinctorius. Les hyphes peuvent s'attacher préférentiellement a des
particules organiques (Figure 4).

Des expériences récentes ont permis de montrer que les champignons s'associant
avec diverses especes d'arbres et entretenant un mycélium extraracinaire étendu ont la
capacité de transférer du carbone (notamment, mais probablement d'autres
nutriments) d'un arbre a l'autre (FINLAY & READ 1986), ce qui a été constaté aussi
in situ (SIMARD er al. 1997), méme entre espéces végétales différentes
(MCKENDRICK et al. 2000). La croissance d'arbres de différentes especes, en
présence d'un mélange d'inoculum, se fait de maniére plus harmonieuse, en réduisant
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les différences entre les rythmes de croissance propres a chaque espece d'arbre
(FINLAY 1989, PERRY et al. 1989). Un véritable réseau souterrain de
communication s'établirait entre certains composants de I'écosystéme forestier, par
I'intermédiaire des champignons mycorhiziens.

Du point de vue des bénéfices pour la plante hote, le concept de la
multifonctionnalité de la symbiose mycorhizienne a été introduit par (NEWSHAM et
al. 1995). Selon ce concept, chaque espéce mycorhizienne ne peut a elle seule assurer
tous les effets positifs de la symbiose, comme l'accroissement de I'approvisionnement
en nutriments, une meilleure récupération aprés un stress, une protection contre les
parasites, des bénéfices non nutritionnels. Du point de vue de la plante, une grande
diversité de communautés et populations de champignons symbiotiques sur son
systéme racinaire lui serait donc favorable.

5.1.6 Stratification verticale

Les ectomycorhizes sont localisées dans les couches supérieures du sol, soit les
couches organiques (liticre, humus), ou a l'interface avec I'horizon minéral. Les
racines proliferent de préférence dans I'horizon de fermentation, immédiatement au-
dessous de la litiére de surface. La proportion des différents types de mycorhizes
varie dans chaque fraction du sol (HARVEY er al. 1979), et en fonction du climat.

Une stratification verticale des mycélia a été décrite, et d'aprés READ (1991),
pourrait tre liée aux capacités protéolytiques inhérentes a chaque espéce. OGAWA
(1985) remarque dans les foréts subalpines du Japon que la répartition des
mycorhizes est en relation avec leur biologie et leur structure. Ainsi, les mycorhiziens
qu'll définit comme obligatoires, a rhizomorphes développés et mycorhizes pennées
ou coralloides, coloniseraient les horizons FH et F (respectivement OH et OF du
Référentiel pédologique frangais, 1992). Les mycorhiziens qu'il définit comme
facultatifs, a mycorhizes dispersées, et les saprophytes, cohabiteraient surtout dans
I'horizon F. Dans la plupart des cas, les mycorhizes sont localisées dans les horizons
organiques.

5.2 Diversité des champignons mycorhiziens

On connait actuellement 22'244 espéces de Basidiomycetes (HAWKSWORTH et al.
1995), parmi lesquelles moins de 5'000 sont considérées comme ectomycorhiziennes
(MOLINA er al. 1992). Cet inventaire n'est pas exhaustif, puisque des especes
supposées étre saprophytes ont été détectées dans les mycorhizes par des outils
moléculaires, comme les Tomentelles, qui forment des sporophores résupinés sur
bois mort tombé au sol (KOLJALG et al. 2000).

Des 32'267 especes d'Ascomycétes (HAWKSWORTH ef al. 1995), seulement 500
sont ectomycorhiziennes (MAIA ef al. 1996). Néanmoins, ce chiffre est
probablement sous-estimé, puisqu'un grand nombre de morphotypes non identifiés
seraient des Ascomycétes (VRALSTAD ef al. 1998). Récemment, un morphotype
rencontré fréquemment sur les ligneux en situation pionniére a pu étre apparenté au
genre Hymenoscyphus (VRALSTAD et al. 2000).
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Parmi les endomycorhiziens, la diversité est plus réduite, car seulement 160 especes
de Glomales, sur 1056 espéces de Zygomycetes (HAWKSWORTH et al. 1995), en
forment. En comparant ces chiffres avec les 100- a 150'000 especes de champignons
décrites, ou avec les 1'500'000 especes supposées exister HAWKSWORTH &
ROSSMAN 1997), le nombre d'espéces mycorhiziennes semble restreint.

Les taxa les plus abondants dans les communautés ectomycorhiziennes appartiennent
aux Russulaceae, Thelephoraceae, ainsi que d'autres champignons résupinés
apparentés ou non aux Thelephoraceae, d'apres nos connaissances actuelles,
dépendantes des écosystemes étudiés (HORTON & BRUNS 2001).

5.2.1 Principaux facteurs influant sur la diversité des communautés
mycorhiziennes

Les communautés mycorhiziennes sont d'une grande richesse en espéces, et le défi
actuel est de mieux connaitre la diversité génétique et fonctionnelle des
communautés et des populations de champignons mycorhiziens, ainsi que I'évolution
de cette diversité dans différents écosystemes. Nous tenterons d'aborder ce dernier
point au paragraphe 5.3, en se centrant sur les champignons ectomycorhiziens.

La composition spécifique des communautés est clairement liée au milieu, et, tout
comme celui-ci, évolue au cours du temps. Les mécanismes biotiques et abiotiques,
seulement partiellement élucidés, qui controlent la diversité et son évolution sont
nombreux ; de plus, il faut distinguer des échelles spatiales de la diversité, globale,
régionale et au niveau d'une racine (BRUNS 1995).

L'interprétation a différentes échelles de paramétres multiples suffit certainement &
justifier que les processus qui maintiennent une diversité mycorhizienne trés élevée
en forét soient en partie encore inconnus. En extrapolant les études effectuées sur
d'autres organismes, notamment les plantes, d'aprés (TAYLOR & BRUNS 1999) les
roles principaux pourraient étre résumés ainsi:

o stratégies de reproduction (§ 5.2.3.1) en interrelation avec:
o utilisation des ressources (§ 5.2.3.4) propagation, colonisation de I'hdte (§ 5.2.3)
e résistance aux perturbations (§ 5.2.4) maintien du mycélium (§ 5.2.3.2, 5.2.3.3)

Nous avons tenté d'illustrer ['ensemble de ces facteurs dans la Figure 7.
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Quels sont les principaux facteurs qui déterminent
la diversité des communautés et populations
des champignons ectomycorhiziens ?

facteurs environnementaux :

o . *type de végétation
co,mpetltlon/ mu.tuahsme avec sincendies facteurs abiotiques :
d’autres organismes : *inondations *types de ressources
smicro- et macro-faune sdisponibilité des ressources
bactéries climat
sprotistes eprécipitations
schampignons endomycorhiziens stempérature
schampignons saprophytes shumidité du sol
schampignons endophytes, parasites ou non estructure du sol
*pH du sol

facteurs liés a la plante-héte :
sespéce
evariabilité génétique intraspécifique
sdisponibilité des racines

non colonisées
*besoins saisonniers de nutriments

facteurs liés au temps :
svieillissement de la forét
sévolution du sol
schangements climatiques

diversité spécifique

diversité génétique

facteurs génétiques :
ediversité/uniformité

sstructure des populations
sstratégies écologiques

emodes de colonisation, croissance
elongévité

sutilisation des ressources
srésistance aux perturbations

facteurs liés a I’interaction
plante-champignon :

stemps de réponse

smodification de | "architecture des racines

impacts anthropiques :

epollution : pluies acides (S0,), pluies fertilisantes (NO,), métaux lourds
sentretien des foréls (coupes), méthodes culturales

*modification de la diversité spécifique, introduction d 'espéces nouvelles
sdéforestation

facteurs liés a 1 *observation :
sméthodes

staille de | 'aire

séchantillonnage

Figure 7: Principaux facteurs qui déterminent la diversité¢ des communautés et populations
des champignons ectomycorhiziens.
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5.2.2 Répartition en fonction des formations végétales

Le facteur principal structurant la répartition des différents types mycorhiziens
(éricoide, ecto- et endomycorhizien) semble étre le climax, car la distribution des
différents types mycorhiziens dans les biomes terrestres n'est pas aléatoire (READ
1991). Ainsi, les formations végétales arctiques et alpines sont dominées par des
plantes qui forment les mycorhizes de type éricoide, celles boréales et tempérés sont
dominées par des plantes ectomycorhiziennes, et les foréts subtropicales et tropicales
par des plantes formant des endomycorhizes (Tableau 1).

Tableau 1 : Relation entre formations végétales et types de mycorhize.

formation végétale type de mycorhize

tourbiére Vésiculaire-arbusculaire
Ericotde

forét caducifoliée Ectomycorhize, VA

forét résineuse Ectomycorhize

prairies et pelouses Vésiculaire-arbusculaire

forét tropicale Vésiculaire-arbusculaire

Ectomycorhize

Ultérieurement, READ (1984) a postulé un rapport entre la latitude ou l'altitude, le
climat, le sol et le type de mycorhize, ainsi que la structure du mycélium associé a la
mycorhize. A l'intérieur de chaque formation, 'occurrence des plantes a endo- ou
ectomycorhizes est dépendante du type de sol. Ainsi, dans les régions tempérées, ou
les foréts sont dominées par les Fagacées et les Pinacées, familles essentiellement
ectomycorhiziennes, les sols sont acides, la litiere s'accumule et 'humus a un profil
de type mor. Dans ces foréts, l'azote est séquestré sous forme organique (dans la
litiére, notamment) et les ectomycorhizes le rendent accessible aux arbres. Les arbres
endomycorhiziens se trouvent sur des sols plus fertiles, neutres, ou la litiere se
dégrade et I'humus est de type mull, l'azote présent sous forme minérale (Figure §).

Ce qui émerge du nombre croissant d'études sur la fonction des mycorhizes dans les
€cosystémes, c'est que chaque type de symbiose remplit des fonctions multiples,
probablement adaptées aux exigences particuli¢res de chaque systéme.
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ETAGE ALTITUDINAL : nival pelouse alpine  forét: de coniféres-caducifoliée  prairie
ETAGE LATITUDINAL : polaire toundraalpine  forét: boréale - caducifoliée prairie
TYPE DE SOL . lithoso! tourbe sol  forestier brun sol de prairie,
souvent sableux
TYPE D'HUMUS . tourbe moder - mull et semi-aride
FORME D'AZOTE composés NH, NH;+ NO; NO;
PREDOMINANTE organiques
TYPE DE MYCORHIZE .
CARACTERISTIQUE : ericoide ecto +tVA VA
) o .
TYPE DE MYCELIUM  hyphes fines, systéme mycélien hyphes épaisses,
VEGETATIF . proches de la surface étendu, rhizomorphes "._._ proches des racines
biomagse faible biomasse importante “L¢, biomasse importante
FACTEUR
NUTRITIONNEL azote azote ou phosphore phosphore
LIMITANT
Epaisseur
accroissement de l'altitude ou de la latitude de la matiére
< organique

Figure 8 : Relation supposée entre la latitude (ou l'altitude), le climat, le sol, et le type de
mycorhize, ainsi que le développement du mycélium végétatif associ¢ aux mycorhizes.
Modifi¢ a partir de SMITH et READ (1997).

Cependant, il convient de relever que la diversité des champignons mycorhiziens ne
suit pas celle des plantes supérieures. Par exemple, les foréts de coniféres pauvres en
especes végétales peuvent abriter des centaines d'especes ectomycorhiziennes, alors
que les foréts tropicales n'hébergent qu'une douzaine d'especes endomycorhiziennes
(ALLEN et al. 1995). En général, les champignons ectomycorhiziens se montrent
plus sélectifs par rapport a leur hote végétal que les endomycorhiziens, qui sont plus
généralistes (Figure 9).

En examinant la répartition des champignons ectomycorhiziens entre continents, on
constate une similitude au niveau des genres, mais pas des espéces, et seules 27 %
des especes sont communes aux zones tempérées d'Europe et d'Amérique du Nord
(ALLEN ef al. 1995). De méme, on trouve des genres communs a I'Australie,
I"Amérique et I'Europe, alors qu'il n'y aucun genre de plante commun a I'Australie et
les autres continents. Les auteurs supposent ainsi qu'un échange génétique continu a
eu lieu entre continents, par les spores. Ceci est confirmé par I'endémisme plus élevé
au niveau des champignons hypogés, dont la dispersion des spores, assurée par les
animaux (insectes et mammiféres), n'a lieu qu'a courte distance (ALLEN ef al. 1995).
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PRECIPITATIONS, TEMPERATURE, SOL

!

RICHESSE DES CHAMPIGNONS

/\

ENDOMYCORRHIZES ECTOMYCORRHIZES
< 200 ESPECES > 5000 ESPECES
PAS DE SPECIFICITE UNE CERTAINE SPECIFICITE
l COMMUNAUTE DES PLANTES l
RICHESSE ELEVEE RICHESSE BASSE

Figure 9 : Relations entre les conditions environnementales, le type de mycorhize, et la
richesse des plantes et des champignons. Tiré de (ALLEN e7 al. 1995).

La sélectivité des champignons versus les plantes est trés variable: si certaines
espéces de champignons ectomycorhiziens s'associent indifféremment & de nombreux
arbres, d'autres sont lies & un genre, voire a une espece. Comme exemple de la
premicre catégorie, Hebeloma cylindrosporum forme des mycorhizes avec au moins
sept especes d'Angiospermes et 10 espéces de Gymnospermes (MARMEISSE et al.
1999). Par contre, le genre Leccinum est associé a divers feuillus, mais Leccinum
versipelle, L. scabrum et L. holopus sont liés exclusivement aux bouleaux (voir par
exemple BREITENBACH & KRANZLIN 1984-2000). Le genre Suillus est associé
aux Pinacées, mais certaines espéces sont spécifiques du méléze, comme Suillus
tridentinus et S. grevillei (voir par exemple BREITENBACH & KRANZLIN 1984-
2000). La plupart des champignons se retrouvent dans une position intermédiaire, en
s'associant & une ou quelques familles de plantes (MOLINA ef al. 1992).

Les arbres aussi peuvent montrer des préférences. Ainsi, certaines espéces ont un
cortege ectomycorhizien trés riche, comme Picea, Quercus, Carpinus, Betula, Alnus,
alors que d'autres n'hébergent que peu d'espéces, comme Pinus, Tilia, Fraxinus, Acer,
Populus (SENN-IRLET 1997).

Une variabilité existe aussi dans un type de végétation donné: une analyse de sites
forestiers le long d'un transect Nord-Sud en Europe a montré qu'une grande diversité
inter sites existait: 78 % des espéces étaient propres a un seul site, méme en ne
considérant que les foréts de Picea monospécifiques (TAYLOR et al. 2000).



27

5.2.3 Caractéristiques biologiques et génétiques des champignons

Les populations naturelles des champignons ectomycorhiziens sont composées de
mycélia génétiquement différents, séparés les uns des autres par les réactions
d'incompatibilité¢ somatique (cf. § 5.4.1).

5.2.3.1 Reproduction et établissement du mycélium

La reproduction sexuée par les méiospores assure un renouvellement génétique,
contrairement a la reproduction clonale, qui est assurée soit par l'accroissement du
mycélium, soit par des propagules présentes dans le sol superficiel, comme des amas
mycéliens ou des sclérotes (cf. § 5.1.3 et ), soit par des spores mitotiques, comme les
conidies.

Chez les Hyménomycetes , la reproduction se fait essentiellement par les
basidiospores, produites en nombre extraordinaire par les sporophores. Ces spores
sont des méiospores, et assurent un renouvellement génétique.

Chez les basidiomes épigés a hyménium externe, les spores s'éjectent elles-mémes a
trés courte distance (BULLER 1909 in CLEMENCON 1997), mais on retrouve des
spores dans la haute atmosphere INGOLD 1971), ce qui indique qu'une faible
fraction peut étre transportée par le vent et les courants atmosphériques, pour assurer
la colonisation de nouveaux milieux. Il est évident que la distance a laquelle les
spores se répartissent in situ est un facteur essentiel dans la structuration des
populations, déterminant les flux de geénes.

Or, il a été démontré par une élégante étude réalisée par une identification génétique
des spores de Schizophyllum commune piégées dans les Caraibes, que, bien que les
spores piégées montrent une grande diversité génétique, la dispersion a longue
distance, par-dessus une barriére aquatique, n'est pas un événement commun
(JAMES & VILGALYS 2001).

Ces observations ont ét¢ confirmées par I'étude génétique de Swillus grevillei qui
montre & la fois un flux de génes important et un regroupement spatial de génotypes
apparentés (ZHOU ef al. 2001). La dispersion des spores n'a le plus souvent qu'un
rayon limité, et est invoquée comme facteur premier dans 1'établissement de
nouveaux génets dans de nombreuses €tudes réalisées in situ (KAY & VILGALYS
1992, FRANKLAND et al. 1995, MARCALIS ef al. 1998).

Vraisemblablement, la rencontre de deux mycélia primaires sexuellement
compatibles n'est pas un événement rare. Les mycélia monocaryotiques ne sont
trouvés in situ que si spécifiquement recherchés (ANGWIN & HANSEN 1993), et
sont probablement éphémeres, croissent plus lentement et établissent difficilement la
mycorhize (LAMHAMEDI ef al. 1990). Les monocaryons étant rapidement
dicaryotisés dans la nature (ETHERIDGE & CRAIG 1976), l'incompatibilité sexuelle
ne semble pas étre un événement limitant (FRANKLAND er al. 1995).

Ainsi, on a pu constater que certaines espéces ¢taient capables de coloniser de
grandes surfaces trés rapidement, a de multiples reprises : Heterobasidion annosum
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profite des coupes rases, et colonise les souches fraichement coupées: jusqu'a 4800
"individus" par hectare ont été recensés un an apres une coupe rase (SWEDJEMARK
& STENLID 1993). Quelles sont les dimensions minimales que le mycélium doit
atteindre pour pouvoir fructifier ? Probablement, celles-ci varient en fonction de
I'espéce considérée, et aussi de la plante hote. De plus, certaines conditions a
l'interface entre le sol et I'air peuvent empécher la fructification, comme un couvert
herbacé trop dense, une humidité insuffisante, etc. (VAN DER HEIJDEN 2000).

Si la reproduction sexuée par des spores se dispersant a courte distance était I'unique
mode de propagation des Hyménomyceétes ectomycorhiziens, on ne trouverait que
des populations structurées en génets apparentés, regroupés spatialement. Or, les
tableaux 2 et 3 montrent que I'on trouve des populations structurées en génets
immenses, dans lesquelles la reproduction sexuée semble étre un événement rare.
Pour comprendre ce phénomene, il faut regarder de plus preés les différents modes de
croissance végétative et de persistance dont ces champignons disposent (voir aussi §
5.13et5.1.4).

Toutefois, il convient de mentionner qu'il existe d'autres possibilités de variations
génétiques en dehors de la reproduction sexuée chez les Hyménomycétes.
(PONTECORVO 1954 in CATEN 1980) avait observé qu'une fusion de deux noyaux
différents, suivie d'une recombinaison pendant la mitose pouvait générer des
nouvelles combinaisons génétiques, a l'instar d'une méiose, chez un champignon
filamenteux (Aspergillus nidulans). Ce phénomene, observé chez d'autres espéces, a
été nommé parasexualité. Sa connaissance est largement dérivée de l'application de
techniques de laboratoire, et peu d'observations sont venues confirmer que la
parasexualité intervient comme source de variation génétique dans la nature, sans
qu'on puisse préciser sa fréquence. De plus, les Hyménomycétes semblent étre moins
concernés que les espéces privilégiant la reproduction asexuée (CATEN 1980).

Les mutations somatiques peuvent aussi étre une source de diversité, comme l'a
révélé l'analyse de la diversité génétique d'Hebeloma cylindrosporum (GRYTA et al.
2000). Méme des sporophores peuvent étre constitués temporairement par une
mosaique génétique, comme l'ont constaté (PEABODY et al. 2000) pour une
armillaire.

3.2.3.2 Taille de la population

Le Tableau 2 montre quelques exemple de tailles d"'individus" recensées, selon leur
type nutritionnel et I'habitat (les champignons ectomycorhiziens sont traités dans le
Tableau 3). Chez les décomposeurs de litiére, le diamétre maximal varie de 0.7 m
chez un Marasme a 150 m chez Tricholomopsis platyphylla (= Megacollybia
platyphylla). Nous remarquerons que cette derniére espéce forme des rhizomorphes
particuliérement développés, visibles a l'eeil nu.

Dans les études citées dans le Tableau 2, les champignons vivant sur les troncs
forment des génets supérieurs au meétre. Probablement le moment de la récolte influe
sur les résultats, puisque ces especes forment des sporophores persistants, capable de
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sporuler plusieurs années de suite, mais seulement apres avoir colonisé un volume
important de bois.

Dans les champignons non mycorhiziens colonisant les racines, les armillaires sont
connues pour former des génets tres étendus, allant de 30 a 600 m, selon 'espece et
I'habitat considérés. Ce genre forme des rhizomorphes extrémement efficaces pour la
croissance rapide, l'infection de nouvelles racines et la translocation des ressources.
En Afrique du sud, un trés grand génet d'Armillaria mellea, phylogénétiquement
proche des souches européennes, pourrait étre agé de 108 a 575 ans, et aurait été
introduit par le biais d'arbres importés en pots des Pays-Bas au milieu du 17° siécle
(COETZEE et al. 2001), ce qui prouverait que les génets peuvent survivre a plusieurs
générations d'arbres. D'autres champignons des racines, comme Collybia fusipes,
semblent privilégier la reproduction par les spores, puisque l'on trouve plusieurs
génets de taille réduite autour des chénes (MARCAIS ef al. 1998).

Chez certains champignons saprophytes ou parasites, la persistance est limitée par
I'épuisement du substrat : on observe donc une succession d'espéces, parasites,
saprophytes primaires puis secondaires, dégradant les composés libérés par l'espéce
précédente (FRANKLAND 1998). Certains champignons saprophytes ont pourtant la
capacité de persister plusieurs années, en ralentissant fortement leur croissance
pendant la mauvaise saison (DOWSON et al. 1989), ou en développant des
rhizomorphes leur permettant de migrer vers des nouveaux substrats (COETZEE et
al. 2001).

Ces différences de stratégies semblent donc liées aux caractéristiques fonctionnelles
des mycélia, comme celles décrites par OGAWA (1985), exposées au § 5.3.2. Le
parallele avec les especes ectomycorhiziennes pourrait étre tenté, puisque nous
verrons au § 5.4.2 que certaines espéces ne forment que des mycélia éphéméres, alors
que d'autres persistent pendant des décennies.
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Tableau 2 : Taille d""individus" d'Hyménomycétes saprophytes, selon leur type de stratégie
nutritionnelle et leur habitat. Tiré de HANSEN & HAMELIN (1999) et modifié.

Espéces croissance végétative  habitat étendue Etude
(m) *

champignons de la litiere
Marasmius litiere d'aiguilles 0,7 Holmer et Stenlid, 1991
androsaceus
Mycena galopus hyphes litiére d'aiguilles 2,5 Frankland et al., 1995
Pleurotus ostreatus hyphes troncs couchés 1 Kay et Vilgalys, 1992
Clitocybe nebularis cordons mycéliens litiere de feuilles 60 Dowson ef al., 1989
Megacollybia rhizomorphes litiere de feuilles 150 Thompson et Rayner,
platyphylla 1982
champignons des troncs
Fomitopsis cajanderi  hyphes Douglas 3,5 Adams et Roth, 1969
Phellinus igniarius hyphes bouleau 4,5 Verrall, 1937
Phellinus pini hyphes Douglas 14 Dreisbach, 1997
champignons des racines
Armillaria cepistipes  rhizomorphes hétre 135 Legrand ef al., 1996
Armillaria ostoyae rhizomorphes forét de hétres 210 Legrand ef al., 1996
Armillaria gallica rhizomorphes plantation de 290 Legrand et al., 1996

coniferes
Armillaria bulbosa rhizomorphes forét de feuillus 635 Smith ef al., 1992
Armillaria calvescens  rhizomorphes forét de feuillus 31 Worrall, 1994
Armillaria gemina rhizomorphes forét de feuillus 36 Worrall, 1994
Armillaria mellea rhizomorphes chénes 345 Coetzee et al., 2001
Heterobasidion mycélium jeunes épicéas 5 Swedjemark et Stenlid,
annosum ectotrophique 1993
Heterobasidion mycélium épicéas agés 30 Stenlid, 1985
annosum ectotrophique

* distance maximale entre les sporophores les plus éloignés.

5.2.3.3 Croissance et fragmentation du mycélium

Les taux de croissance du mycélium varient fortement entre espéces, mais aussi en
fonction du milieu. Il semblerait que les vitesses de croissance soient plus
importantes in situ qu'en boite de Pétri, comme I'ont démontré (DOWSON et al.
1989) pour Clitocybe nebularis. Des taux approximatifs de croissance des
champignons du bois varient de quelques cm a peut-étre un métre par an (BOYCE
1961), ceux de d’Armillaria bulbosa pouvant atteindre 2 m par an (SMITH ef al.
1992). La croissance d'un champignon de la litiére a été mesurée, elle est moyenne de

0.9 m/an pour Clitocybe nebularis (DOWSON ef al. 1989).
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Chez les champignons mycorhiziens, la croissance de Laccaria spp. varie entre 0,2
m/an (DE LA BASTIDE et al. 1994) a 1,1 m/an (SELOSSE et al. 1999). Une
croissance de 0,2 & 0,5 m/an rend compte de la surface occupée par des génets de
Suillus spp. (BONELLO et al. 1998, DAHLBERG & STENLID 1990).

Le plus communément, la croissance est limitée par des obstacles physiques, les
limites du biotope, ou par le contact avec d'autres espéces ou des génets
incompatibles de la méme espéce. Les fronts de croissance, fortement polarisés,
s'arrétent lorsqu'ils rencontrent de tels obstacles (DOWSON et al. 1989). En fonction
de la taille de I'obstacle, la croissance est réorientée pour le contourner ou s'arréte, au
bénéfice des zones adjacentes qui continuent a croitre, en laissant un vide.

Les génets étendus et 4gés sont supposés se fragmenter en ramets , c'est-a-dire en
génets identiques mais sans connexions entre eux (DAHLBERG & STENLID 1995).
Cette fragmentation est difficile a prouver sur le terrain, les structures hyphales de
connexion pouvant passer inapergues.

5.2.3.4 Variations physiologiques

ALLEN et al. (1995) suggérent que la physiologie et la génétique des espéces des
champignons, ainsi que leur réponse aux plantes et a I'environnement, régulent leur
diversité. Le role physiologique de chaque espéce mycorhizienne peut varier en
fonction de I'environnement, et dans chaque environnement ces réles peuvent étre
assume¢s par différentes espéces fongiques.

Des différences intraspécifiques ont été constatées, principalement lors d'expériences
in vitro, dans des aptitudes diverses, comme la croissance du mycélium, les
interactions hote champignon, l'utilisation des ressources, l'activité enzymatique, la
sensibilité aux métaux lourds (cf. CAIRNEY 1999). En fait, cette variabilité
intraspécifique peut étre aussi importante que la variabilité interspécifique
(DEBAUD et al. 1995). Elle concerne aussi la virulence infectieuse (BURGESS et
al. 1995).

Sur Salix repens, aucune des 11 especes ectomycorhiziennes présentes n'exergait
I'éventail complet des bénéfices mycorhiziens (VAN DER HEIJDEN 2000). Au
augmente rapidement la biomasse de ses racines), alors que d'autres utilisent celle de
"remplacement des racines", en développant un réseau mycélien étendu, cette
derniere stratégie étant plus efficace dans le transfert d'azote vers la plante. Non
seulement les différentes espéces fongiques, mais aussi les différents génets en
présence sur le méme systéme racinaire contribuent de maniére particuliére aux
bénéfices de la symbiose pour la plante. Cette diversité pourrait favoriser I'adaptation
des plantes aux changements environnementaux (MARTIN e al. 1994).

D'autre part, des variations saisonniéres ont aussi été constatées, car la demande de la
plante en phosphore ou azote varie au cours de la saison, avec des besoins accrus de
phosphore durant la floraison (Salix repens, (VAN DER HEIJDEN in press-b) ou la
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formation des fruits (Fragaria x ananassa, DUNNE & FITTER 1989, in VAN DER
HEIJDEN 2000). La baisse de la demande en phosphore est accompagnée par une
décroissance de la colonisation endomycorhizienne (VAN DER HEIJDEN in press-
b).

La fructification de Laccaria bicolor et Laccaria laccata semblerait étre déterminée
génétiquement, car des différences de la phénologie entre génets du méme site ont pu
étre observées, certains fructifiant systématiquement plus tard que d'autres
(SELOSSE et al. 2001).

35.2.3.5 Interactions entre champignons

Chaque racine est associée a une mosaique d'especes différentes, de génets différents,
voire, dans certains cas, de types mycorhiziens différents (TAYLOR ez al. 2000,
VAN DER HEIJDEN 2000, PEROTTO ef al. 1996). La diversité spécifique peut
varier entre les trois-quarts des racines observées colonisées seulement par un ou
deux espéces (en fait, ce sont des morphotypes qui ont été observés, ce qui peut
correspondre parfois a un taxon de rang plus élevé que l'espece), ou un morphotype
ne colonisant jamais plus de 20% de la racine (TAYLOR et al. 2000).

Une compétition entre les endo- et les ectomycorhiziens avait été supposée chez les
plantes susceptibles d’héberger les deux types symbiotiques. Les ectomycorhizes,
bien que plus abondantes, seraient des compétiteurs plus faibles que les
endomycorhizes (CHILVERS er al. 1987). Une interaction négative, supposée par
LODGE (1989), n'a pas été observée dans I'étude sur Salix repens par VAN DER
HEIJDEN (2000). En effet, une inoculation simultanée d'endo- et ectomycorhizes sur
les racines de cet arbre n'a pas donné lieu a une suppression mutuelle, ce qui explique
que les deux types puissent coexister sur les racines. Par contre, l'inoculation
séquentielle favorise la symbiose endomycorhizienne si Glomus mosseae est placée
en premier (VAN DER HEIJDEN 2000).

Des variations saisonniéres ont été constatées, aussi bien dans I'abondance relative
des types mycorhiziens, que dans la composition spécifique des ectomycorhizes.
Ainsi, VAN DER HEIJDEN (2000) montre que I'abondance des endomycorhizes
versus les ectomycorhizes, ainsi que celle de certaines especes ectomycorhiziennes
varie durant la saison.

Le groupe hétérogeéne mais ubiquiste des endophytes racinaires - dark septate
endophytes - coexiste avec les endo- et ectomycorhizes, mais a été trouvé aussi sur
des racines non mycorhizées. Sa fonction écologique n'est pas encore claire, d'ailleurs
peu d'especes ont été identifiées - toutes celles qui 'ont été jusqu'a présent sont des
Ascomycetes. Certaines especes sont parasites, d'autres saprophytes, d'autres
mycorhiziennes. Leurs interactions avec les mycorhizes sont inconnues
(JUMPPONEN & TRAPPE 1998).

La compétition de deux saprophytes exploitant le méme substrat a été disséquée avec
précision par FRANKLAND et al. (1995), et nous tentons d'en restituer les grandes
lignes. Mycena galopus et Marasmius androsaceus croissent cOte a cote sur la litiére
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de feuilles. Cette derniére espéce posséde un potentiel de croissance et de
décomposition de la litiére plus important, elle est par conséquent plus compétitive.

Les auteurs ont constaté une stratification verticale des mycélia, le marasme occupant
la couche la plus superficielle de la litiere, alors que la myceéne se trouve juste en
dessous. Or, en présence du marasme, la zone de croissance de la mycéne se voit
repoussée vers le bas. Il semblerait que la croissance du marasme en surface soit

‘rendue possible par ses capacités de résistance a la dessiccation, ce qui présenterait
l'avantage d'échapper ainsi a une espéce de collembole mycophage, qui ne peut pas
survivre en surface.

Les interactions compétitives ont été évaluées entre trois espéces ectomycorhiziennes
inoculées dans divers sites expérimentaux par MCAFEE & FORTIN (1986). Par des
index de colonisation et de compétition, ils attribuent & Laccaria bicolor la palme du
meilleur colonisateur, sauf dans la forét de pins non perturbée, alors que Rhizopogon
rubescens était le meilleur colonisateur dans ce milieu, mais aussi le meilleur
compétiteur dans tous les milieux. Pisolithus tinctorius était un piétre colonisateur
dans ces conditions, et n'était pas compétitif avec les especes indigenes, sauf sur sol
dénudé et stérilisé avant la plantation.

D'autres associations entre ectomycorhiziens ont été constatées in situ, sans que leur
nature (simple succession, parasitisme ou symbiose) ait pu étre spécifiée. Ainsi,
Gomphidius roseus forme une association intime au niveau des racines de pin avec
Suillus bovinus, et on ne trouve pas le premier sans le second (OLSSON et al. 2000).
La morille ne formerait d'ectomycorhizes que secondairement a l'infection d'un
hétérobasidiomycete (BUSCOT 1994). Ces citations de cas particuliers ne permettent
pas de tirer des conclusions générales, mais nous laissent entrevoir la complexité des
interactions possibles.

3.2.3.6 Interactions avec les autres organismes du sol

Au niveau de la rhizosphére, les interactions entre les mycorhizes et les autres
organismes du sol sont peu connues, en raison des innombrables facteurs a prendre
en compte, comme la diversité des organismes présents (bactéries, virus, microfaune
d'arthropodes et de nématodes) et les différents niveaux trophiques (bactéries,
prédateurs, super prédateurs).

On peut tout d'abord distinguer les interactions allélopathiques des interactions
directes. Aussi bien les micro-organismes que les racines présentes dans le sol
peuvent sécréter des molécules organiques, aux effets divers (GRAYSTON e al.
1996). Les mycorhizes elles-mémes libérent de telles substances, agissant a la fois
sur les racines (hormones végétales) et les autres micro-organismes. Les substances
organiques sécrétées par les racines nourrissent la microfaune et les bactéries, mais
des antibiotiques agissent négativement sur les bactéries.

Au niveau des interactions directes, plusieurs auteurs ont émis I'hypothése que les
mycorhizes favoriseraient l'activité biologique du sol, par I'accroissement du rapport
C:N (CROMACK et al. 1988). Or, I'étude en microcosme, a court terme, avec des
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organismes répartis dans trois niveaux trophiques (bactéries, nématodes
bactériophages, nématodes mycophages, nématodes prédateurs) n'a pas pu constater
un accroissement de la biomasse des organismes étudiés. Seule la biomasse des
nématodes mycophages a augmenté. Les mycorhizes semblent agir comme un puits
de carbone, plutdt que comme une source (SETALA et al. 1999). Les auteurs mettent
cependant en garde contre la généralisation abusive de tels résultats limités au
microcosme et dans le temps, qui méritent d'étre confirmés in situ et a long terme.

En admettant que les mycorhizes favorisent la microfaune du sol, par le biais de
l'enrichissement du rapport C:N du sol (CROMACK et al. 1988), il conviendrait de
considérer I'augmentation concomitante des consommateurs et des prédateurs. On
peut relever les organismes qui se nourrissent d'hyphes, essenticllement des
arthropodes (EISFELDER 1970), dont des insectes comme les collemboles
(FRANKLAND et al. 1995, GANGE 2000), mais aussi d'autres invertébrés
(nématodes, mollusques, etc.) (BRUNS 1995).

Parmi les protistes, certains myxomycetes se nourrissent de spores et d'hyphes, et
deux espeéces fréquentes dans les sols, Physarum polycephalum et Badhamia
utricularis semblent étre principalement mycophages (STEPHENSON & STEMPEN
1994). Par contre, certains de ces organismes mycophages pourraient jouer un role
dans la dispersion des spores, voire la création de micro perturbations favorables a
I'implantation de nouveaux mycélia, et par conséquent favoriser les champignons.

FRANKLAND (1998) a pu mettre en évidence comment la préférence d'un
collembole pour une espéce saprophyte par rapport a une autre modifiait la
répartition verticale des mycélia et I'abondance réciproque de ces especes.

Quant aux bactéries rhizosphériques, il est admis que certaines bénéficient de la
présence des ectomycorhizes (OSWALD & FERCHAU 1968), alors que des données
plus récentes suggerent que certains champignons ectomycorhiziens puissent en
réduire l'activité (OLSSON ef al. 1996). La présence de bactéries endosymbiotiques
des mycorhizes a été constatée par BUSCOT (1994) chez Morchella elata, tandis que
GARBAYE (1994) a démontré que Laccaria laccata vit en symbiose avec des
bactéries "auxiliaires" extra- ou intra-hyphales.

Les bactéries accroissent considérablement la croissance du mycélium. Les modes
d'actions sont inconnus, mais GARBAYE (1994) suppose des effets sur la réceptivité
de la racine, sur la reconnaissance plante-champignon, sur la composition du sol et
sur la germination des spores. Laccaria bicolor exerce une sélection indirecte sur
différentes variétés de Pseudomonas fluorescens, puisque 1'on trouve essentiellement
les variétés de cette bactérie utilisant le tré¢halose, sucre accumulé dans le mycélium
de L. bicolor, dans la mycorhizosphére (FREY ef al. 1997). La présence de bactéries
endosymbiotiques a ét¢ aussi révélée chez les endomycorhizes, la famille fongique
des Gigasporacées étant associée a des bactéries du genre Burkholderia
(BIANCIOTTO et al. 2000).
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5.2.4 Facteurs environnementaux

Les perturbations a grande échelle de l'environnement ont en général un effet
réducteur sur la diversité des communautés. Cependant, les perturbations des
successions primaires de la végétation peuvent créer des "fenétres d'opportunité”
pour des espéces pionniéres, qui sont condamnées a disparaitre des milieux
climaciques.

5.24.1 Coupe rase

Une coupe rase de la forét n'entraine pas la disparition des especes
ectomycorhiziennes a moyen terme, si on laisse la forét se régénérer naturellement,
mais modifie de maniére significative la composition spécifique, les parcelles en
forét et en coupe rase n'ayant plus que 9 % d'especes en commun. Ces données ont
¢té obtenues en analysant les ectomycorhizes dans des échantillons de sol. Les
coupes rases dataient de 8 ans auparavant, les parcelles étaient déja recolonisées par
des jeunes pins, de la méme espéce que la forét adjacente (BYRD er /. 2000).

Les clairieres, étudiées par la méme méthode quatre ans apres leur formation,
montrent une réduction de morphotypes recensés de 40% par rapport a la forét
environnante (KRANABETTER & WYLIE 1998). Ces résultats sont confirmés par
MAH et al. (2001), qui constatent que la diversité des morphotypes est plus
importante chez les jeunes conif@res croissant naturellement en forét que sur ceux
croissant ou plantés dans une coupe claire (MAH er al. 2001).

5.2.4.2 Feu

Les effets du feu ont été relativement plus ¢tudiés, essentiellement pour savoir quels
sont les propagules de champignons résistants aux incendies, et la dynamique du
rétablissement du cortége fongique. Les spores sont les propagules résistantes pour
les especes hypogées, comme Rhizopogon, qui dominent d'ailleurs le cortége
d'especes recolonisatrices, d'apres les observations de BAAR et al. (1999). D'autres
especes, présentes avant l'incendie, pourraient s'étre propagées par le mycélium, a
partir des racines mourantes vers les jeunes pins. La dessiccation des propagules
présentes dans le sol et leur culture avec des pins donne les méme especes
dominantes qu'aprés l'incendie : ce serait la capacité de résistance a la sécheresse de
leurs propagules qui caractériserait les espéces pionniéres des places a feu (TAYLOR
& BRUNS 1999).

Les feux de basse intensité, n'affectant pas 'humus en profondeur et autorisant la
survie des arbres dgés, semblent n'exercer que peu d'impact sur les communautés
ectomycorhiziennes, comme cela a été observé dans les foréts boréales de Suéde
(JONSSON ef al. 1999b, MAH et al. 2001).

5.2.4.3 Submersion

Si l'on observe les mycorhizes de Salix repens, le manteau hyphal et le mycélium
extraracinaire disparaissent en cas de submersion, alors que des fractions du réseau
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de Hartig peuvent survivre et se développer lorsque les conditions sont redevenues
normales. Les endomycorhizes survivent mieux que les ectomycorhizes (VAN DER
HEIJDEN 2000). Le cas de Telephora terrestris, qui survit en terrain submergé grace
a ses rhizomorphes (COUTTS & NICHOLL 1990a) a déja été évoqué au § 5.1.4,

page 19.

5.2.4.4 Type de sol et d'humus, effet du champignon sur le sol

La stratification verticale des mycorhizes a déja été décrite au § 5.1.6, page 21. Nous
ne mentionnons ici que les études portant sur la diversification ou l'appauvrissement
des communautés lors de modifications du sol.

La couche herbacée que 1'on trouve dans les foréts claires peut empécher la
fructification de mycélia présents dans le sol : c'est la conclusion avancée par BAAR
et al. (1994), qui ont constaté une augmentation de 1,5 de la fructification des
champignons, aprés avoir enlevé la litiére et la forte couverture de Deschampsia
flexuosa qui était présente.

La qualité de la liticre (aiguilles ou feuilles) influence la structure de la communauté
ectomycorhizienne et l'activité métabolique de la mycorhize, comme cela a été
démontré par CONN & DIGHTON (2000). Une corrélation a été trouvée entre les
variations de pH et de concentration de phosphore dissous et la diversité spécifique,
alors que la diversité générique était corrélée au pH et a I'humidité (VAN DER
HEIJDEN in press-a).

Les champignons mycorhiziens eux-mémes agissent sur le sol : ce fait est aisément
compris si l'on considére la masse représentée par les mycélia, qui peut atteindre,
dans le cas particulier des communautés d’espéces mycorhiziennes formant des tapis
mycéliens («mats»), une biomasse équivalente a la moitié de la masse du sol auquel
elles sont associées (GRIFFITHS & CALDWELL 1992). Dans les sols colonisés par
des tapis mycéliens (sans que les espéces présentes soient détaillées par les auteurs),
le rapport C:N est augmenté, ce qui pourrait provenir du prélévement d'azote
organique par le champignon, comme du déversement de composés organiques
possédant un rapport C:N élevé.

Ces composés pourraient provenir de la dégradation de complexes humiques du sol,
prouvée par la présence d'enzymes susceptibles de jouer ce rble dans les sols
colonisés par les mycorhizes (cellulases, péroxydases, phosphatases, protéinases)
(GRIFFITHS & CALDWELL 1992). Il est connu qu'une partie du carbone
atmosphérique fixé par les arbres est relachée dans le sol, par la respiration cellulaire
des racines et des mycorhizes, ainsi que par les exsudats racinaires. HOGBERG et al.
(2001) ont pu évaluer la respiration des mycorhizes a la moitié de la respiration totale
du sol forestier boréal.

De plus, il a été constaté que les hyphes de champignons, supposés ectomycorhiziens,
pénétrent directement dans les roches (feldspath et hornblende), en formant des pores
de 3 a 10 pm par l'exsudation d'acides organiques. Le calcium et le magnésium, sous
formes de complexes contenant de 'aluminium, seraient ainsi rendus accessibles aux
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plantes JONGMANS et al. 1997). L'oxalate sécrété par le tapis mycélien est supposé
jouer un rdle dans la dissolution du mica (PARIS er al. 1996).

Mais les capacités protéolytiques varient entre espéces, et (ABUZINADAH & READ
1986) ont montré qu'une répartition spatiale et temporelle intervenait en fonction de
ces capacités.

5.2.4.5 Effets anthropiques, pollution atmosphérique

Les écosystémes forestiers sont exposés de maniére croissante aux multiples impacts
anthropiques, qui vont de la suppression pure et simple des biotopes a leur
modification, plus ou moins intense, soit par l'introduction de nouvelles especes, soit
par des dépositions polluantes multiples (VITOUSEK et al. 1997).

Le milieu urbain influence négativement la diversité des champignons

ectomycorhiziens, notamment en raison des dépositions azotées (BAXTER ef al.
1998). En effet, la déposition par les eaux pluviales d'oxydes d'azote rejetés dans
l'atmosphére (NOy) sous forme de nitrates est un phénomene récent et croissant.

L'effet des dépositions d'azote a été invoqué pour expliquer le recul de la
macrofonge ectomycorhizienne observé a maintes reprises en Europe (ARNOLDS
1991, BOUJON 1997, TAYLOR ef al. 2000, STRAATSMA et al. 2001). Des
expériences de fertilisation ont démontré que des adjonctions de nitrates pouvaient
conduire & une réduction des mycorhizes (pour une revue, voir WALLENDA &
KOTTKE 1998). L'azote minéral réprime la production de phytohormones par les
ectomycorhiziens (NYLUND 1988).

Une étude le long d'un transect Nord-Sud en Europe, selon un gradient décroissant de
dépositions azotées, montre une réduction spécifique et une diminution des espéces
ectomycorhiziennes versus les saprophytes, corrélée avec I'augmentation des
dépositions azotées, dans les foréts de Picea. Par contre, les foréts de Fagus ne sont
pas affectées (TAYLOR ef al. 2000).

Une étude récente, qui donne une vision plus compléte en observant les
ectomycorhizes en plus des sporophores, confirme les résultats connus sur la
diminution de la diversité spécifique analysée par les fructifications, bien que cette
situation soit moins marquée, a court terme, au niveau des mycorhizes. Certains
genres semblent particulierement affectés, comme Russula (PETER ef al. 2001).

Les pluies acides, dont l'impact a diminué dans nos régions depuis les années 70,
peuvent diminuer aussi bien I'abondance que la diversité. (KOWALSKI 1987) a
montré, dans une région fortement agressée par la pollution industrielle, que le
cortége normal des ectomycorhiziens est perdu avant la mort des arbres, alors qu'il
est remplacé par des champignons non identifiés, ne formant qu'un réseau mal
développé autour des racines. La pluie acide a comme effet secondaire de solubiliser
des éléments inertes dans le sol, comme l'aluminium, avec des effets délétéres sur les
mycorhizes (LAST et al. 1983).
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Pour contrecarrer I'acidification du sol dans le Nord de 1'Europe, I'adjonction de
calcaire a été préconisée. Ses effets sur les communautés ectomycorhiziennes n'ont
pas pu étre clairement démontrés par I'étude de trois pessiéres traitées par des taux
croissants de dolomite (JONSSON et al. 1999¢). La disparition d'espéces acidophiles
et une modification des abondances spécifiques sont cependant présumées, en accord
avec des précédentes études (ANDERSSON & SODERSTROM 1995).

Il est connu depuis 25 ans que les champignons sont capables de concentrer
sélectivement les métaux lourds (STIJVE 2001). La recherche se focalise sur les
dangers potentiels des champignons comestibles ou leur utilisation comme
bioindicateurs (MJESTRIK & LEPSOVA 1991), ainsi que sur la physiologie
(LEYVAL ef al. 1997). La sécrétion d'acide oxalique par le mycélium s'accroit
lorsque la mycorhize est exposée & des métaux lourds ou a des concentrations accrues
d'aluminium : le pouvoir chélateur de cette molécule pourrait jouer un rdle protecteur
pour l'association mycorhizienne (AHONEN-JONNARTH er al. 2000).

Le rdle protecteur des mycorhizes pour la plante a d'ailleurs ét¢ avancé (BRADLEY
et al. 1981).Quant aux effets sur la diversité, il a été prouvé que le plomb, le
cadmium et le nickel réduisent la croissance et la colonisation des ectomycorhizes in
vitro (McCREIGHT & SCHROEDER 1982, BELL ef al. 1988). L'effet du plomb a
aussi été étudié par CHAPPELKA et al. (1991), et il affecte de maniére différente les
espéces étudiées. Ainsi, la structure spécifique de la communauté pourrait étre
affectée.

L'utilisation des foréts comme espace de loisirs, conjointement a l'augmentation de la
population, entraine un nombre de plus en plus élevé de promeneurs en forét. La
cueillette des champignons comestibles, en 1’état actuel des connaissances, ne
semble pourtant pas avoir d'impact sur la fructification, alors que le piétinement a un
effet négatif sur une espéce en tout cas (EGLI er al. 1990).
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5.3 Succession des communautés mycorhiziennes

5.3.1 Evolution en fonction de la maturation du peuplement végétal

S'il est bien établi que la répartition des types mycorhiziens est en fonction du climax
(cf. § 5.2.2), la question de savoir quelle est la dynamique de la composition
spécifique des symbiotes fongiques se pose dans les formations végétales en
évolution. L'dge des arbres, la composition et la structure du sol, la disponibilité en
nutriments, les formes d'humus, la litiere, la fermeture de la canopée, la strate
herbacée sont autant de facteurs évoluant avec 1'dge du systéme et susceptibles
d'influer sur les micro-organismes du sol.

1l faut distinguer deux types de succession en forét :

¢ les successions primaires, c'est-a-dire 1'établissement de la forét ex-novo, sur sol
brut de montagne, sur alluvions nouvellement déposées, p. ex.,

¢ les successions secondaires, résultant de fortes perturbations naturelles ou
d’origine anthropiques (coupes rases, incendies, inondations).

En forét, nous disposons de nombreuses observations effectuées en plantations, c'est-
a-dire dans les stades de succession primaire. Ainsi, la succession temporelle des
espeéces ectomycorhiziennes a été observée par DEACON ef al. (1983), MASON et
al. (1982) ainsi que par FLEMING (1983), sur la base des apparitions successives des
sporophores autour d'arbres nouvellement plantés. Ils ont proposé un modeéle
d'évolution de la mycoflore en fonction de 'dge des plantations :

¢ le stade précoce (early-stage), qui comprend des représentants des genres
Hebeloma, Thelephora, Laccaria, Inocybe, etc., suivrait la plantation et durerait
de quatre a cinq ans.

e le stade tardif (late-stage), ou l'on retrouve des représentants des genres
Cortinarius, Leccinum, Russula, Tricholoma, etc., n'apparaitrait qu'apres cing,
voire dix ou quinze ans.

Basé sur des observations conduites sur Befula en plantation expérimentale, ce
modéle a été néanmoins étendu aux foréts naturelles, les espéces des stades précoces
étant supposées se trouver préférentiellement dans les foréts jeunes, et celles des
stades tardifs dans les foréts matures. On peut reprocher a ce modéle d'avoir été
¢laboré a partir de milieux présentant des conditions pédologiques inconnues dans les
écosystemes naturels et une évolution bien trop rapide. Cependant, une succession
semblable, avec quelques variantes, a été établie dans des plantations de deux
especes de Pinus en Grande-Bretagne par (DIGHTON ef al. 1986).

DEACON et al. (1983) avancent que les espéces des stades précoces peuvent infecter
les jeunes plants de Betula dans un sol normal, non stérilisé, alors que celles des
stades tardifs n'en sont pas capables. Une infection est obtenue dans tous les cas si le
sol a été stérilisé : le potentiel infectieux serait différent dans les deux groupes, les
especes des stades tardifs étant incapables de s'associer aux racines jeunes. Les
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espéces ectomycorhiziennes qui s'implantent apres des perturbations, donc s'associent
a des arbres trés jeunes, sont supposées se propager par les spores, alors que les
especes des stades tardifs s'étendraient de maniere végétative (FOX 1983).

La dichotomie de ce modéle a été remise en question par 'existence d'espéces multi-
stades (multi-stage), pouvant étre présentes a tous les stades de développement de la
forét, comme relevé par DANIELSON & PRUDEN (1989), KRANABETTER &
WYLIE (1998) et SENN-IRLET & BIERI (1999). Dans cette derniére étude,
Laccaria laccata a fructifié bien plus abondamment dans les parcelles de forét agée
que dans les jeunes, alors que cette espece est considérée comme typiquement
colonisatrice - il s'agirait donc d'une espéce multi-stade.

En fait, les variations spécifiques dans la succession temporelle semblent s'aligner sur
un continuum plutdt que sur des stades bien définis. Malgré ces divergences, il est
indéniable qu'il existe des genres essentiellement liés aux foréts matures, comme
Amanita, Cantharellus, et des genres essentiellement pionniers, comme Hebeloma ou
Dermocybe (SENN-IRLET & BIERI 1999).

Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer ce phénomene. L'dge du systéme
racinaire comme facteur déterminant a été invoqué 4 maintes reprises (p. ex.
MASON et al. 1982), mais infirmé par les observations de FLEMING (1983), qui
remarque que des semis plantés a c6té de plants adultes sont mycorhizés par les
symbiotes de ces derniers, situation reproduisant la régénération naturelle de la forét.
Les semis seraient donc capables de s'associer aux mycélia déja présents sur le
terrain, et prélever les nutriments nécessaires (READ 1991). Dans cette optique de
réseau, I'dge d'un arbre isolé ne peut pas revétir une importance particuliére.

D'autres auteurs invoquent les changements induits dans les horizons superficiels du
sol, notamment 1'épaississement de la litiére et I'accroissement de la maticre
organique a disposition. En ce sens, les espéces des stades précoces seraient capables
de proliférer en milieu minéral dépourvu de glucose, alors que celles des stades
tardifs profiteraient de cette adjonction (GIBSON & DEACON 1990). Ces derniers
pourraient aussi utiliser 1'azote protéique du sol (DIGHTON 1991).

L'occurrence des spores dans le sol, de méme que leur capacité de germination ont
aussi été invoquées, les especes des stades tardifs ayant une capacité de germination
réduite par rapport a celles des stades précoces (LAST ef al. 1983). L'influence des
micro-organismes du sol a aussi été invoquée. Ainsi, les espéces late-stage seraient
associées a des bactéries de la rhizosphére qui les aideraient & dégrader les ressources
peu disponibles du sol (LAST & FLEMING 1985), ces types d'interactions étant
encore largement inconnus.

Dans les foréts naturelles, en absence de catastrophe écologique, la régénération se
fait de maniére continue. Les jeunes arbres croissant dans ces conditions sont
colonisés par les mémes espéces que les arbres environnants (JONSSON et al.
1999a), et non particulierement par des espéces des stades précoces. Il faut donc se
garder d'appliquer le concept d'espéces précoces et tardives aux successions
secondaires.
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En réponse aux critiques adressées au modele stades précoces/stades tardifs,
plusieurs auteurs préférent a ces notions de succession celles de stratégies
écologiques, proposant ainsi un parall¢le avec les modeles établis pour les plantes
(DIGHTON & MASON 1985, LAST et al. 1987). Les différences trés marquées des
comportements reproductifs observées chez divers organismes, ont conduit au
concept de "stratégie écologique".

Ces stratégies sont conditionnées par deux composantes de la sélection naturelle, en
fonction du milieu (sélection r et K) (MACARTHUR & WILSON 1967).

La stratégie r indique un taux de reproduction élevé, contrebalancé par une durée de
vie faible, une petite taille. La stratégie K implique un taux de reproduction faible,
allié a une croissance et une durée de vie importantes. Les pressions sélectives r, que
l'on trouve dans les milieux instables, favorisent les espéces a stratégie r, car
l'accroissement rapide de leurs populations compense la mortalité souvent
catastrophique liée a de tels milieux (mais on peut trouver des especes r dans tous les
milieux). Les espéces K favorisent les aptitudes compétitives par rapport aux
aptitudes colonisatrices, puisque leurs milieux sont saturés.

De son coté, GRIME (1977) propose pour les végétaux vasculaires un autre modeéle :
sélection R (rudérale), C (compétitive) et S (tolérante au stress).

En extrapolant ce modele aux champignons, DIGHTON & MASON (1985) et LAST
et al. (1987) ont attribu¢ la stratégie rudérale aux especes des stades précoces, et les
stratégies compétitives K ou C et S a celles des stades tardifs. Ces modeles ont
l'avantage sur les modeles purement descriptifs de porter I'accent sur les causes des
processus dynamiques, la compétition et la sélection.

Toutefois, alors que chez les animaux ces stratégies sont immédiatement observables,
par la taille des individus, des populations, et leur mode de reproduction, chez les
champignons ectomycorhiziens chacun de ces paramétres doit faire l'objet d'une
¢tude spécifiquement orientée. Ne considérer que ces aspects li¢s a la biologie de
l'espéce peut conduire a sous-évaluer d'autres facteurs du milieu, ou particuliers au
mode de vie des champignons, notamment la possibilité¢ d'une croissance
indéterminée.
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Ectomycorhizes

Fermeture de la canopée

spécificité d'hdte
ccificite d'hot
faible diversité des speécificité d'hote
mycorhiziens accrue
qualité de la litiére
quantité de litiére

Stratégie R« » Stratégie S

Figure 10 : Successions fongiques en fonction de I'age de la forét. Avec la baisse de la
qualité de la litiére, la sélection favoriserait les especes adoptant une stratégie S. La stratégie
R serait adoptée par des especes vivant dans des foréts jeunes, peu sélectives quant a leur
hoéte.

D'aprés DIGHTON & MASON (1985).

5.3.2 Modeéles reliant la succession d'espéces a des caractéres fonctionnels des
mycélia

NEWTON (1992) met en garde contre la généralisation d'un modeéle trop simple, qui
ne tient pas compte des différences d'évolution entre écosystemes distincts, ni de
I'influence du sol. 1l affirme que la succession des champignons ectomycorhiziens ne
doit étre attribuée qu'a leur capacité relative de colonisation et propagation a partir
d'un inoculum, a l'exclusion de tout autre phénomeéne. La clé de la compréhension de
la succession ectomycorhizienne réside, d'aprés cet auteur, dans la maniere de former
le mycélium.

Des caractéristiques fonctionnelles, comme la production de cordons mycéliens ou la
capacité de se propager dans le systéme racinaire par infection secondaire seraient
plus appropriées pour décrire la diversité des comportements rencontrés dans les
écosystémes naturels - diversité que le concept de stades précoce et tardif ne peut
englober.

NEWTON (1992) distingue deux types d'inocula, a savoir les spores et le mycélium
déja en place, ce dernier s'étendant par infection secondaire, et y associe des especes
utilisant préférentiellement 'un ou l'autre. Dans les foréts nouvellement plantées,
I'inoculum sera essentiellement disponible sous forme de spores. Les espcces
pionniéres (terme plus approprié que celui d'early-stage), sont celles qui se propagent
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par ce type d'inoculum, et colonisent les racines en premier. Dans une forét établie,
I'inoculum sera plutdt disponible sous forme de mycélia.

L'infection mycélienne dépendra donc de la capacité de colonisation du mycélium, et
non plus de la capacité de germination. Les espéces qui disposent d'un fort potentiel
d'infection a partir du mycélium vont prédominer avec le temps.

NEWTON (1992) regrette que les explications apportées a ce phénomene reconnu se
soient centrées sur 1'dge de la forét, en négligeant I'importance d'éléments propres aux
champignons. De plus, les espéces pionnieres, qui ne forment qu'une infime partie
des champignons ectomycorhiziens, ont re¢u une attention disproportionnée a leur
importance relative, il reste donc a inclure dans une classification cohérente les
milliers d'especes restantes.

Puisque le réle prédominant du mycélium comme facteur d'infection secondaire est
admis, c'est dans les caractéristiques fonctionnelles de ce dernier qu'il faut chercher
des critéres explicatifs. Les cordons mycéliens jouent un réle important soit comme
source d'inoculum, soit comme systéme de transport d'eau et de nutriments. Or, on ne
trouve pas ces cordons dans toutes les especes ectomycorhiziennes, et certaines
especes pionniéres n'en forment pas, comme par exemple Laccaria et Hebeloma.

La forme de la mycorhize, notamment les branchements, sont invoqués comme cause
de l'efficacité de I'invasion des racines adjacentes a la mycorhize. Ainsi, Cenococcum
geophilum, dont les mycorhizes ne sont jamais branchées, est peu concurrentiel en
présence d'autres ectomycorhizes (NEWTON 1992).

L'extension des mycorhizes est évidemment influencée par la disponibilité de
radicelles non infectées. Une grande densité de racines devrait par conséquent
avantager les especes se propageant par extension mycélienne. Ceci pourrait
expliquer partiellement l'apparition tardive de certaines espéces de champignons, qui
ne s'associent qu'avec les parties les plus dgées des racines, a proximité du tronc. Une
sensibilité du champignon a I'dge des racines (voir supra) avait été invoquée comme
explication. En fait, seule la densité des racines, plus importante a proximité du
tronc, serait déterminante, d'apres NEWTON 1992).

Ce méme auteur invoque d'autres critéres qui permettraient d'affiner le modele et de
prévoir le comportement de chaque espéce : bien entendu, des facteurs climatiques et
édaphiques ne peuvent étre annulés, ainsi que le spectre d'hdte (large ou étroit), la
capacité de transfert de carbone et autres nutriments par le champignon. Pour tous ces
critéres, les données a disposition sont encore insuffisantes pour construire une
classification précise. '

OGAWA (1985) a soigneusement observé la structure des mycélia dans le sol,
horizontalement et verticalement, pour de nombreuses especes au Japon. Il a collecté
les mycorhizes et estimé la quantité de micro-organismes de la rhizosphere.
Malheureusement, la plupart des espéces dont il décrit le comportement nous sont
inconnues, ne croissant pas en Europe. Il distingue trois types de colonies
mycéliennes :
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e lerond de sorciére,
e la surface continue irréguliére,
e les petites colonies dispersées,

ce dernier type étant le plus courant chez les Hyménomycétes. Ces trois types
observés ont été divisés en sous types d'apres le degré de développement de la
mycorhize, du mycélium extraracinaire et des rhizomorphes, ces trois caractéres étant
associés : les mycorhizes les plus développées, celles qui modifient l'architecture
racinaire en augmentant les branchements en des endroits précis, sont associées aux
rhizomorphes les plus développés. A I'opposé, les rthizomorphes non différenciés sont
associés aux mycorhizes pennées, et n'influencent pas l'architecture racinaire, mais
suivent la croissance des racines les long desquelles ils se répartissent régulierement.
L'espace exploré par chaque type différe aussi, dans le type le moins différencié le
mycélium extraracinaire ne s'aventure pas bien loin des mycorhizes horizontalement
et verticalement, alors que s'il y a des rhizomorphes importants, ils relient les ilots de
mycorhizes coralloides entre elles, et ne se limitent pas a I'horizon ou se trouvent les
racines.

RAIDL (1997) a non seulement étudié la structure des rhizomorphes de 18 espéces,
mais aussi leur ontogénie au moyen d'un systéme permettant I'observation in vivo. Il
distingue trois types d'organisation seulement, qu'il associe a la taille atteinte par les
mycélia. Deux espéces de Dermocybe et Laccaria bicolor forment le type le moins
différencié, et la taille de leurs mycélia n'atteint que quelques centimeétres dans la
boite d'observation. Les systémes a rhizomorphes différenciés atteignent par contre
des tailles plus importantes : de quelques centimétres a quelques décimetres.

Parmi ceux-ci, il distingue deux catégories en fonction de leur degré de
différenciation. Les rthizomorphes d'dmanita muscaria, Pisolithus tinctorius,
Scleroderma citrinum et Thelephora terrestris forment un réseau dense, mais peu
branché. Les rhizomorphes de Boletinus cavipes, deux espéces de Tricholoma (T.
batschii, T. terreum) et de quatre espéces de Suillus, forment aussi un réseau dans la
partie proximale, mais complété par des structures en éventail, dues a de nombreux
branchements dans la partie distale.

Les observations dOGAWA (1985) et de RAIDL (1997) citées ci-dessus se
recoupent fortement : on peut présumer, en suivant I'hypothése de NEWTON (1992),
que la taille que les mycélia vont atteindre dans les écosystémes naturels est
étroitement dépendante du degré de différenciation des hyphes, et par conséquent de
la complexité d'organisation du mycélium. La durée de leur survie semble aussi étre
dépendante des méme facteurs, notamment de la taille atteinte par le mycélium.
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Figure 11 : Les différents types de colonies mycéliennes selon OGAWA (1985).

5.3.3 Modéles reliant les structures génétiques des communautés
ectomycorhiziennes aux écosystéemes et a leur évolution.

Dés les premicres observations permettant d'élucider la structure génétique des
communautés, un parallele a été tenté avec le modele des stades précoces et tardifs.

En se référant & la succession early- et late-stage, DAHLBERG et STENLID (1990,
1994) ont émis I'hypotheése d'une corrélation entre la taille des isolats (mycélia
distingués sur la base de l'incompatibilité somatique) et 1'dge des arbres auxquels ils
étaient associés : dans une forét de 15-20 ans, la taille moyenne des isolats de Suillus
bovinus (considérée comme une espéce des stades précoces) était de 4.8 m, alors que
dans une forét de 70-120 ans, elle était de 15 m, la taille maximale atteignant 200 m>.

Le modele élaboré a partir de ces observations est représenté dans la Figure 12 : la
taille des génets croitrait, alors que leur nombre total décroitrait suivant I'dge de la
station. Une colonisation initiale et multiple par des spores aurait lieu uniquement au
stade jeune, suivie d'une croissance végétative pendant laquelle les mycélia
génétiquement distincts entreraient en compétition les uns avec les autres, ce qui
aboutirait 4 I'élimination de la plupart d'entre eux.

BH3LAOTH : .
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Figure 12 : Evolution schématique d'une population de Suillus bovinus avec 'age du
peuplement forestier. Passage d'une population dense de petits génets a une population lache
de génets plus grands (repris de DAHLBERG & STENLID, 1995).

Lorsque DAHLBERG a tenté de confirmer au niveau interspécifique ce modele en
¢tudiant une espéce considérée comme late-stage, Suillus variegatus, il s'attendait a
trouver des isolats plus étendus que pour Suillus bovinus (DAHLBERG 1997). Dans
les pinedes du Suéde, Suillus variegatus est le bolet dominant dans les foréts
matures, et remplace en abondance Suillus bovinus au fur et a mesure du
vieillissement. Or, les populations de Suillus variegatus dans une forét de Pinus
sylvestris, en Suede, 4gée de plus de 100 ans, sont constituées par des grands génets
(entre 10 et 20 m de distance maximale moyenne) et des petits génets, ne se
recouvrant pas. Ces résultats sont similaires a ceux de Suillus bovinus.

Ainsi, le modé¢le établi sur la base des observations sur Suillus bovinus ne s'applique
pas obligatoirement ni a d'autres espéces du méme genre, ni a la succession
spécifique. Par contre, la compétition intraspécifique semble étre un facteur de
structuration important, puisqu'on ne retrouve presque jamais de génets superposes.

Au fur et a mesure de I'avancement des connaissances (voir infra), des évidences
s'accumulent suggérant que ce modele ait ét¢é établi de manieére prématurée, et qu'il ne
peut rendre compte des structures observées dans de nombreux cas. De plus, la taille
des isolats a été établie sur la base de I'incompatibilité somatique, méthode
abandonnée depuis par la plupart des chercheurs. En effet, cette méthode implique
I'isolement en culture du mycélium, ce qui n'est pas possible avec de nombreuses
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espéces ectomycorhiziennes, alors que d'autres espéces ne montrent que des réactions
d'incompatibilité peu nettes, difficilement interprétables (voir § 5.4.1).

Ayant le mérite de la simplicité, et en l'absence de confirmation ou d'infirmation,
c'est le modéle qui a été invoqué dans toutes les études décrivant des populations
ectomycorhiziennes jusqu'a présent.

5.4 Génétique des populations ectomycorhiziennes

L'étude des populations naturelles de champignons s'est trouvée confrontée aux
questions suivantes :

e quelles sont les unités fondamentales des populations fongiques ?

¢ quelle importance revétent les reproductions sexuée et asexuée dans la
détermination de la structure génétique ?

La plupart des champignons ne suivent pas les modéles classiques de génétique des
populations. IIs ont des méthodes originales de colonisation, dispersion, persistance
et leurs générations se superposent. La reproduction sexuée peut étre soit irrégulicre,
soit absente. De plus, leur croissance a l'intérieur d'un substrat solide rend le
recensement des individus difficile voire impossible.

Une définition de la population de champignons pragmatique et adaptée a des études
sur le terrain a été proposée par ANDERSON & KOHN (1998) : "un groupe
d'individus de la méme espéce croissant dans la méme localité au méme moment".
Toujours dans la méme perspective et selon les méme auteurs, l'unité de base de ces
populations est le génet, qui doit étre identifié¢ de maniere siire par des marqueurs
multiloci, définissant des génotypes uniques, dont les chances d'étre retrouvés par
hasard sont quasiment nulles.

5.4.1 Comment définir les limites "individuelles" du mycélium ?

La capacité des mycélia en croissance de se reconnaitre comme Soi OU non-soi en cas
de rencontre sur un méme substrat est appelée incompatibilité somatique
(WORRAL 1997). La rencontre de deux mycélia compatibles entraine en général la
fusion. Par contre, si les mycélia sont incompatibles, des réactions de rejet,
empéchant la fusion et par conséquent I'échange génétique, apparaissent dans la zone
de contact. L'intégrité de chaque mycélium est ainsi maintenue.

['incompatibilité somatique a ét¢ exploitée pour définir des "individus" mycéliens,
en confrontant des isolats de provenance diverse in vitro. Les guillemets sont justifiés
par le fait qu'on ne peut conclure a une identité absolue entre ces deux individus par
cette seule méthode (JACOBSON et al. 1993).

L’incompatibilité somatique chez les Basidiomycétes est régulée par des genes situés

sur 1 & 4 (parfois plus) loci indépendants, dont au moins certains sont multialléliques

(HANSEN & HAMELIN 1999). Deux isolats sont incompatibles si les alleles ne sont
pas identiques a un ou plusieurs de ces loci. Les réactions d’incompatibilité se
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remarquent a ’ceil nu par une zone d’arrét de croissance, voire de nécrose, ou des
modifications des hyphes (pigmentation ou dépigmentation, changement d'aspect
(MALIK & VILGALYS 1999). A noter que les réactions d’incompatibilité sont plus
difficiles & interpréter chez les champignons mycorhiziens, dont la plupart d’ailleurs
ne croissent pas in vitro, comme les Inocybes et beaucoup de Russulacées et de
Cortinariacées.

L'utilisation de l'incompatibilité somatique dans le but de définir la position et la
taille des mycélia individuels a permis 1'émergence de la génétique des populations
de champignons, saprophytes (DOWSON ef al. 1989, KAY & VILGALYS 1992,
MARCAIS ef al. 1998, FRANKLAND et al. 1995) ou parasites (LEGRAND ef al.
1996) essentiellement, mais aussi mycorhiziens, par les études de DAHLBERG déja
citées sur Suillus.

Cependant, (JACOBSON ef al. 1993) par une étude sur 9 sporophores et isolats de
Suillus granulatus, ont démontré que I'incompatibilité somatique sous-estime
probablement le nombre de génets en présence, par rapport a l'utilisation de la
RAPD, qui génere des marqueurs moléculaires multiloci.

La généralisation des méthodes liées a I'amplification de 'ADN dans les années '90
(HENRION er al. 1992, GARDES & BRUNS 1991) a permis un grand pas en avant
dans la reconnaissance des unités de base des populations. Nous n'aborderons
briévement ici que les méthodes les plus utilisées dans les études récentes, qui seront
détaillées dans le § 5.4.2. Ces méthodes sont les suivantes :

1. L'amplification de fragments qui montrent une différence de taille entre taxa.
Divers fragments de I'ADN ribosomal (ITS, IGS 1 et IGS2), ont montré des
pouvoirs de résolution différents selon les taxa. L'ITS montre un polymorphisme
d'au moins 10% entre des espéces du genre Suillus, et de 1a 3 % a l'intérieur d'une
espece morphologique du méme genre (BRUNS ef al. 1991). Ces deux séquences
non transcrites, par conséquent variables, sont respectivement situées entre les
génes ribosomaux appelés 18S (petite sous-unité, SSU) et 5,8S, pour I'I'TS1, et

5,8S et 28S (grande sous-unité, LSU), pour I'1TS2 (Figure 26).

Chez les champignons, la taille de I'[TS global, géne 5,8S inclus, se situe entre
650 et 900 pb (HORTON & BRUNS 2001). Des amorces spécifiques aux
Basidiomyceétes ont été mises au point par GARDES & BRUNS (1993). L'IGS 1,
espaceur non-transcrit, est connu pour montrer une variabilité intraspécifique,
donnée par la présence de courtes séquences répétées, pouvant générer des
crossing-over asymétriques (BRUNS er al. 1991). On peut ainsi repérer des
variations de taille par simple gel d'électrophorese (HENRION et al. 1992).

2. L'analyse d'hétéroduplexes des ITS et IGS de I'ADN ribosomal utilise leur
polymorphisme allélique. Il existe, par individu, soit deux all¢les identiques, ce
qui se traduit par un produit d'amplification unique sur gel d'électrophorése, soit
deux ou trois bandes indiquant la présence de deux alléles de taille différente au
méme locus (AANEN et al. 2001, SELOSSE et al. 1996). Une faible différence
de taille entre deux alleles peut étre révélée par la formation d'hétéroduplexes
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dans les gels d'électrophorese (CAMPBELL et al. 1995).

Les fragments identiques mais différents par une insertion, méme de quelques
bases, s'associent dans le gel, sauf & l'endroit présentant l'insertion, ce qui forme
une boucle retardant la migration du double fragment hétéroallélique. Celui-ci
apparait donc dans le gel comme un fragment de trés grande taille, en plus des
deux fragments homoalléliques qui ont migré selon leur taille réelle. La
formation d'hétéroduplexes a été observée chez de nombreux Basidiomycétes,
suggérant une occurrence fréquente des hétérozygotes (SELOSSE et al. 1996).

L’ADN mitochondrial pourrait révéler une autre structure populationnelle que
I’ ADN nucléaire, puisque les mitochondries ne suivent pas la migration des
noyaux lors de la plasmogamie ou de fusion de mycélia compatibles. Cette
méthode n’a pas été fréquemment employée pour I’é¢tude des populations. Chez
Hebeloma cylindrosporum et Laccaria bicolor elle a révélé moins de
polymorphisme que I’ADN ribosomal (GRYTA et al. 1997, SELOSSE ef al.
1999).

La RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), utilise le polymorphisme
des sites de restrictions, spécifiques & une ou plusieurs enzymes. On obtient des
fragments d'ADN de taille différente. Elle peut s'utiliser sur I'ADN total ou sur
des fragments amplifiés au préalable, par exemple I'ITS, 'IGS et ’ADN
mitochondrial cités ci-dessus, et augmenter leur pouvoir de résolution. Il ne s'agit
pas d'une méthode tres discriminante, le polymorphisme obtenu est limité,
Référence: ORITA et al. (1989).

La RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), utilise des amorces
courtes (composées d'une dizaine d'oligonucléotides) pour générer, par
amplification au hasard, un grand nombre de fragments de taille différente
(Figure 26). Plus le nombre de bandes obtenues est élevé, plus le profil a la
probabilité d'étre unique, propre au génet ainsi identifié. C'est une méthode trés
discriminante, rapide et relativement peu coliteuse (BONELLO et «l. 1998,
GRYTA et al. 2000, SELOSSE er al. 1998, 1999). Son pouvoir de résolution est
supérieur a celui du séquencage de fragments considérés comme variables,
comme I'ITS (HSEU et al. 1996).

Elle ne permet par contre que de mettre en évidence des marqueurs dominants, ce
qui exclut toute étude génétique poussée. De plus, elle n'est pas sélective quant &
'ADN amplifié, et ne peut étre utilisée directement sur des associations
symbiotiques. Référence: WILLIAMS et al. (1990).

Les SCARs (Sequence Characterized Amplified Region) sont une prolongation de
la RAPD : un choix de fragments obtenus par RAPD sont séquencés, ce qui
permet de les amplifier spécifiquement, puis de comparer les séquences entre
elles. Les marqueurs ainsi obtenus sont codominants ce qui permet de différencier
les homozygotes des hétérozygotes. De plus, ils peuvent étre testés comme
amorces spécifiques & un génet donné, et utilisés pour les situer directement a
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partir d'échantillons de sol ou sur les mycorhizes. Référence : GANDEBOEUF et
al. (1997).

La MPP (Microsatellite-Primed PCR) (ou ISSR : Inter-Simple Sequence Repeat
ou RAMS : Random Amplified Microsatellite Analysis) fonctionne selon le méme
principe que la RAPD, mais en utilisant comme amorce des séquences de trois ou
quatre bases répétées (ex : GCG x 5). Chez les Basidiomycetes, ce type de
séquence se trouve réparti dans le génome *, contrairement aux animaux, ot elles
sont groupées en segments de longueur importante, appelés microsatellites. Le
résultat obtenu est semblable a la RAPD. Récemment, des amorces spécifiques a
une espece de Rhizopogon ont permis d'amplifier directement ' ADN fongique a
partir ectomycorhizes, ce qui laisse ouvre de nouveaux horizons a cet outil de
recherche (KRETZER et al. 2000). Référence: MEYER et al. (1993), MARTIN
et al. (1998).

L'AFLP (dmplification Fragment Length Polymorphism), consiste & digérer
I'ADN total avec des enzymes de restriction, les fragments obtenus sont ensuite
liés a des fragments-amorces et amplifiés. Les différentes tailles des fragments
amplifiés sont visualisées par leur fluorescence. Cette méthode génére un grand
polymorphisme et produit des marqueurs dominants. Des marqueurs codominants
peuvent étre obtenus par le séquengage d'un choix de fragments. L'équipement est
coliteux et comme c'est une technique relativement récente, elle n'est pas encore
trés répandue. Référence: VOS et al. (1995).

La SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) se fait en deux étapes.
La premiére consiste a obtenir des fragments par amplification, que ce soit par la
RAPD ou par amplification d'un fragment choisi pour son polymorphisme,
comme les espaceurs de ' ADN ribosomal. Seuls les fragments présents dans tous
les essais sont amplifiés une deuxi¢me fois. L.a SSCP consiste alors a faire migrer
les fragments, dissociés en deux brins, dans un gel d’acrylamide. La résolution est
suffisante pour détecter des mutations d'une seule base. Cette technique génére
des marqueurs codominants. Référence: ORITA ef al. (1989).

Le séquencage de fragments choisis, en particulier la petite sous-unité
ribosomale, est la méthode la plus employée pour la phylogénie. En génétique des
populations, le fragment d'ADN retenu doit avoir un taux de mutation élevé pour
montrer un polymorphisme suffisant. Or, méme une tentative d'utilisation du
séquencage de I'IGS 1 dans des populations de Paxillus involutus en pépiniere et
plantation n'a pas révélé plus de polymorphisme que la RFLP appliquée au méme
fragment (HONIG et al. 2000).

Le séquencage de I'TTS, par des amorces spécifiques aux Basidiomycétes
(GARDES & BRUNS 1993) ou aux Ascomycétes permet par contre
I'identification des espéces a partir des racines mycorhizées, en comparant les
séquences obtenues avec une base de données (PRITSCH er «/. 2000, PETER et
al. 2001, GLEN ef al. 2001). C'est donc un préliminaire important pour des
études de génétique des populations basées sur des prélévements de racines.
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Parmi ces méthodes, il convient de distinguer celles qui portent sur un seul locus (1,
2, 3, 9) de celles qui générent des marqueurs multiloci (4, 5, 6, 7). Le polymorphisme
généré par un seul locus ne permet de distinguer que des haplotypes *. Lorsque
plusieurs loci sont impliqués, on peut parler de génets *.

Quelle que soit 1'unité de base choisie, des informations utiles peuvent étre obtenues
sur la structure des populations, en définissant le nombre et la répartition spatiale des
haplotypes ou des génets qui la composent. En poursuivant I'étude sur plusieurs
années, la dynamique des populations peut étre abordée, soit 1'établissement, la
croissance, la longévité, voire l'extinction des différents génets. Les études menées
dans des sites possédant des caractéristiques écologiques différentes permettent de
mieux comprendre quels sont les facteurs environnementaux qui influent sur la
structure et la dynamique des populations.

5.4.2 Revue des études existantes

La structure des communautés fongiques a pu étre élucidée dans quelques cas.
DAHLBERG (2001) recense environ 20 études effectuées jusqu'a présent. Il apparait
ainsi que certaines espéces se présentent sous forme de nombreux petits génets &
durée de vie courte, alors que d'autres ont la capacité de former des mycélia tres
étendus pouvant persister des dizaines, voire des centaines d'années. Nous allons
passer en revue les résultats des principales études connues, et nous montrerons a
quel point il est difficile de constituer une vision générale a partir des ces
observations disparates.

Nous avons déja évoqué les importantes études de DAHLBERG & STENLID (1994)
et DAHLBERG (1997) sur deux espéces du genre Suillus (§ 5.3.3). La plupart des
auteurs cités ci-dessous replacent leurs résultats dans le schéma d'évolution du
peuplement forestier, que ce soit pour confirmer ou infirmer le modele de
DAHLBERG et STENLID. De ce fait, nous aborderons en premier les résultats
obtenus en plantations, pour passer aux ¢tudes effectuées en foréts matures.

Dans les plantations, le genre Laccaria, utilisé comme inoculum déja en pépinicre
(HENRION et al. 1994b), s'est avéré capable de persister et donc a été utilisé pour
l'amélioration de la croissance des arbres, notamment du pin Douglas en France (LE
TACON et al. 1992). De LA BASTIDE et al. (1994) ont étudié la distribution des
génets de Laccaria bicolor croissant naturellement autour de trois Picea abies
pendant deux a quatre ans. Les arbres étaient agés de quatre ans au moment de leur
transfert de la pépiniére dans une plantation de résineux au Canada. Le sol avait été
fertilisé et traité aux herbicides pendant la durée de I'étude. Les auteurs ont constaté
qu'un génet de L. bicolor pouvait rester associé avec le systéme racinaire pendant au
moins trois ans en variant sa distribution spatiale. Un seul génet par arbre avait été
trouvé. Des mycorhizes de Telephora terrestris et Hebeloma spp étaient aussi
présentes, mais L. bicolor dominait apparemment la rhizosphére.
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Il est difficile de savoir dans quelle mesure ces résultats peuvent étre pris en compte
dans le registre qui nous intéresse, puisque le but poursuivi n'était pas le méme: il ne
s'agissait pas, pour les auteurs, d'étudier la structuration génétique, mais d'observer la
colonisation par les ectomycorhizes d'arbres nouvellement plantés. Le role probable
des traitements, en particulier les fertilisants, dans la sélection des especes
mycorhiziennes n'a pas ét¢ abordé. Or, il est bien connu que les apports d'azote
influencent négativement 1'établissement des mycorhizes, et que certaines especes
sont moins tolérantes que d'autres (cf. 5.2.4.5). Il est permis de se demander si cet
apport d'engrais n'a pas diminué la concurrence interspécifique par élimination
d'espéces sensibles, favorisant la permanence des génets de Laccaria bicolor.

BAAR et al. (1994) ont étudié expérimentalement les populations de Laccaria
bicolor apres avoir 0té la litiére et I'hnumus dans des parcelles d'une plantation de
Pinus sylvestris dgée de 17 ans, établie dans ce qui était auparavant une lande acide
aux Pays-Bas. Le but était de savoir si l'augmentation de la fructification consécutive
a l'arrachage de I'humus, observée dans une précédente étude (BAAR & KUYPER
1993) trouvait son origine dans des mycélia nouvellement installés ou présents
auparavant. Ils ont trouvé des groupes d'incompatibilité¢ somatique comprenant
jusqu'a 82 sporophores, d'un diamétre maximal de 12,5 m, mais aussi des petits
groupes.

La taille de ces grands groupes d'incompatibilité somatique suggere que les mycélia
avaient survécu a l'arrachage de la litiére, probablement sous forme de mycorhizes,
alors que la présence de petits groupes laisse supposer une colonisation récente par
les spores. A nouveau, les conditions expérimentales particuli¢res ne permettent pas
la comparaison avec d'autres études.

Le fait qu'une souche de Laccaria bicolor inoculée en pépiniére puisse rester associée
aux racines des arbres pendant plusieurs années a été confirmé par (SELOSSE et al.
1999) dans leurs observations sur la plantation expérimentale de St-Brisson (Niévre).
L'analyse par des marqueurs de ' ADN ribosomal et des marqueurs multiloci a été
effectuée pendant dix ans sur la souche américaine S238N, inoculée en pépiniére sur
Pseudotsuga menziesii, résineux introduit en France pour la sylviculture. Les auteurs
ont pu démontrer que cette souche persistait et fructifiait abondamment pendant cette
période, sans autofécondation ni introgression.

Par contre, les arbres voisins, plantés simultanément mais non inoculés en pépiniére,
ont été colonisés par des nombreux petits génets de Laccaria bicolor et L. laccata,
dont la diversité génétique suggere une origine sporale. Certains de ces génets ont
persisté au méme endroit pendant deux a quatre ans, sans accroissement notable.

La capacité accrue de persistance des mycorhizes de Laccaria bicolor S238N
pourrait étre une particularité de cette souche, sélectionnée en laboratoire justement
pour son potentiel mycorhizogéne intact aprés 18 ans de culture - ce qui n'était pas le
cas d'autres souches, isolées a partir du méme sporophore (DI BATTISTA ef al.
1996). La souche européenne 81306 de L. bicolor, plantée dans le méme site
expérimental, a montré une persistance similaire. Dans un seul cas cette souche a
envahi une parcelle expérimentale adjacente, en formant un génet de 30,5 m de large,
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avec un taux de croissance supposé de 1,1 m par an (SELOSSE e al. 1999). La
croissance autour des autres arbres inoculés, difficilement évaluable en raison de leur
proximité, parait cependant négligeable.

Une étude présente un cas particulier, celui de Amanita muscaria dans une plantation
de Pinus radiata dans le New South Wales au Sud de I'Australie (SAWYER et al.
2001). Amanita muscaria n'est pas indigeéne en Australie et a ét¢ introduite en méme
temps que les pins plantés pour la foresterie, il y a environ 80 ans. L'analyse par ISSR
de I'unique récolte réalisée dans trois sites différents montre 8 a 10 génets entremélés
par site (Figure 13). Les mémes génets sont trouvés dans les trois sites éloignés les
uns des autres de 5 a 50 Km.

Pour expliquer ce résultat surprenant, les auteurs invoquent les pratiques de
plantation utilisées, qui mettent en contact les racines des plants avec de la liticre
récoltée aupres d'arbres existants. La répartition spatiale des génets serait donc
artificielle, comme le laissent supposer les formes tres allongées des génets de la
Figure 13. Il s’agirait en fait de clones *.

Cette étude ne peut de ce fait nous éclairer sur la structuration génétique de Amanita
muscaria - sauf qu'apparemment la reproduction sexuée ne joue pas un grand role
dans son établissement dans ces conditions non-naturelles, et que la longévité
semblerait étre d'au moins 36 ans, date des plantations étudiées. Il faut noter que
l'amanite tue-mouches n'est apparemment pas confrontée a des compétiteurs sur ces
résineux introduits récemment en Australie. Cette situation ne va pas sans rappeler
celle de Laccaria bicolor introduit en plantation sur le pin Douglas, évoquée ci-
dessus.

En résumé, dans les plantations, les espéces ectomycorhiziennes de Laccaria et
Amanita muscaria, inoculées en méme temps que les plants ou établies naturellement
semblent persister de maniére durable (De LA BASTIDE et al. 1994, BAAR et dal.
1994, SELOSSE et al. 1999, SAWYER ez al. 2001) par une croissance végétative
limitée en général aux systémes racinaires des plants inoculés (SELOSSE et al. 1999).
La présence de populations de Laccaria bicolor et L. laccata composées de petits
génets dans les plantations adjacentes aux parcelles inoculées expérimentalement
(SELOSSE et al. 1999) nous permet de supposer que les génets inoculés précocement
pourraient bénéficier d'un avantage compétitif par rapport a ceux surgissant
spontanément.
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Figure 13 : Structuration spatiale des populations d'Amanita muscaria dans la plantation de
Pinus radiata de Jenolan Caves dans le New South Wales, Australie. Les points
représentent les sporophores, qui sont regroupés en dix génets différents, trés entremélés
(aires numérotées) ; la continuité des ces génets de forme insolite n'est pas certaine, des
origines multiples sont stipulées (SAWYER ef al. 2001).

Dans une forét naturelle de Pihus muricata sur la c6te de Californie du Nord (Point
Reyes National Seashore), dgée d'environ 40 ans, une espéce du genre Suillus, Suillus
pungens, a été étudiée par RAPD et SSCP (BONELLO ef al. 1998). La population de
Suillus pungens est composée de six génotypes sur 1200 m?%, dont un seul comprend
plus d'un sporophore. 21 sporophores ont été récoltés sur 2 ans. Le génet le plus
important comprenait 13 sporophores et couvrait une surface d'au moins 300 m”
(Figure 14).

Ces résultats sont proches de ceux obtenus pour Suillus variegatus (DAHLBERG
1997) et S. bovinus (DAHLBERG & STENLID 1994) (cf. § 5.3.3), et confirment que
ce genre posséde des populations structurées essentiellement en génets étendus et
durables, ne se chevauchant pas. Ces caractéristiques, associées a une faible diversité
génétique, suggerent une propagation végétative.

Néanmoins, la présence de génets plus petits peut faire penser que I'établissement par
les spores est un processus rare, mais pouvant intervenir a n'importe quel moment,
indépendamment de 1'dge de la forét. Un autre constat mérite d'étre relevé : lors d'une
étude précédente dans le méme site de Point Reyes, les fructifications de Suillus
pungens étaient les plus abondantes, alors qu'elle constituait moins de 3% des
mycorhizes (GARDES & BRUNS 1996). BONELLO et al. (1998) ont avancé
'hypothése qu'un transport de carbone efficace entre les racines de I'hote et le
mycélium pourrait expliquer cette différence. Ainsi, la capacité a former des grands
mycélia serait liée partiellement a la présence de rhizomorphes, moyen de transport
efficace des divers nutriments.
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Figure 14 : Structuration spatiale des populations de Suillus pungens, dans une pinéde de
Point Reyes, en Californie. Chaque champignon représente un sporophore. Les ellipses
délimitent les génets observés. La surface grisée est de 316 m>. Les petits cercles
représentent les pins, diamétre a I'échelle (BONELLO er al. 1998)

Dans le méme site de Point Reyes, en Californie du Nord, trois autres espéces
considérées comme appartenant au stade tardif ont ét¢ étudiées (REDECKER et al.
2001). Amanita francheti, Lactarius xanthogalactus et Russula cremoricolor ont
formé dans tous les sites étudiés des génets plutdt petits, au maximum de 1,5 mz, 9,3
m? et 1,1 m” respectivement. Amanita francheti a été récoltée pendant deux ans, et
certains génets ont persisté. Par ailleurs, le site oi Amanita francheti a été récoltée est
celui ou le grand génet de Suillus pungens avait été trouvé par BONELLO et al.
(1998). Cette forét avait donc le potentiel de permettre la croissance des mycélia sur
une longue durée.
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Les auteurs concluent que la propagation par les spores joue un réle bien plus
important dans I'histoire de vie des Russulaceae dans les foréts non dérangées qu'on
ne l'avait supposé jusqu'a maintenant. L'appartenance d'un champignon au stade
tardif ne permet pas de lui attribuer une stratégie reproductive plutét qu'une autre. De
méme, les foréts indemnes de perturbations et présentant une continuité écologique
n'hébergent pas uniquement des populations ectomycorhiziennes structurées en grand
génets, mais une variété de structures de population en fonction de 1'espece
considérée. REDECKER et al. (2001) invoquent d'autres facteurs, comme la capacité
de former des rhizomorphes, pour expliquer la formation de grands génets.

Une autre espéce du genre Suillus, Suillus grevillei, inféodée au méléze, a été étudiée
dans une forét de Larix kaempferi de plus de 85 ans au pied du Mont Fuji, au Japon,
dans un site soumis a un piétinement fréquent (ZHOU et al. 1999). Suillus grevillei
est structuré en nombreux petits génets (34 pour 47 sporophores analysés), fortement
apparentés entre eux. Pour interpréter 'absence apparente d'extension clonale,
observée chez les autres espéces de Suillus étudiées en foréts matures, les auteurs
évoquent la perturbation du site par des facteurs anthropiques, ou une caractéristique
intrinseque de I'espéce, sans pouvoir trancher entre les deux hypothéses.

Dans une forét de Fagus sylvatica dgée de 150 ans, a Aubure dans les Vosges, I'étude
de Laccaria amethystina a montré que la population de cette espéce était constituée
de nombreux petits génets, entremélés, éphémeres et présentant une forte variabilité
génétique. Toutefois, de rares génets avaient persisté pendant trois ans (GHERBI ef
al. 1999) (Figure 15). Les auteurs concluent a la prépondérance de la reproduction
sexuée, via les spores, dans la dissémination.

Des assertions similaires sont avancées pour Tomentella sublilacina. Cette espéce
ectomycorhizienne fructifie sous forme résupinée sur le bois mort qui jonche le sol.
Elle est trés fréquente dans les foréts d'Amérique du Nord associée aux arbres agés
ou aux jeunes plants, dominant souvent, tant en biomasse qu'en abondance au niveau
des ectomycorhizes (TAYLOR & BRUNS 1999). Son mycélium se concentre dans la
couche organique du sol, et certaines espéces peuvent produire des rhizomorphes,
apparemment de type non différencié (BREITENBACH & KRANZLIN 1984-2000).
D'aprés (TAYLOR & BRUNS 1999), elle se reproduirait essentiellement par les
spores, ne formerait que des petits mycélia éphéméres, ce qui constituerait une
adaptation aux perturbations de la strate du sol ou elle vit.
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Figure 15 : Structuration spatiale des populations de Laccaria amethystina dans la hétraie
d'Aubure, dans les Vosges. Les sporophores appartenant au méme génet sont entourés par
une ellipse, grisée s'ils ont été récoltés au début de septembre 1994 (récolte 1), hachurée
pour ceux de la fin septembre 1994 (récolte 2) et blanche pour ceux de la fin octobre 1997
(récolte 3). Les sporophores sont représentés par des cercles vides, alors que les hétres le
sont par des disques noirs. Les rectangles numérotés indiquent les rares génets persistants
retrouvés lors des récoltes 1, 2 ou 3. Les lignes réunissent des génets dont la similarité
dépasse 95% (GHERBI ef al. 1999).

Dans une forét sclérophylle native dans le New South Wales au Sud de I'Australie,
dont I'4ge n'est pas précisé, la répartition spatiale des génets de diverses espéces de
Pisolithus ont ét¢é étudiées (ANDERSON ef al. 2001). Des récoltes sur trois ans ont
montré la persistance d'un grand génet de 120 m?, parallélement & d'autres génets
presque aussi grands, et des génets plus petits. Les auteurs mettent en doute
l'attribution a ces especes d'une stratégie rudérale, associée a une faible compétitivité.
La capacité constatée de développer des rhizomorphes serait plutdt caractéristique
d'une stratégie de tolérance au stress (COOKE & RAYNER 1984).

Les auteurs concluent que ces especes peuvent former des grands génets sous
certaines conditions. Le role des fourmis, provoquant des perturbations dans le sol,
est invoqué pour justifier le renouvellement génétique observé. Les espaces libérés de
mycélia créeraient des opportunités pour I'établissement de nouveaux génets, via les
spores méiotiques (ANDERSON et al. 2001).
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Une étude portant sur une espéce considérée comme appartenant au stade tardif vient
compléter ce panorama : la distribution des génets de Cortinarius rotundisporus a été
¢élucidée dans des foréts sclérophylles natives dans le New South Wales, au Sud de
I'Australie (SAWYER ef al. 1999). Dans les trois sites étudiés, il n'a formé que deux
a cing génets par site, chaque site étant dominé par un génet comprenant la plupart
des sporophores, d'un diamétre de 9 a 30 m, avec des génets plus petits le cotoyant.

SAWYER et al. (1999) concluent que C. rotundisporus semble adopter une stratégie
compétitive ou résistante au stress, du type attendu dans les forét matures. IIs
remarquent que C. rotundisporus forme des rhizomorphes supposés faciliter le
transport a longue distance et maintenir durablement un mycélium étendu dans le sol
(Figure 16).

SITE 1 SITE 2

Figure 16 : Structuration spatiale des populations de Cortinarius rotundisporus dans trois
sites d'une forét sclérophylle dans le New South Wales, en Australie. Les sporophores
(points noirs numérotés) de méme génotype sont réunis par des lignes ou des surfaces

grisées (SAWYER et al. 1999).

Hebeloma cylindrosporum, a ét¢ intensivement ¢étudié dans deux habitats différents,
soit les dunes cdtiéres et une pinéde (GRYTA ef al. 1997, 2000, GUIDOT et al.
1999). GRYTA et al. (2000) peuvent faire état d'un suivi de 5 ans d'une population
établie a proximité de deux Pinus pinaster sur sol sableux, dans les dunes cotiéres de
la cote Atlantique des Landes. Par la suite, d'autres pins ont été plantés sur cette
parcelle d'étude de 90 m?, entrainant une diminution de la fructification (213
sporophores en 1993 contre 60 en 1997). Les méthodes variées qui ont été utilisées
(incompatibilité somatique, IGS 1, RFLP et RAPD) permettent d'affirmer que cette
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population est structurée en deux génets, qui se sont maintenus pendant 5 ans au
méme endroit, sans se superposer. L'espace occupé par ces génets s'est modifié: la
surface occupée par les fructifications €tait circulaire au départ, puis les
fructifications ne se trouvaient plus que le long d'arcs de cercle a l'extérieur - 2 m au
maximum - du disque initial. La taille des génets peut étre considérée comme
moyenne, et la croissance est somme toute tres limitée (Figure 17).

Les derniers résultats (GUIDOT 2000) font état de deux structures différentes selon
I'habitat considéré. En dehors de 1'habitat dunaire colonisé préférentiellement par
I'hébélome, ses fructifications ne sont trouvées que dans des sites forestiers soumis a
perturbations, c'est-a-dire les campings installés dans la forét de pins jouxtant les
dunes. Dans ces pinedes, la population de I'hébélome est structurée en petits génets
éphémeres (Figure 17).

L'auteur conclut que Hebeloma cylindrosporum semble se comporter comme une
espéce fugitive. Elle serait capable de coloniser rapidement des microsites perturbés
ou a faible compétition interspécifique grace a une forte production sporale. Son
maintien en forét 4gée semble dépendre de la fréquence et de I'intensité des
perturbations, alors que I'habitat des dunes lui serait plus favorable, et permettrait la
croissance végétative des génets. Ces propositions peuvent étre rapprochées de celles
de ZHOU et al. (1999) sur la structuration de Suillus grevillei dans une forét soumise
a un fort piétinement, ou a celles de ANDERSON ef a/. (2001) qui attribuent a la
fouille des fourmis l'opportunité pour l'apparition de nouveaux génets de Pisolithus
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Figure 17 : Structuration spatiale des populations de Hebeloma cylindrosporum dans les
Landes, en milieu dunaire et dans une pinéde. Milieu dunaire (A) : les zone N et S entourent
les sporophores de méme génotype (méme symbole) ou de génotype trés proche (symbole
différent). On peut voir la progression spatiale de 1993 a 1997 (GRYTA er al. 2000). Pinede
(B) : les sporophores ont été récoltés en 1990 (petits carrés) et en 1993 (petits cercles)
(GUIDOT 2000).

Dans les foréts matures, la diversité des structuration des populations est grande.

Des espéces considérées comme appartenant au stade précoce (cf. § 5.3.1) forment
soit des petits génets (Laccaria amethystina, GHERBI et al. 1999), soit des grands
(Suillus bovinus, PAHLBERG & STENLID 1994 ; Pisolithus spp., ANDERSON et
al. 2001). Des espéces considérées comme appartenant au stade tardif forment soit
des grands génets (Suillus variegatus, DAHLBERG 1997 ; Cortinarius rotundisporus,
SAWYER et al. 1999) soit des petits (dmanita francheti, Lactarius xanthogalactus et
Russula cremoricolor, REDECKER et al. 2001).

Par conséquent, I'appartenance au stade précoce ou tardif, par ailleurs parfois
incertaine, ne permet pas de prédire la taille des génets de la population, ni de lui
attribuer une stratégie reproductive. I en va de méme pour I'dge de la forét, des foréts
ageées pouvant héberger des populations structurées en petits génets éphémeres
(Laccaria amethystina, GHERBI et al. 1999 ; Amanita francheti, Lactarius
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xanthogalactus et Russula cremoricolor, REDECKER e al. 2001), en opposition
avec le modele proposé par DAHLBERG & STENLID (1995).

Des espéces ectomycorhiziennes privilégient la reproduction sexué¢e (GHERBI et al.
1999, ZHOU et al. 1999, REDECKER ef ¢l 2001), d'autres la reproduction clonale
par croissance végétative (DAHLBERG & STENLID 1994, DAHLBERG 1997,
BONELLO er al. 1998, SAWYER et al. 1999, ANDERSON et . 2001).

Des hypothéses complémentaires sont avancées pour expliquer cette diversité,
invoquant soit des caractéristiques spécifiques morphologiques (présence de
rhizomorphes, BONELLO ef al. 1998, SAWYER ¢t al. 1999, ANDERSON et al.
2001, REDECKER er al. 2001) ou physiologiques (capacité accrue de mobilisation du
carbone, BONELLO et al. 1998, SAWYER e al. 1999), soit des facteurs
environnementaux (perturbations du site étudié, ZHOU er al. 1999, GUIDOT 2000,

ANDERSON et al. 2001).



Tableau 3 : Synopsis des structures de populations ectomycorhiziennes connues.

TAILLE DES GENETS FORETS METHODE durée |
ESPECE Surface minimale et Comentaires d’identification | Pétude REFERENCE
(en mz) sur les génets arbres dominants age employée (ans)

Suillus bovinus 0,5a12 accroissement de la taille des | Pinus sylvestris, Betula alba | 12-20 Incompatibilité Dahlberg & Stenlid,
Suillus bovinus 224200 génets selon I'age de la forét | Pinus sylvestris, Picea abies | 70-160 somatique (IS) 1990 et 1994
Suillus variegatus quelques cm a 180 petits (47 %) et grands Pinus sylvestris, Picea abies | 120-130 IS 1 Dahlberg, 1997
Suillus pungens quelques cm et 300 20 petits et un grand Pinus muricata variable RAPD, SSCP 2 Bonello et al., 1998
Suillus grevillei quelques cm petits, proches génétiquement Larix kaempferi 85 IGS, MPP 1 Zhou et al., 1999
Laccaria bicolor * quelques cm a 8 petits génets diversifiés, Pseudotsuga menziesii 12 RAPD 4 Selosse ef al.,
Laccaria laccata * quelquescm a3 certains persistent 4 ans 1998 et 1999
Laccaria amethystina quelques cm entremélés Fagus sylvatica 150 IGS, MPP 3 Gherbi et al., 1997
Hebeloma cylindrosporum ~20 2 génets persistant 10 ans Pinus pinaster (dune) 10-20 IGS, RAPD 5 Gryta ef al. 2000
Hebeloma cylindrosporum quelques cm éphémeéres Pinus pinaster (forét) 20-25 IGS, RFLP 3 Guidot, 2000
Cortinarius rotundisporus quelques cm a 300 m2 la plupart sont grands Forét sclérophylle (3 sites) ? IGS, MPP 1 Sawyer et al., 1999
Amanita francheti quelquescm a 1,5 petits, pouvant persister 2 ans Pinus muricata, 40 AFLP 2 Redecker et al. 2000
Lactarius xanthogalactus quelques cm a 9,3 petits Pseudotsuga menziesii, 50 AFLP 1 Redecker et al., 2000

Russula cremoricolor

quelquescm a 1,1

Lithocarpus densifolia

* taille des génets spontanés et non de ceux des souches inoculées en pépiniere, qui ne peut étre estimée en raison de la proximité des arbres plantés.
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6 MATERIEL ET METHODES
6.1 Tdentification et écologie des espéces fongiques étudiées

6.1.1 Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus

Les bolets au sens large Xerocomus chrysenteron (Bull.) Quél. et X. pruinatus (Fr.)
Quél. sont deux especes tres similaires, difficiles a reconnaitre sur le terrain (Figure
18). Xerocomus chrysenteron est considérée comme une espece polymorphe, dont
maintes variétés et formes furent décrites. Xerocomus pruinatus est une espece qui
n’a pas été décrite de manicre a éliminer toute ambiguité, notamment en ce qui
concerne la couleur de la chair et son bleuissement. En raison de la légere striation de
ses spores, elle a été placée dans le genre Boletellus (POUZAR 1981, in BINDER &
FISCHER 1997).

BINDER & FISCHER (1997) ont pu démontrer, par I’analyse d’une séquence
partielle de I’ADNr 28S, que X. pruinatus est proche de X. chrysenteron, et que par
conséquent son placement dans un autre genre n’est pas justifié. De plus, ils ont pu
affirmer que la striation des spores est un caractére fiable, permettant de différencier
ces deux especes de maniere slre, les spores de X. chrysenteron étant parfaitement
lisses.

La striation des spores est visible au microscope optique (agrandissement 1000 x,
immersion a huile) & condition de chauffer la préparation environ 1 minute dans le
bleu coton concentré. La Figure 19 montre des photos de spores au microscope
électronique a balayage, montrant la nette différence entre ces deux espéces.

X. chrysenteron est une espece aussi fréquente que largement répandue dans les
foréts mélées. La distribution de X. pruinatus n’est pas suffisamment connue, mais
on trouve cette espece aussi dans les foréts mélées. Sa période de fructification serait
un peu plus tardive que celle de X. chrysenteron.

X. chrysenteron forme des rhizomorphes du type le plus complexe (F - cf. Figure 5).
IIs sont formés d’hyphes densément connectées et agglutinées, différenciées entre
hyphes conductrices et hyphes corticales, les derniéres entourant les premiéres. Les
hyphes conductrices, d'un diamétre plus large, perdent leur cytoplasme et les septa
transversaux (BRAND 1989). Ces rhizomorphes sont nombreux et facilement
observables (Figure 20). Il n'existe pas de données sur les rhizomorphes de X.
pruinatus.
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Figure 18 : Photographies de Xerocomus chrysenteron (a gauche) et X. pruinatus (a droite),

prises a la réserve mycologique de La Chanéaz. Xerocomus chrysenteron se reconnait a son
chapeau craquelé, alors que X. pruinatus ne l'est qu'exceptionnellement. Il existe aussi des
différences de couleur. Photos aimablement fournies par F. AYER (WSL, Birmensdorf).
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Figure 19 : Spores de Xerocomus pruinatus (en haut) et X. chrysenteron (en bas), agrandies

(8500 x) au microscope électronique a balayage. Les striations propres a X. pruinatus sont

bien visibles. Les spores proviennent de champignons récoltés a la réserve mycologique de
La Chanéaz.
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Figure 20 : Racines de Fagus sylvatica mycorhizées par Xerocomus chrysenteron (a gauche)
et Laccaria amethystina (a droite). Les rhizomorphes sont bien visibles, partant des
ectomycorhizes de X. chrysenteron, alors qu'on ne distingue que des fines hyphes chez L.
amethystina. Photos : a gauche reproduite de AGERER (1987-1998), a droite aimablement
fournie par C. DELARUELLE (INRA, Nancy).

6.1.2 Laccaria amethystina

Le genre Laccaria, de la famille des Tricholomataceae sensu SINGER (1975), forme
des ectomycorhizes avec de nombreuses essences d'arbres (Pinaceae,
Dipterocarpaceae, Fagaceae, Myrtaceae, Tiliaceae, Salicaceae), dans tous les
continents sauf I'Antarctique (KROPP & MUELLER 1999). 1l se distingue, a
I'intérieur de la famille, par ses spores présentant une structure particuliére des
excroissances de la paroi (microfibrilles), unique a ce genre et a deux genres
apparentés (MUELLER et al. 1993).

Laccaria amethystina Cooke est une espéce immédiatement reconnaissable a sa
couleur violette et ses lamelles espacées (Figure 21). A ’intérieur du genre Laccaria,
elle apparait isolée (SINGER 1975, CLEMENCON 1984, PAZMANY 1993) par la
présence de pigments dans tout le basidiome et le mycélium basal. Au microscope
optique des caracteres discriminants ressortent, comme des grandes cheilocystides,
des basides tétrasporiques, des spores ornementées par d’importantes spinules. Les
spores sont binucléées, les deux noyaux étant génétiquement identiques, puisqu’ils
sont issus d’une division mitotique dans la spore naissante.
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Des espeéces ressemblantes n’ont été décrites et observées que dans le nord-ouest des
Etats-Unis et au Canada. La distribution de L. amethystina semble étre restreinte a la
forét caducifoliée tempérée du nord-est des Etats-Unis et d’Europe, ainsi qu’aux
foréts néotropicales de Quercus en Amérique Centrale et en Colombie (MUELLER
1992).

Des rhizomorphes entre les sporophores et les mycorhizes sous-jacentes ont été
observées sur Fagus (BRAND & AGERER 1986), Picea (WEISS 1988) et Larix
(RAIDL & AGERER 1992). 1l s’agit de faisceaux d’hyphes non différenciées et
anastomosées, d’un diametre entre 150 et 250 um. Le manteau ectomycorhizien est
compact et d'une couleur violacée (Figure 20).

Il s'agit d'une espéce multi-stage, qu'on peut observer autour de tous jeunes arbres ou
dans des foréts agées. L'étude de SENN-IRLET & BIERI (1999) constate sa
présence aussi bien dans une parcelle d'étude constituée d'arbres de 30 ans que dans

une forét a canopée fermée.

Figure 21 : Sporophores de Laccaria amethystina. Photo: G. MUELLER.
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6.2 Parcelles d'étude

L'Institut Fédéral de Recherches sur la Forét, la Neige et le Paysage (WSL,
Birmensdorf, canton de Zurich, Suisse) nous a autorisés a effectuer nos recherches
dans la réserve mycologique de La Chanéaz. Celle-ci couvre une surface forestiére
de 75 ha, située a une altitude de 575 m, dans le canton de Fribourg, sur le plateau
suisse. La température annuelle moyenne est de 9,4°, et les précipitations atteignent
900-1000 mm par an en moyenne. Le sous-sol est constitu¢ par de la molasse d'eau
douce, et I’humus est de type moder. La forét climacique est la hétraie, mais
l'exploitation a conduit a la plantation de coniferes, depuis environ 150 ans.
Actuellement, la régénération naturelle par le hétre est favorisée aprés les coupes.

La réserve a servi de cadre pour de nombreuses études sur 1'écologie et la protection
des champignons, par exemple l'influence de la cueillette sur la fructification.
L'interdiction de cueillir les champignons dans la réserve est signalée par des
panneaux d'information. En plus, 13 parcelles de 300 m* ont été clturées, interdisant
l'acces aux personnes non autorisées, ainsi qu'aux grands animaux. Ces parcelles sont
quadrillées par des piquets numérotés, plantés tous les métres, ce qui permet un
repérage trés précis des champignons récoltés (Figure 24).

Il est avantageux de pouvoir bénéficier d'une telle infrastructure. L'existence de
parcelles cloturées nous permet d'exclure, dans l'interprétation des résultats, toute
perturbation du type piétinement intensif. De plus, une récolte exhaustive d'espéces
comestibles a pu étre envisagée.

La végétation de la parcelle 47 est constituée essentiellement d'épicéas, dgés de 135 -
140 ans, ainsi que d'un peuplement de hétres en sous-étage, plantés vers 1960, afin
d'éviter I'acidité excessive. La strate herbacée est faible, il n'y a pas de jeunes arbres.
La parcelle adjacente a I'Est, a fait 'objet d'une coupe rase, et la parcelle 47 est par
conséquent assez dégagée, lumineuse et s'asséchant assez vite, surtout du coté est.

Dans la parcelle 59, on retrouve des hétres plantés vers 1960, avec de vieux pins a la
place des épicéas. La strate herbacée est plus abondante, accompagnée de jeunes
pousses de feuillus variés.

Les deux parcelles d'étude ont été choisies en fonction des données existantes sur la
fréquence de l'apparition des champignons ectomycorhiziens. Ces renseignements
précieux, issus d'un suivi intensif sur plusieurs années, ont été gracieusement mis a
disposition par Frangois AYER.

Ainsi la phénologie et la répartition de Xerocomus chrysenteron et de Laccaria
amethystina, qui ont été répertoriées depuis 1992, indiquaient qu'on pouvait compter
sur une fructification abondante et réguliére de ces champignons dans les parcelles
47 et 59, sauf sécheresse exceptionnelle. Pour Xerocomus chrysenteron, dans la
parcelle 47 de 100 m?, la moyenne annuelle de 1992 a 1996 était de 36 sporophores,
avec un minimum en 1992 (17) et un maximum en 1995 (55), le plus fort de la
production ayant lieu pendant six semaines, entre la 38°™ et la 43°™.
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Pour Laccaria amethystina, dans la parcelle 58 de 50 m?, la moyenne annuelle était
de 23 sporophores, avec un minimum en 1992 (4) et un maximum en 1996 (37), le
plus fort de la production ayant lieu pendant sept semaines, de la 38" a la 44" (mi-

septembre, début novembre).
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Figure 22 : Situation de la réserve mycologique de La Chanéaz, dans le canton de Fribourg
(CH), et carte de la réserve montrant I'emplacement des parcelles d'étude.
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Figure 23 : Parcelles 47 (étude de la population de Xerocomus chrysenteron) et 59 (étude de
la population de Laccaria amethystina).
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Figure 24 : Récolte de Xerocomus chrysenteron dans la parcelle 47 : le piquet et I'écriteau
numéroté permettent la pose précise d'un meétre, pour noter les coordonnées du champignon.

6.3 Reécoltes

De 1997 4 1999, la période de fructification de Laccaria amethystina a duré de début
octobre au début novembre, alors que celle de Xerocomus chrysenteron and

X. pruinatus a duré de mi-aoiit 8 mi-novembre. Les histogrammes des fréquences de
récoltes par semaine sont reproduits dans la Figure 25. Les maxima sont trés
variables d'une année a l'autre, surtout en ce qui concerne Xerocomus chrysenteron.
En 1999, par exemple, la plus grande poussée a eu lieu en aofit, bien plus tot que les
années précédentes.

Les deux especes de Xerocomus, difficilement reconnaissables sur le terrain, ont été
distinguées par les moyens suivants :

e par l'observation des spores au microscope optique (cf. § 6.1.1),

e par la taille différente des fragments obtenus lors de 'amplification de I'IGS 1 de
I'ADN ribosomal (cf. Figure 35),

e par le séquengage de fragments de 'ADN ribosomal (ITS et une partie de la sous-
unité 258, enregistrés dans GenBank sous les numéros AF402139 et AF402140),
comparés a ceux disponibles dans GenBank, notamment ceux de BINDER &
FISCHER (1997).



Les récoltes ont été intensives, jusqu'a deux fois par semaine pendant la période de
fructification, pour assurer une récolte exhaustive. Au total, de 1997 a 1999, 280
sporophores de Laccaria amethystina ont été récoltés (Tableau 4). La collecte de

Xerocomus chrysenteron a totalisé 146 sporophores (Tableau 4).

Les fructifications de Xerocomus pruinatus étaient plus rares, et nous n'en avons
cueilli que 10 (Tableau 4). Les coordonnées des sporophores ont été notées avec la
précision consentie par le marquage au sol (Figure 24) c'est-a-dire moins de 5 cm.
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Chaque sporophore a été placé dans un sac en plastique individuel, diment identifié,

placé dans une glaciére pendant le transport au laboratoire, puis conservé a - 20°.
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Figure 25 : Phénologie de Laccaria amethystina et Xerocomus chrysenteron : nombre de
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sporophores récoltés par semaine a la réserve mycologique de La Chanéaz de 1997 a 1999.
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6.4 Meéthodes moléculaires

L'ADN total a été extrait directement des sporophores, avec les précautions
nécessaires pour éviter toute contamination. Seuls les tissus internes et sains ont été
prélevés, en excluant les lamelles ou les pores, ou se trouvent les spores méiotiques
(génétiquement différentes du reste du champignon) et qui ont de fortes chances
d'étre contaminés par des organismes extérieurs en raison de la grande surface de
tissu exposé. Environ 100 mg de tissu par sporophore ont été broyés au moyen d'un
piston, puis 'ADN a été extrait par le protocole CTAB/protéinase K (HENRION ef
al. 1994b).

Les amplifications par PCR des deux fragments de I'ADN ribosomal, IGS 1 et ITS
(cf. § 5.4.1) ont été effectuées selon le protocole de HENRION et al. (1992, 1994a),
sauf qu'un BIOMETRA Uno-thermocycleur a été utilisé (Figure 26).

Pour les amplifications RAPD, les amorces 174 et 157 ont été retenues, car elles
généraient des profils suffisamment polymorphes, et le cycle d'amplification
prévoyait une haute température d'hybridation (50°C), selon le protocole établi par
SELOSSE et al. (1998), dans le but d'éviter les résultats aléatoires et non
reproductibles (cf. § 8.2.2).

Les amplifiats obtenus ont été séparés par gel d'électrophorese en utilisant un
mélange d'agaroses : 1.4% de Sigma Wide Range, et 0.8 % d'agarose banal. Une
migration de 5 h (120 V/h) avait lieu en immersion dans du tampon TBE 1x. Les gels
¢taient ensuite immergés dans une solution de TBE et bromure d'éthidium pendant 20
minutes, rincés a l'eau distillée 15 minutes, puis photographiés par un appareil
digital, sous lumiére ultraviolette.

Toutes ces procédures ont été strictement standardisées pour permettre la
comparaison entre gels effectués successivement. Le standard moléculaire utilisé est
I'échelle d'ADN de 100 pb (Gibco BRL, Life Technologies). Des gels d'agarose banal
1 22 % ont été effectués de maniére routiniére apreés chaque étape. Des gels
d'acrylamyde Readygel 10 % TBE (Bio-Rad) ont ¢té utilisés conformément aux
instructions du fabricant.

Les fragments de I'ADN ribosomal ITS et IGS 1 ont été amplifiés, puis séquencés en
utilisant le kit de séquengage Big Dye Terminator Cycle (Applied Biosystems Inc.,
Norwalk, USA), selon les instructions du fabricant. Le séquengage lui-méme a été
effectué soit sur un ABI 373XL, a I'lnstitut d'Ecologie de 1'Université de Lausanne ou
sur un séquenceur automatique ABI Genotyper 310 (Applied Biosystems Inc.,
Norwalk, USA), a 'INRA de Nancy. Les gels étaient lus par le programme 4BI Prism
Sequencing et les séquences éditées par deux programmes, soit Sequence Analysis
(Applied Biosystems Inc., Norwalk, USA) ou Sequencher (Gene Codes Corporation,
Ann Arbor, MI).
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OUTILS MOLECULAIRES UTILISES

a) ITS ET IGS - STRUCTURE DE L'ADN RIBOSOMAL ET
POSITION DES AMORCES ITS1 ET ITS4, CNL12 ET 5SA

ITS1 ITS4 CNLI12 SSA
ITs | [ 1as1 1GS2
e
[ S
ADNr 188 5,88 ADNr 288 ADNr §S ADNr 18S

SEQUENCE DES AMORCES UTILISEES POUR L'AMPLIFICATION DE L'ADNr (5'a 3") :

iTS1: TCC GTAGGT GAACCTGCG G
ITS4 : TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
CNL12: CTG AAC GCC TCTAAGTCAG
5SA : CAG AGT CCT ATG GCC GTG GAT

b) RAPD - SEQUENCE DES AMORCES RAPD UTILISEES POUR
L'AMPLIFICATION ALEATOIRE DE NOMBREUX FRAGMENTS

RAPD 174 : AAC GGG CAGC
RAPD 157 : CGT GGG CAG G

Figure 26 : Situation des marqueurs de 'ADN ribosomal et séquences des amorces utilisées.

6.5 Traitement des données

La diversité génétique de Laccaria amethystina a d'abord été analysée par le
polymorphisme génétique de I'ITS et de I'IGS 1, puis les différents génets ont été
distingués par la RAPD. Seuls les fragments apparaissant sur les gels de manicre
prononcée ont été retenus. La RAPD a été répétée, et seules les bandes reproductibles
de manicre claire ont été retenues pour l'analyse.

Les photos de gels, toutes au méme format, ont été placées cote a cote pour détecter
les bandes similaires entre gels. Chaque gel comprenait un marqueur positif dans le
but d'estimer les variations de migration entre gels. Les sporophores qui avaient des
profils identiques pour I'ITS, I'IGS 1 et la RAPD ont été considérés comme
appartenant au méme génet, et situés d'aprés leurs coordonnées sur le plan de la
parcelle. Nous avons considéré la surface entre les sporophores du méme génet
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comme représentant la surface du génet, et les sporophores les plus externes comme
marquant la limite du génet.

Les bandes générées par la RAPD ont été saisies dans une matrice par leur présence
(1) ou absence (0). La matrice rectangulaire contenait, pour Laccaria amethystina, le
nombre de sporophores analysés (193 lignes) par le nombre de marqueurs retenus
pour les deux amorces utilisées (59 colonnes). La fréquence de chaque marqueur et le
pourcentage de loci polymorphiques ont été calculés en utilisant le programme
POPGENE (YEH et al. 1997).

Les distances ou similarités entre les sporophores ont été calculés par quatre
méthodes (correspondance simple, coefficients de similarité de Jaccard et Sorensen,
et distance euclidienne pour données binaires) qui ont toutes donné des résultats
similaires (SIMIL dans le Progiciel R 4.0d3 ; CASGRAIN & LEGENDRE 2001). Le
coefficient de Jaccard considére le nombre de marqueurs communs a deux profils
(M), divisés par le nombre total de marqueurs (M), auquel on soustrait le nombre
de marqueurs non partagés (M; + M;).

Un dendrogramme a ét¢ construit & partir des matrices de similarité, par la méthode
UPGMA (Unweighted Pairgroup Method with Arithmectic Mean), en utilisant le
Progiciel R (CASGRAIN & LEGENDRE 2001). La matrice binaire a aussi été
utilis€e pour les analyses UPGMA et NJ (Neighbour-Joining) dans PAUP*4.08b
(PPC/Altivec) (SWOFFORD 1999).

Un test de Mantel a été effectué pour trouver une éventuelle corrélation entre la
distribution spatiale et la distance génétique chez les 193 sporophores de Laccaria
amethystina (MANTEL & VALAND 1970) en associant la matrice des similarités
RAPD avec celle des distances métriques euclidiennes entre sporophores (module
MANTEL dans le Progiciel R). La signification statistique de la corrélation a été
testée par 999 permutations aléatoires entre les deux matrices. Un résultat significatif
est considéré comme atteint si > 95% des valeurs obtenues par permutation étaient
supérieures a celle observée. Le test de 1'équilibre de Hardy-Weinberg a été effectué
en utilisant le programme POPGENE (YEH e/ al. 1997).

Pue du sarhn Boanaue
RAGOO VILLERS-LES-NANMCY
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7 RESULTATS

7.1 Structure génétique et distribution spatiale de Laccaria amethystina

Tableau 4 : Caractéristiques des populations de Laccaria amethystina dans la réserve
mycologique de La Chanéaz.

Laccaria amethystina Récoltes

1997 1998 1999 Total
Sporophores récoltés : 59 116 105 280
Analyses IGS I et RAPD 44 90 75 209
Génets identifiés 36 69 52 157
Sporophores par génet 1,22 1,30 1,44 1,33
Proportion de génets 0,82 0,77 \0,69 0,75
Génets par ha et par an 7200 13 800 10 400 10 467

& Certaines PCR ont échoué.

La plupart des 280 sporophores récoltés étaient situés dans la partie Est de la parcelle
59 (Figure 27), celle ou le couvert végétal est le plus touffu. Pendant les trois années
de récolte, on constate un déplacement des zones de fructification, probablement
suivant I’allongement des racines. Il existe une compétition interspécifique, puisque
les relevés effectués par le WSL ont répertorié 25 autres especes en 1997 (dont 19
mycorhiziennes), 42 en 1998 et 1999 (dont 33 mycorhiziennes, F. AYER,
communication personnelle).

La variabilité génétique de la population de L. amethystina a d'abord été évaluée par
l'analyse des régions de I'ADN ribosomal ITS et IGS 1, qui montrent un
polymorphisme de taille & l'intérieur du genre Laccaria (HENRION et al. 1992,
SELOSSE et al. 1996, 1998, GHERBI et al. 1999).

Aucun polymorphisme n'a été trouvé pour I'1TS, qui a généré un produit d'environ
700 pb (ces résultats ne sont pas montrés). L'IGS 1, par contre, a révélé trois profils,
qui différaient & la fois par le nombre de fragments amplifiés et par leur taille. Sur les
209 sporophores analysés par cette méthode, le type IGS 1 A4, identifié par un seul
fragment de 700 paires de bases (pb) a été trouvé dans 113 sporophores (54%). Le
type aa, avec un seul fragment 760 pb, a été trouvé dans 24 sporophores (12%). Les
72 sporophores restants (34%) étaient des hétérozygotes Aa avec deux bandes, a 700
et 760 pb (). Il existe bien un polymorphisme dans ce locus, toutefois insignifiant par
rapport a celui révélé par la RAPD (voir infra).

Le séquengage des deux types IGS 1 n'a révélé que peu de divergence (0.8%) dans la
plus grande partie du fragment, sauf pour une insertion de 47 pb, semblable a celle
trouvée chez L. amethystina provenant de la forét d'Aubure (GHERBI ef al. 1999),
confirmant que ce locus est peu polymorphe a I’intérieur de I’espece. Les séquences
alignées et la séquence consensus sont accessibles a I'URL http://mycor.nancy.inra.fr/
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Pour établir si la population était en équilibre d'Hardy-Weinberg, on a considéré que
les haplotypes IGS 1 révélaient un locus unique a deux alleles codominants, les types
AA et aa étant homozygotes et les Aa hétérozygotes. L'analyse des données de 209
sporophores a révélé un léger déficit d'hétérozygotes (hétérozygotes attendus et
espérés : 0,41 et 0,35, respectivement ; homozygotes attendus et espérés : 0,58 and
0,64, respectivement). Cette différence s'est avérée significative par le test du Chi-
carré (4,4%; P <0,05).

Le déficit d'hétérozygotes au locus IGS 1 suggére des appariements non aléatoires,
bien que l'occurrence de ce processus doive étre limitée par I'existence
d'incompatibilité sexuelle tétrapolaire (cf. § 5.1.1). Par ailleurs, le nombre
d'hétérozygotes indique tout de méme l'existence d'un mode de reproduction
hétérothallique dans cette population, ce qui est confirmé par les résultats de la
RAPD, exposés ci-dessous.
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Figure 27 : Représentation schématique des positions relatives des sporophores de Laccaria
amethystina dans la parcelle 59 (5 x 10 m) de la réserve mycologique de La Chanéaz. Seuls
les 192 sporophores pour lesquels les deux analyses RAPD ont réussi sont figurés. Les arbres
présents sont représentés par des disques jaunes, environ a l'échelle. Pi, Pinus sylvestris; F,
Fagus sylvatica; C, Corylus avellana; A, Acer pseudoplatanus; S, Sorbus aucuparia; P,
Prunus padus. Les sporophores sont représentes par des disques bleus (1997), rouge (1998)
ou vert (1999)



79
Laccaria amethystina 1997

C715 C716 C717 B731 A759 A767 B768 M

Figure 28 : Gel d'électrophorése (acrylamide) montrant les trois haplotypes IGS 1 identifiés
chez Laccaria amethystina. On distingue les homozygotes, B731, A759, A767 et B768, des
hétérozygotes, C715, C716, C717. Chez ces derniers, le mélange des deux fragments, qui
différent essentiellement par une insertion de 47 pb, donne des hétéroduplexes qui
apparaissent comme deux bandes de poids moléculaire tres élevé. Le standard moléculaire
(M), a droite, ne donne qu'une échelle indicative sur gel d'acrylamide.

La RAPD a permis de mettre en évidence un grand polymorphisme a l'intérieur de la
population de L. amethystina. Les deux amorces ont généré 59 fragments de taille
s'échelonnant entre 180 et 1200 pb. La matrice rectangulaire de présence/absence est
accessible a I'URL http://mycor.nancy.inra.fr/Aubure/Aubure.html. La moyenne des
fréquences de chaque marqueur est basse, soit de 0,21, et l'écart-type est de 0,31.

Cela reflete le grand polymorphisme des marqueurs, dont la plupart n'ont été trouvés
qu'une fois ; de ce fait, I'histogramme de leur distribution ne suit pas une courbe
normale (Figure 29). Le pourcentage de loci polymorphiques, tres élevé, est de 98 %.
Le pourcentage de marqueurs apparaissant uniquement pendant une année est de 25
%, ce qui suggere un renouvellement important d'une saison a l'autre.
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Figure 29 : Histogramme des fréquences des 59 marqueurs RAPD identifiés dans l'analyse
de Laccaria amethystina. 44 marqueurs ont une fréquence trés basse de 0,005 a 0,15. Deux
marqueurs ont une fréquence de-1 (toujours présents) et un de 0.99. La distribution n’est pas

normale. La moyenne des fréquences est de 0,21 et I'écart-type de 0,3 1.

Nous avons pu identifier, par la RAPD, 157 profils uniques, pour les 209
sporophores analysés, indiquant une grande variation génétique. La plupart des
fragments n'ont été détectés que dans quelques sporophores, et seulement deux
fragments, générés par 'amorce 157, étaient présents sur tous les gels (indiqués par
des fléches sur la Figure 30). La proportion de génets identifiés, soit le nombre total
de profils RAPD divisé par le nombre de sporophores analysés, était de 0,75
(Tableau 4). La plupart des génets ne produisent qu’un seul sporophore. Le nombre
moyen de sporophores par génet était 1,33 (Tableau 4).

Les sporophores appartement au méme génet n'ont pas été nécessairement cueillis Ie
méme jour. Des sporophores appartenant au méme génet ont pu étre cueillis pendant
5 422 jours. Seulement six génets (<4%) ont été trouvés pendant plus d'un an (Figure
33). Les génets [, Q, U, et X ont été trouvés en 1997 et 1998, alors qu'un seul génet,
le R, a été récolté en 1998 et 1999. La distance maximale qui a été trouvée entre deux
sporophores appartenant au méme génet et récoltés pendant deux ans consécutifs
allait de 0,3 (génet I) & 2,2 m (génets Q & U). Le plus grand génet, le S, comprenait
des sporophores récoltés en 1997 et 1999 (Figure 33).

Lorsque plus d’un sporophore appartient a un méme génet, nous ne pouvons affirmer
qu’il existe une continuité souterraine. Il peut s’agir de ramets, c’est-a-dire de génets
qui se sont fragmentés lors de la croissance, ou de clones, issus de la reproduction
végétative (déplacement de mycélium par des petits animaux fouisseurs, par
exemple).
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Figure 30 : Gel d'électrophorése (agarose) montrant un exemple de profils obtenus chez
Laccaria amethystina par I'amorce RAPD 157 (sauf le premier échantillon, 50(97), le
marqueur positif obtenu par RAPD 174). Les deux bandes présentes sur tous les gels sont
indiquées par une fléche blanche. A droite, la matrice de présence/absence des bandes
reproductibles, définissant un profil RAPD pour chaque sporophore analysé. La premiére
colonne indique la taille, en paires de base, des bandes retenues.

Laccaria amethystina récolte 1990 - RFAPD amorce 174
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Figure 31 : Gel d'¢lectrophorese (agarose) montrant un exemple de profils obtenus chez
Laccaria amethystina par 'amorce RAPD 174. Le premier échantillon est le marqueur
positif, récolté en 1997. A droite, la matrice de présence/absence des bandes reproductibles,
définissant un profil RAPD pour chaque sporophore analysé. La premiére colonne indique la
taille, en paires de base, des bandes retenues.
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Les génets de L. amethystina sont entremélés (Figure 33). Méme dans la zone de plus
forte densité (coordonnées B1, C1 et C2), la plupart des génets n'ont été trouvés
qu'une fois. Le génet le plus grand (S) comprenait 13 sporophores, tous du type IGS 1
AA, et ses deux principales surfaces, prises ensemble, couvraient environ 0,75 m”
(coordonnées D2/D4). La taille moyenne des 26 génets qui comprenaient plus d'un
sporophore était de 1,1 m, allant de quelques cm (génet J, C1) a 5,40 m (génet B, Al
a A7).

Les indices de similarité de Jaccard obtenus pour les échantillons dont le profil
RAPD est montré dans la Figure 29 et la Figure 30 figurent dans le Tableau 5 ci-
dessous. Neuf sporophores appartiennent a 'haplotype IGS Aa, seul le 869 est
homozygote pour ce locus (44). Il ressort des Figures 29 et 30 que les sporophores
870, 871, 874, 877 et 878 ont des profils assez similaires. Les 870 et 871 sont
d'ailleurs identiques, présentant des similarités supérieures a 0,5.

Tableau 5 : Matrice des indices de similarité de Jaccard calculée & partir des matrices de
profils RAPD 157 et 174 des Figures 30 et 31.

858 859 - 862 863 869 870 871 874 877 878

859 0,80
862 026 033

863 020 023 038

869 044 063 040 035

870 0,44 053 027 021 047

871 044 0,53 027 021 047 100

874 047 0,56 029 022 050 091 091

877 029 043 045 035 053 063 063 056

878 033 042 038 041 053 064 064 057 080

879 041 042 038 029 036 015 015 016 021 024

La matrice compléte de similarité de Jaccard peut étre consultée a l'adresse URL
http://mycor.nancy.inra.fr/Aubure/Aubure.html. Les fréquences des 18'336 indices de
similarité sont montrées dans I'histogramme de la Figure 32. L'histogramme permet
une premiére évaluation des données statistiques, et révele des tendances qui peuvent
étre controlées ultérieurement. Les indices présentant une valeur moyenne de 0,6 sont
les plus nombreux, indiquant une parenté diffuse. Les fréquences de I'histogramme
ne dévient pas significativement de la courbe normale, bien que les génets identiques
(valeur 1) décalent la courbe vers la gauche (Skewness : - 0,554, Kurtosis : 0,879).
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Figure 32 : Histogramme des fréquences des 18'336 indices de similarité de Jaccard,
calculés dans I'analyse de Laccaria amethystina. La moyenne est de 0,652 et I'écart-type
1,39.

Une analyse statistique de la diversité génétique a été réalisée a 'aide des algorithmes
UPGMA et NJ afin de déterminer la similarité entre les génets obtenus par RAPD. Le
dendrogramme obtenu par NJ (Figure 34), montre une parenté diffuse entre génets.
Les génets comprenant plus d'un sporophore sont indiqués par des rectangles grisés,
identifiés par une lettre, qui permet de les situer dans la Figure 33. Le dendrogramme
met bien en évidence leur faible occurrence.

Pour illustrer la parenté diffuse et le fait que les génets apparentés ne sont pas
forcément proches, nous avons mis en évidence un groupe de sporophores, le
regroupement A situé¢ en haut du dendrogramme de la Figure 34.

La similarité des profils RAPD dans ce groupe (sporophores C714, B731, C802,
C807,C810, B817, B 818, B 819, B824 et B 825) se situait entre 0.39 and 0.59 (en
excluant B 817 et B819 qui sont identiques). Ces sporophores sont indiqués par un
astérisque dans la Figure 33.

Cinq d'entre eux sont regroupés spatialement (coordonnées B1), ce sont les B817 et
B819 (génet K), B 824, B818 et B825, ils forment un regroupement sur le
dendrogramme, et ont été cueillis en 1998 (B817, B818 et B819 le 30.9.1998 et
B824, B825 le 8.10.1998). B731, récolté I'année précédente (le 27.10.1997), n'est pas
tres éloigné de ce groupe, ni spatialement (coordonnées C4) ni génétiquement
(proche du regroupement précédent sur le dendrogramme). Ces six sporophores
présentent le méme haplotype IGS 1, le aa (un seul produit de 760 pb).

Les quatre autres sporophores, plus éloignés génétiquement d'apres le
dendrogramme, et divisés en deux groupes, appartiennent a I'haplotype IGS 1 4a
(deux produits de 760 et 700 pb). C714 et C802, éloignés génétiquement dans le

;%u«-; G BRI
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regroupement considéré et dans le temps (ils n'ont pas été cueillis la méme année),
sont proches géographiquement (coordonnées A4). C807 (coordonnées B9) et C810
(coordonnées B3-B4), cueillis a la méme date (Ie 30.9.1998) sont éloignés
spatialement et génétiquement dans le regroupement considéré.

Ce groupe posséde 4 alleles polymorphiques communs, dont un, le 752, présente une
distribution intéressante. Il est apparu en 1997 et 1998, a disparu en 1999. 1l est
associé aux haplotypes Aa et aa uniquement. Sa distribution spatiale, en dehors de
celle définie par le groupe A, se résume a deux groupes spatialement cohérents. Un
groupe de 6 sporophores est placé en Cl1, a moins d'un métre de distance du groupe
situé en B1. Le deuxieme groupe de quatre sporophores se trouve en D7, 3 6 m de
distance de C1. '

La proximité spatiale des génets apparentés, si est vérifiée dans quelques cas (par
exemple, le regroupement comprenant les sporophores B817, B818, B819, B824 et
B825), ne peut pas étre généralisée. Certains profils RAPD tres divergents ont été
trouvés sur deux sporophores adjacents (voir coordonnées B1 et C1). Dans ces
conditions, il n'est pas surprenant que le test de Mantel n'ait pas révélé de corrélation
significative entre les distances génétiques et les distances spatiales (r = - 0.04, P =
0.13), confirmant que la distance spatiale entre les sporophores, dans cette parcelle de
50 m?, ne joue qu'un role marginal dans la structuration de la population.

Figure 33 (page suivante) : Représentation schématique des positions relatives des
sporophores de Laccaria amethystina et des génets dans la parcelle 59 (5 x 10 m) de la
réserve mycologique de La Chanéaz. Les arbres présents sont représentés par des disques
grisés, environ a l'échelle. Pi, Pinus sylvestris; ¥, Fagus sylvatica; C, Corylus avellana; A,
Acer pseudoplatanus; S, Sorbus aucuparia; P, Prunus padus. Les sporophores sont
représentes par des cercles bleus (1997), rouge (1998) ou vert (1999). Les sporophores qui
appartiennent au méme génet sont représentés par des cercles pleins et indiqués par des
lettres majuscules, qui les identifient également sur le dendrogramme de la Figure 33. Les
zones grisées entourent les sporophores du méme génet. Les lignes pointillées connectent
deux parties d'un génet identique. Les sporophores regroupés dans le regroupement A du
dendrogramme NJ (Figure 33) sont marqués par *; leurs profils RAPD montrent une
similarité modérée de 39 a 59%.

Figure 34 (page 86) : Dendrogramme obtenu par I'algorithme Neighbor-Joining illustrant les
relations entre profils RAPD des Laccaria amethystina récoltés dans la parcelle 59 (5 x 10
m) de la réserve mycologique de La Chanéaz. Pour I'analyse, I'algorithme de recherche de

distance de PAUP 4.0b8 a été utilisé. L'échelle représente 0.5 changements. Les lettres
majuscules indiquent le type IGS 1 (A, 44; B, aa; C, Aa), le numéro qui suit indique I'année
de récolte (7, 1997; 8, 1998; 9, 1999) et le numéro suivant indique le sporophore. Les génets
comprenant plus de trois sporophores sont indiqués par des rectangles reprenant les lettres
attribuées dans la Figure 33. Le rectangle grisé situé¢ en haut du dendrogramme indique le
regroupement A de la Figure 33.
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7.2 Structure génétique et distribution spatiale de Xerocomus
chrysenteron et X. pruinatus

Tableau 6 : Caractéristiques des populations de Xerocomus chrysenteron et Xerocomus
pruinatus dans la réserve mycologique de La Chanéaz.

Xerocomus chrysenteron Récoltes

1997 1998 1999 Total
Sporophores récoltés 39 56 51 146
Analyses IGS 1 et RAPD 39 56 51 146
Génets identifiés ] 1 1 1
Sporophores par génet 39 56 51 146
Xerocomus pruinatus
Sporophores récoltés _ 7 2 1 10
Analyses IGS 1 et RAPD 7 2 1 10
Génets identifiés 1 1 1 1
Sporophores par génet 7 2 ] 10

Les sporophores de X. chrysenteron, collectés entre 1997 et 1999, étaient distribués
aléatoirement dans la parcelle 47 (Figure 38), comme cela a été remarqué depuis
1992 (F. AYER, communication personnelle). Les sporophores de X. pruinatus
étaient quant a eux regroupés sur une surface de 40 m?, moins de la moitié de la
parcelle (coordonnées H7 a A10). Ils sont de plus répartis en deux groupes
spatialement distincts, de 5 4 10 m”.

La communauté d’espéces partageant la parcelle avec Xerocomus chrysenteron et X.
pruinatus est réduite par rapport a la parcelle 59. En effet, seulement 13 especes ont
¢été répertoriées en 1997 (dont 7 mycorhiziennes), 11 en 1998 (dont 6
mycorhiziennes) et 16 en 1999 (dont 10 mycorhiziennes, F. AYER, WSL
Birmensdorf, communication personnelle).

L'amplification de I'1TS de X chrysenteron et X. pruinatus n'a donné qu'un seul
fragment de 740 pb., confirmant la parenté génétique de ces deux especes (BINDER
& FISCHER 1997). Par contre, la taille des fragments obtenus par amplification de
IIGS 1 a montré une grande différence entre les deux especes. Xerocomus
chrysenteron était caractérisé par un seul fragment de 500 pb, alors que X. pruinatus
avait deux fragments d'environ 800 et 900 pb (Figure 35).

Les 146 sporophores de Xerocomus chrysenteron récoltés au cours des trois ans
présentaient le méme profil RAPD, pour les 13 marqueurs reproductibles retenus
pour les amorces RAPD 174 et 157 (Figure 36). Des résultats identiques, non
détaillés ici, ont été obtenus en utilisant d'autres amorces RAPD, ainsi qu'avec
I'amorce microsatellitaire GTGS. Cette homogénéité génétique suggere que nous
nous trouvions en présence d'un seul génet sur une surface d'au moins 100 m*. La
fructification aléatoire sur toute la parcelle n’incite pas a supposer I’existence de
ramets. Etant donné que le taux de croissance du mycélium est estimé (avec
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beaucoup d'incertitudes) a un demi-métre par an, ce génet pourrait étre agé de 25 a 50
ans au minimum (certainement plus, puisque 1’on ne connait pas ses limites). Lors
d'une récolte supplémentaire réalisée en 2000, 15 sporophores supplémentaires ont
été récoltés dans et autour de la parcelle 47. Seulement cinq Xerocomus chrysenteron
ont été trouvés ce jour-la en dehors de la parcelle 47, dont quatre étaient localisés
dans la parcelle adjacente située au nord. Le cinquiéme était distant d'environ 60 m
au sud de la parcelle 47, les deux sporophores les plus éloignés étaient a environ 110
m l'un de 'autre. Nous ne pouvons pas affirmer qu’il existe une continuité entre les
deux sporophores les plus éloignés. Par contre, étant donné la répartition des
sporophores sur la parcelle adjacente, il semble probable que ce génet recouvre au
moins 200 m%, de fagon continue, ce qui doublerait au moins son age. Son origine
pourrait remonter a la plantation des Picea abies, soit environ 140 ans.

Xerocomus chrysenteron Xerocomus pruinatus
M s IGS 1 M IGS 1 M

(4]

1300

Figure 35 : Gel d'électrophorése (agarose) montrant des exemples de produits
d'amplification de I'ITS et I'IGS 1, pour Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus.
Le produit d'amplification de I'ITS de X. pruinatus, de méme taille que celui de X.

chrysenteron n'apparait pas sur ce gel.

Xerocomus chrysenteron, récolle 1995, RAPD, amorce 174

lﬂlM 2 156 22 24 33 43 51 21 1B 23 29 37 41 46 M

1300850
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Figure 36 : Gel d'électrophorése (agarose) montrant I'unique profil obtenu chez les
sporophores de Xerocomus chrysenteron par 'amorce RAPD 174.



89

A nouveau, les méme profils IGS et RAPD ont été trouvés pour les quinze
sporophores récoltés en 2000 (ces résultats ne sont pas montrés). Nous n'avons pas
pu délimiter le contour exact de ce génet.

Les 10 sporophores de X. pruinatus cueillis dans la parcelle 47 appartenaient a un
seul génet, qui couvre au moins 40 m’. La répartition spatiale suggére que nous
soyons en présence de deux ramets. Les cinq sporophores récoltés en 2002 autour de
la parcelle appartenaient quant a eux a quatre génets différents, comme révélé par la
RAPD (Figure 37), ce qui suggére que le génet de la parcelle ne s'étende que de
maniére limitée a 'extérieur de celle-ci.

Xepoomus pruinatus amorce RAPD 174

récoltés dans parcelle 47 récolte 2000 aurouwr

de la parcelle 47
M 727 729 T3 732 737 802 912 o M

Figure 37 : Gel d'électrophorese (agarose) montrant 'unique profil obtenu chez les
sporophores de Xerocomus pruinatus récoltés dans la parcelle 47 par 'amorce RAPD 174 (a
gauche). Les profils montrés appartiennent a des sporophores cueillis en 1997, 1998 et 1999.

A droite, les profils des Xerocomus pruinatus récoltés a l'extérieur de la parcelle en 2000
montrent des profils différents.

Figure 38 (page suivante) : Représentation schématique des positions relatives des
sporophores de Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus dans la parcelle 47 (10 x 10 m) de
la réserve mycologique de La Chanéaz. Les arbres présents (P, Picea abies; F, Fagus
sylvatica) sont représentés par des disques grisés, a peu preés a I'échelle. Les sporophores de
I'unique génet de X. chrysenteron sont représentés par des carrés bleus (1997), rouges (1998)
ou verts (1999). Les sporophores de I'unique génet de X. pruinatus sont représentés par des
cercles (bleu foncé, 1997; bordeaux, 1998; vert foncé, 1999). Les surfaces grisées entourent
les sporophores du génet de X. pruinatus.

S.C.D.- UH.P. NANCY 1
BIBLIOTHEQUE DES SCIENCE
Rue du Jardin Boiamaue
- AcnnO VILLFR e NANMC
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8 DISCUSSION
8.1 Interprétations des résultats

Les stratégies de colonisation et de croissance peuvent étre inférées par la taille des
génets d'une population. Les densités de génets varient entre un ou deux génets par
hectare jusqu’a 5200 génets.ha, selon l'espéce et I'age de la forét (GRYTA et al.
1997, GHERBI ef al. 1999, DAHLBERG 2001, REDECKER et al. 2001). Nous
avons vu (§ 5.4.2) que la taille des génets des champignons ectomycorhiziens peut
varier avec I'dge de la forét, la présence de petits génets indiquant une colonisation
récente par les spores, alors que les génets étendus ne peuvent étre obtenus que par la
croissance végétative (DAHLBERG & STENLID 1990, 1995, DAHLBERG 2001).

Des études récentes ont pourtant démontré que des foréts matures peuvent héberger
des populations constituées de nombreux petits génets plus ou moins éphémeres,
privilégiant la reproduction par les spores (GHERBI ez al. 1999, GUIDOT 2000,
REDECKER ef al. 2001). De ce fait, 1'établissement initial par les spores, suivi de
croissance des mycélia, et la colonisation continue par les spores devaient étre
considérés comme deux extrémes d'un continuum plutdét que comme un schéma
défini séparant les Basidiomyceétes ectomycorhiziens en deux catégories.

Comme la structuration spatiale des populations ectomycorhiziennes differe selon les
taxa (DAHLBERG 2001), nous avons choisi d'analyser trois especes, Laccaria
amethystina, Xerocomus chrysenteron, et X. pruinatus dans un méme site, la forét
mixte de La Chanéaz, dans des parcelles protégées. Dans la forét de La Chanéaz,
’analyse moléculaire de la variation génétique a révélé deux stratégies distinctes de
colonisation et de maintien des populations de champignons ectomycorhiziens, & une
faible distance 1’une de 1’autre, dans un habitat similaire.

Tous les sporophores de Xerocomus chrysenteron sont génétiquement identiques
pour tous les loci testés, pendant trois ans, sur une surface de 100 m?, indiquant la
présence d’un mycélium de grande taille génétiquement homogene. De la méme
maniere, Xerocomus pruinatus forme un génet (éventuellement séparé en deux
ramets) recouvrant au moins 40 m? dans la parcelle 47, stable pendant trois ans,
entremélé avec celui de X. chrysenteron, mais pas avec d’autre génets de la méme
espece. Cette structure de population est en accord avec les structures connues pour
le genre Suillus (DAHLBERG & STENLID 1994, 1995), qui appartient aussi a la
famille des Bolétacées, si 1'on excepte Suillus grevillei dans une forét du Japon
(ZHOU et al. 1999).

Malgré le nombre considérable de spores produites par des fructifications
abondantes, I'établissement de nouveaux génets ne semble pas intervenir
fréquemment dans des populations s'établissant durablement. La capacité de produire
des rhizomorphes du type le plus différencié (Figure 5), qui a été décrite pour les
deux genres considérés ici (BRAND 1989), probablement favorise le maintien d'un
systeme de translocation efficace dans un grand génet. Il semblerait donc qu'aussi
bien Suillus que Xerocomus présentent la caractésistique commune de former & la
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fois des rhizomorphes trés différenciés et des génets de grande taille. Ces deux
caractéristiques paraissent étroitement associées (OGAWA 1985, RAIDL 1997).

Contrastant avec ces résultats, la population de Laccaria amethystina est constituée
de nombreux génets distincts, entremélés et de petite taille (jusqu'a 13800 ha™). Seuls
4 % des génets ont fructifié plus d'une année, suggérant une forte mortalité. La taille
supposée des génets souterrains semble petite, de quelques centimétres la plupart du
temps.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par GHERBI ez al. (1999) dans une
hétraie monospécifique a 1000 m d'altitude dans les Vosges. Dans cette forét, les
populations de Laccaria amethystina ont montré jusqu'a 5200 petits génets
éphéméres par hectare. Le renouvellement constant des génets peut se préter a deux
interprétations: soit la mortalité, suivie d'une recolonisation par un nouveau génet est
tres rapide, soit les génets se maintiennent mais ne fructifient pas chaque année, il
s’agirait alors de génets "cryptiques" (GHERBI ef al. 1999).

Cette derniere hypothése s'est avérée une seule fois dans notre parcelle, le plus grand
génet (S, coordonnées D2, D4) comprenait 13 sporophores, douze récoltés en 1999,
et un en 1997. Ce génet, présent déja en 1997, n'a donc pas fructifié en 1998. 1l s'agit
d'un cas non représentatif, puisque unique. 83 % des génets n'étaient constitués que
par un seul sporophore.

Seuls 26 génets sur 209 sporophores analysés comprenaient plus d'un sporophore,
dont neuf comprenaient 2 a 5 sporophore récoltés a la méme date. Parmi les 17 génets
ayant été retrouvés a plusieurs reprises, 11 ont fructifié pendant cing a douze jours, et
seulement 6 ont été retrouvés pendant deux ans. Ce nombre restreint ne nous a pas
permis d'effectuer une étude phénologique.

I.es nombreux génets de Laccaria amethystina nous paraissent étre dus a un
établissement a partir de spores, comme le suggére leur petite taille. Si I'on considére
la dynamique racinaire, 1'apparition de nouvelles racines (VOGT ef al. 1986) offre
des fréquentes opportunités pour de nouveaux colonisateurs (KRANABETTER &
WYLIE 1998). Le mode de croissance de Laccaria amethystina suggere que les
nouvelles radicelles soient colonisées par de nouveaux génets au fur et & mesure de
leur apparition, en suivant la croissance de la racine longue.

Dans les situations ou la compétition intraspécifique est forte, il serait logique de
supposer une diversité clonale réduite, ot seuls quelques génets plus compétitifs
domineraient. Pourtant, une grande diversité génétique est observée, aussi bien a La
Chanéaz que dans les Vosges. Il semblerait que dans ces deux cas aucun génet ne
possede les capacités compétitives qui lui permettraient d'occuper une plus grande
part du terrain au détriment des autres.
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Le peu de similarité entre les profils RAPD et l'absence de corrélation significative
du test de Mantel suggére que les génets de Laccaria amethystina proviennent de
nombreux événements aléatoires distincts. Les spores assurant chaque nouvelle
colonisation proviendraient d'une zone plus étendue que la surface prise en compte
(50 m?). Ces résultats ne sont pas tout & fait en accord avec l'analyse de Suillus
grevillei (ZHOU et al. 2001) qui a démontré que la répartition des all¢les dans et
entre populations se faisait & courte distance. Toutefois, certains alleles sont
communs a des groupes spatialement rapprochés (le 752 par exemple), et sont en
accord avec une provenance des spores d'un rayon de quelques centimétres a un
metre.

Les perturbations du sol, entrainant une hétérogénéité au niveau de microsites, ont été
invoquées pour rendre compte d'une forte diversité génétique, chez les champignons
saprophytes (FRANKLAND 1998) autant que chez les mycorhiziens (GUIDOT
2000, ZHOU et al. 1999). 1l semblerait cependant que ce phénomeéne ne puisse étre
invoqué dans le cadre de notre étude, puisque les deux parcelles sont cloturées, ce qui
exclut le piétinement invoqué par GUIDOT (2000) et ZHOU et al. (1999) ou les
grands animaux fouisseurs. Dans le sol, il existe de toute maniere des microsites
différenciés, et la croissance des racines fournit constamment des opportunités de
colonisation. Puisque, dans la méme forét et en conditions similaires, nous trouvons
deux structures de populations différentes, d’autres facteurs que les perturbations
créant une hétérogénéité dans les sites de colonisation doivent intervenir.

La diversité des structures génétiques rencontrées dans notre étude pour trois especes
de Basidiomycétes ectomycorhiziens nous améne a proposer un rdle plus important
des caractéristiques biologiques intrinseques spécifiques dans la structuration spatiale
des populations que I'habitat ou 1'dge de la forét. Dans le § 8.3, nous allons formuler
des hypothéses explicatives, a partir d'interprétations des études déja réalisées, quant
a la nature de ces caractéristiques spécifiques.

8.2 Avantages et limites des choix méthodologiques effectués dans ce
travail

8.2.1 Peut-on baser une étude de génétique des populations uniquement sur les
sporophores récoltés ?

Notre perception des peuplements de champignons est fortement dépendante du
choix de la méthode d'observation utilisée. Etant donné le mode de vie particulier de
ces organismes, qui croissent durablement dans le sol mais ne fructifient que de
maniére aléatoire et éphémere, des relevés exhaustifs semblent étre irréalisables. La
fructification varie fortement entre les années, et peut méme &tre complétement
absente certaines années, probablement en raison d'une augmentation de la
température et d'une sécheresse estivale (STRAATSMA et al. 2001).

La récolte et l'identification des sporophores est la méthode la plus utilisée par les

mycologues pour réaliser des inventaires d'espéces, essentiellement dans un but
taxonomique, mais aussi écologique (STRAATSMA et al. 2001, SENN-IRLET &
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BIERI 1999), et cette tache est loin d'étre terminée, puisque de nouvelles especes sont
encore régulierement décrites (800 par année pour I'ensemble des champignons
(HAWKSWORTH e al. 1995). Des listes rouges d'espéces menacées sont parues
pour certains pays, notamment nordiques (Pays-Bas, ARNOLDS 1997) ou sont en
préparation (France, COURTECUISSE 1991 ; Suisse, SENN-IRLET et al. 1997).
Des études écologiques, faisant I'inventaire de biotopes particuliers (les foréts
riveraines, SENN-IRLET 1997) ont été réalisées ou sont en cours. En utilisant ce
moyen, 1'évolution de la diversité dans différents milieux a été¢ comparée (DEACON
& FLEMING 1992) ou la régression de certaines espéces constatée
(TERMORSHUIZEN & SCHAFFERS 1991, ARNOLDS 1991).

Des inventaires basés sur les récoltes de sporophores ne peuvent certifier 'absence de
l'espéce au niveau des racines. De plus, les espéces hypogées sont difficilement
recensées, de méme que les espeéces ne fructifiant pas, comme Cenococcum
geophilum ou celles formant des fructifications difficiles & déceler, comme les
Tomentelles et certains Ascomycétes. Or, il se trouve des ectomycorhiziens
abondants parmi ces groupes, qui ne peuvent étre négligés (ERLAND & TAYLOR
1999).

L'apparition des sporophores est aléatoire, de courte durée, saisonniére et fortement
dépendante des conditions météorologiques. De ce fait, la fréquence et la durée des
observations déterminent fortement le nombre d'espéces recensées : des relevés
hebdomadaires & la réserve mycologique de La Chanéaz ont permis de détecter de
nouvelles espéces chaque année pendant 21 ans (STRAATSMA ef al. 2001) ! La
perte d'information si la fréquence des récoltes passe d'hebdomadaire a mensuelle a
¢été quantifiée (EGLI ef al. 1997) : le nombre d'espéces recensées a diminué jusqu'a
39 %. Les mémes auteurs insistent aussi sur la continuité de la méthode
d'échantillonnage et du personnel. En effet, la reconnaissance des espéces est
extrémement difficile dans certains groupes, et des confusions sont fréquentes,
aboutissant a une sous-estimation de la diversité.

En comparant I'abondance et la diversité obtenus par des relevés des mycorhizes et
des fructifications, de nombreux auteurs concluent que ces derniers donnent une
image fortement biaisée de la communauté (MEHMANN ef al. 1995, GARDES &
BRUNS 1996, DAHLBERG et al. 1997, JONSSON et al. 1999a, VAN DER
HEIJDEN 2000) et préconisent de baser I'étude des communautés sur les mycorhizes
plutdt que sur les sporophores.

Par contre, TERMORSHUIZEN & SCHAFFERS (1989) ont relevé une corrélation
entre 'abondance des sporophores et celle des ectomycorhizes dans des parcelles de
pins d'dges différents, alors que JANSEN (1991) a fait le méme constat dans des
parcelles de pins Douglas. Il faut aussi citer HORTON & BRUNS (2001), lesquels
avancent que les grandes variations dans I'échatillonnage entre études contribueraient
aux discordances observées entre diversité hypogée et épigée.

Les relevés basés sur les mycorhizes, s'ils donnent un reflet plus complet des
communautés, présentent cependant des inconvénients. La premiére objection touche
a la nature destructive de relevés de grande envergure : le prélevement des racines



95

provoque des perturbations dans le sol, et lorsque des observations a long terme sont
en cours, comme a la réserve de La Chanéaz, des relevés de ce type sont exclus. Par
contre, la récolte des sporophores n'influence pas le mycélium sous-jacent (EGLI ef
al. 1990) et peut étre poursuivie pendant plusieurs saisons au méme endroit.
Cependant, (PETER ef al. 2001), par un échantillonnage précis et des prélevements
minimes (3 cm de racines par m? de sol), ont pu poursuivre une étude au niveau des
mycorhizes pendant trois ans.

Une étude récente a montré que les mycorhizes étaient distribuées dans de sol de
maniére trés irréguliere, et qu'un déplacement de quelques centimétres du
prélévement des racines influencerait dramatiquement les résultats de présence et
d'abondance (BIDARTONDO et al. 2000). Des successions saisonnieres des
mycorhizes ont été constatées (cf. § 5.2.3.5). Pour donner une image exacte, les
prélevements de racines devraient de ce fait étre effectués & plusieurs reprises
pendant 'année (VAN DER HEIJDEN 2000), et selon une grille suffisamment dense
pour ne pas manquer les espéces formant des petits génets.

Un autre inconvénient est li¢ aux méthodes de reconnaissance des mycorhizes. En
effet, les morphotypes peuvent étre identifiés par l'observation directe des racines
prélevées, mais les taxa reconnus sont le plus souvent de rang élevé (famille ou
genre). Pour pallier ce manque de précision taxonomique, différentes méthodes
moléculaires peuvent étre utilisées (cf. § 5.4.1). Méme par ces méthodes, l'espéce ne
peut étre identifiée que si elle a déja fructifié et a été analysée ou si elle est présente
dans une banque de données moléculaire. Grace a l'accroissement des données
disponibles, l'observation simultanée des fructifications et des racines deviendra
probablement routiniére dans les prochaines années.

Toutes ces critiques concernent les relevés de richesse " et de diversité spécifique, au
niveau des communautés. Notre étude porte sur des especes clairement déterminées,
dans un espace défini, et vise a établir la structuration spatio-temporelle des génets
dont elles sont composées, au niveau des populations et non des communautés.
Jusqu'a présent, la plupart des études au niveau intraspécifique ont été basées sur
l'analyse de sporophores. Pour estimer un biais éventuel, I'échantillonnage simultané
des sporophores et des mycorhizes d'Hebeloma cylindrosporum a été réalisé : méme
lorsque les populations sont fortement diversifiées, 'échantillonnage des sporophores
donne une image correspondant aux mycorhizes trouvées au-dessous, que ce soit du
point de vue de la diversité, de la répartition spatiale ou de la persistance des génets
(GUIDOT et al. 2001).

La récolte des sporophores semble étre par conséquent bien adaptée si 'objectif est
de décrire la structuration spatio-temporelle d'une espéce, dans la mesure ou elle
permet des observations fréquentes sur plusieurs années. Néanmoins, il faudrait peut-
étre se limiter & extrapoler les résultats de (GUIDOT et al. 2001), obtenus pour
Hebeloma cylindrosporum, uniquement aux espéces ayant les mémes particularités.
Hebeloma et Laccaria comptent parmi les genres qui dominent aussi bien dans les
relevés souterrains que sur le sol, alors que pour Cortinarius, Inocybe, Lactarius,
Naucoria, il n'y a pas de concordance entre les deux types de relevés (VAN DER
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HEIJDEN 2000). Par conséquent, I'étude des populations de deux premiers genres
cités pourrait étre basée sur les sporophores sans introduire de biais.

La limite majeure liée aux récoltes de sporophores dans notre ¢tude est I'impossibilité
d'établir avec certitude les limites spatiales et temporelles des petits génets de
Laccaria amethystina et leur répartition sur les racines. Cela aurait été possible par
typage moléculaire des racines. L'ADN des champignons présents peut étre amplifié,
puis une diversité génétique recherchée par RFLP ou par séquengage. De méme, des
marqueurs spécifiques aux plantes ont été développés pour pouvoir identifier les
racines (LINDER etz a/. 2000). Dans une forét mixte comme celle de La Chanéaz,
nous aurions pu identifier aussi les essences des arbres mycorhizés.
Malheureusement, la densité de génets présents dans la parcelle ot Laccaria
amethystina a ¢té étudiée exigeait un échantillonnage intensif, par conséquent trop
destructif et incompatible avec les études en cours.

Nous aurions également aimé savoir si les génets de Laccaria amethystina présents
sur une seule racine présentaient des réactions d'incompatibilité : I’isolement & partir
de tissu de sporophores a échoué. Il aurait peut-étre été possible de faire germer les
basidiospores et d’isoler les différents pdles présents dans cette descendance
haploide, puis de les comparer a des types de référence, comme cela a été réalisé pour
Laccaria bicolor (SELOSSE et al. 1996). Cela aurait apporté une information
complémentaire sur la génétique de Laccaria amethystina, mais somme toute assez
marginale par rapport & 'objectif initial.

8.2.2 Approche critique des méthodes moléculaires utilisées

L'extraction directe de 'ADN a partir des sporophores (WHITE ef al. 1990), frais ou
congelés, a permis de s'affranchir de I'étape de mise en culture, pendant laquelle un
certain pourcentage de la récolte est perdu. Apreés l'extraction, les restes des
sporophores ont été conservés a -20°, ce qui a permis des extractions ultérieures
lorsque nécessaire, méme apres trois ans.

Trois types de marqueurs moléculaires ont été utilisés (cf. § 5.4.1 et § 6.4) :

o Les haplotypes obtenus par l'amplification de I'ITS ont été utilisés comme
marqueurs spécifiques, permettant un contrdle supplémentaire de l'identité des
champignons récoltés. Il n'a été obtenu qu'un seul fragment par espéce, de taille
identique pour tous les échantillons d'une espéce, conformément aux attentes.

e Un polymorphisme des haplotypes de I'IGS nous a permis de distinguer les deux
espéces de Xerocomus, alors qu'aucun polymorphisme intraspécifique n'a pu étre
détecté dans ce locus a l'intérieur de la parcelle d'étude pour ces deux espéces.
Nous avons obtenu trois profils différents pour Laccaria amethystina, confirmant
la variabilité intraspécifique de ce marqueur. L'équilibre de Hardy-Weinberg a pu
étre calculé sur ce locus a deux alléles.

e Les produits IGS 1 de PCR ont été soumis a des digestions par les enzymes Hinf3
et Rsal. Aucun polymorphisme supplémentaire n'a été obtenu pour les deux
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especes de Xerocomus. Pour Laccaria amethystina seul deux haplotypes
supplémentaires sont apparus, ce qui n'apportait pas d'information supplémentaire
suffisante par rapport aux trois haplotypes de I'IGS 1. Par conséquent, la RFLP a
été abandonnée trés rapidement.

e LaRAPD amis en évidence un grand polymorphisme chez Laccaria
amethystina, contrastant avec le profil unique obtenu pour les 146 Xerocomus
chrysenteron et les 10 X. pruinatus. Une éventuelle diversité génétique a peu de
chances d'échapper a cette méthode, d'autant plus que le nombre de fragments
amplifiés est important. Sa relative simplicité en fait un outil de choix pour traiter
un grand nombre d'échantillons.

La RAPD a été critiquée pour son manque de reproductibilité. Divers facteurs ont été
testés, et les différences de température, dues aux thermocycleurs employés
(PENNER et al. 1993, MEUNIER & GRIMONT 1993), ainsi que le type d'enzyme
(TOMMERUP et al. 1995) ont été particuli¢rement invoqués. Cet inconvénient a été
circonvenu par la méthode employée, mise au point par SELOSSE et al. (1998), soit
une température d'hybridation aussi élevée que pour une PCR dirigée (50 °). Les
résultats ainsi obtenus sont reproductibles, toutefois le plus grand soin doit étre
apporté a leur lecture. Toutes les opérations concernant les gels d'électrophorése ont
été strictement standardisées, ce qui a permis de comparer les gels entre eux.

Les profils obtenus sont donc interprétés comme une série d'alléles, qui ne peuvent
étre qu'absents ou présents, par conséquent considérés comme dominants. L'analyse
génétique est de ce fait limitée, puisque 'on ne peut pas distinguer les homozygotes
des hétérozygotes, ni mesurer la diversité génétique en se basant sur des loci a
plusieurs all¢les. L'équilibre de Hardy-Weinberg ne peut étre calculé, ni une
structuration en sous-populations, ni le flux de génes. De plus, toutes les analyses
génétiques supposent des marqueurs indépendants les uns des autres : or, rien ne
nous permet d'affirmer que certains des fragments amplifiés ne soient pas situés a
proximité les uns des autres sur un chromosome, et par conséquent liés.

Les données composées de marqueurs dominants peuvent €tre analysées, mais leur
résolution statistique est inférieure a celle des marqueurs codominants. C'est
pourquoi a la fois I'échantillonnage et le nombre de loci considéré doit étre plus
grand que pour la RFLP (LYNCH & MILLIGAN 1994). Notre étude s'est efforcée de
répondre a ces critéres. Nous avons obtenu de nombreux marqueurs : 13 pour les
deux especes de Xerocomus et 59 pour Laccaria amethystina. Notre échantillonnage
était suffisant, puisque pour des méthodes générant plusieurs alleles par loci, 30
individus sont suffisants (MCDONALD 1997), et nous avons analysé 209 Laccaria
amethystina.

Pour Xerocomus chrysenteron, dont les 146 sporophores analysés formaient un seul
génet, il est intéressant de calculer la probabilité que deux sporophores ne soient pas
identiques, mais appartiennent a des générations successives, dans lesquelles il y
aurait eu recombinaison génétique. Pour cela, il faut considérer la probabilité
d'hériter d'un marqueur dominant, qui est de 75 %. La probabilité¢ d'hériter d'une

)

Sy, - LR
- B L L .
SHLOTE - L S0
Rue ru Jardin Bolanaues

SARO0 VILLERS-LES NAKTY



98

combinaison de 13 marqueurs dominants est par conséquent de (0.75)"? = 0.024, soit
une probabilité tres faible.

Nous avons établi une matrice de similarité entre les profils obtenus pour chaque
Laccaria amethystina analysé€. Les coefficients de distance ou de similarité ont été
choisis parmi ceux qui ne tenaient compte que du nombre de marqueurs (dans ce cas,
de fragments d'ADN ayant migré de maniére identique dans un gel d'électrophorese)
que chaque champignon a en commun ou non avec un autre. Un coefficient comme
celui de NEI (1972) était contre indiqué. En effet, il est basé sur la fréquence de
chaque all¢le. Or, les fréquences des all¢les étaient pour la plupart trés basses,
puisque nous avions obtenu un trés grand nombre de marqueurs présents seulement a
quelques reprises et I'ensemble des fréquences des marqueurs n'avait pas une
distribution normale (Figure 29).

A partir de la matrice de similarité obtenue, on peut dégager des tendances en
interprétant I'histogramme des fréquences des indices de similarité (Figure 32).
L'absence d'une distribution bi-modale indique qu'il n'y a pas deux sous-populations.
Une population constituée d'individus trés apparentés entre eux verrait sa moyenne
déplacée vers les indices hauts. Or, l'histogramme des fréquences suit la courbe
normale, ce qui indique que la reproduction se fait au hasard.

La matrice de similarité sert de base a des vérifications statistiques plus poussées.
Nous avons choisi de montrer un dendrogramme regroupant graphiquement les
groupes apparentés (NJ), ce qui permet d'observer d'éventuels regroupements, et de
les situer spatialement et temporellement. L'observation du dendrogramme confirme
que la population n'est pas structurée en sous-populations, et que le degré de
similitude génétique est moyen. Dans le cas de Laccaria amethystina, aucune sous-
population clairement détachée des autres n'a pu étre mise en évidence, ni par
I'histogramme des fréquences des indices de similarité, ni par le dendrogramme,
malgré la présence diffuse de quelques regroupements a plus forte similarité que la
moyenne.

Il était intriguant de savoir s'il existait une relation entre les distances spatiales et
génétiques chez Laccaria amethystina : pour ce faire, nous avons effectué un test de
Mantel, mettant en relation deux matrices de distance par des permutations aléatoires.
Aucune corrélation significative n'a pu étre trouvée. La similarité génétique ne
décroit pas avec l'augmentation de la distance spatiale, dans les limites de cette
station restreinte. Il existe quelques groupes génétiquement et spatialement proches
(Figure 33 et Figure 34), indiquant que la reproduction sporale se fait a courte
distance, mais ils constituent des exceptions. Le brassage génétique important
suggere que les spores proviennent essentiellement de 'extérieur de la parcelle
étudiée, ou Laccaria amethystina fructifie d'ailleurs abondamment, comme nous
avons pu l'observer en trois ans de récoltes intensives.

Ainsi, le choix de la RAPD comme outil moléculaire a répondu au but fixé, a savoir
établir une répartition spatiotemporelle des génets dans les parcelles choisies.
Comme nous souhaitions un échantillonnage précis et exhaustif dans une parcelle
limitée, cette méthode était indiquée a cause de sa rapidité d'exécution.
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Une prolongation de la RAPD consiste & séquencer des all¢les présents dans tous les
profils, et comparer les séquences entre elles (SCARs Sequence Characterized
Amplified Region, séquengage de certains produits d'amplification de RAPD). Les
marqueurs ainsi obtenus sont codominants, et se prétent a une analyse génétique plus
fine (cf. § 5.4.1). De plus, ils peuvent étre testés comme amorces spécifiques a un
génet donné, et utilisés pour les situer directement a partir d'échantillons de sol ou sur
les mycorhizes. Nous pensons qu'une telle suite devrait étre donnée a notre travail.

Des méthodes alternatives auraient pu étre utilisées. L'AFLP, notamment, couplée
avec le séquengage d'un choix de fragments obtenus (cf. § 5.4.1) aurait permis de

générer des marqueurs codominants. Malheureusement, elle n'était pratiquée dans
aucun des deux laboratoires fréquentés au début de travail.

8.2.3 Pertinence de l'échantillonnage

Par rapport a la plupart des études présentées au § 5.4.2, notre inventaire offre
plusieurs avantages : les récoltes sont exhaustives et spatialement continues, ce qui
permet d'inférer la continuité du mycélium sous-jacent. De plus, le nombre de
champignons récoltés et analysés est important. Sa durée, bien que limitée a trois ans,
intégre la notion temporelle.

Au niveau de I'échantillonnage, les aires d'é¢tude peuvent sembler trop limitées. Cela
se justifie par l'existence de parcelles cloisonnées et quadrillées au sol, avantage
certain lorsque 'on veut situer les champignons récoltés avec une précision de
quelques centimetres. Ce choix s'est avéré judicieux en ce qui concerne Laccaria
amethystina. En effet, nous avons pu repérer de nombreux petits génets, montrer que
deux sporophores adjacents pouvaient étre génétiquement différents et que des
sporophores appartenant a des génets différents pouvaient se succéder en l'espace
d'une saison au méme emplacement.

Par contre, en ce qui concerne les deux espéces de Xerocomus, la méthode employée
par BONELLO et al. (1998), qui consiste a récolter les sporophores sur de grandes
surfaces, de maniére moins intensive, aurait permis de cerner les limites des grands
génets présents a La Chanéaz. Une unique tentative, en 2000, de récolter des
Xerocomus autour de la parcelle 47, nous fait supposer que 1'unique génet de
Xerocomus chrysenteron s'étendait en tout cas de maniere continue sur la parcelle
adjacente de 100 m2, et peut-étre aussi en direction opposée, le long d'une diagonale
de 110 m. Ce n'est pas le cas du génet de Xerocomus pruinatus, qui était entouré de
plusieurs génets différents. Dans les deux cas, les génets répertoriés semblent étre
dgés de plusieurs dizaines d'années.

Une analyse au niveau des racines aurait permis de mieux cerner les dimensions des
génets, et connaitre avec certitude leur durée de vie, comme cela a été établi pour
Hebeloma cylindrosporum (GUIDOT et al. 2001). L'utilisation d'amorces amplifiant
sélectivement I'ADN des taxa recherchés permet d'effectuer les extractions
directement a partir de racines mycorhizées ou d'hyphes extraracinaires. Ces
amplifiats peuvent ultérieurement étre traités de maniere a générer des marqueurs
codominants, ce qui a été réalisé par GUIDOT (2000). Nous avons mentionné au §
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8.2 que cette approche aurait généré des perturbations inadmissibles dans nos
parcelles d'étude.

Puisque l'avenir semble étre aux études basées sur les récoltes de mycorhizes, et que
ces observations sont fortement dépendantes des fréquences et distances relatives des
prélévements (cf. HORTON & BRUNS 2001), nous espérons avoir fourni une
information appréciable, qui permettra une bonne adaptation des grilles
d'échantillonnage aux tailles des génets souterrains des trois espéces dont il est
question dans cette étude.

Le choix des espéces a été¢ motivé par plusieurs considérations. Tout d'abord, il
semblait important de retenir des espéces comestibles, puisque la réserve
mycologique de La Chanéaz offrait 'opportunité d'une récolte sans concurrence.
D'autre part, les résultats obtenus pouvaient servir a orienter les différentes mesures a
prendre dans le cadre de la protection des champignons.

Plus particulicrement, Laccaria amethystina a été choisi car il avait fait 'objet d'une
étude dans le massif vosgien en 1997, et il semblait intéressant de pouvoir comparer
les deux jeux de données. En effet, rien ne permettait d'affirmer que des populations
de L. amethystina auraient présenté la méme structuration génétique dans deux
habitats différents (forét monospécifique et forét d'essences mélées).

Aucune étude de génétique des populations n'avait été réalisée jusqu'alors sur le
genre Xerocomus. Nous disposons de données sur trois especes du genre Suillus,
appartenant aussi a la famille des Boletaceae, présentant des structures de populations
différentes. En sachant que des especes d'un méme genre peuvent révéler des
populations peu ou au contraire hautement diversifiées, il était intéressant d'étendre
nos observations a un genre proche.

8.3 Questions d'actualité en matiére de populations de champignons
ectomycorhiziens

Malgré les formidables espoirs suscités par I'utilisation de techniques moléculaires, la
génétique des populations forestieres des champignons ectomycorhiziens en est
encore au stade des balbutiements. Alors que la reconnaissance de la diversité
génétique et physiologique est une avance significative en elle-méme, leur
importance dans le fonctionnement de 'écosystéme doit encore étre évaluée
(HORTON & BRUNS 2001, MARTIN 2001). Prises dans leur ensemble, les études
détaillées ci-dessus (voir § 5.4.2) sont souvent parcellaires, insuffisantes dans la
durée et l'espace considéré. De ce fait, les résultats sont trop souvent anecdotiques, ne
s'appliquent qu'au milieu ou a l'espece particuliers et ne peuvent étre généralisés.
Aucun modéle proposé jusqu'a présent ne permet d'apporter une explication globale.

La distinction entre espéces des stades précoces et tardifs, nous l'avons vu, n'est pas
toujours aisée, et certaines especes classées dans I'une ou l'autre catégorie se sont
révélées étre multi-stades. De plus, des espéces considérées comme appartenant a des
genres colonisateurs, Hebeloma cylindrosporum et Pisolithus spp, peuvent s'établir
durablement dans un milieu particulier, en formant des génets de taille moyenne
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(GUIDOT 2000, ANDERSON ef al. 2001). S'il est évident que les espéces pionniéres
doivent présenter des aptitudes a la colonisation, comme une forte production de
spores, une capacité d'installer rapidement un mycélium fonctionnel, il n'est pas
encore prouvé que ces caractéristiques s'assortissent forcément d'une compétitivité
réduite (ANDERSON et al. 2001).

L'attribution aux especes de stratégies rudérale (sélection R) ou compétitives (K, C
ou S) (cf. § 5.3.1) s'excluant mutuellement est de ce fait un modele qui ne semble pas
généralisable tel quel au mode de vie particulier des champignons. En effet, au moins
deux espéces ont montré des caractéristiques combinant des stratégies R et S (Suillus
pungens, BONELLO et al. 1998, et Xerocomus chrysenteron, dans la présente étude)
; ces espéces produisent & la fois de nombreux sporophores (stratégie reproductive) et
s'établissent durablement en formant de grands génets qui ne se chevauchent pas
(stratégies compétitive et résistante au stress).

La structuration en petits génets et la colonisation par les spores n'est pas
nécessairement caractéristique des especes fongiques occupant les plantations ou les
foréts jeunes. Dans les foréts matures, on peut trouver des petits génets jouxtant des
plus étendus (p. ex. Suillus pungens, Cortinarius rotundisporus, Suillus variegatus),
et des populations uniquement composées de petits génets (p. ex. Laccaria
amethystina, Amanita francheti, Lactarius xanthogalactus et Russula cremoricolor)
(Tableau 3). L'accroissement de la taille des génets avec le vieillissement de la forét,
confirmé dans le cas étudi¢ par DAHLBERG et STENLID (1990, 1994) pourrait étre
limité aux especes fongiques formant des mycélia étendus, comme Suillus bovinus,
croissant des forét d'dge homogene. Pour d'autres espéces, la taille des génets ne
s'accroit pas avec l'dge des arbres, citons comme exemple les populations spontanées
de Laccaria laccata et L. bicolor (SELOSSE et al. 1999).

L'ensemble des observations effectuées ne permet pas d'établir un modele unique
reliant strictement la structuration génétique des champignons ectomycorhiziens a
l'age de la forét, donc des arbres-hotes.

Si 'on examine les observations et les hypotheses rapportées dans les différentes
études (cf. § 5.3.2 et § 5.4.2), d'autres tentatives d'explication peuvent étre avancées.
Elles se référent a des caractéristiques biologiques ou génétiques intrinséques de
l'espéce considérée ou a des facteurs extrinseques, liés au milieu.

8.3.1 Influence du milieu sur la structuration des populations
ectomycorhiziennes

La caractéristique d'Hebeloma cylindrosporum est 'adoption de stratégies différentes
en fonction du milieu (GUIDOT 2000). L'auteur avance quelques hypothéses pour
expliquer la diversité de la structuration spatiale, compte tenu de ['écologie de
I'espéce : ce serait une espece "fugitive”, c'est-a-dire peu adaptée a la compétitivité
interspécifique. Dans les dunes cotiéres de I'Atlantique, milieu extréme donc peu
riche en especes, Hebeloma cylindrosporum peut survivre plus longtemps, et
développer des génets plus €tendus. Dans la pinéde, les génets soumis a une
concurrence interspécifique acerue durent en général moins d'une saison. Le
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renouvellement intense des génets s'expliquerait par 'apport continu de spores
provenant des colonies adjacentes, qui profiteraient de l'existence de microsites -
générés par les perturbations - favorables a leur implantation.

Dans ce sens, il ne s'agirait pas vraiment d'une double stratégie adoptée par l'espece,
mais subie : des facteurs extrinséques, liés aux caractéristiques du sol de pinéde, des
perturbations ou la concurrence interspécifique, détermineraient cette différence de
structuration. La capacité d'Hebeloma cylindrosporum a former de grands génets
serait donc bien une caractéristique intrinséque de cette espece, génétiquement
déterminée, mais accomplie uniquement dans les sites répondant aux exigences
écologiques de l'espéce.

Quant au genre Suillus, pour lequel des résultats contrastés ont €té obtenus, il a été
avancé que la formation de petits génets de Suillus grevillei serait elle aussi due a des
perturbations anthropiques dans la forét étudiée (ZHOU er al. 1999). Mais on ne peut
pas exclure que cette espéce adopte une stratégie différente des autres Suillus étudiés,
en raison de particularités biologiques propres. Elle présente la caractéristique d'étre
exclusivement liée au méléze, et manque rarement sous cette essence, qu'elle croisse
naturellement ou non, méme en plaine. Cette relative indifférence aux facteurs
climatiques ou du sol suppose une dépendance trés étroite au méleéze : une
répercussion sur la structure génétique des populations et leur permanence n'est donc
pas exclue. Les autres espéces de Suillus étudiées (cf. Tableau 3) ont un spectre
d'héte plus large, liées a la famille des Pinaceae.

ANDERSON et al. (2001) ont révélé une structuration trés disparate dans les
populations de Pisolithus spp étudiées le long d'une route. La taille des génets
trouvés s'échelonne entre quelques cm? et 120 m*. Les auteurs supposent une double
stratégie, a la fois rudérale et tolérante au stress, pour ces espéces. Le grand nombre
de spores produites et la croissance en zones perturbées ou en plantations suggérent
une stratégie rudérale, alors que les grands génets et les rhizomorphes présents dans
le mycélium extraracinaire sont caractéristiques d'une stratégie résistante au stress.

De ce fait, ANDERSON er al. (2001) supposent que les grands génets ont pu profiter
de sites non-perturbés, alors que les petits génets se sont installés récemment grace a
des "fenétres d'opportunité" provoquées par la fouille des fourmis. En ce sens, leurs
conclusions rejoignent celles de GUIDOT (2000) sur Hebeloma cylindrosporum, qui
forme des petits génets en milieu perturbé. Il faut par contre relever que l'observation
des Pisolithus spp. n'a porté que dans un seul habitat.

La structuration d'une population en une mosaique de petits génets ne doit pas
forcément étre attribuée a la présence de "fenétres d'opportunité”. En effet, les racines
croissent indéfiniment, proposant continuellement aux champignons de nouveaux
sites d'infection (cf. § 5.1.4). La présence de nombreux petits génets, voire d'especes
et méme de types mycorhiziens différents sur un méme trongon de racine
(PEROTTO et al. 1996, GUIDOT 2000, VAN DER HEIJDEN 2000) indique que la
rhizosphére ne constitue pas un milieu fermé, méme dans les foréts matures. Les
perturbations pourraient constituer un facteur supplémentaire de probabilité pour
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l'implantation de nouveaux génets, en provoquant la dégénérescence de fraction
mycéliennes, conduisant a des génets dont la taille ne refléte pas l'ancienneté.

L'influence de la variabilité génétique des deux symbiontes dans I'établissement, le
maintien et la disparition de la mycorhize n'a pas été abordée. VAN DER HEIJDEN
(2000) a pourtant relevé que la diversité génétique de Salix repens avait un effet sur
la symbiose, en interaction avec le type de sol. Il est vrai que la vérification
expérimentale d'une telle hypothése dans des études de génétique des population, sur
un vaste échantillonnage, demanderait un investissement important. C'est peut-¢tre
dans ce domaine qu'il faudrait rechercher les causes de la disparité des tailles des
génets, lorsque les perturbations du sol ne paraissent pas la justifier.

Au moins deux taxa rudéraux (Pisolithus spp. et Hebeloma cylindrosporum) se
montrent capables d'établir des génets persistants de taille moyenne a grande, &
proximité de populations composées de génets petits et éphémeres. Les perturbations
du milieu comme le piétinement ou la fouille et la croissance dans un habitat sub-
optimal ont été invoquées pour justifier l'existence de petits génets éphémeres chez
ces especes capables de former de grands génets persistants.

Aucune de ces deux hypothéses ne permettrait d'expliquer la structuration génétique
de Laccaria amethystina observée a La Chanéaz. En effet, la parcelle d'étude est a
I'abri des grandes perturbations, nous n'avons pas constaté de traces de fouille au sol
pendant trois ans. La forte productivité de Laccaria amethystina dans toute la réserve
mycologique de La Chanéaz nous fait écarter I'hypothése d'un habitat sub-optimal. De
plus, aucun génet de taille importante n'a encore été observé chez cette espéce, ni a La
Chanéaz, ni a Aubure (GHERBI ez al. 1999). L'influence des deux milieux observés
n'est pas perceptible sur la structure des populations des Laccaria amethystina.

8.3.2 Influences intrinséques, physiologiques et morphologiques sur la
structuration des populations ectomycorhiziennes

D'aprés (RAYNER et al. 1999), le mycélium ne doit pas étre considéré comme une
unité discrete, mais comme un systeme durable du point de vue thermodynamique,
dont les différents compartiments sont séparés par des frontieres changeantes, aussi
bien du point de vue spatial que temporel. La dynamique des fronti€res peut étre
illustrée par 'ouverture des frontiéres en phase de croissance et d'assimilation, par
l'anastomose des hyphes (fusion de frontiéres) en phase de résilience, par 1'isolement
de fragments mycéliens, comme lors de la production de conidies ou de sclérotes
(fermeture de frontiéres), ou par le transfert des ressources vers les zones les plus
actives du mycélium, au détriment des zones dégénérescences (redistribution de
frontiéres).

Dans cette perspective systémique, l'expression des génes semble étre fortement
influencée par I'environnement souterrain et la racine de I'ndte (CAIRNEY &
BURKE 1996). La plasticité phénotypique résultante permet aux mycélia de moduler
leurs activités a travers des niches extrémement variables et d'exploiter les ressources
du milieu tout en se protégeant d'agressions extérieures (RAYNER ef al. 1999).

Lorsque les mycélia atteignent des tailles importantes, la question se pose de savoir
comment les ressources sont acheminées sur de telles distances. Certaines espéces
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forment des génets de trés grande taille. BONELLO ef al. (1998) proposent une
stratégie combinant les caractéristiques rudérale, compétitive et tolérante au stress
pour les espéces du genre Suillus, dont Suillus pungens a établi le génet le plus grand
recensé jusqu'a présent chez une espece ectomycorhizienne. Ce seraient des
compétiteurs capables de persister dans le temps et I'espace tout en maintenant un
grand potentiel reproductif.

La combinaison de ces facteurs suppose un besoin accru en carbone, dont la
provenance semble limitée par le faible pourcentage de mycorhizes formées par cette
espece (3 %) par rapport aux nombreuses fructifications produites par Suillus
pungens (GARDES & BRUNS 1996). BONELLO et al. (1998) formulent trois
options - cumulatives et non-exclusives - pour en expliquer la provenance :

1) Suillus pungens serait tres efficace dans le prélévement des composés carbonés
chez son hote, et peu de mycorhizes seraient suffisantes pour un transfert
important,

2) des génets de grande taille seraient plus efficaces dans 'accumulation du carbone,
en établissant des connexions avec plusieurs arbres a la fois,

3) une fraction du carbone serait obtenue par dégradation de la matiére organique de
la litiére (capacité saprophytique élevée).

Les nombreux rhizomorphes produits par Suillus pungens parlent en faveur de la
deuxiéme hypothése (BONELLO et al. 1998). En comparaison, Russula amoenolens
et Tomentella sublilacina, deux espéces présentes abondamment dans la rhizosphére
du méme site de Point Reyes, fructifient rarement : elles ne forment pas de
rhizomorphes. Des arguments en faveur des premiére et troisiéme hypothéses
pourraient étre obtenus de mani¢re expérimentale.

Cortinarius rotundisporus (SAWYER et al. 1999) forme aussi de grands génets.
Aucune différence dans la structuration génétique n'a pu étre mise en relation avec
des différences de végétation. Les auteurs insistent plutot sur I'existence de
rhizomorphes, capables de maintenir le mycélium durablement en le protégeant du
stress édaphique. Les rhizomorphes sont considérés comme les facteurs primordiaux
de la modification temporelle des schéma de transport. Cette plasticité fonctionnelle
permet l'adaptation a la diversité d'activités physiologiques requises dans un sol
hétérogene.

La présence de rhizomorphes dans le mycélium extraracinaire est invoquée par
différents auteurs (BONELLO et al. 1998, SAWYER et al. 1999, ANDERSON et al.
2001, REDECKER et al. 2001) comme une cause probable de la formation et du
maintien de grands génets, permettant de créer un véritable réseau d'arbre en arbre.
Ce sont les rhizomorphes qui pourraient justifier aussi bien la premiere que la
deuxieme hypothése avancée par BONELLO ef /. (1998), en tant qu'agents
permettant le transport efficace du carbone.

Xerocomus chrysenteron possede des rhizomorphes du type le plus différencié
(Figure 5 et Figure 20), ainsi que les especes du genre Suillus. Cette espece fructifie
abondamment dans la parcelle 47, tout comme dans la forét avoisinante. De ce fait,
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l'attribution d'une stratégie tolérante au stress et compétitive, opposée a une stratégie
privilégiant la reproduction sexuée (rudérale), ne nous semble pas approprié¢e. De
plus, ces stratégies, modeéles élaborés & partir d'observations du milieu naturel, ne
sont pas explicatives ; elles ne permettent pas d'inférer les causes de I'étendue et de la
longévité des génets de Xerocomus chrysenteron.

Les trois hypothéses formulées par BONELLO ef al. (1998) peuvent étre rapportées a
Xerocomus chrysenteron et Xerocomus pruinatus. Notre €tude, en I'absence de
prolongement expérimental sur la physiologie de Xerocomus spp, ne nous permet pas
de nous prononcer sur les premiére et troisiéme hypothéses. Un mycélium
extraracinaire produisant des rhizomorphes différenciés, décrit chez Xerocomus
chrysenteron nous permet de considérer la deuxiéme hypothése comme hautement
probable.

Nous rejoignons ainsi les incitations de NEWTON (1992) a rechercher les critéres
explicatifs dans les caractéristiques fonctionnelles du mycélium. En recoupant les
observations d'OGAWA (1985) et ' AGERER (1987-1998, 1991) (Figure 5), nous
pouvons penser que Xerocomus chrysenteron forme des «petites colonies dispersées»
(Figure 11, § 5.3.2), reliées entre elles par des rhizomorphes différenciés, explorant le
sol sur des distances importantes aussi bien verticalement qu'horizontalement. Ce
type de mycorhizes, les plus développées, modifient l'architecture racinaire en
augmentant les branchements, ce qui a pour effet d'accroitre la probabilité de
coloniser des sites proches, et probablement 'efficacité de la mycorhize elle-méme.

Si I'on considére les especes formant des petits génets, Hebeloma cylindrosporum,
qui ne forme pas de rhizomorphes, ne s'étend pas autant : en cinq ans, sa distribution
est restée voisine de la surface initialement occupée (GRYTA er al. 1997, 2000,
GUIDOT 2000). De plus, les génets ont une taille d'environ 20 m%, ce qui représente
tout de méme une surface bien inférieure aux 200 a 300 m” couverts par les génets de
Suillus variegatus (DAHLBERG 1997), S. pungens (BONELLO ef al. 1998) et
Cortinarius rotundisporus (SAWYER et al. 1999).

Le genre Laccaria forme des rhizomorphes du type le moins différencié (Figure S et
Figure 20). Or, les génets répertoriés n'atteignent pas de grandes tailles (cf. Tableau
3, Figure 15 et Figure 33). Ces génets sont en général composés d'un seul sporophore
ou ne regroupent que quelques sporophores. En de référant a la description
d'OGAWA (1985), nous pensons que les mycorhizes de Laccaria ne modifient pas
autant l'architecture racinaire que les espéces formant des rhizomorphes différenciés,
et sont incapables de s'éloigner des racines mycorhizées, aussi bien verticalement
qu'horizontalement. Par contre, la capacité a persister, méme si elle n'est pas
systématiquement exploitée, semble bien exister (DE LA BASTIDE et al. 1994,
GHERBI et al. 1999, SELOSSE ef al. 1998, 1999 et nos propres observations).

L'étude portant sur trois especes des genres Amanita, Russula et Lactarius vient
confirmer l'importance de caractéristiques morphologiques dans I'implantation de
grands génets. (REDECKER et al. 2001) concluent que la propagation par les spores,
dans les foréts intactes, natives et climaciques, joue un rdle plus important qu'on ne le
supposait chez des espéces du stade tardif. Ainsi, la présence de petits génets ne
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serait pas liée uniquement a l'apparition de "fenétres d'opportunité” dans les foréts
matures. Ils invoquent d'autres causes pour expliquer cette distribution : des
rhizomorphes différenciés sont développés dans ces genres qui forment des grands
génets, comme Armillaria, Suillus et Cortinarius, alors que chez Russula, Lactarius
et la plupart des Amanita, on trouve des rhizomorphes a structure simple ou pas de
rhizomorphes du tout (REDECKER ef al. 2001).

Au terme de cette analyse, il semblerait donc que les especes produisant les
rhizomorphes les plus différenciés forment les génets les plus étendus et les plus
durables : Swillus spp., Cortinarius rotundisporus et Xerocomus chrysenteron. Parmi
les espéces formant des rhizomorphes peu différenciés, Laccaria, Lactarius et
Hebeloma ne forment que des petits génets, dont certains sont capables de persister
plusieurs années. La complexité d'organisation du mycélium serait le meilleur
prédicteur de la taille que les mycélia vont pouvoir atteindre en conditions optimales.
La grande taille, mais non la persistance, serait donc liée au degré de différenciation
atteint par les hyphes.

8.3.3 Questions sur la longévité des génets du genre Laccaria

La longévité d'un génet ne parait pas forcément liée a sa taille. Nous avons vu que
des petits génets spontanés de Laccaria bicolor et L. laccata peuvent subsister
quelques années sans accroissement notable (SELOSSE er al. 1999). Or, COUTTS &
NICHOLL (1990a) constatent la disparition du mycélium de L. laccata pendant
I'hiver. D'autre part, une partie non négligeable des génets, voire la majorité chez
Laccaria amethystina, ne survivent pas d'une année a l'autre (GHERBI ef al. 1999).
Deux hypothéses contradictoire peuvent étre avancées :

1) Les génets se maintiendraient durablement, sans fructifier chaque année. Cette
hypothése a été émise par GHERBI ez al. (1999).

2) Les génets seraient associés aux mycorhizes actives. Cette explication a aussi été
avancée par DE LA BASTIDE et al. (1995) et DAHLBERG et al. (1997), et
prouvée pour Hebeloma cylindrosporum croissant en forét (GUIDOT 2000).

En faveur de la premiére hypothese, nous pouvons mentionner les quelques génets
persistants, révélés aussi bien par GHERBI et al. (1999) que par nous-mémes,
quoique de maniére sporadique. Il resterait & savoir sous quelle forme le mycélia
persiste pendant la mauvaise saison, en sachant que Laccaria ne forme pas de
rhizomorphes différenciés, et des mycélia de taille réduite. La présence de propagules
telle que fragments mycéliens ou vielles mycorhizes a été décrite par GARBAYE
(1991), cf. § 5.1.3).

Les observations de (MAJDI ef al. 2001) sur la longévité trés différente des
mycorhizes en fonction de leur position sur la racine et dans le sol pourraient étre
exploitées. Seules les mycorhizes des racines émergeant directement de la racine
primaire, sans branchements et a une profondeur les mettant a l'abri du gel survivent
jusqu'a deux ans (cf. § 5.1.4). Une étude de la diversité génétique des mycorhizes
serait nécessaire pour répondre avec certitude a cette question.
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Si l'on accepte la deuxieme hypothése, les génets de Laccaria amethystina
s’éteindraient avec la mycorhize, sans avoir pu s'étendre a d'autres racines, en raison
de limites imposées par la structure simple du mycélium.

Les observations effectuées sur les mycélia dans des rhizotrons (root chamber
system) peuvent apporter un éclairage significatif. Laccaria amethystina forme des
rhizomorphes peu différenciés, identiques a ceux de Laccaria bicolor, qui ont été
décrits par RAIDL (1997). Le systeme mycélien de L. bicolor est réduit a quelques
centimétres de diametre. Il est composé de rhizomorphes irrégulierement ramifi€s et
interconnectés, qui sont toujours entourés par des tapis mycéliens (mats). D'apres ces
observations, Laccaria amethystina ne formerait pas des mycélia de taille importante
(RAIDL 1997). 1l s'agirait 1a d'une caractéristique génétiquement déterminée de
l'espece.

Les génets de petite taille sont soumis & des contraintes particuliéres. Une forte
densité d’individus partageant un méme substrat peut avoir un effet sur les
populations, par compétition quant aux ressources. Si une racine est colonisée par de
nombreux génets, de taille réduite et somatiquement incompatibles entre eux, aucun
ne parviendra a occuper suffisamment de territoire pour assurer une fructification
abondante, et verra sa fertilité réduite (RAYNER ef al. 1984). Comme la probabilité
de coloniser de nouvelles radicelles et donc de survivre est plus grande dans un
domaine plus large, on peut supposer que la mortalité dépendant de la densité est plus
importante chez les génets de taille réduite (WORRAL 1999).

La structure spatiale observée pour Laccaria amethystina en hétraie (Aubure,
Vosges) et en forét mixte (La Chanéaz, Fribourg) s’accorde avec cette hypothese : les
génets de taille réduite n’ont qu’une durée de vie courte. Ainsi, Laccaria amethystina
semble former des génets qui s'étendent peu au-dela de la mycorhize, et meurent avec
la sénescence des cellules du réseau de Hartig. Les radicelles qui croissent a
proximité ne sont pas colonisées par les génets déja établis, mais par des mycélia
dicaryotiques issus de spores.

I semblerait donc que seuls les génets trouvant des conditions favorables a leur
permanence puissent survivre d'une année a l'autre. L'énorme quantité de génets
petits et trés proches exclut une telle possibilité pour tous. La présence de rares
génets persistant plus d'un an qui ont été trouvés aussi bien dans les Vosges qu'a La
Chanéaz pourraient étre interprétés comme :

e des individus génétiquement aptes a survivre durablement, alors que la majorité
des génets de L. amethystina ne posséde pas ou a un moindre degré, ces aptitudes,

e un micro-environnement créant des conditions favorables a cette survie, comme
la profondeur des racines mycorhizées dans le sol,

e une association plante-hote autorisant la persistance. Des caractéristiques
physiologiques aussi bien de l'arbre que du génet du champignons pourraient étre
a l'origine de cette particularité.
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8.3.4 Apport a une stratégie ciblée de protection des champignons

La régression des espéces mycorhiziennes en Europe a été constatée a plusieurs
reprises (TERMORSHUIZEN & SCHAFFERS 1991, ARNOLDS 1991). Une des
causes possibles pourrait étre la cueillette intensive, bien que cette option soit mise
en doute par ARNOLDS (1995), qui attribue le déclin des champignons comestibles
a la pollution croissante. Rien ne permet d'affirmer que la cueillette soit néfaste pour
la fructification successive. Les résultats expérimentaux conduits 8 moyen terme a la
réserve mycologique de La Chanéaz ont montré que le ramassage n'avait pas
d'influence statistiquement démontrable sur les quinze especes étudiées (EGLI ef al.
1990). D'autre part, la régression touche l'ensemble des espéces ectomycorhiziennes,
et non les espéces comestibles en particulier (ARNOLDS 1995).

Le rdle des spores dans le développement des populations n'est pas encore clair. Les
méiospores des Basidiomycétes ectomycorhiziens pourraient jouer un double rdle.
Bien que leur fonction premicre soit d'assurer la dispersion de l'espéce par la
conquéte de nouveaux substrats, elles pourraient également assurer un flux génétique
entre mycélia. La capacité des-monocaryons issus de la germination d'une spore de
coloniser les mycélia dicaryotiques par le phénoméne de Buller a été clairement
établie pour les Basidiomycetes in vitro (EGGER 1994).

Le renouvellement génétique des anciens mycélia a été considéré comme nécessaire
sur la base d'observations in vitro ou en culture. Les champignons en culture
montrent rapidement des signes d’altération du métabolisme, ne produisent plus de
substances secondaires et finissent par devenir stériles (WATLING 1971), bien que
certaines cultures puissent persister longtemps (DI BATTISTA et al. 1996). Ce
phénomene de sénescence serait di & un appauvrissement génétique du mycélium
(EGGER 1994).

Des cueillettes intensives de sporophores sur de grandes étendues, en limitant le
nombre de spores a disposition, pourraient empécher ce "rafraichissement” mycélien,
et donc perturber la survie a long terme des espéces comestibles. L'étude
expérimentale réalisée a La Chanéaz (EGLI et al. 1990) sur des petites parcelles
immergées en forét ne permet pas d'évaluer cet éventuel impact.

Dans les régions ou I'impact de la cueillette est extrémement prégnant, comme dans
les foréts a proximité des villes, la question de son influence a long terme reste posée.
De ce fait, le recul de la diversité des champignons comestibles pourrait &tre du a une
dégénérescence progressive des mycélia. Cette possibilité souléve des questions
quant aux mesures a prendre pour protéger des especes dont la régression a été
constatee.

En Suisse, de nombreux cantons ont introduit des mesures limitant la cueillette des
champignons comestibles. Les mesures prises sont de trois types : quantitatives
(limite du poids de la cueillette), temporelles (interdiction de ramassage pendant la
premiére semaine de chaque mois, dans les canton de Berne et de Fribourg, par
exemple) ou géographiques (interdiction du ramassage dans certaines réserves
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naturelles). De telles restrictions des ne sont pas aisément acceptées par la population
concernée, et ne sont pas basées sur des évidences expérimentales.

Notre étude permet d'affirmer que les spores ne jouent qu'un role restreint chez les
deux espéces de Xerocomus étudiées. En trois ans, aucun nouveau génet n'est apparu,
et aucun renouvellement génétique n'a été mis en évidence dans les mycélia existants.
Chez les espéces formant de grands génets durables, comme Swillus variegatus, S.
bovinus, Cortinarius rotundisporus, Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus, la
cueillette n'aurait pas plus d'influence que la récolte des fruits n'en a sur I'arbre qui les
porte. La reproduction sexuée est un événement rare, qu'une faible réserve de spores
pourrait assurer. Toutefois, I’extrapolation des ces résultats a une échelle spatio-
temporelle plus vaste ne peut se faire qu’avec prudence.

En ce qui concerne Laccaria amethystina, les spores jouent un role essentiel, une
nouvelle génération apparaissant chaque année. Dans ce cas, la cueillette pourrait étre
néfaste. Cependant, étant donné le grand nombre de sporophores produits, leur petite
taille et leur durée de vie courte, il est peu probable qu'un ramassage méme intensif
puisse réduire la réserve de spores dans l'environnement jusqu'a empécher le
renouvellement de 'espece.

Ces résultats préliminaires, limités dans le temps et dans l'espace, ne peuvent en
aucun cas conduire a un dénigrement des efforts entrepris en vue de protéger les
champignons. IIs suggérent toutefois un recentrage de la politique de protection sur
une préservation des milieux hébergeant des especes rares ou a grande diversité
fongique, plutdt que sur les sporophores eux-mémes.
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9 CONCLUSION

Les champignons sont parmi les organismes les plus insaisissables dans leur
morphologie, cycle de vie et écologie. L'objectif de cette thése était d'étudier la
structuration génétique spatio-temporelle de trois espéces de Basidiomycétes
ectomycorhiziens, dans le but de déterminer l'importance relative de la reproduction
sexuée et de la propagation végétative. La définition de la structure génétique des
populations fongiques est logiquement le premier pas dans la génétique des
populations, puisque la structure génétique d'une population reflete son histoire aussi
bien que son potentiel évolutif (MCDONALD 1997).

Dans la forét de La Chanéaz, I’analyse moléculaire de la variation génétique a révélé
deux stratégies distinctes de colonisation et de maintien des populations de
champignons ectomycorhiziens, dans deux parcelles proches.

Les populations de Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus sont représentées, dans
la parcelle 47 de la réserve mycologique de La Chanéaz, par un seul génet étendu par
espéce. Nous n'avons pas pu mettre en évidence d'établissement de nouveaux génets
en trois ans, et d'aprés la taille des génets présents, cet événement semble trés rare.
Les génets en place semblent exclure I'implantation de nouveaux génets de la méme
espéce, tout en cohabitant avec d'autres espéces de champignons ectomycorhiziens.
Ces deux espéces, mais Xerocomus chrysenteron en particulier, privilégient la
propagation végétative, par croissance mycélienne, tout en produisant un nombre
conséquent de sporophores, donc de spores sexuées.

Les populations de Laccaria amethystina sont quant a elles représentées par de
multiples petits génets, durant une saison ou moins en général, et ne produisant la
plupart du temps qu'un seul sporophore. Ce type de structure, identique a celui qui
avait été observé dans les Vosges par GHERBI ez al. (1999), s'est maintenu pendant
trois ans ; il ne s'agirait donc pas d'un état transitoire pouvant ¢voluer vers la
formation de génets stables.

Comment intégrer ces données au corpus de connaissances déja acquises ? Les
résultats obtenus pour Laccaria amethystina confirment 'adoption par cette espéce
d'une seule stratégie, dans deux environnements différents - la hétraie des Vosges et
la forét mixte de La Chanéaz. Elle ne semble pas posséder la possibilité de s'établir
durablement, et nous formulons I'hypothese qu'elle ne posséde pas les capacités qui
lui permettraient d'établir un mycélium étendu, ne possédant que des hyphes peu
différenciées et pas de rhizomorphes. Le recours fréquent a la reproduction sexuée
serait donc une conséquence de la forte mortalité des génets, liée & leur petite taille.

Xerocomus chrysenteron et X. pruinatus confirment les résultats obtenus pour deux
especes du genre Suillus, appartenant & la famille des Bolétacées, soit I'aptitude de
ces especes a former des génets trés étendus, ne se chevauchant pas, persistant de
longues années. La reproduction sexuée est de ce fait un événement rare. La
propagation végétative est assurée par une forte différenciation du mycélium en
rhizomorphes permettant la translocation rapide et bidirectionnelle de nutriments.
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Les conclusions de notre étude tendraient & supposer que les caractéristiques
morphologiques du mycélium seraient un des facteurs essentiels déterminant la
structuration des populations ectomycorhiziennes. Les espéces formant des
rhizomorphes de type différencié seraient capables de s'étendre et de persister pendant
la mauvaise saison, sous forme de rhizomorphes. Les espéces au mycélia
extraracinaire non différencié auraient une croissance limitée, aussi bien dans le
temps que dans l'espace.

Nous adhérons a I'avis de (DAHLBERG & STENLID 1995), que nous aimerions
citer : "Nous prédisons que les relevés futurs de structures de populations
ectomycorhiziennes vont révéler une relation forte entre les caractéristiques spatiales
et l'autoécologie d'une espéce donnée". De méme, BRUNS (1995) avance qu'un des
obstacles majeurs pour comprendre la diversité des communautés
ectomycorhiziennes est le manque d'information sur I'histoire de vie des taxa.
HORTON & BRUNS (2001), qui qualifient les structures des communautés
ectomycorhiziennes de "boite noire", et regrettent que la distribution et I'abondance
des mycélia dans le sol soient encore si peu documentées in situ.

Les perspectives d'avenir pourraient étre élargies si une attention particuliére était
accordée a ces questions dans des études futures. En effet, nous constatons que la
référence a des modeles comme celui établissant le role de I'age de la forét et des
stratégies reproductives des espéces sur la structuration des populations
ectomycorhiziennes ne conduit pas a des pistes explicatives satisfaisantes, et limite la
portée des réponses obtenues.

Les limites de notre travail, les contraintes de temps, ne nous ont pas permis de
répondre a toutes les questions qui se sont posées au fur et & mesure de l'obtention
des résultats. Ses prolongements les plus souhaitables consisteraient a :

1) décrire la distribution spatio-temporelle d'autres espéces différant par le type de
rhizomorphes produits, afin d'établir une éventuelle corrélation entre la présence
des rhizomorphes et la taille des génets. Il serait intéressant de choisir d'autres
Bolétacées, comme les genres Boletus, Boletinus, Leccinum, qui forment les
rthizomorphes de type F décrit par AGERER (1991) (Figure 5), et, dans le méme
milieu, des espéces qui n'en produisent pas, comme Cortinarius obtusus,
Dermocybe cinnamomea et Tricholoma sulfureum. Dans le genre Cortinarius en
particulier, plusieurs types de rhizomorphes ont ét€ décrits, des plus simples
(sous-genre Dermocybe) aux plus complexes (Cortinarius rotundisporus)
(AGERER 1987-1998), ce qui permettrait de tester la corrélation a l'intérieur d'un
seul taxon. Ces observations devraient étre répétées dans des milieux différents.

2) s'interroger sur les causes de mortalité des petits génets de Laccaria amethystina
ou d'autres espeéces présentant les mémes caractéristiques, en tentant de mettre en
évidence des perturbations dans le sol, la profondeur des racines mycorhizées, la
diversité génétique des arbres, la concurrence interspécifique.

3) tenter de répondre aux intrigantes questions soulevées par 1'observation de
structures de populations différentes en fonction de I'habitat chez Hebeloma
eylindrosporum (GUIDOT 2000). De nouvelles espéces présentant cette



112

particularité pourraient étre recherchées par un échantillonnage rapide dans des
milieux contrastés. Des informations essentielles sont aussi obtenues lors des
études le long de transects définissant des changements progressifs de milieu
(TAYLOR et al. 2000, VAN DER HEIJDEN 2000). Dans ce cas, une attention
particuliére devrait étre accordée aux caractéristiques de la rhizosphére. Les types
de sol, I'épaisseur et la qualité de la liti¢re, la disponibilité en nutriments, la
teneur en eau, la microfaune, 'architecture racinaire des arbres mycorhizés, voire
leur variabilité génétique sont toutes des variables dont I'impact probable
mériterait une évaluation.

4) étudier, par des méthodes expérimentales appropriées, le réle des caractéristiques
physiologiques, selon leur variabilité interspécifique et intraspécifique.
L'utilisation des composés carbonés de la liticre, l'efficacité dans le prélévement
du carbone de la plante hdte sont des caractéristiques qui ont été invoquées pour
justifier le succés compétitif de certaines espéces ectomycorhiziennes ou
certaines souches par rapport a d'autres. La relation entre l'investissement
mycélien et la dominance au niveau des racines pourrait étre éclaircie.

Pour les points 1) a 3), I'échantillonnage des sporophores et leur typage moléculaire
par des marqueurs multiloci pourrait constituer une premiére étape, en vue d'établir
une grille de prélévements souterrains adaptée. En effet, si on considere l'effort
important exigé par le prélévement des mycorhizes, les perturbations entrainées dans
le site par un échantillonnage suffisamment fin et fréquent, I'avantage d'une
connaissance préalable du site et de la structuration des populations qui 'habitent
semble appréciable. Il est clair que I'exploration des structures souterraines est a
méme de répondre de maniere plus précise aux questions que l'on se pose,
notamment au niveau de la longévité des petits génets.

Nous espérons avoir ainsi contribué a poser des jalons en vue de la résolution des ces
questions d'actualité en donnant un instantané de la grandeur physique des génets de
trois Basidiomycétes ectomycorhiziens, de leur persistance dans le temps, et de leur
structuration génétique. Cela a permis d'élucider I'importance relative de la
reproduction sexuée versus la croissance végétative. L'histoire de vie des ces espéces
a été inférée a partir des connaissances acquises sur la propagation, la fréquence de
I'établissement de la symbiose, la durabilité et la mortalité des génets constitués.
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10 LEXIQUE

e Clone : descendance d’un individu par multiplication végétative ; individu de
cette descendance. Chez les champignons ectomycorhiziens, des clones sont des
génets * spatialement discontinus, d’origine commune.

o Communauté : ensemble des especes considérées dans un espace déterminé. Les
critéres de choix des espéces dépendent des limites de 1'étude ; cela peut étre
'ensemble des champignons mycorhiziens ou seulement les ectomycorhiziens, ou
la macrofonge, ou les Basidiomycetes mycorhiziens, par exemple.

o Diversité spécifique : se calcule par l'index de Shannon-Wiener qui combine
richesse et régularité (evenness).

e Espéce : la notion d'espéce dans le régne des champignon est particuliérement
difficile a cerner, en raison de la coexistence de la reproduction asexuée et sexuée
(HARRINGTON & RIZZ0 1999). La plupart des espéces ont €té décrites sur des
critéres morphologiques et ultrastructuraux, malgré les difficultés liées a la
morphologie souvent convergente (BRUNS ef al. 1991). Le concept biologique
d'espéce a été appliqué sur la base de test d'interfertilité (HARRINGTON &
RIZZO 1999). Le concept phylogénétique d'espéce connait des applications
croissantes, grace a I'émergence des méthodes moléculaires, permettant aussi
d'inférer I'évolution (BRUNS et al. 1991, VILGALYS et al. 1991), ou de montrer
les relations phylogénétiques dans un important taxon, l'ordre des Agaricales
(MONCALVO et al. 2000).

o Génet : terme utilisé par les généticiens, notamment en mycologie, pour désigner
un "individu" fongique. Des sporophores ou des portions de mycélia montrant des
profils identiques pour des marqueurs moléculaires multiples sont considérés
comme appartenant au méme génet. Seuls les marqueurs moléculaires multiloci
permettent de reconnaitre les génets.

¢ Génome : patrimoine génétique d'un organisme.

e Génotype : type génétique global, basé sur l'ensemble du génome. Nous avons
préféré éviter ce terme dans notre étude, car les marqueurs utilisés ne portaient
que sur un nombre restreint de sites, suffisant pour définir des génets, mais non
des génotypes complets.

e Haplotype : gene ou locus reconnu par un marqueur génétique unique. Les
individus partageant un méme haplotype ne sont pas forcément identiques.

¢ Hyménomycétes : groupe de Basidiomycétes regroupant deux ordres
hétérogenes, les Agaricales et les Aphyllophorales. La caractéristique commune
est d'avoir des basides unicellulaires regroupées dans un hyménium externe, et
des spores s'éjectant directement dans l'environnement. Ils représentent un peu
plus de 40 % des espéces de Basidiomycétes (CLEMENCON 1997).
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Mycobionte : le partenaire fongique de la symbiose mycorhizienne.

Population : les espéces sont structurées en populations, plus ou moins
génétiquement différenciées. Dans les populations de champignons, les individus
ne sont pas directement identifiables, car ils ne forment pas des entités spatiales
discrétes. Une définition de la population de champignons pragmatique et adaptée
a des études sur le terrain a été proposée par ANDERSON & KOHN (1998) : "un
groupe d'individus de la méme espece croissant dans la méme localité au méme
moment". Toujours dans la méme perspective et selon les méme auteurs, l'unité
de base de ces populations est le génet, qui doit étre identifié de maniére sire par
des marqueurs multiloci, définissant des génotypes uniques (dont les chances
d'étre retrouvés par hasard sont quasiment nulles).

Ramet : la croissance du mycélium peut entrainer sa fragmentation. Un génet
peut de ce fait étre composé de ramets spatialement distincts. L’existence de
ramets est difficile & prouver in situ, on ne peut que rarement exclure la présence
de toute connexion.

Richesse spécifique (abrégé par richesse) : nombre d'espéces par unité de
surface.

Sporophore : littéralement, "porteur de spores", la fructification du champignon,
en général éphémére. Peut prendre des formes extrémement variées, pour les
espéces dont il est question ici il s'agit de la plus classique, avec un pied et un
chapeau. Synonymes : fructification, carpophore ou sporocarpe, basidiome,
basiodiophore ou basidiocarpe (s'1l s'agit d'un Basidiomycéte) et, abusivement,
puisque 1'on exclut ainsi le reste du mycélium, champignon.

Succession : changement directionnel dans la composition, 'abondance relative
et la distribution spatiale des espéces comprenant les communautés
(FRANKLAND 1998).

Symbionte : chaque partenaire d'une symbiose.
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Introduction

Summary

* The knowledge of temporal and spatial structure of populations of ectomycor-
rhizal fungi, together with the origin and maintenance of their genetic variation, is
critical to understanding how populations of these fungi establish, evolve and dis-
appear at different stages of development of forest ecosystems.

* |dentification and spatial delimitation of genets in populations of the ectomycor-
rhizal basidiomycetes, Laccaria amethystina, Xerocomus chrysenteron and X. pru-
inatus were inferred from the polymorphism of two codominant genetic loci, the
nuclear rDNA internal transcribed spacers (ITS) and intergenic spacers (IGS), and
anonymous dominant RAPD markers from basidiocarps collected in a mixed mature
forest in the fungal reserve of La Chanéaz (Switzerland).

¢ The L. amethystina population showed numerous small, short lifespan genets;
most closely spaced basidiocarps were genetically unique. Our results confirmed
that sexual spore propagation is important in the life history of L. amethystina in
undisturbed mature forests. By contrast, we found a single genet for each of the
boletoid species colonizing a nearby plot indicating that clonal growth dominated.
* In La Chanéaz forest, the intrinsic biological features of the investigated species
appear to play a higher role in colonization strategy than the features of focal habitat.

Key words: ectomycorrhiza, genets, Laccaria amethystina, Xerocomus chrysenteron,
Xerocomus pruinatus, population structure, RAPD, rDNA.
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which are genetically diverse is a crucial consideration in forest
ecology. Individual symbionts vary in their ability to colonize

Within forest soils, that host a large and diverse community
of microbes that compete and interact with each other and
with plant roots, ectomycorrhizal fungi are almost ubiquitous
(Taylor et al., 2000). The mutualistic ectomycorrhizal symbiosis
allows trees to grow efficiently in suboptimal environments
in boreal, temperate and some subtropical forest ecosystems
(Smith & Read, 1997).

In a forest ecosystem, roots are exposed to an assemblage
of several different species of ectomycorrhizal fungi (Taylor
et al., 2000; Dahlberg, 2001). Each species exists as a popu-
lation of many individuals between which there is almost
invariably some genetic variation (Debaud et 4/, 1995). The
fact that the host plants are exposed to mycobiont populations

© New Phytologist (2001) 152: 533-542  www.newphytologist.com

different genotypes of host-plant, their capacity to utilize
mineral and organic soil nutrients, and in their adaptation to
abiotic factors, such as soil pH and drought. Each of these abi-
otic and biotic factors might affect the course of a beneficial
symbiosis and the establishment and subsequent dissemina-
tion of an individual fungal symbiont. Questions about the
temporal and spatial structures of communities and popula-
tions of ectomycorrhizal fungi, together with the origin and
maintenance of their genetic variation, are therefore critical
when trying to understand how populations of these symbiotic
fungi evolve and disappear at different stages of development
of forest ecosystems (Egger, 1994; Dahlberg & Stenlid, 1995;
Dahlberg, 2001). By implication, such a knowledge can
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help in the understanding of biogeochimical cycles in forest
ecosystems (Taylor ez al., 2000).

When and how genetic individuals of a given species (also
referred to as genets) arrive at a site and how interactions
between them evolve with maturation of fungal and host-plant
populations are key questions in the assessment of dynamics
in populations of ectomycorrhizal fungi. To understand the
dispersal, establishment, and evolution of ectomycorrhizal
populations, it is necessary to analyse these populations over
several seasons and compare them at different successional
stages of forest ecosystems at different habitats. The source
and maintenance of genetic diversity within these ectomycor-
rhizal populations have been questioned in previous studies
(Dahlberg & Stenlid, 1990, 1994; De La Bastide ez 4/, 1994;
Gryta et al, 1997, 2000; Bonello ¢z 4/, 1998; Selosse et al.,
1998, 1999; Gherbi et al, 1999; Sawyer ez al, 1999; Zhou
et al, 1999, 2001; Guidot et al,, 2001; Redecker et al, 2001).
From these investigations, conclusions about the relative role
of vegetative spreads vs spore establishment of ectomycor-
thizal basidiomycete can be drawn (Egger, 1994; Dahlberg,
2001).

In open forest communities, genet recruitment from spore
germination occurs massively during a short period early in
the development of the population, leading to the develop-
ment of numerous small genetically different individuals.
Many early colonizers, such as Hebeloma cylindrosporum and
Laccaria spp., appear to have relatively small nonpersistent
genets (De La Bastide ez al., 1994; Gryrta et al., 1997, 2000;
Selosse et al., 1998). For some Suillus species, it is believed
that no further genet recruitment from spores occurs after the
initial colonizing phase and vegetative growth through hyphal
networks appears to dominate in closed fungal communities
(i.e. older forests). These communities are claimed to be resistant
to genet establishment from spores, unless small disturbances
in favourable sites create ‘windows of opportunity’ for local
new genet recruitment (Dahlberg & Stenlid, 1995). Once
thought to be dominated by a few, large (20—40 m) and long
lasting genets, undisturbed closed forests can host populations
of ectomycotrhizal basidiomycetes having high levels of genetic
diversity characterized by small, short life-span genets (Gherbi
et al, 1999; Redecker eral, 2001). Some ectomycorrhizal
fungal populations found in undisturbed mature forest set-
tings could therefore propagate by intense fruiting and spore
germination. Whether population structure is related to micro-
site heterogeneity (Zhou ez 4/, 1999, 2001; Guidot ez 4/, 2001)
or the biological /genetic features of the species is unknown. A
way to validate the above mentioned models on the processes
driving the evolution of genetic structure in populations of
ectomycorrhizal fungi is to determine the genetic structure of
a given species in different habitats differing by their ecological
characteristics (Redecker ez «l, 2001). '

Laccaria amethystina is found in both recently established
plantations and mature forests. We have investigated the
genetic structure of L. amethystina populations in a 150-yr-

New
Phytologist

old-monospecific beech (Fagus sylvatica) forest in the Vosges
range in north-eastern France (Gherbi ez 2/, 1999). Surpris-
ingly, a high density (> 5000 genets per ha) of small size, short
life-span genets was found indicating an important role for
sexual reproduction in this mature forest ecosystem. To assess
whether this feature can be influenced by the habitat, we used
the random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique
to estimate DNA variation within a population of L. amethys-
tina in the mixed forest of La Chanéaz (Swiss Mittelland).
Xerocomus chrysenteron and X. pruinatus, two boletoid species
were also analysed for comparative analysis.

Materials and Methods

Study site

The study was conducted in mixed (conifers and deciduous
trees) stands in the mycological reserve of La Chanéaz in
Swiss Mittelland (Fribourg canton) (46°48" N 7°00” E). The
75 ha-forest is located at an altitude of 575 m above sea
level (asl) on a plateau made up of fresh water molasse, and
the soil is mainly an acidic moder. It is 2 typical mixed forest,
with deciduous and coniferous trees species, such as Fagus
sylvatica, Picea abies, Pseudotsuga menziesii, Pinus sylvestris,
and Abies alba. The mean annual temperature is 9.4° and the
mean annual precipitation is 900~1000 mm. The reserve
was set up in 1979 by the Swiss Federal Institute for Forest,
Snow and Landscape Research and mushroom harvesting is
not allowed except for scientific investigations. Many studies
on fungal ecology and protection were carried out on the
site (Egli eral, 1990). The climatic data, ectomycorrhizal
communities and fungal species richness of the fungal reserve
were described by Egli & Ayer (1997) and Straatsma ez 4/.
(2001).

Sampling plots

Within the study site, two sampling areas were established.
Plot 59 (10 x 5 m) was used for sampling Laccaria amethystina
Cooke basidiocarps, whereas those of Xerocomus chrysenteron
(Bull) Quél. and X. pruinatus (Fr. and Hok) Quél. were col-
lected in the nearby plot 47 (10 X 10 m). Each of these areas
was chosen to have mature trees at their edges. Plot 59 com-
prised two 140-yr-old Pinus sylvestrisand two 40-yr-old Fagus
splvatica and several scattered young ecto- and endomycorrhizal
trees (F sylvatica, Corylus avellana, Acer pseudoplatanus, Sorbus
aucuparia, and Prunus padus) (Fig. 1). Trees present on plot
47 comprised four 140-yr-old Picea abies and three under-
storey 40-yr-old Fagus sylvatica (Fig. 2). Plot 47 is surrounded
by monospecific closed beech stands (E Ayer, pers. comm.).
Investigated plots were surrounded by 2 m high fences to
avoid all inconvenient influences by mushroom pickers and
large forest animals. The plot areas were gridded using pegs
planted every meter and location of collected basidiocarps
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Fig. 1 Schematic depiction of relative positions of Laccaria amethystina basidiocarps and genets plotted on the reference mapping of plot 59
(5 x 10 m) (La Chanéaz forest). Standing trees are represented by grey closed circles, diameters to scale. Pi, Pinus sylvestris; F, Fagus sylvatica;
C, Corylus avellana; A, Acer pseudoplatanus; S, Sorbus aucuparia; P, Prunus padus. Each blue (1997), red (1998) or green (1999) circle identifies
a basidiocarp. Basidiocarps belonging to the same genet are represented by closed circles and are indicated with bold letters. The shaded zones
encompass adjacent basidiocarps belonging to the same genets. Dotted lines connect different patches (ramets) of the same genet. Basidiocarps
from neighbour-joining grouping A are indicated by an asterisk; they showed a 39-59% similarity of their RAPD patterns.

were recorded with a precision of a few centimetres (< 5 cm).
Only fresh specimens without any signs of decay were
used.

Survey of basidiocarps

In 1997-99, the fruiting pcriod of L. rzmetbysrimz was from
early October to early November, whereas fruiting of X.
chrysenteron and X. pruinatus was from mid-August to mid-
November. The Xerocomus species were morphologically
identified according to Binder & Fischer (1997) and their
identification was confirmed by sequencing their nuclear
ribosomal internal transcribed spacer (ITS) and part of the
large 255 rDNA subunit (GenBank accession # AF402139
and AF402140). The sites were visited up to twice a week to
ensure an exhaustive sampling. In 1997, 1998, and 1999, we
sampled a total of 280 L. amethystina basidiocarps (Table 1).
The collection of X. ehrysenteron totalized 146 basidiocarps
(Table 1). Xerocomus pruinatus basidiocarps were rare and
only 10 were collected (Table1). After recording the
coordinates of collected basidiocarps on a sampling grid, they
were placed in a labelled plastic bag, transported to the
laboratory and stored at —20° within 2 h.

@ New Phytologist (2001) 152: 533-542  www.newphytologist.com

Molecular methods

Total DNA was extracted directly from basidiocarp tissues
using the hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)/
proteinase K protocol as described by Henrion et al. (1994).
PCR amplifications of the nuclear rDNA ITS and inter-
genic spacer 1 (IGS1) were carried out as described in Henrion
etal. (1992, 1994), except that a BIOMETRA Uno-
thermocycler system was used. RAPD was performed using
primers 174 and 157 at high annealing temperature (50°C)
according to Selosse eral. (1998). Amplification products
were separated by electrophoresis using 1.4% (w/v) Sigma
Wide Range agarose/0.8% agarose gel electrophoresis for 5 h
(120 V h7"y in a 1X TBE buffer system. Gels were stained with
ethidium bromide and photographed with a digital camera.
The amplified nuclear ribosomal DNA I'TS and IGS were
sequenced using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems Inc., Norwalk, USA), following the
manufacturer’s instructions. Reactions were then electro-
phoresed on either an ABI 373XL (at the Institut d’Ecologie
de I'Université de Lausanne) or an ABI Genotyper 310 (at
INRA-Nancy) automated sequencer (Applied Biosystems
Inc.). Gels were tracked using the ABI Prism Sequencing
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programme and raw sequence data were edited using the
Sequence Analysis (Applied Biosystems Inc.) or Sequencher
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, M1, USA) programmes.

Data and statistical analyses

The different L. amethystina basidiocarps were initially ana-
lysed by I'TS and IGS1 typing and genets were distinguished
by their RAPD patterns. We selected primers yielding both
reproducible and polymorphic variations with well defined
and darkly stained bands. RAPD were performed twice and
only the bands that reproduced consistently were scored for
each individual basidiocarp. Similar or identical samples
were checked against each other by comparing their
electrophoregrams side by side. Basidiocarps having identical
ITS, 1GS1 and RAPD banding patterns were regarded as
belonging to the same genet and were mapped according to
the distribution of collected basidiocarps. The area between
adjacent basidiocarps sharing identical DNA patterns was
assumed to represent the genet surface and the basidiocarps

°mn

represented by closed circles (dark blue,
1997, purple, 1998; dark green, 1999). The
shaded zones encompass basidiocarps
belonging to X. pruinatus large genet.

at the edge of this area were used to draw the borders of
genets.

RAPD was scored as presence (1) or absence (0) of a band
and a matrix of RAPD phenotypes was assembled. This rec-
tangular matrix of individual X RAPD marker containing the
band scoring information was transformed to resemblance
matrices using four distance and similarity coefficients: simple
matching, Sorensen and Jaccard similarity coefficients, and
Euclidean distance for binary data (SIMIL in the R package
4.0d3; Casgrain & Legendre, 2001) with similar results. A
dendrogram was constructed by unweighted pairgroup
method with arithmetic mean (UPGMA) from the similarity
matrices as a graphic representation of the relationships
between samples using the R package (Casgrain & Legendre,
2001). The binary data martrix was also used for UPGMA
and neighbour-joining (NJ) analyses in PAUP*4.08b (PPC/
Altivee) (Swofford, 1999). The effect of spatial separation
on generic structure was tested by a regular Mantel test
(Mantel & Valand, 1970) on the resemblance (RAPD pattern
similarity) matrix and a Euclidean martrix of metric distance

www.newphytologist.com © New Phytologist (2001) 152: 533542
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Table 1 Characteristics of the populations of

Laccaria amethystina, Xerocomus Samplings
chrysenteron, and X. pruinatus of the fungal
reserve La Chanéaz 1997 1998 1999 Total
Laccaria amethystina
Basidiocarps sampled 59 116 105 280
{GS1 and RAPD analyses 44 90 75 2092
Genets detected 36 69 52 157
Basidiocarps per genet 1.22 1.30 1.44 1.33
Proportion of distinguishable genets 0.82 0.77 0.69 0.75
Genets per ha per year 7200 13 800 10 400 10 467
Xerocomus chrysenteron
Basidiocarps sampled 39 56 51 146
IGS1 and RAPD analyses 39 56 51 146
Genets detected 1 1 1 1
Basidiocarps per genet 39 56 51 48
Proportion of distinguishable genets 0.02 0.01 0.02 0.02
Genets per ha per year 10 10 10 10
Xerocomus pruinatus
Basidiocarps sampled 7 2 1 10
IGS1 and RAPD analyses 7 2 1 10
Genets detected 1 1 1 1
Basidiocarps per genet 7 2 1 33
Proportion of distinguishable genets 0.14 0.5 1 0.3
Genets per ha per year 10 10 10 10

aAs a result of PCR failures, some of the basidiocarps produced no or poor resuits.

between individual basidiocarps (MANTEL module in the
R Package). The significance of the correlation between
the two matrices was tested by 999 random permutations
of the similarity matrix to generate a null distribution of cor-
relation coefficients (z-values). A significant result was
inferred if > 95% of the randomly generated statistics were
greater than the observed value. Tests for goodness of fit to
Hardy—Weinberg equilibrium were computed in POPGENE
(Yeh et al., 1997).

Results

Genetic structure and spatial distribution of
Laccaria amethystina

Most of the basidiocarps were clustered in the westward part
of the plot (Fig. 1). Genetic variability of the L. amethystina
population was initially assessed by investigating the size
polymorphism of the IDNA ITS and IGS1, regions showing
intraspecific variabilicy within Laccaria spp. (Henrion et al.,
1992; Selosse et al., 1996, 1998; Gherbi ez 4l, 1999). No
size polymorphism was found in the I'TS (data not shown).
By contrast, three different IGS1 patterns, differring by
the number and size of the amplification products, were
identified from among the 209 basidiocarps analysed. IGS1-
type AA, presenting a single 700 bp DNA fragment, was
detected in 113 basidiocarps (54%). Type a4, having a single
DNA band at 760 bp, was found in 24 basidiocarps (12%).

© New Phytologist (2001) 152: 533-542  www.newphytologist.com

The remaining 72 analysed basidiocarps (34%) displayed a
heterotype Azwith two bands at 700 and 760 bp. Sequencing
of the two IGS1 types revealed a low divergence (0.8%) for
most of the sequence, but a 47-bp-indel similar to the one
observed in L. amethystina in the beech forest of Aubure
(Gherbi ezal, 1999). The IGS1 types were treated as
codominant biallelic markers in a test for Hardy—Weinberg
equilibrium expectation in the 209 isolates. Isolates which
possessed a single band (700- or 760-bp) were treated as
homozygotes (A4, a4) and isolates with two bands (700- and
760-bp) were treated as heterozygotes (Aa). A slight heter-
ozygote deficit was observed in the IGS1 locus (expected and
observed heterozygotes: 0.41 and 0.35, respectively; expected
and observed homozygotes: 0.58 and 0.64, respectively). A
Chi-square test returned the genotype distribution in the IGS1
locus to be significantly different from the genotype distribu-
tion under Hardy—Weinberg equilibrium (4.4%; P < 0.05).
The heterozygote deficit in the IGS1 locus suggests that
inbreeding may occur, although this process should be limited
by mating types. However, the significant level of heterozygosity
indicates that outcrossing, heterothallic reproductive mode
was taking place in this population.

Further molecular typing was carried out using RAPD to
ascertain the DNA diversity amongst collected L. amethystina
basidiocarps. The two chosen primers yielded 59 scorable
markers that ranged in size from 180 to 1200 bp. Up to 157
unique RAPD banding patterns were identified indicating the
existence of a large DNA variation in the analysed population.



Most of the DNA bands were only detected in a few basidio-
carps. Only two DNA fragments, generated by primer 157,
were found in all DNA samples. The mean ‘proportion of
distinguishable genets’ (i.e. total number of unique RAPD
patterns divided by the sample number) from this sample of
the population of La Chanéaz forest was 0.75 (Table 1). We
found a similar high value (0.61) in L. amethystina popula-
tions surveyed in a beech forest in the Vosges mountains
(north-eastern France) (Gherbi ez af, 1999).

Basidiocarps belonging to the same genet were not neces-
sarily collected on the same day. The persistence of basidio-
carps belonging to a discrete genet varied from 5 to 22 d.
Only six genets (< 4%) were detected for more than 1 yr
(Fig. 1). Genets 1, Q, U, and X were detected in both 1997
and 1998, whereas a single genet (i.e. R) was found in 1998
and 1999 samplings. The greatest distance separating two
basidiocarps belonging to the same genet and collected in two
consecutive years ranged from 0.3 (genet I) to 2.2 m (genet Q
& U). Basidiocarps of the largest genet, so-called S, were
sampled in 1997 and 1999 (Fig. 1).

The limits of L. amethystina intermingling individuals in
plot 59 were often blurred (Fig. 1). The average number of
basidiocarps per genet was 1.33 (Table 1). Even in areas of
high sampling density (e.g. coordinates B1, C1 and C2), most
genets were found only once. The largest genet (S) comprised
13 basidiocarps, all having the IGS1-type A4, and its two
main patches covered an area of ¢. 0.75 m? (coordinates
D2/D4). The average size (largest detectable distance across a
genet) of the 26 genets comprising more than one basidiocarp
was 1.1 m, ranging from a few cm (genet J, coordinates C1)
to 5.40 m (genet B, coordinates A1 to A7). Similarity between
genets was assessed by UPGMA (not shown) and NJ (Fig. 3)
analyses of RAPD patterns. These statistical analyses pro-
duced the same tree topology. Genets comprising at least three
basidiocarps formed easily distinguable clusters (labelled
shaded boxes in Fig. 3). However, the dendrogram illustrate
well the limited number of individuals sharing similar RAPD
phenotypes. As an example, the similarity of RAPD patterns
clustering at the top of the NJ tree (the so-called grouping A
including individuals C714, C807, B731, B817, B824, C802
and C810) ranged from 0.39 to 0.59. These statistical ana-
lyses confirmed the lack of a close genetic relationship between
most basidiocarps and genets, although breeding occurred as
suggested by the significant proportion of heterozygotes at the
IGS1 locus (see above). Some of the most divergent RAPD
patterns originated from adjacent basidiocarps (see coordi-
nates Bl and C1). The Mantel’s test showed no significant
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correlation between the spatial distance matrix and the sim-
ilarity matrix of RAPD patterns (r = —0.04, P= 0.13) suggest-
ing that spatial distance between basidiocarps plays a marginal
role in structuring this population.

Spatial distribution and DNA typing of Xerocomus
chrysenteron and X. pruinatus

Basidiocarps of X. chrysenteron, harvested from 1997 to 1999,
were scattered over plot 47 (Fig. 2), as it was recorded since
1992 (E Ayer, pers. comm.). By contrast, basidiocarps of X.
pruinatus were restricted to a surface of 40-m?, less than half
of the plot (coordinates H7 to A10). Amplification of the ITS
from X. chrysenteron and X. pruinatus generated a single
740 bp-band (data not shown). By contrast, the size of the
amplified IGS1 showed a great difference between the two
species. X. chrysenteron had a single IGS1 product of 500 bp,
whereas X. pruinatus had two bands of 800 and 900 bp.

RAPD typing and spatial distribution of genets

RAPD produced identical patterns, totalling 13 reliable markers,
for all X. chrysenteronbasidiocarps collected over the 3 yr survey.
This genetic homogeneity suggests the presence of a single
long-lasting individual in the plot covering a surface as large
as 100 m? (Fig. 3). An attempt to define the edges of this indi-
vidual was made during the autumn of 2000 by collecting five
basidiocarps outside plot 47: four in the northward adjacent
plot (up to 50 m), and one G0 meters south-eastward. An
additional 10 basidiocarps were collected inside the plot (data
not shown). The same IGS and RAPD patterns were found
for all basidiocarps. The maximum distance recorded between
two basidiocarps from this single genet was, thus, ¢. 110 m.

All X pruinatus basidiocarps collected inside plot 47 over
the 3 yr belonged to the same genet. The surface covered by
this individual was at least 40 m? and it was restricted to the
eastern part of the plot (Fig. 2). Five basidiocarps, collected
outside the plot in the autumn of 2000, belonged to four
different genets (data not shown) suggesting that this large
individual did not extend outside plot 47.

Discussion

Genet size in ectomycorrhizal fungi can reveal features of
colonization strategy and growth. Fruiting body and ectomy-
corrhiza surveys have shown that the size of the genets from
ectomycorrhizal fungi may vary with the forest age. It is widely

Fig. 3 Dendrogram constructed by neighbour-joining analysis showing the RAPD relationships among Laccaria amethystina basidiocarps
collected in plot 59 (5 x 10 m) of La Chanéaz forest. Analysis was conducted using the distance search algorithm of PAUP 4.0b8. Scale represents
0.01 changes. The letters indicate the IGS1 type (A, type AA; B, type aa; and C, type Aa), the following number stands for the sampling year
(7, 1997 8, 1998; 9, 1999) and the remaining numbers indicate the sample number. Genets comprising more than three basidiocarps are
indicated by shaded boxes. Grouping A which includes individuals showing a 39-59% similarity of their RAPD pattern is shown as a shaded
box at the tree top. The shaded box at the tree top indicates the grouping A referred to in Figure 1.
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believed that the presence of many small genets indicates
multiple spore establishment events and large genets reflects
predominant vegetative spread (Dahlberg & Stenlid, 1990,
1995; Dahlberg, 2001). Estimated densities of populations
range from 30 to 5200 genets ha™' depending on the spe-
cies and forest age (Gryta ez al, 1997; Gherbi ez al, 1999;
Dahlberg, 2001; Redecker et al, 2001). Populations of Suzllus
bovinus and S. variegatus in old conifer forests consist mostly
of discrete, large (up to 27 m) and old (> 150 yr) genets which
do notseem to intermingle (Dahlberg & Stenlid, 1994, 1995;
Dahlberg, 2001). One of the largest genet of ectomycorrhizal
fungi to date (300 m?2) has been found in Suillus pungensin a
Bishop pine forest in coastal California (Bonello et 4/, 1998).
It was thus thought that vegetative growth and dissemina-
tion over long periods dominate over spore colonization in
established forests typified by canopy closure, lack of young
trees, and organic N-rich litter (Dahlberg & Stenlid, 1995).
However, recent studies (Gherbi ez al, 1999; Redecker ez al,
2001) have demonstrated that undisturbed mature forests
may host fungal populations characterized by numerous,
short life-span genets relying mainly on spore dissemination
for local colonization. Initial genet recruitment from spores
followed by vegetative spread (large, old genets) and repeated
recruitment from spores (small, short life-span genets) may be
considered as two extremes of a continuum rather than as
two clearly distinct recruitment patterns in ectomycorrhizal
basidiomycetes.

As spatial structuration of populations of ectomycorrhizal
fungi differs between taxa (Dahlberg, 2001), we have analysed
populations of three ectomycorrhizal basidiomycetes, Lac-
caria amethystina, Xerocomus chrysenteron, and X. pruinatus in
the undisturbed mixed forest of La Chanéaz. The investigated
stands comprised 40-yr-old and 140-yr-old conifer and hard-
wood species, together with a few young, mainly endomy-
corrhizal, trees. Molecular typing of sampled basidiocarps
revealed two constrasting genetic structures for these species.
Both X. chrysenteronand X. pruinatus populations consisted of
a discrete, large genet. Assuming a mean growth rate of 0.5 m
per year for the underground mycelium of ectomycorrhizal
fungi (Dahlberg & Stenlid, 1994; Bonello ez af, 1998; Selosse
et al., 1998), the founder of the 110 m-large X. chrysenteron
clone probably associated with the older Picea abieswhen they
established 140-yr-ago. The closely related species X. pruina-
tus also formed large clones (40 m? in the same plot. X.
chrysenteron collected in the beech forest of Aubure (Vosges)
(Gherbi eral, 1999) also pertained to a single large genet
(> 100 m?) (H. Gherbi & E Martin, unpublished). These
results were consistent with the findings of Dahlberg &
Stenlid (1994, 1995) showing that, although they produce a
considerable number of spores, many boletoids extend mostly
by vegetative growth and the genet establishment from spore
germination progressively decreased in the ageing population.
Their capacity to develop extensive hyphal cords probably
enables the large genets to visit the roots of more trees and to
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pool more total C than species which are more common, but
produce smaller genets (Bonello ez al, 1998).

By contrast, the L. amethystina population was made of
numerous discrete genets (up to 13800 ha™'). Among the
analysed genets, only 4% of the identified genets fruited the
following years suggesting a considerably large mortality of
genets. The genet size varied from the mere diameter of the
basidiocarp (i.e. c. 2—4 cm) to 5.40 m in length. The present
results are in agreement with a previous survey carried out in
a different habitat, a 150-yr-old monospecific beech forest
situated at an altitude of 1000 m asl (Gherbi ez 2/, 1999). In
the latter study conducted in the Vosges mountains (north-
eastern France), L. amethystina populations exhibited up to
5200 short life-span, small-size genets per ha. The dramatic
renewal of genets suggested a recolonization of the site by new
genets each year and /or erratic fruiting of ‘crypric’ below ground
genets (Gherbi ez al, 1999). The numerous L. amethystina
genets are likely to have arisen from repetitive establishment
from basidiospores, as suggested by their small size. Large
amounts of feeder roots with high turnover rates (Vogt ez 4/,
1986) give constant opportunities for ectomycorrhizal fungi
to become established (Kranabetter & Wylie, 1998). The
growth pattern of L. amethystina suggests that these new host
root tips are colonized each season, the spreading of the new
genets probably following the elongation of roots. In situ-
ations with strong intraspecific competition we could expect
a reduced clonal diversity because fewer fitter genets would
predominate. Yet, a high DNA diversity was maintained at
both sites analysed (i.e. Aubure and La Chanéaz). Obviously,
none of the genet produced sufficient clonal offspring to con-
tribute to its predominance.

Colonization by numerous small-sized genets, with high
fruiting rates, is reminiscent of young natural populations
of ectomycorrhizal fungi (e.g. Suillus bovinus (Dahlberg &
Stenlid, 1990); Laccaria bicolor (De la Bastide et al, 1994;
Selosse ez al., 1998, 1999) and Hebeloma cylindrosporum (Gryta
et al, 1997; Guidot et al., 2001)). This population structure
was postulated to arise in recently established or disturbed
stands (Dahlberg & Stenlid, 1995). Recent investigations have
however, shown that this ‘early stage’” population structure
is also found for ectomycorrhizal basidiomycetes in closed
undisturbed forest settings (Gherbi ez al, 1999; Zhou ez 4l
1999, 2001; Redecker et al,, 2001).

The population structure may depend on: the dispersal of
the spores; the extent of growth of the monokaryotic myc-
elium (that germinated from the basidiospores of the previous
seasons) and the opportunities for mating between compatible
monokaryotic mycelia that thus occur; and the persistence
of the below-ground mycelia. The spatial distribution of
H. cylindrosporum (Guidot et al., 2001) and Suillus greville
(Zhou et al,, 2001) genets in the soil showed that the develop-
ment of basidiocarps was tightly correlated with that of the
extramatrical and ectomycorrhizal mycelia of the same genet.
Disappearance of basidiocarps of these species at a given place
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was associated with the disappearance of the corresponding
subterranean mycelia within 1 yr. If this behaviour is also true
for L. amethystina, basidiocarp analysis appears to reflect
both the genetic diversity and the spatial structure of its sub-
terranean populations.

Microsite heterogeneity which promotes the coexistence of
genets through diversifying selection has been hypothesized to
account for the mechanisms underlying the maintenance of a
high level of genotypic diversity in fungal species (Frankland,
1998). Because Xerocomus species have been able to main-
tain a clonal structure for decades, this hypothesis alone is
insufficient to explain the high genetic diversity of genets in
aged forest ecosystems. The fact that the investigated stands
are included in a fungal reserve protected by a fence precludes
any major perturbation related to large animal and human
activities.

The low similarity between RAPD patterns (Fig. 2) and the
low correlation between spatial distance separating basidio-
carps and the RAPD similarity matrix (Mantel’s test) indicate
that L. amethystina genets found on plot 59 did not arise
from a common (or a few) colonization event. These results
suggest that establishment of novel genets and colonization
of host root tips are largely a stochastic process, with much
spore dispersal occurring on a scale greater or equal to that
of this study (50 m?). The results of this study are somewhat
at odds with the allelic analysis on S. grevillei (Zhou ez 4.,
2001) which has shown that the spread of alleles within and
between populations might be by repeats of short-distance
spote dispersal.

In conclusion, the prominent role of the sexual spore repro-
duction over the perennial spread of the vegetative mycelium
in the soil for ectomycorrhizal species, such as L. amethystina,
is not restricted to pioneer situations, but is found in stable
established forest ecosystems. These species are able to estab-
lish novel genets from spores repeatedly over several decades
without apparent perturbation of the sites and/or host plant
genetic structure. This suggests a rapid alteration of the sub-
terranean parts of L. amethystina genets and a constant colo-
nization of new feeder roots. Knowing the spatial structure of
the studied populations through the fruiting body location
will facilitate the characterization of their genetic structure at
the level of ectomycorrhizal roots and extramatrical hyphae
using codominant genetic loci (Guidot ez al, 2001). So far,
investigations on populations of ectomycorrhizal fungi have
mainly been descriptive or correlative and no experimental
study has yet been performed to manipulate these popula-
tions. Identification of causal processes controlling the
dynamics and structure of ectomycorrhizal populations will
advance our understanding of forest ecosystems.

Supplementary Material

A map showing the location of study sites, photographs of the
ITS and RAPD gels, DNA sequences, distance matrices and
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UPGMA and NJ trees are available at the following URL:
htep://mycor.nancy.inra.fr/Aubure/Aubure. html
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RESUME

La symbiose ectomycorhizienne est une relation intime qui s’établit entre certains
~groupes de champignons et les racines de la plupart des arbres en climat tempéré.
Dans les foréts de nos régions, elle joue un role €cologique prépondérant,

S’il est établi que les espéces de champignons symbiotiques se succedent souvent
selon certains schémas, plus ou moins variables, suivant I’évolution de la forét, la
succession ou le maintien des populations qui composent chaque espéce est un
domaine encore peu exploré. Or, la connaissance de la structure spatio-temporelle
des populations des champignons ectomycorhiziens est essentielle pour
comprendre comment chaque espéce s’établit, perdure et disparait. Elle permet aussi
d’inférer leur mode de reproduction par I’analyse de la variation génétique.

Dans la forét de la réserve mycologique de la Chanéaz (Suisse, canton de
Fribourg), les populations de trois especes de Basidiomycetes ectomycorhiziens
Laccaria amethysting, Xerocomus chrysenteron et Xerocomus pruinatus ont €t¢
intensivement €tudiées pendant trois ans.

{’analyse génétique, conduite par différentes méthodes moléculaires
(amplification des régions ITS et IGS1 de I’ADN ribosomal, amplification aléatoire
de nombreux fragments - RAPD) a permis de révéler la structure génétique de ces
trois especes dans des parcelles d’étude, ainsi que son évolution.

Nous n'avons trouvé qu'un seul profil par espece chez Xerocomus chrysenteron et
Xerocomus pruinatus, dans une parcelle d'étude de 100 m?. Chez Xerocomus
chrysenteron en particulier, les 146 champignons récoltés en trois ans €taient
génétiquement identiques, laissant supposer un mycélium souterrain trés étendu (en
tout cas de 100 m?), et par conséquent trés ancien.

> La persistance de ces deux espéces serait essentiellement due a la eroissance végétative du
mycélinm, alors que la reproduction sexuée semble intervenir rarement.

Contrastant avec ces résultats, la population de Laccaria amethysting a montré une
diversité génétique élevée, puisque nous avons pu distinguer 157 génets dans une
parcelle de 50 m?, avec un fort renouvellement chaque année. Chez cette espece,
presque chaque champignon est un «individuy distinct de son voisin, méme proche,
dont le mycélium n’atteindrait que rarement une taille supérieure a quelques cm?.

> La reproduction sexuée, par les spores, semble 8tre le moyen de reproduction privilégié,
alors que la croissance végétative du mycélium parait limitée.

Dans la forét de La Chanéaz, les caractéristiques génétiques
intrinseques des espéces étudiées semblent jouier un role plus
important dans les stratégies de colonisation et de muintien
que ne le fait 'habitat.

Mots-clés: ectomycorhize, génotypes, Laccaria amethystina, Xerocomus
chrysenteron, Xerocomus pruinatus, génétique des populations, structure des
populations, RAPD, ADN ribosomal.
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