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I. Introduction

Les truffes sont des champignons ascomycétes ectomycorhiziens réalisant leur cycle de vie
dans le sol. Certaines espeéces sont reconnues dans le monde entier pour leur valeur
gastronomique et leur réputation de produit de luxe (Hall et al, 2007) comme Tuber
melanosporum la truffe noire du Périgord, Tuber aestivum la truffe de Bourgogne, Tuber
magnatum la truffe blanche d’Alba et Tuber borchii la truffe blanchette. En particulier, la
délicatesse de I'arome et la rareté de la truffe Noire du Périgord ou « diamant noir » en font un
produit d’exception a haute valeur marchande trés convoité, dont le prix au kilo peut atteindre
jusqu’a 2500 euros sur certains marchés, bien que son prix moyen en 2012 était d’environ 800
euros le kilo (Olivier et al, 2012). La France, I'Italie et 'Espagne sont les principaux producteurs
mondiaux puisque la truffe noire se développe préférentiellement en climat méditerranéen.
Cependant, actuellement la production de truffes en France est moindre par rapport a celle du
début du siécle dernier. En effet, en 1914 la France a produit 985 tonnes de truffes, mais
I'industrialisation de I'agriculture ainsi que la préférence des agriculteurs pour des modes de
culture a court terme, l'exode rural et le reboisement par manque d’entretien des truffiéres
naturelles ont beaucoup affecté ce rendement en augmentant les surfaces de foréts « fermées » et
en favorisant ainsi d’autres espeéces fongiques. En effet, de nos jours la production francaise
annuelle de truffes n’est estimée qu’a environ 50 tonnes, avec des variations pouvant aller de 15 a
70 tonnes selon les années (Olivier et al, 2012). La production reste en effet aléatoire puisqu’elle
est étroitement liée aux aléas climatiques, la truffe étant sensible a la sécheresse et au gel.
Cependant, les variations climatiques n’expliquent pas entiérement les aléas de la production et de
nombreux facteurs restent encore méconnus (Le Tacon et al, 2014). Afin de limiter les variations
naturelles de la production dues a une mycorhization trop faible et aléatoire, dés 1973 les centres
INRA de Bordeaux et Clermont-Ferrand ont développé des plants truffiers qui ont ensuite été
commercialisés sous licence, permettant ainsi de palier au déclin de la production truffiere en
augmentant considérablement le nombre de plantations en France (Olivier et al, 2012). Ainsi,
chaque année, environ 1 000 ha sont plantés, soit environ 300 000 arbres (Rousset-Rouard et al,
2008), et les truffiéres naturelles ne représentent plus que 10% de la production totale (Mello et al,
2006). Malgré une inversion de la tendance ces derniéres années, la production truffiére est encore
bien loin d’avoisiner les 1 000 tonnes par an du début du siecle, alors que la surface ne cesse de
s’étendre et que la France compte quelques 20 000 trufficulteurs. Bien que la mycorhization
controlée permette une meilleure production dans les truffiéres artificielles, la plantation d’arbres

truffiers reste encore trop souvent infructueuse et de nombreux facteurs responsables de la
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Figure 1 : Situation de la truffe noire du Périgord Tuber melanosporum dans la classification des champignons

(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) : Les truffes font parties des Eumycétes, ils appartiennent

a la classe des Septomycetes et au groupe des Actinomycetes.

Figure 2 : Observation a la loupe binoculaire de mycorhizes de Tuber melanosporum résultant de I'inoculation
d’un plan de charme (Claude Murat)
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formation des corps fructiferes restent encore a découvrir. Notamment, ces derniéres années, il a
été découvert que les différentes espéces de truffes hébergeaient entre un et dix millions de
bactéries (Barberi et al, 2007). Plusieurs séries de travaux menés sur les truffes blanches T. borchii
et T. magnatum suggeérent que ces microorganismes pourraient avoir un impact sur le cycle de vie
de leur hote (Sbrana et al, 2002 ; Barbieri et al, 2007). Moins d’informations sont disponibles
concernant la truffe noire T. melanosporum. Une étude récemment réalisée au sein de mon
laboratoire d’accueil a montré que T. melanosporum était aussi étroitement associée a des
communautés bactériennes complexes (Antony-Babu et al, 2013). Toutefois I'impact de ces
communautés bactériennes sur le cycle de vie du champignon reste inexploré et a été I'objet de

mes travaux de recherche.

1. Biologie de la truffe
a. Taxonomie
Les truffes forment une vaste famille, dont le genre Tuber comprend 227 espéces répertoriées

(Olivier et al, 2012). Elles font partie des champignons « vrais » : les Eumycétes (cf. figure 1). En
effet, ce sont des Eucaryotes pluricellulaires hétérotrophes qui ne produisent pas de chlorophylle.
Plus précisément, ils appartiennent a la classe des Septomycetes puisqu’ils possedent des hyphes
septés. Enfin, ce sont des Ascomycetes car ils forment des spores a 'intérieur d’asques, permettant
ainsi leur propagation (Riousset, 2001). Parmi toutes les espéces de truffes connues, les plus
prisées sont la truffe blanche du Piémont T. magnatum et la truffe noire du Périgord T.
melanosporum, aux intéréts culinaires prestigieux qui leur permettent de dominer les marchés
(Martin et al, 2010). Toutefois, d’autres truffes telles que la truffe de Bourgogne T.
aestivum/uncinatum, T. brumale, T. mesentericum et T. borchii sont également commercialisées.
Les aires de répartitions de ces différentes espéces varient d'une espece a 'autre : T. magnatum et
T. melanosporum sont naturellement présentes essentiellement dans le sud de I'Europe alors que
les truffes mésentériques et de Bourgogne sont retrouvées plus au nord, notamment en Lorraine.
b. La truffe, un champignon symbiotique

Les truffes sont des champignons hypogés, dont I'appareil végétatif, issu de la germination des
ascospores, comporte des filaments haploides ramifiés trés fins formant le mycélium en 6 a 12
semaines, qui se développent dans le sol et puise les nutriments dont il a besoin, mais aussi pour
rejoindre de jeunes racines hotes (Riousset et al, 2001). En effet, la truffe forme des mycorhizes,
C’est-a-dire des associations symbiotiques étroites avec I'appareil racinaire de certains arbres (cf.
figure 2). Plus précisément, c’est un champignon ectomycorhizien, c’est-a-dire qu’il entoure les
racines d’espéces ligneuses en formant un manchon : le réseau de Hartig, sans toutefois pénétrer

les cellules ni la partie centrale de la racine (Hacquard et al, 2013). Il possede un large spectre



Figure 3 : Photographie d’'un chéne pédonculé présentant un briilé caractéristique dii a la mycorhization par
Tuber melanosporum (Claude Murat)

Peridium brun verruqueux
Gleba brune
Veines contenant les spores

Figure 4 : Observation d'une coupe d’ascocarpe de Tuber melanosporum montrant ses différents tissus
(http://www.truffeculture.com/) : On observe ici le peridium verruqueux noir brunatre et la gleba blanche puis
brune a maturité contenant des veines fines et nombreuses, rougeatres a maturité.

. 8

Figure 5 : Observation microscopique de spores de Tuber melanosporum contenues dans des asques
(www.pepinierestenoux.fr/)
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d’hotes, s’associant notamment au chéne, arbre assurant la meilleure production, mais aussi au
noisetier, qui a 'avantage d’avoir une croissance rapide. On peut également le retrouver en
association avec de charmes, tilleuls, bouleaux, cistes, chataigniers, pins ou cédres (Riousset et al,
2001). Ces derniers sont de faibles consommateurs d’eau, ce qui est favorable au développement
des corps de fructification des truffes (Rousset-Rouard et al, 2008).

Cette interaction permet d’une part au champignon de bénéficier des réserves glucidiques de
'arbre acquises au cours de la photosynthése, et lui procure donc un apport en carbone (Gryndler
et al, 2013). D’autre part, l'arbre tire bénéfice de cette association a travers 'apport en nutriments,
la truffe apporte également une certaine protection vis-a-vis des stress qui pourraient survenir
(hydrique, toxicité des métaux, parasites) (Olivier et al., 2012). Autour des arbres hébergeant des
Tuber, on peut généralement observer des zones caractéristiques sans végétation, les « briilés »
(Mello et al, 2010). Ces briilés pourraient étre dus a certains métabolites et composés volatiles
toxiques produits par les truffes qui auraient un effet herbicide et pourraient aussi changer les
propriétés édaphiques du sol, inhibant ainsi le développement des plantes voisines (cf. figure 3).
Cet effet allélopathique aurait pour conséquence de diminuer la compétition pour I'eau et les
nutriments vis-a-vis des herbacés et des Basidiomycetes (Mello et al, 2010).

c. Développement et morphologie de ’ascocarpe

A partir des filaments mycéliens de la truffe, se forme le jeune ascocarpe appelé primordium,
C’est-a-dire la partie reproductrice du champignon (Riousset et al, 2001). Il est constitué d’'une
partie centrale, la gleba, marbrée de lignes sinueuses formant les veines a I'intérieur desquelles se
forment les asques et les ascospores au cours de la maturation (Riousset ef al, 2001). La partie
externe est formée par le peridium, constitué de cellules mortes faisant partie de l'appareil
végétatif.

Chez T. melanosporum, décrite pour la premiére fois en 1831 par Vittadini, 'ascocarpe est
arrondi ou irrégulier, mesurant généralement entre 2 et 10 cm (cf. figure 4). Il est constitué d'un
peridium verruqueux noir brunétre et d’'une gleba blanche puis brune & maturité contenant des
veines fines et nombreuses, rougeatres a maturité (Olivier ef al, 2012). On peut la différencier des
autres especes moins prisées par son odeur de musc et d’humus, mais aussi par observation
microscopique des spores, qui sont ellipsoides et brun sombre. On peut aussi réaliser une PCR
afin de différencier les espéces les plus semblables, comme T. melanosporum et Tuber indicum. On
en compte entre une et six par asque (cf. figure 5) (Riousset et al, 2001).

d. Cycle de vie de la truffe noire du Périgord
Chez T. melanosporum, la germination des spores se fait en mars, puis le mycélium croit et

rejoint les racines. La formation des « truffettes » commence alors dés le mois de juin, puis celles-



Figure 6: Cycle de vie de Tuber melanosporum (http://truffesnoires-lalbenque.com/) : En février les spores
sont libérées dans le milieux, puis il y a germination du mycélium qui croit jusqu’a atteindre les racines de I'arbre hote
avec lesquelles il forme une association symbiotique : les mycorhizes. En mai a lieu la fécondation qui aboutit a la
formation des truffetes, qui vont se développer jusqu'a atteindre leur pleine maturité en Janvier.
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ci se développent jusqu'a former la truffe, qui atteint sa pleine maturité au mois de janvier. Les
spores, provenant de I'appareil reproductif maternel sont alors libérées de I'ascocarpe, et leur
rencontre avec une structure paternelle (de provenance inconnue) conduit a la formation du corps

fructifére.

2. Fonctionnement d’une truffiére artificielle
Aujourd’hui, I'essentiel de la production de truffes noires du Périgord provient de truffiéres

artificielles, les truffieres naturelles ne représentant que 10% de la production annuelle sur le
marché. Lors de la mise en place d’'une truffiére, le premier élément a prendre en compte est la
localisation de celle-ci. En effet, bien que retrouvée sous des climats trés variés, la truffe noire a
besoin préférentiellement d’'un climat continental & méditerranéen (Riousset et al, 2001). En effet,
lors de I'induction au printemps, le climat doit rester doux et humide, tandis que I'été les périodes
de sécheresse doivent étre évitées ainsi que les gelées durant ’hiver (Coquelin et al, 2007). D’autre
part, la truffe peut croitre dans milieux tres différents, les criteres a respecter dans tous les cas
étant le substratum calcaire ayant un pH compris entre 7,5 et 8 et le sol drainant, aéré et
perméable a I'eau (Riousset et al, 2001). Elle peut pousser dans des sols pauvres ou fertiles, en
général, la composition minérale est équilibrée avec un certain déficit en phosphore et en matiére
organique, et le rapport C/N est environ de 10 (Riousset et al, 2001).
a. La mycorhization contrdlée

Afin d’augmenter les chances de production, 'INRA a mis en place une technique de
mycorhization controlée consistant a provoquer la mycorhization des racines de I'arbre hote par le
mycélium de la truffe, tout en évitant I'invasion par d’autres champignons symbiotiques
(Chevalier et Frochot, 1997). Pour cela, une solution de spores est préparée par broyage de truffes
matures, puis inoculée sur des graines. Ces graines seront alors semées sur un substrat stérile,
présentant les propriétés idéales a la mycorhization, c’est-a-dire calcaire, alcalin et drainant. Un
suivi microscopique est ensuite réalisé pour s’assurer du bon développement des mycohizes, qui
doit se faire entre 6 et 8 mois, puis les jeunes arbres sont plantés sur le site de la truffiere
(Chevalier et Frochot, 1997). La truffiere commencera a produire entre 5 et 8 ans plus tard, et ce
pendant 20 a 50 ans. Les truffes noires se récolteront alors de décembre a mars chaque année
(Rousset-Rouard et al, 2008) (cf. figure 6). Certaines truffes matures sont souvent laissées
volontairement sur le terrain afin de libérer les spores qu’elles contiennent et permettre une bonne
induction les années suivantes (Coquelin et al, 2007).

b. Entretien du terrain
Les truffes étant sensibles aux trop grandes sécheresses et chaleurs durant I'été, il est d’usage

de travailler le sol, ce qui pourrait permettre de limiter son échauffement et I'évaporation de I'eau
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(Coquelin et al, 2007). De méme, un arrosage modéré des arbres serait a privilégier en fonction
des conditions météorologiques, sans laisser la truffiere sans apport d’eau pendant plus de trois
semaines. La taille des arbres pourrait également étre importante afin de préserver un milieu
ouvert a l'air et a la lumiére (Rousset-Rouard et al, 2008). Cependant, méme si ces pratiques sont
courantes en trufficulture, la validité de ces recommandations reste a étre prouvées

scientifiquement.

3. La truffe, un habitat spécifique pour les bactéries
Afin de permettre une meilleure gestion des truffieres, il est nécessaire de mieux connaitre

*écologie de la truffe noire afin de permettre une meilleure maitrise des facteurs clés liés au cycle
de vie de celle-ci. Cest pourquoi de nombreuses études sont actuellement réalisées sur les
méthodes d’inoculation des plants des truffieres artificielles, le cycle de vie des truffes ainsi que sur
les communautés microbiennes associées aux truffes.

Des analyses précédentes de type pyroséquengage et empruntes moléculaires ont montré que
des bactéries colonisaient les mycorhizes et les ascocarpes de T. melanosporum, que ce microbiote
était différent de celui du sol et qu’il évoluait selon le stade de maturation de I'ascocarpe (Antony-
Babu et al, 2013). En effet, dans le sol environnant, on s’apercoit figure 7 que les Bacteroidetes sont
dominants, tandis que dans la gleba, au centre de I'ascocarpe immature, ce sont les beta-
Proteobacteries qui dominent (c¢f. tableau I). On note par ailleurs un enrichissement de certains
genres bactériens dans 'ascocarpe par rapport au sol, ainsi qu'une variation de la composition des
communautés bactériennes en fonction de la saison et du stade de maturité. Les communautés
bactériennes du sol étant plus proches de celles du peridium et des mycorhizes que celles de la
gleba, cela pourrait suggérer qu’elles seraient recrutées a partir du sol. La différence de
composition de communautés bactériennes entre 'ascocarpe et le sol environnant traduit une
sélection de certains genres bactériens. On peut émettre 'hypothese que ces bactéries pourraient
participer au développement du corps fructifére. La présence de souches bactériennes ayant un
impact positif sur les champignons auxquels elles sont associées est déja bien documentée (Frey-
Klett et al, 2007), majoritairement sur des Basidiomycetes mais aussi chez T. borchii, (Sbrana et al,
2000), ou des Peudomonas ayant une activité anti-pathogene ont été découverts. Ces bactéries,
appartenant aux phyla des Proteobacteries, Firmicutes ou Actinomycetes majoritairement, sont
également retrouvées a lintérieur de la truffe, ceci renforce 'hypothése qu’elles pourraient jouer
un rdle dans le développement de I'ascocarpe. Dans d’autres systemes ces groupes bactériens ont
le plus souvent été associés a des fonctions de mobilisation des nutriments du sol, les rendant ainsi
accessibles aux champignons, mais aussi de fixation d’azote atmosphérique et de lutte contre les

pathogeénes racinaires (Frey-Klett et al, 2007). Elles favoriseraient également la germination des



spores, la croissance du mycélium, la détoxification du sol et la formation de mycorhizes (Frey-
Klett et al, 2007). Cependant, bien que des éléments de preuve de ces fonctions aient été trouvés
chez des bactéries associées a des Basidiomycetes, ces expériences n’ont pas encore été menées sur
la truffe noire du Périgord. C’est pourquoi il est important d’approfondir les recherches sur le
sujet afin de permettre a long terme de mieux connaitre les conditions optimales de culture de la
truffe notamment en expérimentant si I'inoculation de mélanges bactériens a proximité de
mycélium pourrait améliorer la production. Dans ce contexte, comprendre pourquoi et comment
cette niche se crée ainsi que la nature des interactions existant entre ces communautés
bactériennes et les truffes devient pertinent.
a. Les facteurs potentiels de sélection bactérienne

Des analyses chromatographiques et spectrométriques ont prouvé que les organes de T.
melanosporum différent par leur composition biochimique (Harki et al, 2006). En effet, les
ascocarpes contiennent majoritairement des glucides, protéines, lipides, et composés soufrés
tandis que les ectomycorhizes sont enrichis en glucides simples, des acides aminés, des acides
organiques et des acides gras (Harki et al, 2006). La sélection de certains taxons bactériens par la
truffe pourrait donc étre due en partie a la capacité a consommer les métabolites particuliers
accumulés dans la truffe.

La variabilité des communautés bactériennes en fonction du stade de maturation pourrait
aussi s’expliquer par le contenu métabolique de ces truffes puisque les truffes immatures
contiennent surtout des protéines alors que dans les truffes matures, le glucose, le mannose et le

rhamnose prédominent (Harki et al, 2006).

D’autre part, les Actinomycetes, groupe trés répandu dans les sols, produisent un large
éventail de métabolites secondaires, dont des antibiotiques permettant d’empécher la croissance
de microorganismes. Ces bactéries étant également enrichies dans les ascocarpes de truffes
(Antony-Babu et al, 2013), les Actinomycetes pourraient participer a la diminution de la
biodiversité au sein de la gleba a travers la production de molécules anti-microbiennes. Cette
hypothese est appuyée par le fait que lors d’un criblage réalisé avec des sondes GeoChips (Antony-
Babu et al, 2013) ciblant des genes provenant d’Actinobacteries et de Bactéroidetes, de nombreux
geénes de résistance aux antibiotiques ont été retrouvés. Ce phylum pourrait jouer un réle de
sélection, empéchant ainsi la colonisation par des bactéries ne possédant pas de genes de

résistance.



N, atmosphérique

Dénitrification Assimilation

Figure 8

Cycle de l'azote: L’azote atmosphérique est assimilé par les organismes, il se retrouve alors dans la matiére
organique. Des bactéries peuvent alors transformer les composés azotés en ammoniac par ammonification, puis en
nitrate par nitrification. Le nitrate peut par la suite étre a nouveau transformé en azote atmosphérique grace a des
bactéries dénitrifiantes.
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b. Roles potentiels des bactéries dans le cycle de vie de la truffe
La truffe comprenant un microbiote particulier par rapport a celui du sol environnant, il serait

utile de savoir s’il peut apporter des avantages a celle-ci, comme les microbiotes associés a d’autres
champignons (Frey-Klett et al, 2007). En effet, des études récentes ont montré une corrélation
entre la productivité des truffieres et les genres bactériens présents (Mello et al, 2010), puisque les
zones productives comportaient des microorganismes non présents dans les zones moins
productives. Par exemple, en réalisant une analyse de diversité basée sur le séquencage d’ADN 16S
et 18S sur des truffieres séparées en fonction de leur productivité, ces chercheurs ont remarqué
que les zones productives étaient notamment associées a la présence d’'une espece bactérienne
Moraxella osloensis ainsi que certains champignons, contrairement aux zones moins productives.
Il est donc possible que cette espece bactérienne puisse avoir un impact positif sur le
développement et la maturation des ascocarpes puisqu’en sa présence la productivité est favorisée.
Cependant, il se pourrait que ce ne soit pas la seule bactérie a favoriser le développement des
truffes. En effet, des études sur une autre espece de truffe, T. borchii, ont révélé que 50% des
souches de Pseudomonas étudiées étaient capables de produire des métabolites stimulant le
développement du mycélium de la truffe in vitro. D’autre part, celles-ci produiraient des composés
antifongiques, permettant d’éviter la colonisation fortuite par des champignons contaminants

(Sbrana et al, 2000).

Réle potentiel dans la nutrition

L'utilisation de puces a ADN sur des échantillons récoltés dans les truffes a permis de mettre
en évidence la présence de génes codant pour des enzymes impliquées dans les cycles du carbone,
de I'azote et du phosphore (Antony-Babu et al, 2013). Ces résultats suggérent la participation des
communautés bactériennes a la nutrition du champignon par solubilisation des nutriments non
accessibles directement par la truffe, comme par exemple le phosphore ou le fer, Il a déja été
prouvé chez la truffe blanche T. magnatum que certaines Actinobacteries présentes au sein de la
truffe solubilisaient in vitro le phosphate et le fer, et ce de fagon plus importante en présence de
tréhalose et mannitol, glucides principaux composant la trufte (Pavic et al, 2013).

Par ailleurs, des données préliminaires suggérent que 'azote utilisé par I'ascocarpe au cours de
son développement provient du sol via les mycorhizes (Le Tacon et al, non publi¢). Dans ce
contexte, la présence de bactéries capables de mobiliser I'azote inorganique dans leur voisinage
pourrait favoriser la nutrition de l'ascocarpe. D’ailleurs, des chercheurs ont observé que deux
bactéries associées a T. magnatum, Curtobacterium flaccumfaciens et Rhodococcus sp. étaient

capables de réaliser 'ammonification in vitro (Pavic et al, 2013) (cf. figure 8), ce qui permettrait de



favoriser I'accessibilité de I'azote. D’autre part, le géne codant la nitrogénase permettant la fixation
de 'azote atmosphérique a été détecté chez des souches bactériennes colonisant les ascocarpes de
T. magnatum (Barbieri et al, 2010) et T. melanosporum (Antony-Babu et al, 2013). Barbieri et al
ont également évalué lactivité nitrogénase dans les ascocarpes de T. magnatum en dosant la
réduction de l'acétyléne en éthylene. Ils ont ainsi montré que 'azote atmosphérique était fixé au
sein des ascocarpes de T. magnatum par des bactéries du genre Bradyrhizobium. Toutefois, cette
technique ne permet pas de savoir si I'azote fixé par les bactéries est transféré ou non au

champignon.

Roéle potentiel dans la libération des spores

Lors d’'une analyse par puces a ADN des communautés bactériennes associées a T.
melanosporum, de nombreux genes impliqués dans la dégradation de la chitine ont été détectés
(Antony-Babu et al, 2013). Ces résultats suggeérent que les bactéries associées aux truffes auraient
un rdle dans leur maturation, et plus particulierement dans la libération des spores a travers la
dégradation de la paroi de I'ascocarpe. En effet, les parois fongiques sont composées en majorité
de chitine. Des tests fonctionnels ont déja été réalisés sur les bactéries de Tuber magnatum, et ont
prouvé que certaines Actinobacteria avaient la faculté de dégrader ces composés, et notamment C.
flaccumfaciens capable de décomposer la chitine, ainsi que des lipides et protéines (Pavic et al,
2013). Les souches bactériennes présentes dans la truffe ont donc potentiellement des activités
chitinolytiques puisque des génes permettant ces activités sont présents, cependant nous n’avons
pas encore la preuve de ces activités in situ.

c. Roles potentiels des bactéries associées aux truffes sur ’arome

L’arome de la truffe est une de ses caractéristiques principales, et 'atout pour lequel elle est si
convoitée en gastronomie. D’un point de vue écologique, les composés volatiles a la base de cet
ardme jouent un rdle important dans le cycle de vie du champignon en attirant les mammiferes et
les insectes qui disséminent ensuite les spores fongiques (Spivallo et al, 2014). Ces composés
volatiles pourraient également inhiber la croissance de certaines plantes et participer ainsi a la
formation des briilés (zones ou la croissance des herbacées est limitée), en évitant ainsi la
compétition pour les nutriments et pour 'eau vis-a-vis des végétaux, ainsi que le parasitisme de la
truffe sur les plantes herbacées non hotes (Mello et al, 2013).

11 est donc important de mieux connaitre les éléments permettant sa formation ainsi que sa
dégradation, afin de cultiver et conserver les truffes dans des conditions adéquates. De plus, le
phénomene de sélection bactérienne de 'ascocarpe pourrait également étre da a la présence de

composés spécifiques soufrés (Splivallo et al, 2014). Des chercheurs ont aussi remarqué que lors



d’un stockage de la truffe a température ambiante, 'arome était amplifié. La truffe comprenant
environ 107 bactéries par gramme, on peut se demander si les bactéries pourraient avoir un réole
potentiel sur la production de I'arome de la truffe (Bellesia et al, 2001). Des travaux ont révélé une
corrélation entre la concentration en thiophénes et la densité bactérienne (Splivallo et al, 2014). Ils
ont alors réalisé des expériences pour savoir dans quelle mesure étaient impliquées les bactéries
dans la production de I'ar6me, et ont découvert que l'utilisation d’antibactériens dans supprimait
la production de thiophéne, contrairement a lutilisation d’antifongiques. Concernant T.
melanosporum, I'analyse du génome a montré que le champignon possédait I'ensemble des genes
nécessaires a la production de composés volatiles sans I'implication de bactéries. En effet, elle
possede des genes impliqués dans l'assimilation du souffre ainsi que des enzymes
d’interconversion des acides aminés soufrés (Martin et al, 2010). La question du role des bactéries

dans la production de I'arome de T. melanosporum reste donc ouverte.

4. Objectifs du stage

L’existence de communautés bactériennes spécifiques associées aux mycorhizes et aux
ascocarpes de T. melanosporum étant désormais un fait avéré, il reste a découvrir d’une part, les
mécanismes de sélection de ces communautés bactériennes et d’autre part, leur impact sur le cycle
de vie de la truffe. Mon stage s’inscrit dans un projet de recherche plus large visant a répondre a
ces questions. A cette fin, une collection de bactéries a été réalisée préalablement a mon stage a
partir des différents compartiments de I'ascocarpe, la gleba (partie interne) et le peridium (partie
externe), ainsi que des mycorhizes et du sol environnant, afin d’étre testées du point de vue
fonctionnel puis comparées. Dans le cadre de ce projet, trois hypothéses non exclusives ont été
émises pour expliquer l'effet de sélection de communautés bactériennes spécifiques par le
champignon: i. lexistence d’interactions trophiques entre le champignon hote et les
communautés bactériennes, ii. une sélection indirecte par antibiose, iii. 'accumulation par le
champignon de métaux lourds toxiques pour certaines bactéries. Mes travaux se sont focalisés sur
ces deux premieres hypotheses. La seconde question posée dans ce projet de recherche est de
savoir si les bactéries associées a la truffe peuvent avoir un effet sur le cycle de vie du champignon.
Nous avons émis ’hypotheése que ces bactéries pourraient avoir un impact a plusieurs niveaux,
notamment sur la nutrition du champignon pendant le développement de I'ascocarpe, sur la
libération des spores et sur la production et la stabilité de 'ardme. Mes travaux se sont focalisés

sur ces deux premiers aspects.



Etape 1 Mélange PCR Par échantillon, en pL
5’ prime Master Mix 2,5X 10
Primer 27F 10uM 1
Primer 907R 10uM 1
H20 11
+ suspension cellulaire 2
Etape 2  Mélange Purification
EXO I (exonuclease) 0,15
CIP (phosphatase alkaline) 0,15
H,0 0,45
+ produit PCR 15
Tableau 1 : Protocoles de préparation des mélanges PCR et de purification
X3
€ 2mlLeau
A ' - stérile
| N\
2 min 1ImLeau 3
8000 rpm stérile

'; /\/
@ f\v R
R i
q q A \
10 mLde \ \
bactéries ¢
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LB low salt

Figure 9: Préparation des inoculats bactériens par lavages successifs

30 cycles
94°C 72°C
94°C 50°C 72°C
4min 30s 1min 1min30s 10mn
Tableau 2 : Déroulement du cycle PCR pour I'amplification de la région 16S 27F-907R correspondant aux
régions hypervariables V1 a V4
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II. Matériels et méthodes

Les échantillons utilisés dans cette étude proviennent de la truffiere artificielle de
Rollainville, située dans les Vosges. Cette truffiere a été installée sur un sol calcaire (pH 8) par
Christophe Robin. Des plants de chénes et noisetiers ont été inoculés avec T. melanosporum en
1991. Dans le cadre de mes travaux, des échantillons ont été collectés en Octobre 2010 (D3)
correspondent au stade 6a (truffe immature), et en Janvier 2011 (D6) correspondent au stade 6¢
(truffe mature). Les prélevements ont été effectués sous noisetier dans différents compartiments
(le sol environnant, les mycorhizes, le peridium et la gleba), afin de pouvoir comparer la diversité
bactérienne et les variations d’activités dans chacun de ces compartiments. Vingt-cinq souches
bactériennes ont ensuite été isolées et purifiées pour chaque échantillon et ont permis de
constituer une collection de 200 souches représentative des différents compartiments d’intérét,

elles ont ensuite été conservées a -80°C.

1. Préparation des échantillons
Les expériences suivantes ont été réalisées a partir d’'une sélection aléatoire de 200 souches

provenant de la collection précédemment décrite, conservées dans du glycérol a -80°C. Cette
sélection a été obtenue de fagon a avoir des effectifs similaires pour chaque compartiment afin que
les données soient analysables statistiquement. Dans un premier temps, les souches sélectionnées
ont été mises en culture sur milieu solide TSA 1/10, puis incubées 48h a 25°C, afin de s’assurer
qu’elles soient pures (cf. tableau 4). Quelques colonies de chaque souche sont ensuite prélevées
puis incubées dans des tubes de 10mL de milieu LB a 0,1% de NaCl pendant 48h a 28°C, sous
agitation (180rpm). Les suspensions bactériennes ont ensuite lavées a 'eau stérile et centrifugées

trois fois comme expliqué figure 9.

2. Identification des souches testées
Les souches utilisées ont été identifiées grace a l'analyse des séquences 16S d’ARNT,

habituellement utilisées pour I'identification phylogénétique bactérienne. Ici, nous avons utilisé le
couple d’amorces 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3) et 907R
(5CCGTCAATTCMTTTRAGTTT?3’), amorces universelles permettant d’amplifier les régions
hypervariables de V1 a V4 en un produit PCR de 880 paires de bases. La préparation du mix PCR
est expliquée dans le tableau 2. Les cycles PCR sont décrits dans le tableau 3. Les produits PCR ont
ensuite été analysés par électrophorese (gel TBE 1X, 1% agarose) afin de vérifier la pureté des
isolats et la taille des amplicons, puis purifiés comme présenté tableau 2. Un volume de 0,75UL du
mix de purification a ensuite été ajouté a 15L d’échantillon, puis incubé dans le thermocycleur

30min a 37°C, suivies de 15min a 85°C. Les concentrations ’ADN ont ensuite été dosées au
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Solution 1 pH 6,8
Pipe Na; Buffer 34,63g
KHPO4 0,3g
NaCl 0.5g
NH4Cl 1g
MgS0:, 7H20 | 0,246¢
CaClz, 2H:0  0,0147g
H20 800mL
Agar 15g
Solution 2
Glucose 4g
H20 100mL
Solution 3
Chromoazurol 0,0905g
S
H20 75ml
Solution 4
FeCl3 0,0024g
H20 15ml
Solution 5
HDTMA 0,1640g
H20 60 ml

ilieu TSA 10% Pour 1L
TSA 10g
Agar 20g
Milieu LB low salt
Tryptong 10g
Yeast Extract 58
NaCl 1g
Milieu KB
Poudre King B 35g
Glycérol S5mL
Milieu CMC
Cellulose 5g
K:HPO4 1g
(NH4)2804 1g
MgS04-7H20 0,5g
NaCl 0,58
Agar 20g
Milieu TSA 3% +
HDTMA
TSA 3g
Agar 20g
Solution HDTMA (aprés 0,164g/60ml
autoclavage)
Milieu CYM
NaCl 2,58
KH2P0O4 1g
Yeast Extract 0.1g
Chitine colloidale 2g
Agar 20g
Milieu TCP
NH4Cl 5g
Nacl 1g
MgS04-7H20 1g
Glucose 10g
Cas(PO.): 4g
Agar 15g

Tableau 5 : Préparation du milieu CAS

Tableau 4 prgparation des milieux nécessaires aux tests fonctionnels sur boites
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Nanodrop, puis ajustées a 10ng/pL dans de I'eau. Les amplicons ont été séquencés par la méthode
Sanger par la société Eurofins. Les homologies de séquences nucléotidiques ont été recherchées
par blastn (Altschul et al, 1997) sur les bases de données National Center for Biotechnology
Information (NCBI) et Ribosomal Database Project (RDP). Une analyse phylogénétique a ensuite
été réalisée a 'aide du site Phylogeny.fr en choisissant la méthode du Neighbour Joining. Pour

cela, un alignement multiple a préalablement été réalisé a 'aide de I'algorithme Clustal W.

3. Tests fonctionnels sur milieux gélosés
Les suspensions cellulaires ont été ajustées a la DOsgonm de 0,5 et 10pL de chaque suspension

ont été déposés en gouttelettes sur les milieux suivants, en triplicat: King B (KB) : milieu de
détection des souches productrices de sidérophores, en particulier Pseudomonas, Chrome Azurol
S (CAS) : milieu de détection des souches productrices de sidérophores, Carboxymethyl Cellulose
Medium (CMC) : milieu de détection des souches a activité cellulolytique, Chitin Yeast Medium
(CYM) : milieu de détection des souches a activité chitinolytique et Tri-calcium Phosphate
(TCP) : milieu de détection des souches a activité de solubilisation du phosphore inorganique (la
composition de ces milieux est fournie tableau 4).

Le milieu CAS contenant un composé potentiellement toxique, le HDTMA
(hexadecyltrimethyl-ammonium bromide), les souches ont été étalées en stries sur un milieu TSA
additionné 'HDTMA afin de tester la résistance des souches vis-a-vis de cette molécule. Pour la
préparation du milieu CYM, la chitine a préalablement été dégradée partiellement par traitement
acide, afin que celle-ci soit plus rapidement accessible aux bactéries. La solution a ensuite été titrée
a 1g/L puis répandue en surcouche sur boite de Petri, la premiére couche étant composée
uniquement d’eau gélosée (20g/L d’agar). Concernant le milieu CAS, la préparation s’est faite en
plusieurs étapes, dont la préparation des différentes solutions est présentée tableau 5.
Premiérement, les solutions 3 et 4 ont été mélangées sous agitation, puis la solution 5 a été ajoutée.
Cette premiere préparation a ensuite été stérilisée par autoclavage (20min-120°C). Des volumes de
100mL de solution 2 et de 800mL de solution 1 ont ensuite été ajoutés au mélange. Pour les
biotests, les isolats sont analysés par séries de 24, les souches Pseudomonas fluorescens Bbc6R8,
D3AIN10 (apparentée au genre Bosea) et D6BS2 (apparentée au genre Bacillus) ont donc été
utilisées comme témoins afin de vérifier la reproductibilité des résultats entre chaque série.

La lecture de I'ensemble des boites ensemencées a été réalisée apres 7 jours d’incubation a
25°C. Pour cela, les diametres des halos de dégradation ont été mesurés ainsi que ceux des
colonies obtenues sur les milieux CYM, TCP et CAS. Les résultats sur milieu CMC ont été
obtenus apres recouvrement des boites par du rouge Congo (1 mg/ml d’eau) pendant 40min, puis

par du NaCl a 1M pendant 15min afin de rincer le colorant des boites. Les halos de dégradation
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Figure 10 : Principe des tests enzymatiques utilisant un substrat lié a la Méthylumbelliferone excitée a une
longueur d’onde de 355nm
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Figure 11 : Préparation des échantillons pour les mesures d’activités enzymatiques en microplaques
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ont alors pu étre observés. Pour ce qui est du milieu KB, ce sont des halos de fluorescence que 'on

doit mesurer, ceux-ci ont donc été observés a I'aide d’une lampe a UV.

4. Tests enzymatiques en microplaques
Afin de tester différents types d’activités cellulolytiques, chitinolytiques et phosphatase et

d’avoir une approche complémentaire des tests in vitro réalisés en paralléle, nous avons réalisé des
mesures d’activités enzymatiques potentielles en microplaques permettant de mesurer la quantité
de substrat hydrolysé en une heure par chaque souche bactérienne. Pour cela, nous avons utilisé
des substrats couplés a un fluorochrome, la méthylumbelliférone, qui lorsqu’elle est libre dans le
milieu et excitée & une longueur d’onde de 355nm, émet de la fluorescence & 460nm. La mesure de
cette fluorescence permet alors de connaitre la quantité de méthylumbelliférone libre, et par
conséquent la quantité de substrat hydrolysé, qui est proportionnelle a la quantité d’enzyme
sécrétée (cf. figure 10). Pour cela, dans chaque puits de la microplaque opaque sont déposés 50pL
de tampon d’incubation, 50[L de substrat et 50pL de suspension bactérienne (cf. figure 11). Les
activités doivent étre mesurées a T et & Teo, ol 'ajout de tampon stop se fait juste avant la lecture.
De l'eau déminéralisée a été utilisée pour faire le blanc. Par la suite, les résultats obtenus avec les
différentes suspensions bactériennes ont été soustraits a ceux obtenus avec le blanc afin d’éliminer
l'autofluorescence des cellules ou du couple substrat-fluorochrome. La préparation des solutions
meres de substrats et des différents tampons utilisés est présentée tableaux 6 et 7, tandis que les
suspensions bactériennes ont été préparées comme précédemment et ajustées a une DOsoonm de
0,5. Un volume de 3mL de chaque solution meére est ensuite dilué dans 7mL d’eau afin d’obtenir
les solutions de travail. La distribution des données obtenues ne suivant pas une loi normale, elles
ont été traitées en utilisant le test statistique non paramétrique de Kruskal-Wallis, complémenté
d’un test Khi2 afin de mettre en évidence si la distribution des souches bactériennes en classes
d’efficacité était significativement différentes selon I'origine et/ou le temps de prélevement. Le test
de Kruskal-Wallis a été réalisé directement sur les données quantitatives. Le test du Khi2 a été
réalisé sur des effectifs de classes d’efficacité pour chaque biotest, en veillant a ce que Ieffectif de

chaque catégorie soit supérieur a 5.

5. Assimilation d’azote par les bactéries associées aux truffes

a. Recherche des séquences nifH
Afin de compléter les analyses précédentes sur la mobilisation possible des nutriments par les

bactéries présentes au sein de la truffe, nous nous sommes intéressés a la potentialité de certaines
bactéries a fixer I'azote atmosphérique grace a la nitrogénase. Pour cela, nous avons recherché la

présence du gene nifH codant pour la sous-unité nitrogénase réductase a l'aide d’amorces
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Tampon d’incubation : tampon maléate pH 6 Pour 500mL

Tris 0,2M 12,1g
Maléate 0,2M 11,6g
NaOH 0,2M 2,1g/260mL
Tampon stop : tampon Tris pH 10
Tris 1M 60,55g

Tableau 5 : Préparation des tampons des tests enzymatiques

Substrats 5mM Pour 10 ml de 2-méthoxyéthanol
MU-f3-glucuronide hydrate 17,615mg
MU-13 D-xylopyranoside 15,415mg
MU-R3-D-cellobioside 25,023mg
MU-23-D-glucopyranoside 16,915mg
MU-N-acetyl-f3-D-glucosaminide 18,968mg
MU-phosphatase 12,808mg
Solution MU de calibration 25mM 44,05mg

Tableau 6 : Préparation des solutions meéres de substrat

Mix PCR Par échantillon, en pL
Master Mix 2,5X 8
Primer 27F 10uM 1
Primer 907R 10uM 1
H,0 9
+ échantillon 1

Tableau 7 : Mise en place du protocole de recherche du géne Nif
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IGK3 DVV
e 5'AARGGNGGNATHGGNAA3' S'ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC3’
35 cycles
95°C 72°C
94°C 58°C 72°C
10min 45s 30s 1min 10mn
PolF PolR
e 5'TGCGAYCCSAARGCBGACTC3' S'ATSGCCATCATYTCRCCGGA3'
30 cycles
94°C 72°C
94°C 55°C 72°C
Smin 1min 1min 2min 5mn
nifH-f1-forA nifH-f1-forB nifH-f1-rev
Sl S5’GCSTTCTACGGMAAGGGTGG3' | 55GGBTGYGACCCSAASGCYGAY | 5GCGTACATSGCCATCATCTCY
30 cycles
94°C 72°C
94°C 48°C 72°C
Smin 30s 45s 1min 7mn

Tableau 8 : Protocole de réalisation des cycles PCR pour I'amplification du géne de la nitrogénase-réducatse

Nis

Bocal contenant de
I’azote N14

Figure 12: Protocole de test de I'assimilation d’azote par les bactéries associées a la truffe

1
il 200 mL
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dégénérées dont les protocoles sont décrits tableau 8. Un grand nombre de couples d’amorces
dégénérées ayant différents degrés de spécificité pour différents genres bactériens a été développé
par le passé (Gaby et Buckley, 2012). Dans une premiére étape, nous avons sélectionné a partir de
la littérature (Gaby et Buckley, 2012 ; Poly et al, 2001) trois couples d’amorces « universelles » et
nous avons testé leur efficacité et leur spécificité sur plusieurs souches témoins connues pour
posséder le gene nifH. Deux souches ne possédant pas ce gene ont été utilisées comme témoins
négatifs. Préalablement, nous avons extrait 'ADN des souches Bradyrhizobium japonicum
USDA110, Sinorhizobium meliloti 1021, Pseudomonas putida KT440 et sinorhizobium sp. 2064
selon le protocole d’extraction d’ADN de Pospiech et Neumann (1995). Les couples d’amorces
PolF-PolR (respectivement 5 TGCGAYCCSAARGCBGACTC 3 et
5 ATSGCCATCATYTCRCCGGA 3’) et IGK3/DVV (5 AARGGNGGNATHGGNAA 3’ et 5’
ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC 3°) ont été utilisées avec les parametres d’amplification
décrits dans le tableau 8. L’amplification avec les amorces nifH-fl-forA/nifH-f1-rev
(5GCSTTCTACGGMAAGGGTGG3’, 5GCGTACATSGCCATCATCTC3’) puis nifH-f1-forB
(5GGBTGYGACCCSAASGCYGA3’)/ nifH-f1-rev (Poly et al. 2001), se fait par PCR nichée, en
deux étapes successives décrites dans le tableau 8. Suite a ces premiers tests le couple PolF-PolR a
été défini comme le plus adapté pour rechercher la présence du gene nifH dans la collection
bactérienne étudiée ici.
b. Assimilation d’azote in vitro

Etant donné que la présence du gene nifH indique seulement une potentialité a fixer
'azote atmosphérique, une expérience de fixation de I'azote par les truffes in vivo a également été
réalisée (cf. figure 12). Pour cela, neuf truffes ont été prélevées le 09.01.2014 dans la truffiere de
Rollainville et stockées a 4°C pendant 4 jours. Apres prélevement, les truffes ont été brossées sous
'eau pour éliminer le sol adhérant puis séchées en surface avec du papier absorbant. Chaque truffe
a été pesée puis trois truffes ont été stérilisées par autoclave 20min a 120°C (controle négatif pour
éliminer la communauté bactérienne). Chaque échantillon a été placé dans un bocal en verre
étanche de 2L dont lair a été remplacé par de 'azote N' afin d’éviter I'inhibition de lactivité
nitrogénase par l'oxygéne atmosphérique (Goldberg et al, 1986). Trois traitements ont été
réalisés en triplicat : trois truffes ont été incubées avec I'azote N'*, trois non autoclavées et trois
autoclavées ont été incubées en présence de 10% de N' injecté dans les bocaux a l'aide d’une
seringue. Apres 24h d’incubation a température ambiante, quelques grammes de truffes ont été
prélevés puis fixés dans du paraformaldéhyde 3%, pour pouvoir réaliser ultérieurement des

observations en microscopie par hybridation in situ. La partie restante de chaque échantillon a été
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48h, 28°C, 180rpm 72h, 28°C
Actinomycetes ™ V&
72h, 28°C ‘
( Lot
, e > > DO 20,04 synthétique
\_- (cf. figure 9)
Souche conservée Croissance sur Passage en milieu
en milieu glycérolé milieu solide TSA liquide approprié a
la souche Milieu TSA
48h, 28°C,
Souche 180rpm
bioindicatrice
72h, 28°C
== /y Lavgges successifs
! et amsten\went dela
> > D0240,8 >
\J (cf. figure 9)
Passage en
Souche Croissance sur milieu liquide Ensemencement
conservée en milieu solide approprié ala en masse en LB
milieu glycérolé TSA souche low salt
Figure 13 : Protocole de préparation des tests d'antibiose
YEME 800mL Milieu Truffe 4L
Saccharose 200g Glucose 4,015g
Extrait de levure 2,4g Mannose 0,537g
Extrait de malt 2,4g Glucosamine 1g
v 4g Rhamnase. 0,047g
Glucose 8g Tréhalose 4,015g
MgCly, 6H:0 1M 0,5¢ Mannitol 4,015¢
Glveine 10% (5g/L 2 EmlL Cystéine 0,149g
ycine 10% (Sg/L) ,om Acide aspartique 0,058g
HT 1L Glutamine 0,172g
Extrait de levure 1g Sérine 0,108g
Extrait de viande 1g Alanine 0,282g
Dextrine blanche 10g Cystine 0,123g
v 28 Valine 0,052g
Isoleucine 0,051g
CaCl 0,02g Triglycérides 0,187¢
Phosphatidvichaline. 0,077g
Acide linoléique 0,173g
Acide oléigue 0,073g
Acide palmitique 0,051g
KCl 0,686g
Na;HPO, 0,260g
Na;S0, 0,139g
MgCl; 0,030g

Tableau 9 : Préparation des milieux pour les tests d'antibiose

Découpage a
'emporte piece

Dépbt des

disques sur le
tapis bactérien

14 bis



séchée a 65°C pendant 3 jours, broyée, pesée puis analysée par spectroscopie de masse au sein du

plateau PTEF.

5. Tests d’antibiose
La présence d’Actinobacteries dans I'ascocarpe pourrait participer a la sélection de bactéries

particuliéres, telles que les alpha-Protéobactéries qui sont particulierement présentes dans la gleba.
Afin de vérifier cette hypothese, nous avons réalisé des tests d’antibiose. Pour cela, nous avons
dans un premier temps fait des cultures des souches d’Actinobacteries a tester sur milieu TSA
1/10%™¢ gélosé a partir de la collection conservée en glycérol a -80°C (cf. figure 13). Ces souches ont
été incubées a 28°C pendant 48h sous agitation (180rpm) puis inoculées dans 10mL de milieu
liquide HT ou YEME (cf. tableau 9), selon les caractéristiques des souches. Des lavages successifs
ont ensuite été réalisés comme Figure 10 mais en ajustant la DOsoonm a 0,04, puis 100uL de ces
souches ont été étalées en tapis d’une part sur trois boites de milieu TSA 10% et d’autre part sur
trois boites de milieu synthétique (cf. tableau 9) imitant la composition de la truffe, afin que les
conditions de production des métabolites secondaires soient les plus semblables possibles a celles
rencontrées dans I'ascocarpe. L'incubation s’est faite a 28°C, pendant 1, 2 et 3 jours, puis les boites
ont été placées a 4°C pour amplifier la sécrétion potentielle d’antibiotiques.

Parallelement, deux souches bioindicatrices appartenant aux Gram+ (D3AOUTI12, genre
Micrococcus) et aux Gram- (D3AIN2, genre Bosea) ont été sélectionnées pour étre confrontées aux
actinobactéries. Ces bactéries bioindicatrices ont d’abord été inoculées dans 10mL de LB liquide
low salt, puis incubées 48h a 28°C sous agitation (180rpm). ImL de culture @ DOsgonm 0,8 a ensuite
été ensemencé en masse dans du milieu LB low salt gélosé en boites carrées. Des disques ont alors
été découpés dans les boites d’Actinobactéries, incubées 1, 2 ou 3 jours. En effet, des métabolites
différents peuvent parfois étre produits selon les différents stades de croissance et de sporulation
de ces bactéries. Ces disques ont ensuite été déposés sur les boites de souches bioindicatices en
triplicats (cf. figure 13) puis incubées a 28°C pendant 48h. Des halos ont alors pu étre observés

lorqu’un effet bactéricide existait.

6. Applications des résultats en truffiére expérimentale
Nous avons précédemment émis 'hypothése que les bactéries présentes dans les truffes

pouvaient avoir un impact sur son développement. Différents tests fonctionnels ont donc été
réalisés in vitro, mais nous avons également décidé de tester les potentialités de ces bactéries in
situ. Pour cela, nous sommes partis de la pratique culturale des « pieges a truffes » qui permettrait
potentiellement d’augmenter la production truffiere localement. Ces piéges consistent a prélever

une carotte de sol a proximité d’un arbre héte, puis a remplacer la terre extraite par de la tourbe
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Souche Genre Mélange
D6AOUT17 Bosea 1
D5A0UT5 Rhizobium 1
D3A0OUT23 Bosea 1,2
D3AOUT26 Rhizobium 1,2
D6AIN13 Bosea 1
D6AIN6 Bosea 1
D3AINS8 Bosea 1,2
D3AIN25 Phyllobacterium 1,2
D3AIN13 Achromobacter 2
D5AS11 Pseudomonas 2
D6AOUT2 Rathayibacter 2
D6AOUT16 Streptomyces 2
D6AS19 Ensifer 2
D34AIN17 Pedobacter 2

Tableau 10 : Liste des souches utilisées dans les mélanges bactériens inoculés en truffiere

N° arbre

Rien

Trou (terre remise)

Trou + tourbe

Trou + tourbe + spores

Trou + tourbe + mélange 1

Trou + tourbe + mélange 2

Trou + tourbe+ spores + mélange 1

Trou + tourbe+ spores+ mélange 2

olm|aTmigla|w|s

Arbre non expérimenté

Tableau 11:

Témoins

Liste des différents traitements appliqués en truffiére (cf. tableau12)
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mélangée a des spores de truffes. Ici, nous avons d’une part testé 'hypothése selon laquelle ces
spores augmentent la production localement, et parallelement expérimenté si 'apport de deux
meélanges de bactéries pouvait augmenter la production, en présence ou en absence de spores. Le
premier mélange était composé de souches bactériennes dominantes dans la gleba, faisant partie
des alpha-Protéobactéries, tandis que le second était composé d’autres groupes bactériens dont
I'activité s’est révélée positive lors des précédentes expériences (cf. tableau 10). Pour cela, les
bactéries choisies ont d’abord été incubées a 25°C pendant 48h sur du milieu gélosé TSA 1/10°™,
puis quelques colonies ont été prélevées et placées dans 10mL d’eau stérile. Un volume de 2mL des
suspensions a ensuite été étalé en tapis a 'aide de billes sur des boites de TSA de diameétre 140mm,
puis de nouveau incubé 48h a 25°C. Les bactéries ont ensuite été récupérées a 'aide de rateaux
stériles puis placées individuellement dans 200mL de MgSO4 0,1M. Leur absorbance a été ajustée
a 0,5 unité de DOsoonm, puis les solutions sont mélangées. Ces mélanges ont alors été ajoutés a 35L
de tourbe puis mélangés a la bétonniére, et les témoins ont été préparés comme présentés tableau
11. Des trous d’environ 5L ont ensuite été creusés a l'aide d’une foreuse, puis la terre a été
remplacée par le mélange prévu. Les traitements ont été répartis dans la truffiere en trois blocs,
chacun étant homogeéne en espéces d’arbres et en situation, dans lesquels ont été fait quatre
répétitions de chaque traitement (cf. tableaul2). La production de truffes dans le dispositif sera

suivie par le trufficulteur pendant les trois saisons de production suivant I'inoculation.
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Tableau 12 : Plan de la truffiere expérimentale divisée en trois blocs (orange, vert, bleu), dans lesquelles quatre répétitions sont
effectuées (1,2,3,4). Les lettres correspondent au traitement effectué (cf. tableau 11)
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L NR_025317.1_Aeromonas_popoffii_strain_LMG_17541 ]' Aeromonas
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0.9 NR_024927.1_Pseudomonas_migulae_strain_CIP_105470 Pseudomonas
0.73 NR_029042.2_Pseudomonas_lini_strain_DLE411J

AY560519.1_Neisseria_bacilliformis
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Figure 14 : Arbre phylogénétique représentant les séquences ADNr 16S des Beta-, Gamma-proteobacteries et
Bacteroidetes obtenues a partir des collections bactériennes. Les nombres a chaque nceud représentent la valeur de
bootstrap obtenue pour 100 échantillonnages
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Figure 15 : Distribution des souches testées
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Figure 16 : Répartition des souches bactériennes retrouvées par pyroséquencage par compartiment et par

stade
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III. Résultats

1. Analyse taxonomique
A partir des échantillons provenant des différents compartiments testés (gleba, peridium,

mycorhizes, sol) a différents stades (Octobre et Janvier), 180 isolats ont été sélectionnés
aléatoirement pour la suite des expériences. Avant de tester les potentiels fonctionnels de ces
isolats, nous avons voulu avoir une meilleure connaissance de la collection bactérienne, via
I'analyse des séquences 16S ARNr des groupes taxonomiques présents ainsi que de leurs
proportions. Parmi les 200 souches bactériennes analysées, la portion 16S de 'ARNr de 180
souches a pu étre amplifié par PCR et une séquence exploitable pour des analyses phylogénétiques
a pu étre obtenue pour 169 souches. (cf. figure 14). Les souches cultivées se répartissent au sein de
4 phyla : les Actinobactéries, les Firmicutes, les Protéobactéries et les Bactéroidetes, et de 22 genres
différents. La composition des communautés isolées differe d'un compartiment a 'autre puisque
les souches isolées du sol et des mycorhizes sont dominées par des Firmicutes (genre Bacillus) (cf.
figure 14) tandis que les souches isolées du péridium et de la gleba appartiennent essentiellement
aux alpha-Protéobactéries (genres Bosea et Rhizobium). Par ailleurs, les communautés varient en
fonction du stade de maturation en particulier dans les mycorhizes, ot les Firmicutes (genre
Bacillus 52%) dominent en Octobre, tandis que ce compartiment est dominé par des
Actinobactéries (genre Streptomyces 42%) en Janvier. De méme, dans le péridium, le genre Bosea
domine en Octobre (27%) tandis que le peridium en Janvier est dominé par le genre Rhizobium
(54%). En particulier, on voit les proportions de genres Streptomyces et Bacillus chuter entre
Octobre et Janvier (de 23 a 0% pour le genre Bacillus et de 23 a 15% pour les Streptomyces). Le sol
et la gleba reste dominés par les mémes genres bactériens (respectivement Bacillus et Bosea)

malgré les changements temporels.

2. Représentativité de ’approche cultivable
Les analyses de séquences cultivables ont été comparées avec les données de

pyroséquengage obtenues a partir des mémes échantillons pour les compartiments de la gleba, du
peridium et du sol aux différents stades (Antony-Babu et al, 2013 ; ¢f. figure 16). Les souches
bactériennes analysées se répartissent en 9 phyla dont 41 genres différents. De méme que pour les
souches cultivables, les communautés bactériennes analysées par pyroséquencage présentent une
variation en fonction du compartiment d’origine. La gleba contient majoritairement des alpha-
Protéobactéries (genre Bradyrhizobium) tandis que le peridium est dominé par des séquences 16S
ARNr groupe des Bacteroidetes (genre Pedobacter) et des alpha-Protéobactéries (genre
Bradyrhizobium). Les groupes bactériens majoritairement représentés dans I'ascocarpe (peridium

et gleba confondus) sont donc les mémes que ceux obtenus a travers I'approche cultivable mais
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avec une distribution différente. Cependant, les genres retrouvés dans ces compartiments varient
par leur diversité et leur structure. Quant au sol, il contient majoritairement des Bacteroidetes
(genre Terrimonas), des Acidobactéries (genre Candidatus Koribacter) et des Actinobactéries
(genre Streptomyces). Contrairement aux compartiments précédents, les genres bactériens
retrouvées par les méthodes de pyroséquengage sont donc différentes de celles isolées sur boites de
Petri a partir du sol (majoritairement des Firmicutes). Les mémes variations temporelles que pour
I'approche cultivable sont cependant observées dans chacun des compartiments, au niveau des
proportions de genres bactériens présents. D’autre part, dans le sol, on ne retrouve pas la méme
diversité par I'approche cultivable ou seuls 12 genres différents ont été obtenus, qu’avec les

données de pyroséquencage ol 'on compte 31 genres différents.

3. Potentiels nutritionnels des souches colonisant I’ascocarpe
Grace a une approche cultivable, nous souhaitions déterminer le potentiel fonctionnel des

souches bactériennes isolées précédemment, afin d’avoir une idée de leur role au sein de la truffe
noire du Périgord.

a. Mobilisation des composés inorganiques
i) Potentiel de solubilisation du phosphate inorganique

Tout d’abord, nous avons réalisé des tests de mobilisation du phosphate sur boites de Petri
afin de vérifier si les bactéries de notre collection avaient cette capacité. Cependant, seuls 16% des
isolats ont eu une croissance sur le milieu TCP (cf. annexe 1). De plus, la croissance de la plupart
d’entre eux n’était que résiduelle. Sur ces 16%, seules 4 isolats bactériens ont présenté un réel halo
de solubilisation. L’isolat solubilisant le phosphore retrouvé dans le peridium au stade immature
était apparentée a un genre Streptomyces, de méme que celui retrouvé dans le sol au méme stade.
Les deux autres, retrouvées dans le sol et dans les mycorhizes en Janvier (stade mature), étaient

apparentés a des Pseudomonas.

ii) Potentiel de chélation du fer

Les tests de chélation ont également été réalisés sur boites de Petri, a I'aide de deux milieux
gélosés différents permettant la détection des souches possédant des sidérophores, afin d’avoir
deux approches complémentaires. 21% des isolats ont eu une croissance résiduelle sur le milieu
CAS. Les tests de toxicité d'un composant du milieu, le HDTMA, a également montré que seuls
9% des isolats pouvaient croitre sur ce composé. Parmi ceux-ci, un seul, appartenant au genre
Bacillus et retrouvé dans le sol en Octobre, a présenté un halo de mobilisation du fer.

Par contre, pour le milieu KB, 91% des souches testées ont présenté une croissance.

Cependant, seules quelques souches ont présenté un halo de fluorescence aux UV : une par
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. 15
Echantillons 6N
Truffe autoclavée 1 6,57
Truffe autoclavée 2 8,56
Truffe autoclavée 3 6,75
Truffe traitée au N**1 5,79
Truffe traitée au N**2 7,69
Truffe traitée au N**3 8,96
Truffe traitée au N*>1 6,70
Truffe traitée au N*° 2 8,32
Truffe traitée au N**3 7,58

Tableau 13 : Résultats obtenus lors de I'expérience de fixation d’azote N*°
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compartiment, sauf dans la gleba et dans les mycorhizes au stade immature ou il n’y a aucune
souche positive. Parmi les cinq souches présentant un halo de dégradation, celle retrouvée dans le
peridium au stade immature appartenait au genre Streptomyces tout comme celle retrouvée dans
le sol au méme stade. Celle retrouvée dans le peridium mature appartenait au genre Bosea, tandis
que les deux souches positives retrouvées dans le sol et dans les mycorhizes en Janvier étaient
apparentées a des Pseudomonas.
iii) Potentiel de fixation de I'azote atmosphérique

Pour ce qui est de la fixation de I'azote atmosphérique, nous avons recherché chez les
bactéries de la collection la présence du gene nifH codant la nitrogénase. Pour cela, nous avons
testé plusieurs protocoles afin de trouver celui le plus adapté. Dans un premier temps, nous avons
utilisé le protocole de la PCR nichée utilisant les amorces nifH-f1-forA/nifH-f1-rev puis nifH-f1-
forB/nifH-f1-rev, en travaillant sur de 'ADN extrait. Cependant, les produits obtenus étaient tres
aspécifiques, et ce méme en réalisant une PCR a gradient de températures. La PCR utilisant les
amorces IGK3/DVV semblait plus spécifique, cependant 'amplification s’est avérée trés faible
voire nulle sur les témoins positifs. Avec les amorces PolyF/R, une seule bande de forte intensité a
été obtenue pour les témoins positifs et aucune bande pour les témoins négatifs. C’est donc le
couple d’amorces que nous avons choisi pour la suite des expériences. Nous avons ensuite
comparé la qualité des amplicons issus de ce protocole obtenus a partir d’extraits ¢’ ADN et a
partir de suspensions bactériennes lavées comme précédemment (cf. figure 9), afin de vérifier si
nous pouvions réaliser la réaction de PCR directement a partir des cultures, sans en extraire
I’ADN. Les bandes obtenues avec les témoins en suspension liquide étant identiques a celles des
ADN, nous avons réalisé les PCR a partir de suspensions bactériennes de la collection.

A l'issue des migrations, 16 souches bactériennes ont présenté une bande d’amplification,
mais seulement cinq échantillons présentaient des fragments dont la taille semblait correspondre a
celle du géne nifH de 360pb. Ces produits PCR sont actuellement en cours de séquengage par
Eurofins afin de confirmer qu’il s’agit bien du géne codant la nitrogénase réductase. Deux des
souches bactériennes possédant ce fragment ont été retrouvées dans la gleba et trois dans le
peridium. Parmi ces bactéries, une de celles retrouvées dans la gleba était apparentée a au genre
Bosea tandis que les quatre autres étaient apparentées au genre Rhizobium. D’autre part, les cinq

séquences ont été retrouvées au stade mature de la truffe.

Pour les expériences de fixation de 'azote N™ (c¢f. tableau 13), les moyennes des SN des

contrdles négatifs (truffes traitées au N' et truffes autoclavées) étaient respectivement de 7,48 (+
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Figure 17 : Moyenne des activités glucupyranosidase par compartiment et par stade : Les étoiles représentent
les compartiments montrant une activité significative appuyée par test de Kruskal-Wallis., tandis que les lettres
montrent les différences obtenues avec les tests de Khi2
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Figure 18 : Moyenne des activités cellobiosidase par compartiment et par stade : Les étoiles représentent les
compartiments montrant une activité significative appuyée par test de Kruskal-Wallis., tandis que les lettres montrent
les différences obtenues avec les tests de Khi2.

19 bis



1,6) et de 7,29 (* 1,1). La moyenne des valeurs obtenues pour les trois truffes traitées au N était
de 7,53 (+ 0,8). Cette approche n’a donc pas permis de mettre en évidence la fixation d’azote.

b. Dégradation de la matiére organique
i) Potentiel de dégradation de la cellulose

Dans un premier temps nous avons testé la dégradation de la cellulose sur boites de Petri
en utilisant le milieu CMC. Sur ce milieu, 82% des souches testées ont présenté une croissance (cf.
annexe 1). Apres révélation de l'activité cellulolytique, peu de souches se sont avérées positives (cf.
annexe 2). En analysant 'origine des souches bactériennes présentant un potentiel cellulolytique,
on remarque que la majorité d’entre elles sont rencontrées dans le sol et les mycorhizes, et
quelques-unes dans le peridium. De plus, toutes ces souches dégradant la cellulose font partie du
groupe des Bacilliales ou des Actinomycetes. D’un point de vue temporel, 11 isolats se sont révélés
capables de dégrader la cellulose en Octobre et 12 en Janvier. Ce résultat suggeére qu’il n’y a donc
pas de variation d’efficacité en fonction du temps.

Dans un second temps, nous avons réalisé des mesures d’activités enzymatiques par
fluorescence en microplaques afin d’avoir une seconde approche de détection des potentiels
enzymatiques des souches bactériennes de notre collection (cf. annexes 3 et 4, figures 17, 18, 19).
Notamment, afin de vérifier le potentiel exocellulolytique des souches nous avons testé les

activités glucopyranosidase et cellobiohydrolase des souches de la collection.

Variations temporelles

Premierement, 40% des isolats ont une activité glucopyranosidase en Octobre, alors qu'on en
trouve 51% en Janvier, quant aux activités cellobiohydrolases, en Octobre 48% des isolats se sont
révélés positifs et 39% en Janvier. Cependant 'analyse des moyennes révele des résultats similaires
pour les deux stades vis-a-vis de l'activité glucopyranoside (263 en Octobre et 270 en Janvier),
mais pour lactivité cellobiohydrolase une moyenne d’activités plus élevée a été observée en
Janvier (58) par rapport au mois d’octobre (26). Le test de Kruskal-Wallis révele une différence
significative (p-value < 0,05) en fonction de la période de récolte des échantillons. En effet, on
releve des p-values de 0,014 pour lactivité glucopyranosidase et de 0,002 pour lactivité
cellobiohydrolase. Pour les tests Khi2, afin d’avoir des effectifs suffisants les données ont été triées
en deux catégories : les souches bactériennes ayant une activité nulle et celles ayant une activité
positive. Cependant, cette analyse ne souligne pas de différence (p-value < 0,05) entre les mois
d’Octobre et de Janvier puisqu’on obtient une p-value de 0,15 pour l'activité glucopyranosidase et
de 0,20 pour l'activité cellobiohydrolase. Plus de souches ayant une activité glucopyranosidase ont

donc été retrouvées en Janvier. L’absence de différence significative observée avec le test de Khi2
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Figure 19 : Distribution des souches positives pour la glucopyranosidase en fonction des compartiments (en
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est probablement due au choix des catégories, alors que le test de Kruskal-Wallis analyse la somme
des rangs des échantillons. Vis-a-vis de l'activité cellobiohydrolase, on retrouve donc moins de
souches positives en Janvier, mais celles-ci ont des activités plus élevées. Globalement, l'activité
exocellulolytique semble alors plus présente en Janvier quen Octobre, tous compartiments

confondus.

Impact de I'origine écologique

Les tests de Kruskal-Wallis ne révélent pas de différence significative (p-value de 0,153) entre
les compartiments pour l'activité glucopyranosidase. Cependant, le test de Khi2 montre une
différence entre les pourcentages d’isolats positifs, qui sont de 35% pour la gleba, 62% pour le
peridium, 34% pour les mycorhizes et 50% pour le sol. L’effectif des souches ayant une activité est
significativement plus élevé dans le péridium par rapport a celui de la gleba et des mycorhizes. Par
contre, l'efficacité moyenne la plus élevée est observée dans la gleba. La gleba contient donc moins
de souches positives, mais caractérisées par un potentiel fonctionnel plus élevé. Concernant
activité cellobiohydrolase, les deux tests montrent une similarité de distribution des activités
enzymatiques entre les compartiments, puisqu'on obtient des pourcentages de 46% d’isolats
positifs pour la gleba, 49% pour le peridium, 37% pour les mycorhizes et 42% pour le sol. En effet,
les p-values obtenues sont de 0,110 pour le test de Kruskal-Wallis et de 0,800 pour le test Khi2.
Globalement, I'activité exocellulolytique semble alors plus présente dans I'ascocarpe (peridium et

gleba) que dans les autres compartiments.

Impact de l'origine écologique et du stade de développement de la truffe

Statistiquement, les tests de Kruskal-Wallis révelent une différence significative de distribution
des isolats positifs pour les deux activités exocellulolytiques en fonction du compartiment et du
stade, ce qui n’est pas le cas du test Khi2. La moyenne des activités cellobiohydrolases semble en
effet plus élevée dans la gleba au stade mature que dans toutes les autres catégories (105), tendance
également observée pour l'activité glucopyranosidase (moyenne de 727) bien qu’une moyenne
élevée ait également été relevée dans le peridium au stade immature (moyenne de 489).
Cependant, les effectifs de souches positives pour la glucopyranosidase n’évoluent pas dans
I'ascocarpe par rapport a la saison. On remarque néanmoins une augmentation de l'effectif de
souches positives en Janvier par rapport au moins d’Octobre dans les mycorhizes et dans le sol.
Globalement, méme si I'effectif des souches ayant une activité exocellulolytique ne varie pas dans

’ascocarpe par rapport au temps, l'activité moyenne augmente significativement.
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Figure 20 : Moyenne des activités xylosidase par compartiment et par stade : Les étoiles représentent les

compartiments montrant une activité significative appuyée par test de Kruskal-Wallis., tandis que les lettres montrent
les différences obtenues avec les tests de Khi2.
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De plus, les souches présentant ces potentiels enzymatiques font majoritairement partie des
genres Arthrobacter, Bacillus, Streptomyces ou Bosea.
ii) Potentiel de dégradation de I’lhémicellulose
La dégradation de 'hémicellulose se fait a travers les activités enzymatiques xylosidase et
glucuronidase. Ces activités ont été testées a I'aide de tests enzymatiques en microplaques comme
précédemment. Les activités glucuronidases n’ont pas pu étre analysées par le test Khi2 du fait de
la trop forte proportion en isolats ayant une activité nulle. De méme, les résultats obtenus par test
de Kruskal-Wallis n’ont démontré aucune différence significative entre les compartiments ou
entre les stades pour les deux activités. Cependant ce résultat est probablement di a la distribution
des données. Seules les données d’activité xylosidase seront donc détaillées par la suite. Pour les
tests Khi2, afin d’avoir des effectifs suffisants les données ont été triées en deux catégories : les

souches bactériennes ayant une activité nulle et celles ayant une activité positive.

Variations temporelles
L’observation des moyennes des activités xylosidases révéle une activité plus élevée (mais non
significative) en Janvier (95) qu’en Octobre (36). De méme, la proportion d’isolats présentant une

activité xylosidase s’est avérée plus élevée en Janvier (31%) par rapport au mois d’Octobre (22%)

(cf. figure 20).

Impact de l'origine écologique

Les moyennes obtenues pour l'activité xylosidase révelent une plus forte activité dans la gleba
(127) que dans les autres compartiments (30 pour le peridium, 29 pour les mycorhizes et 67 pour
le sol). Cependant, I'effectif des souches efficaces est supérieur dans le peridium (49%) par rapport
aux autres compartiments (15% pour la gleba, 21% pour les mycorhizes et 23% pour le sol). Ce

résultat est confirmé par le test de Khi2 avec lequel on obtient une p-value de 0,002.

Impact de l'origine écologique et du stade de développement de la truffe

L’analyse de 'ensemble des catégories révele une proportion significativement supérieure
d’isolats présentant une activité xylosidase dans le peridium en Janvier (57%) que dans les autres
catégories, en particulier la gleba en Octobre (20%). Par ailleurs, 'observation de I'ensemble des
catégories montre une moyenne plus élevée en Janvier dans la gleba (214) que dans les autres
compartiments.

De méme que précédemment, on observe que les genres les plus représentés parmi les

souches efficaces font partie des genres Arthrobacter, Bacillus ou Streptomyces.
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iii) Potentiel de mobilisation du phosphate organique
Dans un premier temps, nous avons essayé de déterminer la capacité des souches a
solubiliser le phosphore inorganique, mais ici nous cherchons a analyser le potentiel de ces
souches a rendre accessible le phosphore organique. Pour les tests Khi2, afin d’avoir des effectifs
suffisants les données ont été triées en deux catégories : les souches bactériennes ayant une activité

inférieure a 200 et celles ayant une activité supérieure a 200.

Variations temporelles

Aucun des deux tests statistiques ne montre de différence significative entre les stades tous
compartiments confondus. D’ailleurs les moyennes des deux stades sont similaires: 2244 en
Octobre et 2421 en Janvier. Cependant, lorsqu’on observe les effectifs des catégories efficaces, on
remarque une proportions plus importante de souches ayant une activité en Janvier (59%) qu’en

Octobre (45%).

Impact de I'origine écologique

Le test de Kruskal-Wallis ne révele aucune différence entre les compartiments, contrairement
au test de Khi2 (p-value <0,00001) avec lequel on remarque des effectifs de souches positives sont
plus élevés dans l'ascocarpe (peridium: 62% et gleba: 77%) que dans le sol (27%) et les
mycorhizes (39%). Par ailleurs, les moyennes d’activités phosphatases sont plus élevée dans les

mycorhizes (3420) et dans le sol (2815) que dans 'ascocarpe (peridium : 1743 et gleba : 1545).

Impact de l'origine écologique et du stade de développement de la truffe
L’analyse de 'ensemble des catégories révéle une différence significative appuyée par le test
Khi2 (p-value < 0,0001) entre I'effectif des souches positives de la gleba (80%) et du sol (23%) en
Octobre, et entre celui du peridium (87%) et du sol (32%) en Janvier. L’analyse des moyennes par
contre, ne réveéle pas de différence.
De méme que précédemment, on observe que les genres les plus représentés parmi les

souches efficaces font partie des Brevibacillus et Pedobacter.

4. Role potentiel des bactéries dans la libération des spores
De méme que précédemment, le potentiel de dégradation de la paroi fongique, et ainsi le

potentiel d’aide a la libération des spores des souches testées a tout d’abord été mesuré a 'aide de
tests fonctionnels sur boite de Petri. Cependant, sur le milieu CYM contenant de la chitine, on
remarque un déséquilibre dans le pourcentage de souches parvenant a croitre sur ce milieu. Le

pourcentage de croissance moyen n’est que de 47% alors que dans la gleba immature, il est de
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représentent les compartiments montrant une activité significative appuyée par test de Kruskal-Wallis., tandis que les
lettres montrent les différences obtenues avec les tests de Khi2.
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Figure 22 : Distribution des souches positives pour la N-actéyl-glucosaminidase en fonction des
compartiments (en noire). Les souches non efficaces sont en Blanc

23 bis



remarque un déséquilibre dans le pourcentage de souches parvenant a croitre sur ce milieu. Le
pourcentage de croissance moyen n’est que de 47% alors que dans la gleba immature, il est de
83%. De plus, seules cinq souches sont parvenues a dégrader la chitine et ainsi créer un halo de
dégradation : en Octobre une dans le peridium, une dans les mycorhizes et une dans le sol, et en
Janvier deux dans le sol. Parmi celles-ci, quatre faisaient partie du genre des Streptomyces et une

au genre des Agromyces.

A la suite de cette expérience, nous avons réalisé des tests enzymatiques en microplaques
comme précédemment afin de déterminer l'activité N-acétyl-glucosaminidase de chaque souche
(cf. figures 21 22 et 23). Pour les tests Khi2, afin d’avoir des effectifs suffisants les données ont été
triées en deux catégories : les souches bactériennes ayant une activité inférieure a 200 et celles

ayant une activité supérieure a 200.

Variations temporelles

L’analyse de Khi2 montre une variation de la distribution des souches efficaces
significativement différente en fonction du temps tous compartiments confondus (p-value de
0,007). La proportion de souches ayant une activité supérieure a 200 est de 28% en Janvier alors
qu’il est de 11% en Octobre. Par ailleurs, I'observation des moyennes nous mene a la méme
conclusion puisqu’on obtient une moyenne de 59% d’activité pour les isolats provenant
d’échantillons récoltés en Janvier et de 26% pour les isolats provenant d’échantillons récoltés en

Octobre. Le test de Kruskal-Wallis n’a pas révélé de différence significative.

Impact de I'origine écologique

La variation d’activité exochitinase d’un point de vue spatial a été montrée a I'issue des tests de
Kruskal-Wallis (p-value de 0,002) et de Khi2 (p-value <0,0001). En effet, il semble y avoir une
proportion plus élevée d’isolats ayant une activité supérieure a 200 dans le peridium (44%) que
dans les autres compartiments (gleba 13%, sol 13% et mycorhizes 8%). L’analyse des moyennes
révele par ailleurs des activités plus élevées dans la gleba (545) et dans le peridium (534) que dans

le sol (253) et les mycorhizes (54).

Impact de l'origine écologique et du stade de développement de la truffe

L’analyse de I'ensemble des catégories réveéle une proportion d’isolats ayant une activité
supérieure a 200 significativement supérieure dans le peridium en Janvier, donnée appuyée par
tests de Khi2 (p-value de 0,0003) et de Kruskal-Wallis (p-value de 0,004). De méme, une

observation des moyennes d’activités obtenues nous permet de relever une activité bien plus forte
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5. Role potentiel des Actinomycétes dans la structuration des

communautés microbiennes associées a la truffe noire
Afin de comprendre comment sont sélectionnées les bactéries retrouvées a l'intérieur de la

truffe, nous avons voulu savoir si les Actinomycetes présents dans la truffe, groupe taxonomique
connu pour sa production de nombreux métabolites secondaires, avaient un effet sur la croissance
(ou linhibition de croissance) des bactéries provenant des différents compartiments. Ces
expériences sont actuellement en cours, mais pour le moment sur 15 Actinomycetes testés, deux
ont inhibé la croissance de la souche Gram positive et de la souche Gram négative utilisée comme
bioindicatrices. Les deux souches ont été isolées en Janvier, une appartenant au groupe des
Arthrobacter retrouvée dans le sol et 'autre appartenant au genre Microbacterium retrouvée dans
la gleba. Si ce groupe sert effectivement a créer une niche particuliere au sein de la truffe, on
sattend a ce qu’il y ait des différences statistiquement significatives en terme de production
d’antibiotiques par les Actinomyceétes des différents compartiments. D’une part, il est possible que
les Actinomycetes de l'ascocarpe produisent plus d’antibiotiques que ceux des autres
compartiments. Dans ce cas, cela induirait une sélection plus stricte des communautés
bactériennes associées a la truffe. D’autre part, si les Actinomycétes de 'ascocarpe produisaient
moins d’antibiotiques que ceux des autres compartiments, cela pourrait permettre une meilleure

colonisation de la truffe par certains genres bactériens.

6. Application possible des bactéries en trufficulture
Nous avons cherché a tester si certaines souches bactériennes enrichies dans les ascocarpes de

truffes étaient susceptibles de stimuler la formation de truffes apres inoculation dans le sol en
période de formation des truffettes. Cependant, I'effet de cette inoculation ne pourra étre mesuré
quen période de production des truffes, a la fin du cycle annuel de développement du
champignon c’est a dire pendant I'hivers 2014-2015 et les années suivantes. Les résultats ne sont
donc pas encore disponibles. Deux parametres ont ici été testés : I'ajout de spores fongiques au
pieds des arbres et I'inoculation de bactéries. Si I'inoculation de spores stimule la fructification, on
sattend a ce que les essais avec ajout de spores aient une productivité plus élevée que ceux des
témoins (sans ajout et creusement d'un trou). Si les souches bactériennes ont un effet positif la
formation des truffes, une production supérieure de truffes sera observée dans les traitements
inoculés avec des bactéries seules par rapport aux zones non-inoculées. Enfin si un effet
synergique existe entre I'inoculation de spores et de souches bactériennes les traitements doubles

spores/bactéries devraient fournir le plus fort rendement.
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IV. Discussion

1. Représentativité de Papproche cultivable
Les mémes différences ont pu étre observées par les approches cultivables et non

cultivables en fonction des compartiments et du stade. Les compartiments (truffe, mycorhize et
sol) possedent donc des communautés bactériennes différentes et dynamiques puisqu’elles
évoluent en fonction de la saison, corroborant le phénomeéne décrit par métagénomique (Antony-
Babu et al, 2013).

D’autre part, I'analyse de la distribution des genres bactériens par ces deux méthodes
révele que la richesse bactérienne retrouvée par pyroséquencage dans les compartiments de la
truffe est semblable a celle retrouvée par I'approche cultivable puisque moins d’une dizaine de
genres différents ont pu étre isolés a partir du peridium et de la gleba. Néanmoins, la diversité
retrouvée dans le sol par I'approche cultivable ne reflete pas celle obtenue par pyroséquencage
puisqu’elle est divisée par 2. Ce résultat est classiquement observé dans les approches cultivables.
En effet, 'approche cultivable est souvent indispensable pour étudier les propriétés métaboliques
et fonctionnelles des microorganismes, surtout des fonctions dont on ne connait pas les geénes,
néanmoins elle induit des biais qualitatif et quantitatif. Cette approche ne reflete pas la vraie
structure des communautés bactériennes car on estime que seul 1% de la diversité bactérienne
environnementale est cultivable. Parmi les microorganismes non-cultivables certains ont des
conditions de croissance spécifiques (Vaz-Moreira et al, 2009). Le milieu utilisé pour I'isolement
des souches bactériennes de la collection était un milieu synthétique pauvre afin que les
conditions de croissance soient au plus proche de celles du sol. Cependant l'isolement sur
plusieurs milieux de culture aurait pu permettre une meilleure couverture des bactéries présentes.
Malgré le manque de diversité des isolats obtenus on peut cependant noter I'isolement de genres
bactériens rares d’intérét pour laspect fonctionnel, comme les genres Pedobacter ou
Chryseobacterium, pour lesquels peu d’informations sont disponibles.

Par ailleurs, méme si dans l'ascocarpe les groupes taxonomiques majoritaires étaient
semblables pour les deux approches, a I'échelle du genre une variabilité a été notée entre les deux
méthodes. En effet 'approche haut-débit montre que dans la gleba, le genre Bradyrhizobium est
dominant. L’approche cultivable montre que c’est le genre Bosea, qui est dominant dans la gleba,
genre rare dans I'approche haut débit. Cependant, les genres Bosea et Bradyrhizobium étant
phylogénétiquement proches au sein des alpha-protéobactéries. La question d’un biais technique
lié a la petite taille des fragments PCR obtenus par pyroséquencage (250 pb contre 800 pb dans
I'approche cultivable) peut se poser. Les souches bactériennes essentiellement retrouvées par les

deux approches pourraient faire partie du méme genre.
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a. Facteurs de sélection des communautés microbiennes
La truffe est un habitat microbien particulier puisque les molécules qui la composent

pourraient participer a la sélection de communautés bactériennes particuliéres. Notamment, la
présence de chitine dans la paroi cellulaire fongique pourrait participer a cet effet de niche en
enrichissant I'ascocarpe en bactéries pouvant bénéficier de ce composé comme source de carbone,
ou d’autres composés de la truffe. Ce phénomene est notamment décrit par De Boer et al (2004)
qui ont observé cette interaction entre 'espéce bactérienne Collimonas fungivorans et Fusarium
spp. De méme, la sélection de fonctions particuliéres a également été observée par Warmink et van
Elsas (2008) dans la mycosphere de Laccaria proxima ol un enrichissement en bactéries
hétérotrophes a été découvert. Au cours de mes travaux, un autre facteur potentiel de sélection des
bactéries de la gleba a été étudié : la production de métabolites secondaires par les Actinomycetes
présents dans l'ascocarpe. En effet, de nombreux genes de résistance aux antibiotiques ont été
retrouvés dans la gleba (Antony-Babu et al, 2013). Cependant, il existe également une sélection a
échelle plus large qui n’a pas été étudiée au cours de mon stage. Une diminution de la biodiversité
bactérienne dans les briilés a été observée lors d’'une étude précédente et serait due a la diminution
de la quantité de racines, qui sont inhibées par la truffe (Mello et al, 2013), mais aussi au
changement des conditions physicochimiques du sol dii a la symbiose ectomycorhizienne
(Calvaruso et al, 2007). Ce phénomene pourrait donc avoir un role dans la sélection bactérienne
du sol environnant la truffe, et ainsi favoriser les genres ayant un impact positif sur son

développement.

b. Potentiels nutritionnels des souches bactériennes colonisant la

truffe

Exploitabilité des résultats fonctionnels

Parmi les isolats bactériens que nous avons testés, de nombreux nous ont posé des
difficultés de culture. Sur boites de Petri, la proportion de souches bactériennes capables de croitre
sur les milieux TCP et CAS était trop faibles pour permettre une analyses des souches positives.
Cette difficulté a cultiver les bactéries de notre collection sur le milieu CAS peut provenir de la
toxicité du composé HDTMA puisque les expériences ont montré un pourcentage de croissance
extrémement faible sur HDTMA seul. Quant aux milieux KB, CMC et CYM, les pourcentages de
croissance étaient suffisants, ce qui aurait pu permettre une analyse pertinente des souches
positives sur ces milieux. Or, les effectifs des souches positives étant inférieurs a cinq par catégorie,
aucune différence significative n’a pu étre établie entre les compartiments. De méme, de

nombreuses activités enzymatiques se sont révélées difficiles a analyser également du fait des
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fortes proportions d'isolats bactériens présentant des activités nulles, rendant l'analyse statistique
parfois impossible.

Ces tests ont déja été réalisés sur des communautés bactériennes du sol, et des proportions
élevées de croissance et d’isolats positifs avaient pu étre observées sur boites de Petri (Uroz et al,
2009). Par ailleurs, de nombreux isolats s'étaient révélés positifs sur les tests de bioactivités en
microplaques (Uroz et al, 2013) Il peut donc sembler étonnant d'avoir des difficultés a cultiver nos
isolats sur ces milieux. Cependant, les communautés bactériennes étudiées dans notre étude
provenaient d'un sol particulier, calcaire au pH basique, alors que I'analyse précédente avait été
réalisée sur sol forestier acide (Uroz et al, 2013) ou avec des bactéries des genres Collimonas et
Burkholderia, genres non retrouvés dans notre collection(Uroz et al, 2009). Les différences de
disponibilité en nutriments et la variation de pH pourraient expliquer ces difficultés puisque des
communautés bactériennes associées a ce type de sol n'avaient pas encore été étudiées.

a. Mobilisation des composés inorganiques

Dans les régions colonisées par la truffe noire du Périgord, les principaux probléemes de
fertilité du sol viennent de la faible teneur en phosphore et en fer (Pavic et al, 2013). Le phosphore
étant un élément limitant de son environnement nous avons émis 'hypothése que si les bactéries
pouvaient aider a la nutrition de la truffe, elles pourraient le faire a travers leur capacité a
solubiliser le phosphore inorganique. Cependant, 1'analyse des résultats n'a pas été possible. De
méme, nous avons voulu savoir si la truffe était enrichie en bactéries produisant des sidérophores,
agents de chélation du fer qui est également un élément limitant dans ’habitat de la truffe noire. Si
tel avait été le cas, on aurait pu émettre 'hypothése selon laquelle les bactéries possédant des
sidérophores le transféreraient a la truffe. Cependant les résultats obtenus n'ont pas permis de
discriminer les compartiments.

Par ailleurs, nous avons recherché chez les bactéries de la collection la présence du gene
nifH codant la nitrogénase-réductase. Les cinq fragments amplifiés suggerent potentiellement une
proportion plus élevée de bactéries possédant ce gene dans I'ascocarpe, puisqu’aucun gene nifH
provenant du sol et des mycorhizes n’a été amplifié. S'il permet de décrypter une tendance de
sélection de bactéries fixant 'azote au sein de 'ascocarpe, ce résultat est également intéressant par
le fait qu’il pourrait prouver la présence du gene dans 'environnement de la truffe une fois la
confirmation de séquence obtenue. D'autre part, 'une des bactéries possédant potentiellement le
gene de la nitrogénase fait partie du genre des Bradyrhizobium. Or, chez T. magnatum, ce sont
chez des bactéries de ce genre que Barbieri et al (2010) ont découvert des activités nitrogénases. La
forte proportion d’alpha-Proteobacteria dans la gleba pourrait donc expliquer aussi le fait que les

geénes nitrogénase n’aient été retrouvés que dans ce compartiment. Cependant, malgré la
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découverte de séquences nifH par Antony-Babu et al (2013) dans ce compartiment et au cours de
mes expériences de potentiels fragments de ce géne, il a été montré lors des expériences in vivo de
fixation d’azote N'° que les bactéries associées a la truffes ne semblaient pas fixer activement I'azote
et ne contribueraient donc pas a la nutrition de la truffe de cette maniere. Il est donc possible que
les séquences retrouvées dans l'ascocarpe ne soient pas des genes de nitrogénase-réductase,
réponse qui sera obtenue lors du séquencage. Par ailleurs, il est également possible que le géne ne
soit pas exprimé dans l'ascocarpe ou qu'il code une protéine non fonctionnelle. Il se peut aussi que
le complexe nitrogénase ne soit pas complet, puisque seule la sous-unité réductase a été
recherchée. Ce résultat est étonnant car une fixation d’azote a déja été prouvée chez T. magnatum
al'aide d'un test de réduction de I'acétyléne (Barbieri et al, 2010).
b. Dégradation de la matiére organique

Afin de mieux connaitre la capacité des souches bactériennes de notre collection a dégrader les
parois cellulaires végétales, nous avons testé leurs potentiels cellulolytiques et hémicellulolytiques
des isolats. Les tests statistiques suggeérent des activités plus élevées en Janvier ainsi que des
proportions d'isolats présentant un potentiel exocellulolytique plus grandes. Ce phénomeéne est
également observé pour l'activité chitinolytique et est dti a une sélection des souches en fonction
de la période. En effet, les communautés bactériennes présentes dans le sol en hiver auraient une
capacité plus élevée a dégrader les substrats carbonés complexes, comme par exemple la cellulose
ou la chitine (Koranda et al, 2013). Ce phénomene est dii a un changement saisonnier de structure
des communautés bactériennes et a une adaptation physiologique de celles-ci. D’autre part, il
semblerait que lactivité cellulolytique soit plus élevée dans l'ascocarpe puisqu'on observe les
activités les plus fortes dans la gleba, et les proportions de souches positives les plus élevées dans le
peridium. Il est donc possible qu’il y ait un enrichissement en souches bactériennes a potentiel
cellulolytique au sein de I'ascocarpe. Cependant, ce résultat parait illogique puisque la truffe n'est
pas composée de cellulose ou d'hémicellulose, la niche créée n'est donc pas bénéfique aux bactéries
possédant la capacité a dégrader ces molécules. C'est pourquoi mesurer 'activité enzymatique in
situ est indispensable pour vérifier la présence de cette activité dans l'environnement naturel. De
plus, ces tests en microplaques ne sont révélateurs que d’'un potentiel exocellulolytique, les
résultats négatifs obtenus sur boites de Petri sont donc peut-étre révélateurs d'une absence
d'activité endocellulolytique. D'autre part, les méthodes de pyroséquencage montrent un
enrichissement en bactéries du genre Variovorax dans la gleba par rapport au sol, or ce genre est

connu pour son potentiel cellulolytique (Ghio et al, 2012).
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c. Role potentiel des bactéries dans la libération des spores

Les bactéries présentes dans la truffe pourraient également avoir un role dans la
maturation de 'ascocarpe, et plus précisément dans la dégradation de la paroi cellulaire fongique,
ce qui pourrait permettre en Janvier (stade mature) de favoriser la libération des spores dans le sol.
Cette hypothese a été testée a travers 'activité exochitinolytique (test N-acétyl glucosaminidase)
des isolats. La méme augmentation d'activité en Janvier que pour l'activité cellulolytique a été
observée, pour les raisons décrites précédemment. Des activités plus élevées et des proportions de
souches positives plus fortes ont aussi été obtenues dans le peridium et dans la gleba. Il est donc
possible qu’il y ait une sélection des souches a potentiel chitinolytique au sein de I'ascocarpe,
permettant ainsi la dégradation de la paroi fongique lorsque les spores sont matures et prétes a
étre libérées. Si ces bactéries sont effectivement impliquées dans la dégradation de 'ascocarpe, ce
processus pourrait avoir un roéle dans la sélection du microbiote ascocarpique en favorisant les
groupes bactériens capables de tirer des nutriments de la paroi cellulaire fongique. Cette activité a
déja été observée chez une souche d’Actinobacteria retrouvée chez T. magnatum (Pavic et al,
2013). Cependant, la présence de cette fonction dans l'ascocarpe peut aussi devenir néfaste pour le
champignon si elle provoque une dégradation trop importante. En effet, activité chitinolytique
est aussi un moyen de lutte contre la colonisation par des pathogénes fongiques (Suryanto et al,
2012). Néanmoins, si le criblage réalisé en microplaque (test N-acétyl glucosaminidase) révele la
présence d’un potentiel exochitinolytique chez les souches bactériennes, le criblage de ces mémes
souches sur milieu gélosé avec chitine a révélé tres peu de souches chitinolytique. Ce résultat
suggere une capacité a utiliser une partie des constituants de la chitine. La capacité a hydrolyser la
chitine reste assez rare. Le méme type de résultats a été obtenu dans I'étude de Uroz et al, 2013.
Des expériences in vivo restent indispensables pour prouver cette activité dans la truffe. D'autre
part, on a remarqué que les souches présentant un fort potentiel enzymatique avaient en général
plusieurs activités. Les souches chitinolytiques de l'ascocarpe pouvant étre sélectionnées par
présence de chitine pourraient donc également avoir des activités cellulolytiques co-sélectionnées.

Les résultats enzymatiques obtenus doivent cependant étre nuancés. En effet, une forte
proportion de souches appartenant au genre Bacillus ont été isolées a partir des compartiments,
alors qu’ils n’étaient pas dominants avec les analyses de pyroséquencgage. Or, ce genre est connu
pour son activité chitinolytique (Nandakumar et al, 2007). La présence de cette activité pourrait

étre due a un biais de 'approche cultivable.
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CONCLUSION

Les travaux réalisés au cours de mon stage apportent de nouveaux éléments suggérant un
impact des communautés bactériennes de la truffe sur la maturation de celle-ci. La participation
des bactéries a la nutrition de ce champignon n’a pas pu étre prouvée lors de ces travaux puisque
les bactéries de la truffe ne semblent pas fixer activement l'azote, ni chélater le fer. Cependant,
I'enrichissement en bactéries ayant des potentiels d'activités cellulolytique et chitinolytique dans
l'ascocarpe constitue un indice intéressant a propos de leur impact sur la truffe. Méme si les
résultats d’activité cellulolytique sont difficiles a expliquer, ces résultats nous aménent a penser
que les bactéries présentes dans la truffe pourraient potentiellement aider a la libération des spores
a travers la dégradation de la chitine de la paroi fongique. Cependant il reste & prouver que ces

activités sont également exprimées in vivo.
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-mm

21 91 4 17 19 83 16 70 7 30 23 13
16 76 3 14 10 48 18 86 4 19 21 12
19 83 3 13 12 52 22 96 1 4 23 13
21 88 3 13 7 29 23 96 2 8 24 13
19 83 6 26 10 43 19 83 11 48 23 13
16 76 2 10 7 33 21 100 6 29 21 12
15 75 4 20 8 40 20 100 4 20 20 11
22 88 3 12 12 48 25 100 3 12 25 14
149 82 28 16 85 47 164 91 38 21 180 100

Annexe 1 : Effectifs des souches ayant une croissance sur boites de Petri pour les
différents tests fonctionnels

-“m

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 13
2 13 1 33 1 10 1 6 0 0 21 12
6 32 0 0 1 8 0 0 0 0 23 13
3 14 1 33 1 14 1 4 1 50 24 13
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 13
1 6 0 0 0 0 1 5 0 0 21 12
5 33 1 25 0 0 1 5 0 0 20 11
6 27 1 33 2 17 1 4 0 0 25 14
19 16 4 16 5 6 5 3 1 6 180 100

Annexe 2 : Effectifs des souches présentant des halos sur boites de Petri pour les
différents milieux fonctionnels



N-Actétyl-

Xylopyranosidase | Phosphatase | Glucuronidase | Glucopyranosidase Cellobiosidase

glucosaminidase

M ds M ds M ds M ds M ds

D3AIN 48 23 1921 793 3 1 243 112 139 53 31 20
D3AOUT 29 18 1634 652 58 56 489 360 105 47 22 14
D3MYCO 41 18 3114 1172 1 1 93 50 23 8 38 29
D3AS 15 9 2559 1552 400 399 153 116 194 110 12 6
D6AIN 214 99 1137 330 3 1 727 310 987 354 105 72
D6AOUT 30 22 1846 673 7 4 93 52 944 905 23 9
D6MYCO 17 11 3726 2524 285 230 58 28 84 49 50 16
D6AS 106 57 3140 1079 2 1 174 65 245 94 56 9
AIN 127 50 1545 441 3 1 475 162 545 181 67 36
AOUT 30 14 1743 464 32 27 286 178 534 463 23 8
MYCO 29 11 3420 1373 143 116 76 28 54 25 44 17
AS 67 30 2815 898 185 183 190 68 253 77 36 6
D3 36 9 2245 528 115 99 263 100 137 38 26 9
D6 95 31 2421 637 63 49 270 86 579 250 59 19

Annexe 3 : Moyennes et déviations standard obtenues par compartiment et par
enzyme



Activité Khi2 Kruskal-Wallis
Origine+stade 0,008 0,137
Xylosidase Origine 0.002 0,433
Stade 0.192 0,663
Origine+stade <0,0001 0,276
Phosphatase Origine < 0.0001 0,268
Stade 0.062 0,133
Origine+stade 0,086
Glucuronidase Origine 0,263
Stade 0,094
Origine+stade 0.100 0,048
Glucopyranosidase Origine 0.040 0,153
Stade 0.152 0,014
Origine+stade < 0.0001 0,004
GIuch;sg?ﬁ?)rqli;jase Origine 000 0.002
Stade 0.341 0,977
Origine+stade 0,371 0,002
Cellobiohydrolase Origine 0.800 0,110
Stade 0.204 0,002

Annexe 4 : P-Values obtenues avec les tests de Khi2




Résumeé

La truffe noire du Périgord Tuber melanosporum est un champignon ascomycete ectomycorhizien
hypogé passant au cours de son développement d’une forme ouverte en contact avec le sol & une forme
fermée, conduisant a une potentielle spécialisation des communautés ascocarpiques. Cela en fait un
bon modeéle pour étudier les communautés bactériennes associées a 'ascocarpe ou aux mycorhizes. La
caractérisation fonctionnelle d’une collection de souches bactériennes isolées a partir de I'ascocarpe, de
mycorhizes et du sol environnant a deux stades de développement illustre bien qu’une structuration
taxonomique et fonctionnelle opére. Les compartiments de la truffe apparaissent enrichis en souches
bactériennes avec de forts potentiels enzymatiques comparativement au sol environnant. Tous les tests
fonctionnels utilisés n’ont pas permis de conclure quant au role des communautés bactériennes.

Néanmoins, les résultats obtenus suggérent un réle potentiel dans la maturation de la truffe.

The black truffle Tuber melanosporum is a hypogeous ectomycorrhizal ascomycete fungus which
evolved during its development from an open form, in contact with the ground, to a closed one,
alowing to a potential specialization of the ascocarp. This is why it is a good model for studying
bacterial communities associated with ascocarpe or mycorhizae. Functional characterization of
bacterial strains isolated from the ascocarp, mycorrhizae and the surrounding bulk soil at two stages of
development illustrates a taxonomic and functional structuration. The truffle compatments appeared
enriched in bacterial strains with high enzymatic potential compared to those of the surrounding soil.
Although the functional tests used hére did not allow to conclude about the role of bacterial

communities. Nevertheless, the results suggest a potential role in the maturation of the truffle.
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