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1. Charakterystyka trufli. 2. R6znorodnos¢ gatunkowa bakterii. 3. Podsumowanie
Species diversity of bacteria associated with fungi of the genus Tuber (truffles)

Abstract: Trufles (Tuber spp.) are ascomycete hypogeous fungi, which form ectomycorrhizae with roots of trees, shrubs and herbaceous
plants. Their fruiting bodies are valued for their distinctive aroma. The aroma might be partially due to complex bacterial community
which colonizes their fruiting bodies. Some bacterial species are also believed to promote the truffle’ fruitification due to the fixation of
nitrogen inside the developing truffles. Although truffles, especially of the species Tuber aestivum, are getting more popular and are widely
cultivated, little is still known about their biology, composition and the role of their associative microbes. The aim of this study was to
present the current knowledge about the bacterial communities associated with black truffles and their potential influence on the truffle

life cycle and maturation.

1. Characteristics of truffles. 2. Diversity of bacterial species. 3. Conclusion
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1. Charakterystyka trufli

Trufle nalezag do grzybéw charakteryzujacych sie
podziemnym, hypogeicznym trybem zycia. Tworza
symbioze o charakterze mutualistycznym z wieloma
gatunkami drzew lesnych, m.in. debem, bukiem, lipa,
grabem i leszczyng [36]. Ta symbioza, nazywana ekto-
mykoryza, jest typowa dla drzew lesnych strefy boreal-
nej i umiarkowanej. Pelni niezwykle wazna role, warun-
kujac prawidtowy status zdrowotny i pokarmowy roslin
(7,17, 22]. Trufle (Tuber spp.) jako naturalny kompo-
nent ekosystemow lesnych wystepuja w Europie, Ame-
ryce Potnocnej i Azji [6]. Trufle nalezgce do workowcow
nazywane s3 truflami prawdziwymi. Wedlug bardziej
doktadnej definicji (opisu taksonomicznego) prawdziwe
trufle obejmuja tylko rodzaj Tuber, w ktérym znajduje
sie trufla perigordzka (T. melanosporum), nazywana
tez ,czarnym diamentem’, trufla zimowa (T. brumale)
i trufla letnia (T aestivum). Ta ostatnia posiada czarne
perydium, skladajace si¢ z 4-6-katnych, plaskich i $ci-
sle do siebie przylegajacych brodawek (Rys.1). Do
rodzaju Tuber nalezg takze gatunki o bialym, gtadkim
perydium, np. biata trufla piemoncka (T. magnatum)
oraz trufla bialawa (T. borchii) [21]. Wysoka warto$¢
kulinarna i handlowa trufli jest efektem charaktery-
stycznego zapachu owocnikéw [18]. Wérdd trufli tylko
kilka gatunkow przedstawia wysoka warto$¢ kulinarng
wynikajacg z wlasciwo$ci smakowo-zapachowych. Tru-
fla letnia zwana tez trufla burgundzka (Tuber aestivum)

jest jednym z cenionych gatunkéw, a ponadto charak-
teryzuje si¢ najwiekszym zasiegiem wystepowania na
obszarze Europy [15, 21]. Warto$¢ handlowa trufli jest
zachetg do zakladania upraw truflowych, ktére zyskuja
coraz wigksza popularnos¢ w krajach, do tej pory nie
zwigzanych z uprawg tych grzybow, takich jak: Wielka
Brytania, Szwecja i Polska [14-16, 29, 34]. Plon trufli
jest $cisle zwigzany z warunkami klimatycznymi i gle-
bowymi, szczegdlnie jej struktura, odczynem i zasob-
noscig w kationy wapnia [8, 20]. Niemniej, wiele innych
czynnikéw ksztaltujacych plonowanie trufli pozostaje
nierozpoznane. S3 to gtéwnie czynniki biotyczne, takie
jak fizjologia roélin i interakcje z innymi grzybami
zasiedlajacymi glebe oraz bakteriami [1].

Trufle, we wszystkich stadiach ich cyklu zyciowego,
s3 kolonizowane przez réznorakie mikroorganizmy:
bakterie, drozdze, grzyby strzepkowe i wirusy. Dro-
bnoustroje wystepuja w stadium symbiotycznym, gdy
grzyb pozostaje w zwigzku z roéling (ektomykoryza),
w stadium seksualnym (owocniki) (Rys. 1) oraz w sta-
dium saprotroficznym (wolno zyjaca grzybnia). Jak
dotad najlepiej rozpoznano zbiorowiska mikroorga-
nizméw zasiedlajace owocniki czterech najbardziej
cenionych kulinarnie, a tym samym ekonomicznie,
gatunkow trufli: trufli bialej (T. magnatum), trufli bia-
tawej (T borchii), trufli perigordzkiej (T. melanosporum)
i trufli letniej (T aestivum).

Celem pracy jest przedstawienie wiedzy (na pod-
stawie danych literaturowych) na temat zbiorowisk
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Rys. 1. Owocniki trufli letniej Tuber aestivum™
(fot. Zbigniew Sierota)

bakterii zwigzanych z truflami i ich potencjalnej roli
w tworzeniu specyficznego aromatu tych grzybow.
Lotne zwiazki zapachowe wydzielane przez trufle
staly si¢ przedmiotem wielu badan, przy czym uwage
poswiecano gtéwnie tym gatunkom trufli, ktére cha-
rakteryzuja sie duzg wartoscig rynkows, tj. wspomnia-
nym juz: T. melanosporum, T.magnatum, T. borchii,
T. aestivum [11, 13, 26, 27, 31-33]. Stezenie substan-
cji zapachowych moze si¢ zmienia¢ wraz ze stadium
rozwojowym owocnika trufli [19, 37]. Obecnie sza-
cuje sie, ze wystepuje ponad 300 lotnych zwigzkow
chemicznych wytwarzanych przez rézne gatunki trufli
[28, 29]. Zidentyfikowane zwigzki naleza do prostych
weglowodordéw, zawierajacych grupy alkoholowe, alde-
hydowe, estrowe, ketonowe, aromatyczne i siarkowe.
Weciaz jednak nie ustalono pelnego profilu aromatycz-
nego charakterystycznego dla trufli. Poznanie roli jaka
w procesie tworzenia zapachu odgrywaja mikroorga-
nizmy zasiedlajace trufle przyczynitoby sie zapewne
do wypelnienia tej luki w naszej wiedzy [35]. Wydaje
sie, ze substancje zapachowe powstaja dzigki koope-
racji grzybow i bakterii, i s3 ich wspdlnym dzietem
[35]. Wyjasnienie szlaku biosyntezy poszczegoélnych
substancji zapachowych pozwoli na identyfikacje tego
gatunku bakterii, ktéry dany zapach wytwarza. W tym
aspekcie, obiecujace wydaje si¢ wykorzystanie inno-
wacyjnych technik, np. czujnika nazywanego ,nosem
elektronicznym (EN)”, reagujacego na zmiany st¢zenia
aromatu. Proby zastosowania elektronicznego nosa
do wykrywania trufli podjeto we Francji w latach 80.
ubiegtego wieku [32]. W 2000 r. Raynaud i wspolpra-
cownicy [23] opisali ich wyniki pracy nad przeno-
$nym urzadzeniem, dzigki ktéremu zidentyfikowano
zapach trufli czarnej, znajdujacej si¢ wéréd owocnikoéw
innych gatunkow trufli. Falasconi i wspoélpracownicy
[12] potaczyli technike zastosowana w elektronicznym
nosie (Pico2-electronic nose) z metodg SPME-GC-MS,

* Fotografia w artykule pt.: ,Owocniki trufli letniej Tuber aestivum”
zostata umieszczona za zgodg autora prof. dr. hab. Zbigniewa Sieroty.

co pozwolito na okreslenie zmian zapachu bialej trufli
(T. magnatum Pico) wraz uplywem czasu od terminu
zbioru. Elektroniczny nos jest zdolny wychwyci¢ zapach
trufli na podstawie substancji lotnych emitowanych
z bardzo malej probki tj. ok. 10 mg owocnika. Wyniki
wymienionych prac s3 obiecujace i wydaje sie, ze pola-
czenie techniki zastosowanej w EN z innymi analitycz-
nymi metodami ulatwitoby pozyskiwanie truflii kon-
trole jej jakosci.

2. Zbiorowisko bakterii

Bakterie zasiedlajg zarowno wewnetrzng jak i zew-
netrzng czes¢ owocnikow trufli (Tab. 1), a ich zagesz-
czenie moze wynosi¢ od miliona do biliona komoérek
na gram suchej masy owocnika [3, 4, 21]. Skiad zbioro-
wiska bakterii zwigzany jest z dojrzewaniem owocnika,
starzeniem sig, etapem cyklu zyciowego (np. myko-
ryza a owocnik) oraz rodzajem tkanki (gleba, zarodni-
kono$na warstwa owocnika a perydium, warstwa zew-
netrzng owocnika).

Z dotychczasowych badan przeprowadzonych przez
Antony-Babu i wsp. [1] wynika, ze wszystkie analizo-
wane do tej pory owocniki trufli sg zasiedlane przez
zbiorowiska bakterii, w ktérych sktad wchodzg przed-
stawiciele Proteobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes
i Actinobacteria [10, 20]. W owocnikach wszystkich
badanych gatunkéw trufli stwierdzono dominacje
a-Proteobacteria i niskie zageszczenie Firmicutes oraz
Actinobacteria. Stwierdzono natomiast wieksza rézno-
rodnos¢ - i y-Proteobacteria oraz Bacteroidetes u trufli
biatawej (T. borchii) w poréwnaniu z truflg perigordzka
(T melanosporum) i biaka (T. magnatum). Odnotowano,
ze izolat Bacterioides moze koegzystowaé wewnatrz
grzybni T. borchii, rosnacej w warunkach laboratoryj-
nych [2], co wskazuje na $cislg zaleznos$¢ bakterii i tru-
fli. W przypadku innych, badanych gatunkdéw trufli, jak
dotad, nie wykazano obecnosci endosymbionta.

Sktad réznorodnosci gatunkowej bakterii obecnych
na okrywie (perydium) i we wnetrzu owocnika trufli
moze si¢ zmienia¢ w czasie i jest zalezny od fizjologii
rosliny bedacej gospodarzem trufli. Jednym z wazniej-
szych czynnikow jest stopien przekazywania weglo-
wodanéw do grzybni regulowany m.in. warunkami
pogodowymi (Rys. 2). Podczas dojrzewania owocnika
trufli zmienia si¢ barwa gleby (wewnetrznej warstwy
owocnika), nastepuje jej ciemnienie (melanizacja),
ktdre jest wynikiem tworzenia i dojrzewania zarodni-
kow we wnetrzu workéw (Rys. 2). Proces dojrzewania
owocnikow trufli rosnacych w Europie trwa na ogoét
kilka miesi¢cy. Zmiany réznorodnosci gatunkowej bak-
terii wraz z dojrzewaniem owocnikdw ma inny prze-
bieg w glebie owocnika i w jego perydium. Mikroflora
bakteryjna oznaczana w perydium ma bardzo zblizony
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Tabela I

Réznorodnos¢ gatunkowa bakterii zwigzanych z truflami

Nr | Pobrany material | Badana tkanka Baza danych - GenBank Rodzaj
1 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599740, AY599742 Actinobacterium
2 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599743 - AY599745 Bacillus
3 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599734 Beta-proteobacterium
4 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618437, KC618438 Brochothrix
5 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599653 - AY599655 KC618434 Chryseobacterium
6 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618439, KC618440 Comamonas
7 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599656, AY59966 Flavobacterium
8 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618433 Microbacterium
9 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599662 - AY599664 Pedobacter
10 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599711 - AY599713, AY599703, AY599715 | Pseudomonas
AY599717 - AY599722, KC618442, KC618443
11 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599702 Rhizobium
12 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618441 Serratia
13 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599691 - AY599694 Sinorhizobium
14 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618435, KC618436 Sphingobacterium
15 | Tuber borchii fungal ascocarp KC618444, KC618445, AY599705 Stenotrophomonas
16 | Tuber borchii fungal ascocarp AY599706 Xanthomonas
17 | Tuber borchii - AF274244, AF274246 — AF274248 Bacillus
18 | Tuber borchii - AF274245 Paenibacillus
19 | Tuber borchii - AF274240 — AF274243 Pseudomonas
20 | Tuber borchii - AY505130 - AY505141 Sinorhizobium
21 | Tuber borchii - AF532915 - AF532917 Staphylococcus
22 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123892 Bosea
23 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123954 Ensifer
24 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123868 Kocuria
25 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123902 JX123903 JX123940 Lysobacter
26 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123893 Microbacterium
27 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123915 JX123874 JX123875 Micromonospora
28 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123909 Moraxella
29 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123878 Nocardia
30 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123883 Nocardiopsis
31 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123913, JX123914, ]X123916 Phyllobacterium
JX123925 - JX123927, JX123929, JX123933
JX 123935, JX123942, JX123943, JX 123945
JX123952, JX123953, JX123955, JX123956
JX123872, JX123876, ]X123886, ]X123889
JX123894, ]X123896, JX123898
32 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123873, JX123890 Rhizobium
JX123895, JX123919
JX123932, JX123941
33 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123939 Rhodococcus
34 | Tuber aestivum ectomycorrhizae | JX123881 Rothia
35 | Tuber aestivum ectomycorrhizae JX123869 - JX123871, JX123877, JX123879 Streptomyces
JX123880, JX123882, JX123884, JX123885
JX123887, JX123888, JX123891, JX123897
JX123910 - X123912, JX123917, JX123918
JX123920, JX123921, JX123922, ]X123923
JX123924, JX123928, JX123930, ]X123931
JX123934, JX123936, JX123937, JX123938
JX123944, ]X123946, ]X123948, ]X123949
JX123950, JX123951, JX123899 - JX123901
JX123904, JX123905, JX123907, JX123908
36 | Tuber aestivum - JX123867 Streptomyces

Zrédto: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
* brak danych odnosnie do bakterii zasiedlajacych inne niz T. borchii i T. aestivum gatunki trufli
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Rys. 2. Cykl rozwojowy trufli

Haploidalna grzybnia (typ MAT- lub MAT +) kietkuje z zarodnikow (a).
Mycelium kolonizuje korzenie dajac poczatek ektomykoryzie. Strzepki
oplataja korzenie roslin tworzac mufke i wnikaja do wnetrza tkanek przez
przestwory migdzykomorkowe, tworzac sie¢ Hartiga. Grzybnia kolonizuje
glebe (b). Rezultatem polaczenia dwoch typow grzybni jest powstanie
owocnikow, w pierwszej fazie rozwoju okre$lanych jako primordium (c).
We wnetrzu owocnika, dikariotyczne tkanki grzybni wytwarzaja worki,
w ktérych dochodzi do proceséw kariogamii oraz mejozy i powstaje doj-
rzaty owocnik (d). Ostatecznie, w workach powstaja haploidalne zarodniki,
ktorych gléwnym wektorem sg ssaki i owady mykofagiczne (e) [29, 30].

sklad do tej, ktora wystepuje w glebie otaczajacej miode
owocniki, jednak wyraznie rézny od zbiorowiska gleby
otaczajacej dojrzate owocniki. Roéznice obserwowane
w skladzie ilosciowym bakterii w perydium zwigzane sa
gléwnie z postepujacym wzrostem liczebnosci Bacterio-
idetes i a-Proteobacteria a zmniejszaniem si¢ liczebnosci
B-Proteobacteria. Z kolei zbiorowiska bakterii obecne
w glebie (warstwa zarodnikono$na) od wczesnej fazy
rozwoju owocnikow sg zdominowane przez przedsta-
wicieli a-Proteobacteria. Ich dominacja utrzymuje si¢
wraz z dojrzewaniem owocnikéw, podobnie jak ma to
miejsce w przypadku perydium. Uzyskane obserwacje
sklonily autoréw [1] do zaproponowania wniosku, ze
bakterie glebowe kolonizuja owocniki trufli w najwczes-
niejszej fazie ich rozwoju, zanim nastgpi zréznicowanie
tkanek owocnika na warstwe zewnetrzng i wewnetrzng.
Nastepnie bakterie znajdujace si¢ w warstwie zarodni-
konosnej owocnika zostajga w niej uwiezione i czgs-
ciowo izolowane od gleby przez brodawkowate pery-
dium. Z powodu takiego podziatu zbiorowisk bakterii
w owocniku ich sklad zalezy przede wszystkim od zmian
w fizjologii dojrzewajacego owocnika [1].

Zmiany w skladzie zbiorowiska bakterii zwigzanego
z truflami moze wywotywac takze ich zbior. Czynnosé
ta powoduje zmiany parametréw fizykochemicznych
gleby w ktorej rosng, takich jak temperatury i zawar-
tosci CO, [24]. Dla przyktadu, u owocnikéw T. borchii
liczba bakterii reprezentujacych a- i -Proteobacteria
jest wyzsza w chwili ich zbioru niz u tych samych owoc-
nikéw przechowywanych w laboratorium i analizowa-
nych sze$¢ dni pdzniej [25].

Nie tylko stadium dojrzatosci owocnika wptywa na
sktad zbiorowiska bakterii, ale réwniez stadium cyklu
rozwojowego grzyba. Poréwnanie bakterii obecnych na
owocnikach T. melanosporum i na mykoryzach wyka-
zalo ogromne roznice w sktadzie tych dwdch zbiorowisk.
Bakterie zatem odnajduja odmienne warunki do wzro-
stu w roznych elementach morfologii grzyba. Dla przy-
ktadu, z ektomykoryzami T. melanosporum zwigzana jest
klasa bakterii nalezaca do Actinobacteria, natomiast ich
liczebno$¢ na owocnikach jest niewielka [1]. Bakterie
nalezgce do kilku rodzajow Actinobacteria szczegol-
nie liczne s3 w ogrodach truflowych T. melanosporum
w strefie wokol sadzonek inokulowanych tym grzybem
i nazywanych ,,brule” (okregi wypalonej ziemi), charak-
teryzujacych si¢ obfitoscig grzybni trufli [29].

Z dotychczasowych badan wynika, ze niezaleznie od
gatunku trufli, podstawowym komponentem bakteryj-
nym s3 bakterie nalezace do rodzin Bradyrhizobiaceae
i Rhizobiaceae, nalezace do a-Protebacteria. Nieznane
sg wcigz czynniki decydujace o takim stanie zbioro-
wisk bakterii. Hipoteza, ze trufle sa wigcej niz tylko
siedliskiem dla bakterii wydaje si¢ kuszaca. Nie mozna
wykluczy¢ mutualistycznych interakcji miedzy grzy-
bami i zasiedlajagcymi je mikroorganizmami. Znane sa
bowiem zdolnosci bakterii nalezacych do Rhizobiales, do
przyswajania azotu, zaréwno gdy wystepuja jako wolno
zyjace organizmy lub w symbiozie z roling [9]. Wigza-
nie azotu wewnatrz owocnikow trufli biatej (T. magna-
tum) zostalo wykazane przez Barbieri i wspotautorow
[5]. Geny réznych gatunkéw bakterii odpowiedzialne
za ten proces stwierdzono takze w owocnikach trufli
perigordzkiej (T. melanosporum) [1]. By¢ moze czesé
azotu, ktora zgromadzity bakterie jest wykorzystywana
przez gospodarza, w tym przypadku trufle.

3. Podsumowanie

Poznanie roli bakterii w rozwoju trufli pozwoli
na czynng ochrong tych grzybéw oraz na mozliwosci
gospodarowania terenami lesnymi i rolniczymi. Sto-
sowane obecnie w nauce dynamicznie rozwijajace si¢
metody molekularne pozwalaja na szczegétowe pozna-
nie skladu zbiorowisk mikroorganizméw zasiedlaja-
cych gleby, w tym gleby sprzyjajace rozwojowi trufli.
Dzieki analizom DNA zdotfano zidentyfikowac niektore
gatunki bakterii wystepujace u dwdch gatunkow trufli,
tj. T. borchii i T. aestivum (Tab. I). Identyfikacja bakterii
promujacych tworzenie si¢ owocnikéw Tuber spp. ma
szczegblne znaczenie dla ochrony ex situ tych cenio-
nych grzybow poprzez zaktadanie i prowadzenie upraw
truflowych. Wymiernym efektem tej wiedzy moze by¢
réwniez stworzenie szczepionek bakteryjnych stymu-
lujacych plonowanie trufli i/lub chronigcych ja przed
atakiem patogenow glebowych.
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