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1. Introduzione

1.1. Generalita sui funghi

I mondo dei funghi sia macroscopici che microscog@ un mondo vasto, in gran parte
sconosciuto, fondamentale per 'economia umanay €gquilibro degli ecosistemi. | funghi
sono organismi eucariotici appartenenti al re§uoimgi. Sono privi di clorofilla e pertanto
sono eterotrofi ossia usano la materia organica gia sintetizzatalfa organismi
comportandosi da saprotrofi, parassiti o simbiomwtualistici di piante, come nelle
micorrize 0 nelle associazioni licheniche. | funghitrono per assorbimento e hanno la
parete cellulare costituita da chitina, il lorddaé costituito da cellule allungate filamentose
(le ife) (che nel loro insieme costituiscono il \lio) e sono capaci di riprodursi
sessualmente e/o agamicamente (Alexopoelosl. 1996). | funghi piu semplici sono
organismi unicellulari come lieviti, ma la maggigarte sono in forma miceliale e
pluricellulari (Redecker, 2002). La forma miceligdermette al fungo di avere una crescita
radiale e colonizzare rapidamente e uniformementanobiente. La forma miceliale fornisce
quindi una superficie massima di contatto e peenédsplorazione e la ricerca delle
sostanze nutritive in tre dimensioni (Jennings seky 1996). Essi si nutrono secernendo
enzimi nel terreno che digeriscono i composti oigjanducendoli a piccole molecole
solubili (digestione extracellulare), queste molecs diffondono poi all’interno delle loro
ife attraverso la parete (Alexopoules al, 1996). Generalmente la stima accreditata del
numero di specie di funghi sulla terra e 1,5 miligtawksworth, 1991; Hawksworth, 1993;
Heywood, 1995), di cui si ritiene che sia statopscto solo il 5% delle specie esistenti
(70,000) (Hawksworth e Rossman, 1997); cio sigaifibe rimangono 1,43 milioni di specie
ancora sconosciute alla scienza.

Riportiamo in questo schema la recente classificezdei funghi di Hibett al. (2007).
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Fig. 1- Classificazione del regno dei Funghi (da Hiletal.,2007)

| funghi superiori sono compresi fra i Dikarya engddivisi in due divisioni: Ascomiceti,
Basidiomiceti.

In questa tesi sono stati studiati esclusivamefhtasgomiceti ed in particolare il genere
Tuber La divisioneAscomycotaostituisce il piu grande gruppo di funghi fin@m@nosciuti,
guesta divisione comprende oltre 32.000 specigispandenti a circa il 40% di quelle fino
ad ora descritte (Hawksworth, 1991). Essi vivondiffierenti habitat, infatti si possono
trovare sia in ambiente acquatico che terrestmirenriescono a sopravvivere in condizioni
di moderato stress (Ahmed e Abdel Azeem, 2010),tdcbecie di ascomiceti sono
economicamente importanti (Dameh al, 2009), mentre poche di queste specie devono la

loro importanza al fatto che sono commestibili cospegnole e i tartufi (Ahmed e Abdel
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Azeem, 2010), molte altre sono utilizzate a scaptdenologici come la produzione di
alimenti, bevande, acidi organici, biofungicidiofartilizanti fungini, cosmetici e ormoni
(Hyde e al 2010). Gli ascomiceti sono in grado di comporteessaprotrofi, da parassiti o

simbionti mutualistici.
1.2. Importanza ecologica dei funghi negli ecosiste forestali

| funghi sono organismi chiave nel funzionamentglidecosistemi e mentre noi possiamo
ammirare il loro gran numero, la conoscenza debtao |"diversita funzionale” e
fondamentale per comprendere la loro importanzka rsallute dell'ecosistemblell’ambito
dei bioriduttori o decompositori si ritrovano unariade di organismi viventi che hanno il
compito di degradare la materia organica proveaiatdi livelli trofici precedenti. Tutti
guesti organismi non devono essere considerati cngeli elementi scollegati, ma come
componenti di un sistema vitale complesso, dovemganismi presenti intrecciano rapporti
e relazioni sociali di vario genere ed interagisctna loro e con 'ambiente che li circonda,
determinandone caratteristiche ed equilibri chetrdmriscono a mantenerne la loro
biodiversita. In questo contesto i funghi rivestamo ruolo fondamentale nei cicli naturali
per le loro peculiari modalita di nutrimentén particolare sono fondamentali per la
degradazione e la mobilitazione dei recalcitraothposti organici del legno morto. | funghi
non solo contribuiscono al riciclo dei nutrientiraverso la loro decomposizione, ma anche
riescono a trattenere i nutrienti all'interno détleo biomassa vivente nel suolo, riducendo
cosi la perdita di nutrienti attraverso la liscai@e. Il micelio nel suolo € una presenza
molto importante, la biomassa fungina e infatti doate primaria di cibo per molti altri
organismi (Molina, 1994)

1.3. Interazione pianta- microrganismi

Nelle ultimi anni la ricerca ha dimostrato con seenmaggiore evidenza che la conoscenza

delle relazioni microorganismi - pianta e esseezpr un corretto funzionamento di tutti gli
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ecosistemi terrestri al fine di ottimizzare le resenello stesso tempo salvaguardare
lambiente. | rapporti reciproci tra piante e miganismi possono essere simbiotici
mutualistici o antagonistici; la maggior parte degtudi ha mostrato che molti
microrganismi hanno un effetto benefico per la faaassi promuovono la decomposizione e
la mineralizzazione dei residui organici e facilibacosi I'assorbimento dei nutrienti,
promuovono la crescita, fissano l'azoto, e posspruieggere le piante dall’attacco dei
patogeni

1.3.1. La simbiosi micorrizica

A livello della rizosfera possono instaurarsi mplig tipi di interazioni (Fig.2) tra cui quelle
simbiotiche. Si definisce associazione micorrizieinierazione simbiotica mutualistica tra
funghi micorrizici e piante superiori e costituiseeforma di simbiosi piu diffusa su scala
globale (Jennings e Lysek, 1996). La simbiosi nmiizara, venne osservata per la prima
volta dallitaliano Gibelli (1879, 1883), ma la ciderd6 come uno stato patologico,
successivamente solo il tedesco Frank (1885) hasimato la natura simbiotica di queste
structure, a cui ha dato il nome di micorrize.

Il termine micorriza deriva dal grecmykes= fungo e rhiza = radice e descrive
un’associazione intima strutturale e funzionaleglraapici delle radici di una pianta e le ife
fungine. Come gia detto la micorriza € una formaidibiosi principalmente mutualistica,
per cui i due organismi portano avanti il loro oigitale vivendo a stretto contatto e traendo
benefici reciproci. Si stima che circa il 90% dghiante effettuano spontaneamente questa
associazione (Smith e Read, 1997), in generaley pogsenti nell’83% delle dicotiledoni,
nel 79% delle monocotiledoni ed in tutte le gimrerspe (Wilcox, 1991). Hanno un ruolo
cruciale nello sviluppo e nel mantenimento di cortaudi piante e percido sono considerate
come “ecologicamente obbligate” e influenzano imeate la diversita e la produttivita delle
foreste e possono anche esercitare una pressitaitgvaesui microrganismi del suolo, sia

sulla loro diversita genetica che sulla loro diitargunzionale (Klettet al, 2005). Una
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pianta pud essere micorrizata con diversi funghuedingolo fungo puo infettare diverse
piante. Quindi, la complessita delle possibili camalzioni dalla simbiosi micorrizica é
enorme. Le micorrize vengono tradizionalmente diaase in base alle modalita di
colonizzazione (Fig.2), in:

endomicorrize [micorrize (VAM) arbuscolo — vescicolari o (AM) lauscolari] quando il
fungo penetra all'interno dei tessuti e delle dellcorticali dell'ospite ma non forma un
mantello fungino esterno, le ife fungine s'insediasulla parte corticale della radice
penetrandone le cellule e riempiendone gli spazardellulari senza pero invadere mai il
cilindro centrale. All'interno delle cellule possmriormare delle strutture ovoidali dette
vescicole e delle strutture ramificate dette arblisGli arbuscoli penetrando nelle cellule
dell’ospite superano la parte cellulare ma non &ntorana citoplasmatica che si invagina
seguendone lo sviluppo. Le micorrize VA sono le giffluse nel mondo vegetale mentre i
funghi che formano micorrize VA sono esclusivaméakemeromycota.

Le ectomicorrize (ECM) costituiscono l'altro principale tipo di @&sazione micorrizica.
Esse sono caratteristiche delle piante forestatli dunghi come i Basidiomiceti e gli
Ascomiceti (Buscoet al.,2000). Nelle ectomicorrize il fungo si sviluppaegmamente alle
radice solo nell’apoplasto originando il cosiddetéticolo di Hartig e forma un mantello
fungino ricoprente I'apice radicale detto micoclerigsse inoltre sviluppano una rete
miceliare che si diparte dal mantello e esplorteiiteno circonstante da cui si sviluppa il
corpo fruttifero che puo essere epigeo o ipogesai cosiddetti tartufi). | funghi ECM hanno
un ruolo importante per piante ospiti sia neglisgstemi naturali sia in queli forestali (Grove
e Le Tacon, 1993). Le ectomicorrize interessan8%l delle fanerogame (Meyer, 1973).
Molina et al (1992) hanno stimato che circa 5.500 specie waégetcirca 20,000-25,000
specie fungine sono in grado di formare la simbexomicorrizica (Rinaldet al. 2008).
Attualmente non é stato ancora chiarito con ceategmndo le ectomicorrize siano comparse

sulla terra; basandosi su dati molecolari, BerbeBaglor (1993) hanno suggerito che i
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funghi ectomicorrizici siano comparsi per la primata durante il cretaceo inferiore (130
milioni di anni fa), questa ipotesa e stata contgendalle prime esame delle testimonianze
fossili di ectomicorrize in radici d?inus(Alvin, 1960).

Nelle ectomicorrize il mantello fungino di spesswagiabile (20-6Qum) costituisce dal 20 al
40% della massa totale di un’ectomicorriza (Vegal.,1991). Esso € considerato come un
sito di immagazzinamento per i nutrienti del fureguisiti dal suolo (Smith e Read, 1997)
e come una protezione della radice. Nei tessuiifu infatti le concentrazioni di N e P
sono piu alte da 4 a 5 volte rispetto a costitpiesenti nelle piante (Vogt al., 1981). I
reticolo di Hartig & costituisce da un interfacti due simbionti quindi ha un ruolo chiave
nella micorriza funzionalmente attiva (Bonfante,02)) esso é formato da ife che dal
mantello si estendono verso I'interno della radice ) epidermide e le cellule corticali e che
si organizzano a formare un tessuto pseudopareatbsm che avvolge completamente le
cellule radicali. Questa struttura € molto impottgmoiché permette al fungo di mantenere la
continuita dello scambio di fotoassimilati, nuttiea acqua tra la pianta ospite ed il suo
partner fungino. Le ife extraradicali formano umeodi connessione fondamentale della

micorriza col suolo, da cui traggono i nutrienkilgrtin e Tagu, 1999) (Fig.2).
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Ectomicare

Endomicorrize

Fig. 2 - | principali tipi di associazione micorrizica (&losse e Le Tacon, 1998).

1.3.2. L'importanza della simbiosi micorrizice perla pianta

Il termine rizosfera e stato introdotto nel 1904 ladaenz Hiltner (Linseret al, 2006) e
definito come una regione di terreno direttamentdluénzata delle radici e dai
microrganismi associati; questa piccola porzioneomsiderata come una zona ecologica
ricca di elementi nutritivi, microflora, microfaund&ra i microrganismi della rizosfera i
funghi micorrizici hanno un ruolo fondamentale per sviluppo della pianta. Nella

micorrizosfera le micorrize incrementano notevoltede capacita di esplorazione del suolo

19



dell’apparato radicale delle piante ospiti e creaandizioni particolarmente favorevoli per
le piante. A livello di ecosistema, l'effetto dellaicorrize si traduce in un’importante
influenza, sui cicli dei nutrienti, sulle popolaaiomicrobiche, su un miglioramento della
struttura del suolo. L'uso di funghi micorrizici @uidurre l'uso di agrofarmaci, perché la
loro presenza protegge le radici contro agentigeatd A lungo termine, il loro uso riduce i
costi associati alla coltivazione, essendo un'ettedternativa ai prodotti chimici, sia nei
paesi in via ai sviluppo sia nei paesi industziadii (Dechamplain e Gosselin, 2002).

Inoltre le piante micorrizate si presentano speggD competitive e piu tolleranti nei
confronti degli stress ambientali rispetto allenpéanon micorrizate.

1.3.2.1. Nutrizione minerale

Dal punto di visa nutritivo il partner fungino sgel un ruolo fondamentale, perché le ife si
espandono nel terreno circostante per diversi pwigsta ricerca porta ad un aumento della
superficie del sistema radicale della pianta (10@@ri di micelio per ogni metro di radice)
(Plassardet al. 2000) e consente di esplorare volumi maggiori edreiho con minore
dispendio energetico e quindi con una maggioreieffza. Perco possono estrarre dal suolo
una maggiore quantita di nutrienti minerali. Intganlare i funghi micorrizi sono in grado di
assorbire i composti azotati e fosfatici trasforimar molecole facilmente utilizzabili dalla
radice della pianta ospite; questo si traduce @ maggiore crescita della pianta. L™effetto
crescita” e evidente soprattutto nei terreni podérlementi minerali. Il fungo inoltre puo
solubilizzare composti insolubili presenti nel &To, aumentando la disponibilita di
elementi nutritivi. Dal punto di vista selettivoengio le piante micorriziche hanno un
vantaggio nei confronti delle piante nhon micoricessendo in grado di adattarsi anche in
terreni paticolmenti poveri di elementi nutritivi.

L'instaurarsi delle simbiosi micorrizici tra fungo pianta é favorita dalle scarsita di azoto
nel suolo. Infatti se I'azoto & in eccesso, la t@aa in grado di assorbirne da sola una

sufficiente quantita senza l'aiuto del fungo et@&io non metteno zuccheri a disposizione
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del fungo (Buscott al.,2000).

Da molto tempo é stato dimostrato che tra i simibionicorrizici si verifica una
traslocazione bidirezionale di sostanze divers@ &i primi studi sulle micorrize alcuni
autori, che avevano somministrato alle ife fungnstanze nutritive marcate isotopicamente
(ioni fosfato, ammonio, nitrato, sodio, calcio gte.le hanno ritrovate nelle foglie dei loro
ospiti (Melin e Nilsson, 1958; Melin e Nilsson, Z95Melin e Nilsson, 1953). Oltre al
miglioramento della nutrizione minerale, le micoeri offrono altri benefici come la
tolleranza allo stress idrico (Lamhamedlial., 1992), la tolleranza ai metalli pesanti (Read,
1999) e la protezione contro gli agenti patogemui#ar-Azcon e Barea. 1996).

1.3.2.2. Tolleranza ai metalli pesanti nel suolo

All'interno del biota del suolo, i funghi micorriai hanno evidenziato caratteristiche uniche
di assorbimento e tolleranza ai metalli pesantiorosin grado di colonizzare aree che
presentano altissime concentrazioni di ioni mefalfjuali PB*, zrn**, Cd*. Questo
meccanismo non e facile da spiegare e presentanotexole specificita a seconda del
metallo e della specie di fungo coinvolta (Hall02D La resistenza al metalli pesanti puo
essere acquista attraverso I'assorbimento dellimaquie da parte delle ife e la chelazione da
parte di sostanze secrete dai funghi come la giaméHall, 2002), o attraverso meccanismi
che permettono al fungo di tollerare e sopravvivar@resenza di concentrazioni elevate
dell’elemento tossico (Turnaet al, 1996). Essi non possono essere chimicamentadksgr

e si accumulano nella biosfera, questi metalli possessere sequestrati dal mantello
fungino, possono altresi accumularsi nei corpitifieri dei fungi, rendendoli inadatti al
consumo L'unica soluzione per un completo biorisanamentoutdizare tecniche di
immobilizzazione e di estrazione del metallo dablsu(Leyval et al., 1997). Nei suoli
inquinati &€ stato mostrato che i funghi AM, inflzamo in piu modi I'assorbimento e
alleviano gli effeti della tossicita del metallossico (Leyvalet al, 1997). Dixon e

Buschema, (1988) hanno dimostrato che piantdidus banksianae di Picea glauca
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inoculate con il fungo ectomicorrizic®uillus luteuserano protette dalla tossicita dei metalli
pesanti e la loro crescita era favorita. Le mi@&risono stati proposte come anche
bioindicatori della presenza di inquinanti nel syahfatti alcune specie o ceppi fungini
ectomicorrizici sono piu sensibili di altre possoessere utilizzate come uno strumento
integrativo alle procedure chimiche di estraziome whetalli dal suolo per verificarne la
presenza a livelli tossici..

1.3.2.3. Protezione dagli stress salini

Il beneficio delle micorrize verso le piante non cgincretizza solamente nei confronti
dell'assorbimento di nutrienti e tolleranza ai ntietpesanti. Infatti le piante micorrizate
mostrano spesso una maggiore resistenza/tolleragizastress biotici (attacchi di funghi
patogeni e nematodi) e abiotici (stress idricolmgp L'eccesiva salinita rappresenta spesso
una delle principali cause di stress limitantidlescita e la produttivita delle piante coltivate.
| funghi micorrizici hanno un ruolo positivo nelialleranza della pianta alla salinitd. Questa
resistenza viene indotta tramite una limitazion€assorbimento degli ioni Na e Cl presenti
nel terreno circostante, tramite il miglioramentellel condizioni osmotiche della pianta
(Azcon et al, 1996) e tramite un bilanciamento tra gli ionimoefacilmente disponibili,
quali il fosfato (Graham, 1986). Bediret al. (2004) hanno scoperto una recente
glicoproteina dinominata, glomalina prodotta di dggecie specie di funghi micorrizici
arbuscolari (AM), Glomus mosseae Glomus intraradicesche € in grado di chelare
fortemente non solo il ferro, ma anche metalli péspotenzialmente tossici, incluso il
sodio.

1.3.2.4. Protezione dagli stress idrico

Le micorizze possono essere considerate un prateg@ dell’ apparato radicale, per cui
garantiscono un resistenza allo stress idrico aitleendizioni di estrema secchezza; cio é
dovuto a moltissimi fattori come l'aumento dellandattivita idrica della pianta, la

diminuzione della resistenza al flusso dell'acqgba attraversa la pianta, ma soprattutto al
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maggior assorbimento dell'acqua da parte dellee¥aradicali che si estendono oltre la
zona esplorata dalle radice. Colen®tnal., (1990) hanno dimostrato che la conducibilita
idrica del sistema suolo — pianta € migliore nplente micorrizate.

1.3.2.5. Protezione della malattia

Molti microrganismi (funghi, batteri) come i funghiicorrizici possono proteggere la pianta
ospite attraverso meccanismi diversi quali la cdiaae con i patogeni per i siti di
infezione e per i nutrienti, la formazione di urarera fisica intorno alle radici, I'induzione
di meccanismi di difesa. Nelle cellule contenetitagouscoli, vengono infatti attivati di geni
codificanti per la resistenza ai patogeni. Inolifapplicazione di funghi micorrizici € in
grado di attivare nei tessuti della pianta unastesiza sistemica efficace oltre che contro i
patogeni radicali, anche nei confronti di quellil@garte aerea e di organismi sistemici quali
i fitoplasmi (Romanazzet al, 2009). | funghi micorrizi possono ridurre la gta di alcune
avversita biotiche causate da nematodi e sopmttdé patogeni tellurici Sclerotium
cepivorum, Fusarium oxysporum, Verticillium dahlidhizoctonia solani, Phytophthora
capsici, Pythiunspp., ecc.) (Whipps, 2004), alterando la fisicdodell'ospite e rendendo le
radici piu resistenti ai patogeni stessi. Le piamieorrizate resistono meglio all’attacco di
agenti patogeni e crescono meglio rispetto quelle micorrizate (Andradet al. 2009). Si
stima che le micorrize possono portare ad una itezdella patologie fungine compresa tra
il 55% ed il 70% (Dehne, 1982). Infatti le radiciamrrizate costituiscono una barriera fisica
contro i patogeni e possono secernere alcuni atittbiche inibiscono i patogeni radicali
(Perrin, 1985). Pozo e Azcon-Aguilar (2007) hanmmastrato, che la formazione delle
micorrize induce nella pianta una resistenza di sigtemico (ISR), simile a quella indotta a
seguito di risposta di ipersensibilita. In partar@ alcuni enzimi idrolitici prodotti a seguito
dell'infezione micorrizica, quali chitinasi e [3-uglnasi hanno un ruolo protettivo; essi
infatti sono riconosciuti per la loro attivita aotgina (Dalpé, 2005). In alcune associazioni

fungo - pianta si vede inoltre un aumento del loveli lignificazione della parete cellulare
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dell endoderma, dei tessuti vascolari e un accomdil callosio, questo permette la

formazione di una barriera contro la penetrazidargatbgeni (Dalpé, 2005).
1.4. Generalita sul tartufo

Cenni storici

Il tartufo e un frutto della terra gia conosciutai dempi piu antichi; alcuni storici fanno
risalire la prima menzione del tartufo come alinoerdi tempi di Giacobbe, circa
milleseicento anni prima di Cristo.

In un libro intitolato "Storia delle piante”, Plmil Vecchio afferma che i tartufi sono piante
senza radici originali dalla terra. Altri autori teolmi pensavano che l'origine di questo
prezioso fungo fosse dovuta all'azione dell’acqie, calore e dei fulmini (Pacioni, 1986).
Secondo Ravel (in Moigno, 1856) il tartufo nascdladpuntura fatta da una mosca alla
radice di alcune specie di alberi, soprattutto gele6olo recentemente Alfonso Ciccarello
nel 1564 in un piccolo libro, intitolatol'opuscutu de Tuberibus” considera per la prima
volta il tartufo come uno speciale tipo di fungoefine solo 19 ° secolo, (Frank, 1885) scopre
le micorrize.

Caratteristiche generali

Dal punto di vista della collocazione sistematitdaartufo € un fungo ipogei appartenente
alla classe degli Ascomiceti, che forma ectomiee;rcome tutti i funghi non € in grado, per
la mancanza di clorofilla, di compiere la fotossitehe produce le sostanze necessarie
all'accrescimento della pianta, cosicché per creseesvilupparsi ha la necessita di trarre il
nutrimento da altre piante (piante simbionti): epeempioppi, salici, noccioli, faggi, conifere.
Come tutti gli ascomiceti, i tartufi sono caratteati dalla presenza di strutture
microscopiche (aschi) che contengono spore (aso®spaoe gli organi per la riproduzione
sessuata del fungo.. Le esigenze ecologiche dafitaono molto specifiche . In generale, i
tartufi di maggiore pregio sono anche i piu esigéentfatto di temperatura, di quantita e
distribuzione delle piogge, di tipo di suolo, mentuelli di minor pregio sono adattabili ad
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una maggiore varieta di habitat. Nel mondo ci scinca 60 specie di tartufi (Trappe, 1979),

di cui circa 20 crescono in Europa (Riousseal, 2001) tutte presenti in Italia. In base alla
legge nazionale 752 del 16 dicembre 1985, che aegmita la raccolta, la conservazione e la
commercializzazione dei tartufi in Italia, sonos@8l i taxa (corrispondenti a 7 specie) che

possono essere commercializzati (fig.3).

SPECIE RACCOLTE E COMMERCIALIZZATE IN ITALIA
Tuber magnatum Fico Tartuio bianco pregiaio
Tuber melanosporum Vitlad. Tartufo nero pregiato
Tuber aestivurm Vittad. Tartuto d'estate o Scorzone
Tuber uncinatum Chatin Tartufo uncinato o Tartufo nero di Fragno
Tuber brumale Vittad. Tartufo nero d'inverno o Trifola nera
Tuber brurmale var. moschalum De Ferry Tartuto moscato
fuber borchii Vittad. Bianchetio o Marzuolo
Tuber macrosporum Villad. Tartufo nero liscio
Tuber mesentericum Vittad, Tartufo nero ordinario

Fig. 3. Tartufi che possono essere raccolti e comrakzeati in Italia

Tuber magnatunkico ( il tartufo bianco pregiato) all’'estero cenmto come “Italian white
truffle’e Tuber melanosporunvittad. (il tartufo nero pregiato), “the black diwand of
Perigord sono le specie che raggiungono il piuatewvalore commerciale e economico a
livello mondiale, mentre altreT(iber borchiiVittad., Tuber macrosporunVittad., Tuber
aestivum Vittad., Tuber. brumaleVittad. e Tuber. mesentericunvittad.) sono meno
pregiate, ma hanno importanza a livello localesisténo inoltre altre specie di tartufi

provenienti da altri continenti e che sono localteezonsumate, alcune delle quali hanno di
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scarso valore commerciale, comerfezia arenaria(soprattutto nel nord dell’Africa e Siria),
Tuber oligospermum (Marocco), Tuber oregonense, Tuber griseunb,eucangium
carthusianum(nord America),Tuber indicume Tuber pseudoexcavatu(@ina). Alcune di
gueste specie in particolar@. indicum e T. oligospermumvengono importate
clandestinamente in Italia e commercializzate cotagufi piu pregiati.

1.4.1. Il ciclo biologico

Il ciclo biologico dei tartufi € particolarmente roplesso e presenta alcune fasi ancora non
del tutto chiarite. Sulla base di studi condotinpipalmente st melanosporurg possibile
identificare tre fasi: la fase vegetativa, queliaroduttiva e quella simbiotica,; dopo un
periodo variabile di quiescenza e in condizioni quignatiche piu favorevoli, le spore
disseminate nel terreno da animali idnofagi conainci a germinare, emettendo prima un
micelio momonucleat@micelio primario, fase vegetativa)che si accresce verso le giovani
radici delle piante formando le micorrigiase simbioticg. In condizioni ecologiche ideali
guando la pianta ospite ha raggiunto la maturdialfigica, la micorriza smettono di crescere
e si sviluppano il primordio del corpo fruttifero seguito della gamia fra due miceli di
mating type diveso(fase di fruttificazione). In seguito il corpo fruttifero si rende
indipendente dalla pianta e continua il suo sviypin modo autonomo mediante
'assorbimento di nutrienti dal terreno con il priopmicelio peritrofico fino alla completa
naturazione. Parguey-Leduet al, (1984) hanno dimostrato che quando l'ascocarpo
raggiugere le dimensioni di 1 mm di diametro, eaiB mg di peso, esso presenta gia il

peridio formato e la gleba costituita da vene lieztsterili.
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Ciclo biologico del tartufo (www.tuber.it)
1.4.2. Tassonomia
Dopo il Rinascimento, I'ltalia divenne la culla daVvoro di ricerca sul tartufo. De Borsch,
(1780) pubbico a Milano un primo libro sul tartufo cui riconosce tre specie diuber.
Sempre a Milano, nel 1787, il torinese Vittorio ®iamella sua mirabile tesi di laurea in
medicina, intitolata “Melethemata inauguralia - Bypica de fungorum generatione et
propagatione”,descrisse, per la prima volta i ¢aramorfologici macro - e microscopici di

T. magnatume diT. rufume T. albidumche sara poi chiamaia borchii (Rioussett al.,
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2001). Carlo Vittadini (1800-1865), medico milanesenaturalista dell’Orto Botanico
dell’'Universita di Pavia, nella sua opekddnographia tuberacearuh{1831), fece notevoli
progressi nella tassonomia dei tartufi e descrisse 51 specie. | tartufi sono stati
considerati in un primo tempo appartenenti all'neddelle Tuberales. Nel 1979, basandosi
su criteri morfologici e biochimici, Trappe insegila famiglia delle Tuberacee, di cui fanno
parte i tartufi, nellordine delle Pezizales, imae alle famiglie delle Helvellaceae,
Pezizaceae, Ascobolaceae, ecc . In sequito lésidiiagenetiche codotte sulle regioni 18S
e 28S del DNA ribosomale da Percudanial. (1999) hanno confermato la collocazione
sistematica dei tartufi nell’'ordine delle Pezizaffg.4). In fig.5 e riportata la piu recente

classificazione dell'ordine Pezizales di Hanseriigtét (2006).
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Fig.4. Albero filogenetico dell’'ordine delle Pezizales sedo Percudaret al., (1999)
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Fig.5. Albero filogenetico dell’'ordine delle Pezizales sedo Hansen e Pfister (2006)

1.4.3. Ecologia dei tartufi

L’ecologia € la scienza che studia le relaziom distemi viventi e tra questi e 'ambiente
ovvero tra i fattori abiotici (condizioni fisico-ghiche, luce, temperatura, acqua,

composizione del suolo) e i fattori biotici (compeno tutti gli esseri viventi che vivono in
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un ecosistema; essi interagiscono sia fra di la@@n 'ambiente che li circonda).

Le ricerche ecologiche sui tartufi hanno permessiudliare i caratteri degli ambienti dove i
tartufi nascono e si sviluppano spontaneamentestqusultati hanno permesso di capire le
loro principali esigenze di cui tenere conto petda coltivazione e di individuare i piu
importanti fattori ecologici responsabili delladoiruttificazione. Le esigenze ecologiche dei
tartufi riguardono il clima, con tutti i suoi compenti (altitudine, latitudine, venti,
temperature, precipitazioni, umidita dell’aria) aFquesti fattori climatici 'andamento delle
precipitazionie le temperature, hanno un effetttevale sugli ecosistemi condizionando la
distribuzione e la composizione delle biocenosi eteninano condizioni favorevoli
sull'attivita del micelio del tartufo, lo svilupp® la formazione delle micorrize ed particolare
influenzano la composizione delle comunita fungeemicorriziche. Lo studio dei suoli e
estremamente importante. Il suolo infatti € la pmre interposta tra I'atmosfera e la
litosfera, che ospita sia la pianta sia il tartufoparticolare i tartufi esigono terreno basico
(pH superiore a 7) e calcareo; se il pH e infere@ nessun tipo di tartufo potra sciluppare.
Le specie microbiche del suolo possono inoltreugtilzare la composizione delle comunita

fungine ectomicorriziche come sara illustrato reslagrafo successivo.
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1.4.4. Caratteristiche ecologiche delle principabpecie di tartufi

Distribuzione

caratteristiche

Piante Simbionti

geografica del suolo
T. magnatum Principale paeseTerreno Si ritrova sotto pioppo (in
produttore dil preferibilmente | particolare pioppo
questo tartufo €& marnoso- bianco), salice, tiglio, querc

I'ltalia, ma

calcareo, povero(roverella,

e
e

leccio, farnia,

possiamo di fosforo e di| cerro), altri simbionti sono il
trovarlo in Istria,| azoto ma ricco di nocciolo Corylus avellang il
Croazia, e in potassio, con carpino  nero @strya
piccole aree delscarsa dotazion carpinifolia),
sud est delladi sostanza (Riousseet al.,2001)
Francia, organica, con pH
Ungheria, tra 7-8,5.
Serbia, Slovenial terreni
e CantonTicing favorevoli a
(Hall et al.,| T.magntumsono
2007) ben drenat

(Rioussetet al.,

2001)

T. borchii Ha una vastaCaratterizzato daSi trova sotto , pino domestig
distribuzione terreni sabbiosi ¢ (Pinus pine3 pino marittimo
geografica in calcarei tipici| (Pinus pinastey, pino
Europa, della delle pinete d'Aleppo Pinus halepens)s
Sicilia fino al| litoranee, mg simbionti sono anche le quer
sud dellal vegeta anche neisia rovere Quercus sessifloja
Finlandia terreni argillosi € cerro  Quercus cerris e

(Rioussetet al.,
2001)

debolmente acidi
(Rioussetet al,
2001)

0

roverella Quercus pubescens

T .melanosporun

1 Areale di
diffusione molto
vasto, si trova i
Francia, ltalia €

Spagna. € stat
trovato trovato
anche in Gran
Bretagna,
Svizzera,
Portogallo,
Serbia, Grecia
Bulgaria e
Turchia.

(Rioussetet al,

Terreno calcare
breccioso
(permeabile),
con pHtra 7,5 ¢
08,0. E statg
trovato nei suol
1 dell’'era primaria
secondaria,
terziaria
quaternaria
, (Rioussetet al,
2001)

e

2001)

DSi trova sotto le piante dli

=

roverella , di leccio, di
nocciolo, di carpino,

di pino domestico e di cisto
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1.4.5. Il tartufo e i batteri del suolo

Il suolo e I'habitat d’elezione dei funghi, le conita microbiche in esso presenti potrebbero
avere un impatto nella colonizzazione delle radatle piante da parte dei funghi micorrizici
e alterare gli effetti che i funghi hanno sullasmiéa della pianta stessa (Piculell, 2008).
Alcuni batteri presenti nella rizosfera sono in dgradi favorire linstaurarsi della
micorrizazione e di stimolare la capacita di infew fra fungo e pianta ( Frey- ket al,
2007). Una ricerca condotta da Hodgeal. (2000), che riguarda le micorrize arbuscolari,
dimostra che la comunita microbica del suolo éradg di influenzare la crescita del fungo e
lo stabilirsi del rapporto simbiotico con la piamspite in maniera positva, negativa o neutra.
In particolare, gli effetti negativi sul fungo satlucono con la riduzione del numero di spore
germinanti, della lunghezza delle ife, del gradaaionizzazione della radice della pianta
ospite. Gli effetti positivi indotti dalla componenmicrobica si esplicano in una maggior
crescita del micelio fungino e in un aumento dedpacita iniziale del fungo di colonizzare
le radici della pianta, contribuendo quindi a nogire lo sviluppo e il funzionamento della

simbiosi micorrizica.
1.5. La coltivazione del tartufo

Coltivare i tartufi € sempre stata I'aspirazionendblti studiosi a causa dell’'alto valore
gastronomico e commerciale che hanno questi phidzieghi. Nel tempo sono state provate
varie tecniche di coltivazione. All'inizio del XDé&ecolo i primi tentativi di coltivazione
risalgono ad un agricoltore francese Joseph T&lgli.scopri che era possibile creare nuove
tartufaie seminado ghiande in terreni idonei aliduppo del tartufo (Singer e Harris, 1987).
Verso la fine del XIX secolo, la produzione di téirtim Francia aumentd notevolmente
(Chatin, 1892). In ltalia tali ricerche furono mze da Mattirolo (1928), che aveva gia ben
chiaro il significato biologico delle micorrize; eglosteneva che per coltivare il tartufo
bisognava rimboschire terreni adatti con deterreirsgtecie arboree, quali querce, salici e
noccioli. Nel 1931 Francolini, suggeri che per realizzangufaie artificiali bisognava
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distribuire direttamente nel terreno frammenti airpofori maturi (Francolini, 1931).
Purtroppo, gli impianti effettuati da Francolinimdettero i risultati produttivi attesi a causa
dei funghi ectomicorrizici antagonisti presentilaehree del impianto. Lorenzo Mannozzi
Torini Ispettore del Corpo Forestale dello Statd)annozzi-Torini, 1976)pud essere
considerato il padre della tartuficoltura modernafatti fu il primo ad ottenere, in
laboratorio, piantine micorrizate in condizioni tahlate conTuber spp. Nel corso degli
ultimi anni, grazie agli studi di numerosi ricemmatitaliani e francesi, le tecniche di
coltivazione del tartufo si sono sempre piu pedeate. Oggi la tartuficoltura e
un’importante realta produttiva per molte speci¢adiufo. L'ltalia € ricca di ambienti in cui
varie specie di tartufo potenzialmente possonoressstivate con successo. Infatti, le specie
commercialmente piu importanti sono presenti itetd¢ regioni d’ltalia:T. magnatume
presente in tutta la penisolk, melanosporunn tutto il centro-nord e nel sudl, aestivumre

T. borchii si possono trovare oltre che in tutta la peniswiahe in Sicilia e Sardegna. In
Italia, si stima che ogni anno siano messe a dimisca 120000 piante micorrizate cén
melanosporum(80%) e conT.aestivum(15%), il numero di piante micorrizate cdn
magnatum, T. brumale, T. borclmivece € minimo (solo il 5%) (Bencivengaal, 2009).

La coltivazione del tartufo si configura come atéivagricola produttiva in grado di
contribuire significativamente allo sviluppo so@oenomico rurale, in particolare nei terreni
collinari e montani. Solo la coltivazione @i magnatunpresentaancora notevoli problemi
sia per le difficolta di ottenere le sue micorrineserra, sia per le problematiche che si
incontrano a pieno campo. Le sue micorrize in campfatti, sembrano scomparire e
vengono sostitute da quelle di altri funghi ectammizici. Una migliore conoscenza della
biologia del tartufo ed in particolare la comprens dei meccanismi molecolari che portano
alla formazione delle micorrize e del carpoformdividuazione dei fattori biotici ed abiotici
che attivano questi meccanismi € indispensabilgptar sviluppare moderne tecnologie per

la produzione di piantine micorrizate e per incrataee la produttivita delle tartufaie di
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T.magnatum.
1.5.1. La micorrizazione con tartufo e controllo die piante tartufigene
La micorrizazione é fondamentale per la tartufio@t | problemi piu rilevanti della
produzione vivaistica di piantine micorrizate camtéifo riguardano la contaminazione con
funghi simbionti antagonisti. In serra i contamitiapit comuni sono gli ascomiceti
Sphaerosporella brunneae Pulvinula constellatio (Amicucci et al, 2001). Le
contaminazioni sono molto piu pericolose quandooscausate da funghi ectomicorrizici
del generelTuberdi scarso pregio che possono essere presentinoelliio. Infatti alcune
specie di tartufo danno luogo a micorrize moltoikitna loro difficilmente distinguibili
morfologicamente; per questo é importante effetuar accurato controllo dell'inoculo ed
in seguito delle piantine prima della loro messapiano campo. L’identificazione delle
micorrize con il metodo morfologico é importantea mon permette un riconoscimento
sicuro del fungo simbionte, per esempio alcuneispaicscarso pregio quali. maculatune
T. indicumsi possono facilmente confondere rispettivameatedguelle diT. magnatune di
T. melanosporuniZambonelliet al,1999; Zambonellet al, 1997) e micorrize dT.borchii
e T. maculatunton quelle diT. magnatunfMello et al, 2001; Rubinet al, 2001)
1.5.2. Metodi di micorrizazione
Per ottenere delle piantine micorrizate € impogawere un ambiente il piu possibile simile
a quello naturale ed eliminare la competizioneltdi f'unghi micorrizici. Il processo richiede
la produzione delle piantine in serra in condizicontrollate. Le metodologie utilizzate per
la produzione di piante micorrizate sono diverssoao rappresentate dall'inoculazione
sporale, per approssimazione radicale e miceliare.

» Inoculazione sporale
Questo metodo e il piu antico, ma ancora il pidudid per la sua semplicita per produzione
di piantine micorrizate con tartufo. Secondo quéstaica, piantine ottenute da seme o da

talea sono inoculate con corpi fruttiferi maturappolati con un pestello e un mortaio o con
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un frullatore miscelati ad acqua sterile.
| semi delle piante ospiti devono essere sterilizazama del loro impiego per evitare le
contaminazioni; anche i carpofori dei tartufi iagati per I'inoculazione devono essere
lavati e la superficie deve essere sterilizzatawwoneloce passaggio alla flamma. Le spore
contenute nel tartufo spappolato vengono messe raatt@ con le radici, mediante
immersione degli apparti radicali nella sospensigparale o mescolando la sospensione in
terreno. In seguito le piantine sono devono esabegate in serra in vasi oppurtuni per
favorire il processo di micorrizazione. || metodoimbculazione sporale & particolarmente
idoneo per la produzione di piantine micorrizaten ¢ borchii, T. melanosporum T.
aestivummentre non é facile ottenere piantine ben micateizonT. magnatumin quanto
le spore di questo tartufo germinano con diffic¢iletti e Zambonelli, 2000).
» Approssimazione radicale

Questo metodo di inoculazione é meno costoso, garmderisparmiare sul costo d’acquisto
dei carpofori Per I'applicazione di questo metodo si utilizza eofonte di inoculo o piante
madri micorrizate con la metodologia precedentemeescritta, le quali sono trapiantate in
grandi vasche riempite con del terreno sterilegoridate da giovani piantine che possono
provenire dai semenzali, da talee radicate o adalmlture in vitro. Il metodo si basa sulla
capacita del micelio di propagarsi per infettargddici non micorrizate. In alternativa si
prelevano porzioni di radici ben micorrizate dgllanta madre che sono avvolte sempre in
ambiente sterile, attorno a quelle di giovani pramtottenute in condizioni di sterilita.
Questa procedura é molto laboriosa ed é necesdaiquesto metodo sia applicato solo da
personale specializzato, in grado di riconoscemit®rrize di tartufo presenti nella pianta
madre e valutare I'assenza di funghi ectomicoriizi@r evitare il rischio di propagare
micorrize di funghi inquinanti al posto di quelleldartufo.

» Inoculazione miceliare

La germinazione delle spore di tartufo € aleatatipende da molti fattori biotici ed abiotici
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ancora sconosciuti e il costo degli ascomi utilizzzer le inoculazioni € elevato. Solo
attraverso l'utilizzo delle nuove biotecnologie micorrizazione miceliare che si stanno
sperimentando nel nostro laboratorio, si possonevetmente migliorare le tecniche di
produzione delle piantine micorrizate con tartuksse offrono la possibilita di utilizzare per
le inoculazioni, miceli in coltura pura geneticaneeselezionati, sia per la loro affinita la
pianta ospite prescelta, sia per la loro adattabdlle diverse condizioni ecologiche delle
zone di impianto e sia per la loro precocita prodat In passato sono stati fatti numerosi
tentativi di isolamento del micelio diuberspp in coltura pura, ma spesso i miceli ottenuti
crescevano troppo lentamente per riuscire ad iaoelé piantine. | primi tentativi utilizzare
colture pure miceliari per la produzione di piarteetufigene risalgono agli anni 70
(Chevalier 1973, Chevaliest al, 1973). Recentemente nei nostri laboratori sstabe
ottenute colture pure di. borchii,di T. macrosporum, di T. aestivuai, T.melanosporum,
di T. brumalee di T. rufum(lotti et al, 2002) sufficientemente vigorose per esserezaéte
per ottenere micorrize in serra (Zambonelli e JoRD06). Questo procedimento offre
numerosi vantaggi (oltre a quelli economici e pttidugia citati) tra cui quello di produrre
piantine con un grado di micorrizazione elevato ostante ed esenti da inquinamenti
(Zambonelli e lotti, 2006). Infine poinché le piantengono coltivate in laboratorio, si
possono produrre tutto I'anno.

1.6. Metodi molecolari e 'identificazione dei fughi del genereTuber

L'identificazione di tartufi & tradizionalmente bées sulle caratteristiche morfologiche del
corpo fruttifero (aspetto, colore, dimensione),laepore (forma, ornamentazioni) e delle
micorrize (Pegler, 1993). Spesso, tuttavia nonselutiva, poinché la valutazione di tali
caratteri richiede operatori di notevole esperiesarattutto per le micorrize. Le micorrize
che si trovano nel terreno sono infatti generalmentliversi stadi di sviluppo e raramente
presentano tutte le caratteristiche necessarieuparcorretta identificazione morfologica,

rendendo spesso impossibile l'identificazione modiea. Inoltre come gia detto alcune
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specie presentano caratteristiche simili (Zamboeelal, 1993). Per questo per confermare
'appartenenza di micelio e micorrize ad una debeata specie € necessario utilizzare altri
metodi, come quelli molecolari che sono piu affitlainfatti permettono I'identificazione
delle varie specie di tartufo in tutte le fasi dielo biologico.

A partire da 1983, le tecniche molecolari hannayesso di fare enorme passi avanti nella
comprensione del mondo dei funghi del genBuber Le sequenze degli spaziatori interni
trascritti (ITS) del DNA ribosomale nucleare soeqiu utilizzate, perché ci sono una serie
di primer universali per amplificale (Whitet al, 1990) e si ripetono nel genoma
facilitandone I'amplificaziongCassidyet al, 1984).1l sequenziamento di questa regione
genica ha permesso inoltre di disegnare primersifgpeda utilizzarsi in PCR semplice o in
PCR multiplex per una identificazione piu rapiddleldiverse specie di tartufo (Amicucei

al., 1998; Amicucciet al, 2000), E’' gia stata sequenziata la regione ITS di 2@rspecie
del genereTuber. L'analisi e la conoscenza di queste sequenzeenmesso, infatti, lo
sviluppo di queste tecniche molecolari permettonmlehtificare il tartufo utilizzato anche
nei cibi, per evitare una frodi commerciale a dadel consumatore. Per esempiaber
brumaleo T. indicumvengono spesso utilizzati al postoldimelanosporumper cui Doueet

al. (2004), hanno designato primer PCR specifici peber brumale, T. indicune T.

melanosporum.
1.7.Tuber magnatumPico

E’ | tartufo di maggior pregio come confermano anclprezzi di mercato che per questa
specie sono da una a dieci volte superiori a qdeljii altri tartufi E un tartufatipicamente
italiano, si rinviene in quasi tutte le Regioni d'ltalia, d&liemonte alla Basilicata.
Nonostante sia la specie piu pregiata a tutt'oggidnescenze acquisite non sono ancora in
grado di comprendere completamente la sua biobegieologiaQueste carenze conoscitive
sono dovute a difficolta oggettive legate alle tterastiche eco-fisiologiche di questa specie
che ne rendono difficile lo studio sia in laboraiosia in campoT. magnatune infatti un
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fungo strettamente biotrofico che non sviluppagsemza della pianta ospite. Inoltre le zone
di produzione naturale sono infatti estremamenéeogenee per produttivita, solo alcune
piante sono micorrizate e la produzione di ascaaniavnotevolmente nel tempo a seconda
delle condizioni climatiche stagionali. Altro asigetla considerare € che nelle tartufaid@ di
magnatum coltivate o naturali, oltre alla produzione dittdi si verificano fruttificazioni di
altre specie fungine micorriziche e saprotrofe @egalmente i funghi ectomicorrizici
presenti sono ritenuti competitori nei confronti @aber.

T. magnatune caratterizzato da un ascoma di forma molto béeiaa sferica a lobata. |l
corpo fruttifero ha dimensioni variabili da quetlaun pisello a quella di una grossa arancia
e raramente é ancora piu grande (sono stati raceofiofori di eccezionale grandezza e del
peso di oltre 2 kg) (Fig.6). Il peridio e liscioi eblore variabile dall'ocra pallido al giallo
chiaro al verde tenue e talora con sfumature ragsasnche la gleba e di colore variabile
dall'ocra chiaro al nocciola piut 0 meno intensoéeedolcata da numerose vene bianche e
sottili che scompaiono con la cottura. Gli aschmaglobosi od obovati, sub-peduncolati,
contengono 1-4 spore e misurano in media 60-70 %6540m. Le spore sono di tipo
alveolato, rotonde o lievemente ellittiche, il deetno € mediamente di 21-3@n e gli alveol
sono grandi (10-2@m di diametro), allosservazione microscopica secastano 3-4l|
periodo di fruttificazione si colloca da ottobradia dicembrell tartufo bianco € in grado di
svilupparsi solo in pedoambienti molto circoscrittiterreno delle tartufaie naturali deriva
da substrati composti da marne, calcari marnosinenargillose, arenarie, con pH neutro o

alcalino.
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Fig.6. (a)-(b) Ascomi diTuber magnatum

Dal punto di vista climatico, preferesce le area cbma continentale, anche se talora si
trova in ambiente con clima mediterraneo. | cenmcatlh tartufi sanno che esiste una
correlazione molto significativa fra la pioggia ieat (mesi di giugno e luglio) e la
produzione dei tartufiLe tartufaie si localizzano di prefrenza nei foudile freschi e lungo

i fossati in una fascia altimetrica ottimale da IH®00 m slmln terreni umidi le piante
ospiti sono il pioppo Fopulusspp., in particolare pioppo bianco) e sali&al{x spp.), in
pianura si trova spesso associato al tiglidig spp.) e, nei terreni di collina si lega spesso
con la roverellaQuercus pubescens talora al leccioQuercus ilex Altri simbionti sono il
nocciolo Corylus avellang il carpino nero @Qstrya carpinifolig, la farnia Quercus robuy

e il cerro Quercus cerris

40



41




Scopo della tesi

| tartufi sono funghi ascomiceti caratterizzati akcomi ipogei indeiscenti di forma sferica
pit 0 meno regolare (Trapet al, 2009). Da un punto di vista sistematico sonoocali in
numerose famiglie dell’'ordine delle Pezizalé*Zizaceae, Morchellaceae, Discinaceae,
Helvellaceae, Tuberaceae e Pyronrmataceadprtufi possono essere coltivati in pieno
campo attraverso la produzione di piantine micatgze la loro messa a dimora in terreni
idonei (Hallet al, 2007). La produzione di piante micorrizate canufo € pertanto il primo
passo per poter realizzare la tartuficoltura. Bprip pero, dal punto di vista sperimentale, il
genereTuberpresenta notevoli difficolta di studio di ordineafico che coinvolgono anche i
processi d’infezione delle piantine. Tl magnatumtartufo bianco pregiato, € la specie di
maggior pregio sia per il limitato areale di svihap rappresentato solo dall’ltalia ed alcune
aree dei Balcani, sia per le difficolta che si inttano nella sua coltivazione (Hadt al,
2007). Gli studi su questa specie sono estremamemaplessi in quanto finora era
impossibile disporre del suo micelim vitro e per le difficolta di ottenere piantine
micorrizate in serra. Per tali motivi i biologi hansempre fatto riferimento ad altre specie
fungine, da impiegare come modelli nello studioledaimbiosi ectomicorriziche, poiché
gueste offrivano una maggiore certezza e rapidithottenimento dei risultati scientifici.
Una delle specie modello piu impiegatd@ber borchij tartufo bianchetto, il cui micelio, a
differenza di quello delle altre specie, si coltie@ilmentein vitro (lotti et al, 2002). Per
guesto motivo spesso € stato utilizzato per loistukklla biologia dei tartufi e delle
interzioni con la pianta ospite.

L’obiettivo di questa tesi e stato quello di spegittare nuove biotecnologia per migliorare le
tecniche di micorrizazione delle piantine con tarted in particolare coi. magnatunche

come gia menzionato sopra € la specie piu diffadecoltivare.
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La parte sprimentale delle presente tesi e stditzokata in 5 capitoli ciascuno inerente al

conseguimento dei seguenti obiettivi:

1. Isolamento e caratterizzazione di ceppl dmagnatum

2. Miglioramento dello sviluppo delle colture pureldimagnatum

3. Valutazione di estratti radicali sullo sviluppo deiceli di Tuber,

4. Produzione di piantine miccorizzate conmagnatuned altre specie di tartufo e verifica
delle dinamiche d’infezione radicale;

5. Messa a punto di protocolli di conservazione a@asmperatura per il mantenimento nel

tempo delle colture diuberspp;
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Capitolo 3

3. Isolamento e caratterizzazione morfologica di colture pure di T.
magnatum

3.1. Introduzione

| funghi del generelubersono funghi strettamente biotrofi, per cui non samgrado di
completare il loro ciclo vitale in assenza dellarpa ospite. Lo studio e I'approfondimento
della biologia e della fisiologia di un microrgamis traggono notevole vantaggio dall’avere
a disposizione miceli in coltura pura che producomnoadeguata quantita di biomassa. In
passato sono stati fatti molti tentativi per iselamiceli dei tartufi e produrre una quantita
adeguata di inoculo per infettare le piante (Fomtat®71), ma essi crescevano molto
lentamente. Diverse specieTibersono gia state isolate in coltura pura ed utitezascopi
sperimemtali, come e reportato da Séstal. (1998). Il micelio diT. borchiié stato prodotto

in sufficiente quantita per la produzione di micz&rin vitro (Giomaroet al., 2000). Altre
specie di tartufi com&. maculatum, Tmelanosporum T. aestivum, T. macrosporum, T.
rufum e T. brumalesono state successivamente isolate e caratterizzan metodi
morfologici e molecolari (lottet al, 2002).Isolare e successivamente mantenere in coltura
pura il micelio diT. magnatunrappresenterebbe il primo importante passo pelisstie in
laboratorio le caratteristiche fisiologiche e I'esgsione di geni funzionali, sia durante la
fase saprotrofaria sia durante la fase simbiotigaeesimbiontica. Infatti, il micelio dT.
magnatumdiversamente da quello di altre speciddber,é molto piu difficile da isolare in
coltura pura. Il primo tentativo d’isolamento delcelio di T. magnatuma partire dalle
micorrize, € stato realizzato da Mischiati e Foat§h993). Tuttavia, successivamente, fu
dimostrato, attraverso l'analisi genetica, che iicetio ottenuto non appartenva &

magnatumma aT. maculatum(Mello et al, 2001).Attualmente nessun ricercatore é stato in
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grado di isolarlo e mantenrlo in coltura pura. S®ate Buee e Martin (20phanno
sviluppato un metodo per mantenamnevitro i miceli di T. magnatunutilizzando le radici
delle piante trasformate c@grobacterium rhizogenes coltura mista con batteri.

Per questi motivi la prima fase della sperimentagisi € basata sul tentativo d’isolamento e
moltiplicazione in coltura pura del micelio di. magnatume sulla sua caratterizzazione

morfologica e molecolare.

3.2. Materiali e metodi

3.2.1. Isolamento dei miceli

| corpi fruttiferi di T. magnatun{Tabella 1) impiegati in questa prova sono statco#i nel
periodo compreso fra il 18 agosto 2010 e il 24 miioe= 2011 ed identificati in base alle loro
caratteristiche anatomo-morfologiche secondo Pegdl@®3). Una parte di ciascun corpo
fruttifero e stata essiccata e depositata pressbdiio del Centro di Micologia di Bologna
(CMI-Unibo). L’isolamento e stato eseguito in caridni asettiche asportando, dalle zone
piu interne di ciascun carpoforo, piccole porzidnigleba, successivamente mantenute sul
substrato nutritivo “Woody Plant Medium” (WPM), mtidato secondo lottet al. (2002)
relativamente alla componente zuccherina (10 géadcarosio) (Tabella 2). Le colture sono

state mantenute in termostato, all’oscurita, a@2 °
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Tabella 1- N° d’erbario, localita e data di raccolta degicami

Specie Numero erbario Localita di Data di raccolta
raccolta
Tuber magnatum 3882 Argenta (Fe) 18-08-2010
Tuber magnatum 3992 Cotignola (Ra) 25-08-2010
Tuber magnatum 4101 Pianoro (Bo) 07-10-2010
Tuber magnatum 4112 Pianoro (Bo) 12-10-2010
Tuber magnatum 4115 Bologna (Bo) 19-11-2010
Tuber magnatum 4119 S. Agostino (Fe) 23-11-2010
Tuber magnatum 4120 S. Agostino (Fe) 23-11-2010
Tuber magnatum 4121 S.Agostino (Fe) 23-11-2010
Tuber magnatum 4118 Molinella (Fe) 26-11-2010
Tuber magnatum 4142 S. Agostino (Fe) 06-12-2010
Tuber magnatum 4145 Bologna (Bo) 10-12-2010
Tuber magnatum 4162 Argenta (Fe) 17-12-2010
Tuber magnatum 4199 S. Agostino (Fe) 03-01-2011
Tuber magnatum 4184 S. Agostino (Fe) 07-01-2011
Tuber magnatum 4280 S. Agostino (Fe) 09-12-2011
Tuber magnatum 4281 S. Agostino (Fe) 09-12-2011
Tuber magnatum 4282 S. Agostino (Fe) 09-12-2011
Tuber magnatum 4283 S. Agostino (Fe) 09-12-2011
Tuber magnatum 4204 S. Agostino (Fe) 15-12-2011
Tuber magnatum 4341 S. Agostino (Fe) 24-12-2011

Tabella 2= composizione del mezzo nutritivo Woody Plant Mea

Costituenti

KH PO,

Ca (NOs), 4H,0
Cal,2H,0
MgSO,7H,0
MnSO,4 H,0

K, SO,

NH4 NO;
F.SO,7H,0
ZnSQO, 7H,0
H3BO3
Na,MoO, 2H,0
CuSQO, 5H,0
NaEDTA 2H,0
Myo-inositol
D(+)-Saccarosi
Agar

Concentrazione

0.2 g/l

0.5 g/l

0.1 g/l

0.3 g/l
22.3 mg/l
0.9 g/l

0.4 g/l
0.014 mg/l
8.6 mg/l

6.2 mgl/l
0.25 mg/l
0.025 mg/l
37.3 mgl/l
0.1g/l

10 g/l

10 g/l
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3.2.2. Caratterizzazione morfologica dei ceppi isati

Gli accrescimenti delle colonie sono stati annalize misurati con uno stereomicroscopio
(50X). La caratterizzazione morfologica e statagaga misurando I'indice d’accrescimento
ifale (Hyphal Growth Unit — HGU) (Trinci, 1973), diametro delle ife e la distanza fra i
setti. Questi parametri sono dei validi indicatiella crescita ifale gia utilizzati in letteratura
per la caratterizzazione morfologica dei miceliTdiber spp. (lottiet al, 2002). L’indice
HGU e stato calcolato come rapporto fra la sommeatdelle lunghezze di ciascuna

ramificazione e quella dell’asse principale edurero di apici.

HGU = (lunghezza ifa centrale £ lunghezze ramificazioni)/(n° di ramificazioni +1)

Le osservazioni sono state effettuate utilizzandonicroscopio ottico Laborlux 12 (Leitz)
(100X e 420X), dotato di video camera JVC e di paogma di elaborazione di imagini Axio
Vision 2.05 (Zeiss).

3.2.3. Identificazione molecolare

| micelio di ciscuno dei ceppi isolati € stato aifigiito con un approccio di PCR diretta
seguendo la procedura proposta da Bomiigtd (2006).Sono stati impiegati i primer specie
specificit TMGI e TMGII e le condizioni di amplifizgone individuate da Amicucat al.
(1998).

3.3. Risultati e discussione
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Fra tutti i corpi fruttiferi impiegati, € stato mbile isolare in coltura pura il micelio di.
magnatumsolo per quelli contrassegnati con il numero dieid 3882 (identificato come
ceppo Tmg2) e 4101 (Tmgb). | tentativi d’isolameeféettuati con tutti gli altri carpofori
sono falliti, principalmente a causa d’'inquinameagtterici endogeni agli ascomi stessi che,
probabilmente, hanno inibito lo sviluppo miceliade T. magnatumE’ noto, infatti, che
all'interno dei corpi fruttiferi diT. magnatumsi sviluppano numerose specie batteriche,
coltivabili e non, presenti anche negli ascomi intuma(Barbieriet al, 2010). | due ceppi
isolati con successo sono stati ottenuti entramaleatpi fruttiferi completamente immaturi,
ossia privi di spore gia formate all’interno degfichi. Addirittura, il ceppo Tmg5 € stato
isolato prelevando ciuffi miceliari da cavita imeralla gleba in formazione. Al contrario,
tutti gli altri ascomi impiegati per gli isolameratvevano spore gia formate all'interno degli
aschi, con morfologia tipiche della specie, anabensnumero ridotto. L'amplificazione di
ampliconi di 173 bp, effettuata con i primer speciTMAGI e TMAGII, ha confermato
'appartenenza di entrambi i ceppi B magnatum Le loro colonie mostravano un
accrescimento di tipo globulare (isodiametrico)tutte le successive subculture, con un
aspetto, quindi, differente ed anomalo rispettéradizionale modo di sviluppo dei funghi
filamentosiin vitro, incluso quello delle altre specie di tartufo @haipicamente di tipo
radiale. L’accrescimento ifale delle masserelle eligei trapiantate in substrati freschi si
arrestava dopo uno sviluppo diametrale di circa m# raggiunto in circa 4 settimane,
mentre la “lag” fase era paragonabile a quellaedaltre specie diuber (7-10 giorni).
Questo tipo di sviluppo era difficile da apprezzgee misurare) ad occhio nudo senza
l'ausilio dello stereomicroscopio. La moltiplicam® ed il mantenimento in coltura delle
colonie era effettuato mediante taglio delle madkemiceliari con bisturi. | frammenti
ottenuti dovevano essere completamente immersiu@lo substrato agarizzato per evitare
'arresto della crescita miceliare e 'imbrunimer(taorte) delle nuove colonie, situazione

che si verificava nel caso in cui essi fossero gpjati sulla superficie o solo parzialmente
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immersi in esso. Questa caratteristica dimostrailchecelio di T. magnatume molto piu
sensibile alla disidratazione di quello delle akpecie specie di tartufo per le quali & solo
necessario sigillare le piastre petri con Parapken evitarne I'arresto di sviluppo dovuto a
disseccamento. Le caratteristiche morfologicheca@pi di T. magnatunsono riportati in
tabella 3. In particolare, & stato misurato undadli accrescimento ifale medio di 23,07 um,

un diametro ifale medio di 3,24 um ed infine unstahza fra setti media di 12.82 pm.

Tabella 3- Caratteristiche biometriche del micelioTdimagnatum

Ceppo Indice di sviluppo Diametro ifale Distanza tra setti
ifale (Lm) (Hm) (Hm)

Tmg5 24,41 3,54 13,72

Tmg2 21,72 2,94 11,92

Il confronto di questi valori con quelli di altrepecie di tatufo, pubblicati da lotat al
(2002) ed ottenuti sul medesimo substrato, ha dnakms che i valori dell’indice di
accrescimento ifale e della distanza fra setfl dmagnatunmsono inferiori a quelli diT.
maculatum T. melanosporumT. aestivumT. macrosporumT. rufume T. brumale Al
contrario, il diametro ifale era superiore rispajteello diT. rufume T. melanosporunma
inferiore a quello delle altre specie. Inoltre, gimmente alle altre specie di tartufi, entrambi
i miceli dei due ceppi dI. magnatumsolati producevano vescicole intercari lungoféea
formavano frequenti anastomosi (Fig. 7), come gartato da alcuni autori che avevano
descritto le ife emanate dalle micorrize di talese (Melloet al, 2001; Rubiniet al,
2001). Le vescicole sono delle strutture caratiehie dei miceli dei tartufi allevatn vitro e,
per la loro morfologia, e stato ipotizzato possassere delle strutture di resistenza tipo le
clamidospore (lottet al, 2002). Inoltre, un incremento del numero di &itutture e stato

rilevato nel micelio dil. borchii sviluppatosi in presenza Bseudomonaspp, batteri isolati
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da ascocarpo di. borchiiche hanno un attivita antifungina e possono pertavolgere un

ruolo nel mantenimento della salute della ascocégpoanaet al, 2000).

i1 f - R = |
Fig. 7 -Anastomosi (a) e vescicole (b) del micelioTdimagnatum

3.4. Conclusioni

Quest’esperienza ha dimostrato che e possibilearisoll micelio di T. magnatume
mantenerlo vitale in coltura pura attraverso susigefrapianti, come gia realizzato per tutte
le altre specie di tartufi pregiati. Comunque, @albndizioni di crescita adottate in questa
prova non e stato possibile produrre significatipeantita di biomassa miceliare tali da
poterne prevedere un utilizzo sperimentale. A igliardo, lo sviluppo dei miceli dei due
ceppi diT. magnatune stato estremamente ridotto e sicuramente mdkoiore a quello dei
miceli delle altre specie diuber. In particolare sembra che tali ceppi mantengaroa il
“ricordo”, e di conseguenza un quadro d’'espressgmreca, legato allo sviluppo del corpo
fruttifero.

La produzione di biomassa miceliare ha rappresensgesso un fattore limitante per
sperimentazione nell'ambito del genefeber e, di conseguenza, per I'approfondimento
delle conoscenze sulla biologia e fisiologia digjuéunghi. Tuttavia peil. borchii é stato
possibile creare un modello per studiare le interazmolecolari pianta ospite / fungo
simbionte durante le prime fasi del processo domizzazione (Sistet al, 1998). Seppuf.

melanosporunmanifesti un sviluppo piu limitato, &€ stato podsitsequenziarne l'intero
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genoma e studiarne I'espressione genica del mi¢slartin et al, 2010) oppure studiarne
incompatibilita vegetativa effettuando co-coltura ceppi diversi di questa specie (latti
al., 2012).

Proprio per questi motivi & cruciale trovare comahz di sviluppo adeguate per migliorare la
crescitain vitro anche diT. magnatumin modo da poterlo impiegare in sperimentazidr c
prevedono la sintesi delle sue micorrize in comdizcontrollate, lo studio delle variazioni di

espressione genica e morfologica dei miceli sosgb@ostress ambientali, ecc.
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Capitolo 4
4. Miglioramento dello sviluppo del micelio diT. magnatum

4.1. Introduzione

Il requisito principale che deve possedere una ispéungina per essere impiegata
sperimentalmente in laboratorio, riguarda la syzac#éa di produrre biomassa su substrati
sintetici 0 semisintetici, in condizione perfettartes definite e facilmente riproducibili. Il
suo sviluppo vegetativo dovrebbe essere abbonéarsgido per soddisfare tutte le esigenze
operative. Infatti, un micelio che cresce lentaraemton ridotta densita ifale, non permette
d’ottenere una quantita di biomassa sufficiente perdurre degli inoculi in grado di
infettare piante. Proprio quest’'ultimo fenomeno r&a welle causa principali d’insuccesso
della micorrizazione delle piante con le specie gexiereTuber. Una limitata quantita di
micelio non permette inoltre sia di estrarre sigfite quantita di DNA o RNA necessari per
applicare tutta una serie di studi molecolari ®fogici.

Le scarse conoscenze sul metabolismorlaber spp, rappresentano il limite principale
all'utilizzo sperimentale della maggior parte defipecie appartenenti a questo genere.
Infatti, sono pochi i lavori che hanno esplorat@teferenze nutrizionali di queste specie, sia
per la mancanza di disponibilita del micelio, st | difficolta di mantenerlo stabilmente in
coltura. | funghi micorrizici ricevono la maggiolaqe dei carboidrati dalla pianta come
glucosio e fruttosio (Nehls, 2008) e di conseguemggesti zuccheri sono spesso
comunemente utilizzati per il loro sviluppo vitro. Altri studi hanno dimostrato che anche
altri zuccheri, come saccarosio e mannosio, songrao di far sviluppare il micelio di
molti funghi ectomicorrizici com@&. melanosporurfPalmer e Hacskaylo, 1970).

Le notevoli difficolta nell'isolare i miceli di. magnatunhanno ulteriormente ostacolato la

ricerca sul metabolismo di tale specie. Scopo dstplavoro & stato quello di testare per la
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prima volta la capacita di sviluppo del micelio ™i.magnatumn differenti condizioni di

substrato.
4.2. Materiali e metodi

4.2.1. Ceppo fungino

Il ceppo diT. magnatummpiegato in questa prova sperimentale é staloni)5, isolato con
successo nella precedente fase sperimentale.

4.2.2. Condizioni di coltura

Gli inoculi utilizzati nelle prove di accrescimensono stati ottenuti da colture mantenute e
moltiplicate su WPM modificato gia descritto in peelenza. Tali colture sono state
moltiplicate per circa 1 anno tramite successiaminentazioni delle piccole masserelle
miceliari per poter avere sufficienti quantita mioculi (ciascuno di diametro pari a circa 0.5-
1 mm). Per verificare le migliori condizioni di &wpo miceliare, Tmg5 e stato fatto
sviluppare su WPM modificato la cui variabile erappresentata dalla componente
zuccherina utilizzata. In particolare sono stattdg alcuni degli zuccheri che hanno fornito
“performance” migliori fra quelli gia impiegati rlel prove di sviluppo miceliare di altre
specie di tartufo (lottet al, 2002), come mannosio, mannitolo, glucosio, fsiticoltre a
ribosio, cellobiosio e saccarosio quest’ultimo ¢desato come testimone perche impiegato
nel mantenimento dei ceppi @i magnatum

Inoltre, sono state saggiati anche diversi amimbafii-fenilalanina e L-serina) e 1-
Triacontanol (TRIA), composto utilizzato da Selageg009), avente ha un effetto
stimulante sulla crescita ifale @i brumale Queste sostanze sono state aggiunte al mezzo
nutritivo testimone in quantita di 0.1 g/L. Tuttvalori di pH (6.3) sono stati corretti prima
della sterilizzazione in autoclave effettuata pdr @inuti a 120 °C. Ciascuna tesi
sperimentale era composta da 5 ripetizioni in téiétnée piastre petri di 6 cm di diametro (12
ml di substrato ciascuna) ed ogni prova e stattutp due volte per confermarne i risultati.

Poiché le tesi sperimentali erano numerose in nappalla disponibilita dell'inoculo, le
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prove sono state condotte in fasi successive eaksenelle miceliari sviluppatesi in ciascuna
serie di prove € stata riciclata per quella sudeaste scatole Petri sono state sigillate con
PARAFILM® e mantenute in termostato, all'oscurita] una temperatura di 22 °C. Ogni
settimana venivano osservate sia ad occhio nudallsigtereomicroscopio per verificare lo

sviluppo miceliare.
4.3. Risultati e discussione

Nessuno degli zuccheri o delle altre sostanze atgial mezzo nutritivo ha prodotto
apprezzabili accrescimenti rispetto alla tipologiiasviluppo delle colonie descritta nel
precedente capitolo. In tutte le tesi sperimenitafiatti, le colonie hanno mantenuto un tipico
aspetto globulare e lo sviluppo diametrale non hasuaperato i 2 mm. Solamente in alcune
ripetizioni contenenti mannosio, Tmg5 ha assunt@aeerescimento radiale piu marcato con
ife sviluppatesi anche sulla superficie del mezmtritivo agarizzato. Comunque, questo
comportamento non é stato confermato nella proeeessiva e gli inoculi miceliari ottenuti
nelle zone periferiche di queste colonie non sdat & grado di svilupparne delle nuove.
Tuttavia, questo dato conferma che il mannosio & dglle fonti di carbonio organico piu
efficaci nello stimolare lo sviluppo dei miceli telspecie di tartufi (lottiet al, 2002,
Mamoun e Olivier, 1991) anche se non e stato ris@yer migliorare I'accrescimento @i
magnatum Anche la morfologia miceliare delle colonie sypibatesi nelle diverse tesi
sperimentali non mostrava sostanziali modifiche, [gr I'entita della ramificazione e del
diametro ifale sia per la formazione di anastoneogscicole.

Lo sviluppo del micelio dir. magnatumseppur limitato, € migliore in presenza deglsste
zuccheri utilizzati da altre specie di tartufi parcrescita dei loro miceli (lotet al, 2002).

In particolare, dall’'analisi degli accrescimentimio dedurre ch@. magnatumdovrebbe
possedere un invertasi attiva comemelanosporungCeccaroliet al, 2011) ed altriTuber

spp. ad eccezione di borchii (Ceccaroliet al 2011). Questo enzima non € molto frequente
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fra i funghi ectomicorrizici (Hacskaylo, 1973) marpcolarmente diffuso fra le specie di

tartufo.
4.4. Conclusioni

Fino a oggi, non erano mai state verificate le @@ nutrizionali dir. magnatumQuelli
esequiti in questa prova sono stati i primi temtati mettere a punto un mezzo idoneo per lo
sviluppo in coltura pura del micelio di questa impate specie di tartufo. Anche se non
sono stati ottenuti risultati incoraggianti quesawvoro pud rappresentare una base di
partenza per applicare approcci differenti e raggéwe questo obiettivo. Il micelio di questa
specie € molto diffuso nel suolo naturale piu damfo si possa presumere dalla frequenza
dei punti di raccolta dei suoi corpi fruttiferi @llabbondanza delle sue micorrize (ladti

al., 2012, Leonardet al, 2013).La capacita di vivere come saprotrofo nel suoldagas
ipotizzata (Barbieriet al, 2010)ma contrasta con le difficolta di farlo crescarevitro su
mezzi sintetici o semisintetici. Murat e collegl@005) hanno suggerito che il rapporto
simbiontico fraT. magnatume la pianta ospite in condizioni naturali possahainon
richiedere la formazione di ectomicorrize ben ddfeziate nonostante esso sia capace di
formarle (Mello et al, 2001; Rubiniet al, 2001). Altre ipotesi suggeriscono che possa
vivere in simbiosi tripartite con altri funghi o onoorganismi oltre alla pianta ospite
(Leonardiet al., 2013), comportarsi come un endofita seguendo tipse delle specie di
Terfezia i cosiddetti “tartufi del deserto(Morte et al, 2000), oppure formare altre tipi di
simbiosi come mostrato per altre specie di tartufper le Sebacinaceae (Selosteal,
2002). In ogni caso, per stimolarne lo sviluppordetelio sono necessarie una o una serie di
composti chimici presenti nel suolo o prodotti daaupianta ospite od un altro
microrganismo simbionte. Non necessariamente podrétattarsi di una fonte di carbonio
particolare per alimentare il suo metabolismo mamdilecole segnale che fungano da

interruttore per lo sviluppo miceliare e l'utilizzane degli zuccheri che ha a disposizione.
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Capitolo 5

5. Effetto degli estratti radicali e degli essudatmiceliari sullo sviluppo dei
miceli di T. magnatume T. borchii

5.1. Introduzione

| funghi, come tutti gli esseri viventi, necessdadhi carboidrati in quanto queste sostanze
vengono impiegate come metaboliti per la sintesiadenponenti cellulari e come fonte
energetica per alimentare i processi metabolipridcipali idrati di carbonio a disposizione
del fungo a livello radicale sono quelli presengégh essudati radicali delle piante ospite.
Questi hanno una struttura chimica diversa a seca®lla specie che li produce e sono
fondamentali per la formazione delle simbiosi mizche. Molti studi hanno confermato il
ruolo importante di queste sostanze secrete dadieirdelle piante ospiti per la stimolazione
della crescita e della ramificazione ifale (Naga&h@&Douds, 2000; Bueet al, 2000). Sun

et al. (2012) hanno dimostrato che gli essudati radltatino un ruolo determinante gia nella
fase di riconoscimento tra la pianta ospite e ighinmicorrizici arbuscolari ed agiscono
come segnali molecolari stimolando la crescitaeifaDltre alle molecole rilasciate dalla
pianta anche quelle secrete da alcune specie ®ingirante la loro fase vegetativa possono
avere un effetto positivo sullo sviluppo del mioetli altri funghi o microrganismi. Fraccia
et al (2004) hanno dimostrato che gli essudati midetiaAspergillus nigere Penicillium
restrictumhanno un effetto stimolante sulla germinazioneedsflore e la crescita ifale di
Glomus mosseae Gigasporaroseae sulla colonizzazione delle radici da parte desia
specie. Studi eseguiti da Toljandgral (2007) hanno confermato I'effetto positivo degli
essudati prodotti del micelio dei funghi micorrizerbuscolari(AM) sulla crescita e lo
sviluppo in vitro di batteri. In passato si supponeva dhemagnatumsubisse una forte
competizione da parte delle altre specie di tartfifo particolare i tartufi bianchi) per

occupare gli “spazi” liberi sulle radici delle ptano colonizzare il suolo con i rispettivi
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miceli. | piu recenti studi condotti nelle tartuganaturali con metodi molecolari hanno
invece dimostrato che nei punti dove si raccolggi@scomi diT. magnatunspesso sono
presenti anche altri tartufi confe maculatum, T. rufura T. borchii sia come micorriza sia
come micelio libero nel suolo (Zampieet al, 2010; Leonardiet al, 2013; lotti e
Zambonelli, 2006). Anche le micorrize d@ebacinaspp. spesso vengono trovate in
corrispondenza dei punti produttivi del tartufortma pregiato (Muraét al, 2005). Questo
comportamento potrebbe far supporre Ghemagnatunpossa trarre beneficio per il suo
sviluppo o la sua riproduzione dalla presenzatde ajpecie di tartufi o altre specie fungine.
Lo scopo di questa parte della tesi é stato quklicerificare I'effetto degli estratti radicali
ottenuti da piantine di nocciolo sullo sviluppo delcelio diT. borchii. Quest’ultima specie
e stata utilizzata come specie di confronto pesuia facilita di svilupparén vitro. Inoltre,
per controllare I'effetto che il micelio di altr@ecie di tartufi possono avere su quellardi

magnatunsono stati utilizzati essudati miceliari@iborchii, T. brumale T. rufum
5.2. Materiali e metodi

5.2.1. Ceppi fungini e materiale vegetale

Per questa sperimentazione sono stati impiegaegpbo Tmg5 T. magnatume 17bo T.
borchii). Il micelio di T. borchiie stato mantenuto in coltura pura in piastre Reimienenti
20g/I di Potato Dextrose Agar (PDA, Difco), fatt@scere al buio alla temperatura di 22°C.
Le colture di questo ceppo sono state rinnovatd 6Qngiorni, prelevando dischetti di
micelio dalle porzioni piu esterne delle coloniecirescita e trasferendoli in nuove piastre
contenenti PDA. Il micelio dT. magnatune stato mantenuto come descritto nel capitolo
3.2.1. Gli estratti radicali sono stati ottenuti giantine di nocciolo Gorylus avellanal.)
micropropagaten vitro, prodotte dalla ditta Vitroplant (Cesena) che hHaborato nella

sperimentazione.
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5.2.2. Preparazione dell’estratto radicale di nocoio

Per la preparazione dell’estratto radicale, 0,6@i gadici sono state lavate con acqua
distillata, essiccate in stufa (60 °C per 2 orppbkverizzate con azoto liquido ed un pestello.
Tredici ml di etanolo 80% sono stati aggiunti ghlalvere e la miscela é stata lasciata in
agitazione per un’ora. Dopo una centrifugazion& &0 rpm per 10 minuti, il surnatante é
stato recuperato. La procedura di estrazione a sfatuta per altre due volte risospendendo
il pellet in 5 ml di etanolo 80% e lasciandolo igitazione per 30 minuti. | surnatanti
recuperati sono stati riuniti e portati a seccdiazando una Savant Vacuum Concentrator
(Savant Instrumen)s Infine l'estratto radicale & stato risolubilizaain 1 ml di etanolo

assoluto e conservato a 4 °C fino al momento deirspiego.

5.2.3. Preparazione degli essudati miceliari diuber spp.

Per la preparazione dell’'estratto miceliare soradi spiegati colture pure delle seguenti
specie diTuber T. brumale(ceppo Tbrl),T. borchii(ceppo 17bog T. rufum(ceppo Trul),
in collezione presso il Centro di Micologia di Bglea (CMI-Unibo). | ceppi Thrl e Trul
sono stati mantenuti in coltura su WPM modificateneovati ogni 60 giorni.

Le colture liguide sono state preparate in bocoetmtenenti 40 ml di WPM liquido
addizionato di 10 g/L di glucosio inoculati con ddischetti (0.7 cm di diametro) d’agar
infungato. Le colture sono state mantenute in tetato, all’oscurita, a 22 °C. Dopo 10
giorni (per 17bo) e 15 giorni (per Tbrl e Trul)s¥iluppo sono state rimosse le colonie
fungine ed il liquido di coltura & stato filtratdilizzando SteriveX" GP 0.22 pm Filter Unit
(Millipore) e successivamente impiegato come mergativo perT. magnatumSono state
preparate 8 provette contenenti 10 ml di substigtodo filtrato ottenuto da ciascuna delle
tre specie diruberutilizzate oltre a 8 provette contenenti 10 miAdPM liquido fresco.

Le provette sono state mantenute in termostatosallrita, a 22 °C e controllate sia ad
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occhio nudo sia allo stereomicroscopio (50 X) o8 giorni. | nuovi accrescimenti sono
stati valutati dopo un mese di coltura prelevanelanlasserelle di micelio dalla coltura
liquida, disponendole su di un vetrino e misurandoloro nuova espansione radiale
(dall'aspetto e colore del micelio si diversificanauovi accrescimenti dai vecchi) con un
oculare graduato ad uno stereomicroscopio (50X)UHGdiametro ifale sono stati invece

valutati al microscopio ottico come gia riportahoprecedenza.

5.2.4. Prove di crescita del micelio di. borchii e T. magnatumin subtrato arricchito
dell’estratto radicale di nocciolo

Per valutare l'effetto dell’estratto radicale dicomlo sullo sviluppo del micelio dr.
borchii, sono state allestite delle prove di crescitaireno PDA in tre condizioni di crescita
differenti: i) TRATTATO CON GLI ESTRATTI (TE) (10 iastre), micelio cresciuto in
presenza di 50 pl di estratto radicale di noccielaito con etanolo; ii) testimone
TRATTATO CON SOLVENTE (TS) (10 piastre), micelioestiuto in presenza di 50 ul di
etanolo assoluto; iii) TESTIMONE (T) (10 piastrae)icelio cresciuto in assenza di estratto
radicale e solvente. Le piastre sono state incuba °C al buio. L'HGU sono stati misurati
dopol0 giorni di sviluppo mentre il diametro datldonie é stato valutato dopo 1 mese. Per
ciascuna condizione testata 5 piastre sono statendte all’analisi morfologica e le restanti
sono state utilizzate per I'analisi molecolareqtreste ultime il micelio é stato fatto crescere
separato dal terreno da un discaeliophane

5.2.5. Analisi morfologica dei miceli diT. borchii cresciuti con I'estratto radicale di
nocciolo

L’analisi morfologica del micelio trattato con lteatto radicale (TE) ed i rispettivi testimoni
(TS, T) e stata effettuata 15 giorni dopo I'inocutosurando il diametro delle colonie e
l'indice di ramificazione ifale. Quest’ultimo & stedeterminato scegliendo in ogni piastra tre

ife periferiche nella zona piu esterna della caomie osservazioni sono state effettuate con
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un microscopio ottico come descritto nel capitol@.3 Ladeterminazione dei valori di
accrescimento della colonie in ciascuna piasttaté effettuata mediante la misurazione del

diametro verticale (oa) e longitudinale (ob) urdue settimane dall'inoculazione.

5.2.6. Analisi degli estratti radicali di noccioloe raccolta delle frazioni mediante HPLC-
DAD

Gli estratti radicali di nocciolo sono stati anab#i medianteHigh Performance Liquid
Chromatography(HPLC) nel laboratorio dell’Universita di Urbinduesta tecnologia e
estremamente efficace e molto utilizzata per sepadeadiverse componenti chimiche di una
soluzione e permetterne il riconoscimento qualitag quantitativo. L'HPLC si basa sulla
distribuzione differenziale dei vari componenti fiae fasi, una chiamafase fissao fase
stazionariae l'altra chiamatdase mobile eluente che fluisce in continuo attraverso la fase

fissa.

VB> T 2 2

Per le analisi € stato utilizzato un sistema Beckr@aulter costituito da un modulo di

pompe per i solventi (System Gold 126), un rivekatad assorbanza (System Gold 168
Diode Array) con un range di lunghezza d’onda casgprtra 190 e 600 nm (UV-visibile),
con una valvola di iniezione BeckmanCoulter (mamleAutex A210). La matrice
cromatografica utilizzata € una colonna Supelco €&i8 particelle di 3um (lunghezza 150
mm, diametro 4.6 mm) equipaggiata con una guamghwolSupelco (Supelguard, lunghezza
2cm). Per l'analisi sono stati usati, come solyemitqua bidistillata (solvente A) e
acetonitrile (solvente B) e l'eluizione é statagesta ad un flusso di 1 ml/min secondo un

gradiente cosi strutturato:
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+ 0% di solvente B per 10 min

« da 0% a 40% di solvente B in 30 min

+ dal 40% al 80% di solvente B in 5 min

+ 80% di solvente B per 5 min

« dal 80% al 0% di solvente B in 1 min
Terminata I'eluizione la colonna é stata riequditarin acqua prima della successiva analisi.
Gli estratti sono stati risospesi in acqua bide#l e, prima dell'iniezione in colonna, sono
stati filtrati con filtri da siringa con pori di dnetro 0,2um. Il volume del campioni
analizzato era di 450.
| dati cromatografici sono stati salvati e analtzméilizzando ilsoftware32 Karat (Beckman
Coulter). Sulla base dell’'elettroferogramma otteniono state raccolte sei frazioni
impiegate successivamente per le prove di cresaitaniceli diT. borchii come descritto
nel paragrafo successivo.
5.2.7. Prova di crescita diT .borchii con le frazioni dell'estratto radicale raccolte
mediante HPLC
Le singole frazioni dell’'estratto radicale di nadoi raccolte mediante HPLC sono state
portate a secco nella Savant Vacuum e risospe®®0iql di etanolo assoluto. In tal modo la
concentrazione dei composti presenti in ogni fragi® identica a quella nell’estratto
iniziale. Per ogni frazione sono state allestitgiastre di PDA con il micelio dT. borchii
cresciuto in presenza di 50 ul di frazione risoapéd®er il testimone con solvente ed il
testimone sono state preparate rispettivamentastrpicon micelio cresciuto in presenza di
50 pl di etanolo assoluto, e 7 piastre con il niacefesciuto in assenza di frazioni risospese
e solvente. Le piastre sono state incubate a 22°Guia per 10 giorni. Per ciascuna
condizione testata 3 piastre sono state destifla@radisi morfologica e le restanti sono state
utilizzate per I'analisi molecolare. In queste mk il micelio e stato fatto crescere separato

dal terreno da un disco dellophane

64




5.2.8. Analisi morfologiche dei miceli diT. borchii con le frazioni dell’estratto radicale

raccolte mediante HPLC

L'analisi morfologica dei miceli con le frazioni Itestratto radicale €& stata eseguita
analizzando i parametri indicatori della crescittalel precedentemente descritti:
accrescimento diametrale della colonia e HGU. jiaga e stato calcolato il diametro delle
ife e la distanza fra i setti. Il diametro delle & stato determinato al microscopio ottico
Laborlux 12 Leitz (320X). Tale misurazione e staffettuata su tre piastre, per ciascuna
delle quali sono stati misurati i diametri di 36,ifacendo attenzione di scegliere quelle piu
esterne e di misurare il diametro dopo la primaifiaazione. La distanza fra i setti & stata
misurata tra quattro setti contigui di 10 ife, seelella stessa zona dove sono stati misurati i

diametri ifali.

5.2.9. Elaborazione statistica dei risultati dell'aalisi morfologica
| dati ottenuti dall’analisi morfologica sono stahalizzati statisticamente mediante ANOVA
e le medie sono state confrontate mediate il Tuksy (< 0,05) utilizzando il programma

XL STAT.

5.2.10. Analisi molecolari dei miceli diT. borchii trattati con gli estratti radicali di

nocciolo e con le singole frazioni dell'estratto

Per eseguire le analisi molecolari sono stati az@ti i miceli cresciuti nelle piastre Petri

separati dal terreno PDA da un filtroadillophane.

5.2.10.1. Prelievo dei miceli ed estrazione dell'”Ntotale
Terminato il periodo di incubazione per ciascunkbmmia € stata prelevata la porzione piu
esterna, immersa in 400 pL di soluzione RLC (RNB&syt Mini Kit, Qiagen) e conservata

a -80 °C. Al momento dell'utilizzo i campioni sostati scongelati, omogenati in ghiaccio
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secco e I'RNA e stato estratto utilizzando il kkidgadsyPlant Mini Kit (Qiagen) seguendo il

protocollo della ditta produttrice.

5.2.10.2. Sintesi del cDNA

Gli estratti di RNA sono stati trattati con Dnas€Aimbion), e dosati al Nanodrop. Per
ciascun campione ad un volume corrispondente a di ptRNA € stata aggiunta la miscela
di primer oligo—dT &M (PROMEGA) ed é stato portato a 15 pL con acquaseNree.
Dopo un'incubazione di 2 minuti a 65 °C sono sggiunti 5 pL di mix contenente: Buffer
RT 1X, dNTPs 0,5 mM e 4 unita di trascrittasi irserOmniscript. La reazione di
retrotrascizione é stata condotta alla temperatug® °C per 60 minuti, seguita da una fase
di inattivazione a 72 °C per 10 minuti. Infine inggioni di cDNA ottenuti sono stati diluiti

aggiungendo 20 pL di acqua DEPC e successivamengew/ati a — 20 °C.

5.2.10.3. Real time PCR

Nelle analisi di real time PCR, I''TRNA 18S di borchii & stato utilizzato come standard
interno e coppie di primer specifici per i targddC42 e Rho-GDIsono stati impiegati per
studiare la variazione di espressione genica dj¢ali (tabella.4). La PCR é stata eseguita in
un termociclatore StepOnePlus Real Time PCR Sys$fgplied Biosystem) alle seguenti
condizioni di amplificazione: 95 °C per 20 s segdé 40 cicli composti da un primo step a
95 °C per 3 s ed un secondo step a 60 °C per@f@rs.reazione di 20 pL é stata assemblata
con le seguenti concentrazioni finali dei reagdrtist SYBR ®Green Master Mix (Applied
Biosystem) 1X, primer forward e reverse 500 nM,L1diicDNA. La specificita dei prodotti

di amplificazione ottenuti e stata confermata atirao I'analisi delle curve di Melting e
successiva analisi elettroforetica in gel d'agar@si3%. La quantita di trascritto target e

stata messa in relazione con quella del geneahiménto attraverso il metodo d&eCt (Ct
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gene riferimento — Ct 18S) secondo il quale all'antare del valore diminuisce il livello di
espressione del gene.

Tabella. 4 | primer utilizzati per studiare I'espressiona deni CDC42 E RhoGDI in real
time PCR

TARGET PRIMER SEQUENZA LUNGHEZZA
AMPLIFICATO
(bp)
rRNA 18S TB18F 5 - ACTGGTCCGGTCGGATCTT - 3 80
TB18R 5'- TTCAAAGTAAAAGTCCTGGTTCCC - 3
CDC42 RT_cdcf2 5'— CAGCCGTCAAGTATGTCGAA- 3 65
RT_cdcrl 5' - TGTAGTGTAGGGGCTCCAG - 3
RhoGDI RT_gdif2 5'—-ATCCACCACCGAAGGATACA - 3 141
RT_gdir2 5'—- TCTCCAAGAGAGCCACCAGT - 3'

5.3. Risultati e Discussione

5.3.1. Analisi morfologiche dei miceli diT. magnatumincubato nell’estratto miceliare

L'impiego degli essudati miceliari ha fornito risati interessanti soprattutto con quelli
ottenuti dalle colture dI'. brumale Nuovi significativi accrescimenti oltre I'inoculaiziale
sono stati ottenuti nei primi 10 giorni dalle calmli Tmg5 inoculate nel mezzo liquido in
cui precedentemente si era sviluppdto brumale Durante questo lasso di tempo nei
substrati ottenuti dd. borchii e T. rufum sono stati rilevati accrescimenti miceliari non
differenti da quelli delle tesi testimone. Comungdepo 1 mese di sviluppo, dalle colonie
delle varie tesi sperimentali analizzate al micopsg ottico, non sono state rilevate
differenze statisticamente significative per lolgwpo, la ramificazione ed il diametro ifale
(Tab. 5) anche se il testimone presentava colom@iamente meno sviluppate radialmente.
Un effetto positivo sullo sviluppo del micelio di. magnatunda parte di altri miceli di
Tuber sembra esserci, seppur poco evidente e per of@ildiénte interpretabile. In
particolare questo effetto sembra maggiormentetiodfaT. brumaleche normalmente, nel
suolo in pieno campo, non occupa le stesse niaitseiluppo diT magnatun(Leonardiet

al., 2013). Questo potrebbe essere anche dovuto effaito di competizione fra queste due
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specie che funzionerebbe da stimolo per il micdli@. magnatumad occupare lo spazio
disponibile. Comunque gli essudati miceliari delae specie di tartufo non hanno alcun
effetto inibente nei confronti del micelio del t#d bianco pregiato.

Diversi studi hanno dimostrato l'esistenza di urpp@to diretto fra i funghi e la
fruttificazione del genr@uber(Zacchiet al, 2003).Inoltre la co-presenza di altre specie di
Tuber nelle tartufaie di tartufo bianco, spesso nei putitiritrovamento dei suoi corpi
fruttiferi (Leonardiet al, 2013), potrebbe avere un significato ancora ssaoto ma molto
importante nella biologia dI. magnatumDa questo studio in campo si nota che alcune
specie fungine ectomicorriziche che accompagndnomagnatumpotrebbero influire
positivamente sulla sua diffusione nelle tartufaiaturali ed addirittura favorirne la

fruttificazione.

Tabella. 5 Dati biometrici del micelio e di sviluppo radiatielle colonie diT. magnatum
sviluppatesi in colture liquide precedentementeimate con tre specie diubere in
WPM liquido fresco

Colture liquide Sviluppo radiale HGU (um) Diametro ifale (um)
(M)t
T. brumale 610 28.61 3.57
T. rufum 580 20.2 3.31
T. borchii 560 25.5 3.74
WPM liquido fresco 550 24.41 3.54

Tdistanza misurate come nuovi accrescimenti dellesaralle miceliari estratte dalle colture
liquide

5.3.2. Analisi morfologiche dei miceli diT. borchii trattati con I'estratti radicali di

nocciolo

Dalle osservazioni ad occhio nudo, i miceliTdiborchii cresciuti nelle piastre TE (estratto)
mostravano un accrescimento maggiore di quellicangsnelle piastre TS (solo solvente)
(fig. 8). Solamente le colonie testimoni (T) hammostrato uno sviluppo miceliare superiore

alle altre tesi, indice che il solvente utilizzgetanolo) ha un forte potere inibente. Tutte le
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differenze di sviluppo sono risultate statisticateesignificative ed in media, il diametro

delle colonie del testimone T era di 4.7 cm, mepiee testimone TS di 2.5 cm e per il

tratatto TE di 3.1cm.

Fig. 8-Miceli di T. borchiicresciuti in presenza di estratto radicale di ndoailopo un mese
di sviluppo. a) micelio con estratto radicale, btrollo con il solvente, ¢) Testimone.

Questi risultati sono stati confermati dalle anadi®metriche al microscopio ottico. Infatti
I'indice HGU dei miceli cresciuti nel substrato TEultava significativamente inferiore (in
media 448) rispetto a quello del testimone TS (68&)simile a quello del testimone T (450).
Tale risultato coincide con l'osservazione iniziatéché, piu I'indice di accrescimento ifale &
basso, piu il micelio e ramificato e quindi piu der(fig.9). Questo valore é stato dimostrato
essere un utile indicatore dell’accrescimento raceldi T. borchii direttamente correlato
anche con l'espressione dei geni coinvolti nelldugpypo ifale, nella detossificazione e del

metabolismo generale (Amicucet al, 2010).
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Fig. 9- Valori medi dell'indice di accrescimento ifale deicelio di T. borchiitrattato con
estratto radicale e con solvente

5.3.3. Analisi morfologiche dei miceli diT. borchii trattati con le frazioni dell’estratto
radicale raccolte mediante HPLC

Le indagini morfologiche condotte sui miceli Ti borchii cresciuti in un terreno arricchito
con le frazioni dell'estratto radicale raccolte naete HPLC, hanno evidenziato un loro
effetto stimolante sullo sviluppo ifale del fungbapella 6). In particolare, nelle tesi trattate,
e stato evidenziato un HGU medio dei 6 diversi tipiestratti (356) significativamente
inferiore al valore medio di quello dei miceli destimone TS (570) e del testimone T (506).
Tutte le frazioni ottenute dagli estratti radicatipiegati in questa prova hanno un effetto
positivo sulla ramificazione miceliare di. borchii senza alcuna differenza statisticamente
significativa fra di loro. Per quanto riguarda iluhetro ifale, invece, sono state trovate
differenze statisticamente significative piu comtrse. Solo nella piastre addizionate della
frazione 3 é stato osservato uno sviluppo sigrifiaanente superiore rispetto i valori medi
dei miceli del testimone trattato con solvente ellggresciuti in substrati addizionati con le
frazioni 2, 4, 5 e 6. Infine per quanto riguardailstanza tra i setti non sono state evidenziate

differenze statisticamente significative. Durardepkima settimana € stato identificato un

s
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maggiore sviluppo del diametro delle colonie sadtlanpiastre addizionate della frazione 2,
rispetto al testimone con solvente. Per tale frazibeffetto sullo sviluppo diametrale si
esauriva gia nella seconda settimana. Comunquesatlanda settimana, tutti le colonie
sviluppate su tutte le frazioni, presentano un éiamsuperiore rispetto al testimone TS ma
inferiore a quello senza solvente (T) (Tabella 6).

Tabella 6. Valori medi di indice di ramificazione ifale, diaine delle ife, distanza tra i setti
e diametro colonia dei miceli di. borchii arricchite con le frazioni dell’estratto radicale

(TE) e dei rispettivi controlli (TS e T). Valori geiti da lettere diverse differiscono
statisticamente tra loro §0,05).

Diametro | Distanza tra Diametro colonia
HGU* ifale (um) | setti (cm)
(um) 1 2
Settimana Settimana

Frazione 1 367,887 c 5,978 ab 60,744 a 1,100 ab 2,367 b
Frazione 2 344,046 c 5770 b 72,776 a 1,200a 2,167 bc
Frazione 3 359,605 c 6,465 a 67,160 a 1,167 ab 1,833 bc
Frazione 4 367,582 ¢ 5,885b 63,318 a 1,167 ab 2,067 bc

Frazione 5 351,830 ¢ 5,766 b 58,832 a 1,133 ab 2,267 b
Frazione 6 347,298 ¢ 5,816 b 77,103 a 1,067 ab 2,000 bc

Testimone 7 506,508 b 5,978 ab 66,816 a 1,000 ab 3,133 a

Testimone+etanolo8 570,616 a 5,758 b 75,938 a 0,933b 1,567c

Da questo studio preliminare e possibile eviderzire negli estratti radicali di nocciolo
sono presenti sostanze che influiscono fortemeuta sorfologia del micelio. Molti studi
effettuati su funghi endomicorrizici, hanno dimesip la presenza di molecole segnale
rilasciate dalla pianta ospite e che possono awereffetto positivo di attrazione delle ife
verso le radici e sulla loro ramificazione (Bécadal, 1995; Bueeet al, 2000). La
stimolazione della crescita e la ramificazioneefdi funghi AM in simbiosi con la pianta
sono stati descritti come uno dei primi eventi @ionoscimento durante la fase pre-
simbiotica. Diversi autori hanno suggerito che mposti specifici contenuti negli essudati
radicali hanno la capacita di stimolare la cresdaée di funghi VAM (Bécard et Piché,

1990). Vi sono indicazioni che il fungo micorrizipmssa riconoscere, come fanno i batteri

71




del gen.Rhizobium delle sostanze liberate dalla radice con gli égsuadicali. Ipotesi
guest'ultima che scaturisce dalla constatazioneattene sostanze di origine vegetale, in
particolare alcuni flavonoidi, favoriscono I'acccesento dei funghi arbuscolari in coltura
axenica (Tsai e Phillips, 1991). Ad esempio i flaeimli possono essere coinvolti nella
colonizzazione delle radice da parte dei funghi &Mvolgono un ruolo importante nella
fase presimbiotica (germinazione delle spore, naazfone ifale, ecc.) e durante la fase
simbiotica (formazione dei punti di ingresso e tdoanizzazione delle radice) (Morandi,
1996; Vierheiliget al, 1998). Buéeet al, (2000) hanno dimostrato che la frazione semi
purificata degli essudati radicali ddaucus carotalL. ha un effetto notevole sulla
germinazione delle spore @igaspora gigantea, G. roseaG. margarita.Altri studi hanno
dimostrato che alcuni flavonoli agliconi possonionsilare notevolmente la crescita ifale di
G. margarita(Bécardet al, 1992; Chaboet al, 1992). Alcuni studi effettuati utilizzando
funghi ectomicorrizici (Sisteet al, 2007) hanno evidenziato che la presenza di sosta
probabilmente lipofile, nelle estratti radicaleTdiia americanal. influenzano notevolmente
la morfologia del micelio df'. borchii Altri studi hanno dimostrato che l'interaziomevitro

fra T. borchiie T. americanasenza che avvenisse un contato fisico fra i dudisim, Si
verificava uno scambio di molecole segnale resgmhsi#ella crescita apicale del fungo e
dell'infezione dell'ospite (Menottat al, 2004). Le frazioni isolate dalle radici di naaai in
guesto caso hanno prodotto una maggior ramificazobei miceli anche in assenza della
pianta ospite, fenomeno tipico delle fasi pre-sontiche. Nonostante I'effetto inibente del
solvente questo fenomeno € possibile verificarla solo nella morfologia miceliare ma
anche nello sviluppo diametrale delle colonie, pfmlmente indice di un aumento del

metabolismo fungino quando viene simulata la preseiella pianta ospite.

72



5.3.4. Analisi molecolari dei miceli diT. borchii trattati con gli estratti radicali di

nocciolo e con le singole frazioni dell'estratto

E noto dalla letteratura che la small GTPase-CD@4inplicata nella crescita apicale

polarizzata nei funghi filamentosi (Hazan al., 2002): nella sua forma attiva si lega alla
membrana plasmatica con la coda isoprenica e latsivazione o disattivazione é regolata
dalla proteina Rho-GDI. Quest'ultima puo legark abda isoprenica di CDC42 sia quando

questa e legata al GTP (forma attiva) sia quaridgata al GDP (forma inattiva) (Fig. 10).
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Fig. 10- TbhCdc42 e TbRhoGdi iBaccaromyces cerevisiae

Lavori precedenti hanno evidenziato che in micell dborchii I'espressione di questi due
geni e sovra regolata in presenza della piantaesgpegli essudati radicali e del glucosio
(Menottaet al, 2008; Menottat al, 2007; Amicucciet al, 2010). In questa tesi indagini

preliminari sono state condotte tramite real tin@gRPal fine di valutare possibili effetti di
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estratti radicali di nocciolo sulla crescita ifal@ai risultati ottenuti si pud osservare che si
assiste ad una maggiore espressione dei geni @aifisia CDC42 sia RhoGDI rispetto ai

testimoni con etanolo (Fig. 11 e 12).
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Fig. 11- Espressione del ge@DC42nel micelio diT. borchiicresciuti in presenza di
estratto radicali di nocciolo ESTR (TE) e nei tetni TS (ETOH) e T (TEST).
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Fig. 12- Espressione del geho-GDInel micelio diT. borchiicresciuti in presenza di
estratto radicali di nocciolo ESTR (TE) e nei tesini TS (ETOH) e T (TEST).
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Analogalmente l'analisi dell'espressione dei geébiC42 e Rho-GDI e stata eseguita sui
miceli cresciuti in presenza delle singole frazioeil'estratto radicale, raccolte mediante
HPLC. Come riportato nel (fig. 13 e 14) I'andameaiédi’'espressione & abbastanza variabile
tra le diverse frazioni sia per ge@®C42sia perRho-GDl Per entrambi i geni, i valori di
espressione misurate con i miceli cresciuti nel&ibni 4, 5 e 6 non hanno manifestato
differenze significative con il testimone TS. Camip e stato per 'andamento per le frazioni
1, 2 e 3 dell’'estratto radicale. In particolareftazione 3, che le misure morfologiche
attribuivano un diametro ifale significativamentgpsriore a quello delle altre tesi, mostra
valori di espressione superiori a quelli ottenugr pe altre frazioni per entrambi i geni
analizzati. Come evidenziato in parte anche dallagini morfologiche le singole frazioni
degli estratti radicali analizzate in questo lavdranno effetti differenti sullo sviluppo

miceliare diT. borchii
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Fig. 13 - Espressione del gen@DC42 del micelio diT. borchii trattato con le frazioni
dell'estratto radicale raccolte mediante HPLC etesiimoni TS (ETOHER) e T (CONTR).
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Fig. 14 Espressione del geritho-GDI nel micelio diT. borchii trattato con le frazioni
dell'estratto radicale raccolte mediante HPLC, et@&timoni TS (ETOHER) e T (CONTR).

5.4. Conclusioni

Ad oggi sono ancora sconosciuti i meccanismi resabifi del riconoscimento fra i funghi
del genereTuber e le sue piante ospiti. | dati preliminari ottenuti questa tesi hanno
evidenziato che la crescita dei miceli Hiber é influenzata dalle sostanze presenti nelle
radici poiché gli estratti radicali modificano lamificazione e la morfologia ifale e la
capacita di sviluppo diuber | risultati ottenuti da questa prova rappresemtana base di
partenza per ulteriori ricerche sull'espressioné gini coinvolti nelle fasi di sviluppo
miceliare pre-simbiontico e potranno ampliare iladqw di conoscenze riguardo i
meccanismi di reazione del fungo in risposta a ake@messi dalla pianta. Probabilmente il
riconoscimento tra il fungo e l'ospite non e meaulida una singola molecola, ma piuttosto
dall'azione sinergica di diversi composti, prodettrilasciati dalle radici della pianta, con
effetto chemiotropico e stimolante sulle ife @uber Tutto cio potrebbe fornire utili
indicazioni di notevole impatto applicativo perlapipare le tecnologie di micorrizzazione
che per certe specie di tartufi.(magnatum rappresentano il limite principale alla sua

coltivazione.
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Capitolo 6

6. Produzione di piantine micorizzate conl. magnatumed altre specie di
tartufo e studio della dinamica della colonizzazioe radicale

6.1. Introduzione

Il requisito fondamentale per la coltivazione di fumgo micorrizico edule & la messa a
dimora in pieno campo di piantine il cui apparatdicale deve essere ben colonizzato con la
specie fungina d’interesse. Ad ecceziond dmagnatumper tutti gli altri tartufi di pregio
(T. melanosporumT. aestivum T. borchii T. mesentericumecc.) &€ possibile ottenere
piantine micorrizate su larga scala in vivaio, iegando la tecnica d’'inoculazione sporale.
Questo possibilita ha notevolmente favorito la loodtivazione, tanto da diffonderla oltre i
confini dei paesi di origine (Francia, Italia e §pa), sia nell’emisfero boreale sia in quello
australe (Hall e Haslam, 2013; Lefevre, 2013; Wa@4,3). Oltre alle difficolta d’'isolarne e
moltiplicarne i miceli, le spore di. magnatunmgerminano con enorme difficolta (Gregori,
2002; Karweet al, 2011) e cio ha notevolmente ostacolato la pdgaili ottenere piantine
adeguatamente micorrizzate con questa specie tifdarlasciandone sostanzialmente
inalterato I'areale produttivo naturale. La diffitdodi ottenere micorrize di. magnatunin
condizioni controllate ha rappresentato anche oeggr ostacolo per la ricerca scientifica che
inevitabilmente ne ha ostacolato i progressi cogngulla sua biologia, fisiologia ed
ecologia.

Lo scopo di questa parte sperimentale é statoajdelbttenere piantine micorrizate con
magnatumin condizioni controllate impiegando un inoculoosge, sia per caratterizzarne
morfologicamente le micorrize sia per verificarre mantenimento e la dinamica di
propagazione in vaso. Parallelamente, a scopo mira@wo, sono state condotte prove di
micorrizzazione utilizzando anche I'inoculo spordiél’. oligospermuned inoculi miceliari

di T. borchii Entrambe queste specie possono rappresentacelped fonti d’'inquinamento
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guando si vogliono ottenere piantine micorrizateT dimagnatumcon il metodo sporale.
Infatti, durante la preparazione dell'inoculo, &pesso si ottiene impiegando corpi fruttiferi
immaturi o di scarsa qualita, ascomildioligospermumT. borchiio anche di altre specie di
tartufi bianchi possono essere scambiati con qdelli. magnatune finire nella massa in
preparazione. Queste specie di minor valore sombeapiu aggressive ed occupano gli
apparati radicali “vergini” dei semenzali prodottivivaio a discapito di. magnatumAltro
scopo di questa prova é stato quello di valutaidito dell’eta del micelio sulla capacita di
infettare le radici delle piante ospite. Questaaosrealizzato impiegando diverse colture
pure diT. borchiiisolate nel corso di piu di 20 anni nel nostroolaborio e mantenute in

coltura continuata su substrato agarizzato.
6.2. Materiali e metodi

6.2.1. Ceppi fungini e specie arboree

Le prove di micorrizzazione sono state condotte ieéggndo l'inoculo sporale per.
magnatume T. oligospermune I'inoculo miceliare pef. borchii mentre la specie ospite
selezionata e statQuercus pubescen$sli ascomi diT. magnatumsono stati raccolti in
Novembre 2010 a Valpiana (Pianoro) (peso totalegdOmentre quelli diT. oligospermum
sono stati raccolti in Marocaella foresta della Mormora (Rabat) nel 2qf8so totale 529).
In laboratorio sono stati immediatamente lavatribtzati in superficie tramite passaggio
veloce alla flamma e successivamente conservéigorifero a 4 °C, in sabbia sterile e umida
all'interno di vasi di vetro richiusi con garzarde per un periodo di circa 2 mesi prima della
preparazione dell'inoculo. | dati relativi ai 10pge miceliari di T. borchii impiegati nella
prova sono riportati in tabella 7. | miceli sonatstmantenuti tramite successive subculture

rinnovate ogni 2 mesi circa su PDA, dal momentd#idelamento fino a quello della prova.
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Tabella. 7- Data d’isolamento, provenienza dell’ascoma ed@tai) dei 10 ceppi miceliari di
T. borchii

Ceppo Data di Provenienza ascoma Eta (anni)
isolamento
1Bo 03/1997 Ravenna 15
17Bo 02/1987 Ravenna 25
43Bo 02/1997 Ravenna 15
Tho1/94 03/1998 Ravenna 14
Th02364 03/2004 Riva (RO) 7
Tho02392 03/2004 Pavia (PA) 7
Tbho3035 02/2006 Pomposa (FE) 6
Tho3067 02/2006 Mesola ( FE) 6
Tho3840 04/2010 Pianoro (BO) 1
Tho4284 03/2010 Ferrara 1

I semi di Q. pubescenssono stati raccolti da un unica pianta nell’'oteob2010.
Successivamente sono stati sterilizzati in una zsmhe d’ipoclorito di sodio all’1%,
risciacquati in acqua corrente e mantenuti a 4tf&ifcati fino al momento dell’utilizzo in
sabbia umida e sterile. | semenzali sono statigregpcirca un mese prima del momento
dell'inoculazione, utilizzando un substrato a bdstrba e sabbia (1:9). Prima del trapianto il
loro apparato radicale e stato potato e lavato.

6.2.2. Preparazione degli inoculi sporali e micelig allevamento e controllo delle piante

micorrizate

Gli ascomi sono stati spappolati tramite I'utilizdo un mortaio e pestello con aggiunta di
sabbia per facilitarne la disgregazione. La paHigtreata € stata risospesa in acqua e

vermiculite sterili in modo da facilitare la diditizione dell’inoculo in prossimita degli
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apparati radicali dei singoli semenzali. Ad ognargina & stato fornito un quantitativo di
ascoma di circa 2.6 g corrispondenti a circa 1@ spore. Gli inoculi miceliari dif. borchii
sono stati preparati tramite una prima fase dugyib in coltura liquida ed una seconda fase su
substrato solido secondo una metodologia simileicdla descritta da Molinat al, (1992).
Dischetti d’agar infungati di 0.7 cm di diametreelavati alla periferia di colonie di 50 giorni
sono stati inseriti in vasetti di vetro contenés@iiml di WPM liquido (10 g/l glucosio) e fatti
sviluppare per 50 giorni a 22 °C all’'oscurita. Segsivamente le colonie miceliari sono state
frammentate meccanicamente tramite un omogenizator30 ml di WPM fresco e le
sospensioni miceliari cosi create sono state wvelisatontenitori di vetro contenenti 200 ml di
torba vermiculite (1:9) imbibiti con 70 ml di WPMle&utoclavati per 20 min a 120 °C. Dopo
circa 2 mesi di sviluppo a 22 °C all’oscurita i temitori sono stati svuotati, il substrato
infungato da ciascun ceppo riunito assieme in uamaeag sterile e sottoposto a 5 cicli di
lavaggio e “squeezing” sotto acqua corrente pewmowere i cataboliti prodotti dal fungo
durante il suo sviluppo. Ad ogni piantina é staimito un quantitativo d’inoculo di circa 70
ml depositato in prossimita dell’apparato radicdlel marzo 2011 sono state inoculate 20
piantine con ciascuna delle spetiemagnaturne T. oligospermung 10 piantine per ciascuno
dei ceppi diT. borchii Le piante inoculate sono state allevate in vaSD(ml) riempiti con
terreno prelevato dalle tartufaia naturale in @nasstati raccolti gli ascomi di. magnatum
impiegati nelle prove di micorrizzazione. Il tercea stato sterilizzato in autoclave tramite due
cicli di riscaldamento a 120°C per 1 ora. | vasisatati mantenuti in serra a 22-25 °C ed
innaffiati settimanalmente con 100 ml d’acqua. mtcolli del grado d’infezione degli apparati
radicali sono stati effettuati dopo 1, 3, 6 e 9 indledl'inoculo. Le piantine sono state svasate,
lavati i loro apparati radicali, isolate 4 radidieetli circa 3 cm ed analizzate con l'ausilio di
uno stereomicroscopio (20 X). La percentuale diomizzazione é stata espressa come
numero di micorrize osservate sul totale degliia@idicali contati. Le piante inoculate con

magnatumche hanno mostrato il livello di colonizzazionalicale piu elevato sono state
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impiegate quali piante madri per studiare le madadii propagazione di questa specie di
tartufo fra semenzali cresciuti nello stesso vasattando la metodologia di micorrizzazione
per approssimazione radicale. Ogni pianta madezigelata & stata trapiantata al centro di un
vaso di diametro 24.5 cm ed altezza 17 cm, circianda 6 semenzali ottenuti come descritto
nel paragrafo 6.2.1 e distanti circa 12.25 cm. tegds0 terreno impiegato per la prima fase di
micorrizazione e stato usato anche in questa fpednsentale. Il controllo del livello di
colonizzazione radicale delle piante madri e denesezali € stato effettuato 6 mesi dopo |l
trapianto.

6.2.3. ldentificazione molecolare e descrizione delmicorrize

L’identificazione delle micorrize delle tre spe@®culate é stata eseguita seguendo la tecnica
della PCR multiplex descritta da Amicu@tial. (2000). In particolare sono stati usati il primer
ITS4 (Whiteet al, 1990) come unico innesco “reverse”, il primamfard TMGI specifico per

T. magnatum rTboll specifico perT. borchii mentre perT. oligospermumeé stato
appositamente disegnato un primer forward specifiom essendo gia stato sviluppato
precedentemente per tale specie. TOLf (5-CTCCTGAGBGGTGTC-3’) é stato disegnato
in base all’allineamento delle sequenze ITSTdioligospermune quelle di altre specie di
Tuber Le sequenze utilizzate per I'allineamento somatesbttenute sia dai corpi fruttiferi @i

oligospermumimpiegati in questo lavoro come inoculi sia datatb@se genetico pubblico

GenBank (NCBIhttp://blast.ncbi.nlm.nih.goy/ La regione ITS1-5.8S-ITS2 di ciascun corpo
fruttifero di T. oligospermung stata amplificata e sequenziata tramite la noéogih di PCR
diretta messa a punto da Bonusoal (2010) usando la coppia di primer universali IFS1
ITS4 (Gardes e Bruns, 1993). Dallallineamento eleflequenze, effettuato tramite Il
programma Multalign (Corpet, 1988), e stato possildientificare una porzione nucleotidica
in prossimita del terminale 3’ della regione IT3k @resentava bassa variabilita intraspecifica
ma nel contempo garantiva un sufficiente gradopdicHicita del primer nei confronti delle

altre specie di tartufo e determinava la produzidnan amplicone di taglia tale da poterlo
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facilmente distinguere da quelli prodotti dalle pmpdi primer TMGI-ITS4 e rTboll-ITS4. I
primer TOLf e stato poi disegnato con il softwamarer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
usando parametri intermedi fra quelli che caratavano gli altri primer co-impiegati nelle
reazioni di PCR multiplex. Strutture secondarieoamiazione di dimeri sono stati verificati
utilizzando il software Oligo Analyzer 1.0.3 (Fremw, Teemu Kuulasmaa, Finlandia) e la
specificita del primer TOLf e stata valutata innpoi luogoin silico utilizzando I'algoritmo

BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggpoi tramite amplificazione PCR di estratti di

DNA di diverse specie diuber(T. oligospermumT. magnatumT. borchii T. maculatumT.
dryophilum T. aestivum T. rufum T. macrosporumT. brumale T. melanosporujn Le
reazioni PCR sono state effettuate in volumi duB6ontenenti i seguenti reagenti : 1x buffer
(Fermentas), 1 mM dNTPs, 0.5 mM per ciascun priddenM di MgChL e 1 unita della Taq
DNA polimerasi (Fermentas). Le condizioni d’'am#dzione sono state: 30 cicli di 94 °C per
20 secondi, 62 °C per 20 secondi, 72 °C per 1 mjmedn una denaturazione iniziale a 95 °C
per 3 minuti ed un estensione finale a 72 °C panikuti.
La descrizione morfologica delle micorrize dellevatse specie analizzate € stata eseguita
riportandone la forma, il colore, il tipo di rangézione, la presenza di ife o cistidi. La struttura
anatomica ed i caratteri biometrici delle micorrigeno stati descritti e misurati con un
microscopio ottico come riportato al capitolo 3.2L2 caratteristiche misurate sono state:
I'area, il perimetro, 'asse maggiore e minore eekllule del mantello fungino, le dimensioni
delle ife e cistidi. Per ciascuno dei parametrniédrici € stata calcolata la media relativa a 50
misurazioni ottenute da 3 micorrize diverse pesai@a specie.
6.2.4. Verifica e quantificazione del micelio di. magnatum
6.2.4.1. Prelievo dei campioni di suolo
A sei mesi dall'inoculazione per approssimaziongiagale sono stati controllati gli apparati
radicali sia delle piante madri sia dei semenzapiaintati nello stesso vaso, per verificarne lo

stato di micorrizzazione e sono stati prelevati giam di suolo per rilevare lo sviluppo
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miceliare tramite un approccio di PCR quantitatiPer ciascun vaso sono stati prelevati due
campioni di suolo di circa 100 g, il primo in capbndenza dell’apparato radicale dglianta
madre (al centro del vaso) ed il secondo nella zmwderica esterna in prossimita delle radici
dei semenzali (periferia del vasolcgessivamente i campioni di suolo sono statilizztati
per tre giorni in un liofilizzatore Virtis BenchtadgK (SP Industries). Dopo la liofilizzazione, i
campioni sono stati finemente polverizzati in unrt@i@, mescolati accuratamente e conservati
a -20 ° C fino al momento dell’analisi. Da cias@ampione sono state preparate tre repliche di
5 g ciascuna in altrettanti tubi da 15 ml ed il DM#Aale e stato estratto tramite il protocollo
sviluppato da lottet al, (2012). Ogni replica € stata risospesa in 6 eht@mpone di lisi (2%
CTAB, 2% Polyvinylpyrrolidon, 2 M di NaCl, 20 mM EDA, 100 mM Tris-HCI, pH 8). Gli
estratti grezzi di DNA sono stati purificati conkit NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel)
secondo il protocollo della ditta produttrice. hdiil DNA totale di ciscuna reazione e stato
eluito in 65 pl di tampone (5 mM Tris / HCI, pH 8,5a quantita di DNA in ciascun estratto é
stata quantificata usando uno spettrofotometro Raoy ND-1000 (Thermo Scientific). La
qualita del DNA totale é stata valutata con i raig@D 260/280 nm e 260/230 nm.

6.2.4.2. Real time PCR
I DNA purificato e stato conservato a -80 °C fimomomento dell’analisi. Le reazioni di “real-
time” PCR (chimica TagMan) sono state effettuat®msdo la metodologia proposta da |etti
al. (2012) in piastre da 96 pozzetti ottici (bioples} con un termociclatore Stratagene
Mx3000P QPCR system (Stratagene). L’amplificaziénstata effettuata in reazioni di 25ul
contenenti 12,5 ul di Maxima Probe gPCR Master @rmentas), 30 nM di ROX e 200 ng di
DNA totale. La concentrazione della sonda e demeri sono stati 0,5 uM e 0,2 uM
rispettivamente. La sonda TagMan é stata marchéstedmita 5' con il reporter fluorescente
FAM (6-carbossi-fluorescin) mentre I'estremita 3tata modificata con il quencher TAMRA
(6-carbossi-tetramethylrhodamine) (MWG Biotech).eDrepliche per ciascun campione di

suolo estratto e del controllo sono stati prepgq@tiogni piastra e le “real-time” PCR sono state
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ripetute due volte per confermare i risultati. Lendizioni d’amplificazione sono state: 10
minuti di incubazione a 95 °C seguiti da 45 ci¢lP8 °C per 15 s, 60 °C per 30 s, 72 °C per 30
s. Il livello di soglia di fluorescenza e stataatetinata con I'algoritmo di default del software
MXpro (versione 4.10) (Agilent Technologies) ed isultati dei valori di Ct sono stati
automaticamente convertiti in quantitativi di DNAT magnatunutilizzando il metodo della
curva standard. Una curva standard é stata gengeataiascuna corsa con una serie di otto
diluizioni serali di DNA genomico dI'. magnatun{50, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0005, 0.0001
ng DNA totale diT. magnatumreplicate in doppio. Tutte i prodotti PCR reahd& sono stati
visulizzati su gel dopo elettroforesi per esclud@mplificazione di sequenze non bersaglio.
6.2.4.3. PCR qualitative sulle radici delle piantenadri

Sono stati prelevati delle piante madri campioniratlici per verificare la presenza i
magnatumtramite un approccio di PCR qualitativa condottid BNA totale estratto. A tal
SCopo, per ciascuna pianta, sono stati prelevata®pioni di radici micorrizate e non
micorrizate di circa 0.3 g. Le radici sono stateriBzzate esternamente per 30 s in una
soluzione di etanolo (72%) e successivamente insohaione d’ipoclorito di sodio (10%) per
10 min in agitazione, quindi sono state lavate $eflte in acqua sterile distilata. Dopo la
sterilizazione, i campioni sono stati finementevpalkzati in un mortaio con l'azoto liquido, il
DNA totale e stato estratto tramite il Kit Nuclea$p Plant Il secondo il protocollo della ditta
produlttrice.

Il DNA estratto e stato amplificato secondo la ndelogia proposta da Amicucet al. (1998)
utilizzando i primer specie specifici TMGI e TMGII.

6.3. Risultati e discussione

6.3.1. Colonizzazione radicale com. magnatum T. borchii e T. oligospermum

Dopo un mese dall’inoculazione dei semenzali, selamalcuni ceppi di. borchii (Tbho2364,
Tbo3035, Tho3067, Tbo3840, Tho4284) mostravanoapidi radicali gia formati e dotati di
cistidi, mentre nella maggior parte delle radichatfettate il mantello era in fase di formazione
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ancora allo stato ifale e senza la tipica strutdirdipo pseudoparenchimatica, caratteristica
della specie. In questa fase nessuna micorrizat@ evata nelle radici dei semenzali inoculati
con T. magnatume T. oligospermum In tabella 8 sono riportate le percentuali di
micorrizzazione delle tre specie analizzate e ta &voluzione nel tempo. Come si pud notare
dalla tabella, I'evoluzione del processo di miczwazione e stato piu rapido p&r borchii
rispetto alle altre specie. Questo aspetto € pilvhabte dovuto al tipo d’'inoculo impiegato. Il
micelio offre garanzie di un'immediata e piu rapictdonizzazione radicale rispetto alle spore
che, come organi di resistenza, richiedono anchecemo intervallo di tempo per la
germinazione e la formazione del micelio primaff@mmunque, la durata del mantenimento in
coltura dei miceli influisce enormemente sulla londettivita. Fra i 10 ceppi dir. borchii
impiegati nelle prove, solo quelli isolati piu reéemente sono stati in grado di colonizzare gli
apparati radicali dei semenzali anche se in alciyp®tizioni non sono state rilevate micorrize.
Questo € probabilmente dovuto alle caratteristitiheiascun ceppo (vitalita ed infettivita del
micelio) ma anche alla tecnologia impiegata pedpre gli inoculi miceliari che, per le specie
del genereTuber, € ancora nelle fasi iniziali di sviluppo (Xia al., 2004). Anche se questo
periodo puo variare in modo significativo fra giolati di una stessa specie, indicativamente,
almeno pefT. borchii dopo 10 anni di mantenimento in coltura di unpteg probabile che
guesto non sia piu in grado di infettare gli appaealicali.

Nonostante il gap temporale iniziale probabilmedt®/uto al diverso tipo di inoculo
impiegato,T. oligospermunma manifestato un livello di infettivita similesuperiore a quello
ottenuto perT. borchii Questo tartufo &€ considerato una specie “aligpe” il territorio
italiano e quindi la sua introduzione nelle tarteifeoltivate, sottoforma di piantine micorrizate
erroneamente prodotte in vivaio, potrebbe rapptasemn serio rischio ecologico oltre ad un
pericolo per la tartuficoltura tradizionale. Infatjuesta specie € originaria del Marocco, non é
endemica in Europa ad eccezione del sud della $pgidumaradoet al, 2012), produce corpi

fruttiferi di scarso valore commerciale che vengaosati nelle frodi alimentari (Zambone#t
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al., 2000) e, come dimostrato in queste prove spatatie colonizza i semenzali molto
facilmente. Non é possibile ancora sapere se iatrodhegli ambienti boschivi italiani possa
insediarvisi facilmente ed essere un forte competitverso le altre specie di tartufi,
sostituendosi a loro sulle radici delle piante almén certe combinazioni pedoclimatiche.
Comunque, la possibilita che tartufi alieni siantradotti in Italia & gia stata dimostrata con
Tuber indicum tartufo di origine cinese, la cui presenza irtufaie coltivate e stata gia
verificata da Muragt al, (2008).

L’'impossibilita di ottenere idonei inoculi miceliaper T. magnatumci ha obbligato ad
utilizzare il classico inoculo sporale per produmécorrize con questa specie. In passato
guesta tecnica si € rilevata molto spesso inadagquet produrre piantine micorrizate sia per
scopi scientifici sia per scopi commerciali, macassi sono stati ottenuti in alcuni casi (Mello
et al, 2001; Rubiniet al, 2001). Anche nel corso di questa sperimentazsten®o riusciti ad
ottenere micorrize di questa specie di tartufo ende il livello d’infezione variava
notevolmente da pianta a pianta. Solamente duetepiamostravano una percentuale di
micorrizzazione superiore al 70% mentre per 5 sealelsono state rilevate percentuali di
colonizzazione delle radichette comprese fra i€ XD%. Anche in condizioni di suolo ottimali
per lo sviluppo diT. magnatunia capacita d’infezione di questa specie € ritalessere piu
bassa rispetto a quella delle altre due testate. dpregazione potrebbe essere attribuita alle
diverse esigenze ecologiche del tartufo biancoigtegispetto ar. borchiie T. oligosperum

In passato é stato dimostrato dheborchiié classificato come “early stage fungus” ossia una
specie fungina che si sviluppa su apparati radtigdiante giovani od alla periferia di quelli di
piante mature e, quando in pieno campo la copesttlrarea diventa prossima al 100%, le sue
micorrize tendono a scomparire ed essere rimpiazatltre specie (Zambonadtial, 2000).
Quindi e lecito supporre che su giovani semenZaliborchii come purel. oligospermum
possono manifestare una maggiore aggressivitaodtrario, T. magntunpotrebbe essere un

“late stage fungus” e svilupparsi preferibilmentiepgante mature ed in condizioni di copertura
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arborea elevata, come spesso confermato dai giéicdplta dei suoi corpi fruttiferi (Pacioni,
2012). Un’altra spiegazione potrebbe essere daailaamorte, in seguito alla sterilizzazione
del suolo di allevamento delle piantine, di micemigmi che ne favoriscono lo sviluppo e la
diffusione negli ambienti naturali. Questa ipotpstrebbe essere di supporto alla teoria della
simbiosi tripartita enunciata nel capitolo 4.4.

L’effettiva appartenenza delle micorrize ottenuta ¢'inoculo sporale a. magnatume T.
oligospermume stata confermata dall’amplificazione tramite P@RItiplex dei rispettivi
morfotipi ectomicorrizici. Cinque-dieci apici infgati per ciascun morfotipo sono stati
amplificati in reazioni di PCR diretta contenentieé primer forward TMGI-TOLf-rTboll ed il
primer reverse ITS4 impiegando frammenti del mdmtehmessi direttamente nel tubo di
reazione. | frammenti specifici generati da TOLSA sono di 513 bp, facilmente distinguibili
su gel da quelli generati da Tmagl-1TS4 (595 bp) hemagnatune da rTboll-ITS4 peff.

borchii (Fig. 15)

M1 2 3456 7 8M

s

01533

Fig. 15 Prodotti di amplificazione (PCR multiplex) ottengon i primers specifici. Dalla
corsia 1 alla 4 sono stati impiegati i corpi frigtti delle rispettive specie, dalla corsia 5 alla 8
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le micorrize ottenute in serra. Corsia 1 g 5magnatumcorsie 2 e 67. oligospermumcorsie

3 e 7:T. borchii corsie 4 e 8: tutte le specie.

Tabella. 8 -Percentuale di micorrizazione dopo 3, 6 e 9 makirbculo dei semenzali d.

pubescens
Specie Ceppo | Inoculo] micorrizazione| micorrizazione | micorrizazione
3 mesi (%) 6 mesi (%) 9 mesi (%)

micorr. | PNI | micorr. | PNI | micorr. | PNI

PL(%) | (n°) | PI(%) | (n°) | PI(%) | (n°)
Testimone - 0 10 0 10 0 10
T. borchii | 1Bo micelio 0 10 0 10 0 10
T. borchii | 17Bo micelio 0 10 0 10 0 10
T. borchii | 43Bo micelio 0 10 0 10 0 10
T. borchii | Tbo1/94 | micelio 0 10 0 10 0 1Q
T. borchii | Tbo2364 | micelio 15.9 2 47.5 2 61.2 y.
T. borchii | Tb02392 | micelio 0 10 0 10 0 1@
T. borchii | Tbo3035| micelio 23.4 0 49.7 0 65.8 q
T. borchii | Tbo3067 | micelio 17.4 4 44.2 4 70.2 4
T. borchii | Tbo3840 | micelio 28.0 3 55.2 3 72.1 3
T. borchii | Tbo4284 | micelio 18.1 1 41.3 1 67.8 1
T. magnatum spore 0 20 <10 15 48.2 5
T. oligospermum spore 0 20 37.8 18 76.8 18

Pl = Piante Infettate; Piante non Infettate

6.3.2. Caratterizzazione morfologica delle micorrie delle tre specie studiate

T. magnatun{Fig. 16) - Le micorrize sono semplici o con ranakzione monopodiali pinnata.

| terminali non ramificati sono dritti, di aspetamoso e raramente lisci, di colore marrone con
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apice piu chiaro, generalemte ricoperti di cistidlini allungati. Il matello & di tipo
pseudoparenchimatico con cellule epidermoidi cocemiuata lobatura. Le ife sono ialine
senza unioni a fibbia. Le caratteristiche morfobbg sono in linea con quelli ottenuti da Mello

et al (2001).

Fig. 16 Micorrize di T. magnatuma e b) apici radicali micorrizzati (barra = 1 mrb)
anastomosi ifale (barra = 10 um); d) cistidi (baxrd0 pum); e) anatomia del mantello (barra
=10 pum)
T. oligospermum(Fig. 17) - Le micorrize sono semplici o con ragakione monopodiali
pinnate. | terminali non ramificati sono clavatarimo un colore ocra con apice piu chiaro,
lisci o ricoperti di cistidi spinuliformi con basdlargata ed apice arrotondato. Il mantello e di
tipo pseudoparenchimatico con cellule epidermaitircalate ad alcuni elementi ifali. Le ife
sono ialine prive di unioni a fibbia. La morfologe I'anatomia delle micorrize dr.

oligospermumdescritte in questo studio sono simili a quellevate da Bencivengat al

(1997).
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Fig. 17-Micorrize di T. oligospermumA) radice micorrizata (barra = 300 um); B) aspett
della superficie esterna della micoclena (barr® $.n); C) cistidi con rigonfiamento basale
e setto ben visibile (barra = 10 um); D) cistidariia = 10 um); E) sezione trasversale della
micorriza (barra = 10 pm)

T. borchii (Fig. 18) - Le micorrize sono semplici o con ran@zione monopodiali pinnate. |
terminali non ramificati sono cilindrici o leggernte clavati con apice largo e arrotondato
hanno un colore ocra nocciola con apice piu chigcoperti di cistidi spinuliformi ialini con

a volte la base allargata e apice arrotondatoalitello & di tipo pseudoparenchimatico con

cellule epidermoidi o arrotondate.
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Fig. 18 -Micorrize di T.borchii A e B) micorrize semplici o ramificate (barra mt); C e
D) cistidi (barra = 10 um); E) immagine della sdjpsz esterna della micoclena con cellule
a contorno poco lobato (barra = 10 pum)

Le caratteristiche biometriche delle tre speciéudersono riportate in tabella 9.

T. magnatum T. borchii T. oligospermun

(Lm) (um) (Hm)

Tabella. 9 -Caratteristiche biometriche delle cellule del teHlo e cistide di micorirrize
delle tre specie studiate
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Area cellule 69.46 + 30.39 79.54 + 36.46 70.72 + 28.46 *
Perimetro cellule 38.33 £ 11.05 40.79 £10.17 39.07+9.72 | Non
Asse maggiore 13.86 +4.20 14.75 + 3.68 14.35+3.15 e
Asse minore 8.22 +2.37 8.52 +2.38 8.36+2.15 | stato
Lunghezza dei cistidi | 109.59 + 41.42 65.01 + 14.85 44.49 +12.21]| Trilev
Diametro dei cistidi 2.12+0.36 3.44 £0.82 1.93+0.52 ato
Diametro ifale 2.47 £ 0.44 4.87 +1.17 _* in
guan

to non si sono mai osservate ife peritrofiche

6.3.3.Verifica e quantificazione del micelio di. magnatum

Le due piante aventi una percentule di micorrizzagiconT. magnatunthe superava il 70%
sono state selezionate come piante madri per iedaricolonizzazione in nuovi semenzali
tramite la tecnica per approssimazione radicaleeifmesi dal trapianto una delle due piante
madri non presentava piu alcun tipo di micorrizentree 'apparato radicale dell’altra pianta
mostrava un 50% di apici colonizzati 8@haerosporella brunneain comune contaminante
delle piantine micorrizate in vivaio (Amicucet al.,2000) ed un 10% di micorrize attribuibili
aT. magnatumNessuna delle nuove piantine associate alle @iauaidri presentava micorrize
di T. magnatum

Le reazioni di “real-time” PCR sui campioni di sagirelevati nei vasi hanno evidenziato che
la quantita maggiore di micelio d@i. magnatunera presente vicino agli apparati radicali delle
piante madri e diminuiva di circa un ordine di miiggho nei campioni raccolti alla periferia
dei vasi (Fig. 19). Inoltre nel vaso in cui eragaete la pianta madre ancora micorrizata, la
concentrazione del micelio di. magnatunmel substrato era 25 volte superiore a quella del
vaso della pianta madre che aveva perso le mieorBai risultati ottenuti scaturisce che le

ectomicorrize diT. magnatunsupportano una quantita di micelio superiore tispa radici
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senza ectomicorrize ma la loro scomparsa a liveltticale non e indice di assenza di questa
specie sugli apparati radicali. Il micelio tendec@ncentrarsi maggiormente in prossimita
dell'inoculo iniziale (pianta madre) ma si era amaviluppato in tutto il volume di suolo
contenuto nel vaso pur senza formare nuove ecterideolLa velocita di diffusione nel suolo

e certamente superiore a quella delle colture pgofatti dopo 6 mesi dal trapianto il micelio
di T. magnatumnel suolo dei vasi di allevamento dell piantineesa propagato per una
distanza superiore ai 5 cm, distanza che in piastc@ssiterebbe di alcuni anni e successive
subculture per essere coperta.

Questa capacita di diffusione del micelio del tartbianco pregiato nel suolo e stata
riscontrata anche in due ricerche effettuate sypec@mdi suolo naturali che hanno evidenziato
come esso si possa trovare anche molto distantguddb di ritrovamento dei carpofori
(Zampieriet al, 2010; lottiet al, 2012) mentre le sue micorrize in natura soncssarie
(Leonardiet al, 2013).

Questi risultati sostengono l'ipotesi cliemagnatuntimane presente nelle radici delle piante
sottoforma di endofita o di un’altra tipologia dmbiosi micorrizica come anticipato nelle
conclusioni del capitolo 2. Le PCR qualitative cottd sul DNA totale estratto delle porzioni
di radici non micorrizate e dalle ectomicorrizeSlibrunnea di T. magnatunf{queste ultime
usate come controllo positivo) prelevate dalle f@amadri hanno infatti determinato
I'amplificazione di prodotti PCR specie-specifiai futti i campioni estratti. Comunque sara
necessario applicare altri approcci molecolari, edanPCRin situ, per confermare |'effettiva

presenza del micelio di. magnatunall'interno dei tessuti corticali.
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Fig. 19- Quantita medie di DNA del micelio di. magnatummel suolo. i valori in ordinata
sono stati logaritmizzati.

6.4. Conclusioni

| risultati ottenuti rappresentano un buon punto di partenza per impostare future
sperimentazioni su questa specie di tartufo pregiata e risolvere i numerosi misteri che
riguardano la sua biologia. In primo luogo bisognera confermare una delle ipotesi legate alla
strategia ecologica e biologica che impiega questo tartufo per mantenersi e diffondersi in
pieno campo. La possibilita di ottenere micorrize in condizioni controllate e verificarne
I’effettiva appartenenza a questa specie con metodi molecolari rende un po’ pil concreta la
possibilita d’'impostare specifici piani di produzione di piantine micorrizate. In passato fra i
principali fallimenti nel coltivare questo tartufo sono da annoverare I'utilizzo di piantine
micorrizate con altri tartufi che si sostituivano a T. magnatum sugli apparati radicali. Come
abbiamo dimostrato anche in questa prova le micorrize di T. oligosperum, T. magnatum e T.
borchii sono morfologicamente ed anatomicamente simili. A livello morfologico solamente i
cistidi possono differenziare queste tre specie fra loro ma non sempre questi elementi
anatomici sono presenti sulle micorrize. Lo sviluppo del primer specifico TOLf da impiegare in

PCR multiplex con gli altri primer disegnati e testati in passato permette una rapida e sicura
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identificazione delle micorrize di T. oligosperum evitando possibili frodi alimentari o
I'introduzione nelle tartufaie italiane di questo potenziale fungo “alieno” che si aggiunge alle
altre specie di tartufi “minori” gia presenti nel nostro territorio. Sicuramente I'impiego dei
miceli nei processi di micorrizzazione rappresenta |'obbiettivo principale per il futuro per
risolvere diversi problemi legati alla produzione di piantine micorrizate. Anche se la
produzione di inoculi miceliari su vasta scala & ancora in fase sperimentali, le prove
effettuate con T. borchii hanno evidenziato che questa metodologia produce piante ben
micorrizzate in tempi piu brevi rispetto all’utilizzo dell’inoculo sporale. Inoltre i miceli
possono essere sottoposti a selezione genetica per migliorare la produttivita, I'adattamento
ad uno specifico ambiente di coltura ed il processo di micorrizzazione e offrono la possibilita
di una migliore gestione dei mating type. Questo tipo di inoculi si potrebbero prestarsi anche
ad un facile impiego direttamente in campo bypassando la fase vivaistica. Comunque il
principale problema legato all’utilizzo dei miceli & la perdita delle capacita infettive se

mantenuti in coltura per lungo tempo.

96



Capitolo 7

7. Messa a punto di protocolli di conservazione pesolture di Tuber spp. e

la crezione di una banca di germoplasma di tartufi

7.1. Introduzione

L’ltalia e il paese dove si registra la crescitardgpanea delle due specie di tartufo di maggior
pregia il T. melanosporungtartufo nero pregiato) e . magnatungtartufo bianco pregiato)

insieme ad altre specie di minore ma pur semprsistamte interesse commerciale, come |l
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tartufo estivo T. aestivum / uncinatuned il tartufo bianchettol( borchii).La raccolta e la
commercializzazione di queste specie rappresentanportante fonte di reddito soprattutto
per le popolazioni collinari e montane. Purtroppel)'ultimo secolo, la produzione di tartufi
in ltalia e nel resto d’Europa € in notevole calocaaisa del disboscamento, del degrado del
territorio montano, della raccolta eccessiva ecd@nbiamenti climatici (Halet al., 2007).
Inoltre queste importanti specie autoctone risahidinessere soppiantate da specie alloctone
piu competitive (quali i tartufi cinedi. indicum, T. hymalayengeT. sinensefon evidenti
rischi per la biodiversita fungina. Il tartufo neanropeo, come il cinesk indicum é stato
esportato dalla Cina in Europa, Nord America e falist (Garcia-Montercet al, 2010).
Tale tartufo é difficile da distinguere da melanosporunpoinché hanno caratteristiche
organolettiche e morfologiche molto simili. Un gsogoroblema é rappresetato dal fatto che
T. indicum é spesso venduto comé&. melanosporume percid potrebbe essere
(volontariamente o meno) utilizzato in vivaio comeculo per la micorrizazione di piantine,
come peraltro precedentemente accaduto (Meiratl, 2008). Proteggere la biodiversita,
nonché la diversita genetica all'interno delle sp&cnell'interesse di ogni Paese e, in questo
contesto, la creazione di una banca di germoplasmiafondamentale importanza. Per far
ci0 € necessario mettere a punto tecniche di coasene adattate al materiale biologico da
conservare.

Le diverse tecniche di conservazione di material@ihgino: excursus storico

Le tecniche di conservazione di ceppi fungini devgarantire la loro purezza, vitalita e nel
contempo mantenere invariate nel tempo le lorottaistiche morfologiche, fisiologiche e
genetiche.

Per la conservazione di materiale fungino, in passsono stati sviluppati molti metodi
(Nakasoneet al, 2004), ma solo pochi di essi sono adatti ai furggtomicorrizici in

generale, ed alle specieTiberin particolare (dati non pubblicati).
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La scelta del metodo di conservazione dipende dak&ie conivolta e dagli obiettivi che si
intendono raggiungere.

La conservazione a breve termine tramite rinnovitucali ripetuti frequentemente é
semplice, economica ed idonea alla maggior pattéudghi ectomicorrizici ma il rischio di
contaminazione nonché I'essiccamento del terrermwedicita sono sempre presenti. Inoltre,
la ripetizione continuativa dei trapianti puo poetaalla perdita dellinfettivita per
'insorgenza di mutazioni o a modifiche dell'esmiese genica (Coughlan e Piché, 2005).
Nel precedente capitolo € stato dimostrato cheicei T. borchiipiu vecchi presenti nella
nostra collezione avevano perso la loro capacitdodnare ectomicorrize in condizioni
controllate. In alcuni casi tale problema puo esge&olto semplicemente modificando la
composizione del terreno nutritivo che puo por@rengiovanimento di vecchie culture e
alla riduzione della perdita di vitalita del funffdakasonest al, 2004; Repac, 2011).

La conservazione a lungo termine in tubo sottotstrdolio presenta il vantaggio
dell’economicita. Essa consiste nel sommergere tetampente con uno strato d’olio di
vaselina, precedentemente sterilizzato, la columgina sviluppatasi sul terreno nutritivo. |
tubi devono essere sigillati e il livello d'olio \de essere controllato periodicamente e, se
necessario, rimboccato. Analogamente, le colomgihe possono essere conservate anche
in provette contenenti acqua distillata sterileceeservate a 4 °C tali colture mantengono la
massima vitalita (Richter, 2008). E’ tuttavia fomtentale sottolineare che questi due
semplici metodi di conservazione a lungo terminendteriale fungino sono validi solo per
alcune specie di funghi ectomicorrizici. Ad esemmtie suddette condizioni la vitalita a
lungo termine dei miceli diubernon e garantita (osservazione personale).
L'ultracongelamento a — 80 C° & una tecnica di eorezione a lungo termine che
garantisce elevati tassi di sopravvivenza (Kitameto al., 2002). Essa prevede la
conservazione di plug di micelio entro criotubi tarenti I'idoneo terreno nutritivo liquido

con I'aggiunta di un crioprotettore. | criotubi ¢gseparati vengono poi posti direttamente
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nell'ultracongelatore. Questa tecnica presemvanitaggio di essere poco costosa, in quanto
la maggior parte dei laboratori possiede un ulingetatore, ma ha lo svantaggio di non
essere applicabile a tutti i funghi ectomicorrizamme dimostrato da Obaseal.,(2011).
Un'altra innovativa tecnica di conservazione a turigrmine € la crioconservazione o
conservazione criogenica. Con tale termine ci fa@rigce allo stoccaggio di materiale
biologico alla temperatura ultra-bassa dell’azatéase liquida (-196 °C). A tale temperatura
le cellule entrano in uno stato di “quiescenza lasag in quanto tutte le reazioni fisiche e
biochimiche sono praticamente ferme a causa dedlacemza di acqua allo stato liquido,
rendendo minima I'eventuale alterazione del lordeppiale vitale e della loro capacita
rigenerativa. In questa particolare condizione,empi di conservazione divengono
praticamente illimitati.

L 'esposizione al freddo intenso (-196 °C) compa@itarazioni dovute al congelamento
dell’acqua che si trova nei tessuti e nelle celltiéatti, 'esposizione a temperature sotto lo
zero porta alla formazione di cristalli aghifornghe si accompagna ad un aumento di
volume del 9%, con conseguenti variazioni del mataimo cellulare ed danni fisici
irreversibili. La cristallizzazione dell'acqua, ambiente sia extracellulare che intracellulare,
senza passare attraverso una fase di disidratazedidare, provoca una perforazione delle
membrane e delle pareti dovuta all’azione meccadiazrescita dei cristalli ed e la causa
principale della morte delle cellule (Dereuddreazé&au, 1992).

L'esposizione al freddo intenso comporta ancheraglieni delle membrane. Tutte le
membrane cellulari e principalmente la membranampédica, sono sensibili al freddo ed
alla disidratazione (Uemura e Steponkus, 1999)sdpravvivenza della cellula dipende
dall'integrita della membrana plasmatica, che giogauolo fondamentale nel metabolismo
cellulare con la diffusione attiva o passiva deatelecole necessarie al funzionamento
cellulare (Robert e Roland, 1989). Un rapido abdmaento della temperatura pud causare

una forte disidratazione delle cellule, I'esclusiattelle proteine di membrana e steroli e la

100




separazione laterale e irreversibile dei fosfolipithe, a sua volta, pud provocare la
dislocazione del plasmalemma e, di conseguenzagite cellulare (Mazliak, 1999; Wolfe e
Bryant, 1999).

Per queste problematiche, in tale tecnica, l'usocribprotettori € indispensabile per
proteggere le cellule. In base al sito d’aziondisiinguono due categorie di crioprotettori:
quelli che agiscono all'interno della cellula (gtotettori intracellulari, come ad es. |l
DMSO(dimetilsolfossido) e il glicerolo) e quelli ehagiscono all’esterno della cellula
(crioprotettori extracellulari, come zuccheri qusdirbitolo, saccarosio, lattosio, trealosio ed
altri).

Entrando piu nello specifico, con questa tecnicafédefungine subiscono dapprima un
graduale ciclo di raffreddamento, che dura anchikenooe, al termine del quale vengono poi
trasferite in una bombola contenente azoto liquidimgcando cosi le eventuali modificazioni
genetiche.

La crioconservazione, sperimentata per la priméaveél 1953 su globuli rossi (Lovelock,
1953), si é poi largamente affermata in campo iretgo e botanico. Infatti, Hwang (1960)
dimostro che la conservazione in azoto liquido éelenica migliore e piu ampiamente
applicabile per la conservazione di funghi filanzent(Smith, 1998). E’ utilizzata di routine
in America e I’American Type Culture Collection (&T) ne é I'esempio.

Il protocollo descritto da Smith (1998) é statolaggto nei primi anni del 2000 con successo
a spore di funghi micorrizici arbuscolari, ma sucet & di difficile applicazione (Homolka
et al, 2001). Se da un lato tale tecnica presenta itaggio di essere l'unica in grado di
assicurare una reale e affidabile conservazionengol termine, dall’altro presenta lo
svantaggio di essere costosa per l'elevato costite dgparecchiature necessarie a
realizzarla.

Basandoci sui risultati ottenuti in passato su melte fungino ectomicorrizico, in questo

lavoro abbiamo cercato di mettere a punto due me@@dla conservare a lungo termine i
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miceli di Tubere precisamente: quello dell'ultracongelamento £E8&ome descritta da
Kitamoto et al. (2002), scelto per la facilita d’applicazionepdsso costo e la disponibilita
nella nostra struttura di un ultracongelatore digugella crioconservazione in azoto liquido

modificando il protocollo di Danell e Flygh (2002).
7.2. Materiali e metodi

7.2.1. Ceppi fungini utilizzati

Le prove sono state condotte utilizzando micetattura pura dir. borchii T. aestivune T.
macrosporumin collezione presso la micoteca del Centro didiigia di Bologna (CMI-
Unibo) (Tabella 10). I miceli sono stati fatti ccese al buio a 22°C, in piastre Petri
contenenti PDA pef. borchiie WPM per Taestivume T. macrosporumll micelio e stato
propagato bimestralmente prelevando dei plug (@) ™al margine piu esterno della

colonia.

Tabella. 10-Ceppi di micelio utilizzati

Ceppo Data di racolta N. erbario
T.borchii (2364) 12-03-2004 2364
T. aestivum(Tae2) 16-12-1999 1463
T. macrosporum(Tmcl) 01-12-1999 1461-2

7.2.2. Ultracongelamento a — 80 °C
In questo lavoro € stato applicato il metodo dragbngelameto a -80°C descritto da
Kitamoto et al. (2002. Dal margine di una colonia di 50 giorni Ti borchii T. aestivume

T. macrosporune stato prelevato 1 disco di micelio (3 mm) efgam in tubi contenenti il
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mezzo di crescita (PDA o WPM), solidificato a beckalarino, con I'aggiunta del 10% di
glicerolo come crioprotettore. | miceli sono sfatiti crescere in termostato a 22 *Q per

3-4 settimane dopodiché i tubi sono stati trasfeirfettamente nell’ultracongelatore a —80
°C per 60 giorni. Trascorso tale periodmiceli sono stati scongelati a temperatura ambiente
per 3 ore dopodiché per ciascuna specie sono atkstite 4 piastre Petri contenenti
substrato agarizzato (PDA o WPM) e incubati al baili@ temperatura di 22 °C per 30
giorni. Parallelamente, & stato allestito un egualenero di piastre con i corrispondenti

miceli freschi. Settimanalmente & stato misuratbametro di tutte le colonie.

7.2.3. Crioconservazione a -196°C

Previe opportune modifiche, ci si e basati sul grollo di Danell e Flygh (2002). Le
modifiche si sono rese necessarie in quanto tabtoqollo € stato sviluppato per la
crioconservazione dCantarellus cibarius fungo epigeo, mentre noi ci siamo trovati ad
operare cormuber spp. che presenta maggiori difficolta di cresaitaoltura pura (lottiet
al., 2002). La modifica ha riguardato I'aggiunta dceaosio per ridurre la tossicita del
crioprotettore dimetilsolfossido (DMSO) previstol darotocollo. E’ infatti noto che |l
saccarosio € un buon crioprotettore di tipo exthaleee.

7.2.3.1 Fase di congelamento del micelio

Dal margine di colture fungine di 30 gg di etaldiborchii T. aestivume T. macrosporum
sono stati campionati 10 plug (1 mm) di micelio. el sono stati posti in criotubi
contenenti 1,5 ml di mezzo di coltura liquido d&rfPDBroth, Difco e WPM a secondo
della specie difubercoinvolto ) cui e stato aggiunto sorbitolo (109 @ldimetilsolfossido
(DMSO) (117 pl) ogni 3 minuti per 10 volte. Le eaok sono state quindi incubate per 24 ore
al buio a 22-23 °C su di un agitatore rotante.idtabi contenenti le colture miceliari sono
stati inseriti in un apposito strumento (Kryo 10ie® Il, PlanerProducts) programmato col

seguente ciclo di raffreddamento: abbassamenta tethperatura a —1 °C / 10’; successiva
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diminuzione della temperatura di 0,3 °C / min faloraggiungimento di =16 °C, mantenuti
per 15’; successiva diminuzione della temperatufy3i°C / min fino ad arrivare a —35,5 °C
ed ulteriore abbassamento di 15 °C / min fino ggnangimento di —50 °C. A questo punto i
criotubi sono stati immersi in azoto liquido (-19®) per 48 ore.

7.2.3.2. Fase di scongelamento del micelio

Subito dopo esser stati estratti dall’azoto liguideriotubi sono stati immersi in acqua a 35
°C al fine di provocarne il parziale scongelametdpodiché sono stati lavati trasferendoli
entro tubi contenenti 15 ml del corrispondente roezatritivo liquido. Tale operazione si
rende necessaria per eliminare il maggior quamtitapossibile di DMSO che diventa
tossico a temperatura ambiente. | campioni sonb qtandi trasferiti su piastre Petri
contenenti substrato agarizzato (PDA, Difco e WRMicubati al buio alla temperatura di
22° C. Settimanalmente é stato misurato lo svilugipmetrale delle colonie per paragonarlo

a quello del corrispondente micelio fresco tra@émal momento.

7.2.4. Prove di verifica dell'infettivita del micelo

Micorrizazione di piantine con micelio crioconservé#o e fresco

Con questa prova si € inteso verificare se la oriservazione modifichi linfettivita dei
miceli crioconservati rispetto a quelli freschi c®mmisulta in alcuni casi riportati in
letteratura (Chetverikova, 2009). A tal fine, il gmlio di T. borchii T. aestivume T.
macrosporun{Tabella 10) sviluppatosi in piastra dopo la crieeervazione € stato trasferito
entro provette di vetro (200 ml) contenenti 70 miz@rmiculite imbibita di WPM liquido.
Sono stati preparati 6 provette/ceppo crioconservegr un totale di 18 provette ed un
uguale numero con micelio fresco dei medesimi celppnicelio € stato mantenuto in tali
condizioni per due mesi, al fine di permettere lalonizzazione del substrato.

Parallelamente, nel gennaio del 2011, un centidaighiande diQuercus cerris,previa
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sterilizzazione superficiale in soluzione acquosdalClO (1%) per 15’, sono state seminate
in un substrato sterile di vermiculite e torba ertpeguali (Bencivenga, 1982). A 2 mesi

dalla semina, sono state scelte casualmente 48m@anoculate con le provette di micelio

precedentemente preparato (6 piantine per tesgpgantate in vasetti di plastica (250 ml)

riempiti con vermiculite/sabbia/terriccio vulcani€B0:30:40) sterili. Parallelamente sono
stati allestiti 6 vasetti testimone con pianting maoculate. Le piante sono state allevate in
serra per 6 mesi (da marzo ad agosto 2011) edtergettimanalmente.

Nei mesi di settembre - ottobre e novembre, cigeéia sette mesi dall’inoculo, le piantine

sono state svasate e gli apparati radicali soriblatati delicatamente sotto acqua corrente.

Il grado di micorrizazione é stato valutato al magzopio stereoscopico (20x).
7.3. Risultati e discussione

7.3.1. Ultracongelamento a -80°C

L’ultracongelamento a —80 °C ha fornito risultatisgivi col micelio diT. borchii giorni
mentre pefT. aestivune T. macrosporumon si € ottenuto alcuno sviluppo miceliare. Nel
caso diT. borchiila lag-phase €& durata 8 giorni: superata tale fasrescimento radiale
della colonie fungina e stato di circa 5-6 mm/sedia (fig. 20), assumendo un andamento
esponenziale del tutto simile a quello osservate ipenicelio fresco. Questi risultati
rispecchiano le difficolta di mantenimento in codtypura pef. aestivune T. macrosporum

in assenza della pianta simbionte. Il mancato ppit dopo l'ultracongelamento, osservato
per T. aestivume perT. macrosporunpud anche esser spiegato col fatto che queste due
specie sono molto piu sensibili al congelamentetteristica che si aggiunge alle maggiori

difficolta di coltivarle in vitro rispetto @. borchii
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Fig. 20- Grafico dei valori medi d’accrescimento del micedi T. borchiiultracongelato e

fresco, una volta superata la lag-phase.

7.3.2. Crioconservazione in azoto liquido (-196°C)

In Tabella 11 vengono presentati i risultati refiadii valori di accrescimento ifale dei miceli

crioconservati paragonati a quelli dei corrisportdiiceli freschi. | risultati dimostrano che

non sussistono differenze nell’accrescimento, iedigentemente dalla specie duber

coinvolta. Inoltre, tale assenza di differenze sinifesta fin dalla prima data di controllo

dopo la lag fase e si protrae per tutta la duralia ghrova.

Tabella 11- Valori medi di accrescimento del micelio criocomnwsto e fresco dir. borchii
T. aestivum e T. macrosporywalori medi di 5 ripetizioni).
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2364 Tmcl Tae2
crioconservato | fresco | cioconservatq fresco criocearvato | fresco
Lag-phase 35 6 70 10 70 10
(99)
Controlli (gg)
1 0 0 0 0 0 0
4 10,5 9,88 2,75 3,5 1,88 2,3
7 19,38 19,3 8,13 9,3 9 9
11 26,3 26,63 14,3 15,12 12,8 12,38
14 33,8 33,95 17,8 18,62 17,3 16
18 40,5 40,88 23,6 23,758 20,33 19,63
21 49,8 49,3 28 28,23 31,3 29,63




25 59,13 60,08 32,3 32,74 36,8 36,88
28 66,88 66,93 36,63 37,37 44 44,
32 76 76,88 42,5 42,5 48,13 49,53
35 82,3 82,63 47,88 48,5 54,13 5
39 85 85 54,3 55,12 61,38 62,

Tuttavia, occorre sottolineare che marcate diffeegrira micelio crioconservato e fresco,
sono state rilevate in termini di lag fase, petetut tre le specie diuber il micelio
crioconservato diT. borchii ha sviluppato dopo 35 giorni (fig. 21)nentre quello
crioconservato dir. aestivume T. macrosporumha iniziato a svilupparsi dopo 70 giorni.
Questo risultato porterebbe a concludere che Irezidel freddo interferisce notevolmente
sulla lag fase del micelio conseguente ad un peritid‘risveglio” delle vie metaboliche
cellulari. Tuttavia, una volta superata tale fdaerescita del micelio crioconservato e fresco
e uguale (Fig. 21 e 22). Occorre anche dire cHerdifize, in termini di lunghezza della lag
fase tra queste tre specie di tartufo si possomar@oanche se in scala ridotta, nel trapianto
dei miceli in condizioni standard. Infatti, durantérapianti di routine per mantenimento
delle colture madri, il micelio di. borchii impiega dai 5 ai 7 giorni prima di sviluppare
nuove ife mentre pef. aestivume T. macrosporunguesto lasso di tempo dura circa 10
giorni. Anche Nagaet al. (2000) arrivarono, infatti, alla conclusione cheuccesso della

crioconservazione di colture pure varia da specpezie e da ceppo a ceppo.
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Fig. 21- Grafico dei valori @w'hqiaccrescimento dei mioetlli T. borchii pre e post
crioconservazione
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Fig. 22 - Confronto dopo 52 giorni di incubazione di miocetli T.borchii crioconservato e
fresco

In passato la crioconservazione aveva dato risydtsitivi con spore di funghi micorrizici
arbuscolari, ma quando si cerco di applicarla etlaservazione di campioni di micelio, la
sua applicazione presento notevoli difficolta iragto le strutture ifali risultarono essere piu
sensibili al congelamento (Homolka al, 2001), Infatti, i cristalli di ghiaccio si forman
preferenzialmente nel punto in cui la parete ifalstata danneggiata, danni che possono
verificarsi durante la preparazione del campionan(& van Ingen, 2004) e che possono
portare a scarsa sopravvivenza o a uno scarsoaexdppo il congelamento (Corbery e Le

Tacon, 1997; Smith, 1998; Danell e Flygh, 2002). ?estro caso, pare che tali danni non si

e
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siano verificati, in quanto I'accrescimento e lacneae micromorfologia delle colonie
fungine crioconservate in azoto liquido sono res@tuguali a quelle delle colonie testimone
non congelate e mantenute attivamente in colturgutistrato agarizzato (Tabella 11 e
Figura 22). | risultati ottenuti modificando il noelo di Danell e Flygh (2002) tramite
'aggiunta di saccarosio, dimostrano che é possitiloconservare i miceli diuberspp.,
nonostante le notevoli difficoltd nel mantenerecwoitura pura questi funghi, superiori a
guelle che si incontrano per altre specie fungotareicorrizica (lottiet al, 2002; lottiet al,
2005).

Per quanto riguarda i risultati inerenti le proventicorrizzazione con micelio fresco e
crioconservato, 6 mesi dall'inoculazione solo lanpe inoculate com. borchiisono risultate
micorrizzate (percentuali di micorrizazione del5%6.e 33.5%, rispettivamente per I'inoculo
col micelio fresco e crioconservato). Al contranuer le piante inoculate col micelio @i
aestivume T. macrosporunmon sono state ottenute micorrize, né con I'inodtdsco né con
guello crioconservato. Quest'ultimo dato conferrbbeei risultati ottenuti nella precedente
prova di ultracongelamentdrattandosi di ceppi isolati 12 anni prima del langpiego ed
essendo stati sottoposti a molteplici rinnovi, gubanno perso la capacita di infettare le
radici delle piante ospiti. Osservazioni simili sostate riportate anche da Marx e Daniel
(1976), da Thomsoret al., (1993) e da Giltrap, (1981) i quali hanno dimdstrana
diminuzione della capacita, da parte di diverseigpiingine, di formare associazioni ECM

dopo molti anni di trapianto delle stesse, diffiachssociata anche a una riduzione della loro

capacita di miglioramento della crescita delle f@ar risultati positivi ottenuti con le

piantine inoculate col micelio crioconservato ™i borchii confermano la validita della

tecnica di crioconservazione da noi messa a punto.

7.4. Conclusioni
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In base ai nostri risultati, possiamo affermare leh&rioconservazione in azoto liquido &€ una
tecnica di successo anche quando si tratta di micdl funghi ectomicorrizici
particolarmente difficili da coltivare, quali quiedlel generél'uber,aprendo la possibilita alla
creazione di una prima banca di germoplasma duftarper poterne conservare la
biodiversita e per possibili sviluppi biotecnolagic

Al contrario la tecnica dell'ultracongelamento ddtd in questa sperimentazione non si &
dimostrata idonea per conservare i miceli indipaetel@ente dalla specie in oggetto, anche
se guesta e interessante poiché la lag fase rissdtere notevolmente ridotta. Probabilmente
ulteriori sviluppi di tale tecnica potra consentite essere applicata a qualsiasi specie di

tartufo.

110



Conclusioni general
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Il lavoro svolto durante questa tesi di dottoratne le basi per lo sviluppo di nuove
biotecnologie della micorrizazione di piante foadiston tartufi pregiati ed in particolare con
T. magnatum.

Le tecniche di inoculazione miceliare che si stam@itendo a punto presso i laboratori del
Centro di Micologia dell’'Universita di Bologna ragsentano un approccio innovativo per
la produzione di piante micorrizate tradizionalneenttenute con metodo di inoculazione
sporale (Hallet al, 2007). Oltre a contenere i costi relativi allaoguzione delle piante
micorrizate, poiché si evita I'acquisto di tartudi, evitano inquinamenti, spesso dovuti ad
altre specie diuberche possono incidentalmente finire nell'inoculooprsittutto si apre la
strada di effettuare una selezione genetica.

Durante questa tesi abbiamo descritto ottenutoseri® le micorrize diT. magnatume
quelle di altri tartufi “bianchi” T. oligospermum, T. borchii con -caratteristiche
morfologiche simili che spesso vengono mescolatdirittura commercializzati al posto di
quelli del tartufo bianco pregiato (Zambonelli €tilo2005). Abbiamo disegnato primer
specie specifici in grado di identificafe oligospermune abbiamo verificato la possibilta di
utilizzare questi primers in PCR multiplex con diuéi T. magnatune di T. borchiial fine

di “scovare” sia frodi nella commercializzaione hlegscomi sia eventuali contaminazioni
nelle piante micorrizate. Quest’ultimo aspetto &ipalarmente importante in quanto piante
micorrizate conT. oligospermum.specie esotica comune nel nord Africa, potrebbero
diffondersi nei nostri ambienti tartufigeni con seguente rischio di contaminazione
ecologica.

Per la prima volta durante lo svolgimento di quéssa di dottorato siamo riusciti ad isolare
e mantenere in coltura pura il micelio @i magnatune la sua identita e stata confermata
mediante utilizzo di primer specie specifici. Fiad ora i tentativi di isolamento effettuati
erano falliti, in quanto le colture ottenute sigmrano al primo trapianto, oppure le colture

ottenute appartenevano ad altre specieTdber come scoperto in seguito attraverso
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identificazione molecolare (Mellet al, 2001; Gregori, 2002). Tuttavia i micel.
magnatunda noi isolati crescevano troppo lentamente panetterne I'utilizzo in tecniche
di inoculazione miceliare. Abbiamo pertanto cercatternative per migliorare il mezzo
nutritivo per la crescita del micelio utilizzandd) fonti di carbonio diverse, 2) estratti
radicali di nocciolo (una delle piante ospiti préke dal tartufo), 3) diverse frazioni degli
estratti radicali di nocciolo, 4) essudati di aftrnghi del generduber Per queste prove
abbiamo utilizzato sia un cepfo magnatunda noi isolatee un ceppo di. borchii, specie
modello per lo studio del tartufa vitro. Da questi studi € emerso come gli estratti midelia
ma soprattutto gli estratti radicali siano in gratistimolare le crescita miceliare del tartufo
modello T. borchii. Non abbiamo tuttavia potuto apprezzare differesigaificative fra le
singole frazioni dell’estratto radicale. Questoremento nella crescita del micelio @i
borchii in substrato arricchito con estratto radicale dianalo corrisponde ad un aumento
dell’espressione di gelfiDC42 e Rho-GDIdue geni legati alla crescita apicale polarizzata

delle ife dei funghi filamentosi.

Nellambito di questa tesi abbiamo evidenziato coihenantenimento in coltura per
numerosi anni di ceppi della specie modéello borchii influenzi negativamente la loro
infettivita nei confronti della pianta ospite (Cdugn e Piché, 2005). In questa tesi abbiamo
pertanto perfezionato tecniche di crioconservazitineeppi diTuberspp. che, come € noto
dalla letteratura (dati non pubblicati), permettodb mantenere stabili nel tempo le
caratteristiche genetiche degli organismi animaliegetali e che recentemente sono state
applicate anche ai funghi (Smith, 1998; Danellyghk] 2002).

| risultati positivi da noi ottenuti con la criocegrvazione pongono le basi per la creazione di
una banca di germoplasma di specie del geheberche, oltre a rappresentare una riserva
di materiale genetico da cui selezionare i ceppiidbnei per I'inoculazione miceliare a

seconda delle diverse combinazioni pianta ospitei@mie, costituisce l'unico mezzo
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efficace per la salvaguardia della biodiversitatdgufi. Il patrimonio tartuficolo italiano ed
europeo infatti si sta impoverendo a causa detleatta indiscriminata. Inoltre anche se per
molte specie di tartufo la coltivazione & possiljdecetto, per oral. magnatumpgssa non
tiene conto delle caratteristiche genetiche delemale fungino di base, con un rischio di

impoverimento della sua diversita (Hall e Zamban2D12).
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