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RELAZIONI



Nuove conoscenze sull'ecologia diuber borchiidallo studio delle

comunita fungine ectomicorriziche

Mirco lotti , Federica Piatttoni, Alessandra Zambonelli

Dipartimento di Protezione e Valorizzazione Agrowntare, Universita degli Studi di
Bologna, via Fanin 46, 40127 Bologna.

Tuber borchii € un ascomicete ectomicorrizico di notevole irdsee scientifico che
produce corpi fruttiferi ipogei di particolare preggastronomico. Nonostante il valore
commerciale dei suoi ascomi sia inferiore a quéilduber magnatune T. melanosporum
guesta specie e particolarmente apprezzata iniatwencati locali sia come prodotto fresco
che trasformato (Zambonelli et al., 2002). Nellmlb decennio l'interesse per questo
tartufo ha valicato i confini nazionali e la sudti@zione si sta diffondendo anche in paesi
extraeuropei quali come la Nuova Zelanda, doveevmmmercializzato con prezzi simili

a quelli diT. melanosporuniHall, 2008).

T. borchii é diffuso naturalmente in quasi tutte le regidaliane e ritrovamenti di ascomi
di questo tartufo sono stati segnalati anche intinadtki paesi europei quali la Filandia,
I'lrlanda, la Polonia, 'Ungheria, ecc. (Hall et,a2007).

Rispetto alle altre specie di tartufi piu pregiateborchiie dotato di un’elevata adattabilita
ecologica che lo rende capace di stabilire simlosi una vasta gamma di piante ospiti e
di svilupparsi in ambienti pedo-climatici molto f@ifenti fra loro (Zambonelli et al., 2002;
Gardin, 2005; Hall et al., 2007). Pur preferendsuoli sabbiosi e calcarei delle pinete
litoranee lo possiamo trovare anche nei terrerdiat@lle sugherete in Sardegna ma anche
in diversi tipi di boschi collinari quali castagnetuerceti ecc. Queste caratteristiche
biologiche ne rendono possibile la coltivazionerena ambienti nei quali non sono in
grado di svilupparsi le altre specie di tartufi pitegiate. Inoltre, la facilita d'isolamento e
la capacita di sviluppin vitro del micelio hanno consentitoTa borchii di diventare la
specie modello per la ricerca nellambito del gen€uber L'interesse scientifico per
questo tartufo e infatti dimostrato dall’elevatamero di pubblicazioni che in questi ultimi

20 anni lo hanno avuto come oggetto di studio.



Nonostante I'importanza scientifica e le potentalagronomiche dil. borchii sono
estremamente scarse le conoscenze sulle comurdt@hiche che dominano gli ambienti
naturali dove si sviluppa questa specie di tartufati riportati in questa relazione sono
stati ricavati da un lavoro pubblicato nellambdbquesto progetto (lotti et al., 2010). La
ricerca é stata finalizzata alla caratterizzazide#fa comunita fungina ectomicorrizica
presente in tartufaie naturali @i borchii situate nel litorale ferrarese, una delle aree piu
produttive in Italia. In particolare sono stati walti gli effetti della specie ospite e del

punto di fruttificazione sulla composizione delawnita stessa.

L’area oggetto di studio € localizzata nel ParddDidta del Po dove sono diffusi boschi di
piccole e medie dimensioni, ecologicamente simdgidui dell’antico bosco eliceo. Le
specie ospiti dominanti sorfdinus pinastere Pinus pineadi origine antropica ma questi
ambienti si stanno rinaturalizzando cQuercus ilex(Corticelli et al., 2004). Le analisi
sono state effettuate su 30 campioni di suolo, metdevati nel punto di ritrovamento
degli ascomi diT. borchii (Tbo0) e meta ad un metro di distanza dal preded@rbol).
Sette ascomi sono stati raccolti nella pineta diawo ed 8 nel bosco della Mesola. Le
radici rimosse dal suolo sono state attribuite aopb quercia in base alle loro
caratteristiche morfologiche mentre gli apici mitati sono stati conteggiati e suddivisi
in morfotipi in accordo con Agerer (2006). L'idefitazione molecolare di ciascun
morfotipo e stata realizzata tramite la metodolatgacritta da lotti e Zambonelli (2006)
mentre la classificazione tassonomica di ciascutJ @Dperational Taxonomic Unit) e
stata effettuata seguendo i criteri proposti dadeaveert et al. (2003). Le comunita
fungina ectomicorriziche sono state caratterizzmtamite 3 misure di diversita: la
ricchezza, I'indice di Pielou e l'indice di ShanrdMiener mentre il confronto fra le
comunita (TboOvs Tbol, Pinussp.vs Q. ileX e stato eseguito tramite il coefficiente di
similarita di Bray-Curtis.

In totale sono stati esaminati 13134 apici micaitrizsuddivisi in 70 morfotipi, 56 dei
quali sono stati attribuiti ad altrettanti OTU iade alle analisi delle sequenze delle loro
regioni ITS. Llintera comunita ectomicorrizica eraaratterizzata da un’elevata
biodiversita, ma soloT. borchii ed alcune specie appartenenti alle famiglie delle
Thelephoraceae e delle Sebacinaceae mostravanodigdbbondanza superiori al 3%. La
presenza di poche specie dominanti accompagnatm damero elevato di specie rare e
una caratteristica comune delle comunita funginersicorriziche (Taylor, 2002). Fra i

basidiomiceti la famiglia con i valori di abbondanmaggiori era rappresentata dalle



Thelephoraceae (42,4%, 20 OTU), seguita dalle S$edeeae (9,7%, 6 OTU) e dalle
Inocybaceae (6,3%, 8 OTU) mentre fra gli ascomiseto il genereluber colonizzava
copiosamente le radici (21,7%, 2 OTU:borchiie T. dryophilun. Differenze con le altre
comunita ectomicorriziche descritte in bibliograsi@ano invece da attribuire alla scarsita di
Russulacee ed allassenza di micorrize Ginococcumspp. accreditate fra le specie
fungine piu diffuse negli ecosistemi forestali (lugjtio et al., 1996; Horton e Bruns, 2001).

Il confronto fra i campioni raccolti nei punti praitivi (TboO) ed in quelli non produttivi
(Tbol) ha evidenziato che la biodiversita é infegigulle radici localizzate in prossimita
dei corpi fruttiferi diT. borchiianche se solo I'indice di Pielou (che valuta lfarmnita di
distribuzione degli individui fra le specie) hattatregistrare differenze statisticamente
significative. Differenze significative sono statevate anche nella composizione di OTU
fra le comunita presenti nei campioni ThoO (maggioibondanza per le Thelephoraceae) e
Tbol (maggior abbondanza di Inocybaceae, Seba@eagdRussulaceae). Le micorrize di
T. borchii erano presenti in entrambe le comunita ma eragaoifsativamente piu
abbondanti nei campioni TboO. Questo dimostralchaorchiisi comporta in modo simile
a T. melanosporumNapoli et al.,, 2010) ma in modo diametralmentgagto aT.
magnatumo altre specie pregiate coni® edulis per le quali solo poche micorrizze
supportano lo sviluppo dei rispettivi corpi frugtif nei punti produttivi (Murat et al., 2005;
Peintner et al., 2007). Al contrario @i melanosporunfNapoli et al., 2010)T. borchii
perd non ha un effetto inibitore sulla biodivergi@iché determina solo la riduzione del

numero di micorrize delle altre specie fungine roa mfluenza la ricchezza in specie.

Le analisi statistiche condotte sulle comunita m@torriziche che si sviluppano sulle
radici delle due specie ospitQ( ilex vs Pinusspp.) non hanno prodotto differenze
significative solo riguardo la loro composizione man la loro biodiversita intrinseca.
Solo il 26% dei taxa identificati, fra cili. borchiie T. dryophilum formava micorrize con
entrambi gli ospiti, mentre le altre specie si @gpgavano solo sui pini (eshocybe
rufuloide9 o solo sul leccioTlomentella lilacinogrisea Nel sito di studio la distribuzione
di Sebacinaceae e Inocybaceae € fortemente infiteezlla pianta ospite.

Ulteriori indagini effettuate sull'intera area odige dell'indagine hanno permesso di
scoprire che nel Parco del Delta del Po si svilnppantrambe le specie criptiche
attribuibili aT. borchiirecentemente caratterizzate da Bonuso et al. {2Qisto studio,

basato sull'analisi combinata di 4 diversi loci leari, ha dimostrato che i ceppi i



borchii di origine italiana si suddividono in due distigtuppi filogenetici caratterizzati da
una bassa variabilita al loro interno e dall’assedizun reciproco flusso genetico. Inoltre
la mancanza di caratteri biometrici e morfologiesadiminanti i rispettivi ascomi ha
indotto gli autori ad concludere che queste dueeligeneticamente isolate possono

rappresentare due specie criptiche non ancorgpesti® a differenziazione morfologica.

Per approfondire le conoscenze sulla distribuzgewgrafica di queste due forme criptiche
di T. borchii &€ stata effettuata una ricerga silico di sequenze ITS simili a quelle di
riferimento, recuperandone poi i dati bibliografiteriti agli ascomi od alle micorrize da
cui sono state ottenute. Inoltre sono stati geaeténte caratterizzati parte degli ascomi
classificati comeT. borchii depositati presso l'erbario del “Centro di Micaksg
dell’'Universita di Bologna. Tale caratterizzaziohstata condotta con I'impiego di primer
specifici appositamente selezionati dalle sequede#ie regioni ITS in grado di

discriminare le due forme criptiche.

In totale I'indagine ha considerato 129 individld,3 di origine italiana e 16 da altri paesi

europei

Dalle indagini effettuate si € potuto stabilire cheentrambe le specie sono diffuse in tutto
il territorio italiano e formano simbiosi sia coworifere sia con latifoglie; 2) la specie
riferibile al genotipo 1 & quella piu frequente aobondante in Italia; 3) solo raramente
condividono gli stessi ambienti e quando cio sifie, come nell’area di campionamento,
solo in alcuni boschi si sviluppano entrambe lecepet) la specie riferibile al gruppo 2 e
diffusa anche negli altri paesi europei (in Spadrartogallo, est-nord Europa) mentre il
genotipo 1 non sembra essere diffuso oltre il ttara alpino, anche se il numero di

campioni considerato allo stato attuale € alquamtitato.

Dai risultati ottenuti &€ possibile concludere cbhedlie specie criptiche sembrano preferire
microhabitat differenti poiché difficilmente si amppano contemporaneamente nello stesso
ambiente. La specie riferibile al genotipo 2 semésaere quella dotata di una maggiore
adattabilita ambientale sviluppandosi sia in amibipedoclimatici dell’area nord europea

sia in quelli tipici del mediterraneo.
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La crioconservazione dei miceli diTuber spp. per la creazione di una

banca di germoplasma di tartufi

Federica Piattoni, Siham Baoutahir , Mirco lotti, Alessandra Zamdbne

Dipartimento di Protezione e Valorizzazione Agrowntare, Universita degli Studi di
Bologna, via Fanin 46, 40127 Bologna

L’ltalia & I'unico paese dove si registra la crésapontanea delle due specie di tartufi di
maggior pregio T. melanosporun{tartufo nero pregiato) €. magnatum(tartufo bianco
pregiato) insieme ad altre specie di minore ma seropnsistente interesse commerciale,
come il tartufo estivoT. aestivum/uncinatuyred il tartufo bianchettoTuber borchii).La
raccolta e commercializzazione di queste specigifienrappresenta un importante fonte di
reddito soprattutto per la popolazioni collinarimentane. Purtroppta produzione di
tartufi in Italia e nel resto d’Europa € notevolrteegalata nell’ultimo secolo a causa del
disboscamento, del degrado del territorio montadella raccolta eccessiva e dei
cambiamenti climatici (Hallet al., 2007). Inoltre queste importanti specie autoctone
rischiano di essere soppiantate da specie allocpimecompetitive (quali i cinesT.

indicum, T. hymalayense e T. sinere®@) evidenti rischi per la biodiversita fungina.

In questo lavoro si sono studiate tecniche peritecanservazione del micelio di tartufo al
fine di porre i presupposti per la creazione di nana banca germoplasma di questi
preziosi funghi al fine di conservarne la biodiviérsLa crioconservazione, tecnica gia
affermata in campo medico, veterinario e botanaggpresenta il principale strumento per
la conservazione a lungo termine di materiale lgiolm. Essa si basa sulla riduzione ed |l
successivo arresto delle funzioni metaboliche datenmle biologico, conservandone la

piena vitalita.

Le prove sono state condotte utilizzando i cepfi428 10RA diT. borchiie Tae2 diT.

aestivum.

Il lavoro svolto e stato suddiviso in due particngelazione del micelio in azoto liquido e

lo scongelamento del micelio. Per la congelazism® state impiegati piccoli pezzetti



(Imm) di micelio diTuber borchiie Tuber aestivumsviluppatisi su substrato agarizzato
(PDA, Difco e WPM rispettivamente). Questi sonatisposti in criotubi contenenti 1,5
ml di mezzo di coltura liquido (PD, Difco péar borchiie WPM perT. aestivum) ed e
stato aggiunto sorbitolo (1Q4) e dimetilsolfossido (DMSO) come crioprotettoEl{

pl) ogni 3 minuti per 10 volte. Le colture sono stguindi incubate per 24 ore al buio a

22-23°C su di un agitatore rotante.

| criotubi contenenti le colture miceliari sonatstquindi congelati con azoto liquido
utilizzando il ciclo di raffreddamento di Danell Elygh (2002). | campioni sono stati
conservati immersi in azoto liquido, dopo 24 ore parte dei campioni sono stati in
congelatore -80°C. Per lo scongelamentmiceli crioconsevati sono stati scongelati
parzialmente in acqua tiepida (35°C) e dopo soat kvati con substrato liquido PD
/WPM (8ml) per eliminare il DMSO tossico per il ¢elio. | campioni sono stati quindi
trasferiti in piastre Petri contenenti substrataragzato e incubati per rilevare la crescita

miceli e la morfologia delle colonie.

La tecnica ha fornito ottimi risultati cohuber borchiiche ha sviluppato dopo 34 giorni
mentre pefTuber aestivunabbiamo ottenuto una prima crescita ifale dop@iédni. La
lag fase per i miceliconservati a -80 °C e stata molto piu breve, maecosulta dalla
bibliografia una conservazione ad una temperatwpersore a -135° C potrebbe
danneggiare [ micel (http://www.cabri.org/quidelgimicro-
organisms/M300Ap507.html

L’accrescimento e la morfologia delle colonie fumggcrioconservate sia in azoto liquido
sia a -80°C sono risulti uguali a quello delleorié testimone non congelate e mantenute
attivamente in coltura su substrato agarizzato &23Z. Sono in corso prove di
micorrizazione in serra per verificare se la critggrvazione ha modificato I'infettivita
dei miceli crioconservati come risulta da alcursiagportati in letteratura (Chetverikova,
2009). Parallelamente si sta mettendo a punto smzendi crioconservazione senza
DMSO, al fine di ridurre la lag fase come pure ®nso conducendo esperimenti di

trasferimento del micelio in mezzo nutritivo liquidnziché agarizzato.

| risultati ottenuti dimostrano che € possibileoconservare i miceli diTuber spp.,
nonostante le notevoli difficolta nel mantenereaftura questi funghi, superiori a quelle

che si incontrano per qualsiasi altra specie fumgittomicorrizica (lottet al.,2002).



Questi risultati aprono la possibilita di creareayprima banca di germoplasma di tartufo
per poterne conservare la biodiversita e per pitissiduppi biotecnologici.
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Biodiversita delle specie pregiate diuber e studi preliminari

sull’ecologia dei tartufi

Claudia Riccioni, Andrea Rubini, Beatrice Belfiori, Francesco Paolo

CNR-IGV: Istituto di Genetica Vegetale, articolaroterritoriale di Perugia, via
Madonna Alta, 130, 06128 Perugia

Introduzione e obiettivi

E’ ampiamente riconosciuto il ruolo che i funghicaririzici rivestono negli ecosistemi
forestali, legato principalmente al ciclo dei netti. Al contempo, le specie
ectomicorriziche del genefeuberrappresentano una importante risorsa economicd per
nostro paese, l'unico a poter beneficiare dellsata spontanea di entrambe le specie di

tartufo di maggior pregioluber magnature T. melanosporum

La richiesta mondiale supera ampiamente |'offertguebsti prodotti “di lusso”, cido anche
in considerazione del forte declino della produgispontanea di tartufi che si & verificato
negli ultimi cento anni (Hall et al., 2003). Al ocalproduttivo si sta di recente
sovrapponendo il rischio di perdita della biodivigrslelle specie autoctone per effetto
dell'importazione di ingenti quantitativi di specatloctone provenienti da altri paesi. Il
caso piu eclatante & quello dei tartufi di origasgatica quall. indicum T. hymalayense

T. sinenseTali specie sono caratterizzate da un’estremaitfimorfologica e filogenetica
con T. melanosporunfPaolocci et al., 1997, 1999, 2000; Rubini et 2098) Queste
specie esotiche sembrano essere piu competitivadagtahili a diverse condizioni
ambientali rispetto all. melanosporummotivo per cui la loro introduzione in Italia
potrebbe avere effetti devastanti sul piano amblentCio soprattutto se tali specie
venissero utilizzate piu 0 meno consapevolmentéaperoduzione di piante micorrizate da

impiantare in zone vocate alla produzione di tadufmaggior pregio.

E’ stato inoltre dimostrato di recente chie melanosporume una specie eterotallica
(Martin et al., 2010; Rubini et al., 2010a) per oan e da escludere che ceppi autoctoni di

tartufo nero pregiato possano addirittura incratiaton ceppi di specie asiatiche



strettamente affini. Cid comporterebbe un ulteridepauperamento del tartufo pregiato
fino ad un possibile rischio di estinzione dellagp.

In considerazione di questi fattori di rischio aeriiale, emerge la necessita di progettare
strategie mirate alla valorizzazione e alla difdefle produzioni naturali autoctone con le

loro eventuali tipicita legate all’habitat di provenza.

Recenti ricerche hanno infatti messo in luce lss@nega di ceppi fungini geneticamente
differenziati nell’areale di distribuzione sia i magnatun{Rubini et al., 2004, 2005) che
di T. melanosporungRiccioni et al., 2008). In particolare per il t#d bianco pregiato,
I'utilizzo di marcatori molecolari SSR (Simple Semee Repeats) ha consentito di svelare
I'esistenza di una struttura genetica e filogeagaadelle popolazioni con una chiara
distinzione di quelle situate alle estremita novesi (Piemonte) e sud (Campania,
Basilicata) dell'areale, rispetto a tutte le alh@che inT. melanosporurg stata dimostrata
una struttura genetica delle popolazioni tramitaliancon marcatori SSR e SNP (Single

Nucleotide Polymorphism).

Obiettivo principale di questa ricerca € stato g&d quello di approfondire le indagini
sulla variabilita genetica di queste specie pregiiTuber,e di identificare una relazione
con la provenienza geografica dei corpi fruttifemalizzati. Cio per poter giungere ad una
tipizzazione con marcatori genetici del maggior erummdi popolazioni possibile di

entrambe le specie.

Parallelamente é stato svolto uno studio per latt&izzazione morfologica e molecolare
e I'inquadramento tassonomico di una specie fungatamicorrizica nota come morfotipo
AD, comunemente presente nelle tartufaie sia niaithia coltivate diT. melanosporune

ritenuta una specie competitiva che potrebbe ragptare un rischio per la diffusione e la

permanenza delle micorrize Ti melanosporumsulle piante ospiti.



Attivita e risultati

Riguardo ar. magnatumsono stati campionati 79 ascocarpi in differéodalita della Val
d’Agri in Basilicata e successivamente genotipizeéitizzando 7 marcatori polimorfici
SSR e una sequenza SCAR (Sequence CharacterizeldiédnRegion), chiamata MA13,
gia nota per una delezione di 120 bp presente isoldcune popolazioni meridionali di
tartufo bianco (Rubini et al., 2005). Questi datha stati confrontati con un precedente
dataset ottenuto da uno screening con gli stesstatwai di oltre 300 campioni dT.
magnatunraccolti in tutto I'areale della specie e raggraippn 26 popolazioni (Rubini et
al., 2005).

Le analisi hanno mostrato per 5 dei 7 loci SSR resgnza di alleli con frequenze
particolarmente elevate nelle popolazioni meridiodaT. magnatumAl contrario, questi
alleli risultano assenti o presenti con frequenzdtanbassa in tutte le altre popolazioni.
Inoltre quasi tutti i campioni della Val d’Agri psiedono sulla SCAR la delezione di 120
bp tipica delle popolazioni del sud. Si ipotizzae diuesto possa essere il risultato di un
fenomeno noto come “effetto fondatore” per cui ¢doaizzazione di nuove aree a partire
da pochi e distinti individui porta all’'origine giopolazioni in cui i tratti determinanti degli
individui fondatori vengono ad essere fissati. blalbecifico, i nostri dati suggeriscono che
ceppi fungini con la delezione di 120 bp al locuAM abbiano colonizzato questa zona
della Basilicata e che, per effetto dell'isolantegeografico da altre popolazioni, I'allele
portante la delezione si sia fissato in pressogttiegli individui.

Analisi statistiche effettuate sullintero datassin il software STRUCTURE hanno
confermato una netta differenziazione delle popolaziella VVal d’Agri rispetto a tutte le

altre.

Il recente sequenziamento dell'intero genoma.dinelanosporuniMartin et al., 2010) ha
consentito di selezionare un alto numero di locR§fr lo sviluppo di nuovi marcatori
polimorfici per questa specie (Murat et al., 2010@llo specifico sono stati selezionati 71
loci SSR singola copia, dei quali 6 mononucleotidi65 dinucleotidici, scelti tra i motivi
piu lunghi presenti nel genoma. Per ciascun loamo sstate disegnate delle coppie di
primer per PCR sulle regioni fiancheggianti ed a&csteffettuato un pre-screening della
variabilita di ogni motivo SSR su un campione dit2fufi di diversa provenienza. Dei 71
loci, 25 sono risultati polimorfici e quindi utilzati per uno screening piu completo su 200

ascocarpi dif. melanosporunnaggruppati in 22 popolazioni italiane, francespagnole.



L’analisi della distribuzione delle frequenze atibk e la successiva elaborazione statistica
con il software STRUCTURE ha messo in evidenza straittura genetica delle
popolazioni piu chiara rispetto alle precedentematie. Appare infatti molto evidente una
forte differenziazione delle popolazioni del Piert@onon solo da tutte le altre ma anche tra
di esse. Anche le popolazioni dell’ltalia centraisultano geneticamente riconoscibili,

mentre meno chiara € la distinzione delle popotaZirancesi e spagnole.

L’ultima parte di questo lavoro ha riguardato laateerizzazione morfologica e lo studio
della tassonomia molecolare del morfotipo ectomizmo chiamato “Tipo-AD”
originariamente descritto da Giraud (1988) e ricmimle per le caratteristiche ife con
ramificazioni ad angolo retto (“angles droits” mafcese, da cui il nome) e per I'aspetto a
cellule poligonali della superficie del mantello. precedenti analisi basate sulla regione
ITS dellrDNA, micorrize morfologicamente riferibil “Tipo-AD” erano state attribuite
alle famiglie Sarcosomataceae e Pyronemataceae(Blid-alini et al., 2006; Agueda et
al., 2008). Per un piu esatto inquadramento tassmaodella specie fungina responsabile
della formazione delle micorrize del “Tipo-AD” inugsto lavoro € stata effettuata
un’analisi di sequenza sia del gene 28S che d&IdIr16 campioni micorrizici reperiti in

tartufaie naturali e coltivate e da piantine micate conl. melanosporum.

E’ stato cosi dimostrato che le ectomicorrize dpb tAD appartengono alla specie
Trichophaea woolhopeidella famiglia delle Pyronemataceae. L'analislelsequenze ha
inoltre evidenziato un certo polimorfismo corrobwta I'ipotesi che questtaxon sia in

realta un complesso di piu specie (Rubini et &1,ab).
Conclusioni

| risultati ottenuti dimostrano in maniera incontedibile la presenza di popolazioni
geneticamente distinte entro I'areale di distribna diT. magnatunme T. melanosporum.
Sembra quindi possibile, purché in presenza diumaro alto di marcatori molecolari ed
un esteso e capillare campionamento di ascocaepiptipizzare le varie popolazioni di
queste due specie pregiate di tartufo in funzioekadzona geografica di provenienza.
Tutto cio costituisce uno strumento molto utile pesmuovere e mettere in atto strategie
volte a difendere e valorizzare la biodiversitagima presente nel nostro paese. Infine,
I'attribuzione di uno specifico rango tassonomiaana delle specie fungine maggiormente

competitive nei confronti dir. melanosporuntostituisce un altro importante risultato



verso la comprensione delle dinamiche fungine dat®ri ecologici che possono giocare

un ruolo determinante nella produzione in tartufe&urali e coltivate.
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Introduzione ed obiettivi

La crescente domanda mondiale per il tartufo eoksipilita di inoculare piante ospiti con
diverse specie diuberhanno promosso nel corso degli ultimi decenni mosidentativi

di coltivazione di questi funghi. Tali tentativyttavia, non sempre sono risultati fruttuosi.
In particolare, la coltivazione del tartufo bianpeegiato a differenza di quella di altre
specie diTuber non ha ancora dato esiti positivi nonostante teehpo siano state
realizzate numerose tartufaie con questa spe@actesso della coltivazione, cosi come la
produzione spontanea di tartufi dipendono infati mumerosi fattori, sia biotici che
abiotici, con molti aspetti concernenti il cicloolmgico, il sistema riproduttivo e le
esigenze ecologiche di questi funghi che solo teceente sono stati oggetto di
approfonditi studi. Inoltre, le difficoltd di colare in vitro i miceli di tartufo,
I'impossibilita di incrociarli in condizioni contttate ed il basso livello di conservazione
dei geni che regolano le modalita riproduttive (geéel mating type) negli ascomiceti,
hanno sino ad ora precluso l'ottenimento di quaisi@videnza diretta sul sistema
riproduttivo che governa la fruttificazione di qteegd altre specie diuber(Rubini et al.,
2007).

Il successo delle tartufaie coltivate € legato analla qualitd delle piante micorrizate

impiegate. La micorrizzazione conlil magnatuma differenza delle altre specie di tartufo
eduli, si € rivelata un processo estremamenteatelie di difficile riproducibilita (Rubini

et al., 2001). Inoltre, il controllo e certificane delle piante micorrizate viene attualmente
effettuato principalmente con metodi morfologici echnon sempre consentono

I'identificazione certa delle micorrize delle vagpecie diTuber.



Risulta pertanto chiaro come l'acquisizione di cgoenze sul ciclo biologico di questi
funghi e lo studio dei parametri che favorisconanigorrizzazione delle piante ospiti con
il T. magnatunsiano questioni pregiudiziali per I'allestimentict@tufaie di tartufo bianco

produttive.

Precedenti ricerche basate sull'utilizzo di margataolecolari hanno mostrato bassa
variabilita genetica nei tartufi pregidti magnatune T. melanosporun(Frizzi et al., 2001;
Gandeboeuf et al., 1997; Bertault et al., 1998 20@{). InT. melanosporunBertault e
colleghi (1998, 2001), utilizzando marcatori codoamti, hanno evidenziato una modesta
variabilita genetica e la totale assenza di etgastinegli ascocarpi, strutture supposte
essere formate da ife dicariofitiche. Cio é staterpretato come il risultato di un probabile
bottleneck genetico verificatosi a seguito delimbi glaciazione, e di una riproduzione
prevalentemente di tipo selfing. Invero, un ciclolégico con una netta prevalenza della
fase dicariofitica su quella aploide & peculiad& basidiomiceti e non degli ascomiceti,
classe a cui appartengono i tartufi. Alla luce desta considerazione e di uno studio
basato sullimpiego di numerosi marcatori moledoleodominanti simple sequence
repeats (SSR) (Rubini et al., 2004) abbinato ad sameening capillare di campioni di
magnatumprovenienti da diverse zone dell'areale di diffi&odella specie, queste
conclusioni sono state recentemente confutate astran gruppo di lavoro (Rubini et al.,
2005). Queste analisi hanno evidenziato Tn magnatum l'assenza di linkage
disequilibrium tra i marcatori SSR utilizzati e pado I'esistenza di un elevato flusso
genico non solo entro le singole popolazioni mahartca popolazioni limitrofeCio ci ha
indotto ad ipotizzare che in questa specie l'agtmfielazione non sia il modello

riproduttivo prevalente.

by

Questa ipotesi e stata ulteriormente confermataumia studio successivo nel quale
specifiche procedure sono state utilizzate perraepde ascospore dalle ife sterili (gleba)
di singoli ascocarpi al fine di isolare ed amphfie separatamente tramite marcatori SSR il
DNA da queste strutture (Paolocci et al., 2006)lldNstesso studio inoltre, singole
micorrize ottenute da piante inoculate con ascoecprpventivamente analizzati con
marcatori SSR sono state genotipizzate sempre mtediaso di SSR. In sintesi, questi
approcci hanno consentito di analizzare mediamarcatori codominanti i DNA isolati
dalle differenti strutture che le specieTdiberproducono durate il loro ciclo vitale quali il
corpo fruttifero (contente la gleba e le ascosperd¢ micorrize. Queste analisi hanno

evidenziato sempre la presenza di un singolo aB&8& per locus in tutti i campioni di



gleba e micorrize analizzati. Tuttavia, I'analigi gpool sporali ha mostrato, in numerosi
carpofori, la presenza di alleli SSR aggiuntiviieelj della gleba, a conferma che eventi di

fecondazione incrociata (outcrossing) sono possibil. magnatum

Tali risultati hanno inoltre dimostrato che le nmidibe sono aploidi e che la gleba é
costituita quasi esclusivamente da tessuto apldigesi origina da uno solo dei partners
sessuali. Questo modello spiega inoltre l'asserglieterozigosi descritta da diversi

autori: il risultato dell’outcrossing e infatti @lenziabile solo quando le spore vengono

analizzate separatamente dalla gleba circostante.

Pur avendo dimostrato I'esistenza di fenomeni dianio, tali studi non hanno consentito
di stabilire con certezza se questa specie siattedrzata da incrocio obbligato
(eterotallismo) o al contrario sia omotallica, darpossibilita di attuare sia la fecondazione

incrociata che la autofecondazione.

Pertanto, muovendo dalle acquisizioni sopra deschét attivita svolte hanno perseguito
I'obiettivo di comprender in maggior dettaglio leodalita riproduttive inf. magnatumnel
tentativo di identificare i meccanismi molecoldnecsottendono al riconoscimento sessuale
e alla fecondazione, e di migliorare le tecnichendiorrizazione al fine di incrementare la

qualita delle piante micorrizzate.
Attivita e risultati

Per il perseguimento del primo obiettivo sono stailizzati diversi approcci. In primo
luogo, allo scopo di studiare la distribuzione dedjeli identificati nei pool sporali, si &
deciso di isolare ed analizzare individualmente oaarcatori SSR singole ascospore

prelevate da carpofori di. magnatum

Le ascospore sono state isolate dagli aschi e rla parete cellulare & stata digerita
attraverso particolari procedure meccaniche ed netmthe. Una procedura di
amplificazione dell'intero genoma (GenomiPhi Amigigtion Kit, GE-Healthcare, Milano,
Italia) & stata poi condotta al fine di ottenersédggior numero di copie possibile di DNA
target per poter poi procedere ad un amplificazioeePCR. Il DNA e stato amplificato
con successo da aschi contenenti 2, 3 e 4 spoverpemti da due corpi fruttiferi (MA453
e MA490). Per l'analisi delle singole spore sonatisttilizzati i microsatelliti MA12 e

MA19 (Rubini et al., 2004) per i quali e stata petivamente mostrata la presenza di



doppi alleli nei pool sporali dei carpofori esantindndipendentemente dal numero di
spore per asco, ogni singola spora ha mostratangole allele SSR ed il profilo genetico
delle ascospore dello stesso asco é risultatoeeslberrso. Tali analisi hanno dimostrato
per la prima volta la segregazione di marcatori S8Re singole ascospore di.
magnatumconfermando, in maniera inequivocabile, I'esistedzeventi di alloincrocio in

guesta specie.

Parallelamente si & proceduto con approcci diedftdentificazione dei geni del mating
type (MAT) responsabili della compatibilita sessuale. A tugsoposito ci si e avvalsi
dellenorme mole di informazioni desunte dal reees¢quenziamento del genomardi
melanosporun{Martin et al., 2010). L’'analisi di questo genomea ihfatti consentito di
identificare per la prima volta ifuberi geni del mating typeMAT1-2-1e MAT1-1-] che
presiedono alla riproduzione sessuale. E stato stiaio che questi due geni si trovano in
individui separati, una situazione che caratterglzascomiceti eterotallici (Rubini et al.,
2010).

Sfruttando la conoscenza delle sequenze dei igéi del T. melanosporunsi € quindi
cercato di identificare i geni omologhi Ih magnatuntramite amplificazione PCR. Gli
esperimenti di amplificazione hanno consentitosdidare inT. magnatundei frammenti
corrispondenti alle regioni pitu conservate in san@eni MAT (regioni HMG-box ea-
box). La costruzione di primer specifici sia perHMG-box che per l'a-box in di T.
magnatumha quindi consentito di screenare tramite PCRaange di ascocarpi di questa
specie e di dimostrare che, analogamentd .aimelanosporumi due geniMAT sono
presenti in differenti ascocarpi. E stato pertademlotto che anche iT. magnatume

caratterizzato da un sistema di riproduzione ai &perotallico.

La fase successiva della ricerca e stata queliaothre I'intera regione del locUdAT
(regione chiamata idiomorfo) di. magnatumA tale scopo sono stati intrapresi 2 approcci
tra loro complementari: i) genome walking a partilalle regioni HMG-box e-box gia
sequenziate ii) disegno di primers sulle regioan@heggianti il locus oggetto di studio
basandosi sulle sequenze nucleotodichél detelanosporune sull’ipotesi che tali regioni
risultano in genere conservate in specie filogeaaiente affini. L'uso combinato di

gueste 2 strategie ha consentito al momento dinsalna parte dell'idiomorfblAT1-2

Parallelamente sono stati condotti degli esperimaiti al miglioramento delle tecniche

di micorrizazione di piante forestali conlil magnatumGli esperimenti di micorrizazione



sono stati effettuati in una serra del CNR-IGV drijia dove e stato possibile regolare in
modo efficiente le condizioni climatiche nelle veastagioni di permanenza del materiale
vivaistico. Al fine di ridurre al minimo il rischiadi diffusione di funghi micorrizici
“inquinanti” ed ottenere un’ adeguata e riprodueibhicorrizazione da parte della specie
oggetto di studio sono stati controllati alcunigraetri ambientali come I’ illuminazione, il
riscaldamento, il condizionamento e |’ irrigazionee piantine delle varie specie (es.
quercia, pioppo, salice, carpino) utilizzate pémdtulazione, praticata mediante I'uso si
sospensioni sporali, sono state ottenute da semagt@lea, previo opportuno trattamento di

sterilizzazione.

In tutte le piante inoculate le analisi morfologicle molecolari hanno accertato la
formazione di ectomicorrize dir. magnatumdopo un periodo di 6-8 mesi dall
inoculazione. Tali piante potranno essere utilezaer la realizzazione di impianti
sperimentali e per valutare la presenza, permanerdiatribuzione di ceppi con diverso

mating type sia in vivaio che dopo la messa a dinmpieno campo.

Conclusioni

Nuove ed importanti evidenze sperimentali sonoestdtenute sul ciclo biologico di.
magnatumIn particolare é stato dimostrato che, in analegiail T. melanosporugranche

in questa specie la riproduzione avviene mediaveatedi alloincrocio. Alla luce di questi
risultati di base e dell'ottimizzazione di metodégber produrre piantine micorrizate cbn
magnatumsara ora possibile inoculare piante ospiti con cépmini caratterizzati per il
loro mating type e monitorare nel tempo la distzibune degli stessi sull’apparato radicale
ospite una volta che le piantine sono state mesdemara. In virtu di queste nuove
conoscenze la possibilita di impiantare tartufaie bthnco pregiato potenzialmente
produttive sembra pertanto poter dipendere in langgaura da un’equa distribuzione dei

sessi nei siti.
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La contaminazione delle falde acquifere e del swolo metalli pesanti rappresenta oggi
uno dei maggiori problemi di inquinamento inorganicegli ambienti naturali.
L’acidificazione dei suoli forestali in aree altamte industrializzate, accompagnata da
elevate concentrazioni di metalli pesanti nel w@reeterminano un impoverimento della
comunita fungina ed una forte riduzione della bredsita di diversi ecosistemi (Fellner
and Peskova, 1995). | funghi micorrizici hanno ewiziato caratteristiche uniche di
assorbimento e tolleranza ai metalli pesanti e sorgrado di colonizzare aree industriali
degradate che presentano altissime concentrazidonidmetallici quali PB*, zn**, Cdf*
Cu** e NP,

La diffusione del rame nellambiente & strettamecerelata al massiccio impiego in
agricoltura di anticrittogamici che lo contengonantre quella del piombo é dovuta
principalmente allo smaltimento dei metalli, I'id#o di vernici a base di piombo e l'uso

di pesticidi e fertilizzanti.

Per verificare un possibile ruolo positivo dellanbiosi pianta-fungo nell’ambito della
tolleranza al piombo e al rame della pianta simt@pmbbiamo affrontato uno studio
approfondito sulla risposta del fungo ectomicoodzi Tuber borchii Vittad

allinquinamento ddoni Ci?* e PB*. T. borchii (tartufo bianchetto) & una specie molto



competitiva nei confronti degli altri funghi ectarorrizici, capace di stabilire simbiosi

micorrizica con il tiglio Tilia spp.) sian vitro chein vivo.

Nel nostro esperimento abbiamo utilizzato cometpigimbionteTilia americanal., una
specie capace di crescere in terreni fortemente@ntzati e che ben si presta alla coltura
in vitro. L'utilizzo della colturain vitro ci ha consentito di ottenere un protocollo stabile
riproducibile, minimizzando la complessita del aisa e riducendo il numero delle

variabili da considerare.

Abbiamo preso in considerazione 4 cloniTdiborchii (10RA, 17B0, ATCC e Z43) per

verificare I'esistenza di eventuali differenze aspecifiche nella tolleranza al € PE".

Questi ceppi sono stati fatti crescere in terreniols a 14 concentrazioni crescenti di‘Gu
da 0,005 mM a 44,272 mM e concentrazioni crescgmiombo da 0,04 a 20,48 mM.

In presenza dei metalli pesanti in tutti gli isolabalizzati € evidente un aumento della
crescita radiale rispetto al controllo, tranne adeine ATCC in presenza del rame. Un
comportamento di questo tipo puo essere intergretah come una aumento di stato di
salute del fungo alle alte concentrazioni di inqumite nel terreno, ma piuttosto come una

strategia adottata dia borchiiper cercare di colonizzare porzioni non inquinate.

Le analisi di espressione di geni coinvolti neltascita apicaleRhoGDIe CDC42 sui
ceppi ATCC e 10RA cresciuti su terreno contamir@in Ci* e PB* hanno evidenziato
una maggiore espressione nel ceppo 10RA, che #Hbe cancentrazioni dei metalli
mostrava una maggiore crescita diametrale, risggtttone ATCC. Nessuno dei due ceppi
cresciuti in terreni contaminati da rame ha evidkoz attivazione dei meccanismi di
protezione da stress ossidativo indotto da metadime dimostrato dai livelli invariati di
espressione di glutaredoxina e tioredoxina rispatt@gontrollo. Al contrario nel ceppo
ATCC in terreno contaminato da piombo si attivanmeccanismi di detossificazione
cellulari come e dimostrato dallaumentata espoggsidella glutaredoxina e tioredoxina,

mentre gli stessi geni non vengono sovra espregsiisenza di Bbnel ceppo 10RA.

Per spiegare quali potrebbero essere i meccandwottiaéi dal fungo per resistere anche ad
alte concentrazioni di inquinante, abbiamo effd@tiulganalisi al microscopio ottico del
contenuto intracellulare di piombo utilizzando cooodorante specifico il sodio rodizonato
(Tung and Temple, 1996).



Dalle immagini ottenute si osserva che fino allaaamtrazione di 2.56 mM, il Bb
assorbito viene sequestrato a livello dei vacuadllad cellula fungina mentre a
concentrazioni superiori precipita in forma criste al di fuori dell’ifa. In questo modo il

fungo eviterebbe I'accumulo intracellulare di qugndi PE* potenzialmente letali.

Un analogo meccanismo si € osservato nei confagtirame in cui vi € una stretta
correlazione positiva fra un aumento di produzidnecido ossalico, composto ritenuto
responsabile della tolleranza al rame di divergaarsmi, e 'aumento di concentrazione di

guesto metallo nel terreno di coltura.

Sono state inoltre condotte prove in serra perfigare la tolleranza al rame di piantine
micorrizate conTuber melanosporunvittad.. Le prove hanno dimostrato che un
guantitativo di rame nel suolo pari a 145 ppm, sope a quello presente nei suoli di
molte regioni italiane non danneggia le micorrizguesto tartufoAPAT, 2003). | sintomi

fogliari e 'accumulo di rame nelle foglie risullameno evidenti nelle piante micorrizate
rispetto a quelle non micorrizate, evidenziandonduiun effetto di bioprotezione nei

confronti della pianta da parte del tartufo.

Le nostre ricerche hanno dimostrato che grazieesicanismo di immobilizzazione che |l
micelio del tartufo effettua nei confronti dei miétpesanti, I'utilizzo di piante micorrizate
con tartufo oltre a portare notevoli vantaggi ecaiw potrebbe avere un effetto di
biorisanamento dei suoli inquinati da metalli pesad in particolare dei nostri suoli

agrari.
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| tartufi sono corpi fruttiferi di funghi ipogei ehvivono e si sviluppano sottoterra in

simbiosi mutualistica con I'apparato radicale diusle piante arboree.

Il tartufo ha nelle Marche radici storiche antidise tanto da essere parte integrante della
nostra cultura e tradizione, inoltre le Marche ragpntano una delle poche regioni italiane
ad avere nel proprio territorio una buona produziati tutte le specie di tartufi
commerciabili. Le aree a vocazione tartufigena gmasnel territorio marchigiano
forniscono quantita significative di tartufi da imettere sia nel mercato nazionale che
internazionale. | tartufi sono noti soprattutto feetoro ottime qualita organolettiche, tra le
quali la piu importante e sicuramente I'aroma, beeper intensita e fragranza nelle varie
specie. Le caratteristiche del corpo fruttiferoiaao a seconda della specie, del tipo di

pianta simbionte e dellambiente nel quale il tertonatura e si accresce.

Nel suolo micorrizico il tartufo interagisce conrfeolari batteri che si sviluppano
all'interno della “micorrizosfera” (lambiente duslo e aria attorno alle micorrize). Questi
microorganismi stimolano il processo di micorrizam, producendo composti volatili che
possono aumentare la ricettivita della radice dabata ospite nei confronti del simbionte

fungino.

I composti organici volatili (Volatile Organic Cguaunds VOCs) sono un’ampia
categoria di molecole organiche caratterizzate i tensione di vapore tale da renderle
evaporabili alle condizioni di temperatura e prassi ambientali. In virtu delle loro
caratteristiche fisico-chimiche queste sostanzelgswm un ruolo molto importante
all'interno della biosfera: I'elevata capacita difahdere nellambiente (a breve, media e
lunga distanza, in un mezzo acquoso 0 nel terrémojende un ottimo sistema di

interazione tra organismi di uno stesso ecosistema.



Tali sostanze chimiche sono responsabili dellessaaosi olfattive percepite.

La composizione degli aromi puo variare quali-gitativamente ovvero sia come
tipologia sia come quantita dei singoli componextii principali fattori che la influenzano

sono:

« Fattori intrinseci: specie, cultivar, clone, ecotip

« Fattori ecologici: origine geografica (latitudineakitudine), condizioni climatiche
(ora solare, fotoperiodo, temperatura, ecc.) e logiche (struttura del terreno e
pH), fattori biotici (attacchi da insetti o altrajpgeni)

« Fattori tecnologici: tecniche di coltivazione, tipgia dei processi di raccolta,

condizioni di conservazione della materia primantdogie di trasformazione.

L’analisi chimica delle componenti volatili rappezga uno strumento estremamente
efficace e raffinato non solo perché consente dividuare le componenti “nobili” che
conferiscono alla pianta o all'alimento I'aromaidip ma soprattutto perché offre la
possibilita di seguirne la tracciabilita, rilevandpecifici marcatori che descrivono |l
prodotto stesso e tutto il percorso della filieraduttiva, dalla raccolta fino all’'utilizzatore

finale.

A causa delle basse concentrazioni degli aromiirseghenti, la prima operazione che
deve essere eseguita per I'analisi € la precoramatre mediante, in genere, la tecnica
della HS-SPME (Head Space — Solid Phase MicroExtraction), upde determinare i

composti organici volatili.

La microestrazione in fase solida (SPME) é unaitecrecente basata sull’'utilizzo di una
sottile fibra di silice fusa rivestita da un oppord materiale in grado di adsorbire diversi
composti presenti sia in matrici liquide che salidecampionamento delle sostanze puo
avvenire per esposizione della fibra sia nello gpdrztesta sovrastante la matrice (tecnica

idonea per analiti volatili).

Alla luce delle evidenze scientifiche sopra riptafaabbiamo voluto contribuire alla
caratterizzazione e alla tutela di un prodottactipé di elevato valore commerciale quale é
il tartufo bianco pregiatoT{ MagnatumPico) che viene raccolto spontaneamente nel
territorio marchigiano. L’attivita di ricerca svaltha permesso lindividuazione di

marcatori chimici in grado di discriminare I'area rdccolta diTuber MagnatumPico.



Inoltre, in un precedente lavoro, abbiamo sviluppat metodo che consente, attraverso
I'analisi dei VOCs, di caratterizzare e, di consama, differenziare le varie specie di

tartufo onde evitare frodi alimentari.

Per quanto riguarda gli studi di variabilita inpesifica della specie di tartufo bianco
pregiato le indagini sono state compiute con fzdb della gas

cromatografia/spettrometria di massa (GC/MS). Ttamjuesta tecnica € possibile
caratterizzare i composti presenti nel campionézeéindo una piccola quantita dello

stesso.

Sono stati analizzati 67 campioni Ti magnatunraccolti in tartufaie naturali del centro,

del nord e del sud ltalia.

Per ogni campione e stato ottenuto un cromatograat@aiporta la corrente ionica totale,
ciascun picco corrisponde ad una molecola voldtdai spettro caratteristico permette la
sua individuazione. Gli spettri ottenuti dai croogrammi di tutti i campioni studiati sono
stati elaborati in maniera tale da eseguire uniginalei componenti discriminanti
principali (PCA). Per ciascun PCA discriminantestato eseguito un test “incrociato di
validazione” per corpi fruttiferi dir. magnatunconsiderando I'areale di raccolta come se
fosse sconosciuto e verificando successivamentealidita del metodo discriminante
SPME-GC/MS.

Dai risultati ottenuti dall’analisi discriminant&if. 1) si evince un’ottima separazione tra
le regioni Piemonte, Toscana e Molise, mentre wané separazione si ha tra le regioni
Emilia, Romagna, Marche e Umbria. Per una migliaterpretazione dei dati, i carpofori

provenienti dalle zone dell’Emilia sono stati amaditi separatamente da quelli provenienti

della Romagna, vista la vicinanza geografica cdiideche



Fig. 1 Analisi discriminante. 1 Emilia; 2 Romagna; 3 Umbria; 4 Marche; 5 Moli8eéRiemonte; 9
Toscana.
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Come prova di validazione del metodo applicatopsstati inseriti dati di tartufi analizzati
precedentemente: la loro provenienza e stata fitagai correttamente in base al metodo di

analisi messo a punto, confermando I'accuratezagmecisione dello stesso.

Analizzando tutti i cromatogrammi e relativi spgtsono state evidenziate delle differenze
che caratterizzano la provenienza dei campionifidé di ottimizzare l'attendibilitd e
I'accuratezza del metodo sono stati presi in caramione anche i composti contenenti

zolfo ed i terpeni che sono molto significativirgiscriminare la provenienza geografica
dei campioni.

Inoltre, e stata identificata una serie omologaldoli con un range di peso molecolare da

46 a 88 Dalton ed una seconda serie omologa imngerdi peso molecolare da 74 a 144
Dalton formata da esteri.

Utilizzando solo gli ioni provenienti dai compostontenenti zolfo la percentuale di
classificazione dei carpofori di. magnatumprovenienti dal’Emilia e dalle Marche
migliora di circa 1'8%.



La spettrometria di massa combinata alla gas cagnafia ed alla tecnica HS-SPME
insieme con l'analisi discriminante offre un metaodolto efficace per la caratterizzazione
di tartufi attraverso I'analisi della loro fraziowelatile. In particolare, iTuber Magnatum
Pico proveniente da Marche, Toscana e Piemonfaplenportanti regioni italiane in cui
questi funghi sono raccolti e venduti, € ben cfasgb e distinto. Anche i tartufi raccolti
nelle regioni confinanti Marche ed Emilia Romagn@gioni con caratteristiche

pedoclimatiche molto simili, sono discriminati.
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