_ §1.4- Variabité géndique

oubliée au profit d’'une autre analyse biochimique plus simple : I'analyse

des jsoenzymes.

Analyse des Isoenzymes

Les isoenzymes sont des enzymes ayant un substrat commun, mais qui
différent par leur mobilité électrophorétique. En fait, elles peuvent
correspondre a I'expression de plusieurs genes situés sur plusieurs loci,
aux produits d’'une méme protéine ayant subi des transformations ou des
molécules synthétisées par un méme géne ou un groupe de genes et
ayant subi des modifications post-traductionnelles. Elles reflétent donc
'expression des genes. Les isoenzymes sont utilisées pour identifier ies
espéces de truffes mais aussi pour étudier la variabilité génétique, nous
reviendrons dans le § 1.4.3 sur ces études.

C’est en 1988 au Congres International sur les Truffes que Palenzona et
al. présentent, pour la premiére fois, |'utilisation des isoenzymes pour
identifier les especes de truffes. Pacioni et Pomponi (1989, 1991) et
Gandeboeuf et al. (1994) ont montré qu'il est possible de séparer chaque
espece de Tuber par son profil enzymatique et, entre autres, T. aestivum
et T. mesentericum, confirmant ainsi les données morphologiques (Pacioni

Superoxide dismutase : SOD

Malate deshydrogenase : Mdh
Isocitrate deshydrogenase : Idh
6-phosphogluconate dehydrogenase : 6-Pgdh
Glutamate deshydrogenase : Gdh
Menadione reductase : Mr

Asparate aminotransferase : Aat
3-glucosidase : R-Glu

Leucine aminopeptidase : Lap
Peptidase : Pep

Mannose phosphate isomérase : Mpi
Glucose phosphate isomérase : Gpi
Phosphoglucomutase : Pgm

et Pomponi, 1991). Parmi les
enzymes utilisees, les profils
enzymatiques obtenus par le
systéme SOD sont homogenes au
sein d'une méme espéce et
hétérogénes entre especes
difféerentes (Gandeboeuf et al.,
1994 ; Chevalier et al., 2000).
Gandeboeuf et al. (1994) ont
réussi a différencier T. brumale de
T. moschatum.

Urbanelli et al. (1998a) ont réalisé I'analyse de 18 loci enzymatiques (Mdh-
1, Mdh-2, Idh-1 6-Pgdh, Gdh, Mr-1, Sod-1, Sod-2, Sod-3, Aat-1, Aat-2, R-
Glu, Lap, PepC, PepD, Mpi, Gpi et Pgm), sur 835 ascocarpes récoltés
dans 26 localités espagnoles, francaises et italiennes. Ces auteurs
identifient 20 types électrophorétiques qui se regroupent en 7 groupes
correspondant a 7 especes de truffes (Figure 19).

En revanche, ils n'ont pas pu différencier T. aestivum de T. uncinatum,
confirmant ainsi les résultats de Pacioni et Pomponi (1991) et de Pacioni et

al. (1993).
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Figure 19 Dendogramme UPGMA, généré avec les distances génétiques de Nei,
montrant les relations entre les 20 types enzymatiques et permettant de
séparer 7 taxons de Tuber (d'aprés Urbanelli et al., 1998a)

De méme, Dupré (1997) n'a pas pu séparer ces deux taxa en analysant 5
systémes enzymatiques (Acp, Gdh, Gpi, Mdh et Sod), or ils avaient pu étre
séparés par I'analyse des protéines totales (Moucheés et al, 1981 ; Dupré
et al., 1985). Urbanelli et al. (1998a) ont aussi rencontré des difficultés
pour séparer T. brumale et T. moschatum alors que Gandeboeuf et al.
(1994) et Dupré (1997) sont arrivés a séparer ces deux taxa qui ne
peuvent étre différenciés que par I'odeur des corps fructiferes (Riousset et
al., 2001).

Contrairement & l'analyse des protéines totales, les 5 systémes
enzymatiques étudiés par Dupré (2000) montrent une parfaite
correspondance entre les cultures mycéliennes et les ascocarpes.

D’autre part, les isoenzymes peuvent étre utilisés au niveau des
mycorhizes. Urbanelli et al. (1998b) ont analysé quatre systémes
enzymatiques (NADP-Gdh, B-Glu, Gpi et Pgm-1) permettant ainsi
I'identification des mycorhizes de T. melanosporum, T. aestivum et T.
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§ 1.4 - Variahilité génétique

magnatum. De méme, Dupré (1997) montre qu'il est possible d’analyser la
NADP-Gdh au niveau des mycorhizes, mais le nombre d’apex nécessaire
pour avoir une activité enzymatique suffisante s’'est révélé important, ce
qui rend difficile |'utilisation de cette technique.

Les méthodes d’analyse biochimique ont permis, pour la premiére fois, de
vérifier la clé de classification morphologique des Tuber. De plus, elles
sont applicables sur des cultures pures de mycélium, voire sur des apex
racinaires. Cependant, malgré cela elles présentent des contraintes
expérimentales limitantes: elles nécessitent de grosses quantités de
matériel et ce dernier ne doit pas avoir subi de modifications. De plus, elles
n’ont pas permis de régler certaines ambiguités taxonomiques comme cela
est le cas pour 7. uncinatum et T. aestivum et elles ne sont pas trés
efficaces pour identifier les mycorhizes. Il a donc fallu se pencher sur de
nouvelles techniques plus performantes comme I'analyse moléculaire du
génome.

1.4.2.2 Méthodes moléculaires

Méthodes d’amplification aléatoire

C’est Lanfranco et al, qui, en 1993, commencent a utiliser les techniques
de biologie moléculaire pour la caractérisation des Tuber. En effet, ces
auteurs ont mis en évidence un haut degré de diversité interspécifique par
amplification RAPD (la similarité des profils interspécifiques est comprise
entre 2,5% et 17,4%) pour six espéces de Tuber : T. magnatum, T.
melanosporum, T. albidum, T. aestivum, T. macrosporum et T. rufum. En
revanche, le niveau de diversité intraspécifique pour T. magnatum est
beaucoup plus faible (similarité entre les profils de 80 a 90%). Cette méme
technique a été utilisée par Potenza et al. (1994) pour l'identification de 7.
magnatum, T. maculatum et T. borchii. Ces auteurs ont réussi a identifier
un fragment spécifique de T. magnatum. Dans un second temps, ce
fragment a été utilisé comme sonde pour l'identification des ascocarpes
par hybridation.

Comme nous l'avons vu, la RAPD peut étre utilisée pour différencier
plusieurs especes de Tuber, surtout celles ayant un niveau de diversité
intraspécifique faible comme T. magnatum, T. melanosporum, T. brumale
et T. moschatum (Gandeboeuf et al., 1997 ; Chevalier et al., 2000).
Cependant il existe des problémes avec les espéces ayant un haut niveau
de diversité intraspécifique comme, par exemple, T. aestivum, T.
uncinatum, T. borchii, T. rufum, et T. excavatum (Gandeboeuf et al., 1997 ;
Dupré, 1997). D'autre part, la RAPD présente plusieurs désavantages.
Tout d’abord, elle ne peut pas étre utilisée au niveau des mycorhizes car
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lors de la PCR, I'ADN de la plante est aussi amplifié. |l existe aussi des
problémes de contamination des profils par 'ADN d’autres organismes
(bactéries, champignons, levures) comme cela a été montré par Rabouam
et al. (1999) et Murat (2001). Enfin, il peut aussi y avoir des probléemes de
reproductibilité des profils. Ceci a conduit Longato et Bonfante (1997) a
utiliser une autre technique dérivée de la RAPD, la RAMS (Tableau 8). Au
lieu d'utiliser une amorce arbitraire, ces auteurs utilisent une amorce
microsatellitaire (GTG)s qui a permis de différencier les 11 espéces de
truffes étudiées. Cette méme amorce a été utilisée par Murat (2001) pour
identifier 7. melanosporum, car elle permet de mettre en évidence
d'importantes variations intrerspécifiques, alors que les profils obtenus
pour cette espéce (= intraspécifique) sont trées homogénes.

Enfin, Mello et al. (2002) ont réussi a distinguer 1. uncinatum de T.
aestivum en utilisant les amorces (GTG)s, (GAC)s, (AAG); et (AAC);s
(Figure 20).

T. aestivum 443

T. uncinatum 397Tb

T. uncinatum 416

T. uncinatum4
]‘.’mc 413 \

T. uncinatum 803 uncinatum 100

T. uncinalum 445

T. uncinatum 224

T. uncinatum 228

008 changes

Figure 20. Arbre Neighbour-Joining obtenu avec les amorces microsatellites sur 12
ascocarpes de T. uncinatum et T. aestivum (Mello et al., 2002).

Les techniques d'amplification aléatoire permettent d'identifier un certain
nombre d'especes morphologiques, mais I'existence d'importantes
variations intraspécifiques pour certaines d’entre elles rendent ces
méthodes inadéquates. De plus, leur utilisation afin de génotyper les tissus
fongiques sur les apex ectomycorrhizés est impossible compte tenu de la
présence de I'ADN de la plante. D'autres techniques de génotypage
utilisant I'amplification PCR d’un locus bien défini du génome fongique se
sont rapidement développées.
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Analyse moléculaire par PCR dirigée

L'utilisation de la PCR dirigée a comme principal avantage d'étre utilisable
sur toutes les phases du cycle biologique des truffes (ascocarpes,
mycélium et ectomycorhizes), nous verrons aussi qu'elle peut étre utilisée
sur des aliments pour éviter les fraudes. L’ADN ribosomique et, entre
autre, 'internal transcribed spacer (ITS) est la région la plus utilisée.
Plusieurs raisons conduisent a choisir ce locus: (i) il existe toute une série
d’amorces universelles pour 'amplifier (White et al., 1990 ; Gardes et
Bruns, 1993) ; (ii) il s’agit de régions répétées dans le génome ce qui
facilite son amplification (Cassidy et al., 1984) ; (iii) généralement, il existe
un grand polymorphisme interspécifique, alors que le polymorphisme
intraspécifique est beaucoup plus limité (Selosse, 1998).

Le polymorphisme de I'l'TS des Tuber a été mis en évidence par restriction
enzymatique (RFLP) (Henrion et al., 1994 ; Amicucci et al, 1996 ; Paolocci
et al., 1999 ; Roux et al., 1999 ), par hybridation avec une sonde (southem
blot) (Paolocci et al., 1995), puis par séquencage direct (Roux et al., 1999 ;
Mabru et al., 2001 ; Rubini et al., 2001 ; Mello et al., 2001 ; Mello et al.,
2002 ; Paolocci et al., 2004).

A l'exception de T. brumale, qui a un ITS d'environ 1000 pb, toutes les
autres espéces présentent une bande a 600-680 pb (Henrion et al., 1994 ;
Roux et al., 1999). Henrion et al. (1994) ont pu différencier par RFLP de
I'ITS avec Alu1 / Hinf1 et Rsa1/ Mbo1 plusieurs espéces : T. borchii, T.
brumale, T. excavatum, T. ferrugineum, T. magnatum, T. melanosporum et
T. rufum. Ces auteurs ont aussi utilisé /'Intergenic spacer (IGS) pour
différencier les mémes espéces. Ces résultats ont été confirmés par
séquencage de I'ITS (Roux et al., 1999).

A I'exception de Mello et al. (2002), qui ont distingué T. uncinatum de T.
aestivuim par sequencage de I'l'TS, les autres &tudes basees sur ITS/RFLP
et IGS / RFLP (Henrion et al., 1994), le séquencage de I'lTS, de la RB-
tubuline et du facteur d’élongation 1« (Paolocci et al., 2004) n'ont pas
réussi a les distinguer.

En fait, la majorité des analyses se sont focalisées sur les espéces les plus
intéressantes économiquement (7. magnatum et T. melanosporum). En
effet, le développement des techniques de trufficulture nécessite des outils
pour verifier I'identité du champignon colonisant les apex racinaires des
plants inoculés expérimentalement. Ces études ont conduit a la mise au
point d’'amorces spécifiques définies dans I'I'TS ou bien correspondant a
des régions amplifiées lors de la RAPD qui ont été clonées et séquencées
(SCAR : Sequence Characterized Amplified Random) (Tableau 9).
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Tableau 9. Amorces spécifiques de quelques espéces de Tuber, cette liste n'est
pas exhaustive.

Espéce Locus Nom des amorces Référence
ITS TulTS1-TulTS4 Luis, 2000
T. tincinatim-T. sestivism ITS Uncl-Uncll Mello et al. (2002)
: i SCAR Tu1400f-Tu1400r Luis, 2000
~ SCAR  Tu1800f-Tu1800r Luis, 2000
ITS ITSML-ITS4LNB Paolocci et al. (1999)
T- melancéporum ITS MELF-MELR Douet et al. (2004)
ITS ITSB-ITS4LNB Paolocci et al. (1999)
___ Ebnxnse ITS SYLVI-SYLV2 Douet et al. (2004)
ITS ITSCHCH-ITS4LNB Paolocci et al. (1999)
T. indicum ITS IndF1-IndR Mabru et al. (2001)
- ITS IndF2-IndR Mabru et al. (2001)
ITS ITSMAGN-ITSBACK3 Rubini et al. (2001)
ITS Tmagl-Tmagl! Amicucci et al. (1998)
i TS P7-M3 Mello et al. (2001)
. SCAR TAR I-TAR I Amicucci et al. (1996)
_T. puberulum TS Tpul-Tpull  Amicucci etal. (1998)
T. dryophilum ITS Tdryl-Tdryll Amicucci et al. (1998)
T.maculatum 1TSS ~ Tmacl-Tmacll __ Amicucci et al. (1998)
ITS Tbol-Tboll Amicucci et al. (1998)
T.hosciy) ITS TBA-TBB Mello et al. (2000)

Le développement de ces techniques de diagnostic moléculaire permet
également de vérifier quelle espece de truffe est utilisée dans les aliments
en conserve. En effet, il existe dans cette filiere agroalimentaire un risque
de fraude, par exemple, 7. brumale ou T. indicum sont employées a la
place de T. melanosporum. Douet et al. (2004) ont testé des amorces PCR
spécifiques définies dans I'lTS (Tableau 9) pour T. melanosporum, T.
brumale et T. indicum. Aprés optimisation de I'extraction d'ADN et de la
réaction PCR, ces auteurs ont réussi a amplifier ces trois espéces sur des
ascocarpes qui avaient été stérilisés 1h30 a 115°C. Dans un travail
similaire, Mabru et al. (2004) ont optimisé I'extraction de I'ADN
ribosomique mitochondrial et dessiné les amorces (ADL1-ADL3) amplifiant
neuf espéces de Tuber. Cette technique permet de détecter jusqu’a 5% de
truffes contaminant une préparation cuisinée de T. melanosporum.

Existe-t-il encore des espéces de truffes qui soient difficiles a
séparer ?

Nous pouvons conclure en disant que ces méthodes de PCR dirigée
permettent d'identifier la majorité des especes de truffes dans leurs
différentes phases du cycle biologique. Il est méme maintenant possible
de détecter des contaminations par d’autres especes dans les aliments.
Toutefois, il persiste encore des doutes sur I'existence de certaines
espéces morphologiques et principalement entre T. uncinatum et T.
aestivum. (Encadré 10). Comme nous I'avons vu, Moucheés et al. (1978 et
1981), par I'analyse des protéines totales, et Mello et al. (2002), par une
analyse avec des amorces microsatellites et le séquencage de I'lTS, sont
parvenus a séparer ces deux taxa.
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En revanche, I'analyse des isoenzymes (Pacioni et Pomponi, 1991 ;
Pacioni et al., 1993 ; Dupré, 1997), de I''TS/RFLP (Henrion et al., 1994) et
du séquengage de I'lTS, de la R-tubuline et du facteur d’élongation 1-
(Rubini et al., 2004) ne sont pas parvenus a les distinguer.

Parmi les autres taxa posant probleme (cf §1.1.3), 7. brumale et T.
moschatum sont séparés par les isoenzymes (Gandeboeuf et al., 1994),
alors qu'ils ne le sont pas par RAPD (Gandeboeuf et al., 1997). En fait, ces
deux taxa sont trés proches et sont considérés comme deux variétés de la
méme espéce par Riousset et al. (2001).

T. hiemalbum et T. melanosporum, ne sont pas différenciées par I'analyse
moléculaire (Riousset &t al., 2001). Mais T. hiemalbum n’'est pas un taxon
trés étudié car il est peu fréquent. Méme si I'existence de ce taxon est trés
controversée, Riousset et al. (2001) le considérent comme valide de par
ses caractéristiques morphologiques.

Encadré 10 7. aestivum Vittad. et T. uncinatum Chatin deux taxa trés discutés (d’'aprés
Chevalier et al., 1994).

Les truffes du groupe aestivum sont I'objet d’'une controverse dont I'origine remonte a 1887,
année ou le mycolague frangais Ghatin a décidé de scinder I'aspace 7. agstivum, définie pius
tot par Vittadini (1831), en deux taxons distincts : T. aestivum Vittad. et T. uncinatum Chat.
Chatin différenciait les deux espéces par les critéres suivants :

- Taille et morphologie des verrues du péridium (moins grosses et non striées
transversalement chez T. uncinatum)

- Ornementation des spores (présence de papilles crochues chez 7. uncinatum)

- Couleur de la gleba (plus foncée a maturité chez T. uncinatum)

- Odeur (plus forte et agréable a maturité chez T. uncinatum)

- Date de maturité (mai a juillet pour T. aestivum ; octobre & décembre pour T.
uncinatum)

Les avis des auteurs postérieurs & Chatin sur le bien-fondé du nouveau taxon ont
profondément divergé. Si Fischer (1897), Hollos (in Szemere, 1965), Knapp (1950-1951),
Lange (1956) considerent T. uncinatum soit comme une espéce a part entiére, soit comme
une variété de T. aestivum, Hawker (1954), Ceruti (1960) et Szemere (1965) assimilent tout
simplement T. aestivum. a T. uncinatum.

D’apres Chevalier et al. (1978) les seules différences entre les deux taxons sont : |la couleur
de la gléba qui est généralement plus foncée a maturité dans le type uncinatum st le réssau
qui orne les ascocarpes est plus développé (jusqu'a 8 um de hauteur) ; les alvéoles des
spores sont également plus grandes, mieux fermées et plus réguliéres. lls en concluent que le
type T. aestivum (plus méridional) se caractérise par des ornementations sporales hautes en
moyenne de 2 um (« forme 2 um »), alors que l'autre type, T. uncinatum (plus septentrional),
se caractérise par des ornementations de 4 pm (« forme 4 um »).

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe sur les outils d’identification des Tuber, les
analyses moléculaires sont contradictoires, certains auteurs sont capables de séparer les
deux taxa alors que d'autres ne le sont pas. Mais comment expliquer ces résultats
divergents ? Il n'existe donc pas encore de réponse et le mystére T. uncinatum | T. aestivum
reste entier. ..

86




§ 1.4 - Vanabilité génétique

1.4.3 Que sait-on sur la diversité intraspécifique et sur la
structure génétique des Tuber ?

En fait, peu d’études se sont focalisées sur I'analyse de la diversité
geénétique intraspécifique et la différenciation génétique entre populations
de truffes. Toutefois, les analyses de diversité génétique interspécifique,
présentées dans |le paragraphe précédent, permettent d’avoir une idée sur
le niveau de diversité génétique intraspécifique des Tuber.

En effet, 'analyse RAPD de plusieurs espéces a permis de révéler deux
groupes chez les Tuber (Gandeboeuf et al., 1997). Le premier est composé
d'especes présentant un haut niveau de diversité génétique parmi
lesquelles : T. uncinatum, T. aestivum, T. mesentericum, T. excavatum, T.
borchii et T. macrosporum (Figure 21). En revanche, le second groupe
comprend des espéces ayant un plus bas niveau de diversité génétique
comme T. melanosporum, T. magnatum, T. brumale et T. moschatum

(Figure 21).
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Figure 21. Dendogramme UPGMA réalisé sur 11 taxons de Tuber a l'aide de la RAPD (indice

de similarité de Jaccard) (Gandeboeuf et al., 1997).
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Le bas niveau de polymorphisme de T. magnatum et T. melanosporum a
eté confirmé par les isoenzymes (Cameleyre et Olivier, 1993 ; Frizzi et al.,
2001), par RAPD (Lanfranco et al., 1993 ; Bertault et al., 1998 ; Murat,
2001) et par le séquengage de régions génomiques SCAR (Murat, 2001).
Toutefois, si lors de mon DEA j'ai trouvé une faible diversité génétique pour
la plupart des échantillons de T. melanosporum étudiés par RAPD, jai
aussi identifié un polymorphisme plus élevé pour certains ascocarpes
provenant principalement de Bourgogne (Figure 22 ; Murat, 2001). De
méme, Rubini et al. (2004) ont récemment publié 8 microsatellites
polymorphes de T. magnatum dont un présente jusqu’a 18 alléles.

Figure 22. Cladogramme obtenu avec l'algorithme
du « plus proche voisin » (Neighbor
Joining) construit a partir de fa matrice
des distances (coefficient de similarité
de Nei) établie a partir des profils
RAPD de 82 ascocarpes de Tuber

melanosporum (Murat, 2001).
Le groupe d'ascocarpes encadré inclut les

isolats présentant une diversité génétique
importante {indice de Nei compris entre 0,55 et
0,85). La région de récolte est indiquée (
Abréviations, Ind., Indre-et-Loire; Cha.,
Charente!; M.Py, Midi Pyrénées ; Bou.,
Bourgogne!; R.Alp., Rhone-Alpes!; Pro.,
Provence!; Auv., Auvergne!; Lor., Lorraine! Aqu.,
Aquitaine).
M85 Bou
M75 Bou
M5 Bou
M28 Cha
M61 Cha

—— 0.01 changes
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Donc, méme si le niveau de diversité génétique est plus faible pour ces
deux espeéeces, il existe des régions génomiques qui présentent du
polymorphisme et qui peuvent étre utilisé pour des analyses de génétique
des populations.

Existe-t-il une différenciation génétique entre les populations de
truffes 7

Il n'existe que trés peu de données sur la structure génétique des espéces
de truffes. Longato et Bonfante (1997) rapportent une différenciation
génétique pour T. maculatum puisqu'ils ont séparé avec I'amorce (GTG)s
les échantillons provenant du Piémont de ceux de la Sardaigne. Mais leur
objectif étant I'identification des espéces, ils n'ont pas poussé plus loin
I'analyse de la différenciation génétique.

Frizzi et al. (2001) ont quant a eux étudié 13 populations italiennes de T.
magnatum par les isoenzymes. Ces auteurs trouvent deux enzymes
polymorphes : la malate deshydrogenase (Mdh-2) et I'enzyme malique
(Me-2) pour un total de 6 types enzymatiques se distribuant dans les
différentes populations. Les types A et B sont les plus fréquents, alors que
le type D n’a été retrouvé que dans une population (Pianoro, Italie). Méme
s'il est difficile de tirer des conclusions sur la structure génétique de cette
espéce, la distribution non homogéene des types enzymatiques semble
indiquer une différenciation génétique. Comme je l'ai déja dit
précédemment, Rubini et al. (2004) ont publié 8 microsatellites
polymorphes qu'ils ont analysés sur 370 ascocarpes récoltés dans 28
populations. Malheureusement, ils n‘ont pas encore publié les résultats de
cette analyse et nous ne savons pas quelle est la distribution géographique
de ces alléles dans les populations.

Donc, pour le moment nous ne savons presque rien sur la structure
génétique de T. magnatum.

Les deux taxons T. uncinatum et T. aestivum n'ont pas été étudiés
seulement du point de vue taxonomique. En effet, lors de son DEA, Patricia
Luis a analysé la diversité génétique de ces truffes par RAPD et RAMS
(Luis, 2000). Elle a mis en évidence une importante différenciation
génétique entre communes (Fst = 0,398) et régions (Fst = 0,112). De
méme, Weden et al. (2004) ont aussi montré une différenciation génétique
par RAPD du complexe T. uncinatum/ T. aestivum récoltées sur 'lle de
Gotland en Suede. Malheureusement, ces études sont réalisees avec des
marqueurs RAPD qui sont dominants, il faudrait donc reprendre ces
analyses avec des marqueurs codominants. Mello et al. (2002) sont
parvenus a séparer ces deux taxa par I'analyse moléculaire (RAMS et
séquencage de I'ITS). Mais en regardant de plus prés leurs résultats, il est
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possible que cette distinction repose sur une différenciation génétique entre
populations. Comme le montre |a figure 23, le dendrogramme réalisé avec
la RAMS sépare non seulement les 7. uncinatum des 7. aestivum mais
aussi les échantillons de par leur origine géographique. Enfin, Paolocci et
al. (2004) ont montré que I'I'TS mais aussi la R-tubuline (4 alleles) et le
facteur d'élongation 1-x (8 alléles) sont polymorphes pour ces taxa, il s'agit
donc de bons marqueurs pouvant étre utilisés pour des études de
phylegéographie chez ces truffes.

Richerenches (France)

..........

T. unc;imm 416 \ ___________________________________

T. uncinatum 4}0"“

T. uncinatum a03

Menconico (Italie)

DGS changes

Figure 25. Cladogramme obtenu avec l'algorithme du « plus proche voisin »
(Neighbor Joining) avec des amorces microsatellites sur 12
ascocarpes de T. wuncinatum et T. aestivum, les origines
géographiques des échantillons sont indiquées (Mello et al., 2002).

Les travaux de Luis (2000), Mello et al. (2002) et Weden et al. (2004)
suggerent une différenciation génétique relativement importante pour les
taxa T. uncinatum et T. aestivum. Mais, pour le moment, il n'existe pas
encore d’étude a grande échelle, sur toute I'aire de distribution (Tableau 4)
de ces truffes, avec des marqueurs codominants.

T. melanosporum est I'espéce la plus étudiée du point de vue de la
structure génétique. Bertault et al. (1998, 2001) ont analysé des
échantillons provenant d’ltalie, d’Espagne et du sud de la France par
RAPD, RAMS et SSR (Tableau 8). Ces travaux confirment le bas niveau de
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polymorphisme de cette truffe. D’autre part, le test de Mantel n’a pas révélé
de corrélation entre la diversité génétique et la distance géographique. Ces
auteurs concluent qu'il n'existe pas de différenciation génétique entre
populations de T. melanosporum, suggérant que les différences
organoleptiques entre truffes seraient liées au terroir et non a la génétique.

Le faible niveau de diversité génétique de T. melanosporum est expliqué
par un effet « bottleneck » lors de la derniére glaciation, suivi d’une
recolonisation rapide expliquant 'absence de structure génétique (Bertault
et al., 1998).

Contrairement a Bertault et al. (1998), I'analyse que j'ai réalisée lors de
mon DEA, sur un échantillonnage comprenant des populations du Nord-Est
de la France (Bourgogne et Lorraine), a mis en évidence une importante
différenciation génétique avec un équivalent du Fst calculé par l'indice de
Shannon de 0,5 (Encadré 7) (Murat, 2001). Tout comme Bertault et al.
(1998, 2001) je n’'ai pas identifié de corrélation entre les distances
génétiques et les distances géographiques, rejetant ainsi I'isolement par la
distance pour expliquer la différenciation génétique observée. Mais il est
possible que d'autres facteurs, comme la fragmentation ancestrale ou la
recolonisation rapide (Figure 18), soient a I'origine de cette différenciation
génétique. Sachant que les données RAPD sont sujettes & caution
(Tableau 8), ces résultats doivent étre confirmés avec d'autres marqueurs
génétiques, comme la séquence de I'ITS ou I'analyse de microsatellites
(SSR).

Comme nous venons de le voir, la structure génétique des
différentes espéces de Tuber est en partie inconnue, seule celle de T.
melanosporum a été réellement étudiée. Mais pour cette espéce les
résultats sont encore contradictoires. En effet, ils dépendent de
I’échantillonnage, des marqueurs moléculaires utilisés et des
analyses statistiques effectuées. Donc, si aprés les travaux de
Bertault et al. (1998) on pensait que deux truffes récoltées dans deux
régions différentes étaient génétiquement identiques, les résultats
de mon DEA relancent le débat (Murat, 2001).
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Présentation
N c;?:,ca générale CD%D
§1.1

Introduction

Les truffes et les hommes
§1.2

(om I on

— Les truffes sont des champignons

Ascomycetes ectomycorhiziens.

— Les truffes appartiennent au
genre Tuber qui fait partie de la
famille des Tuberaceae classées
dans l'ordre des Pezizales.

— La taxonomie des truffes est
étudiée depuis plusieurs siécles;
mais des doutes subsistent pour
certaines espéces!

— Les truffes présentent plusieurs
intéréts: humain, écologique,
culturel et developpement rural.

— Pour le moment la culture des
truffes fonctionne avec T.
melanosporum, T. uncinatum et T.
borchii.

— Chaque truffe a ses propres
exigences mais la plupart poussent
dans des terrains calcaires, de
plus elles interagissent avec des
bactéries, des champignons et des
levures..

Biologie des truffes

§1.3 oo

Variabilité génétique et
génétique des populations
§14

— Le cycle biologique des truffes est

composé d'une phase
saprotrophique, wune phase
symbiotique et wune phase

reproductive.

— Le mode de reproduction des
truffes est encore inconnu, mais elles
sont probablement homothalliques

— Les truffes seraient autonomes tot
dans leur développement.

— Maintenant, la biologie moléculaire
permet d'identifier les truffes dans les

aliments, mais il est encore impossible |

de distinguer certains taxa :@ T.
uncinatum/T. aestivum

— La différenciation génétique des
espéces de truffes est inconnue, on ne
peut donc pas encore différencier deux
truffes récoltées dans deux régions
différentes!

— T. melanosporum aurait subit une
forte diminution démographique lors de
la derniére glaciation

Figure 24. Schéma de conclusion de I'introduction générale dans lequel nous avons répondu aux questions que nous nous posions a la Figure 1.




_Objectifs de I'étude

Les objectifs de I’étude

Comme nous l'avons vu dans ce premier chapitre, la plupart des études
portant sur les truffes concernent I'identification des espéeces. Leur diversité
génétique ainsi que leur structure génétique sont encore en grande partie
inconnues. Ce travail de thése a donc pour objectifs :

1- L'étude de la variabilité génétique et de la structure génétique de la
truffe noire du Périgord (Tuber melanosporum) par le séquencage
direct de I'ITS sur un échantillonnage provenant de toutes les
régions productives frangaises (échelle macro-géographique). Nous
espérons ainsi avoir une idée de la différenciation génétique entre
populations et de la phylogéographie de cette espéce.

2- L’étude de la diversité génétique de la truffe blanche du Piémont (T.
magnatum) surtout a I'échelle micro-géographique dans une
truffiere naturelle. Lors de cette étude nous avions aussi quelques
truffes récoltées dans d’autres régions. Ce travail pourrait donner
une idée sur la dynamique et I'évolution d’une truffiére naturelle.

3- Enfin, dans la méme truffiere de T. magnatum, nous avons récolté
des apex racinaires afin d'avoir une idée sur la distribution spatiale
et temporelle de cette truffe dans le sous-sol, mais aussi pour
identifier les champignons ectomycorhiziens se trouvant dans cet
écosystéme truffier.
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§ 2.1 Variabhilité génétique T.melanosporum

2.1 Etude de la variabilité génétique de la truffe noire du
Périgord, Tuber melanosporum Vittad.

Dans cette partie, je me suis intéressé a la diversité génétique de T.
melanosporum. Lors de mon DEA javais étudié sept régions génomiques
(SCAR) par séquencage direct sur un échantillonnage d’'ascocarpes récolté
dans plusieurs régions. Malheureusement ces loci n'ont pas montré de
polymorphisme. En revanche, j'avais trouvé plusieurs haplotypes pour
PITS.

Nous avons donc décidé d'utiliser ce marqueur pour étudier la variabilité
génétigue de cette truffe. Pour cela, nous avons échantillonné 188
ascocarpes dans toutes les régions productives francgaises. A la différence
de Bertault et al. (1998), nous avons élargi notre analyse aux régions du
nord de la France (Bourgogne et Lorraine) représentant la limite de
production de T. melanosporum. Le séquencage direct de I'I'TS pour ces
ascocarpes a permis |'identification de 10 haplotypes. L'étude de leur
distribution géographique dans les populations a montré une importante
différenciation génétique confirmée par les valeurs de Fst (0,20), Nst (0,22)
et Gst (0,22). Cette différenciation génétique était d’autant plus grande si
'on comparait les régions de I'Est et de 'Ouest du Massif Central. Une
analyse phylogéographique (Nested Clade Analysis) a montré une
association entre les haplotypes et les régions et a permis de suggérer que
I'actuelle structure génétique de T. melanosporum serait due a une
fragmentation ancestrale correspondant a deux lignées séparées par le
Massif Central.

L'analyse des données disponibles sur la structure génétique des
populations de chénes, nous a permis de suggérer que la truffe aurait pris
refuge dans le sud de I'ltalie associée a ses hotes. Nous émettons
I'hypothése que ces deux lignées correspondent & deux voies de
recolonisation post-glaciaire & partir d’'une population du sud de I'ltalie. A la
fin de la glaciation, les truffes auraient suivi leurs hotes et auraient
recolonisé la France par deux voies : la voie de la vallée du Rhéne et la
voie de |'Atlantique.

Ces résultats ouvrent la voie a l'identification d’'écotypes et de flux de
genes entre populations de T. melanosporum. Ces études sont
fondamentales pour la réalisation d’Appellations d’'Origine Contrélée de
cette truffe qui a un important impact économique (cf. § 1.2.1.2).

104



P2 New

" Phyrologist
Polymorphism at the ribosomal DNA ITS and its relation to
postglacial re-colonization routes of the Perigord truffle
Tuber melanosporum

| .

Claude Murat'?3, Jestis Diez'>?, Patricia Luis'®, Christine Delaruelle!, Chantal Dupré®, Gérard Chevalier*, Paola
Bonfante? and Francis Martin'

'UMR INRA/UHP 1136 ‘Interactions Arbres/Micro-Organismes', Centre INRA de Nancy, F-54280 Champenoux, France; *Dipartimento di Biologia
Vegetale dell"Universita di Torino, Viale Mattioli 10125 Torino, Italy; *Departamento de Biologfa Vegetal, Universidad de Alcald, E-28871 Alcald de Henares,
Spain; “UMR 1095 INRA-UBP ‘Amélioration et Santé des Plantes’, Site de Crouelle, 234 avenue du Brézer, F-63039 Clermont-Ferrand Cedex 2, France; *These
authors contributed equally to this work; *Present address: Institut fiir Botanik — Terrestrische Okologie, Universitit Leipzig — Johannisallee 21-23 D-04103
Leipzig, Germany

Summary

Author for correspondence:
Francis Martin

Tel: +33 383 39 40 80

Fax: +33 383 39 40 69
Email: fmartin@nancy.inra.fr

Received: 18 March 2004
Accepted: 19 May 2004

* Glaciations and postglacial migrations are major factors responsible for the present
patterns of genetic variation we see in natural populations in Europe. For ectomyc-
orrhizal fungi, escape from refugia can only follow range expansion by their specific
hosts.

» Toinfer phylogeographic relationships within Tuber melanosporum, sequences of
internal transcribed spacers (ITS) and the 5.85 coding region of the ribosomal DNA
repeat were obtained for 188 individuals sampled over the entire distribution of this
species in France, and in north-western Italy and north-eastern Spain.

e Ten distinct ITS haplotypes were distinguished, mapped and treated using F- and
N-statistics and nested clade (NCA) analyses. They showed a significant genetic
differentiation between regional populations. NCA revealed a geographical associ-
ation of ITS haplotypes, an old fragmentation into two major groups of populations,
which likely colonized regions on different sides of the French Central Massif.

e This re-colonization pattern is reminiscent of the one observed for host trees of
the Perigord truffle, such as oaks and hazelnut trees. This suggests that host
postglacial expansion was one of the major factors that shaped the mycobiont
population structure.

Key words: ectomycorrhizal fungi, genetic differentiation, nested clade analysis,
phylogeography, ribosomal DNA, truffle.
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the lack of knowledge on the populations of rhizospheric

Introduction microorganisms. Ectomycorrhizal fungi are root-associated

The Quaternary climatic fluctuations dramacically influenced
the distribution of the flora and fauna in Europe (Hewitt,
1999). Repeated climate changes and the advance of glaciers
forced animal and plants to retreat to southern refugia. The
biota expanded after the last glaciations when the climate
became warmer (Hewitt, 1996). Extensive studies on the
postglacial expansion of animals and plants (Taberlet et 4L,
2001), including forest trees (Petit e al, 2003), contrast with

www.newphytologist.org

mutualistic symbionts of trees in boreal and temperate forests
(Smith & Read, 1997) and their populations have probably
been shaped by the reduction and expansion of the forests.
The Perigord truffle (Tuber melanosporum Vitad.) is an
ascomycete endemic to calcareous soils in southern Europe
and is found in symbiotic association with roots of deciduous
trees, mostly oaks (Quercus spp.) and hazelnuc trees (Corylus
avellana) (Delmas, 1978). The fruiting body of T melanosporum
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is an edible truffle (= hypogeous ascocarp), which is highly
appreciated for its delicate organoleptic properties (i.e. taste
and perfumes) (Hall ez al, 2003). The high prize of the
Perigord truffle has prompted the development of its culture
through man-made inoculation of seedlings (Chevalier &

that the natural distribution and genetic structure of popu-
lations of this black truffle species have been structured by
at least five major factors: first the distribution of its host plant
species (i.e. ectomycorrhizal deciduous trees); second the spore
dispersal by mycophagous animals; third limiting ecological
facios (calcaicous soils and a temperaie dimate); fourth
geographical barriers (i.e. Mediterranean Sea, which limits its
expansion towards North Africa), and fifth historical events
(i.c. northward re-colonization routes from glacial refugia
in southern Europe). The genetic diversity of T melanosporum
is strikingly low (Gandeboeuf ez 2L, 1997) and a population
bottieneck probably occuried duriing the last, and coldest, gla-
ciation (. 10 000 yrago), when the broadleaved forest of Europe
was considerably reduced and restricted mainly ro the Mediter-
ranean coastal zone (Bertault ez 2/, 1998, 2001). To our know-
ledge, the analysis of genetic differences among southern
populations of 7. melanosporum and those occurring at the
nofthein limits of this tuffle species expansion (i.e. north-
castern France) has not yet been analyzed. Information on the
genetic differentiation among these populations may shed
light on postglacial phylogeography of this edible fungus.

We assessed the genetic variability of 7. melanosporum
isolates by sequencing the rDNA ITS and five sequenced
characierized amplified regions (SCAR). Methods based on
F-and Ngp-statistics showed a genetic differentiation between
populations. As these methods did not detect historical events
(e.g. fragmentation or range expansion) that affected the
populations, we implemented our genetic study with nested
clade analysis (NCA) (Templeton er al, 1995; Templeton,
1998, 2004) to shed light on the possible migration processes
after the last glaciation. These analyses strengthened the
‘glaciation hypothesis’ (Bertault e al, 1998) with a rapid
colonization of Western Europe from relict Italian populations
of T melanosporum. The identified migration routes in France
are similar to those observed for oaks species (e.g. Quercus
pubescens) and other hardwood tree species (Peiit ef al, 20024,
2003) which can host Tuber species.

Materials and Methods

Sampling sites

The study organism, Tuber melanosporum Vittad. (Ascomycota,
Pezizomycotina, Pezizomycetes, Pezizales, Tuberaceae), is
endemic to France and certain areas of Southern Europe
in lraly and Spain, and occurs only in calcareous soils in
association with deciduous trees. This black cruffle does not
tolerate the cold ieinperatuies of high mouiiains or foitheti

New Phytologist (2004) 164: 401411
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Europe. These ecological requirements cause a fragmented
distribution of 7. melanosporum in France (Callot et al., 1999).
For instance, this fungus is absent from the acid and coldest
regions of the Central Massif and the Alps, and the acidic
sandy soils of Landes (south-western France). Our sampling
stiategy aimed to cover the natural geographical range of
T. melanosporum in France to investigate whether genetic
variation among regional populations occurs. Fruiting bodies
of T. melanosporum were collected in natural truffle grounds
in 17 geographical regions of France, northern Italy (Piedmont)
and north-eastern Spain (Iberian Mountains) (Supplementary
material Table 1). For the analysis of moleculai variance
(amMova) and nested clade analysis (NCA), the 17 sampled
regional populations were pooled to have sufficient sample
sizes for meaningful comparisons in seven larger geographical
areas corresponding to: first Lorraine, the northernmost
known limits of expansion; second Burgundy; third the
calcaicous Pre-Alps (Iseie, Dioine) and southern Jura; fourih
the coastal southern France (Rhone Provence, Inner Provence,
and Languedoc) and the Pyrenees (Roussillon and Ariege);
and fifth the western France regions including the foothills
of the Central Massif range (Tarn, Perigord-Quercy, Lower
Quercy) and Charentes and Touraine (Fig. 1). Ascocarps from
north-wesiein ltaly (Piedinont, region 6) and north-castern
Spain (region 7) were pooled and included in our study. Most
Spanish samples were from a series of valleys along the Iberian
Mountains, a calcareous mountain system that extends
¢. 400 km along the north-castern edge of the Meseta (Central
Platcau) in Spain. The Italian cruffles were sampled in the Val
Cuione valley (Alessandiia aiea), a sedimentary-calcaicous
region, which extends at the southern edge of the Po Plain.
Owing to the low polymorphism of 7. melanosporum and its
selfing reproduction, a few individuals can reflect the regional
populations better than extensive sampling per locality (Bertault
et al,, 2001). We thus sampled one or two fruit bodies per
iruffle giound in 120 localities over a wide geographical range
(Supplementary material Table 1) for ITS sequencing. A
single ITS sequence was analyzed per truffle ground (except
when several ITS haplotypes were found) to avoid bias linked
to the repeated use of ascocarps originating from the same
clonal mycelium. Fruit bodies were collected with the help
of local pickers and trained dogs in natural truffle grounds
during winter from December 1998 to February 2003.
Precise geographical information is not provided to protect
the truffle grounds from furtive harvesting, Each ascocarp was
washed, its peridium peeled and its inner part (= gleba) was
conserved at —80°C pending DNA extraction.

DNA manipulations

Total DNA was extracted from 20 mg of gleba with the
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen SA, Courtaboeuf, France)

following the manufacturer’s instructions. Single nucleotide
polyinoiphisins (SNP) weie sought iin the iDNA internal

www.newphytologist.org  © New Phytologist (2004)
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Fig. 1 Map of France showing the regions were accessions of Tuber melanosporum were sampled. Borders of the French administrative
departments are outlined. The number of samples for each population is given in brackets (n). See Supplementary material Table 1 Data for
details on sampling sites. The groupings of regional populations used in the analysis of molecular variance (amova) are indicated.

transcribed sequences (ITS) and in randomly amplified
genomic sequences (SCAR). Amplification and sequencing of
the nuclear rIDNA ITS from 188 specimens were carried out
as previously described (Henrion e al, 1994; Martin et al,
2002). Sequencing of rare ITS haplotypes was carried out
at least twice on different DNA extracts to rule out any
amplification and sequencing artefacts. RAPD amplifications
were carried out with primers E4, E20, and G14 (Operon
Technology, Alameda, CA, USA), using the conditions
described by Gandeboeuf ez 2l (1997). Five nonpolymorphic
RAPD bands were cloned and sequenced from the specimen
MEst collected in Bauduen (Var, France). RAPD products
were ligated into a pCR4-TOPO plasmid vector of a TOPA-
TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, The Netherlands).
Both strands of inserts were sequenced with a Tag Big
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), and analyzed with an ABI
310 DNA sequencer (Applied Biosystems). Sequences were
assembled using Sequencher 3.1.1 (GeneCodes, Ann Arbor,
MI, USA) and SCAR primers were designed (available upon
request). For a set of specimens representative of the different
regional populations, we amplified the SCAR sequences
using primers herein designed and PCR conditions used for

© New Phytologist (2004)  www.newphytologist.org
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ITS amplifications. The sequences of ITS and SCARs were
deposited in GenBank (National Center for Biotechnology
Information, NCBI). Accession numbers are provided in
Supplementary material Table 1. SNPs were detected by
sequence multialignments using the ‘assembly contig’ routine

of Sequencher 3.1.1.

Data analyses

We used three approaches to investigate genetic differences
among regional populations: first the index of fixation
(Wright, 1978) implemented with amova (Excoffier er al,
1992); second Ng;-statistics (Pons & Petit, 1996); and third
NCA (Templeton, 1998, 2004). The amMova analyses was
carried out with arRLEQUIN 2.001 (Excoffier eral, 1992),
which calculated @ analogous to Wright's Fi. We parti-
tioned the genetic variation between three hierarchical
components: among seven groups of regional populations
(i.e. geographical areas), among 17 regional populations
and within regional populations (Fig. 1). Fixation index was
calculated for the whole geographical range, between the
seven groups of regional populations, and between all
region pairs (Schneider ez al., 2000). A Neighbor-Joining (N])

New Phytologist (2004) 164: 401-411
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dendrogram was constructed using Slatkin’s genetic distance
calculated in ARLEQUIN, to analyze the relationship between
genetic distance among regional populations with their relacive
geographical positions. The Neighbor-Joining analysis was
carried out using paur4.08b (Swofford, 2002). Genertic differ-
ehtiation among the seven groups of regional populations and
among the 17 regional populations was also tested applying
Ni-statistics (Pons & Petit, 1996) using the programme
PERMUT (available from heep://www.pierroton.inra.fr/
genetics/labo/Software/). This test compares N with values
of Ggp. Ny estimates consider not only differences in the fre-
quencies of haplotypes between populations, & with G,
but also genetic distances between haplotypes. In cases of
correspondence between haplotype phylogenies and their
geographical distribution, estimates for Ny will be greater
than G values (Pons & Petit, 1996).

We used a Mantel test to analyze a potential correlation
betweei geographical (Kin) and genetic distance and o
estimate the effect of isolation-by-distance (Rousser, 1997;
Hutchison & Templeton, 1999). A matrix of distances among
the seven groups of regional populations or the 17 regional
populations was calculated with the module GeopIsSTANCES
of the Package R. 4.0d3 (Casgrain & Legendre, 2001), which
used latitudes and longitudes. Mantel statistics were calculated
in ARLEQUIN on the matrices of geographical distances [Ln
(distance in Km)] and genetic distance as Slackin’s linearized
pairwise D (D¢r/1 — Dgyp; Slatkin, 1995). The signification
of the correlations was tested by 9999 random permutations.

The null hypothesis that there is no geographical associ-
ation between sequence ypes and geographical localities (i.c.
populations) was tested by permutation (10 000 replicates)
using the program CHIPERM version 1.2 (Posada, 2000;
available at: heep://bioag.byu.edu/zoology/crandall_lab/
programs.htm). We then estimated a sequence-type network
using the programme TCS (Clement ez @/, 2000), which uses
statistical parsimony (Crandall, 1996) for netwoik estima-
tion. The maximum number of mutational steps that consti-
tute a parsimonious connection between two sequence types
was calculated with 95% confidence. The resulting network
was used to construct the nested clade design with TCS
(Clement et al, 2000). NCA has become a common tool in
intiaspedific phylogeography (Templeton, 2004) and has been
used to investigate phylogeographic relationships of rDNA
ITS haplotypes (James ez al, 2001; Rodriguez-Lanetty &
Hoegh-Guldberg, 2002; Wérheide et al., 2002). After the
nesting procedure, we employed the NCA of geographical
distances (Templeton et al, 1995; Templeton, 1998, 2004)
using the program Geobis version 2.0 (Posada ez al, 2000),
with 10 000 permutations. GEopIs addresses the sampling
strategy adequacy and quantifies the degree of confidence in
the quantitative distance measure by testing the null hypo-
thesis that the haplotypes (or clades) nested within a high
nested clade show no geographic associations given their
overall sample nuimbers.
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The NCA of geographical distances, as implemented
in the program GEODIS, has two parts. Part one looks for
statistically significant geographical associations of sequence
types by permutational X? statistics for each clade. Then part
two, using different geographical information, estimates two
different geographical paraimeters for each dade iin the nested
design. D (x), the clade distance, measures the average dis-
tance of each member of a clade from its geographical centre
and measures how geographically widespread are the indi-
viduals that bear haplotypes from this clade, thatis D (x) is a
measure for the geographical range of dade x. D, (x), the
nested clade distaince, measures the average geographic dis-
tance of all members of a clade from the geographical centre
of its higher-level nesting clade, which is also estimated by
averaging the coordinates of all members of the higher-level
nesting clade. (I-T)D_and (I-T ) D, give the average D_and
D, values for all the interior clades within a nesting clade
minus the average D_and D_ values for all the tip clades in the
same nesting clade. All calculated distances can cither be
significantly large, small or nonsignificant. Significant values
from the second part of the analysis are then used to work
with the inference key (Templeton, 2004) (available at
http://bioag.byu.edu/zoology/crandall_lab/geodis.htm) to infer
patieins of population stiuctire, population history of a coiin-
bination of both. The last version of the inference key reduces
the incidence of false positive to a minimum at a cost of a
slight reduction in power (Templeton ez al., 1995; Templeton,
1998; Cruzan & Templeton, 2000; Templeton, 2004). How-
ever, one must be cautious in inferring cause and effect in
NCA analyses (Kinowles & Maddison, 2002). Criticisins of
Knowles & Maddison (2002) and Hey & Machado (2003)
regarding NCA do not, however, apply to our study as NCA
performed well in the case of range expansion (Templeton,
2004). The criticism of Petit & Griver (2002), that genetic
fixation within populations can bias the outcome of NCA,
should not apply to our data, as we analyzed single individuals
from isolated truffle grounds.

Results

SNP analyses and haplotype frequencies in regional
populations

Sequencing 50 kbp of the PCR-amplified SCAR fragments
from a representative set of 7. melanosporum fruit bodies from
the different geographical areas revealed no SNP. By contrast,
there were nine variable sites corresponding to 10 different
haplotypes (Table 1) acioss all 188 ITS sequences. For the
statistical analyses, only one fruiting body was considered
from each truffle ground to avoid the possibility of sampling
ascocarps originating from the same fungal individual
mycelium. A total of 148 ITS sequences were finally analyzed.
ITS haplotypes (variants) I and II were the most common
haplotypes (60% and 28%, respeciively), wheieas haplotype
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Table 1 Single nucleotide polymorphism

(SNP) sites in the 10 rDNA ITS haplotypes Nucleotide position

of Tuber melanosporum found among 188 011234455
specimens collected throughout its natural 047162903
range in 17 regions in France, north-western ~ Haplotypes  Regional populations 732599745
Italy (Piedmont) and north-eastern Spain R E— —
(Iberian Mountains) | All, except Languedoc TCCCCCCTG
] All, except Jura, Roussillon, Ariege & Touraine Goow oo T o os ail
i Burgundy, Piedmont, Inner Provence & Languedoc . . . . . . . . (&)
v Tarn e T R R R
o Ariege o s @
VI Ariege L. L
Vil Tarn CuvnlePuiC
viil Jura G s = T .G 1€
IX Drome G..AT. 5 &
X Languedoc s e s e s c

The most frequent haplotype (haplotype |) was used as the reference sequence. Identical
nucleotides are indicated by dots. Regions where haplotypes were sampled are indicated (see
Supplementary Material Table 1 for details).

Table 2 Analysis of molecular variance (amova) of ITS haplotypic diversity for 17 regional populations within France, north-western Italy and
north-eastern Spain

Source of variation d.f. SDD Variance components % Total
Among groups of regional populations 6 20.490 0.1213 16.52
Among populations within groups 10 16.982 0.02480 3.38
Within populations 131 11.344 0.58816 80.10
Total 147 77.048 0.73427 100.0

The analyses were carried out using 148 collections from different truffle grounds (see sampling localities in Supplementary Material Table 1).
Variance was partitioned among groups of regional populations (i.e. geographical areas), among regional populations within these areas, and
within regional populations (see Fig. 1). Degrees of freedom (d.f), sums of square deviations (SSD), variance component estimates, and the

percentages of the total variance (% Total) contributed by each component. Fo; was = 0.20, P-value < 0.001.

1T was less frequent (7%) (Supplementary material Table 1).
The remaining haplotypes presented a very low frequency
(< 2%). These 10 haplotypes showed a differential geo-
graphical distribution (Supplementary material Table 1;
Fig. 2). Haplotypes I and II were distributed widely in most
sampling sites in France, Italy and Spain, whereas the other
haplotypes presented a geographically restricted range.
Haplotype I was more frequent in the western French
Adantic regions (e.g. 90% of ascocarps in Charentes) than in
populations in eastern and north-eastern France (e.g. 20% in
Burgundy). By contrast, haplotype II was more frequent in
eastern France and north-western Italy (e.g. 71% in Isere and
54% in ltalian Piedmont) (Fig. 2). Haplotype 111 presented a
disjuncr distribution and was found only in Burgundy (32%),
Inner Provence (6%), Languedoc (25%), and Piedmont
(18%). Haplotypes IV to X were distributed locally and were
restricted to single truffle grounds (Supplementary material
Table 1; Fig. 2). Additional surveys are, however, needed to
confirm the regional ITS haplotype frequencies in the smaller
populations.
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Genetic differences among regional populations

A Fiy value of 0.20 (P < 0.001) indicates a significant genetic
differentiation among 7. melanosporum populations (Wright,
1978). A test of correspondence, carried out using PERMUT
(Pons & Petit, 1996), confirmed this genetic differentiation
(Ngp = Ggy = 0.22). Since the large geographical areas (eastern
and western France) were further subdivided into regions
occupied predominantly by a few haplotypes (Supplementary
material Table 1; Fig. 2), hierarchical partitioning of variation
(aMovA) was conducted within the 17 regional populations,
among regional populations, and between geographical areas
(i.e. groups of regional populations). The bulk of the total
haplotype diversity was found within populations (. 80%).
Additional variation was attributable to differences among
populations within a geographical area (c. 3%) (Table2). A
significant variation (¢. 17%) was attributable to the differ-
ence between geographical areas (groups of regions). The higher
pairwise genetic distance value was found for populations found
on the eastern and western sides of the Cencral Massif (i.e.
Adantic regions vs Rhone valley). A NJ dendrogram of F
genetic distances reflected the geographical distribution of the

New Phytologist (2004) 164: 401-411
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Fig. 2 Distribution of ITS haplotypes of Tuber melanosporum in France. The pie chart diameters are proportional to the number of ascocarps
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lines show potential postglacial re-colonization routes for the Perigord truffle: the Atlantic route and the Rhone valley route.

haplotypes described above (Fig. 3). Two main clusters were
characterised: populations of the ‘western’ cluster have a
frequency of haplotype I higher than haplotype Il and presented
rare haplotypes (e.g. IV & VII in Tarn). The populations within
the ‘western’ cluster were characterized by a low frequency of
haplotype I1, and included populations found in the Pyrenees,
western Adlantic regions and southern France (e.g. haplotype
V and VI in Ariege). Populations of the ‘eastern’ cluster have
a higher frequency of haplotype 11 and were found in north-
eastern France (Lorraine), and in the Alps (Drome, Isere,
Piedmont). Burgundy presented similar percentages of haplotypes
Iand 11 and nested outside the main clusters. Thus, the Fstatistics
showed that the position of the regional populations related to
the Central Massif range impacted the haplotype frequencies
in the populations and the genetic distances among them.
According to Ng-statistics (N = Ggp), there is no or only
weak overall correspondence between the haplotype phylogenies

New Phytologist (2004) 164: 401411

and geographical distribution (Pons & Petit, 1996). This
result is presumably the result of the wide geographical codis-
tribution of the most numerous haplotypes (I & II). However,
the NJ tree based on the Fg- genetic distances between ITS
haplotypes (Fig. 3) joined adjacent subregions. The increase
in genetic differendiation with geographical distance was
marginally significant (Mantel test, P = 0.036). However, the
genetic difference drastically increased for population pairs
located on differenc sides of the Central Massif suggesting a
potential geographical isolation by this mountainous range.
The amova (Table 2), the Ny test (data not shown), the NJ
tree (Fig. 3), and the Mantel test (data not shown) were not
significantly affected by the small size of several of the ana-
lyzed populations and the low frequencies of the rare alleles
as shown by analyses performed using only subsamples of the
entire populations (data not shown). For example, Fop, Nop
and Gg; values of 0.18, 0.16 and 0.12 were found when the
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regional populations sampled in France, Western
north-western Italy (Piedmont) and north- Iberian Mountains ___ Cluster

eastern Spain (Iberian Mountains) based on
Slatkin's genetic distances. Frequent and rare
haplotypes are indicated. 0.1

analyses were carried out on the seven larger geographical
arcas (Fig. 1) confirming the significant genetic differentiation
among groups. Most of the results were also obrained even
when the analyses were limited to the three common alleles.

Haplotype network and nested design

In this study, we applied a nested cade analysis approach
(NCA; Templeton e al, 1995, Templeton, 1998, 2004), to
investigare the roles of contemporary ecological processes and
population histories in shaping the natural populations of
T. melanosporum in France. The utility and applicability of
ITS rDNA sequences for phylogeography and NCA has
been demonstrated in a study of the basidiomycetous species
Schizophyllum commune (James et al, 2001). The inidial test
for geographical association of haplotypes revealed a signific-
ant association between sequence types and geographical

© New Phywologist (2004)  www.newphytologist.org
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(1> 1; 111, IV, V, VI, VII)

locations (Monte Carlo significance < 0.001); therefore we
proceeded with the NCA. The nested cladogram comprises
11 0-step clades (haplotypes), four one-step clades (1-1, 1-2,
1-3 and 1-4) and one 2-step clade (2-1) (Fig. 4). The 95%
connection limit was established at nine steps, far from the
largest number of connections detected between two sequences.
Ambiguities were evident in only one area of the sequence-
type network, where a closed loop between four haplotypes
(I, 1L, IV and one hypothetical one which was not observed)
was found. This ambiguous loop did not affect subsequent
nesting procedures. The nesting routine of the programme
TCS generated three 1-step nested clades. The 1-step nested
clades 1-1, 1-2 and 1-3 are tip clades, and clade 1-4 is an
interior clade. Haplotypes located at the tips of the cladogram
tended to have restricted geographical distributions, whereas
ubiquitous, and presumably ancestral haplotypes, were on
interior nodes (i.e. haplotypes 1 to 1V) (Templeton ez al,

New Phytologist (2004) 164: 401-411
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1995). Clade 1-1 comprised the haplotype 111 found only in
northern Iraly, and eastern and southern France (Burgundy,
Languedoc, and Inner Provence) and the rare haplotype X
collected in Languedoc. In clade 1-2 nested the haplotype 11
(highly frequent in northern Italy and eastern France) and the
tip haplotypes VI (Tarn), VII (Jura) and IX (Dromc). The
ancestral haplotype I, predominant in western France, nested
in clade 1-3 with the rare haplotypes V and VI (Ariege). Finally,
a nonsampled haplotype and haplotype 1V (Tarn) nested in
clade 1-4. The null hypothesis was rejected (P < 0.0001) for the
overall tree (and for all the clades) showing that our sampling
stratcgy was adequare for the phylogeographic analysis,

The NCA inference analysis (Templeton, 2004) for the
two-step clade 2-1 (Fig. 4) indicated a past fragmentation.
Such a past fragmentation could account for the different
frequency of haplotypes I and II in western and eastern France
(see Discussion). The inference series for the more recent
outer part of the haplotype tree indicared an isolation of the
populations (Fig. 4). In particular, clade 1-2 indicated a
restricted gene flow with genetic isolation of populations
having the rare haplotypes VII to IX. The analyses of clade
1-1 indicated as well an isolation of the populations, which
restricted the dispersion of haplotype X (Languedoc) after
arising from haplotype 1. The scrics of inforence for clades
1-3 and 1-4 were not conclusive (Fig. 4).

Discussion

The moderate variation of the nuclear rDNA ITS from
Tuber melanosporum rovealed a strong patern of geographic
differentiation. Within 188 isolates collected over the whole

New Phytologist (2004) 164: 401411

X ] Genetic isolation

Fig. 4 Nested clade design used for nested
contingency analysis of geographical
associations of 10 ITS haplotypes of Tuber
melanosporum. The black dot denotes a
hypothetical (not observed) intermediate
haplotype. Each line in the network represents
one mutational step. Nested design was
based on the sequence type network
generated by the TCS programme and
inferred using the rules defined by Templeton
(2004). The Templeton's inference series are
given at the bottom of the figure.

geographical distribution of the Perigord truffle, including
the northern limits of expansion of this species (Burgundy
and Lorraine), 10 distinct haplotypes were distinguished
(Table 2; Supplementary material Table 1). One of these,
haplotype I, was particularly common, predominant in every
population cxeept in castern France where haploype I was
the most frequent. The presence of one very common haplotype
in most populations confirms that this species went through
a population botdeneck, after which new allelic haplotypes
have originated in low frequencies (Bertault ez 2/, 1998). It
appears that some of the southern populations (e.g. Languedoc)
had the largest number of haplotypes, while Touraine and
Roussillon had only one haplotype each (Fig. 2; Table 1;
Supplementary material Table 1), although further surveys
(i.e. larger sample size) may modify this distribution. Ascocarps
were harvested in different truffle grounds ruling out the
sampling of fruiting bodies belonging to the same mycelium.

Index of fixation approach (Fp = 0.20), N (0.22), and
AMOVA showed a significant geographic differentiation between
populations. We also found a significant association between
genetic (Fy;) and geographical distances (Mantel test) when
we clustered the distance values between populations in two
groups (one with populations from western France and the
other formed by the populations of the Rhonc Valley). This
suggests that geographical factors (e.g. the Central Massif
range) may have had an important impact on the gene flow
among populations. These analyses were based on a single
locus that can represents, at the best, only a snapshor of the
evolutionary history of T melanosporum (Beerli & Felsenstein,
1999). The oecurrence of significant allclic variation in ITS
contrasts with the lack of sequence polymorphisms within the
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SCAR sequences. It is thought that concerted evolution limits
variation in the ITS and other regions of ribosomal DNA
repeat (Ganley & Scott, 2002) and the current data was
therefore unexpected. Additional analyses using the vegerative
incomparibility gene sequence and microsatellite loci are
currently underway to confirm the geographic differentiation
deduced from the ITS polymorphism.

Truffle postglacial history suggested by nested
clade analysis

Using NCA, it may be possible to infer the factors that
generated genetic differentiation between populations and to
predict migration routes (Templeton et al., 1995; Templeton,
2004), although its validicy and limications are debated
(Knowles & Maddison, 2002; Petit & Grivet, 2002; Templeton,
2004). NCA incorporates the geographical distribution of
the haplotypes to the nested phylogenetic relationships among
haplotypes to infer population events in historical order
(Templeton, 1998). The geographical contingency analysis
supported the differences among populations, as Monte
Carlo’s test for the association of haplotypes with regions was
highly significant (P < 0.001).

If we accept the ‘interior equals oldest’ predictions from
coalescent theory (Templeton, 1998), then we can infer thac
the interior haplotypes (1, II and III) of the network are the
oldest ones (Fig. 4). All these haplotypes are present in north-
ern Iraly, and they likely represented the main haplotypes
present in the glacial refugia. This is in agreement with the
hypothesis by Bertault ez 2/ (1998) of a drastic glacial botde-
neck as origin of the low polymorphism of the Perigord
truffle, and the reduced number of ITS haplotypes of T
melanosporum is consistent with the survival of small and iso-
lated populations in southern Europe refugia. The bottleneck
of T. melanosporum populations likely occurred during the
last and the coldest glacial period (10 00016 000 yr ago)
(Bertault et al, 1998). Such a population bottleneck probably
fixed most of the loci, accounting for the lack of SNPs within
the SCAR markers (present work). Subsequent expansion
from these smaller populations would carry different combi-
nations of I'TS haplotypes to colonized areas. The presence
of the three ancestral haplotypes of T. melanosporum in
Piedmont supports the ‘ltalian peninsula origin’ hypothesis
(Bertault ez al, 1998) with a migration pathway through the
Po plain to the western Alps and a subsequent northward
expansion along the western and eastern France migration
routes. Following Templeton’s inference key, we found a sta-
tistically significant past fragmentation in the two step clade
2.1. This past fragmentation probably occurred during the
colonisation of calcareous foothills along the Central Massif
(Fig. 2). Regions having a higher level of diversity (e.g.
Languedoc) may correspond to the separation point of the
two colonisation routes, whereas regions at the edge of migra-
tion routes, such as Touraine and Lorraine, contain only a

© New Phytologist (2004) www.newphytologist.org

Research 409

subset of the linecages described and therefore exhibit lower
levels of allelic richness. After the inidal rapid colonization,
the Central Massif mountainous range, the mosaic pattern of
limestone soils in France and the strict soil requirement of
the Perigord truffle may have represented effective barriers
limiting the gene flow between regions and maintaining the
genetic differences until today. Due to the unfavorable acidic
sandy soils of Landes (south-western France), a plausible route
to colonize Spanish calcareous regions may have been the east-
ern coastine of the Pyrenean region, from which the black
truffle could reach the calcareous Iberian Mountains in north-
castern Spain (Fig. 2). On the other hand, T melanosporum
probably survived in refugia in Spain with haplotype I and I1
moving out of Spain to colonize western France and types |,
II and I1I coming out of Italy to colonize Eastern France. A
more extensive data set from the Iberian Mountains and other
Spanish regions will surely provide further clues to support
these contrasted scenarii.

Black truffle and its hosts shared the routes of
postglacial re-colonization in France

During the maximum expansion of the glaciers, the deciduous
forest of Europe was restricted to the Mediterranean costal
zone (Bennet ez l, 1991). Climatic and fossil data support
the hypothesis that three regions hold the main glacial refugia
for the host trees of 7. melanosporum: the Iberian and ltalian
Peninsulas, and the Balkans (Comes & Kadereit, 1998; Taberlet
etal, 2001). Since T. melanosporum is an ectomycorrhizal
symbiont of oaks and other temperate deciduous trees, such
as Tiliaand Corylus species, this symbiotic fungus was likely
restricted to some of these regions. Molecular and fossil (i.c.
pollen) data have revealed that the two main northwards
re-colonization routes for oaks and many hardwood species
(including Tiliaand Corylusspecies) were the Rhone valley and
the western plain of France (Brewer et al, 2002; Petit et al.,
2002a; 2002b; 2003). They determined the current distribu-
tion of the haplotypes of oak species (e.g. the thermophilous
Quercus pubescens) in France (Fig. 3 in Petit ez al., 2002a).
In Provence, the oak haplotype 1 is the most prominent
haplotype (Fig. 2). In the Rhone valley, haplotype 7 dominates,
whereas the western France populations are dominated by
the closely related oak haplotypes 10, 11 and 12. Although
edaphic (e.g. calcareous soils) and paleoclimatic factors likely
influenced T. melanosporum postglacial recolonization patterns,
the NCA-suggested routes of expansion for the Perigord
truffle in France closely resemble that of Q. pubescens (Petic
et al., 2002a). Itis therefore tempting to speculate that the oak
re-colonization routes have impacted on the distribution of 7
melanosporum populations during their northward migration
(Fig. 2). It has already been suggested that the northwards
expansion of plant and animal species from southern refugia
likely followed the establishment of deciduous woodland.
For example, oak and hedgehog species followed similar
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expansion patterns (Seddon efal, 2001). Mycophagous
animals (e.g. squirrels, wild boar) known to dispersed truffles
spores probably favored this expansion. Oak species can
withstand the cold conditions of northern Europe, while 7.
melanosporum is restricted to mid-latitudes. It is therefore
possible that this tuffle species migrated northwaids later
than oaks and thus oaks could have been widespread by
the time 7. melanosporum reached France. These various
hypotheses will be investigated using additional methods to
infer population histories, and larger fruit body surveys.
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§ 2.2 — Diversité génétique de T magnatum

2.2 Etude de la variabilité génétique de la truffe blanche du
Piémont, Tuber magnatum Pico : exemple de la truffiére
naturelle de Montemagno (Asti, Italie)

Contrairement a 7. melanosporum, nous n’avons pas étudié la diversité
génétique de 7. magnatum sur toute son aire de distribution, ceci a cause
principalement des problémes rencontrés pour avoir un bon
échantillonnage. Nous nous sommes donc focalisés sur une truffiere
naturelle qui est étudiée au laboratoire du département de biologie végétale
de l'université de Turin depuis 1997.

Pour cette analyse, nous disposions de 42 ascocarpes récoltés durant cinq
saisons de 1997 a 2002. Afin d’avoir une premiére idée sur la structure
génétique en dehors de la truffiére, nous avions 20 ascocarpes récoltés
dans le sud de I'ltalie, le Piémont et en Croatie. Nous avons analysé par
séquencage direct plusieurs régions génomiques : I'lTS, deux parties du
géne de la B-tubuline et une région SCAR (A21inf). Concernant les
echantillons de la truffiere de Montemagno, seulement la région A21inf
c’est montré polymorphe, avec deux haplotypes. Ils ont été retrouvés dés la
premiére saison (1997) et durant les cinq autres. Leur distribution n’est pas
aléatoire puisqu’ils sont toujours présents dans les mémes zones de la
truffiere.

Ceci nous a permis de dire qu'il existe au moins deux génotypes dans
cette truffiere natureiie.

Concernant les échantillons provenant d’autres régions, nous avons trouvé
un troisiéme haplotype pour la région A21inf parmi les truffes du sud de
I'ltalie. De plus, la distribution de ces trois haplotypes n'est pas homogéne :
I'haplotype 1 est majoritaire dans les échantillons du Piémont alors que le 2
I'est parmi ceux de la Croatie. De méme, nous avons identifie trois
haplotypes ITS, dont un majoritaire. Les deux autres étant limités a une
seule région, I'haplotype 2 au Piémont et le 3 a la Croatie. En revanche la
R-tubuline est monomorphe.

Méme si notre échantillonnage ne nous permet pas de conclure réellement
sur la structure génétique de cette truffe, la distribution des alléles de I'ITS
et d'A21inf indique une différenciation génétique. Une analyse sur un plus
ample échantillonnage permettrait d’avoir une idée plus précise de la
structure génétique de T. magnatum.

L'analyse caryologique, présenté dans l'article qui suit, fait partie de la
thése de doctorat d'Alfredo Vizzini.
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Summary

The aim of this work was to clarify the genetic struc-
ture of the ectomycorrhizal fungus, Tuber magnatum
Pico, in a natural truffle ground located in north Italy.
Ascomata of this population of T. magnatum were
collected over a period of up to 5 years. For compar-
ative analysis, T. magnatum fruit bodies of different
geographical origin were also considered. We used
single locus markers, such as the variable region
of ribosomal genes (ITS), the B-tubulin gene and
sequence-characterized amplified regions (SCAR), as
tools to identify single-nucleotide polymorphisms
(SNPs). On the basis of the molecular results, which
were indirectly supported by a karyological analysis,
a self-fertilization mechanism is suggested. A SCAR
region was polymorphic within the samples of the
truffle ground, leading to the identification of two gen-
otypes. In addition, both the SCAR and the ITS proved
to be polymorphic among samples coming from dif-
ferent geographical regions, revealing a genetic dif-
ferentiation in T. magnatum.

Introduction

Ectomycorrhizal (ECM) fungi are known to act as crucial
biological determinants of temperate and boreal forest
ecosystems by improving the mineral nutrition of their host

Received 10 April, 2004; revised 25 May, 2004; accepted 25 May,
2004, *For correspondence. E-mail a.mello@ipp.cnr.it, Tel. (+39)
0116 502927; Fax (+39) 0116 705962. 'These authors contributed
equally to this work.
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plants (Smith and Read, 1997). In addition to this widely
acknowledged role, some ECM fungi produce edible fruit
bodies, which are a product in great demand on the food
market in many countries. Among them, Tuber magnatum
Pico, commonly known as the white truffle of Alba (http/
www.truffle.org), is of special interest. It belongs to the
order Pezizales and hence is one of the few ectomycor-
rhizal Ascomycetes. However, unlike Tuber maculatum
Vittad., which is ubiquitous, or T. borchii Vittad., which is
found throughout Europe (Mello et al., 2000), T. magna-
tum fruit bodies have so far been collected in Italy, Croatia,
Slovenia and Hungary, showing a narrow distribution
range. Their unique taste and fragrance, as well as their
limited availability, make T. magnatum fruit bodies one of
the most expensive delicacies on the market (sold at 300—
400 euros per 100 g during the 2003-04 season), a fact
that led Péggeler (2001) to call them ‘vegetable gold'.
Although many studies on the molecular structure of
ECM fungal populations have been published (Bonello
et al., 1998; Gherbi et al., 1999; Zhou et al., 2000; Fiore-
Donno and Martin, 2001; Redecker et al., 2001; Berge-
mann and Miller, 2002; Jany et al., 2002), few studies
have focused on the genetic variability of truffle popula-
tions (Guillemaud et al., 1996; Bertault et al., 1998; 2001;
Mello etal, 2002; Murat efal, 2004). In particular,
Guillemaud and colleagues (1996) found, using poly-
merase chain reaction (PCR) coupled with restriction
fragment length polymorphism (RFLP), intraspecific
polymorphism in the variable region of ribosomal genes
(ITS) of six natural French populations of Tuber aestivum.
They also showed that the genetic variation among indi-
viduals is sufficient to distinguish genotypes within a
‘bralé’. Consistent variability was found by Mello and col-
leagues (2002) in the ITS of a population of Tuber unci-
natum in a natural truffle ground. On the basis of rapid
amplification of polymorphic DNA (RAPD) and microsat-
ellite analyses, Bertault and colleagues (1998; 2001)
found a very low level of genetic diversity for Tuber mel-
anosporum. They did not find isolation by distance in the
larger scale of the European range and suggested a gla-
ciation impact on genetic variation followed by rapid post-
glaciation expansion. Murat and colleagues (2004) con-
firmed the low level of polymorphism of this species: the
sequencing of 50 kbp of PCR-amplified sequence-charac-
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terized amplified region (SCAR) fragments from a repre-
sentative set of fruit bodies did not show any variability.
However, the ITS sequencing allowed them to discover
genetic differentiation between regional populations of T.
melanosporum. They hypothesized an old past fragmen-
tation into two groups of populations, which probably col-
onized regions on different sides of the French Central
Massif after the last glaciation period.

Data currently available on T. magnatum genetic vari-
ability are very limited: they rely on RAPD (Gandeboeuf
et al., 1997) and ITS-RFLP (Mello et al., 2001). Both anal-
yses were performed on a few samples (eight and 17
respectively) harvested in several ltalian regions and
revealed no genetic diversity. The study of the ITS was
principally aimed at designing primers specific to T. mag-
natum to distinguish this species from other Tuber spe-
cies, especially at the mycorrhizal level (Amicucci et al.,
1998; Mello et al., 1999). A study on isozyme variability
made on 13 ltalian populations of T. magnatum (Frizzi
etal., 2001) revealed three alleles at two of the 11
enzymes investigated. Alleles were distributed among the
different Italian populations, without an interpretable evo-
lutionary occurrence correlated with geological or climatic
phenomena (Frizzi et al., 2001). More recently, a paper
described the isolation and characterization of eight poly-
morphic microsatellite loci in the white truffle (Rubini et al.,
2004). In all these studies realized on T. aestivum, T.
uncinatum, T. melanosporum and T. magnatum, heterozy-
gosity was never found, and this led the authors to hypoth-
esize self-reproduction for these truffle species (Bertault
et al., 1998; 2001; Frizzi et al., 2001; Murat et al., 2004;
Rubini et al., 2004). However, questions concerning the
temporal and spatial structure of T. magnatum populations
are still open.

A population analysis (irrespectively of how a popula-
tion is defined) deals, among other aspects, with the iden-
tification of individuals. As illustrated in many papers
dealing with population genetics of fungi (Bonello et al.,
1998; Zhou et al., 1999; 2000; Redecker et al., 2001), the
key solution to the identification of fungal individuals is to
recognize the mycelial clone, the so-called genet. The
successful strategy for distinguishing genets in ECM fungi
is to sample fruit bodies within an area and to look for
genetic variability among them. Once genets have been
determined, they can differ in the extent of the mycelial
phase and their life span.

In order to tackle these questions, our specific objective
was to start unravelling the genetic diversity of a T. mag-
natum population. T. magnatum fruit bodies were col-
lected in a natural truffle ground for as long as 5 years.
For comparative analysis, T. magnatum fruit bodies from
different geographical origins were also considered. We
used single locus markers such as ITS, the functional -
tubulin gene and SCAR to look for single-nucleotide poly-

morphisms (SNPs). Although ITS and the B-tubulin
sequences are usually known to be highly conserved at
the intraspecies level in fungi, there is evidence that these
markers are polymorphic in some species (Guillemaud
et al., 1996; Glen et al., 2001; Johannesson et al., 2001;
Jany et al., 2002; Mello et al., 2002; Murat et al., 2004).
With the long-term aim of correlating the genetic status of
truffles (potentially self-fertile organisms) with the crucial
events of their life cycle (meiosis and mitosis during spore
formation), a karyological analysis was performed, and
the nuclear status of the spores, at different developmen-
tal steps, was investigated.

Even if the sampling was obviously limited by the high
economic value of truffles, our analysis allowed us to
demonstrate a local and global genetic diversity in T. mag-
natum: (i) two haplotypes were present in the truffle
ground; and (ii) additional haplotypes were present on
different sampling scales.

Results

In order to clarify the local genetic variability of the white
truffle, T. magnatum, 42 fruit bodies were harvested in a
natural truffle ground, located at Montemagno, during the
winters of 1997-2002 (Table 1). These fruit bodies were
found exclusively under specific trees of Quercus robur
and Populus nigra, leading to the identification of produc-
tive and not productive areas (Fig. 1).

The genetic variability of the white truffie population was
assessed with different single locus markers. As a first
step, the variable region of ribosomal genes (ITS) and the
gene for B-tubulin were analysed.

ITS and f-tubulin

As ITS sequences are polymorphic in some species,
including Tuber species, and given that only four ITS
sequences from T. magnatum were present in GenBank
at the start of our investigation, ITS regions were
sequenced as a first step.

ITS from the 42 T. magnatum fruit bodies collected in
the Montemagno truffle ground was amplified, producing
a band of 640 bp, and sequenced with primers ITS1 and
ITS4 (except those from A8, A12 and A24 on account of
manipulation problems). Alignment of the sequences did
not show any polymorphism (the accession numbers are
listed in Table 1). For comparison, we also amplified and
sequenced the ITS from the 20 7. magnatum fruit bodies
coming from outside the truffle ground (the accession
numbers listed in Table 1). Two SNPs were found: one in
sample B6, coming from Piedmont; and the other one in
GO2, I1S1 and 1S2, coming from Croatia. The two SNPs
generated three haplotypes: haplotype 1, the most com-
mon one; haplotype 2, corresponding to B6; and haplo-

© 2004 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 7, 55-65
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Table .1. Fruit bodies of T. magnatum collected since 1997, the nearest host species, accession numbers of the sequences from the genomic

regions analysed and the associated haplotypes.

ITS B-tub1 B-tub2 A21inf
Sample name Nearest host species Acc. no. Haplotype Acc. no. Acc. no. Acc. no. Haplotype
Season 1997-98
A2 Populus nigra L. AJ586307 1 AJ586417 AJ586424 AJ578828 Il
A3 Populus nigra L. AJ586306 1 AJ586418 AJ586425 AJ578829 I
AB Quercus robur L. AJ578830 I
Al12 Quercus robur L. AJ578831 Il
A21 Quercus robur L. AJ586305 1 AJ578832 |
A22 Populus nigra L. AJ586304 1 AJ578833 Il
A23 Populus tremula L. AJ586303 1 AJ578834 Il
A24 Quercus robur L. AJ578835 1
A27 Quercus robur L. AJ586302 1 AJ578836 I
A29 Populus nigra L. AJ586301 1 AJ578839 1
A30 Quercus robur L. AJ586300 1 AJ578838 |
A31 Quercus robur L. AJ586299 1 . |
A34 Quercus robur L. AJ586298 1 AJ578882 ]
A35 Populus nigra L. AJ586297 1 AJ578840 Il
A37 Quercus robur L. AJ586296 1 AJ578841 ]
Season 1998-99
c1 Populus nigra L. AJ586295 1 AJ578842 |
c2 Quercus robur L. AJ586294 1 AJ586419 AJ586426 AJ578843 I
C3 Populus nigra L. AJ586293 1 AJ578844 Il
Cs5 Quercus robur L. AJ586292 1 AJ578845 Il
c7 Populus nigra L. AJ586291 1 AJ578846 |
cs8 Quercus robur L. AJ586290 1 AJS78847 ]
ca Quercus robur L. AJ586289 1 AJ578848 I
c10 Quercus robur L. AJ586288 1 AJ578849 ]
Cc11 Quercus robur L. AJ586287 1 AJ578850 |
ci2 Populus nigra L. AJ586286 1 AJ586420 AJ586427 AJ578851 ]
Cci13 Quercus robur L. AJ586285 1 AJ578852 I
Ci4 Populus nigra L. AJ586284 1 AJ578853 Il
Ci5 Populus nigra L. AJ586283 1 AJ578854 Il
C16 Quercus robur L. AJ586282 1 AJ578855 Il
C17 Populus nigra L. AJ586281 1 AJ578856 I
Season 1999-2000
Tml Quercus robur L. AJ586280 1 AJ579836 AJ579845 AJ578857 |
Tm2 Quercus robur L. AJ586279 1 AJ578858 ]
Tm3 Quercus robur L. AJ586278 1 AJ578859 I
Tm4 Quercus robur L. AJ586308 1 AJ578860 ]
Season 2000-01
D1 Quercus robur L. AJ586277 1 AJ579837 AJ579846 AJ578861 |
Season 2001-02
F1 Populus nigra L. AJ586276 1 & |
F2 Quercus robur L. AJ586275 1 AJ578862 |
F3 Populus nigra L. AJ586274 1 AJ578863 |
F6 Quercus robur L. AJ586273 1 AJ578864 |
F7 Quercus robur L. AJ586272 1 " Il
F8 Quercus robur L. AJ586270 1 AJ578865 |
Fa Quercus robur L. AJ586269 1 AJ578866 |
ITS B-tub1 f-tub2 A21inf
Sample name Collection site Acc. No. Haplotype Acc.no. Acc.no. Acc.no. Haplotype
Samples from Piedmont (north Italy)
B1 San Desiderio (AT) AJ586268 1 AJ579834 AJS579843 *° |
B2 Zanco (AT) AJ586267 1 AJ578869 |
B3 Ponzano (AC) AJ586266 1 AJ578870 |
B6 San Desiderio (AT) AJ586271 2 AJ586421 AJ586428 AJ578868 |
B8 Castellalfero (AT)  AJ586265 1 AJ578871 I
B9 Castellalfero (AT)  AJ586264 1 AJ578872 |
B19 Montemagno (AT) AJ586263 1 AJ578867 |
B11 Montemagno (AT) AJ586262 1 AJ578873 |l
E1 Montemagno (AT) AJ586261 1 AJS579835 AJ579844 AJ578874 |
b2 Unknown AJ586260 1 AJ579833 AJ579842 AJ578875 |
b4 Unknown AJ586259 1 AJ578876 |

© 2004 Society for Applied Microbiology and Blackwell Publishing Ltd, Environmental Microbiology, 7, 55-65
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Table .1. cont.
ITS B-tub1 B-tub2 A21inf
Sample name Collection site Acc. No.  Haplotype Acc. no. Acc. no. Acc. no. Haplotype
Samples from Campania and Molise (south Italy)
Tm sal Salerno AJB05110 1 AJ579838 AJ578877 |
XL Campobasso AJ586258 1 AJ579848 AJ578837 Il
Y Campobasso AJ586257 1 AJ579839 AJ579849 AJ578878 I
& Campobasso AJ586256 1 AJ579841 AJ579847 AJS578879 Il
Samples from Croatia (lIstria)
1S1 Motovun AJ586252 3 AJB05111 |
1S2 Motovun AJ586253 3 AJe05112 I
1S3 Motovun AJ586254 1 AJB05113 |l
GO1 Motovun-Montona  AJ586255 1 AJ586422 AJ5BB429 AJ578880 I
GO2 Motovun-Montona  AJ586251 3 AJ586423 AJ586430 AJ578881 I

a. A sequence not provided, in which only the kind of haplotype could be well identified.

type 3, corresponding to GOZ2, 1S1 and IS2 (Table 1). The
similarity percentage was calculated in order to compare
T. magnatum ITS with that of other fungal species: a
similarity of 99.61% (507 conserved positions out of 509
alignment length) was found within the 59 T. magnatum
fruit bodies analysed.

Primer sets, designed by Glass and Donaldson (1995)
to amplify the gene for B-tubulin, revealed the presence of

introns in Neurospora crassa. As introns are likely to be
polymorphic, these primers were used to look for variabil-
ity in T. magnatum.

The gene for -tubulin, from six T. magnatum fruit bod-
ies sampled in the truffie ground and nine fruit bodies of
different geographical origins, was amplified with the
primer sets Bt1a/Bt1b and Bt2a/Bt2b. The amplification
products were 537 bp long with Bt1a/Bt1b and 495 bp
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Fig. 1. Map of the truffie ground located at Montemagno (AT). Fruit bodies of T. magnatum are represented by letters and numbers. Letters A,
C, Tm, D and F indicate fruit bodies harvested during the seasons 1997-98, 1998-99, 1993-2000, 200001 and 2001-02 respectively. Samples
A23, A3, A35 and C7 are included in the analysis of the truffle ground because of their proximity to it and the absence of any barrier. The presence
and the absence of the star indicate, respectively, the haplotypes | and Il revealed by the A21inf sequencing of T. magnatum.
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Table 2. Primer pair designed on the investigated locus and size of the amplified product.

Locus Primer name Sequence 5" — 3’ Size of PCR product (bp)
SCAR A21-inf CL1 CTTGAGCAAACTCCAATAGAG 572
CL2 GACACGATCCAAGTCGAGAG

long with Bt2a/Bt2b. The sequences of the products
obtained showed no polymorphism, although there was
one intron in the region amplified by the Bt1 primers and
three introns in that amplified by the Bt2 primers (acces-
sion numbers in Table 1).

This first set of experiments, covering samples collected
during all five winters, demonstrates that ITS, as well as
a functional gene such as B-tubulin, do not reveal any
polymorphism in the samples of the truffle ground,
whereas two SNPs at the ITS are revealed in the samples
coming from outside.

SCAR characterization and SNP identification

One polymorphic RAPD fragment obtained with the
primer OPA-7 from the fruit bodies collected in the truffle
ground during the first 2 years was chosen for fine analy-
sis on the 62 T. magnatum fruit bodies. It was cloned and
sequenced, producing a SCAR named A21-inf. This
sequence showed no significant similarity to known
sequences in GenBank. In order to amplify and sequence
the anonymous region from all the samples and to search
for polymorphism, the primer pair CI1/CL2 was designed.

Amplification of the SCAR with CI1/CL2 produced a
band of the expected size (Table 2) for the 42 samples
from the truffle ground and the 20 of different origins (data
not shown). The PCR products from SCAR A21-inf were
successfully sequenced from all 62 fruit bodies. The align-
ment of the sequences from SCAR A21-inf showed two
SNPs, which generated three haplotypes (Table 1, Fig. 2).
Haplotypes | and |l were distributed in the truffle ground
and among the other samples, irrespective of their geo-
graphical origins (Table 1). In contrast, haplotype Il was
only found in two samples from south Italy (Table 1).

As it is assumed that the direct sequencing of PCR
products allows the identification of the heterozygote
(Johannesson etal., 2002; Selosse etal, 2002), the
chromatograms of the sequences were also carefully
inspected from this point of view. Double peaks were
never found, suggesting that heterozygosity is not
present.

Karyological analysis

In order to correlate the genetic status of the truffles with
the crucial events in their life cycle (meiosis and mitosis
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—
<
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;llr 'l'T'| Iﬁ :ﬂl f‘i -“" 'n-
AN ' .' I\jl | | \ / l'. / e\ .'I .. E.’ . H Haplotype I
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f | II |I N
1 ’f\ll i A/ / " \/ ‘|' || II fl i’ [ N Haplotype 11
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Fig. 2. Two SNPs, indicated by a star, in SCAR A21-inf, originating the haplotypes I, Il and lII.
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Fig. 3. T magnatum immature (A) and mature (B and C) ascospores after DAPI staining (300x magnitude). The small bordered picture in (A)
shows the whole ascus. In (C), the fourth nucleus in the left ascospore is not in focus.

during spore formation), the number of nuclei within the
spores was counted. T. magnatum fruit body slices were
incubated with the fluorochrome DAPI and observed
under an epifluorescence microscope. Young and mature
asci usually contain two or three ascospores. A total of
120 ascospores from four fruit bodies was observed.
Developing ascospores quickly achieve a tetranuclear
condition in most of the observed samples (Fig. 3A). Rip-
ened ascospores (with clear ornamentations and pig-
mented cell walls) contained four nuclei in 63.3% of cases
(Fig. 3B and C).

Discussion

Notwithstanding the drawback of having a limited number
of sampled fruit bodies (42: about 60% of the whole pro-
duction in the first 2 years, plus about 10% in the following
years), our investigation allowed us, for the first time, to
define some genetic features of a . magnatum population
living in a natural truffle ground. Analysis of ITS, B-tubulin
and SCAR-A21inf, 640 bp, 1032 bp and 572 bp long,
respectively, showed a very low genetic diversity: only two
SNPs out of 2244 bp (i.e. 0.089%). The two SNPs found
in SCAR-A21inf revealed the presence of two haplotypes
in the Montemagno truffle ground. The identification of
fungal individuals is a principal goal of population genet-
ics. Understanding whether fruit bodies of a truffle spe-
cies, found in the same area, originate from a common
mycelium or from different mycelia is a challenging objec-
tive. The key solution is to recognize the mycelial clone,
the so-called genet. They are defined as repeatedly sam-
pled multilocus genotypes, which are unlikely to arise by
chance in sexual reproduction (Anderson and Kohn,
1995). Even if one of our first goals was to delineate
genets, which is a difficult task in a low polymorphic spe-
cies, the little allelic diversity found on a local scale did
not allow us to reach this goal.

As the two haplotypes found in the truffle ground are
based only on one polymorphic locus, the SCAR-A21inf,
we consider the two distinguished units as genotypes
rather than genets.

Diversity within and outside the truffle ground

The SNPs can be broadly defined as any single base
substitution/indel in the genome of an individual (Brookes,
1999). They are used as a powerful marker for mutational
analysis in humans and are normally found in non-coding
regions subject to less selection. They have been found
in man, in passerine birds and in maize, as an average of
one SNP every 100-300 bp, 150-175 bp and 27.6 bp
respectively (Tenaillon et al., 2001; Primmer et al., 2002).
Their presence in the ITS of T. melanosporum has allowed
the identification of a genetic differentiation that reflects a
regional distribution of this fungus (Murat et al., 2004). T.
magnatum ITS sequences obtained from the truffie-
ground samples did not reveal any polymorphism. This
result confirms the absence of polymorphism in the four
ITS sequences that were present in the GenBank at the
beginning of our investigation. However, the finding of two
SNPs in samples outside the truffle ground revealed three
alleles out of a total of 59 fruit bodies. It seems that one
allele is dominant and that the other two are rare. How-
ever, because of the small number of T. magnatum sam-
ples investigated, the allele frequency cannot be indicated
exactly without making mistakes. Of the 509 aligned posi-
tions, only two positions (0.39%) displayed SNP. In the
case of T. melanosporum, Murat and colleagues (2004)
identified 10 alleles out of a total of 188 fruit bodies. Two
out of the 10 alleles were dominant, i.e. present in all the
regionally sampled populations, a third allele was limited
to some populations, and all the others were exclusive to
single populations. Of the 539 aligned positions, only nine
positions (1.67%) displayed SNP.

Mello and colleagues (2002) found 11 alleles in 12 fruit
bodies of T. uncinatum, mostly coming from the same
area. Unlike T. magnatum and T. melanosporum, of the
640 aligned positions of T. uncinatum, 38 (6%) displayed
SNP or polymorphic insertion/deletion events (indels).

Regarding other species within the genus Tuber, data
from the ITS sequences of T. indicum indicate a very high
variability (13.10%) (Mabru et al., 2001) that could change
as soon as phylogenetic investigations for other Asian
truffles, close to T. indicum, clarify the taxonomic position
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of these truffles. From these comparisons, T. magnatum
ITS shows a very low variability, similar to that of T. mel-
anosporum ITS, whereas T. uncinatum and T. indicum ITS
are more polymorphic. Several ITS-RFLP genotypes of
Cenococcum geophilum co-exist within the same limited
soil, suggesting that C. geophilum does not fit the model
of low-numbered and exclusive genotypes that one would
expect for an ECM fungus that lacks meiospore produc-
tion (Jany etal, 2002). The population structure of
Schizophyllum commune has been addressed by studying
the phylogeny and evolutionary dynamics of ITS and IGS1
(Timothy et al., 2001). Of the 27 sequences obtained for
ITS, only 31 positions (5%) were variable. In contrast, of
the 195 strains sampled for IGS1, 172 (33.9%) displayed
variability. Although ITS possessed less sequence varia-
tion than IGS1, phylogenetic analysis of the ITS recovered
the same three evolutionarily distinct lineages within the
S. commune global population. Therefore, ITS sequences
have been applied in studying the population structure
whereas, generally, ITS sequences are used to delineate
relationships among fungal species within genera (e.g.
Yan et al., 1995; Aanen et al., 2000; Hepiland and Holst-
Jensen, 2000), including the genus Tuber (Mabru et al.,
2001; Mello et al., 2002).

Concerning the genetic variability within some Tuber
species investigated by RAPD, Gandeboeuf and col-
leagues (1997) found that T. magnatum and T. melano-
sporum groups presented the strongest intraspecific
homogeneity, with Jaccard genetic similarity indices of 1
and 0.80 respectively. For the other species such as T.
borehii, T. rufum, T. macrosporum, T. mesentericum and
T. excavatum, the genetic similarity index was very low
(0.10-0.20).

The B-tubulin fragments, obtained with two different
primer sets, were not polymorphic in T. magnatum, thus
revealing that the two regions that we amplified are not a
good molecular marker for studying the population genet-
ics of this fungus. In contrast, in Daldinia loculata, the B-
tubulin locus, amplified by the primer set bt1a/bt1b, pre-
sents multiple deletions and insertions in the intron
sequence, thus being capable with other markers of
revealing a genetic differentiation in Eurasian populations
of this post-fire ascomycete (Johannesson et al., 2001).

SCAR markers have already been used in fungi for
population analysis. Within Magnaporthe grisea popula-
tions, they have been used as markers to monitor recom-
bination and migration (Soubabere et al., 2001) whereas,
among populations of T. melanosporum, five SCAR mark-
ers did not reveal any polymorphism (Murat et al., 2004).

In our investigation, a SCAR marker let us identify two
truffle haplotypes in the truffle ground. They were always
detected over several years: in the first sampling year and
then for the next 5 years, except in the fourth year (Table 1
and Fig. 1). That year was characterized by dry weather
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in August and September, by freezing temperatures at the
beginning of winter and by a very limited sampling: only
one fruit body. Although only 1/10th of the fruit bodies
produced in the truffle ground have been collected in the
last 3 years, we found that each genotype occurred in the
following seasons, often in the same zone of the truffle
ground and always not far from the trees (Fig. 1).

Finally, the recent paper by Rubini and colleagues
(2004) described eight polymorphic microsatellite loci in
T. magnatum. The availability of such markers will be
helpful in the assessment of the genetic structure and
population dynamics of the white truffle.

An important outcome

Our investigation on the T. magnatum samples of different
geographical origins has revealed that two genomic
regions present additional alleles outside the selected
truffle ground. A third allele at A21inf is present only in
two samples from Campobasso, south Italy, while a sec-
ond allele at the ITS region is present in one sample from
Piedmont and a third in three Croatian samples (Table 1).
This is the first time that molecular analysis has revealed
genetic variability in T. magnatum, either within a popula-
tion or among samples of different geographical origins.
Furthermore, Frizzi and colleagues (2001) found, by
isozyme analysis of populations of T. magnatum, three
electrophoretic types in Campobasso, instead of the two
commonly present in most ltalian locations. Although our
first aim was to study the genetic variability of a specific
T. magnatum population, our results led us to hypothesize
a genetic differentiation in T. magnatum over its habitat
(italy and Croatia), as observed recently in T. melano-
sporum (Murat etal., 2004). This finding could have
important consequences when the geographical origin of
T. magnatum is required.

In conclusion, our long-term analysis has demonstrated
that a natural truffle ground, productive since at least
1850, presents two T. magnatum genotypes. They do not
seem to intermingle, suggesting that a self-fertilization
mechanism may operate, given that environmental condi-
tions are unchanged.

The discovery of additional polymorphic markers for T.
magnatum will be a very useful tool for investigating T.
magnatum genets and their temporal and spatial distribu-
tion within the Montemagno truffle ground.

Pseudohomothallism versus heterothallism: still
an open question

It is generally assumed and convincingly illustrated by the
paper of Guidot and colleagues (2002) that sexual repro-
duction must be a rather rare event when small genets
are absent. Although our analysis does not identify genets,
our finding of only two genotypes in an area of 7000 m?
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may suggest self-reproduction, as already hypothesized
by Frizzi and colleagues (2001). The absence of heterozy-
gosity in SCAR-A21inf, as well as in eight polymorphic
microsatellite loci (Rubini et al., 2004), reinforces our sug-
gestion, even if such an absence does not prove in itself
that 7. magnatum is not heterothallic in the absence of an
experimental system to perform crossings.

Within Ascomycetous fungi, sexually reproducing spe-
cies usually follow one of the three basic sexual reproduc-
tive strategies: homothallism, pseudohomothallism
(secondary homothallism) and heterothallism (Nelson,
1996; Poggeler, 2001). Individual haploid mycelia of
homothallic and pseudohomothallic (haploid but heter-
okaryotic) fungi are self-fertile (Pdggeler, 2001). In a
young ascus, two haploid nuclei fuse to form a diploid
nucleus that quickly undergoes meiosis giving four nuclei,
generally followed by mitosis with the production of eight
nuclei. Around each nucleus, the haploid sexual progeny,
the ascospore, is produced. The eight ascospores are
then discharged from the fruiting bodies formed by most
filamentous Ascomycetes.

Tuber species have plurinucleated ascospores (Dona-
dini, 1987; Vizzini, 2001). According to our observations,
each of the two or three spores of T. magnatum usually
has four nuclei, revealing the expected condition of pluri-
nuclearity (Fig. 3). In the case in which two spores are
produced (this was the most common condition in our
observation), two possible mechanisms may lead to this
condition (Fig.4). In the first one, the eight nuclei that
derive from meiosis and one mitotic event inside the ascus
are compartmentalized to give rise to two ascospores (A,
B, C’). In the second situation, ascospore formation could

Fig. 4. Two possible mechanisms to explain the
condition of plurinuclearity observed in T.
magnatum.

A. Fusion of nuclei of opposite sexuality in the
ascus.

B. Nuclei derived from meiosis and mitosis.
C. Formation of ascospores around a single
nucleus.

D. The nuclei left in the ascus degenerate.

E. Mitotic divisions. (a) All the nuclei derived
from mitosis are compartmentalized (A, B, C').
(b) Compartmentalization around a single
nucleus that then undergoes mitotic divisions
(A, B, C, D, E). D', F1 and F2, germinating
ascospores and incipient promycelia.

occur around a single nucleus that then undergoes further
mitotic divisions (A, B, C, D, E). In this case, the nuclei
that remain free outside the ascospore degenerate. The
nuclei inside the ascus can be of identical or opposite
sexuality. In the former situation, the nuclei give rise to a
self-fertile mycelium (homothallism). Whether nuclei of
opposite sexuality are present in the ascus or not, two
final situations can be envisaged: (i) given that nuclei of
opposite sexuality are both present in the ascospores,
they give rise to a self-fertile mycelium (pseudohomothal-
lism); (ii) given that nuclei of opposite sexuality are
present in separate ascospores, they give rise to a self-
sterile mycelium (heterothallism). To the best of our knowl-
edge, mating type genes, which determine heterothallism
and pseudohomothallism, have never been reported for
truffles, unlike for other filamentous Ascomycetes, such
as N. crassa (Glass etal., 1990; Staben and Yanofsky,
1990; Ferreira etal, 1996) and Podospora anserina
(Debuchy and Coppin, 1992; Debuchy et al., 1993). Our
hypotheses therefore cannot be verified experimentally.
Moreover, a further limiting step results from the absence
of an experimental system based on spore germination
and therefore of the classical breeding of the resulting
mycelia. However, the dominant presence of two
ascospores per ascus, each containing four nuclei, and
the apparent absence of degenerating nuclei free in the
asci (Fig. 3) suggest that the first hypothesis is more
probable.

In conclusion, taken together, the experimental results
from our molecular analysis and the hypotheses drawn on
karyological observations tend to exclude heterothallism
in favour of self-fertilization. Self-fertilization can explain
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the low genetic variability of T. magnatum, which was
probably affected by glaciation, as Bertault and colleagues
(1998; 2001) have already suggested for T. melanosporum.

Experimental procedures
Identification of the truffle ground, geographical data

The truffle ground, of about 7.000 m?, is situated in a valley
at Montemagno (Asti, Piedmont, north Italy, 8°19° 35” 4 E,
44°59" 2 40 N). It is characterized by the persistence of a
moist soil, even in the hot season. The area is particularly
useful for research studies because it does not present signs
of anthropic activities, with the exception of the enlargement
of a natural stream and the seasonal mowing. In this truffle
ground, there are some trees that are 50 years old, although
most are younger. The following tree species are present:
Populus nigra L., P alba, P tremula L., Quercus robur L.,
Salix alba L. and Tilia cordata Miller. Records on productivity
claim that this truffle ground has produced truffles since at
least 1850. Trees usually start to produce, depending on their
age and species, when they are 10-20 years old. Figure 1
only shows frees at least 10-15 years old and therefore
expected to be productive.

To clarify the local genetic variability and the dynamics of
the white truffle, . magnatum, 42 fruit bodies were harvested
during the winters of 1997-2002 (Table 1). The agreement
with the owner of the truffle ground allowed us to collect in
the first 2 years about 60% and in the following years 10%
of the whole T. magnatum fruit bodies produced. Their sam-
pling position was mapped with respect to the nearest tree
(Fig. 1). In order to perform a comparative analysis of the
observed genetic diversity, additional fruit bodies of T. mag-
natum were investigated: 11 were collected from Piedmont
(north Italy), four from Campania and Molise (south Italy) and
five from Croatia (Table 1). All 62 fruit bodies were then
analysed.

Sampling and DNA extraction

A total of 62 fruit bodies of T. magnatum of different geo-
graphical origins were considered for DNA analysis (Table 1).
Each fruit body was washed and the peridium peeled. The
gleba was cut into small pieces and stored at —80°C. Total
DNA was extracted using the Dneasy plant mini kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions.

DNA amplification and data analysis

ITS from 62 T. magnatum fruit bodies was amplified with
primers ITS1/ITS4 (White et al., 1990) according to the pro-
tocol described by Mello and colleagues (1996). The PCR
products from all the samples were sequenced, except those
from AB, A12 and A24 because of problems with manipula-
tions (accession numbers are listed in Table 1).

Two primer sets, Btia/Btib and Bt2a/Bt2b, constructed
from the N. crassa f-tubulin gene (Glass and Donaldson,
1995), were used for DNA amplification from six T. magnatum
fruit bodies sampled in the truffle ground and from nine of
different geographical origins. The PCR products were
sequenced, and the accession numbers are listed in Table 1.

RAPD amplifications were carried out with primer OPA-7
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(Operon Technologies), according to the method of Lanfranco
and colleagues (1998), for some samples collected in the
truffle ground in the first 2 years. One polymorphic RAPD
band was converted into SCAR and used to look for SNPs.

A 694 bp band from fruit body A21, named A21-inf, was
isolated from agarose gel with a Qiaex Il gel extraction kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. The
band was cloned into the plasmid pGEM-T system | vector
(Promega) and transformed in the ultracompetent cells
Escherichia coli XL-2 according to the manufacturer’s instruc-
tions. Inserts were amplified with universal primers SP6 and
T7 and sequenced by Genome Express. The primer pair CI1/
CL2 was designed by AMPLIFY version 1.2 to amplify A21-inf
from all the samples (Table 2). Amplification conditions with
these primers were identical to ITS amplifications except for
the annealing temperature, which was set at 55°C. PCR-
amplified SCARs were purified with a PCR purification kit
(Qiagen) and sequenced (accession numbers are listed in
Table 1).

Sequencing was done for all the loci analysed, except
when indicated otherwise, by Genelab. Significant alignment
of the SCAR was searched in GenBank using BLASTN and
BLASTX on the NCBI website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/ (Altschul et al., 1997).

The sequences obtained from all ascocarps were verified
visually on the chromatograms using SEQUENCHER 3.1.1
(GeneCodes). SNPs were detected by sequence multialign-
ment using the ‘assembly contig’ of routine SEQUENCHER 3.1.1.
Similarity of the ITS sequences was calculated with CLUSTAL
w multiple alignment (at http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/).

Karyological analysis

In order to observe nuclei within the spores, the fluorochrome
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenilindole) diluted in Tris buffer at
a final saturating concentration of 5.6 pM was used. This
stain specifically binds AT-rich, double-stranded DNA. Hand-
made sections of the inner fertile portion of four T. magnatum
fruit bodies were incubated in DAPI for 15 min and observed
directly under an epifluorescence Zeiss microscope.
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2.3 Identification des mycorhizes de T. magnatum et des
champignons ectomycorhiziens dans la truffiére de Montemagno
(Asti, Italie)

Contrairement a T. borchii, nous ne disposons pas encore de mycorhizes in
vitro de T. magnatum. Donc, le seul moyen d’étudier la phase symbiotique
de cette truffe est I'observation in sifu. En fait, il persiste de nombreuses
questions sur |'écologie des truffes et sur leur phase symbiotique : (1) A
quelle période de I'année se forment les mycorhizes ?; (2) les mycorhizes
de truffes sont-elles présentes dans les zones non productives des
truffieres ? (3) Quels sont les champignons ectomycorhiziens vivant dans
les sols truffiers 7

Pour essayer de répondre a ces interrogations, nous avons échantillonné
des mycorhizes en Novembre 2001 (période productive) et en Mai 2002
(période non productive) dans la truffiere de T. magnatum (Montemagno,
Asti). Méme si le trufficulteur nous a laissé prélever des racines, nous
n'avons pas pu réaliser un ample échantillonnage. Nous avons réalisé, tout
d'abord, une analyse morphologique des mycorhizes en les classant par
morphotype. Dans un deuxieme temps, les apex racinaires correspondant
a chaque morphotype ont été utilisés pour une analyse moléculaire avec
I'TS.

Au total nous avons identifi€ 39 morphotypes différents. Parmi ceux-ci, les
Telephoraceae ont été les plus nombreux, suivis par les Pezizales et les
Sebacina. Deux morphotypes ont été identifiés comme étant 7. magnatum,
en Mai 2002. Un dans une zone productive et I'autre dans une zone non
productive.

Ce travail a permis de dire que les mycorrhizes de T. magnatum sont trés
rares méme dans les zones productives. De plus, il ne semble pas y avoir
de liaison entre la présence de mycorhizes et la production d'ascocarpes
car les mycorhizes ont été trouvées pendant une période non productive.
D’autre part, les Telephoraceae, Pezizales et Sebacina sont les taxa les
plus abondants dans I'écosysteme truffier étudié.
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Morphological and molecular typing of the subterranean
ectomycorrhizal community in a Tuber magnatum Pico truffle ground

Summary

Data on Tuber magnatum ecology are very limited. In order to elucidate
the white truffle dynamic during its symbiotic stage and to identify fungi
associated with it, ectomycorrhizal root tips were harvested in a T.
magnatum natural truffle ground. Both morphological identification of
morphotypes and molecular analysis of the ITS were realized and we found
that i) 7. magnatum mycorrhizae were rare and found only in Spring 2002
in productive and non productive areas; ii) the dominant fungal species
were represented by the Telephoraceae and Pezizales.

Introduction

Some truffles are products in great demand on the food market in many
countries. Among them, Tuber magnatum Pico, commonly known as the
white truffle of Alba (internet site: www.truffle.org), is of special interest. Its
unique taste and fragrance, as well as its limited availability, make T.
magnatum fruitbodies one of the most expensive delicacies on the market.
While T. melanosporum Vittad. is generally sold at €30-40/100gr in France,
T. magnatum reached €300-400/100gr in Fall 2003. A productive truffle-
ground represents therefore a conspicuous economic source for rural
communities.

Truffles are ascomycetous fungi that form ectomycorrhizas (ECM) with the
roots of trees, such as oak, poplar, willow, hazel (Harley and Smith 1983),
and shrubs, such as Cistus (Fontana and Giovannetti 1978, 79). As a
consequence, their life cycle is usually described as a succession of
vegetative, symbiotic and reproductive phases (Lanfranco et al., 1995), the
last one being temporally dependent on the second one. Data on truffle
ectomycorrhizas ecology are very limited, previous studies being mainly
focussed on truffle mycorrhizal identification with isoenzymes (Urbanelli et
al., 1998) or molecular tools (Henrion et al., 1994; Amicucci et al., 1996;
Paolocci et al., 1999; Mabru et al., 2001; Mello et al., 2001; Rubini et al.,
2001). However, advances on Tuber spp. mycelium cultivation has allowed
the mycorrhizal seedlings development with several truffles species. T.
melanosporum was the first truffle produced in experimental fields using
these inoculated seedlings (Chevalier & Grente, 1979). For example, ina T.
melanosporum experimental plantation, first ascocarps were recorded after
four years and 82% of transplanted seedlings had produced truffles after
six years (Le Tacon et al., 1988). These cultural techniques are available
for T. uncinatum (Chevalier & Frochot, 1997) and T. borchii (Zambonelli et
al., 2002), however controlled production of T. magnatum is not yet
possible.

129



§ 2.3 - Analyse des mycorhizes dans [a truffiére de Montemagno

T. magnatum ectomycorrhizas were identified only one times in wild
samples using multilocus electrophoresis (Urbanelli et al., 1998). Mello et
al. (2001) and Rubini et al. (2001) used specific primers, based on the T.
magnatum Internal Transcribed Spacer (ITS) of the ribosomal DNA
sequence, for a molecular characterization of mycorrhizal seedlings raised
under controlled conditions. These molecular probes enabled a
morphological characterization to be formulated for 7. magnatum
mycorrhizas. Furthermore, Mello et al. (2001), after screening a large
number of samples, could estimate the occurrence of 7. magnatum in the
examined mycorrhizal seedlings, T. magnatum mycorrhizas being found in
20% of the examined samples. However, all of them were only found in
controlled situations, i.e. a growth chamber or greenhouses. Failure to
obtain 7. magnatum mycorrhizas in nursery, i.e. under field conditions, was
explained in term of competition with more aggressive truffles, such as T.
maculatum and T. borchii (Mello et al., 2001). According to Marmeisse et al
(2004), questions which are at the basis of our knowledge on the genetic
diversity and dynamics of ectomycorrhizal fungi in natural ecosystems are
still fully open: (i) How are abundant truffle mycorrhizas in a natural truffle
ground? (ii) Does their presence match the fruitbody production? (jii) As a
consequence, can we detect mycorrhizas exclusively in productive zones,
or also in non-productive ones? (iv) Are they present all the year around or
are temporarily limited? (v) Which other ectomycorrhizal fungi are present
in a truffle ground?

Here, we aimed to elucidate the white truffle dynamic during its symbiotic
stage and to identify fungi associated with T. magnatum in a natural truffle-
ground. We took advantage on our previous work, where we mapped and
genotyped T. magnatum fruitbodies collected in the natural truffle-ground of
Montemagno (Piedmont, Italy) (Mello et al., 2004; cf. §2-2). During this
survey two genotypes were found, each year for as long as five years, and
productive and non productive areas were identified. As a second step,
mycaorrhizas samples were harvested and sorted into morphotypes by
morphological criteria. This method, however, is dependent on many
factors, as the age, the host tree species and environmental conditions. For
this reason, morphological typing of ectomycorrhizas was supported by
molecular methods using ITS. Molecular and morphotype techniques
allowed ECM fungi identification on root tips, the fungal distribution analysis
and provided information on the subterranean ECM fungal community.
Even if the sampling was not extensive and many cautions were taken in
digging the soil of the productive area under owner scrutinity, this work
represents the first study on the Tuber symbiotic phase in a natural truffle
ground.
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Figure 1. Map of the truffle-ground located al Montemagno (AT). Mycorrhizal
samplings are indicated in black for November 2001 and in Red with asterisk for May
2002. According to Mello et al. (2004) (Fig. 1; §2.2) a non productive area has been

defined and localized by black circle. In truffle ground there is grass vegetation.

Materials and Methods
Location of the truffle ground and geographical data

The truffle ground (= 7.000 m?) is placed in a valley in Montemagno (Asti,
Piedmont, North Italy, 8° 19" 35" 4 East, 44° 59' 2" 40 North). It is
characterised by the persistence of a moist soil, even in the hot season.
The area is particularly useful for research studies because it does not
present signs of anthropic activities, with the exception of the enlargement
of a natural stream and the seasonal mowing. In this truffle ground Populus
nigra L., P. alba, P. tremula L, Quercus robur L., Salix alba L., and Tilia
cordata Miller are present; some trees are fifty years old, while most are
younger. Records on productivity claim that this truffle ground has
produced truffles since, at least, 1850. Trees start to produce, usually after
10-20 years. Fig. 1 shows the localisation of trees which are expected to be
productive. Each years about 30 T. magnatum fruitbodies are harvested.
Ascocarps harvesting positions analyzed by Mello et al. (2004) are
indicated in Fig. 1. Productive and non-productive areas in could be defined
in this truffle ground (Fig. 1). Twenty-one root samples were collected in the
winter 2001 —2002 and in the Spring 2002: 12 samples were collected in
November 2001, when it is period of the harvest of fruitbodies, and 9 in
May 2002, when the harvesting is over (Table 1). The sampling position
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was mapped in respect to the nearest tree (Figure 1, Table 1). When
possible, up to three samples were collected within a small area under the
tree (Table 1) and all together are indicated by only one star in Fig. 1. As
already mentioned, the limited number of samplings was due to the risk of
breaking down the fungal web in the soil of this productive truffle-ground.

Morphological analysis

Root samples were collected in soil volume of 10 x 10 x 10 cm. The root
system was rinsed in water and observed under a stereo dissecting
microscope to look for ectomycorrhizal roots. Mycorrhizal root tips of each
sample were sorted into morphotypes on the basis of colour, mantle shape
and surface texture, presence of cystidia, and EM branching pattern. When
necessary, cross sections were made and examined under a light
microscope for the presence of the Hartig net.

Molecular analysis

Each morphotype, grouping from 1 to 10 similar mycorrhizal tips, was
subjected to the molecular analysis.

Total DNA was extracted by using the Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen SA,
Courtaboeuf, France) following the manufacturer's instructions. PCR
reactions were performed with ITS1f (Gardes & Bruns, 1993) and ITS4
(White et al., 1990) primers. rDNA libraries were produced by isolating the
amplicons from gel, ligating them into the pGEM-T vector (Promega,
Madison Wis.) and transforming the plasmids into competent JM109 cells.
Bacterial colonies containing plasmids with rDNA inserts were identified by
PCR. To sort the clones into groups the rDNA inserts were amplified by
PCR, digested individually with two DNA restriction endonuclease
treatments (Hinfl, Sau3A |) and resolved on 2% agarose gels. Clones,
which showed different restriction patterns, were sequenced. Similarities of
the rDNA clones to sequences in the GenBank database were determined
by using BLAST (NCBI). Accession numbers are listed in Table 1.

Results and Discussion

This survey is the first attempt to identify and to study the ecology of the
symbiotic phase of T. magnatum. Notwithstanding the drawback of having
a limited number of samples (21 samplings sorted in 40 morphotypes) our
investigation allowed us to identify T. magnatum mycorrhizas in a natural
truffle ground. In addition, morphotyping and ITS sequencing of these
mycorrhizal samples provided novel information on the ectomycorrhizal and
endophytic species living in a T. magnatum truffle ground (Table 1).
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Table 1. Morphological and molecular typing of two root samplings in November 2001 and May 2002. Nearest tree is indicated. Samplings (S) have been realized in a productive, i.e; where
at least one fruitbody has already been harvested, (Prod.) and non productive, where it has never been harvested fruitbody, (Not Prod.) area of the truffle ground.

eel

November 2001 May 2002
Area S Morphotypes Molecular analysis Morphotypes Molecular analysis
. . unidentified Tomentella/Telephora
unidentified
Prod. 1 Tuber magnatum Tuber magnatum, Helvella sp (nr)
unidentified Epicoccum sp, Pezizaceae
S o Tuber sp Tuber maculatum N
Brod 5 Tomentella sp Tomentella sp
rod.
Tuber maculatum Tuber maculatum Tomentella sp Tomentella sp, Verticillium sp, Dothideomycetes
Bl 5 Tomentella sp Tomentella sp
rod.
unidentified Helvella lacunosa, Tetracladium sp, Tuber rufum
Scleroderma sp Scleroderma sp Tuber sp Helvella sp (nr)
unidentified Strumella sp, Scleropezicula sp, Sebacina sp Tomentella sp Tomentella
Notprod. | 5 | nidentified Tomentella sp Tomentella sp Amphisphaeriaceae, Alternaria sp
unidentified Sebacinaceae unidentified Tuber magnatum, Sebacina incrustans, Helotiales
- - — — (ericoids and endophytes) R
unidentified Mortierella alpina, Fungal endophyte, Nectriaceae
Notprod. | 4 |unidentified Tomenteda sp
Tomentella sp
9" _li'rod. 6 Tuber sp Ericoid endophyte (Helotiales), Nectriaceae o
10 Prod. 10 | unidentified Sebacinaceae
11 Prod. 8 Tomentella sp Agaricales, Tomentella sp 5 No mycorrhizas
Prod. 11 | Tubersp Agaricales
Tuber sp Sebacinaceae unidentified Sebacinaceae
Prod. 12 | Tomentella sp Tomentella sp Tomentella sp
Tuber sp Nectria, Tomentella sp unidentified
Tomentella sp Tomentella sp Tomentella sp Tomentella sp
Prod. 13 o - . .
unidentified Cortinariaceae, Sebacinaceae unidentified Tetracladium sp
B I be-r . S Leptospheria sp, Nectria sp, Sebacina epigea, Tetracladium | ——— = N
u P sp, Pezizomycotina
Prod. 14 | unidentified Cortinariaceae, Agaricales
Tomentella sp Tomentella sp, Nectria sp
Not prod. Tuber sp Tuber maculatum




First glance at the subterranean ECM community

Morphological analysis allowed to distinguish 39 morphotypes, among them
16 were unidentified (Table 1). Morphotypes identities were confirmed in 14
out of 23 by the molecular analysis, while in 6 cases there were differences
between morphological and molecular identification (Table 1).
Telephoraceae was the most frequent family (13 out of 39 morphotypes,
32%), often recognized by both morphological and molecular analysis
(Table 1). Except for one sample (S 1 of May 2002), this family was
represented by Tomentella. Tomentella sequences alignment — which were
found in our samplings - showed a broad heterogeneity suggesting the
presence of different species. About 70 species of tomentelloid fungi are
known, assembled into four genera, viz. Amauradon, Pseudotomentella,
Tomentella and Tomentellopsis (Larsen 1971, 1974; Stalpers 1993; Koljalg
1996). Thelephora, a genus closely related to tomentelloid fungi, comprises
about 40 species, of which seven are found in Sweden (Corner 1968;
Stalpers 1993; Koljalg 1996; Hallingback and Aronsson 1998). Recent
studies have indicated that tomentelloid fungi may be a widespread and
important component of EM communities, with the highest species richness
being found in temperate coniferous and broad-leaved forests (Koljalg et al.
1996, 2000).

A second important group in the truffle ground was represented by the
Pezizales order (11 out of 39 morphotypes). These were Pezizaceae,
Helvella sp, Strumella sp and Tuber sp. (Table 1). They were mainly found
in one area of the truffle ground near trees 2 and 4 in two samplings. For
example, under the tree N 2 we have observed that: 1) 7. magnatum was
identified in May 2002; 2) T. rufum was found in November 2001; 3) T.
maculatum was present in November, which is a fructification period, as
well as in May; 4) the fungal species close to Helvella was present both, in
November and May, always associated to Tuber species. In fact, T.
maculatum ascocarps have been harvested in this truffle ground near trees
2 and 4 but we do not know if T. rufum ascocarps have already been
produced (Gavazza, personnal communication).

Sebacina incrustans was detected under the tree N 4 where T. magnatum
and ericoid and/or endophyte fungi belanging to Helotiales are present.
Sebacina sp. were found on 9 out of 39 morphotypes. Until recently, this
family was not considered in the major compilations of ectomycorrhizal taxa
(Agerer 1987-98, Molina et al. 1992, Agerer et al., 1996-2001, Smith and
Read 1997). However, Urban et al. (2003) identified the fungal partner of
one ectomycorrhizal sample as Sebacina incrustans confirming the
hypothesis that the ectomycorrhizal status might be common in the
Sebacinaceae (Weib and Oberwinkler 2001). A Heterobasidiomycetous
species of the Sebacinaceae family has been shown to form
ectomycorrhizas on temperate forest trees (Selosse et al., 2002), on
Polygonum viviparum in alpine grasslands (Sonstebo 2002) and in
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Australian forests where they are common ectomycorrhizal associates of
Eucalyptus marginata (Glen et al., 2002). Our finding of a Sebacina sp
associated to 7. magnatum ectomycorrhiza is in agreement with the
discovery of sebacinoid ectomycorrhizas associated to ascomycetous
ectomycorrhizas by Urban et al., (2003) and Selosse et al., (2002). Buscot
& Kottke (1990) and Buscot (1994) reported a close association between
the ectomycorrhizas of Morchella (Pezizales) and those of an unidentified
heterobasidiomycete that, because of its dolipore ultrastructure (i.e. not
perforated parenthesome), likely belong to Sebacinaceae.

Are Truffle ecosystems a particular one or there are commun characteristic
with other ecosystems? In a T. magnatum natural truffle ground study in
Italy, Rossi et al. (2002) identified several Tuber-like ectomycorrhizas
morphotypes. However, they did not confirm morphological identification by
molecular analysis and no information on other ectomycorrhizal species are
provided. Other similar ecosystems have been studied by De Miguel et al.
(2002), which analysed severals T. melanosporum cultivated beds in Spain.
They have harvested sporocarps of seven truffle species (T.aestivum Vitt.,
T. brumale Vitt., T. excavatum Vitt., T. melanosporum Vitt., T.
mesentericum Vitt., T. panniferum Tul &C. Tul) and ten other hypogeous
and Gastromycetes (Genea sp., Hymenogaster sp., Pisolithus tinctorius,
Rhizopogon roseolus and Schleroderma verrucosum). Twenty
mophological morphotypes of ectomycorrhizas have been identified, among
them six truffle species, Schleroderma type and Tomentella subtestacea.
So, it seems that Telephoraceae (i.e. Tomentella) and Pezizales (i.e. Tuber
and Heliotiales) are abondant in truffle ecosystem. In fact, Telephoraceae is
among the most abundant and frequent taxon on ECM roots in conifer
communities in both Europe and North America (Gardes & Bruns, 1996;
Jonsson et al., 1999; Taylor & Bruns 1999). This suggest that truffle
ecosystem in sud Europe is predominated by same ECM species than
other community in North Europe (e.g. Telephoraceae).

Identification of T. magnatum mycorrhizas

Until now, T. magnatum mycorrhizas were reported in experimental
conditions (Mello et al., 2001; Rubini et al., 2001) and only one time with
wild samples (Urbanelli et al., 1998). In the present study mycorrhizal tips
of T. magnatum were identified twice. In one case, the morphological
identification was confirmed by the ITS analysis (S1 May 2002; Table 1). In
the second case the morphotype was unidentified and the identification of
its old mycorrhizas was limited to the molecular analysis. These results
indicated that T. magnatum mycorrhizae are rare even in a well productive
area (Mello et al., 2004), 2 out of 39 morphotypes, representing ~ 5%. They
were found both during spring 2002, e.g. in a non-productive period, and in
a non-productive area (near tree 4 see Fig. 1 /n Mello et al., 2004),
suggesting that there is no a direct linkage between mycorrhizas and
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fruitbodies. Moreover, we show that 7. magnatum is present in non-
productive area.

The very low occurence of T. magnatum mycorrhizas is not so surprising,
since a low abundance of a fungal species at the mycorrhizal level has
been already reported by Gardes and Bruns (1996). These authors found
that Suillus pungens ECM root tips were rare in a Pinus muricata forest
whereas S. pungens sporocarps were abundant. In the same forest
Russula amoenolens root tips were abundant, whereas R. amoenolens
sporocarps were rare. Dahlberg et al. (1997) highlight that macrofungi
species, which accounted for 70% of the annual fruiting biomass
correspond to less than 30% of the colonized root tips. According to Taylor
(2002), Cortinarius was the most abundant genus forming 42.3% of
sporocarps in a Pinus sylvestris stand at Riddarhhyttan; however
belowground only 1.6% of the mycorrhizal tips examined could be
attributed to this genus. Bonello et al. (1998) explain the condition of low
mycorrhizal percentage and the spread and persistence of a large S.
pungens genet fruiting abundantly with 3 hypothesis: (1) S. pungens Is
efficient to obtain C from its host that few mycorrhizal connections are
needed for significant C transfer; (2) large genets visit the roots of more
trees, pooling, consequently, more total C than smaller genets; (3) a
fraction of the C is obtained saprotrophycally.

In conclusion, this study represents a first attempt to give a glimpse at the
mycorrhizosphere in a 7. magnatum natural truffle ground. We have found
that T. magnatum ectomycorrhizas are very rare. Moreover, root tips
sampling did not correspond to fructification harvesting, since we identified
one T. magnatum morphotype in a non productive area of the truffle
ground. However, further samplings are surely necessary to define T.
magnatum mycelium distribution. On the other hand, most abundant
morphotypes belong to Telephoraceae, Pezizales and Sebacina. These
species are also the most abondant symbiotic taxa in other ecosystems in
North Europe, America and Australia. In the future, it will be interesting to
analyse fungal diversity not only at root level but directly in the soil. Such
analysis would allow us to improve knowledge on truffle ecosystems and as
a consequence to enhance the success of experimental truffle production.
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Les truffes sont étudiées depuis plus de 500 ans (cf. § 1.1.3), mais les
etudes se focalisant sur leur biologie, leur taxonomie et la maitrise de leur
culture se sont multipliées les vingt derniéres années. Les progrés de la
biologie moléculaire ont permis d’améliorer nos connaissances sur la
taxonomie de plusieurs espéces, mais aussi de mettre au point des
diagnostics moléculaires utilisés par les services des fraudes. Il est
maintenant possible d'identifier rapidement la plupart des truffes
européennes et asiatiques a partir d'échantillons environnementaux ou
d'aliments (Douet et al.,, 2004 ; Mabru et al., 2004). En revanche, les
données concernant la diversité génétique et la structure génétique des
populations de truffes étaient encore limitées au début de ce projet de
thése.

Lors de cette étude, je me suis focalisé sur I'analyse de la structure
génétique de la truffe noire du Périgord (T. melanosporum), sur 'ensemble
des régions productives francaises (échelle macro-géographique), et de
celle de la truffe blanche du Piémont (7. magnatum). J'ai aussi étudié plus
précisément une truffiere de T. magnatum (échelle micro-géographique) au
niveau des ascocarpes mais aussi des mycorhizes. Ce travail a permis
d'émettre des idées nouvelles sur I'écologie de ces deux truffes. En
particulier :

1-1l existe une différenciation génétique chez T. melanosporum, avec deux
lignées, 'une a I'Est et I'autre a I'Ouest du Massif Central. Nous avons
suggeéré deux voies de recolonisations post-glaciaires pour cette truffe : la
voie de la vallée du Rhéne et la voie de I'Atlantique.

2- La variabilité génétique de T. melanosporum pourrait expliquer les
variations phénotypiques observées, entre autres celles concernant les
différences organoleptiques.

3- Nous avons trouvé des marqueurs polymorphes pour T. magnatum
suggérant ainsi une variabilité génétique notable pour cette truffe. Les
outils que nous avons mis au point pourront dans le futur étre utilisés a
grande échelle dans I'étude de la diversité génétique de cette truffe.

4- Au sein d'une truffiere naturelle de 7. magnatum (Montemagno, Asti), il
peut exister plusieurs genotypes.

5- Nous avons identifié des mycorhizes de T. magnatum lors d'une période
non productive. Nous avons aussi montré que ce champignon est présent
dans des zones non productives de la truffiére. La production des tissus
symbiotiques (ectomycorhizes) peut donc étre disjointe de la formation des
corps fructiféres. Enfin, les especes mycorhiziennes majoritaires dans le
sous-sol de la truffiere de Montemagno sont les Telephoraceae, les
Pezizales et les Sebacina.
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Dans la troisiéme partie de cette thése, nous discuterons de ces différents
points et verrons quelles sont leurs applications possibles pour le monde
de la trufficulture.

3.1 Diversité génétique et structure génétique chez T.
melanosporum et T. magnatum

3.1.1 L’ITS, un locus polymorphe chez les truffes

Comme nous I'avons vu au paragraphe 1.4.3, les études RAPD (Lanfranco
et al., 1993 ; Gandeboeuf et al., 1997) indiquent qu'il existe deux groupes
d’espéces de truffes : (1) les espéces ayant un niveau élevé de diversité
génétique (par exemple T. uncinatum et T borchii) ; (2) les espéces ayant
un faible niveau de diversité génétique (par exemple T. melanosporum et
T. magnatum). Le premier objectif que nous avions au début de cette thése
était donc d'identifier des régions génomiques variables pour ces deux
espéces considérées comme peu variables. Dans le cas de T.
melanosporum, nous savions que |'lTS était polymorphe (Roux et al.,
1999 ; Mabru et al., 2001 ; Murat, 2001). En revanche, pour T. magnatum,
les seules données disponibles concernaient les isoenzymes (Frizzi et al.,
2001). Pour ces deux espéces, le séquencage de I'lTS a permis d'identifier
plusieurs haplotypes (10 pour T. melanosporum et 3 pour T. magnatum).
Etant donné que ce locus est considéré comme conservé au niveau
intraspécifique, comment expliquer ce polymorphisme pour des espéces
ayant par ailleurs un bas niveau de diversité génétique ?

En effet, le polymorphisme peut étre observé a trois niveaux : (1) au niveau
interspécifique ; (2) au niveau intraspécifique, c'est-a-dire entre les
individus de la méme espéce et (3) au niveau de l'individu.

Chez la plupart des Eucaryotes, le taux d'évolution concertée est suffisant
pour homogénéiser les variations entre les répétitions d’ADNr au sein des
individus et de I'espece (Dover, 1982 ; Vollmer et Palumbi, 2004). Ce
processus d'évolution concertée a été observé pour la premiére fois lors
d’'une étude de 'ADNr de deux especes de Grenouilles (Brown et al.,
1972). En fait, I'évolution des séquences ITS est liée a la sélection
naturelle, a la dérive génétique et au mécanisme de recyclage moléculaire
(molecular turnover mechanism) (Dover, 1982 ). Ces derniers comme la
gene conversion et les crossing-over inégaux joueraient un réle important
dans les processus d'évolution concertée, mais leurs impacts dépendent
des taux de recombinaisons et de mutations (Elder et Turner, 1995).

Toutefois, les analyses de restriction et de séquengage direct de I'ITS de
plusieurs espéces fongiques, et entre autres des truffes, révélent un niveau
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de polymorphisme intraspécifique non négligeable de ce locus (Glen et al.,
2001 ; Mello et al., 2002 ; Jany et al., 2002). Il semble donc que I'lITS soit
plus variable, au niveau intraspécifique, que ce que I'on pensait. D'autre
part, il existe des espéces pour lesquelles I'lTS est polymorphe au sein de
l'individu, c'est-a-dire entre les différentes copies d'un méme noyau. C'est
le cas des Sauterelles (Parkin et Butlin, 2004), des coraux (Vollmer et
Palumbi, 2004) et des champignons endomycorhiziens (Lanfranco et al.,
1999 ; Pawlowska et Taylor, 2004). Chez les truffes, nous n'avans encore
jamais mis en évidence de polymorphisme de I'I'TS au sein d’'un méme
individu. D’autre part, I'absence d’hétérozygotes lors de I'analyse de divers
loci (Frizzi et al., 2001 ; Bertault et al., 2001 ; Paolocci et al., 2004 ; Rubini
et al., 2004) suggere une reproduction homothallique pour les truffes. Cela
indiguerait gu'il n'existe pas de croisements entre individus différents de la
méme espéece et donc que les processus d'évolution concertée au sein
d'une espéce n’'auraient pas un réle important. En d’autres termes,
I'apparition d’'une mutation chez un individu ne serait pas éliminée par
évolution concertée car il n'y a pas de croisement entre cet individu et un
autre (Figure 24). Cela pourrait expliquer la présence de plusieurs
haplotypes d'ITS chez les truffes.

Novaux avec haplotype |
de I'ITS

Individu 1 Individu 2

Génération |

Croisements entre individus l

impossible : autogamie
/\

Figure 24 . Mécanisme pouvant expliquer I'existence de plusieurs haplotypes de I'ITS chez les

truffes. A 1a génération 1 tous les individus ont le méme haplotype ITS dans leurs noyaux (1 en rouge). A la
génération 2 apparait par mutation un autre haplotype (2 en bleu) dans un noyau d'un individu de la lignée 2.
Pour cet individu, il existe une homogénéisation des répétitions ITS par évolution concertée, deux voies sont
alors possibles: (A) I'haplotype 2 est éliminé ou (B) I'haplotype 2 est conservé. Par contre, étant donné qu'il
n'existe pas de croisements entre individus (reproduction homothallique ou autogamie) il n'y a pas
d’homogénéisation des haplotypes ITS entre eux, ce qui expliquerait la présence de plusieurs haplotypes ITS
au sein des espéces truffes.

Génération 2
Apparition de
I"haplotype 2
par mutation

Génération 3

. .
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3.1.2 Mise en évidence d’une structure génétique chez T.
melanosporum et T. magnatum

L'analyse de la distribution géographique des haplotypes de I'ITS de T.
melanosporum a mis en évidence une importante différenciation génétique
entre populations de I'Est et de I'Ouest de la France (§2.1). En ceci nos
résultats divergent des données jusque-la disponibles. En effet, I'analyse
RAPD et microsatellite (RAMS et SSR) n’a pas permis d’identifier de
structuration génétique pour T. melanosporum (Bertault et al., 1998, 2001).
D’autre part, contrairement aux études antérieures nous avons étendu
notre échantillonnage aux populations septentrionales (Bourgogne,
Lorraine). L'existence d’une telle différence entre les populations de I'Est et
de I'Ouest de la France indique qu'il existe peu d’échanges génétiques
(Gene flow) entre ces populations. Tout échange génétique serait empéché
par le Massif Central qui jouerait le réle de barriere géographique, mais
aussi eécologique car les sols de ces montagnes ne sont pas calcaires.

Etant donné que ces résultats ont été obtenus seulement par I'étude d’'un
seul locus, sont-ils fiables ?

En effet, chaque partie du génome évolue de fagon différente et il est
difficile de généraliser les résultats obtenus par I'analyse d’un seul locus.
Par exemple, James et al. (2001) montrent que les valeurs de Fst (Indice
de différenciation génétique) pour Schizophyllum commune sont différentes
d'un locus a l'autre : de 0,487 pour I'lGS1 a 0,008 pour le locus
d'incompatibilité sexuelle A (mating-type A). De méme, Le Quéré (2004)
montre que plusieurs génes codant des protéines de Paxillus involutus
soumis a une pression de sélection ont une évolution différente. En effet, le
taux de mutation différe en fonction de la capacité mycorhizogéne des
différentes souches. En d’'autres termes, le taux de mutations de certains
génes régulés lors de la symbiose est supérieur pour une souche ne
formant pas de mycorhizes. Ceci s’expliquerait par une baisse de la
pression de sélection pour ce locus dans le cas de cette souche fongique. Il
serait donc indispensable d'étudier d’autres régions génomiques de T.
melanosporum, et entre autres des génes fonctionnels, afin de voir si la
structure génétique trouvée avec I'lTS est confirmée.

Cependant, le séquencage de plus de 50 Kpb (SCAR) (Murat, 2001) et de
la famille multigénique codant un probable facteur d'incompatibilité
(données obtenues en collaboration avec Mirco lotti et Alessandra
Zambonelli) ne présente pas de polymorphisme. D'autre part, j'ai aussi
analysé un locus microsatellite sur 'ensemble des 188 ascocarpes (F12l ;
Bertault et al., 2001) pour lequel trois haplotypes ont été identifiés.
Toutefois, un seul de ces haplotypes a une fréquence supérieure a 5%, ce
locus ne peut donc pas étre considéré comme polymorphe.
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Ces résultats confirment le faible niveau de polymorphisme de T.
melanosporum déja mis en évidence par RAPD, RAMS et les Isoenzymes
(cf §1.4.3).

Dans le cas de T. magnatum, I'analyse de la distribution géographique des
haplotypes de I'I'TS et de la région SCAR-A21inf suggére aussi une
structure génétique (cf. § 2.2). Toutefois, nous ne disposions pas d'un
échantillonnage permettant d’analyser la structure macro-géographique de
cette espece.

3.1.3 Phylogéographie des truffes

A partir du Tertiaire (65 millions d'années), la Terre est devenue plus froide,
avec des oscillations qui ont augmenté en amplitude jusqu’a une série de
glaciations au Quaternaire (2,4 millions d'années) (Hewitt, 2000). Avec
I'augmentation des données provenant de carottes de glaces, de
sédiments et de pollens fossiles, il est maintenant possible d’avoir une idée
sur les effets de ces changements climatiques rapides sur les plantes et les
animaux. Des espéces disparaissent, d’autres colonisent de nouveaux
habitats et certaines survivent dans des refuges pour ensuite recoloniser le
milieu, ceci se produisant a multiples reprises (Hewitt, 2000). Ces
expansions ont probablement été produites par des événements de
dispersion a longue distance permettant de coloniser les habitats avant
d’autres especes ; cet effet fondateur conduisant & une perte d’alléle et une
accumulation d’homozygotes (Hewitt, 1993). En théorie, il existe donc une
plus grande richesse en haplotypes au niveau des refuges, alors qu'en
s'éloignant de ces régions, le niveau de diversité génétique diminue
(Hewitt, 2000 ; Lowe et al., 2000 ; Petit et al.,, 2003). Toutefois, les
caractéristiques propres aux espéces, comme leur mode de migration, et
I'existence de refuges plus au nord peuvent altérer ce profil (Petit et al.,
2003).

Les événements climatiques ont donc un effet sur la structure des
génomes via les phénomenes de recolonisation géographigue. C'est
pourquoi, I'étude de la structure génétique actuelle d'une espece peut nous
informer sur son histoire et sur ses routes de recolonisation post-glaciaire ;
il s'agit de I'analyse phylogéographique.
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Quels sont les principaux refuges et les principales voies de
recolonisation post-glaciaire en Europe?

Les foréts tempérées étaient limitées aux régions méditerranéennes
comme la péninsule Ibérique, I'ltalie et les Balkans (Petit et al., 2003).
Toutefois, certains arbres auraient trouvé refuge plus au Nord. Par
exemple, Pinus sylvestris aurait survécu au Sud de I'lrlande (Sinclair et al.,
1999). En fait, le Sud de I'Europe a aussi été le refuge de plusieurs
animaux comme les hérissons (Santucci et al., 1998 ; Seddon et al., 2001)
et les ours (Hewitt, 2000). Hewitt (2000) identifie trois types de
comportements différents lors de la glaciation (Figure 25) :

1- Les espéces ayant comme principal refuge les Balkans, (plus rarement
I'ltalie et 'Espagne). Les migrations a partir de ces trois refuges sont
restreintes a cause des barriéres géographiques que sont les Alpes et les
Pyrénées. L'Aulne, le Hétre, la Sauterelle et le Triton ont suivi ces voies de
recolonisation (Figure 25-1)

2- La colonisation du Nord de I'Europe a eu lieu a partir de trois refuges :
I'Espagne, I'ltalie et les Balkans ; c'est le cas du Hérisson, du Chéne et du
Sapin (Figure 25-2)

3- L'ours a recolonisé I'Europe a partir de 'Espagne et des Balkans ou du
Caucase (Figure 25-3).

{
Y

Figure 25. Les trois principaux types de recolonisation post-glaciaire de I'Europe
(d’apres Hewitt, 2000).

Quand est-il pour T. melanosporum ?

Lors de cette thése, nous avons identifié une structure génétique pour T.
melanosporum avec des différences entre les populations de I'Est et de
I'Ouest de la France (cf. § 2.1 ; Figure 26).
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Figure 26. Distribution des 10 haplotypes ITS de T. melanosporum dans les 17
populations analysées (Fig. 2 du paragraphe 2.1).

A partir de ces données, nous avons émis I'hypothése que les populations
deT. melanosporum auraient trouvé refuge dans les foréts de I'Espagne ou
de I'ltalie. Malheureusement, nous ne disposions pas d’'un échantillonnage
couvrant le sud de I'ltalie et de 'Espagne pour savoir exactement quels ont
éteé les refuges de cette truffe durant les glaciations. Alors, pourquoi avons-
nous plutdt pensé a I'ltalie? Et bien, dans la population piémontaise (Italie)
analysée, nous avons retrouvé les trois haplotypes les plus fréquents ;
cette observation nous a conduit a considérer I'ltalie comme possible
refuge. Toutefois, nous n'avons pas de preuves expérimentales pour étayer
cette hypothése. Nous avons aussi suggéré que la truffe aurait recolonisé
la France, en suivant les chénes, a partir de cette population italienne et
ceci par deux voies principales : la voie de la vallée du Rhéne et la voie de
I'Atlantique. Mais existe-t-il d’autres scénarii possibles ? Effectivement,
nous pouvons imaginer que la Truffe aurait trouvé refuge en Italie mais
aussi en Espagne et que les deux lignées francgaises résultent de la
recolonisation a partir de ces deux refuges. Dans ce cas, il existe plusieurs
possibilités :

1- Les populations espagnoles et italiennes sont composées des mémes
haplotypes (I et il). La voie de I'Atlantique (Ouest de la France)
correspondrait a la recolonisation par la population espagnole et la voie de
la vallée du Rhéne a la recolonisation par la population italienne.
L'haplotype Il proviendrait de la population italienne.
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2- L'Haplotype | proviendrait des populations espagnoles et les haplotypes
Il et Ill des populations italiennes. Dans ce cas, il faudrait que la population
espagnole recolonise ['ltalie, or, a ma connaissance, il n'existe pas
d’exemple d’'une telle voie. Par contre, la colonisation de I'Espagne par
I'ltalie a été suggérée pour les Chénes (Petit et al. 2000a ; Petit et al.
2000b ; Petit et al., 2003).

Seule une analyse d’'un grand nombre d’échantillons de ces zones
géographiques permettrait de vérifier notre hypothese.

Qu’en est-il pour les autres espéces de Tuber ?

Peut-étre plus que T. melanosporum, T. magnatum est une espéce qui a
de fortes exigences environnementales (cf § 1.2.2) et son niveau de
diversité génétique est aussi trés faible (cf. §1.4.3). Il est donc probable
que cette truffe ait aussi subi une forte diminution démographique lors
d’'une récente glaciation suivie par une recolonisation lors du réchauffement
climatique. Mais, a la différence de T. melanosporum, elle n’aurait pas
franchi les Alpes. Sa présence dans les pays de I'Europe de I'Est
(Slovénie, Croatie, Hongrie...) peut étre expliquée par une recolonisation a
partir de I'ltalie, ou bien par la persistance d’'une population dans les
Balkans. Les échantillons Croates étudiés présentent deux haplotypes pour
le locus A21inf aussi trouvés en ltalie (cf. § 2.2). En revanche, il existe un
haplotype 3 de I'lITS leur étant spécifique (cf. § 2.2). Toutefois, ces résultats
ne permettent pas de déterminer laquelle des deux hypothéses énoncées
précédemment est la bonne. |l faudrait analyser un grand nombre
d’échantillons, provenant de tous les pays producteurs, pour savoir si T.
magnatum a pris refuge en Italie ou bien en Italie et dans les Balkans.

Comme je l'ai dit au paragraphe 1.4.3, il existe des espéces de truffes
ayant une plus forte variabilité génétique, c’est le cas de T. borchii, T.
uncinatum, T. maculatum. Le fait que ces espéces soient trouvées dans le
Nord de I'Europe, montre qu'elles résistent mieux au froid et au gel
hivernaux. |l est donc probable que les modifications de température du
Quaternaire ont eu moins d'effet sur elles. Nous pouvons aussi imaginer
que l'effet « bottleneck » aurait été moins important et qu’elles auraient pris
refuge non seulement dans le Sud de I'Europe, mais aussi dans plusieurs
régions du Nord de I'Europe. Ceci expliquerait leur plus grand niveau de
diversité génétique. Toutefois, il n'existe encore aucune étude de la
structure génétique de ces espéces sur I'ensemble de leur aire de
répartition et donc nous ne pouvons que spéculer sur leur histoire.
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La mise en évidence d’un niveau de structuration génétique
significatif pour T. melanosporum et T. magnatum remet en cause la
théorie expliquant les différences phénotypiques (qualités
organoleptiques) par les conditions pédoclimatiques (effet « terroir »)
en excluant d’éventuelles variations génétiques (« inné ») (Bertault et
al., 1998). L’existence d’un polymorphisme de I'ITS permettra le
développement d’outils de diagnostics moléculaires aptes a identifier
origine géographique des truffes et, ainsi le développement de
normes, telles que I’Appellation d’Origine Géographique Contrélée
(AOC).

3.2 Analyse d’une truffiére de T. magnatum

T. magnatum est la truffe la plus chére au monde, mais contrairement a 7.
melanosporum sa culture n'est pas encore maitrisée (cf. § 1.2.3.2). Il est
donc fondamental de mieux connaitre I'écologie des truffieres afin d'en
améliorer la gestion et éventuellement espérer maitriser sa culture. C'est
pourquoi, nous avons décidé d’étudier la communauté ectomycorhizienne
d’une truffiere de 7. magnatum. En effet, la compétition entre espéces
mycorhiziennes est un facteur majeur des processus de mycorhization
controlée. Par exemple, de nombreuses truffieres artificielles de T.
melanosporum sont contaminées par d’autres espéces comme T. brumale
(cf. §1.2.3.1). De méme, T. borchii et T. maculatum sont souvent récoltés
dans les expérimentations de plants mycorhizés par T. magnatum (cf.
§1.2.3.2). Pour cela, des ascocarpes de T. magnatum ont été récoltés
durant cinq saisons dans une truffiére naturelle (Montemagno, Asti). Nous
avons aussi échantillonné des apex racinaires en Novembre 2001 et Mai
2002 dans des zones productives et non productives de la truffiére.

3.2.1 La diversité génétique au sein de la truffiére

Au début de cette étude nous ignorions la diversité génétique au sein de la
population de 7. magnatum occupant cette truffiere: (i) Existe-t-il un ou
plusieurs génotypes et quelle est leur distribution dans la truffiere ?; (ii) Le
mycélium de ces génotypes se déplace-t-il dans la truffiere ?

Lors de I'analyse d’une truffiere artificielle de T. melanosporum, Bertault et
al. (2001) ont identifié jusqu'a six génets autour d'un arbre. Méme si la
truffiere a été étudiée durant deux années successives, aucune information
sur I'évolution des génets lors de ces deux saisons n'a été fournie. Ces
auteurs ont utilisé une approche multi locus (RAPD), mais aussi simple
locus avec I'analyse de loci microsatellites. Ces deux types de marqueurs
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se sont montrés polymorphes au sein de la population de la truffiére. Le
séquencage direct d'une région génomique de T. magnatum (SCR-A21inf ;
cf. §2.2) a permis d'identifier deux génotypes. Ceux-ci sont toujours trouvés
dans la méme zone de la truffiere, ce qui indique une certaine stabilité.
Toutefois, nous ne savons pas combien d’ « individus » de T. magnatum il
existe, puisque nous n'avons qu’'un seul locus polymorphe. Afin de
répondre a cette question, il aurait fallu utiliser une technique multilocus
comme |la RAPD ou I'AFLP. Nous avons décidé de ne pas mener ce type
d'analyse pour deux raisons :

1- Nous ne disposions que d’ADN stocké depuis plusieurs années,
or il semble que ce type d’ADN ne soit pas utilisable pour ces
techniques car il est dégradé et produit des bandes
polymorphes artéfactuelles.

2- Nous voulions mettre au point des marqueurs co-dominants et
spécifiques pouvant étre utilisés sur '’ADN extrait de mycorhizes
et de 'ADN du sol.

Nous avons donc mis au point une analyse permettant de suivre I'évolution
d'une population a I'échelle micro-géographique. Dans le futur, nous
souhaiterions utiliser ce marqueur polymorphe (SCAR-A21inf) sur 'ADN
extrait de mycorhizes, mais aussi et surtout sur des extraits d’ADN de sol.

3.2.2 Que se passe-t-il dans le sous-sol de la truffiére ?

Identification de mycorhizes de T. magnatum

Les deux seules publications traitant de l'identification moléculaire de
mycorhizes de T. magnatum sont celles de Mello et al. (2001) et Rubini et
al. (2001). Toutefois, ces mycorhizes sont retrouvées uniquement sur les
plants élevés dans des conditions contrdlées (pépiniére). Lorsque les
plants sont transférés dans la nature, les mycorhizes de cette truffe ne sont
plus détectées. Ces auteurs expliquent cette absence par une faible
compétitivité de T. magnatum par rapport aux autres espéces
mycorhiziennes. En fait, notre connaissance sur la période pendant
laquelle T. magnatum produit des mycorhizes, sur leur répartition, sur leur
fréquence et sur leur dynamique temporelle est trés limitée.

Nous avons identifié deux morphotypes correspondant a T. magnatum lors
de I'échantillonnage de Mai 2002 une période pendant laquelle le mycélium
ne produit pas de fructifications (période non productive). Par contre, nous
n'en avons pas détecté pendant une période productive (Novembre 2001).
En fait, I'autonomie nutritionnelle de I'ascocarpe a déja été proposée pour
T. melanosporum (cf. §1.3.3.2 ; Callot, 1999). Toutefois, la présence de
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mycorhizes en Mai est intéressante puisqu'il s'agit de la période pendant
laquelle se forment les fructifications. Elles pourraient étre fondamentales
pour la formation du corps fructifére, en leur donnant par exemple I'énergie
nécessaire. Malheureusement, nous ne disposons pas de systémes
expérimentaux permettant d’étudier la formation des ascocarpes et de voir
quels sont les facteurs conduisant a leur apparition.

Biodiversité ectomycorhizienne au sein de I’écosystéme truffier

Les espéces ectomycorhiziennes majoritaires dans le sous-sol de la
truffiere de Montemagno appartiennent aux Telephoraceae, Pezizales et
Sebacina. A ma connaissance, il i'existe pas dans la littérature d'études de
la biodiversité ectomycorhizienne d'un écosystéme truffier similaire. Si
Rossi et al. (2002) identifient des morphotypes Tuber-like dans une truffiere
de T. magnatum du centre Italie, ils n'ont pas confirmé I'appartenance de
ceux-ci par séquengage de I'lTS. Dans une analyse morphologique d’apex
mycorhiziens prélevés dans plusieurs truffieres de T. melanosporum
espagnoles, De Miguel et al. (2002) identifient plusieurs especes de Tuber
et de Tomentella.

Il semble donc que les Telephoraceae et les Pezizales soient parmi les
taxa dominants de I'écosystéme truffier.

En fait, plusieurs études montrent que les Russulaceae et les
Telephoraceae sont parmi les taxa ectomycorhiziens les plus répandus
dans les communautés de coniféres européens et Nord américains (Taylor
et Bruns, 1998 ; Jonsson et al., 1999 ; Horton et Bruns, 2001). Les résultats
obtenus lors de ce travail de thése indiquent que les Telephoraceae sont
aussi abondants dans les communautés du sud de I'Europe composées de
peupliers et de chénes. Parmi ceux-ci, les Tomentella sont les espéces les
plus abhondamment identifiées. Elles faorment des fructifications souvent
trouvées au niveau de débris végétaux et de la litiere, ceci avait fait penser
que ces champignons étaient saprotrophes (Larsen, 1971). Leurs
fructifications sont cachées et tendent donc a étre ignorées lors d'études
basées sur la récolte des carpophores, ceci contribue a augmenter les
discordances entre le prélevement des fructifications et des mycorhizes.
Pour le moment, nous ne savons pas pourquoi ces champignons sont
aussi abondants dans les communautés ectomycorhiziennes, mais il est
possible qu'ils soient de bons compétiteurs et qu'ils jouent un réle clef dans
le fonctionnement des écosystémes (Horton et Bruns, 2001).

En ce qui concerne les Sebacina, cette famille était encore négligée
comme espece ectomycorhizienne jusqu’a récemment (Agerer 1987-1998 ;
Smith et Read, 1997). Actuellement, les Sebacina sont reconnues comme
formant des symbioses ectomycorhiziennes avec les arbres et les
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orchidées (Urban et al., 2003 ; Selosse et al., 2002). Lors de I'étude de la
communauté ectomycorhizienne associé a Eucalyptus marginata en
Australie, Glen et al. (2002) montrent que les Sebacina sont abondants
dans ce type d'écosystéme.

Ces résultats indiquent qu'il existe des similitudes entre les communautés
ectomycorhiziennes d'écosystémes différents (Europe, Amérique et
Australie) et que les espéces dominantes appartiennent souvent aux
mémes taxa (par exemple Telephoraceae et Sebacina).

Comme je I'ai déja évoqué dans le paragraphe 1.3.1, nous ne connaissons
pas la distribution du mycélium de truffes dans le sous-sol des truffiéres.
Etant donné que les truffes ne forment pas de rhizomorphes et que leur
culture in vitro n'est pas aisée, la seule technique pouvant étre utilisée pour
connaitre la distribution du mycélium truffier est I'analyse d’'extrait d’ADN
provenant de sols. Cette technique a été utilisée avec succés pour étudier
la biodiversité ectomycorhizienne dans des extraits de sols (Landeweert et
al., 2003), mais aussi la répartition d’'un champignon ectomycorhizien,
Hebeloma cylindrosporum (Guidot et al., 2001, 2002, 2004 ; cf. § 1.4.1.2).
C’est pourquoi, lors de ce travail de thése, j'ai commencé I'analyse du sol
de la truffiere de Montemagno afin d'essayer d'avoir une image de la
répartition de 7. magnatum dans le sous-sol. Pour le moment, je suis
parvenu a obtenir des extraits d'’ADN amplifiable avec les amorces
universelles ITS1f-ITS4. En revanche, il reste a améliorer les conditions
d'amplification de ces extraits d’ADN avec des amorces spécifiques de T.
magnatum.

En conclusion, les truffiéres sont des écosystémes complexes pour
lesquels nous avons encore peu de données. Il apparait fondamental
de mieux les connaitre afin d’améliorer la culture de ces produits
naturels dont la production a fortement décliné.

3.3 Limites rencontrées par I'analyse de T. melanosporum
et T. magnatum et conséquence pour la filiére truffe

Comme je I'ai évoqué tout au long de ce manuscrit, 7. melanosporum et T.
magnatum sont des espéces économiquement importantes. Ceci rend leur
analyse intéressante, mais est aussi a l'origine de nombreux problémes :

1- Leur colt entraine pour I'analyse d'un ample échantillonnage un
investissement financier important.
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2- D’autre part, il est souvent difficile lors d’'une analyse de diversité
génétique macro-géographique d’avoir des informations précises
sur le lieu de récolte, pourtant ces données sont nécessaires pour
ce type d'étude.

3- Lors des préléevements d’apex racinaires et de sol dans les
truffieres, il est impossible de réaliser un ample échantillonnage et
les prélévements en période productive sont souvent difficiles a
obtenir.

Ces problémes conduisent a penser que méme si ces deux espéces sont
ies plus intéressantes d’'un point de vue &conomique et social (cf. §1.2.1),
ce ne sont slirement pas les meilleurs candidats pour les études de
diversité génétique et de génétique des populations. En effet, lors de telles
analyses macro-géographiques nous avons besoin d’'un grand nombre
d'échantillons pour lesquels nous devons connaitre avec précision les sites
de recolte alnsl que les caractéristiques écologiques dans lesquelles elles
sont récoltées (héte, altitude...etc.). Dans le cas de T. melanosporum, 80
% de la production actuelle francaise provient de truffieres artificielles (cf.
§1.2.3.1). Il faut donc faire attention et ne pas se limiter qu'aux échantillons
dont 'origine est connue. Il en est de méme pour I'analyse des truffiéres.
Comme nous |'avons constaté, notre travail est limité par le nombre
d'échantillons. Il serait donc plus simple d’échantillonner une truffiére
naturelle d’'une espéce moins prestigieuse mais tout aussi intéressante du
point de vue biologique

Malgré ces limites, nous sommes parvenus a obtenir des résultats
intéressants pour la filiére truffe. Tout d’abord, la mise en évidence
d’une structure génétique non négligeable pour T. melanosporum
et T. magnatum est un premier pas vers la réalisation
d’Appellations d’Origines Contrélées (AOC). D’autre part, nous
montrons que le choix des inoculums pour la réalisation de plants
truffiers ne peut étre fait au hasard. En d’autres termes, il est
souhaitable de prendre comme inoculum des souches provenant
de la zone dans laquelle la plantation sera réalisée. Ceci pour deux
principales raisons : (1) ne pas provoquer de flux géniques entre
populations, ce qui conduirait a une homogénéisation de celles-ci
et rendrait impossible la réalisation de marqueurs régionaux
spécifiques et (2) ces souches étant indigénes, elles sont
probablement mieux adaptées au microclimat existant.
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Résumeé

Les truffes sont des champignons ectomycorhiziens du genre Tuber. A
cause de leurs qualités organoleptiques, certaines espéces de truffes ont
une forte valeur économique, c'est le cas de Tuber melanosporum et T.
magnatum. Malgré la multiplication des études, il persiste de nombreuses
inconnues sur la biologie (par exemple: phylogéographie et 'écologie) de
ces especes.

L’analyse de la diversité génétique de T. melanosporum sur 'ensemble de
son aire de répartition en France a mis en évidence un niveau de
différenciation génétique non négligeable entre les populations de I'Est et
de I'Ouest de la France. Une analyse phylogéographique a permis de
suggérer deux voies de recolonisation post-glaciaire : la voie de la vallée
du Rhéne et la voie de I'Atlantique.

L'analyse des ascocarpes de T. magnatum récoltés dans une truffiere
naturelle a montré I'existence d’au moins deux génotypes dans cette
population. D’autre part, la récolte d’apex mycorhiziens indique que les
ectomycorhizes de T. magnatum sont trés rares (deux morphotypes sur
39). Les espéces ectomycorhiziennes majoritaires appartiennent aux
Telephoraceae, Pezizales et Sebacina.

Mots clefs : T. melanosporum, T. magnatum, populations, phylogéographie,
diversité

Abstract

Truffles are ectomycorrhizal fungi belonging to Tuber. Fructifications of
some species, such as T. melanosporum and T. magnatum, are
appreciated by consumers and have important economic value. Despite of
numerous studies, some aspects of truffle biology (i.e. phylogecgraphy and
ecology) are unknown.

Wide range analysis of genetic diversity in T. melanosporum showed
important genetic differentiation between East and West French
populations. Phylogeographic analysis allowed us to hypothesis that 7.
melanosporum recolonized France by two main routes : Rhéne Valley route
and Atlantic route.

T. magnatum ascocarps analysis in a natural truffle ground identified at
least two genotypes in this population. In order to characterize T.
magnatum mycorrhizosphere, root tips have been harvested. We found that
T. magnatum ectomycorrhizas are very rare (two out of 39 morphotypes).
Moreover, more abundant species belong to Telephoraceae, Pezizales and
Sebacina.

Keywords: T. melanosporum, T. magnatum, populations, phylogeography,
diversity





