Facolta di Apraria

UNIVERSITA' DEGLI STUDI
DI PISA
FACOLTA’ DI AGRARIA

Dottorato di Ricerca
in Scienza delle produzioni vegetali eco-compatilil
a.a 2005/2007

Tesi di dottorato

Contributo della simbiosi micorrizica alla
realizzazione di agroecosistemi
arborei sostenibili

Tutori Candidato

Prof.ssa Manuela Giovannetti Dott.ssa Paola Fortum

Prof. Stefano Morini






INTRODUZIONE

1. Lo sviluppo sostenibile in agricoltura

L'esigenza di conciliare le attivita’ economiche ncda salvaguardia
ambientale ha aperto, a partire dagli anni '70yasto dibattito internazionale che ha
portato alla "Conferenza mondiale su ambiente legyd" di Rio de Janeiro del 1992
nella quale e’ diventato fondamentale il conceittsdiluppo sostenibile”. Secondo
guesto principio, gia' formulato nel rapporto Brtiadd del 1987 e successivamente
ripreso dalla Commissione mondiale sullambiente sviluppo dellONU (World
Commission on Environment and Developmerh) sviluppo e' sostenibile se e’ in
grado di soddisfare i bisogni delle generazioni g@eti senza compromettere la
possibilita per le generazioni future di soddisfarpropri”. Sebbene parta da una
visione antropocentrica dello sviluppo, questa rdefone permette di sintetizzare
alcuni aspetti importanti del rapporto tra sviluggmmnomico, equita sociale e rispetto
dellambiente. Negli ultimi anni il concetto di Bypo sostenibile ha subito una
evoluzione verso una visione piu’ ampia e globale, coltre alla dimensione
economica, sociale ed ambientale, tiene conto adela diversita culturale della
popolazione umana, poiche', secondo I'UNESCO, Marsita culturale € necessaria
per l'umanita quanto la biodiversita per la natutb’huovo concetto di sviluppo
sostenibile ha contribuito a generare approcci idiattiplinari sia nelle iniziative
politiche che nella ricerca e attualmente, nondstdifficolta oggettive e resistenze
per il suo recepimento in quadro normativo, neispasanzati I'applicazione del
principio della sostenibilita’ e’ ormai ritenuta dispensabile in tutti i settori
economici.

Considerando che l'agricoltura occupiaca un terzo della superficie del

pianeta (www.faostat.fao.org@ che costituisce l'attivita centrale di buondedella

popolazione mondiale, si intuisce l'importanza €ativita agricola riveste per la
tutela dell'ambiente naturale. L'inquinamento amiaike, la frammentazione degli

habitat, la perdita di biodiversita, lo sfruttanemtccessivo delle risorse naturali e



l'accelerato consumo delle risorse idriche possesgere anche frutto di pratiche
agricole e di un utilizzo del suolo inappropriati.

Nel tentativo di dare una risposta alle urgenti stjioai in materia di
salvaguardia ambientale e tutela della salute upl&dh@one Europea, a partire dalla
fine degli anni '80, ha iniziato una progressivéegmazione delle problematiche
ambientali nella normativa che disciplina la PolitiAgricola Comunitaria (PAC).
Una prima svolta si e’ avuta nel 1992, quando &astesa obbligatoria per gli Stati
membri I'attuazione di programmi agroambientalil’aehbito dei piani di sviluppo
rurale ed inoltre, attraverso il Regolamento 20ir&jlascio di incentivi per gli
operatori agricoli e’ stato subordinato all'assangi di impegni per la salvaguardia
ambientale.

La necessita' di mettere in atto strategie di ppitusostenibile nella gestione
degli agroecosistemi, temi fondamentali del progreand‘azione “Agenda 2000”
sottoscritto il 26 marzo 1999 dai capi di Statoi galerno al termine del Consiglio
europeo di Berlino e, conseguentemente, I'urgenzeal revisione negli interventi
indirizzati all'agricoltura ed allo sviluppo ruraleanno portato alla riforma della PAC
del 2003 mediante la quale "la Comunita si propdiretenere un corretto equilibrio
tra una produzione agricola competitiva e il rispelella natura e del’ambiente”. Tra
le nuove misure adottate, la novita' principale cestituita dalla cosiddetta
"condizionalita' obbligatoria" dei pagamenti: inskbaa questo principio gli agricoltori
sono obbligati al rispetto delle norme in mateiiaalvaguardia ambientale, sicurezza
alimentare, sanita animale e vegetale e protezidegli animali, come pure
all'obbligo di mantenere la terra in buone condizimgronomiche ed ecologiche per

poter beneficiare delle sovvenzioni comunitarie.

2. Il contributo delle micorrize nell'agricoltura sostenibile

Il miglioramento della sostenibilita’ degli agrosstemi richiede che si
verifichino contemporaneamente tre condizionidstenibilita’ nell’'uso delle risorse,
in modo da garantire l'attivita' produttiva futurlg sostenibilita’ economica,

attraverso il mantenimento di livelli di redditoegfliati, e la sostenibilita’ per la salute
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umana, intesa sia come sicurezza alimentare dsiucmatori che come tutela degli
operatori. Cio' si realizza attraverso l'applicagicsinergica di norme tecniche e
metodologie operative atte a ridurre e razionatiz4dampiego di fattori produttivi,
privilegiando I'uso di risorse rinnovabili e gar@mdo in questo modo I'ottenimento
di produzioni di alta qualita'.

Per il raggiungimento di tali obiettivi, nei sisteagricoli sostenibili si cerca
di salvaguardare e valorizzare gli equilibri naliupaesenti nell’agroecosistema allo
scopo di ricreare un sistema complesso ed equiibche permetta di sfruttare i
processi naturali vantaggiosi.

Tra questi grande importanza assumono le attiwtigrobiche presenti nel
terreno, per il contributo insostituibile che daralanantenimento della fertilita’ del
suolo, vero anello centrale in ogni sistema coleuche si prefigga una riduzione
dellimpatto ambientale dell’attivita’ agricola ena sostenibilita’ nel tempo di tale
processo produttivo.

Tra i microrganismi utili presenti nel terreno, fi@larmente importanti
risultano essere i funghi micorrizici che, dataldao ubiquita ed il loro diretto
coinvolgimento nei meccanismi nutrizionali dellampia ospite, rivestono un ruolo
centrale e insostituibile .

Nella quasi totalita' delle piante presenti in matunfatti, il sistema radicale €'
costituito dalla simbiosi di tipo mutualistico tta radici della pianta stessa e un
numeroso gruppo di funghi presenti nel suolo (SnéthRead, 1997). Questa
associazione prende il nome di "micorriza" (dakgnmykos fungo, erhiza: radice),
termine coniato nel 1885 dallo studioso tedescoedllBernard Frank, il quale
osservo' queste strutture nelle radici di alberialid fusto e, oltre a fornire una
descrizione morfologica di tale associazione, nggeti' per primo un ruolo attivo
nell'interazione pianta-fungo.

Alla base del successo ecologico delle micorrizgocio i vantaggi nutrizionali
che ne derivano per entrambi i simbionti: il fungngliora la nutrizione minerale
dell'ospite cedendo alla pianta acqua ed elemettitini mentre la pianta rifornisce
il fungo, organismo chemioeterotrofo, dei carbadidrarodotti attraverso la
fotosintesi. Sebbene per l'organismo vegetale qugsd di associazione non possa

essere definita “simbiosi obbligata” in senso stredal momento che la pianta, nella
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maggior parte dei casi, puo' crescere anche innassdel simbionte fungino, le
micorrize svolgono un ruolo cosi’ importante in quautti gli ecosistemi terrestri da
poter essere considerate "ecologicamente obbligate"”

| funghi micorrizici possono contribuire alla reaazione di sistemi colturali a
maggiore sostenibilita’ ambientale attraverso unalteplicita’ di azioni
interdipendenti tra loro.

Innanzi tutto la presenza della simbiosi micordziagendo non soltanto sulla
fisiologia della pianta ospite ma su tutti i prasieshe si svolgono nell'ecosistema, €’
in grado di influire sulla composizione e la stahil della comunita' vegetale e
microbiologica del suolo (Rillig, 2004), favorendinstaurazione degli equilibri
dinamici che sono garanzia di una maggiore stabitiell’agroecosistema. D’altra
parte questi endofiti, contribuendo al mantenimedeatha fertilita’ del terreno e alla
difesa dai patogeni, permettono di ridurre I'impedegli inputs chimici senza
compromettere i risultati quali-quantitativi detlaltura stessa e, per questa ragione,
vengono considerati come dei veri “fertilizzantiolbgici” (Giovannetti, 2006),
particolarmente importanti nella gestione sostémitbegli agroecosistemi .

Dobbiamo considerare infine che le pratiche agei@gplicate nell’agricoltura
convenzionale possono alterare il naturale cicld darbonio, favorendo la
conversione del carbonio organico del suolo in, @@nosferica, con conseguenze
negative sia per la qualita' del suolo che perrtalyttivita' agricola, ma soprattutto
per I'ambiente. Sono infatti di drammatica attwlii problemi conseguenti al
progressivo incremento della concentrazione atmiosfeli CQ e degli altri gas-serra
(global change). A tale proposito si ritiene cladtlvita’ agricola convenzionale abbia
un considerevole impatto sull'incremento delle eiaisi di gas serra di origine
antropica che viene stimato del 25% per lg, @@l 50% per il metano e del 75% per
il protossido di azoto (Tubiello & Fischer, 2007)pertanto cambiamenti nella
gestione degli agroecosistemi risultano indispeifisaburgenti. Tuttavia, mentre le
perdite di carbonio dal suolo sono ben documentzté, problematico e' stabilire
quali strategie possono essere messe in atto pdilistare o incrementare
I'immagazzinamento del carbonio nel terreno.

Molto interessante a riguardo risulta la potentaalkiei funghi micorrizici di

intervenire nel normale svolgimento del ciclo daftbmnio agendo come " sink” di
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fotosintetati, ovvero come strumento di sottraziongall'atmosfera ed
immagazzinamento nel suolo del carbonio assimialta pianta. In questo modo la
salvaguardia o il potenziamento della biomassaifisngel suolo potrebbe essere
visto come uno strumento in grado di contribuire uach maggiore sostenibilita’
dell'attivita’ agricolaattraverso un duplice beneficio: la riduzione di “gas serea”

'aumento del contenuto di carbonio organico neteo.

3. La simbiosi micorrizica: caratteristiche anatomtche, biochimiche e fisiologiche

Come €' noto le simbiosi, associazioni tra speorerse che persistono nel
tempo, sono molto diffuse in natura e si ritiene abbiano avuto un ruolo importante
nell'evoluzione della vita sul nostro pianeta. Datlecolari e fossili dimostrano che
la simbiosi micorrizica e comparsa sul nostro piancirca 450 milioni di anni fa
(Redeckeret al, 2000) e che ha rappresentato un fattore fondateemqer la
colonizzazione delle terre emerse; i funghi miatet, infatti, avrebbero permesso ai
primi organismi vegetali, dotati di un apparatoicate molto limitato, di svincolarsi
dallambiente acquatico, favorendone Iinsediamemo condizioni ambientali
differenti (Mallochet al, 1980).

La simbiosi micorrizica ha una diffusione enormel megno vegetale: si
calcola che piu' del 90% delle piante esistenthatura, che vivono nei principali
biomi terrestri, dalla regioni sub-artiche a quedlguatoriali, formino questo tipo di
associazione (Read, 1991). Aree che risultano rdifte per clima, latitudine,
vegetazione, tipo di suolo e disponibilita’ di edati nutritivi, sono caratterizzate da
micorrize di tipo differente. Gli unici ambienti inoui la simbiosi micorrizica e’
completamente assente sono gli ambienti acquatjaiedli perennemente coperti dai
ghiacci. Inoltre, la simbiosi micorrizica e' assefh un limitato numero di specie
appartenenti prevalentemente ad alcune famiglide dahgiosperme, quali ad
esempioChenopodiaceae, Cruciferae, Cariofillaced@yperaceae, Juncaceaehe
mostrano un'incompatibilita’ verso i funghi micaici (Newman & Reddel, 1987).

A seconda delle caratteristiche morfo-funzionalilladeassociazione, le

micorrize si distinguono in: ectomicorrize, ectoemicorrize, endomicorrize. Le tre
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principali tipologie, distinguibili prevalentementa base allo sviluppo del fungo

simbionte rispetto a quello della cellula vegetaeno illustrate in Fig. 1.

ENDOMICORRIZE ECTOMICORRIZE
Micorrize Spore ~ /7 7 cordone miceliare
arbuscolari SHIL £ formato da ife esterne
74
; fi%‘ ANGIOSPERME
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42
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intracellulare }‘ y intracellulare
ARBUTACEE
Micorrize
gelle ehiges ECTOENDOMICORRIZE

Fig. 1 - Principali tipi di micorriza identificath base alla forma delle strutture fungine e alle
modalita’ di sviluppo del fungo all'interno delladice (Bonfante, 2006).

Le ectomicorrize, che sono formate da Ascomicetasi@iomiceti e
Deuteromiceti, sono tipiche degli ambienti forestahel complesso interessano il 3%
delle fanerogame. In esse il micelio fungino siuppa prevalentemente all'esterno
della radice, formando un rivestimento detto mamtelmicoclena, e soltanto poche
ife penetrano nel parenchima corticale, con peccesclusivamente intercellulare,
formando il cosidetto reticolo di Hartig. Le iferfgine che esplorano il terreno
circostante la radice, grazie alla produzione dzirah idrolitici ed ossidativi,
svolgono un ruolo importante nella mineralizzazideéfosforo e dell'azoto organico.

Nelle ectoendomicorrize il simbionte fungino, pomando un mantello di ife
intorno alla radice come nel caso precedente,ciieam grado di penetrare all'interno
delle cellule radicali formando una struttura comzione austoriale che, in alcuni

casi, prende la forma di un gomitolo (Fig. 1); spoetipo di micorrize hanno una
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diffusione limitata in natura essendo presenti lcue Ericales dove formano
ectoendomicorrize arbutoidiin alcune conifere Rinus, Larix e Piceg che
normalmente o per gran parte della loro vita forom@atomicorrize, ed in alcuni
generi, qualiad esempioMonotropa (ectoendomicorrize monotropoidi), dove
assumono un ruolo particolare per il fatto che iEnf@ ospiti sono generalmente
aclorofilliche. Le ectoendomicorrize possono esdermate da Basiomiceti che, su
altre specie vegetali, determinano la formazion@ashociazioni ectomicorriziche.

Nelle endomicorrize il fungo si sviluppa abbondamtete all'interno del
parenchima corticale, con crescita sia inter ctradellulare; questo tipo di micorrize
si distinguono a loro volta in micorrize ericoidglle Orchidee e arbuscolari (Fig. 1).

Le endomicorrize ericoidi sono presenti in pianppatenenti alla famiglia
delle Ericaceaecaratterizzate da radici molto fini; in questenpéalo strato corticale
della radice e' molto sottile ed il fungo colonizepidermide, arrivando ad occupare
piu' dell'80% del tessuto radicale. Per lungo terspe' ritenuto che questo tipo di
endomicorrize fossero sviluppate da un unico tipdgtomicete, Hymenoscyphus
ericae, ma successivamente sulle radici di queste piateo stati individuati altri
Ascomiceti per cui e' probabile che la diversitamidina, anche in questo tipo di
micorrize, sia molto maggiore rispetto a quellacpdentemente conosciuta. Pur
essendo presenti in un numero limitato di specigetadi, questo tipo di micorrize
sono molto importanti dal punto di vista ecologjmrche’, in ambienti caratterizzati
da terreni acidi e poveri come le brughiere, ladtanartica e le zone alpine,
permettono l'insediamento di piante considerateresali per la colonizzazione degli
ambienti sfavorevoli.

Nelle orchidee la presenza delle micorrize si gvatidirittura indispensabile
per la germinazione del seme, dato che il simbidatgino infetta le cellule del
sospensore dell'embrione permettendo la traslogazidelle sostanze nutritive.
Successivamente, I'apparato radicale della piat@\infettato in modo permanente
da uno o piu' funghi diversi provenienti dal tewearircostante. Nel caso di orchidee
aclorofilliche, la dipendenza dal fungo simbionts fa nutrizione non solo minerale
ma anche carboidratica rimane necessaria anche fask adulta, durante la quale

vengono attuate raffinate strategie per l'acquerei degli zuccheri. Piante



parzialmente o totalmente dipendenti dal fungo ®ime per l'acquisizione di
carbonio organico vengono chiamate "micoeterotrfifeake, 1994b).

Le endomicorrize che risultano piu' interessardi @h punto di vista
agronomico, tuttavia, sono quelle di tipo arbuam| dato che questo tipo di
associazione e' presente nella maggior parte gelgte coltivate, sia erbacee che
arboree.

E' da ricordare, infine, che in alcune specie vaget' possibile ritrovare sulla
radice, contemporaneamente o in fasi successive geluppo, tipi differenti di
micorrize o differenti simbionti fungini; in quessituazioni, le differenze funzionali
associate ai diversi tipi di micorrize potrebbeanamtire alla pianta piu' ampi benefici

soprattutto in campo nutrizionale.

4 - Le micorrize arbuscolari

Le micorrize arbuscolari sono le piu' diffuse irtura, sia da un punto di vista
geografico, essendo presenti in regioni compreséatfascia tropicale e quella sub-
polare, sia da un punto di vista botanico, dato ghesto tipo di simbiosi viene
formata in tutte le divisioni del regno vegetalai@te, Pteridofite, Spermatofite),
anche se prevale nelle Angiosperme (Harley & Smi®83). In questo tipo di
micorrize lo sviluppo intracellulare del fungo aratterizzato dalla presenza di organi
austoriali detti arbuscoli, costituiti da ramifiazi sottilissime delle ife all'interno
delle cellule del parenchima corticale, a livellelld quali avwvengono gli scambi
nutrizionali tra i due partners (Smith & Read, 1p%Epesso si ha anche la presenza di
vescicole, intra o intercellulari, contenti sost@arpidiche ed aventi funzione di
riserva. La colonizzazione radicale e' accompagdalla sviluppo di una estesa rete
di ife che circondano la radice e esplorano ileeorcircostante.

| funghi micorrizico-arbuscolari (MA), attualmenieclusi nel nuovo phylum
Glomeromycotanon mostrano specificita’ d'ospite in senso tstyetssia uno stesso
fungo puo' infettare specie vegetali diverse egwécsa, una stessa pianta puo' essere
micorrizata da specie fungine differenti; tuttavieei diversi binomi fungo-pianta
ospite linfettivita' dell’endofita e l'efficienzadella simbiosi puo' variare

notevolmente, influenzando in modo rilevante ilcesso dell'interazione.
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4.1 - 1l ciclo vitale dei funghi micorrizico-arbusaolari
| funghi MA sono organismi multicariotici (polinugti), asessuali, che si
comportano come simbionti obbligati e pertantooilol ciclo vitale puo' compiersi

completamente esclusivamente in presenza dellaspiepite (Fig. 2).

Germination
and pre-symbiotic
growth
Quiescent spore / O%:‘
Host recognition and
Q‘ formation of
infection structures

Development
of extramatrical
mycelial network
and spore production

Host colonization:
intraradical and
extraradical growth

Fig. 2 - Ciclo vitale dei funghi micorrizico-arbeolari (Giovannetti, 2000)

I meccanismi che regolano il riconoscimento traue doartners e che
permettono la realizzazione della simbiosi, sormi stggetto di numerosi studi per
comprendere le complesse interazioni che portatravarso successivi meccanismi
di reciproco riconoscimento e conseguente modificezdell'espressione genica, alla

completa integrazione tra i due organismi.
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All'interno del loro ciclo vitale possiamo distingge due fasi, una presimbiotica
ed una simbiotica, caratterizzate da un diversopootamento a livello biochimico,

metabolico e funzionale del fungo.

4.1.1 - La fase presimbiotica

Le spore presenti nel terreno, in condizioni amiaiéadatte, germinano dando
origine ad un micelio pre-simbiotico la cui creacituttavia, si arresta precocemente
se non riesce a stabilire un rapporto simbiotiao ltmspite (Giovannettet al, 2000).
L'arresto della crescita e' seguito da una fasetdizione del protoplasma dagli apici
ifali, con successiva formazione di setti di sep@n@e tra i segmenti ifali vuoti e
quelli vitali; cio' e' stato interpretato come uogesso di riallocazione delle risorse,
funzionale al mantenimento delle limitate dispolit&i energetiche delle ife
germinative (Logiet al, 1998). L'arresto della crescita comporta il ntwrad uno
stato di dormienza che puo' successivamente dgyepaguli fungini la possibilita’
di una nuova germinazione (Koske, 1981).

Lo studio della germinazione delle spore ha permedisapprofondire le
conoscenze relative allo sviluppo del micelio denghi MA ed in particolare e’
risultato che le anastomosi, strutture gia’ detenegli Ascomiceti e Basidiomiceti,
vengono largamente realizzate anche nei funghifatmano questo tipo di simbiosi
micorrizica. E’ stato osservato, infatti, che iféginatesi dalla stessa spora o da spore
differenti dello stesso isolato fungino sono indgradi fondere e di realizzare una
continuita’ citoplasmatica tra le ife, attraveracguale puo’ verificarsi il passaggio di
nuclei (Giovannettiet al, 1999). Dal momento che le spore dei funghi MAson
multinucleate e che queste sono risultate multigedoe, lo scambio di nuclei che si
realizza attraverso le anastomosi potrebbe rapp@®eun meccanismo genetico
interessante, in assenza di ricombinazione sesgbafalers, 1999). La realizzazione
di anastomosi, presente nel geneBdomus mancherebbe invece nei generi
Gigasporae ScutellosporgGiovannettiet al, 1999). Inoltre, la mancata formazione
di anastomosi quando vengono messe in contatt@ sjpartenenti a specie o generi
differenti (Giovannettiet al, 1999), dimostra che i funghi MA, anche allo stato
presimbiotico, sono in grado di discriminare traterazioni compatibili e

incompatibili.
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Sorprendentemente e’ risultato che neppure ishlatiini della stessa specie
ma provenienti da aree geografiche differenti siingrado di fondere, suggerendo
che [lisolamento geografico possa originare la cars@ meccanismi di

incompatibilita’ anche all’interno della stessaapgGiovannettet al, 2003).

4.1.2 - La fase simbiotica

Il passaggio dallo stato pre-simbiotico a quellmtgbtico, comporta notevoli
cambiamenti metabolici sia per il fungo (Saito, 3P6he per la pianta (Shachar-Hill
et al, 1995). La presenza di radici suscettibili infagsnotevolmente sullo sviluppo
delle ife, suggerendo che, prima ancora che avvirogmtatto tra le pareti cellulari
dei due simbionti, si verifichi uno scambio di seljai riconoscimento tra le radici
della pianta ospite e i funghi MA presenti nel su@Becard & Piche, 1989). La
presenza di segnali chimici specifici negli essudadicali delle piante ospiti €' in
grado di stimolare una morfogenesi differenzialdediée fungine, caratterizzata da
perdita della dominanza apicale ed intensa ranzifocee delle ife (Giovannetét al,
1993b; Giovannettet al, 1994).

Stabilito il contatto con la radice, il micelio fgimo comincia la formazione
degli appressori, strutture infettive costituite ula ifa allargata che aderisce alla
superficie radicale per permettere la penetrazidinen’ifa allinterno della radice
stessa. La formazione degli appressori €' un evergortante del riconoscimento tra
i due simbionti e, nel caso di combinazioni incotiiph, la formazione di queste
strutture non viene realizzata (Giovannetial, 1993a). In mutanti non-ospiti di
Pisum sativurmL., inoltre, e' stata osservata la formazioneéndpessimenti della
parete delle cellule radicali in corrispondenzalidggpressori formati dal fungo che
possono costituire una reazione di difesa dellatpial momento del contatto tra i
due partners (Gollottet al, 1993).

Superata questa fase di riconoscimento, le ife iengenetrano attraverso
I'epidermide e cominciano a diffondersi intercedluhente negli strati piu' esterni del
parenchima, formando talvolta degli avvolgimentiracellulari detti "coils".La
maggior parte dello sviluppo del fungo, tuttavia,ha negli strati piu' interni del
parechima corticale dove si verifica la formaziotegli arbuscoli (Fig. 3). La

realizzazione di queste strutture e' un segno atedéell'integrazione tra i due
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organismi coinvolti; gli arbuscoli rappresentanafatti, il sito dove avvengono gli
scambi nutrizionali tra i due partners e sono tesgione di una serie complessa di
eventi di riconoscimento che richiedono una rispgsisitiva da parte di entrambi i

simbionti.

Fig. 3 - Arbuscoli formati dal fungG. mosseaall'interno di cellule radicali di girasole.

Esistono alcuni casi in cui il fungo, pur riuscenald infettare la radice e a
diffondere le sue ife nel parenchima corticale, abm grado di formare arbuscoli; a
questo riguardo e’ stato osservato che, innestédngermoglio di una pianta non-
ospite (upinus albusL.) su una pianta che forma micorrize arbusco{&isum
sativum L.) non si riduce la frequenza dell'infezione mmiczica ma si inibisce
completamente la formazione di arbuscoli (GianirRearson & Gianinazzi, 1989).
La formazione dell'arbuscolo comincia con la peamtme di un'ifa fungina
all'interno di una cellula radicale, attraversopkrete cellulare. L'ifa si ramifica in
maniera dicotomica mentre il plasmalemma della utellospite segue questo

accrescimento incrementando notevolmente la swmsenhe (Cox & Tinker, 1976;
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Alexanderet al, 1989) e circondando completamente le ramificazaei fungo.
Contemporaneamente allo sviluppo dell'arbuscolo,cédlula subisce profonde
modificazioni: il grosso vacuolo centrale diminwdsdi volume mentre il citoplasma
puo' aumentare fino a 20 volte, si ha una prol#fier@e di organuli cellulari ed
ipertrofia del nucleo, al quale e' associata ugriga attivita' di trascrizione (Cox &
Tinker, 1976; Toth & Miller, 1984; Bertat al, 1993). Tutte queste modificazioni
sono espressione di un'intensa attivita' metabaolak cellula infettata che per certi
aspetti ricordano una condizione di giovanilitallalecellula. Considerando che
l'arbuscolo arriva ad occupare buona parte delmeldella cellula ospite e che le
ramificazioni terminali del fungo sono estremamesétili (0,5-1 um di diametro
rispetto ai 4-5um di diametro dell'ifa intercellulare) si comprergleanto sia estesa la
superficie di contatto, facilitando cosi' gli scanmutrizionali tra i due simbionti
(Harley & Smith, 1983). Tra il plasmalemma delldlula ospite e la parete cellulare
fungina resta una zona di interfaccia (100-/@0 estremamente interessante perche'
e' attraverso di essa che awiene il passaggiondtrienti tra fungo e pianta.
L'identificazione delle sostanze presenti in questea di interfaccia ha evidenziato la
presenza di composti, come cellulosa, pectine eleaproteine, che costituiscono la
parete cellulare della cellula ospite. Si puo'igEatre pertanto, che la cellula vegetale
produca egualmente i componenti di parete, rivelslamall'esterno attraverso il
plasmalemma dove, tuttavia, la presenza del fumgpedisce a tali sostanze di
assemblarsi per costituire la parete. D'altra panighe la parete cellulare del fungo
subisce modificazioni; da osservazioni al microscoglettronico e' emerso che,
passando dalla fase intercellulare a quella indifesde, oltre ad una progressiva
riduzione dello spessore della parete (20-30nmgsfica anche una semplificazione
della struttura dovuta, probabilmente, ad un migiado di polimerizzazione delle
molecole di N-acetilglucosammina che costituiscdaochitina, il componente
fondamentale della parete fungina (Bonfante-Fas®87; Bonfante-Fasolo, 1988).
Gli arbuscoli hanno una vita piuttosto breve di 4etimane (Harley & Smith,
1983), mentre le vescicole sono piu' persist&upo breve tempo, il citoplasma del
fungo comincia a ritirarsi dall'arbuscolo e le piadelle ife collassano, rimanendo
avvolte dal plasmalemma della cellula ospite endatieriali polisaccaridici depositati

nell'interfaccia (Alexandeet al, 1989). La cellula vegetale soprawvive e, con il
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tempo, riacquista l'aspetto di una normale celldiel parenchima corticale
(Jacquelinet-Jeanmougiet al, 1987). L'infezione della radice, tuttavia, proged
attraverso la continua formazione di nuovi arbuscol

Una volta che si €' instaurato il rapporto simbimmt il fungo si accresce
all'estermo della radice formando reti miceliariltm@stese che circondano la radice
e permettono I'esplorazione del terreno circostambeste strutture, particolarmente
importanti dal punto di vista ecologico e agronamicverranno descritte
dettagliatamente nel paragrafo 4.4.

Il micelio extraradicale produce nuove spore, igola riunite in sporocarpi,
che possono restare dormienti nel terreno o germisabito, dando inizio ad un
nuovo ciclo vitale. In alcuni casi, come ad esemnm@bGlomus intraradicesle spore

vengono formate anche all'interno della radicesstes

4.2 - La classificazione dei funghi micorrizici abuscolari

A confronto del grande numero di potenziali osgtino pochi i funghi agenti
di micorrize arbuscolari. La loro classificazionestata condotta per lungo tempo
basandosi prevalentemente sulle caratteristichdoiogiche delle spore (colore,
forma, dimensioni, caratteristiche della paretegatita’ di attacco all'ifa ecc. ) e sulle
loro modalita' di formazione. Inizialmente i funghicorrizici arbuscolari venivano
suddivisi in 4 generiGlomus, Gigaspora, Acaulospora e Sclerocysdjgpartenenti
alla famiglia delleEndogonaceae.

Successivamente i funghi MA sono stati collocatianelasseZygomycota
costituita da un solo ordine, quello deli@lomales comprendente 3 famiglie
(Acaulosporaceae, Gigasporaceae e Glomareamkun totale di 6 genersGlomus,
Gigaspora, Acaulospora, Sclerocystis, Entrophosper&cutellospora(Morton &
Benny, 1990).

In questi ultimi anni, le tradizionali modalita’ dlassificazione sono state
affiancate dalle piu' moderne tecniche di biologialecolare e, sulla base di tali
risultati, e' stata proposta una nuova classif@maitassonomica in base alla quale i

funghi MA vengono inclusi nel nuovo phylu@lomeromycota(Schussleret al,
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2001) che comprende 4 nuovi ordiAichaeosporales, Paraglomerales, Glomerales

e DiversisporalegFig. 4).

Fig. 4 - Albero filogenetico dei funghi micorrizicarbuscolari (da:http://www.lrz-
uenchen.de/~schuessler/amphylo/

4.3 - Gli scambi metabolici trai due simbionti
Il trasferimento di carbonio dalla pianta all'efitofungino e' fondamentale per
la funzionalita’ della simbiosi dato che i funghiAyl essendo biotrofi obbligati,
dipendono totalmente dall'ospite per il rifornimendi carboidrati. Il flusso di
carbonio (C) permette la realizzazione di una ests efficiente rete miceliare
extraradicale, indispensabile per la sopravvivenladiffusione del fungo, oltre che
per il migliore sviluppo della pianta ospite (Sm&tRead, 1997). L'impossibilita’ per
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la pianta di produrre fotoassimilati, come si viedfad esempio in assenza di luce,
determina la mancata colonizzazione da parte dejduVierheiliget al, 2002).
Tutto cio' puo' essere visto come un costo pelidata imposto dalla simbiosi, che
viene tuttavia ampiamente compensato dai benefideimini di assorbimento di
nutrienti, acqua ecc., in modo da determinareilamtio che, nella maggior parte dei
casi, risulta decisamente positivo per la pianfites

Il passaggio di carbonio conseguente all'intenagisimbiotica tra la pianta e il
fungo e' stato dimostrato per la prima volta me@idimpiego di*‘C (Ho & Trappe,
1973). Tuttavia, anche se notevoli progressi saat fatti grazie alle tecniche di
biologia molecolare, la comprensione dei meccan@miregolano la ripartizione del
carbonio e la sua traslocazione al fungo simbiehéscora oggetto di studio.

Si ritiene che la simbiosi micorrizica determimaumaggiore allocazione verso la
parte ipogea della pianta del C assimilato attsvda fotosintesi (Jakobsen &
Rosendahl, 1990; Grimoldet al, 2006) e che, nella radice micorrizata, il
metabolismo del carbonio subisca modifiche sossdindboudset al, 2000), come
dimostrerebbe, ad esempio, il piu' basso conteduteaccarosio e il piu’ elevato
consumo di glucosio (Shachar-Hgt al, 1995). Nella radice micorrizata e' stato
individuato un trasportatore di esosi (Mtstl) chesee esclusivamente nelle porzioni
colonizzate e che viene attivato dalla presenzdfedi(Harrison, 1996), la cui
caratterizzazione e' stata effettuata recentem@&ueussleet al, 2006). Vari autori
hanno osservato, infatti, che il passaggio di caidalalla cellula vegetale alle ife
intraradicali del fungo avviene sottoforma di esqgsieferenzialmente glucosio il
guale viene poi rapidamente convertito in trealogjlicogeno, lipidi e in altre
molecole necessarie per il metabolismo fungino ¢BaaHill et al, 1995; Pfefferet
al., 1999; Bageet al, 2000).

Una parte consistente del C traslocato dalla piahtfungo micorrizico viene
usato nel micelio intraradicale per la sintesi ifiidi, la principale forma di
conservazione del carbonio nei funghi MA, e sieng che siano questi i principali
composti attraverso i quali il C viene traslocaatialife interne alla radice al micelio
extraradicale (Pfeffeet al, 1999; Bagcet al, 2000) (Fig. 5). La traslocazione di C
sottoforma lipidica e' avvalorata dal fatto chepl@duzione di esosi nel micelio

extraradicale, e successivamente di trealosio, esifisherebbe prevalentemente,
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attraverso un processo di gluconeogenesi a pdditipidi (Pfefferet al, 1999) e non
da carboidrati. Il legame tra il metabolismo ligidie quello glucidico risulterebbe
anche dall'intensita’ rilevata nel micelio extrai@ae nello svolgimento del ciclo del
gliossilato (Lammerset al, 2001). D’altra parte una scarsa attivita' deglzimi
glicolitici era stata osservata precedentementametlio di spore germinate (Saito,
1995). Tuttavia, esperimenti successivi condotti doC marcato dimostrano che,
accanto alla traslocazione di lipidi dalla radicearrizata al micelio extraradicale, si
verifica anche un flusso di carboidrati, principahte sottoforma di glicogeno (Bago
et al, 2003) (Fig. 5).

Hexose

Intraradical Extraradical

Fig. 5 - Flussi metabolici del carbonio nella fastea ed extraradicale di funghi micorrizico-
arbuscolari. (1: mitocondri, 2: gliossisomi, 3: golipidici. TCA: acidi tricarbossilici (ciclo di
Krebs), TAG: triacilgliceridi, PPP:via dei pentdesfati, AA: AcetilCoA). (da Bageet al
2000).

Tutte queste osservazioni non solo conferman@dférimento di carboidrati al
fungo, ma dimostrano soprattutto come la radicemizzata possa costituire un forte
"sink" metabolico, ossia esercitare un'azione dhigmo in senso basipeto dei
fotosintetati prodotti dalla pianta (Wrighkt al, 1998a; Zhu & Miller, 2003; Grimoldi
et al, 2006).
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E' molto interessante, quindi, stimare la quantitacarbonio assimilato per via
fotosintetica che viene ceduto al simbionte funginvalutare se I'efficienza delle
diverse combinazioni fungo-pianta ospite possaressgessa in relazione a tale
parametro. In presenza della simbiosi micorriziaaquantita’ di C che viene
traslocato dal germoglio alla radice micorrizata’paumentare di una percentuale
variabile tra il 3 e il 12% del totale del carboriissato dalla pianta (Pang & Paul,
1980; Snellgrovest al, 1982; Doud<t al, 1988) e, attraverso opportuni calcoli, €’
stato stimato che la quantita’ di fotoassimilate afiornalmente vengono ceduti dalla
pianta al fungo simbionte possa variare tra il # 20% (Jakobsen & Rosendahl,
1990), mentre recentemente sono stati stimati vatmabili tra 3 e 8% della
fotosintesi lorda giornaliera (Grimoldit al, 2006). La rapidita’ con cui si verifica il
flusso di C tra i due simbionti e' dimostrata daegBnenti condotti cor’C in cui
dopo 70 ore si rilevava che il 3.4% del C fissaatladpianta era stato trasferito al
micelio fungino (Johnsoret al, 2002). Le vere cause dell'ampia variabilita’
osservata nel flusso di C dalla pianta al fungome@ure i meccanismi che regolano
la ripartizione delle risorse, non sono ancoratakd chiari.

Se da una parte questa cessione di C al fungoeggete vista come un costo
della simbiosi, dall'altra parte e' stato suggegte il richiamo di fotosintetati
esercitato dalla colonizzazione radicale possaostira il processo di assimilazione
della CQda parte della pianta ospite (Fitter, 1991; Tinkeal, 1994). L'incremento
dell'attivita' fotosintetica rilevata da alcuni arit in presenza del simbionte
micorrizico (Wrightet al, 1998b; Milleret al, 2002; Moriniet al, 2003) potrebbe
quindi dipendere da una maggiore "sink strengti'ta@tata dalla radice micorrizata.
Differenze nella "carbon sink strength" possonediere dall'identita’ di entrambi i
partners coinvolti nella simbiosi (Lerat al, 2003a; Leratet al, 2003b) ed €'
verosimile che il passaggio di carbonio dalla maml fungo possa variare
guantitativamente nelle diverse fasi del ciclo diluppo della simbiosi. Una
correlazione tra la "sink strength" esercitata siatbionte fungino e il livello di
colonizzazione radicale e' stata osservata in @idnbrzo micorrizate co@igaspora
roseao Glomus intraradicegLeratet al, 2003a).

Sulla base di quanto affermato e’ possibile iatre che i funghi micorrizici

possono giocare un ruolo importante nello svolgimetel ciclo del carbonio ed in
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particolare nella fase di rimozione di C dall'atfeoa (Treseder & Allen, 2000;
Staddon et al, 2002). Questo €' particolarmente interessantesiderando le
problematiche attuali legate al progressivo aumeatetha concentrazione di GO
nell'atmosfera e alle allarmanti conseguenze legiitecremento di questo gas-serra
(global change).

La possibilita' che, in determinate situazionipessa verificare un'inversione
nella direzione del flusso metabolico tra fungoi@nta, come dimostrerebbero gl
interessanti esperimenti nei quali e' stato rilewat trasferimento di carbonio e altri
nutrienti tra piante collegate da una comune rdt®mmizica (Simardet al, 1997b),
sara’' discussa estesamente piu’ avanti (parageafy 4

Come gia' affermato precedentemente, i vantaggiapgianta ospite conseguenti
all'instaurazione della simbiosi micorrizica dipend dal bilancio tra la sottrazione di
fotosintetati da parte del fungo e i benefici denit principalmente dal migliore stato
nutrizionale. Grazie alla presenza del fungo simtgpinfatti, la pianta riceve una
maggiore quantita’ degli elementi nutritivi preserl suolo, specialmente di quelli
poco mobili (Giovannetti & Avio, 2002b; Giovannetfi006). Tra questi, I'elemento
fondamentale e' costituito dal fosforo, il cui rma@' stato ampiamente indagato e
discusso da quando i primi esperimenti condotti BlEtbara Mosse nel 1965
dimostrarono che somministrando forti dosi di qaestemento alle piante non
micorrizate era possibile ottenere un accrescimenmaparabile a quello delle piante
micorrizate. Esperimenti successivi realizzati cibnfosforo radioattivo hanno
dimostrato che la radice micorrizata e’ in gradardirementare l'assorbimento di
fosforo e che la forma chimica assorbita e’ la stedella radice non micorrizata
(Mosseet al, 1973; Powell, 1975). La maggiore concentrazidrfesforo nei tessuti
di piante micorrizate e’ stata successivamente ezamdta da numerosissime prove
sperimentali (Bertaet al, 1995; Fortunaet al, 1996; Smithet al, 2000). Poiche' il
fosforo e' un elemento chiave dei principali pret@setabolici che si svolgono nella
pianta, la migliore nutrizione fosfatica determanatlalla simbiosi micorrizica
determina sostanziali vantaggi per lo sviluppo algllanta ospite; la relazione tra
maggiore contenuto di fosforo nei tessuti delleamicorrizate e migliore sviluppo
e' stata rilevata in numerose specie sia erbaceartloree (Johnson, 1984; Fortata
al., 1996).
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Il contributo dei funghi MA all'assorbimento di fluso da parte della pianta
puo’ variare da percentuali basse alla quasi tatadi seconda della combinazione
fungo-pianta ospite (Pearson & Jakobsen, 1993;td\al, 2007b). Una volta che il
fosforo e' stato assorbito dal fungo, viene accatouk trasportato sottoforma di
granuli di polifosfato dal micelio extraradicalegaello intraradicale (Olssoet al,
2002). Le catene di polifosfato vengono progressiente idrolizzate nel micelio
intraradicale (Solaimaet al, 1999; Ohtomo & Saito, 2005); il successivo preoedi
rilascio di forforo alla cellula vegetale che sirifiea a livello degli arbuscoli, si
ritiene coinvolga l'azione di polifosfatasi e fasfsi alcaline (Tisserardt al, 1993;
Giovannetti & Avio, 2002a). Recentemente e’ stagtovche la mancanza di specifici
trasportatori per I'acquisizione del P nella piamgarterebbero alla morte prematura
dell'arbuscolo, dimostrando che il flusso di P fladgo alla pianta e’ necessario non
solo per I'ospite vegetale ma anche per il simt@dungino (Javoet al, 2007a).

Alti livelli di fosforo nel suolo possono avere efi negativi sul processo di
colonizzazione radicale da parte dei funghi MA; ppregare questo fenomeno e’
stato ipotizzato che la pianta, in presenza di eotrazioni di P intracellulari
soddisfacenti, non traslochi carbonio al fungo §0iset al, 2002; Olssoret al,
2006). Interessanti legami tra I'assorbimento defdro e il flusso di carbonio sono
stati suggeriti in recente lavoro (Fitter, 20063@®do il quale la cessione del fosforo
alle cellule corticali della radice costituirebbdesegnale che assicura alla pianta i
reciproci vantaggi della simbiosi e cio’ scatenéela traslocazione di carbonio al
fungo. L’identificazione molecolare dei segnali mailti in questo meccanismo
permettera’ di comprendere meglio le interconnedggsistenti tra il metabolismo del
P e del carbonio nella pianta micorrizata (Jastal, 2007b).

| funghi micorrizici arbuscolari sono molto impantaanche per l'assorbimento
di azoto, che puo’ essere assimilato dalle ifeagatticali in diverse forme molecolari
(Jinet al, 2005).

| benefici effetti dell'infezione micorrizica norn Bmitano soltanto ad una
migliore nutrizione fosfatica e azotata della pgaospite ma consistono anche in un
incremento nell'assorbimento di altri elementi matie quali ad esempio calcio,

potassio, magnesio, zolfo, rame e zinco, il cuiodEmento potrebbe essere
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incrementato da fattori analoghi a quelli illusitnager il fosforo (Gildon & Tinker,
1983; Ojaleet al, 1983).

E' da aggiungere infine che alcuni elementi, comleesempio il sodio e il
cloro, possono essere ritrovati in concentraziorieora nelle piante micorrizate,
specie se il suolo ne e' particolarmente riccocapacita’ di limitare 'accumulo di
alcuni elementi e' stato associato ad una migliseéettivita' di assorbimento
posseduta dalla ife fungine le quali sarebberor@mlg di stimolare I'assorbimento di
ioni carenti e ridurre l'assunzione di quelli prasén eccesso (Rivera-Becergt al,
2002).

| vantaggi osservati nella nutrizione delle piamieorrizate sono normalmente
messi in relazione alla loro migliore capacita’ eplorare il suolo, grazie alla
presenza della densa rete di sottilissime ife claadradice si estendono

nellambiente circostante (Smith & Read, 1997).

4.4 - La rete micorrizica extraradicale

Una volta che si e' instaurata la relazione simiea tra i 2 organismi, il fungo
comincia ad esplorare il terreno circostante laceadttraverso la produzione di estese
reti miceliari, costituite da ife di diametro magg (8-20um) e da ife piu’ sottili
(circa 10um), estremamente ramificate ed interconnesse toa la formazione di
un'estesa rete micorrizica extraradicale e' fondéate sia per le strategie di
sopravvivenza del fungo, sia per lo sviluppo dplinta ospite.

La struttura di questa rete miceliare, carattatezda un elevato rapporto
superficie/volume, determina sia un ampliamentdadsuperficie assorbente, con
conseguente incremento dell'assorbimento di acgualementi nutritivi, sia una
migliore esplorazione del suolo rispetto a queli@ ta pianta sarebbe in grado di
realizzare mediante il proprio apparato radicaie. € importante soprattutto per gli
elementi poco mobili per i quali, data la maggivedocita' di assorbimento radicale
rispetto alla velocita' di diffusione nel suolonde a formarsi intorno alla radice una
"zona di esaurimento”.

Informazioni sui meccanismi di formazione e suflanzionalita’ delle reti
micorriziche extraradicali sono fondamentali petutere la capacita’ di differenti

specie o isolati fungini di migliorare la creso#da nutrizione minerale della pianta.
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D’altra parte, questa fase di sviluppo del funginfuenzata da una molteplicita’ di
fattori, quali ad esempio I'affinita’ tra i duensdionti, il livello di colonizzazione
radicale, lo stato nutrizionale della pianta osdiéecondizioni pedoclimatiche in cui
si sviluppa la simbiosi, ecc.. Il coinvolgimento imerose variabili e le difficolta’
oggettive che comporta lo studio di un organisme, dome endofita obbligato, deve
necessariamente svilupparsi in presenza dell'gspitstituiscono un ostacolo allo
svolgimento delle ricerche in questo settore.

Le indagini su questa fase di sviluppo dei fungii sono state condotte, nella
maggior parte dei casi, con tecniche distruttive cdomportano I'estrazione del
micelio dal suolo (Schubesdt al, 1987b; Jakobsen & Rosendahl, 1990; Jakolesen
al., 1992; Jonest al, 1998) mentre alcune osservazioni non distrutleléa struttura
delle reti micorriziche sono state effettuate metid’utilizzo di “root observation
chambers” (Friese & Allen, 1991; Newmat al, 1994; Hart & Reader, 2005) o
mediante colturan vitro di radici trasformate (Baget al, 1998a; Baget al, 1998b;
de la Providenciaet al, 2005). La valutazione della estensione del noceli
extraradicale del fungo simbionte, viene generatmemffettuata mediante
misurazione della lunghezza delle ife con il "dree intersect method" (Jakobseh
al., 1992), dopo aver effettuato una filtrazione semiirana dei campione di suolo
secondo varie metodologie descritte (Schubtdl, 1987b; Liet al, 1991; Jakobsen
et al, 1992; Boddingtoret al, 1999).

La produzione di ife extraradicali puo’ variare swmerevolmente a seconda
della specie fungina considerata (Jakobsieal, 1992; Schreineet al, 1997), della
pianta ospite (Giovannettt al, 2001), oltre che naturalmente in funzione delle
condizioni ambientali e del tempo di sviluppo; gnocaso, tuttavia, risulta evidente
la notevole estensione delle ife fungine nel sul@docui lunghezza, in base ai dati
reperibili in letteratura, risulta oscillare in gae tra 1 e 10 m/g di suolo (Tab. 1).

Bisognha d’altra parte considerare che le modatitajuantificazione sopra
menzionate comportano normalmente margini di ereomi soggettivita' piuttosto
elevati, dal momento che e' necessario differeaZiaiife del fungo micorrizico da
quelle degli altri funghi non micorrizici presentel suolo mediante una accurata

osservazione microscopica.
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] ] Organizzaz. Tempo di | Lunghezza del
Specie fungine . . . . Riferimenti bibliografici
esperimento | incubazione micelio
] ) 7 giorni 1.1-6.2 m/g
Acaulospora laevis in suolo o (Jakobseret al, 1992)
14 giorni 2.7-6.9 m/g
Gigaspora rosea in suolo 135 giorni 4.8 mlg (Schreineret al, 1997)
in suolo 27 giorni 10.6-12.6 m/g| (Pearson & Jakobsen, 1993)
Scutellospora
calaspora ) | 42 giorni 9-10 m/g (Smithet al, 2000)
in suolo
14 giorni 2.5-9.2 m/g (Jakobseret al, 1992)
in suolo 42 giorni 3-5 m/g (Smithet al, 2000)
Glomus caledonium in suolo 27 giorni 8.92-10.31 m/g (Pearson & Jakobsen, 1993)
in suolo 30 giorni 2-4.5 m/g (Olssonet al, 1995)
Glomus etunicatum in suolo 135 giorni 3.3 mlg (Schreinert al, 1997)
14 sett 30 Cm/ cm?2 (Bagoet a|q 1998a)
in vitro 120 gg 25-100 cm/cm? (Bagoet al, 1998b)
Glomusintraradices 8-15sett | 2.6+0.3 mm/mmj (StArnaudet al, 1996)
Compart. ife ] 4.31 m/g
) 4 mesi (Freyet al, 1994)
Comp. inoculo 44.8 m/g
in suolo 135 giorni 8.1 m/g (Schreineret al, 1997)
Glomus mosseae microcosmo 7 giorni 5.3 m/cni (Giovannetti & Sbrana, 1998)
pot cultures 48 giorni 7 -10.4 m/g di | (Bethlenfalvay & Ames, 1987)
misurazione in 49 m/m radici
- (Tisdall & Oades, 1979)
campo 7.8 m/lg suo
Glomus sp
Compart. radici o 12 m/g suolo
) 30 giorni (Olssonet al, 1995)
Compart. ifale 5.7 m/g suolo
G. occultum pot cultures 4 mesi 7.43 m/g suolp (Vilarino et al, 1993)

Tab. 1 - Lunghezza del micelio extraradicale prtmata funghi MA cresciuti in differenti

condizioni sperimentali. | valori della lunghezfalé sono espressi su peso secco del suolo o
per area nel caso di colturevitro.
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In determinate situazioni, l'attendibilita’ di tafiisure puo' essere migliorata
mediante procedure che facilitino I'estrazionealdl dal substrato (Vilarinet al,
1993) o attraverso l'uso di microcosmi dotati dinpartimenti separati per la crescita
delle ife (Jakobseat al, 1992; Freyet al, 1994; Olssoret al, 1995; Sanderst al,
1998; Neumann & George, 2005). In ogni caso, intileatemente da come si
realizza la fase di estrazione e quantificazioekendcelio, tale modalita’' di studio
della rete fungina, non permettendo l'estrazionéedintatte, impedisce lo studio
della reale architettura della rete micorrizicarasadicale che invece puo' influire
sulla efficienza di differenti combinazioni fung@apta ospite.

Recentemente, la messa a punto di un sistema syeal®a innovativo per lo
studio della rete micorrizica extraradicatevivo, denominato dagli autori "metodo
sandwich”, ha permesso di avere a disposizioneteorica "non-distruttiva" per
studiare lo sviluppo, la morfologia e I'architetiwdella rete ifale (Giovannetti al,
2001). Questa tecnica, oltre a rendere possibil@siaalizzazione e la misurazione
dell'estensione della rete fungina (lunghezza, itEngale ecc.), permette di
effettuare rilevazioni quali-quantitative utili allcomprensione dei meccanismi che
portano alla realizzazione di tale fondamentalatttra. La possibilita’ degli apici
ifali di fondere con la stessa ifa o con ife diffieti dello stesso micelio extraradicale
mediante la formazione di anastomosi, gia’ ossarvedlla fase presimbiotica, ha
mostrato di essere un meccanismo fondamentaleearadta fase esterna di sviluppo
simbiotico. L'elevato numero di ramificazioni e Il&aequente formazione di
anastomosi determina iGlomus mosseaéa realizzazione di fitte reti miceliari
extraradicali estremamente interconnesse che desan la radice e si estendono
nell'ambiente circostante (Giovannettial, 2001; Giovannettét al, 2004) (Fig. 6).
Analoghi meccanismi di realizzazione delle reti oniziche extraradicali, pur
variando a seconda della specie fungina e dellatpiaspite considerata, sono stati
descritti in altre specie del gengBdomus sebbene esistano differenze nei modelli di
sviluppo anche tra isolati della stessa specieifizngrovenienti da aree geografiche
differenti (Avio et al, 2006). Tuttavia, mentre nel gené&déomusla percentuale di
anastomosi e’ sempre molto elevata (Giovaneetl, 2001), nei genefsigasporae
Scutellosporda frequenza e’ risultata notevolmente inferiotle (a Providenciat

al., 2005). Inoltre, mentre nell&lomeraceaele anastomosi si formano tra ife
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differenti dello stesso micelio extraradicale, edgBigasporaceaegeneralmente si
formano ponti all'interno della stessa ifa (de leowdenciaet al, 2005). Questi
differenti meccanismi di sviluppo, che portano alealizzazione di strutture
differenti, rappresentano ulteriori caratteri dstdizione tra queste due famiglie e

corrispondono verosimilmente a strategie ecologdibtinte.

Fig. 6 - La rete micorrizica extraradicale formatal fungo Glomus mosseaeirconda
I'apparato radicale dfrunus cerasiferdda Giovannettet al 2001).

4.4.1 - La produzione di comuni reti micorriziche atraradicali

L'importanza della rete micorrizica extraradicalella determinazione dei
vantaggi che portano al successo ecologico defidiesi sono stati ampiamente
documentati ma, in questi ultimi anni, stanno eyaedo nuovi scenari che
conferiscono alla simbiosi micorrizica un ruolo ar& piu’ importante per il
funzionamento degli ecosistemi in natura.

Le ife dei funghi micorrizici che si sviluppano émho all'apparato radicale di
una pianta micorrizata possono formare una retersahea che interconnette piante
presenti nello stesso ambiente ed alla quale &b slato il nhome di “common

mycorrhizal network” (CMN) (Simard & Durall, 2004)a formazione di questa rete
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di interconnessione si ritiene possa realizzawsitsamite le ife extradicali di una
pianta micorrizata che vanno a colonizzare le raditaltra pianta contigua (Graves
et al, 1997), sia mediante la formazione di anastommsiife fungine esterne
provenienti da due apparati radicali adiacenti y@mmettiet al, 1999) che, fondendo
tra loro, stabiliscono una continuita’ citoplasivat nella rete micorrizica
extraradicale (Giovannetét al, 2004); in assenza di meccanismi di ricombinazione
sessuale, cio’ potrebbe facilitare lo scambio diamale genetico.

La scarsa specificita’ d'ospite dei funghi MA e pessibilita’ delle ife
micorriziche di interconnettere miceli extraradicamediante anastomosi,
permetterebbe ai funghi MA la realizzazione di wete sotterranea di dimensioni
indefinite in grado di connettere piante della séespecie o di specie diversa presenti
nella comunita’ vegetale. L’esistenza di un calegnto tra piante contigue e’ stata
messa in evidenza tramite osservazione direttavattso lastre trasparenti (Finlay &
Read, 1986; Newmaet al, 1994) o mediante autoradiografia (Francis & Read,
1984). L'importanza di tale rete miceliare assumeoga piu’ risalto se si considera
che, da studi molecolari condotti con il fungomillaria bulbosain foreste del
Michigan (USA), e’ risultato che il micelio appanente ad un unico individuo,
chiamato clone 1, si estendeva per un minimo dti&ri e per un peso complessivo
di 10.000 Kg (Smittet al, 1992).

Grandissimo interesse all'interno della comunitéastifica e’ stato suscitato
da ricerche che hanno messo in evidenza la passibili un trasferimento del
carbonio fissato fotosinteticamente o altri nutiiiegttraverso le interconnessioni ifali
del micelio extraradicale, tra piante che formactomicorrize (Finlay & Read, 1986;
Simardet al, 1997a; Simaret al, 1997b) o micorrize arbuscolari (Francis & Read,
1984; Martins, 1993; Fittezt al, 1998; Caret al, 2004). Cio’ ha aperto un intenso
dibattito all'interno della comunita’ scientificaeple complesse conseguenze che tale
scoperta potrebbe avere per il funzionamento dagsistemi (Robinson & Fitter,
1999; Careet al, 2004; Simard & Durall, 2004; Selosseal, 2006). La possibilita’
che gli organismi vegetali presenti in un ecosistgrossano scambiarsi nutrienti e/o
informazioni attraverso una rete in grado di coterettra loro i singoli individui
presenti, ha fatto parlare, sulle piu’ autorevaliste scientifiche, di “wood-wide

web” (num. 388 di Nature 1997). La redistribuziaheisorse attraverso questa rete
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potrebbe avere importanti conseguenze per il man&rio della biodiversita’ e per
la stabilita’ degli ecosistemi in natura (Read, Z;9Read, 1998).

L'esistenza di un flusso di carbonio attraversddemicorriziche era gia’ nota
per alcune piante, ad esempio orchidee, che esspadimalmente o totalmente
dipendenti dal fungo simbionte per l'acquisizioriecdrbonio organico vengono
chiamate "micoeterotrofe” (Leake, 1994a) e, remmente, e’ stato mostrato che
piante di questo tipo possono essere associate amchfunghi MA (Bidartondet
al., 2002).

Trasferimento di C o P tra piante fotosintetizzami stato riportato da alcuni
autori ma, in mancanza di evidenze dirette, rimaravpossibilita’ di un passaggio
indiretto, non mediato dalla comune rete micorezleleap & Newman, 1980b; Heap
& Newman, 1980a; Chiariellet al, 1982; Whittingham & Read, 1982). Ricerche
successive, oltre a evidenziare la possibilitaudiflusso di C tra piante “in rete”
mediante la somministrazionedC ad una pianta “donatrice” e la rilevazione diaun
parte del C marcato nella pianta ricevente, hanotutp dimostrare attraverso
lautoradiografia, che tale passaggio avvenivan@palmente attraverso le
interconnessioni del micelio micorrizico (FrancisReead, 1984). E’ stato osservato,
inoltre, che la quantita’ di C trasferito aumentavaeguito allombreggiamento della
pianta ricevente (Francis & Read, 1984; Finlay &a&el986; Simaret al, 1997b).
Per chiarire i meccanismi che regolano i movimeetinutrienti tra piante collegate
tramite la rete micorrizica, e’ stato somministralé a una pianta &C all’altra
pianta ed e’ stato accertato che il flusso di caidbe’ bidirezionale (Simarét al,
1997a); anche in questo caso, il guadagno nettarBonio rilevato per una delle due
specie veniva aumentato in caso di ombreggiamegita pianta ricevente, indicando
che il passaggio e’ governato da una relazionertsoesink” (Simardet al, 1997b).

Alcuni lavori, tuttavia, esprimono perplessita’ iguardo (Robinson & Fitter,
1999) poiche’ non sarebbe possibile escludereutt® ka possibilita’ di un passaggio
di C “tramite suolo” anziche’ “tramite fungo”. Estono, infatti, varie strade per il
trasferimento di C da una pianta ad un‘altra cmzifinano contemporaneamente e
delle quali deve essere tenuto conto. Da un espatomrealizzato per quantificare il
contributo relativo dei vari meccanismi per il paggio di C da una pianta ad

un’altra, e’ risultato che il trasferimento diretitiraverso le ife del fungo MA era il
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46% , mentre la parte restante avveniva attravensdrasferimento indiretto con o
senza lintermediazione del fungo micorrizico o aliri microrganismi del suolo
(Martins, 1993; Simard & Durall, 2004). Lavori sessivi condotti con piante
ectomicorriziche, nei quali grande attenzione vipasta nell'indagare il movimento
di C attraverso le interconnessioni ifali, sembraonafermare inequivocabilmente il
movimento bidirezionale di carbonio attraverso MNCpresente nel suolo (Wet al,
2001).

Per quanto riguarda le micorrize arbuscolari, wwidi hanno dimostrato la
possibilita’ di un trasferimento di C da una piaathun’altra ma la maggior parte del
carbonio marcato tenderebbe a restare nell’appasalicale della pianta ricevente,
con scarse percentuali di traslocazione nel geiim@@latkinset al, 1996; Gravegt
al., 1997; Fitteret al, 1998); cio’ ha fatto ipotizzare una sua permaaenglle
strutture intraradicali del fungo micorrizico (Pfifet al, 2004). L’aumento della
concentrazione di CQOatmosferica non influiva sul processo di traslomae e il
taglio della parte aerea di piante erbacee, avdoatescopo di favorire la
mobilizzazione delle sostanze nutritive dalla p@ptegea a quella epigea durante la
nuova crescita del germoglio, non incrementaveagferimento di C dalla radice al
germoglio (Fitteret al, 1998). D’altra parte la redistribuzione di C atrso la rete
miceliare puo’ variare a seconda della specie tedgeche agisce come “pianta
donatrice” (Nakano-Hylander & Olsson, 2007).

Questi risultati suggeriscono che le modalita'rdstocazione possono differire
tra micorrize arbuscolari e ectomicorrize, anchiegagioni di tali differenze devono
ancora essere investigate (Simard & Durall, 2084)stato suggerito tuttavia che,
anche se il C trasferito non venisse ceduto dajdwalla pianta, potrebbero realizzarsi
comunque vantaggi per la pianta ricevente, ad eiseimgermini di riduzione della
domanda di C da parte dell’endofita fungino o diggior vigore fungino a spese di
un’altra pianta (Simard & Durall, 2004; Selosseal, 2006); e’ stato ipotizzato,
infatti, che buona parte o lintera richiesta drtwidrati da parte del fungo possa
essere soddisfatta attraverso il trasferimento anétliante la CMN (Fitteet al,
1998).

Nella valutazione dei risultati sperimentali dolsb@aconsiderare, inoltre, che

nei lavori realizzati con I'uso del C marcato ivarperiodi di osservazione potrebbero
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non essere sufficienti per permettere il passafigigo-pianta e che le inevitabili
modificazioni ambientali conseguenti alla sommigizione di C marcato comporta,
potrebbero influire sui risultati ottenuti. Rilielasati su singole misurazioni, quindi,
possono essere inadeguati e fornire risultati teveoontraddittori, come hanno
dimostrato lavori recenti condotti in campo connpéa che formano micorrize
arbuscolari, dai quali e’ risultato che la direaoe I'ammontare del carbonio
traslocato puo’ cambiare con la stagione, in relaiallo stadio fenologico delle
piante coinvolte (Leragt al, 2002); cio’ confermerebbe che il passaggio dboaio
attraverso la rete e’ governato da una relaziooarte-sink” guidata dalla pianta. Un
approccio nuovo, basato su un punto di vista neintico, e' stato recentemente
proposto da alcuni autori (Fitteat al, 2000), secondo i quali la ripartizione del
carbonio e degli altri nutrienti tra radice e fungarebbe frutto di reciproche
interazioni che rispondono sia alle esigenze gedata che a quelle del fungo.

A questo proposito un punto fondamentale, speci@lenger le micorrize
arbuscolari, e’ cercare di capire se il trasferitoedi carbonio tramite la CMN sia
realmente in grado di influire sulla crescita dedlante “in rete”, come risulterebbe
da esperimenti condotti con mutanti non-fotosiaiztnti di tabacco, i quali avevano
un numero di foglie e una biomassa del germogliggitae se venivano coltivati
insieme con la pianta “wild-type” e in presenza fieigo MA (Muller & Dulieu,
1998). Alcuni autori hanno addirittura ipotizzatwedl “carbon parasitism” attraverso
i funghi MA presenti nel suolo possa essere un imapbe meccanismo che permette
a piante invasive di diffondersi (Carey al, 2004); I'ingresso nella CMN di una
nuova pianta potrebbe quindi costituire un risattie modifica gli equilibri presenti
in uno specifico ecosistema e avvantaggia i conge(Selossest al, 2006). D'altra
parte, la redistribuzione di risorse mediante laNCpbtrebbe aumentare la diversita’
della comunita’ vegetale (Grinmet al, 1987), alterando le capacita’ competitive della
specie dominante.

In ogni caso, pur non conoscendo ancora i meaoamBe regolano questo
complesso fenomeno, si ritiene che I'esistenzandi comune rete micorrizica abbia
la potenzialita’ di influenzare, attraverso la stdbuzione delle risorse, la struttura e
il funzionamento dell'intero ecosistema ed eserejtpertanto, un ruolo ecologico

fondamentale.
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5 - Influenza dell'incremento della concentrazionedi CO, atmosferica sullo

sviluppo intra e extraradicale di funghi micorrizici arbuscolari

I cambiamenti climatici a cui il nostro pianeta stadando incontro (global
environmental change) come conseguenza dell'incriemedelle emissioni
antropogeniche di CQOsono in grado di influenzare sia la composiziche il

funzionamento degli ecosistemi naturali (Kerr, 20Rerr, 2007) (Fig. 7) .
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Fig. 7 - Andamento della concentrazione atmosfedcd& O, e della temperatura
partire dal 1850 (da IPCC Third assessment replimate change 2001)

Da una concentrazione preindustriale di,G@mosferica di 280 ppm siamo
passati ad una concentrazione nel 2005 di 379 pprar®stante gli impegni assunti
nell'ambito del Protocollo di Kyoto, le emissionigliesto gas serra a livello globale
continuano ad aumentare, con valori medi di emigsinnuali (a partire dal 2000) di

26 miliardi di tonnellate I'anno, corrispondentr &tC/anno. Gli scenari delineati dal
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Il rapporto dell'lPCC (Intergovernmental Panel Glimate Change) ipotizzano che,
per I'anno 2100, la concentrazione di £@otrebbe raggiungere un val@@mpreso
tra 540 e 970 ppm (Fig. 8), con un conseguentesinento di temperatura, tra il
1990 e il 2100, di 1,4-5,8 °C.
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Fig. 8 - Andamento futuro della concentrazionecsf@rica di CQ ipotizzabile sulla
base di differenti modelli di previsione (da IPCGirtl assessment report: climate change
2001)

E’ stato stimato che, di tutta la G@messa in atmosfera nel periodo 2000-
2005, il 41.2% sia stata assorbita, per tre quidli oceani e per la parte restante
dagli ecosistemi vegetali terrestri, ma tali cafcnaturali di assorbimento, gia’
ridotte rispetto al secolo precedente, tenderebaeliminuire ulteriormente (Ferrara
& Farruggia, 2007). E’ molto importante, quindidagare sui fattori che possono
influire sulle naturali capacita’ degli ecosistermegetali di sottrarre CO
dall'atmosfera ed individuare le cause che poss$awarire o ridurre il fenomeno.

Poiche’ il progressivo incremento della g£Catmosferica, attraverso
I'alterazione del ciclo del carbonio, puo’ modifieagli equilibri naturali presenti

nell'agroecosistema, le ricerche condotte devoengbre in considerazione non solo
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gli effetti sulla comunita' vegetale bensi' devaatutare le conseguenze su tutte le
componenti del sistema pianta-suolo-microrganis@io’ appare ancora piu’
interessante se si considerano non solo gli scpiahta-fungo-atmosfera, ma anche
gli scambi “plant to plant” che potrebbero realisiase le ipotesi relative alla
traslocazione di fotosintetati attraverso una “coemurete micorrizica” fossero
confermate (vedi paragrafo 4.4.1).

E' noto che la maggiore disponibilita’ di €@mosferica stimola la crescita
della pianta (Ceulemaret al, 1999; Pooleet al, 2000) attraverso una stimolazione
dell'attivita' fotosintetica; conseguentemente alkggiore produzione di carboidrati,
e' possibile che una maggiore quantita’ di carbdivienga disponibile per supportare
le attivita' microbiche che si svolgono nella riisya ed e' pertanto ipotizzabile che la
maggiore disponibilita’ di COpossa influire non solo sulla comunita’ vegetake m
anche sulle componenti microbiche dei suoli.

Tra queste, come e' noto, particolare importanastono i funghi micorrizici i
quali, essendo biotrofi obbligati, dipendono totahte dalla pianta ospite per |l
rifornimento di carboidrati. Come €' noto, i vargager la pianta ospite conseguenti
allinstaurazione della simbiosi micorrizica dipend dal bilancio tra la sottrazione di
fotosintetati da parte del fungo e i benefici danti principalmente dal maggior
rifornimento di elementi nutritiviE’ verosimile, quindi, che la relazione mutualiatic
tra i 2 partners sia sensibile alle variazioni dd,Catmosferica e che i funghi
micorrizici arbuscolari posssano costituire dedgfiinai indicatori per testare gli effetti
dellinnalzamento di questo gas serra. Pertantigdke consistenza e la funzionalita'
della simbiosi micorrizica deve essere adeguataneotsiderata se si vogliono
valutare le conseguenze dei cambiamenti ambieimtaditto sullo svolgimento del
ciclo del carbonio negli ecosistemi naturali o aigfitter et al, 2004; Hawkegt al,
2008).

In condizioni di elevata CQil costo della simbiosi micorrizica potrebbe
variare, con conseguente modificazione del rappecosii/benefici (Johnsoet al,
2005; Cavagnareet al, 2007), come pure la maggiore disponibilita’ dibcaio
potrebbe tradursi in una maggiore possibilita'rdscita del micelio fungino intra e/o
extraradicale (Sandeet al, 1998; Staddoet al, 2004).
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E’ gia’ stato visto che, sebbene non si conosclicgritemente come la pianta
regoli la ripartizione del carbonio e la sua traalone al fungo (Jakobsen &
Rosendahl, 1990; Wright al, 1998a; Fitteet al, 2000), i simbionti fungini possono
essere considerati come veri e propri "sink" do$ottetati, ovvero uno strumento di
sottrazione dall'atmosfera ed immagazzinamentosnelo del carbonio assimilato
dalla pianta (Treseder & Allen, 2000; Olsson & Jatm 2005). Si ritiene, infatti,
che la maggior parte della biomassa microbica agkemno sia rappresentata dal
micelio micorrizico extraradicale (Olssa al, 1999; Olsson & Wilhelmsson, 2000)
e che il principale costituente della parete fuagita chitina, sia degradato piu
lentamente nel terreno, rispetto ad altri polisedcali origine vegetale (Gooday,
1990). Inoltre i funghi MA sono ritenuti gli unigdroduttori di glomalina, una
glicoproteina abbondante nei suoli (Wright & Upaayg, 1996) probabilmente
perche’ difficilmente degradabile (Steinberg & ®j)I2003).

Sebbene il turnover delle strutture fungine possamre differente in condizioni
pedoclimatiche differenti, un incremento della bamsa fungina nel suolo potrebbe
determinare una temporanea immobilizzazione di IGameeno. Questa funzione dei
funghi MA, presente negli ecosistemi naturali, pbbre essere alterata nei sistemi
agricoli convenzionali, dove le pratiche colturapplicate possono determinare un
progressivo impoverimento biologico.

Se, in condizioni di elevata concentrazione di,@®nosferica, la crescita intra
ed extraradicale dell'endofita micorrizico risuias stimolata, la capacita’ di
sottrazione ed immagazzinamento nel suolo di caobda parte dei funghi MA
potrebbe risultare significativamente incremeneageertanto il ruolo di "carbon sink"
esercitato dai funghi micorrizici potrebbe essemsgilmente potenziato.

Poiche’ nei funghi MA la maggior parte della bigga totale e’ costituita dal
micelio extraradicale (Sandeet al, 1998; Olssoret al, 1999; Fujiyoshiet al,
2000), I'effetto dell’incremento della G@tmosferica su questa fase di sviluppo del
fungo dovrebbe essere adeguatamente considerapmiegrvalutare la potenzialita’
dei funghi micorrizici di immobilizare C nel terren Nonostante parecchi studi
condotti nell'ultimo decennio, le conoscenze aaigo non permettono ancora di
giungere a conclusioni chiare e univoche, consimyanoltre che gli esperimenti a

lungo termine sono piuttosto rari (Rilleg al, 1999; Klironomoset al, 2005).
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La maggior parte dei lavori hanno valutato linflaa della maggiore
disponibilta' di carbonio sullo sviluppo intraradie del fungo. L'aumento della
concentrazione atmosferica di €a determinato  un incremento della
colonizzazione radicale da parte dell'endofita faogin differenti specie vegetali
(Morgan et al, 1994; Olesniewicz & Thomas, 1999; Rilleg al, 1999; Huet al,
2005) o un incremento dell'intensita’ dell'infezoradicale (Rilliget al, 1998); in
altri casi, tuttavia, la maggiore disponibilitai darbonio non influenzava
significativamente la colonizzazione micorrizicarfdenet al, 1996; Sanderst al,
1998; Staddomt al, 2004; Cavagnaret al, 2007). E' stato osservato, inoltre, che le
risposte possono variare a seconda del binomioofpranta ospite considerato
(Monz et al, 1994; Johnsoet al, 2005) e delle condizioni nutritive (Klironomes
al., 1996; Rilliget al, 1998). Gli effetti riscontrati sui parametri diescita, d’'altra
parte, possono scomparire quando si tiene contalitferente accrescimento delle
piante; esperimenti "time course" possono pernetdir valutare se gli effetti
osservati sono dipendenti o indipendenti dallaaitesiella pianta ospite (Staddenh
al., 1998). Tuttavia, anche quando la percentualéedione micorrizica non subisce
variazioni di rilievo, lo sviluppo totale del fungo termini quantitativi puo' risultare
comungue aumentato.

Come €' noto, la colonizzazione intraradicale @l@seguente instaurazione dei
rapporti di reciproco scambio tra i 2 simbionti,rpette al fungo micorrizico di
svilupparsi all'esterno della radice andando a éoene estese reti miceliari descritte
precedentemente (vedi par. 4.4). Indipendentemdatieffetto della C@ sullo
sviluppo intraradicale dell'endofita fungino, laescita extraradicale del micelio
micorrizico puo' essere incrementata in consegueihama differente ripartizione
(carbon allocation) dei fotosintetati ceduti al dortra la fase intra ed extraradicale.
D'altra parte sono gia' stati riportati modificagioei rapporti percentuali tra la fase
interna ed esterna del fungo a seconda della faswildppo della pianta ospite
(Betlenfalvayet al, 1982; Olssoret al, 1999).

Nonostante che la colonizzazione intraradicale an@sse mostrato sostanziali
variazioni, la produzione di ife extraradicali vemistimolata dall'incremento di GO
in Plantago lanceolat# tale risposta risultava indipendente dalla ¢cr@sella pianta

(Staddonet al, 2004), sebbene in un lavoro precedente gli stag®ri fossero
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arrivati a conclusioni differenti (Staddogt al, 1999). Analogamente iRrunella
vulgaris, pur in presenza di una colonizzazione intrarddistatisticamente uguale, la
lunghezza delle ife extraradicali aumentava diecifc volte in presenza di una
maggiore concentrazione atmosferica di.¢8anderset al, 1998), indicando che la
maggiore disponibilita’ di carbonio determinava dingersa ripartizione delle risorse
tra la fase interna ed esterna del fungo micowizi@ produzione extraradicale di ife
e' risultata stimolata anche Artemisia tridentatama l'aggiunta di nutrienti influiva
negativamente su tale risposta (Klironoredsl, 1996). Naturalmente, una differente
allocazione delle maggiori risorse disponibili pubdificare anche i rapporti di
sviluppo tra radice e fungo, favorendo la cresaidicale o quella delle ife fungine
extraradicali a seconda delle condizioni pedologielsistenti (Rilliget al, 1999).
Tempi e modalita’ di somministrazione della £Qinfine, possono influire sui
risultati osservati (Klironomost al, 2005).

In conclusione, sebbene le risposte possano vasiaseconda dell'endofita
considerato (Klironomo®t al, 1998; Sanderet al, 1998; Staddoret al, 2004;
Johnsoret al, 2005) o in condizioni pedoclimatiche differerRil{ig et al, 1999), il
simbionte fungino, nella maggior parte dei casisponde positivamente
all'incremento della disponibilita’ di GQAlbertonet al, 2005) e, almeno per quanto
riguarda il genereGlomus si ha una stimolazione della produzione di reti
micorriziche extraradicali, come e' possibile dedwhalla tab. 2.

E' da sottolineare che nella maggior parte deirlasondotti per valutare gli
effetti dell'incremento della concentrazione di 0llo sviluppo di reti extraradicali,
la misurazione e' stata effettuata in termini dighiezza, mentre gli effetti sul fungo
in termini di biomassa non sono stati mai valutséi,non indirettamente attraverso
stime basate sul calcolo del biovolume (Lusserdtiap, 1998; Sanderst al, 1998).

La valutazione della reale estensione della reteomkzica extraradicale
prodotta da differenti specie o isolati di funghicarrizici, ma anche una appropriata
guantificazione della biomassa fungina, costituiecan presupposto indispensabile
per poter valutare il ruolo dei funghi MA come put&li "sink" di carbonio

dall'atmosfera.
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Lunghezza micelio
Specie fungina| Specie | Periodo di Riferimenti
vegetale | crescita
CO, CO, bibliografici
ambientale elevata
Plantago N N (Staddoret al,
Glomus mosseae lanceolata 84 gg 2 m/g suolo 4 m/g suolo 2004)
Prunella Sanderst al,
Glomus spp vulgaris 20 sett. 1-4 m/g suolp 4-15 m/g suaql 998)
Glomus Artemisia _ _ (Klironomoset
intraradices tridentata 16 sett 5.5 m/g suolo 6.1 m/g suoloalq 1998)
Glomus Artemisia _ _ (Klironomoset
etunicatum tridentata 16 sett 3.3 m/g suolo 3.8 m/g suoloal” 1998)
Bromus (Klironomoset
Glomus sp inermis 15 sett. 1.7 m/g suolo | 1.3-1.4 m/g suolqg al., 2005)

Tab. 2 - Effetto dell'incremento della concentraeiatmosferica di COsullo sviluppo del
micelio extraradicale di funghi micorrizico-arbuta®

Cambiamenti nella gestione degli agroecosisterhitéizzo di idonee pratiche
agricole possono contibuire a ridurre le emissiinCO, proposte dal protocollo di
Kyoto ed incrementare il contenuto di carbonio aiga nel suolo con conseguenze
positive sia per 'ambiente che per la qualita’ geoli (Lal et al, 1999; Willsonet

al., 2001).

6 — La valutazione quantitativa della biomassa fogina

Vista l'importanza della simbiosi micorrizica nelwolgimento del ciclo del
carbonio e considerando il contributo fondamenti#giefunghi MA al mantenimento
della qualita’ biologica del suolo, risulta di fadentale importanza avere a

disposizione parametri validi e sicuri per stimreresenza dei funghi micorrizici
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nei suoli. La misurazione della lunghezza ifale; postituendo un valido strumento,
non puo' rappresentare l'unico parametro usatapantificare la reale consistenza
dei funghi MA nel terreno. Cio' nonostante, non s&sio ancora test di
determinazione della biomassa fungina di facilagda applicazione, che vengano
ritenuti inequivocabilmente affidabili e sicuri.

La stima della biomassa intra ed extraradicalata effettuata mediante la
determinazione del contenuto di vari componentimitii presenti nella cellula
fungina, come chitina, ergosterolo, fosfolipidi eida grassi (Hepper, 1977,
Bethlenfalvayet al, 1981; Bethtlenfalvayet al, 1982; Pacovsky & Bethlenfalvay,
1982; Bethlenfalvay & Ames, 1987; Frey al, 1994; Olssoret al, 1995; Medinaet
al., 2003; Nilssonret al, 2005; Appuhn & Joergensen, 2006; Grigetaal, 2007).
Sfortunatamente, nessuno di queste molecole emees modo esclusivo nei funghi
micorrizici arbuscolari e pertanto e' possibile ¢henisure nel suolo siano inficiate
dalla presenza di altri organismi, fungini e nom promettente indicatore della
presenza di funghi MA nel suolo potrebbe essergldaalina, una glicoproteina
presente nella parete dei funghi micorrizici e idilinente degradabile nel suolo
(Wright & Upadhyaya, 1996; Bedirgt al, 2007; Purin & Rillig, 2007; Tresedet
al., 2007), sebbene le ricerche relative a quest&cuotd, la cui natura biochimica
deve ancora essere chiarita, presentano per il momaolti punti controversi.

La scelta dell'indicatore piu' opportuno per valetéa biomassa fungina nel
suolo, pertanto, deve tenere in considerazione ragsndattori dipendenti dalla
specifica situazione in cui si opera, oltre cheturemente, lo scopo per cui si
procede alla determinazione.

L'ergosterolo €' il principale sterolo presentdenalembrane cellulari fungine
(Fig. 9) e, dal momento che decade rapidamentetassiuti morti puo' essere
considerato un buon indicatore della biomassa fngivente (Fujiyoshét al, 2000;
Hart & Reader, 2002).
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Fig. 9 - Formula di struttura dell'ergosterolo

Tuttavia, la concentrazione di questa molecola tassuti fungini €' molto
variabile in funzione della specie consideratace anstituisce un ostacolo all'utilizzo
di questo indicatore per la stima della biomassaifia nel suolo (Schmitet al,
1991); inoltre, il contenuto di ergosterolo neidhhmicorrizici €, generalmente, piu'
basso rispetto a quello di altri funghi e in patédanghi MA e' risultato addirittura
assente (Olssoet al, 2003).

Differenti lipidi sono stati presi in considerazeonome indicatori di biomassa
fungina e tra questi il PLFA (phospholipid fattgid) 16:kw5 e il NLFA (neutral
lipid fatty acid) 16:5 sono risultati buoni indicatori della presenz&ufighi AM
nel suolo, essendo normalmente assenti nei funghi micorrizici, anche se si
trovano in altri organismi come i batteri (Olssenal, 1995; Olssoret al, 1999;
Olsson & Wilhelmsson, 2000; Olsset al, 2003; Nilssoret al, 2005; Labidiet al,
2007). D'altra parte sono state trovate differemssonomiche nella composizione e
nel contenuto di acidi grassi che potrebbero caugmoblemi nella stima della
biomassa soprattutto in presenza di popolaziongifienmiste o di isolati fungini di
differente provenienza (Grahashal, 1995).

La chitina 3 1—4 N-acetil-D-glucosammina), polisaccaride azotatodptto
dalla condensazione dell'N-acetil glucosammina .(Hif), €' uno dei principali
componenti della parete cellulare dei funghi maresente anche negli artropodi,

mentre e' assente nelle piante superiori.
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Fig. 10 - Formula di struttura della chitina

Il dosaggio della chitina nelle radici o nel sueiene effettuato mediante la
determinazione spettrofotometrica del contenutogldicosammina ottenuta dalla
depolimerizzazione della molecola. Sebbene la eawnazione di glucosammina
nella parete fungina possa subire variazioni dievdd a seconda del phylum
considerato, essendo stati rilevati valori chelzs@ino da 2 a 170 mg‘gli peso
secco (Appuhn & Joergensen, 2006), nei funghi migor arbuscolari del genere
Glomus questa variabilita’ sembra essere piu' contenutdaie dati disponibili in
letteratura, risulta una variazione compresa tree 20 mg-g di peso secco, come
possiamo osservare nella tab. 3.

Una buona correlazione tra quantita' di chitinaseello e lunghezza delle ife e’
stata trovata, in esperimenti condotti in conteritperG. mossea@ethlenfalvay &
Ames, 1987) &. intraradices(Freyet al, 1994), mentre in altri casi il contenuto di
chitina non risultava correlato con la colonizemd micorrizica (Schmitzt al,
1991). Sebbene I'utilizzo di questo parametro prése®me inconveniente la scarsa
specificita’, la chitina presenta il vantaggio clessendo una molecola a lenta
degradazione, a differenza di ergosterolo e acatisi, costituisce un buon indicatore
della biomassa fungina totale, sia vitale che nitales Questo tipo di dosaggio,
pertanto, puo' risultare particolarmente indicgteando, attraverso la quantificazione
della biomassa fungina, si vuole effettuare unamastdella quantita' di carbonio

organico "piu' lentamente degradabile" presentsunao.
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: : Contenuto o S -

Specie fungina di glucosamina Riferimenti bibliografici
(mg-g* di peso secco)
Glomus mosseae 40 (Hepper, 1977)
Glomus fasciculatus 21 (Hepper, 1977)
32.9 (Bethtlenfalvayet al, 1982)

Glomus caledonium 33 (Hepper, 1977)
Acaulospora laevis 26 (Hepper, 1977)
Glomusintraradices 28.9 (Freyet al, 1994)

Tab. 3 - Contenuto di glucosamina di differenti@pali funghi micorrizici arbuscolari

Indipendentemente dalla metodologia analiticazaz#ta, la quantificazione del
fungo presente nel suolo mediante dosaggio biochimbmporta necessariamente
una precedente stima del fattore di conversioneogpiato per poter calcolare, sulla
base dei dosaggi effettuati, la quantita’ total@@massa fungina presente. Poiche' la
stima del fattore di conversione presenta diff@oltoggettive, spesso la
quantificazione della biomassa fungina viene eftgd sulla base di calcoli e
valutazioni che comportano incertezze e sensimligini di errore. Ne risulta cosi’
che i valori riportati in bibliografia, compresitil6 e 35Qug-g* (Freyet al, 1994;
Olssonet al, 1999; Olsson & Johansen, 2000) possono variarsiderevolmente a
seconda della metodologia di stima effettuata alre, naturalmente, a seconda del
tipo di fungo e dalle condizioni sperimentali wdate.

In conclusione, sebbene indagini piu' precise qataipndite debbano essere
condotte, soprattutto per quanto riguarda la deterrione di fattori di conversione
per le diverse specie fungine, le prospettive jpaplego di questo tipo di analisi per
la quantificazione della biomassa fungina sonoriaggianti (Appuhn & Joergensen,
2006) .
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7 — Gli agroecosistemi arborei : micorrize e gestionsostenibile

Le potenzialita' dei funghi micorrizici possono nif@starsi in maniera
particolarmente efficace nelle colture plurienmaih particolare nelle specie arboree,
la maggior parte delle quali, come e’ noto, rispmmalin maniera molto positiva alla
inoculazione con funghi MA; tra queste ricordianharielo (Coveyet al, 1981;
Hoepfneret al, 1983), il pesco (La Ruet al, 1975), la vite (Schubert & Cammarata,
1986), gli agrumi (Timmer & Leyden, 1978), il cifj® (Ponset al, 1983), l'actinidia
(Schubertt al, 1987a), e numerosi portinnesti di specie arbdeefeutto (Fortunat
al., 1992; Sbranat al, 1994; Fortunat al, 1996). Naturalmente le risposte ottenute
sono molto variabili a seconda del binomio fungaApa ospite considerato; specie
arboree differenti presentano, infatti, una divedgzendenza micorrizica e, d’altra
parte, le capacita’ infettive e il grado di efficEa di differenti endofiti fungini sono
molto variabile nelle varie combinazioni prese ionsiderazione (Fortunat al,
1992).

Durante lo sviluppo delle specie arboree, la preselella simbiosi micorrizica
determina sia vantaggi di tipo nutrizionale (Giazn & Vosatka, 2004; Giovannetti,
2006) che modificazioni morfologiche, fisiologiclkeebiochimiche, tali da conferire
alla pianta ospite una maggiore resistenza agsstdi natura biotica (Giovannetti
al., 1991; Tosket al, 1993) o abiotica, come ad esempita maggioreesistenza alla
siccita' (Nelsen & Safir, 1982), alla salinita’ &@j et al, 1983) 0 allo stress da
trapianto (Menge, 1978).

La maggiore resistenza agli stress risulta paditoénte interessante nel
settore vivaistico e in particolare nell'acclimatae di piante micropropagate
(Fortuna, 1992; Fortunaet al, 1996; Fortunaet al, 1998) che vengono
frequentemente usate negli impianti arborei.

La presenza del micelio extraradicale puo’ conirdy inoltre, alla
stabilizzazione degli aggregati nel suolo (Miller Jastrow, 1990; Kabir & Koide,
2002) e puo’ conferire alla pianta una migliore tprione nei confronti di livelli
tossici di elementi dannosi nel suolo (Rivera-Batet al, 2002)

La colonizzazione micorrizica puo’ influire inoltresulla morfologia

dell'apparato radicale (Beréd al, 1995) che, nella maggior parte dei casi, si prese
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piu' ramificato, ossia con un maggior numero digiapiu’ corte, come e' stato visto
in Vitis viniferaL. (Schellenbaunet al, 1991) e inPrunus cerasifergFortunaet al,
1998). Una migliore esplorazione del suolo e, cgneatemente, un migliore stato
nutrizionale della pianta ospite, puo’ essere mottportante per le piante arboree,
sia in relazione alla capacita' di attecchimentionateriale utilizzato al momento di
un nuovo impianto, sia per un buon sviluppo e @apada entrata in produzione delle
specie frutticole.

Per le specie arboree, inoltre, e' molto intergssaalutare la relazione tra il
miglioramento della nutrizione minerale determindédla simbiosi micorrizica e le
caratteristiche qualitative del frutto.

Se da una parte i risultati sperimentali sott@mel'importanza della simbiosi
micorrizica per un miglioramento quali-quantitativoe una maggiore
sostenibilita’della produzione agricola, dall’alttabbiamo constatare che le tecniche
agronomiche applicate nei sistemi colturali convemali possono influire
negativamente sullinstaurazione e la funzionalda' tale associazione. Negli
agroecosistemi convenzionali la consistenza eviersita’ dei funghi MA e’ risultata
fortemente alterata rispetto agli ambienti naturAll esempio, in terreni soggetti
all'aratura il fungo dominante e’ risultat®Glomus mossea@®2%) mentre in terreni
non lavorati attigui la biodiversita’ era molto ngggre (Helgason 1998). Inoltre,
prove di campo di lungo periodo hanno mostratolahgercentuale di colonizzazione
radicale era molto maggiore (30-60% in piu’) inmiE@cresciute in sistemi colturali
“low input” rispetto a quella presente in piantdeghte con sistemi colturali
convenzionali (Madeet al, 2000).

Dobbiamo considerare infine la possibilita’, giasaissa nel paragrafo 4.4.1,
che si realizzi la formazione nel terreno di unangoe rete micorrizica in grado di
collegare, tramite le ife extaradicali, le specagetali presenti e attraverso la quale
potrebbe avvenire il trasferimento di nutrientidvbibliografia citata). L'esistenza di
un tale sistema di interconnessione e’ particolatme interessante
nell'agroecosistema frutteto dove sono presenttezoporaneamente piante arboree
della stessa specie e, dove, frequentemente, fa@néto lo sviluppo, lungo filari e
interfilari, di piante erbacee di differenti spe€@mver crops) per ridurre I'erosione,

incrementare la fertilita’ e migliorare la struttudel suolo. Capire le interazioni che
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avvengono nel sottosuolo tra la pianta da fruttttivada e le specie usate per
linerbimento e’ importante per una gestione magyente sostenibile
dellagroecosistema frutteto, specie per quantouatida la fertilizzazione.
Recentemente, in prove condotte in serra, e’ staistrato un trasferimento di N
marcato dalle specie erbacee utilizzate per I'imeebto del vigneto a piante di vite
(Cheng & Baumgartner, 2004).

Nonostante siano sempre maggiori le conoscenzatsitbe che evidenziano
le molteplici e complesse relazioni di reciprocarsbio tra le componenti presenti in
un ecosistema naturale o coltivato, le ricerch&ampo agronomico sono spesso
centrate esclusivamente sul comportamento fisiotogi produttivo della pianta. Al
contrario la sperimentazione agricola, consapedelemportanza di salvaguardare e
valorizzare le interazioni nelle quali si trovanoirovolti la pianta e il simbionte
fungino, deve tenere adeguatamente conto di cpaissare da un tipo di indagine in
cui la pianta e' studiata come individuo isolatd,iadagini in cui i due organismi
sono visti come parti attive di un reciproco scajia loro volta, parti integranti di

relazioni piu’ complesse.
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SCOPO DEL LAVORO

Considerando quanto riportato sopra, possiamo camdegre l'importante
contributo che i funghi micorrizici sono in grado dare alla realizzazione di
agroecosistemi a maggiore sostenibilita’. L'agretstema frutteto, per le sue
caratteristiche di pluriennalita’, risulta partiaohente indicato ad una gestione piu’
equilibrata che salvaguardi e potenzi I'attivitd’ guesti organismi nel suolo. La
conoscenza dei meccanismi che permettono la foomazinel suolo delle reti
micorriziche extraradicali e del loro funzionamentmstituiscono un presupposto
fondamentale per poter sfruttare a pieno le po#diteri dei funghi MA. D’altra parte,
considerando le modificazioni ambientali in corsdeepossibile ripercussioni di
gueste sugli equilibri naturali presenti nell'agrosistema, risulta particolarmente
interessante indagare sulle conseguenze che lg@ionagdisponibilita’ di CQ
atmosferica potrebbe determinare su tutte le coemiordel sistema pianta-suolo-
microrganismi ed in particolare sullo sviluppo denghi micorrizici, data la loro
diffusione e importanza negli ecosistemi sia nditgree coltivati.

Pertanto, la presente ricerca si prefigge i setyjobrettivi:

1) Studiare la formazione e la funzionalita’ ngdiante arboree da frutto di reti
micorriziche extraradicali intra o interspecifiche.

Cio’ verra' realizzato mediante un lavoro articolahelle seguenti fasi

successive:

a) Visualizzazione e osservazione delle modaliiarealizzazione di una
comune rete micorrizica tra piante arboree dekasst specie o di specie
differenti, utilizzando un sistema bidimensionale vivo (metodo
sandwich).

b) Valutazione dei tempi di formazione nel terrediouna comune rete
micorrizica tra piante arboree della stessa spediespecie differenti

c) Verifica della funzionalita’ di tale rete comistema di interconnesione tra
le specie presenti nella comunita’ vegetale, stydtatin relazione allo

scambio di carbonio.
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2) Valutare l'influenza dell'incremento della comtezione di C® atmosferica
sullo sviluppo di reti micorriziche extraradicali.
A tale scopo verranno presi in considerazione useti aspetti:

a) valutazione “time-course” dell'estensione ealstruttura della rete
micorrizica extraradicale in presenza di differentincentrazioni
atmosferiche di C®

b) determinazione della biomassa fungina intra gttaeadicale in

presenza di differenti concentrazioni atmosferidh€0,
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MATERIALI E METODI

1 - Studio della formazione e della funzionalita’ elle piante arboree da frutto di

reti micorriziche extraradicali intra o interspecifiche

Materiale vegetale

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzandontiae micropropagate di
due differenti portinnesti di specie arboree ddtéul'Mr.S. 2/5, una selezione di
semenzali ottenuti da libera impollinazione di roskano Prunus cerasifer&hrh), e
il GF 677, un ibrido pesco x mandorlo.

Il substrato di crescita utilizzato per I'Mr.S. Z5stato quello proposto da
Murashige e Skoog (1962) contenente macro e nm@ranti a cui sono stati
aggiunti 0.4 mg/l di tiamina, 100 mg/I di inositole0 mg/l di NaFeEDTA, 30 g/l di
saccarosio e 6 gr/l di Difco Bacto Agar; il pH @edloluzione e' stato portato a 5.2. La
sterilizzazione del substrato e' avvenuta medizateamento in autoclave a 120° per
20 min. Nel corso della fase di proliferazione,atue la quale le subcolture avevano
una durata di 15 giorni ciascuna, nel substrato stati aggiunti 0.6 mg/l di BA, 0.2
mg/l di GAz e 0.06 mg/l di IBA. Successivamente, germogli oica 2 cm di

lunghezza, venivano trasferiti in un substrato Itlinrgamento nel quale la BA era
stata ridotta a 0.2 mg/l, lasciando inalteratedacentrazioni degli altri ormoni; in
tale substrato venivano aggiunti 200 mg/l di cagbattivo. Al termine di questa fase
della durata di 10 giorni, le microtalee venivamste per 20 giorni su un substrato di
radicazione nel quale erano presenti 0.6 mg/l 4. IB

Per la propagazionén vitro del portinnesto GF 677, come substrato
nutritivo e' stato utilizzato il substrato nutrthDKW (Driver e Kuniyuki, 1984) al
quale, per la fase di proliferazione sono stagiagti 2 mg/l di BA e 0.06 mg/l di
IBA mentre per quella di allungamento la BA e’ atatiotta a 0.1 mg/l. Infine, per la
fase di radicazionén vitro del GF 677, che ha avuto una durata di 20 giovei,
mezzo nutritivo venivano aggiunti 0.6 mg/l di IBA.

La propagazione di entrambi i portinnesti avvenrivacamere di crescita

nelle quali era stato programmato un fotoperiodd@liore di luce e 8 di buio, una
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temperatura di 24°C durante il periodo di luce &2durante il buio, e una densita’ di

flusso fotonico di 40 pEr2-s1 -

Funghi micorrizici

Nel corso delle prove sono stati utilizzati 2 drénti funghi MA:Glomus
mosseadNicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe (Internatiomdicrobial Archives,
code IMA1, Kent isolate), &lomus intraradicesSchenck & Smith(International
Microbial Archives, code IMAS5, Italy isolate, cotleor M. Giovannetti). Il materiale
fungino, proveniente dalla collezione del Dipartime di Biologia delle Piante
Agrarie dell’Universita’ di Pisa, veniva moltiplita attraverso "pot-cultures”.
L'inoculo fungino utilizzato per gli esperimentipstituito da radici micorrizate,
micelio extraradicale, spore e sporocarpi, venitanuto attraverso “wet-sieving” di

campioni di terreno prelevato dalle “pot cultures”.

Inoculazione del materiale vegetale

Le piantine radicatén vitro di Mr.S. 2/5 o di GF 677, dopo essere state
accuratamente lavate con acqua distillata per mdimei la presenza di eventuali
residui del substrato agarizzato, venivano traptenin contenitori di 100 ml di
volume, riempiti con ghiaia di quarzo precedentetimégvata e sterilizzata mediante
trattamento a caldo in autoclave a 121°C per 40 hiinoculazione delle piante, con
G. mossea® G. intraradicesa seconda dell’'esperimento, veniva effettuata podoen
nel vasetto, al di sotto dell'apparato radicale) 50g circa del materiale ottenuto
mediante “wet sieving” del terreno delle pot-cu#tsirLe piante inoculate sono state
chiuse in appositi contenitori (Sun trasparent p&jgma, USA) e mantenute in
camera di crescita con gli stessi parametri amalienitilizzati per la fase di
propagazionein vitro, per un periodo di circa 4-5 settimane a seconda
dell'esperimento (Fig. 11). Una volta la settimaoesscuna piantina veniva

fertilizzata con 8 ml di soluzione Hoagland.
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Fig. 11 - Piantine micropropagate di Mr.S. 2/5cumlate con funghi micorrizici, durante la
fase di ambientamento.

1.1 - Esperimento 1A. Visualizzazione e osservazione delimodalita’ di
realizzazione di una comune rete micorrizica tra @nte arboree della stessa
specie o di specie differenti, utilizzando un sistea bidimensionalein vivo
(metodo “sandwich”)

Le prove sono state condotte utilizzando un sisteigianensionalén vivo
denominato “metodo sandwich” che permette di faluppare le ife esterne di una
piantina micorrizata su una superficie piana lalgusuccessivamente, puo’ essere
sottoposta ad opportune colorazioni allo scopo ffetteare osservazioni e
misurazioni sul micelio micorrizico extraradicatgatto.

Dopo aver inoculato, seguendo le modalita’ prectieente descritte,
piantine radicaten vitro di Mr.S. 2/5 con i funghiG. mossea® G. intraradices
gueste venivano rimosse con accuratezza dal stdstediante immersione in acqua
e poste in capsula Petri con@ distillata. Mediante osservazione al microscopio
stereoscopico, tutte le ife che fuoriuscivano dedidice e si diffondevano nel mezzo
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circostante venivano delicatamente asportate zaitido delle pinzette idonee, come
descritto in Giovannetgt al 2001.

Dopo essere stato completamente privato del micehtraradicale,
I'apparato radicale di ogni piantina veniva posizto su una membrana di nitrato di
cellulosa (Millipore, porosita’ 0.48n). All'interno della stessa membrana, ma a
gualche centimetro di distanza, veniva posta uagiantina di Mr.S. 2/5 o di GF

677 ottenuta nello stesso modo ma non micorriita (2).

Fig.12 - Pianta micorrizata di Mr.S. 2/5 privatiatatto il micelio extraradicale
(sinistra) e pianta non micorrizata dello stessdipaesto (destra), poste su una membrana di
nitrato di cellulosa.

Le coppie di piante, della stessa specie o di spdiffierente, con le radici
racchiuse all'interno delle membrane, venivano @aat'interno di capsule Petri
riempite con ghiaia sterile e mantenute in condizioontrollate di umidita’ e
temperatura.

A tempi successivi, a partire da 3 giorni dopoitio della prova, le
membrane venivano rimosse con cura dalla piastigndie con D distillata,

delicatamente aperte e colorate, ricoprendole ewa con alcune gocce di Trypan

52



Blue 0.05% in acido lattico; dopo aver lasciato iagare per diverse ore le
membrane, il micelio extraradicale, che risultavsible anche ad occhio nudo,
veniva osservato al microscopio stereoscopio. Quémde extraradicale provenienti
dalla piantina micorrizata avevano raggiunto unalicex della piantina non
micorrizata, tali aree della membrana venivanogwate con l'aiuto di un bisturi,
montate su un vetrino in acido lattico e osservatemicroscopio ottico per
l'individuazione di eventuali strutture infettiv&uccessivamente le radici presenti
nelle aree di membrana individuate venivano rimodeeolorate a caldo in KOH al
10% per pochi minuti, colorate con Trypan blue dida lattico (Phillips & Hayman,

1970) e nuovamente osservate al microscopio ottico.

1.2 - Esperimento 1B. Valutazione dei tempi di formazioe nel terreno di una
comune rete micorrizica tra piante arboree della stssa specie o di specie
differenti

L'esperimento e’ stato realizzato con piantine cathin vitro di Mr.S. 2/5

e di GF 677. Una parte delle piante, per entrambriinnesti, e’ stata inoculata con il

fungo G. intraradices secondo le modalita’ precedentemente descritentim le

piante non inoculate sono state poste nei vaseftighiaia sterile e inserite nelle

sunbags come le altre ma, naturalmente, non vegogto I'inoculo fungino al di

sotto dell’'apparato radicale. Dopo 30 giorni, Snpil@e inoculate di GF 677 e 5 di

Mr.S. 2/5 sono state prelevate e le radici sonte sthiarificate con KOH al 10% a

caldo e colorate con Trypan blue in acido lattiebillips & Hayman, 1970) per poter

determinare la percentuale di colonizzazione mizica mediante il metodo “grid-
line intersect” (Giovannetti & Mosse, 1980). Acedd la consistenza della

colonizzazione, le piante micorrizate sono stateammente rimosse dal substrato e

accuratamente private di tutte il micelio extracatt come descritto per

'esperimento precedente. Terminata questa operazie piante micorrizate di GF

677 o di Mr.S. 2/5 sono state trapiantate in sualogentro di un contenitore del

diametro di 25 cm. Intorno alle piante micorrizaieMr.S. 2/5, ad una distanza di

circa 10 cm, sono state postpiéntine non micorrizate dello stesso portinneFas(

intraspecifica MM = Mr.S. 2/5- Mr.S. 2/5) mentrédmo alle piante micorrizate di

GF 677 sono state poste o 6 piante non micorrdiaBF 677 (Tesi intraspecifica GG
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= GF 677- GF 677) oppure 3 piante non micorrizatése 677 e 3 piante non
micorrizate di Mr.S. 2/5 (Tesi interspecifica GMGF 677 - Mr.S. 2/5), come
illustrato nella Fig. 13. Le tesi GG e GM eranotitage da 7 ripetizioni ciascuna,
mentre la tesi MM era costituita da 9 ripetiziolm.seguito chiameremo “centrali”
(Centr.), in relazione alla posizione all'internel @ontenitore, le piante micorrizate
dalle quali inizia la formazione della rete micaith extraradicale e “laterali” (Lat.)
le piante non micorrizate sulle quali verra’ pergainente valutata la colonizzazione

micorrizica.

Rete Rete Rete
intraspecifica interspecifica intraspecifica

Fig. 13 — Disegno sperimentale utilizzato per Eirzazione dell’esperimento 1B.
Tesi GG = GF 677- GF 677; tesi MM = Mr.S. 2/5- Mr2%5; tesi GM = GF 677 - Mr.S. 2/5.

Le prove sono state condotte utilizzando un terrdndipo sabbioso,
subalcalino (pH 7.3), con scarso contenuto di caltatale (1.4%) e di sostanza
organica. Il terreno veniva sottoposto a steriliimae in autoclave mediante
trattamento a 120°C per 40 min.

Le piante sono state mantenute per alcuni gioraibiente controllato per
favorirne l'attecchimento e successivamente trasfen serra. Dopo 20, 30 e 40

giorni dal trapianto in suolo, da ciascun contaeiteeniva scelta casualmente e
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accuratamente prelevata 1 piantina laterale di GFrella tesi GG o di Mr.S. 2/5 se
si trattava della tesi MM o della tesi GM. L'app@araadicale di tali espianti veniva
lavato e colorato con Trypan blue in acido latioone precedentemente descritto per

poter determinare la % di colonizzazione micorezic

1.3 - Esperimento 1C. Verifica della funzionalita’ dell rete micorrizica come
sistema di interconnesione tra le specie presentélta comunita’ vegetale

Esperimento | anne Al termine dell’esperimento 1B i contenitori céa piante di

GF677 o di Mr.S. 2/5, nei quali era stata verificiesistenza di una comune rete
micorrizica nel terreno, sono stati utilizzati pmyndurre la parte successiva della
prova avente lo scopo di indagare sugli effetti hpresenza di tale rete ifale puo’
avere per lo sviluppo delle piante interconnesseictocosmi prescelti contenevano
tutti 1 pianta centrale, di GF 677 o di Mr.S. 233 laterali della stessa specie; nella
tesi GM, infatti, erano state prelevate le piaatmierali di Mr.S. 2/5, rimanedo cosi’,
dopo il terzo prelievo, solo piante di GF 677.

Le piante sono state suddivise in 3 gruppi percaasportinnesto nel
seguente modo: in un gruppo tutte le piante rimaneesposte alla luce (tesi LL =
Luce-Luce), in un altro gruppo solo la pianta caletrrimaneva esposta alla luce
mentre tutte le piante laterali venivano copert@ cappucci realizzati con rete
ombreggiante di colore nero (Tesi LB = Luce-Buid)iefine nel terzo gruppo tutte le
piante venivano coperte con i suddetti cappuccsi(BB = Buio-Buio) (Fig. 14).
L'ombreggiamento riduceva la quantita’ di luce 88P6, senza tuttavia impedire la
traspirazione della pianta.

Per il portinnesto GF 677 si avevano 5 ripetiziper la tesi LL, 5 per la
tesi LB e 4 ripetizioni per la tesi BB, mentre figyortinnesto Mr.S. 2/5 le ripetizioni
erano 3 per ciascuna tesi. Nel corso della prdva,st e’ svolta nel periodo estivo, le
piante sono state mantenute in serra ed innaffatelte alla settimana. Inoltre le

piante venivano fertirrigate con 100 ml di Soluzadioagland 1 volta alla settimana.
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Ombreggiamento Non ombreggiamento Piante “in rete"”
piante laterali®in rete” piante “in rete” tutte ombreggiate

Fig. 14 — Rappresentazione schematica delle tesse a confronto nell'esperimento 1C.

Nel corso dell’esperimento, dopo 20, 35, 50 e 9frrji dal momento
dell'ombreggiamento e’ stato valutato I'incremeniccrescita dei germogli; inoltre,
durante il primo mese di svolgimento della provencs stati condotti 7 successivi
rilievi per misurare l'attivita’ fotosintetica dellpiante esposte alla luce delle tesi LL e
LB. L'assimilazione di C@ (umol COzlcmzlsec) e’ stata misurata sulle prime 3 foglie
espanse di 3 piante per ciascuna tesi medianttrdmento IRGA (InfraRed Gas
Analyzer) .

Al termine, dopo 3 mesi, sono stati misurati il pdsesco e secco delle
radici e dei germogli, I'altezza della pianta, ladsostanza secca della radice e del
germoglio e la % di colonizzazione micorrizica defadici.La quantificazione del
fungo micorrizico all'interno delle radici e’ stat@alutata inoltre mediante
determinazione del contenuto di glucosamina intiaede secondo il metodo

descritto di seguito.
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1.4 - Determinazione del contenuto di glucosaminatraradicale

Il contenuto di glucosammina (GLC) e’ stato deterad mediante dosaggio
spettrofotometrico, dopo opportuna degradazionka dbitina contenuta nei tessuti
fungini intraradicali (Ride & Drysdale, 1972). Il etodo consiste in una
deacetilazione, mediante trattamento con alcatildo; che permette di convertire la
chitina in chitosano; questo, mediante depolimedizme e deaminazione, viene
trasformato in 2,5-anidromannosio il quale, in pres di opportuni reagenti, forma
un complesso cromoforo che viene determinato ggettmetricamente.

A tale scopo, dopo essiccazione in stufa, state stati pesati 15 mg di radici,
precedentemente macinate, e autoclavati con 3 KD# (120 g/100 ml HO) per
60 min a 121°C. La soluzione alcalina ottenutat@asmescolata con 8 ml di etanolo
al 75% e messa a raffreddare in frigo. Dopo 15 misano stati aggiunti 0.5 ml di
Celite (5% in etanolo al 75%) e il materiale e’tstaentrifugato ad una velocita di
3000 rpm, a 2°C per 10 minuti. Dopo eliminazionésignatante, il residuo e’ stato
sottoposto a successivi lavaggi con etanolo al 4G¥qua distillata. Il pellet ottenuto
€ stato essiccato e risospeso in 0.5 ml 4D kterile, ottenendo cosi' una sospensione
di chitosano. A questa sono stati aggiunti 0.5inMNlaNG, al 5% e 0.5 ml di KHS®
al 5%. La sospensione e’ stata posta in agitazosigccessivamente centrifugata per
2 min a 3000 rpm. Dalla soluzione di anidromannagienuta sono state prelevate 2
aliquote di 0.6 ml per ciascun campione che soai $atte reagire per 15 minuti con
ammoniosulfamato (NF$O;NO,) al 12.5%. Successivamente sono stati aggiunti 0.2
ml di MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazamio 0.5%) e i campioni sono
stati immersi in acqua bollente per 3 minuti. Alntine, il materiale e’ stato fatto
raffreddare per pochi minuti e successivament@scaona aliquota sono stati aggiunti
0.2 ml di FeCJ. Dopo circa 30 minuti e’ stata misurata la dexisittica (OD) di
ciascun campione a 650 nm, usando uno spettrofetorBeckman DU-7 (Beckman
Instruments, Inc., Irvine, Calif., USA) (Fig. 15).

Per poter determinare la quantita’ di glucosamneioraienuta nel campione
iniziale, i risultati delle letture spettrofotomietie venivano comparati con quelli

ottenuti dalla curva di taratura precedentemerdbzmata.
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Fig. 15 - Reazione colorimetrica dei campioni peemette il dosaggio del contenuto
di glucosammina

A tale scopo, concentrazioni note di glucosammieaiwano trattate come
precedentemente descritto, partendo dalla fase edmthinazione, in modo da
costruire, parallelamente ad ogni dosaggio effedtuaina curva di taratura

appropriata, come ad esempio quella riportata fégjal6.
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Fig. 16 - Curva di taratura della Glucosamina (G\LC
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Esperimento Il annePiantine radicati vitro di Mr.S. 2/5, sono state poste in

ambientamento ed inoculate con il fungo micorrizizomosseaeseguendo le stesse
modalita’ descritte precedentemente. Dopo 30 gidFrpiantine inoculate venivano
prelevate e le radici venivano trattate secondmndatodo precedentemente descritto
per poter determinare la % di colonizzazione mig@a. Le piante micorrizate sono
state delicatamente rimosse dal substrato e aamoeate private di tutte il micelio
extraradicale come precedentemente descritto. iatan questa operazione, le
suddette piante sono state trapiantate in suolermnie al centro di un contenitore
del diametro di 24 cm e, intorno a ciascuna di esdeuna distanza di circa 10 cm,
sono state poste 4 piante non micorrizate dellssspeportinnesto. |l terreno
utilizzato aveva le stesse caratteristiche di gueflato nell’esperimento precedente.
Le piante, dopo alcuni giorni in ambiente conttul sono state trasferite in serra
dove rimanevano per l'intera durata della prova.

Dopo 30 giorni dal trapianto in suolo, da ogni @itore veniva prelevata 1
pianta scelta casualmente tra quelle laterali éerpcontrollare la colonizzazione
micorrizica del suo apparato radicale.

A questo punto i vasi, contenenti ciascuno 1 piaetsrale e 3 laterali, sono
stati suddivisi in gruppi e sottoposti a due dife tipi di ombreggiamento: nel
trattamento che chiameremo Nero (N) I'ombreggiamewneniva effettuato con
cappucci ombreggianti realizzati in tessuto di netanero in modo da ridurre
drasticamente la quantita’ di luce ricevuta dalbamato fogliare (solo 3%); I'apice del
germoglio, tuttavia, restava completamente illurton@oiche’ era stata realizzata una
piccola apertura nel cappuccio che permettevandtzarogressivamente la copertura
che era sorretta da un supporto “a telescopiotatitenere alla luce solo I'apice del
germoglio mentre il resto della pianta era comphetiate ombreggiata. Invece, nel
trattamento che chiameremo Bianco (B), 'ombreggiato riguardava I'intera parte
aerea della pianta ma, essendo stata realizzatacaygpucci in tessuto di cotone
bianco, provocava una riduzione dell’intensita’ inosa soltanto del 49%.

Pertanto, le tesi confrontate in questo esperimentisultano
complessivamente 5: in un gruppo tutte le pianteanevano esposte alla luce (tesi
LL = Luce-Luce), in un altro gruppo solo la piasentrale rimaneva esposta alla luce

mentre tutte le piante laterali venivano coperte cappucci neri (tesi LBN= Luce-
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Buio-Nero), oppure di colore bian¢tesi LBB= Luce-Buio-Bianco). Infine negli altri
2 gruppi, tutte le piante venivano ombreggiate cappuccio di colore nero (tesi
BBN = Buio-Buio-NerQ o di colore bianco (tesi BBB = Buio-Buio-BiancoPer
ciascuna tesi sono state realizzate 3 ripetizi®itapitolando i gruppi posti a
confronto sono stati i seguenti :
- LL = tutti i germogli esposti alla luce
- LBN = germoglio centrale esposto alla luce e 3numli laterali
ombreggiati con cappucci neri
- BBN = tutti germogli ombreggiati con cappucciiner
- LBB = germoglio centrale esposto alla luce e 3nugmli laterali
ombreggiati con cappucci bianchi
- BBB = tutti germogli ombreggiati con cappucci i
Nel corso dellesperimento, dopo 20 e 40 giorni dadomento
dell'ombreggiamento, e’ stato valutato I'incrememtiocrescita dei germogli delle
piante “laterali” mentre i parametri di crescitdleeiante “centrali” in questo caso
non sono stati rilevati; al termine dell’esperimeenthe ha avuto una durata
complessiva di 3 mesi (2 dall’ombreggiamento), engilante “laterali” (Lat) e’ stato
misurato il peso fresco e secco delle radici egdainogli, I'altezza totale della pianta,
la % di sostanza secca della radice e della panteaa e la % di colonizzazione

micorrizica delle radici.

Analisi statistica

| risultati degli esperimenti sono stati sottopadtiANOVA utilizzando il
programma CoStat; i dati venivano preliminarmeratoposti al test di Bartlett per
saggiare lI'omogeneita’ della varianza e, nel casosignificativita’ del test,
opportunamente trasformati. Ogni vaso contenenfgafita centrale e 3 laterali
veniva considerato come ripetizione e pertanto)g@prante laterali, veniva effettuata
la media dei parametri misurati. Il contenuto diagisamina e’ stato confrontato
mediante il t-test. | valori percentuali sono stebnfrontati statisticamente dopo

trasformazione angolare.
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2 - Influenza dell'incremento della concentrazionedi CO, atmosferica sullo

sviluppo intra ed extraradicale di funghi micorrizici arbuscolari

Materiale fungino

Le prove sono state condotte utilizzando il fumgegorrizico arbuscolare
Glomus mossea@icol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe (Kent isolafi@ternational
Microbial Archives, code IMA1). L'inoculo funginoewiva ottenuto mediante “wet-

sieving” del terreno di crescita delle pot-cultucesne precedentemente descritto.

Materiale vegetale

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzandontiae micropropagate di Mr.S. 2/5,
ottenute come precedentemente descritto. Dopo drhigdi radicazionen vitro,
gquando le radici avevano una lunghezza di 1-2 coacle piantine venivano rimosse
dal substrato agarizzato, lavate accuratamentegunaadistillata e poste in vasetti di
100 ml di volume con ghiaia di quarzo, precedentgméavata e sterilizzata. Ogni
piantina veniva inoculata ponendo nel vasetto, abtto dell’'apparato radicale, 600
mg del filtrato dell’inoculo ottenuto come precetianente descritto. Le piantine
inoculate venivano chiuse in appositi contenit8iirg trasparent bags, Sigma, USA) e

mantenute in camere di crescita nelle quali si avevfotoperiodo di 16 ore di luce e

8 di buio, una temperatura di 23+1°C e un’intenduminosa di 60p|:‘m‘2-s‘1. Una
volta la settimana ciascuna piantina veniva feg#dia con 8 ml di soluzione

Hoagland.

2.1 - Esperimento 2A . Valutazione “time-course déestensione e della struttura
della rete micorrizica extraradicale in presenza didifferenti concentrazioni
atmosferiche di CGO,

Al termine della fase di inoculazione, che ha avutta durata di 4
settimane, venivano prelevate le radici di un campi di 4 piantine scelte
casualmente e trattate secondo il metodo precadente descritto per poter stimare

la percentuale di colonizzazione micorrizica. Ataex la presenza di una sufficiente
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micorrizazione, tutte le piante venivano rimossen @ccuratezza dal substrato
mediante immersione in acqua, poste in capsuladetiO distillata e, con l'aiuto
di un microscopio stereoscopico e utilizzando dgdiazette microchirurgiche,
completamente private di tutto il micelio extraade prodotto. Seguendo la
metodologia gia’ descritta come “metodo sandwicHapparato radicale di ogni
piantina e’ stato posto tra 2 membrane di dimers®x 11 cm e posto in posizione
verticale entro contenitori riempiti con ghiaia riite Le piante venivano quindi
collocate all'interno di 2 celle di vetro nelle diuaeniva mantenuto un flusso di aria
costante con diversa concentrazione dj @thosferica: all'interno di un box veniva
insufflata una miscela Gfaria con 350 ppm (£2%) di GOnentre nell’altro box
veniva introdotta una miscela analoga ma conten&@eppm (+x2%) di C®(miscele
certificate da LINDE GAS ltalia S.r.l., Arluno, Miho, Italy). La concentrazione di
CG, all'interno delle celle di vetro veniva misuratéraverso un “IR-gas analyzer” e
continuamente monitorata mediante un software gliidzione dati che effettuava 15
letture al minuto. | due contenitori di vetro, delume di 31,25 litri, erano mantenuti
in camere di crescita con un fotoperiodo di 16 dreluce e 8 di buio, una

temperatura di 23+1°C e un’intensita’ luminosa @iffEEm-2s-1 (Fig 17).

Fig. 17 — Celle utilizzate per sottoporre le piadiér.S. 2/5 a due diverse concentrazioni di
CGO, atmosferica.
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Dopo 5, 7, 9 e 12 giorni, le piante, in numero abife da 3 a 5 a seconda
del rilievo, venivano rimosse dal substrato e lentmene venivano aperte e colorate
con Trypan blue come precedentemente descritto paehgrafo 1A per poter
determinare, a tempi successivi, I'estensione dotill micelio e la densita’ della

micelio extraradicale.

2.2 - Determinazione del fattore di conversione deflungo G. mosseae per la
valutazione della biomassa fungina

Trenta piantine micorrizate sono state poste traetbrane di nitrato di cellulosa
dopo avere rimosso il micelio extraradicale comecpdentemente descritto. Dopo 2
settimane, le membrane sono state aperte e lar@asuno state poste in una piastra
con acqua distillata. Tutte le ife extraradicaleatircondavano la radice sono state
accuratamente prelevate e il micelio raccolto atesessiccato in stufa a 70°C fino a
raggiungimento del peso costante. Dopo aver detetmil peso secco del campione
di micelio ottenuto, il materiale e’ stato autodty con 3 ml di KOH e
successivamente trattato come descritto nel pdoagrd, al fine di poter misurare

spettrofotometricamente il contenuto di glucosantieecampione.

2.3 - Esperimento 2B. Valutazione “time-course” dékstensione della rete
micorrizica extraradicale e determinazione della lbbmassa fungina intra ed
extraradicale con 2 differenti concentrazioni di CQ

Esperimento preliminare- Allo scopo di testare un diverso meccanismo iper

mantenimento della concentrazione di Cill'interno delle celle di vetro, e’ stato
condotto un esperimento avente lo stesso disegringgntale di quello precedente.
In questo caso, tuttavia, in una delle due cebaiwa mantenuto un flusso costante di
aria a concentrazione ambientale di,€rca 400 ppm), mentre nell’altra cella I'aria
ambiente veniva miscelata con £da 20000 ppm) fino ad ottenere una
concentrazione finale di 850 (x10%) ppm. La comeaione di CQ nelle celle di
vetro e’ stata continuamente monitorata come des@dpra. || materiale vegetale e
fungino utilizzato era lo stesso dell’esperimentegedente con la sola differenza che

la fase di inoculazione aveva avuto una durata dieBimane. Dopo 10 giorni
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dall'inizio della prova, 4 piante per ciascun taatento sono state raccolte per poter

valutare i parametri di crescita del micelio.

Esperimento principale Dopo 1 mese di inoculazione, le piantine micate

venivano private del micelio extraradicale ed iblapparato radicale veniva posto tra
2 membrane Millipore come precedentemente desckitpiante sono state collocate
all'interno di 2 contenitori di vetro nei quali tncentrazioni di CQerano le stesse
dell’'esperimento preliminare. Dopo 5, 8 e 12 giaaltune piantine, in humero
variabile da 3 a 5 a seconda del rilievo, venivammsse dal substrato e le membrane
venivano aperte e colorate con Trypan blue comeepentemente descritto nel
paragrafo 2A per poter determinare, a tempi suogebsstensione e la densita’ della
micelio extraradicale. Inoltre, al momento delliodo rilievo (12 giorni) 3 piantine
per ciascuna tesi sono state pesate e su di ess@te’ determinata la biomassa
fungina intra ed extraradicale. A tale scopo le tmeme venivano delicatamente
rimosse dalla ghiaia e, con l'aiuto di un micrqaocstereoscopico e utilizzando delle
pinzette idonee, tutte le ife extraradicali veamo raccolte e poste in stufa a 70°C.
Su ciascun campione di micelio veniva determinatoontenuto di glucosamina
seguendo il metodo precedentemente descritto. Bepocompletamente asportato il
micelio extarardicale prodotto, le radici venivaseccate in stufa a 70°C fino a
raggiungimento del peso costante. Per valutadgidmassa fungina intraradicale,
aliquote di 15 mg di radici essiccate venivanotatat come descritto sopra in modo
da determinare spettrofotometricamente il contenditoglucosamina di ciascun
campione. Per poter stimare la biomassa intrarkedied extraradicale del fungo
conoscendo la quantita’ di glucosamina, e’ stdilizrato il fattore di conversione
del fungo G. mosseaedeterminato in analoghe condizioni sperimentalimeo
precedentemente descritto; il confronto statistielativo alla biomassa vegetale e

fungina e’ stato effettuato mediante il t-test.

Determinazione dell’estensione e della densitdadelte micorrizica extraradicale

Dopo aver opportunamente colorato le membrane gulidi si e’ sviluppata la rete
micorrizica extraradicale, la densita’ delle ifenfmnt) veniva calcolata mediante il

“gridline intersect method” (Giovannetti & Mosse98D), usando un microscopio
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stereoscopico con oculare prowvisto di griglia sepgando 4 aree di 64 Mrper
ciascuna membrana. L'estensione dell’area complassinte occupata dal micelio
extraradicale veniva determinata mediante un soé&wealeguato (Image Tool) dopo
acquisizione digitale tramite scanner della suddatéa. La lunghezza totale delle ife
veniva calcolata moltiplicando la densita’ ifaler parea totale coperta del micelio
extraradicale di ciascuna piantina. Le radici vaniv quindi rimosse dalla membrana
e colorate con Trypan Blue come precedentementgitlesSi procedeva quindi alla
determinazione, per ciascun apparato radicalea deiighezza totale delle radici,
della lunghezza totale delle radici colonizzateeladpercentuale di colonizzazione
micorrizica con il “gridline intersect method” (Giannetti & Mosse, 1980).

Negli esperimenti “time-course” i dati ottenuti sorstati analizzati

mediante analisi della varianza a 2 vie utilizzangwogramma SPSS

Determinazione della vitalita’ del micelio extrarcale

Per poter determinare la vitalita’ del micelio mignico extraradicale, la presenza e
la localizzazione dei nuclei nelle ife e’ stataedatinata mediante colorazione con
diaminophenilindone (DAPI) (Sigma, St. Louis, USAJcune membrane sulle quali
era stato fatto sviluppare il micelio extraradicatsmo state delicatamente aperte e
alcune aree selezionate venivano montate su umeedrcolorate con una soluzione
di 5 mg/ml di DAPI in acqua:glicerolo 1:1. | prep#ir venivano osservati con

microscopio ottico a epifluorescenza.
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RISULTATI

1 - Studio della formazione e della funzionalita’ elle piante arboree da frutto di
reti micorriziche extraradicali intra o interspecifiche
1.1- Esperimento 1A - Visualizzazione e osservazioneeltt modalita’ di

realizzazione di una comune rete micorrizica tra @nte arboree della

stessa specie o di specie differenti

L'esperimento si proponeva di verificare la capaaitel micelio extradicale
prodotto da piante arboree micorrizate con fungl &1 interconnettersi con altre
piante arboree della stessa specie o di speciesdifermando una “comune rete
micorrizica”. Il prelievo e l'osservazione, a temgiiccessivi, delle membrane di
nitrato di cellulosa contenenti le coppie di piapgmetteva di rilevare I'eventuale

esistenza di una rete ifale di collegamento tratgiaontigue.

Fig. 18 - La rete micorrizica extraradicale prodalt una pianta di Mr.S. 2/5 colonizzata dal
fungo G.mosseasdsinistra) si sviluppa su una membrana di nitditazellulosa e raggiunge
I'apparato radicale di un’altra pianta di Mr.S. 2#n inoculata (destra).
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Cio’ ha permesso di verificare che piantine di Mr2% micorrizate con il
fungo G. mosseae con il fungoG. intraradices precedentemente private di tutto il
micelio extraradicale come descritto, dopo pochirmi dall'inizio della prova
sviluppavano una densa rete di ife intorno al pmppparato radicale e che queste,
dopo circa 7-10 giorni, raggiungeva le radici dialtna pianta di Mr.S. 2/5 non
micorrizata posta a qualche centimetro di distdRita 18)

Fig 19 - Ife extraradicali prodotte da una piadiaVr.S. 2/5 micorrizata co. mosseae
hanno raggiunto la radice non micorrizata di unéaftianta della stessa specie.
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Mediante osservazione diretta delle membrane delpravenivano
individuate le aree in cui le ife provenienti dalkalice micorrizata raggiungevano la
radice non micorrizata e, per poter dimostrareviémuta infezione, questi segmenti di
radice venivano prelevati e opportunamente trafhati verificare I'esistenza di
strutture infettive intraradicali (Fig. 19) . Lacsiessiva osservazione al microscopio
ottico metteva in evidenza la formazione di appassulla radice della pianta non
inoculata e l'avwvenuta penetrazione dell’endofitmdino all'interno dei tessuti
radicali (Fig. 20).

Fig. 20 - Appressorio formato da un’ifa extraratBcarodotta dal fungo MAG.
mosseasu una radice di Mr.S. 2/5.

Risultati analoghi sono stati ottenuti quando vanivposte sulle membrane 2
diversi portinnesti; anche in questo caso, infattistato osservato che le ife esterne
provenienti dalla pianta colonizzata di Mr.S. 2&ggiungevano e penetravano nelle
radici di una pianta non micorrizata di GF677, ditnando che lo stesso fungo,
presentando una scarsa specificita’ nei confroegiicbspiti, €' in grado di collegare
tramite le ife extraradicali sia piante della stesspecie (reti micorriziche
intraspecifiche), sia piante di specie differeméi (micorriziche interspecifiche).
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1.2 - Esperimento 1B. Valutazione dei tempi di formazioe nel terreno di
una comune rete micorrizica tra piante arboree dell stessa specie o di
specie differenti

Dal momento che, tramite il sistema bidimensiendescritto, e’ stata
evidenziata la possibilita’ che piante contiguensiaollegate da una rete di ife
extraradicali, abbiamo voluto verificare la presedrtale rete nel terreno e indagare
sui tempi di formazione di questo sistema di imeressione tra le specie presenti
nella comunita’ vegetale. A tale scopo piante di®i2/5 o di GF 677, micorrizate
con G. intraradices e successivamente private di tutto il micelio amdicale
prodotto, sono state poste nel terreno e circondatpiante non micorrizate dello
stesso portinnesto o dell'altro portinnesto, pduteae i tempi di formazione di una
rete intra o interspecifica. La percentuale di mieazione delle piante poste al
centro del microcosmo era del 25.9+2.7% nel GF&dél 20.5+4.1% nell’'Mr.S.2/5.

Il confronto statistico effettuato con il t-test moha evidenziato differenze
significative tra tali valori.

Dai prelievi periodici effettuati sulle piante leadi e’ risultato che, dopo 20
giorni, le ife extraradicali prodotte dalla piargentrale avevano raggiunto le radici
delle piante laterali non micorrizate, le qualigetavano gia’ i segni dell'inizio di
un processo di colonizzazione da parte del fungmmizico, sebbene con percentuali
di micorrizazione molto basse (Fig. 21). Al seconitievo, effettuato dopo 30 giorni,
la percentuale di micorrizazione risultava statestiente uguale sia per le
combinazioni intraspecifiche che interspecificay percentuali della lunghezza delle
radici colonizzate del 33 e del 36 % nella tesi &M rispettivamente, mentre nella
tesi GM tale valore e’ risultato 28.6 % (Fig. 24).termine dell'esperimento, dopo
40 giorni, le piante laterali presentavano unamialtazione radicale del 39.1% nella
tesi GG, del 50.7% nella tesi MM e del 41.6% ntdksi GM. (Fig. 21).

E’ da sottolineare che nel periodo di tempo in sue’ svolta la prova, la
produzione di spore da parte dell’endofita fungiman si era ancora verificata e
pertanto la colonizzazione delle piante lateradi @a ritenersi realizzata attraverso le
ife extraradicali prodotte dalla pianta centraleoniizata.

L’analisi della varianza a 2 vie mostrava che ldoeizzazione radicale

incrementava nel tempo ma non sono emerse differggnificative tra le tesi poste a
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confronto; questo significa che la colonizzaziomeadlici di piante attigue da parte
delle ife extraradicali provenienti da piante di GMr.S. micorrizate con il fungG.

intraradices e’ risultata analoga sia nel caso di piante detlessa specie (rete
intraspecifica GF-GF o Mr.S.-Mr.S.) sia nel cas@idinte di specie differente (rete

intraspecifica GF-Mr.S.).
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Fig 21 - Percentuale della lunghezza delle radidonizzate dalle ife extraradicali
prodotte da piante di GF 677 o Mr.S. 2/5 micorezetn il fungoG. intraradices in differenti
combinazioni di portinnesti. Tesi MM = Mr.S. 2/5+18. 2/5, tesi GG = GF 677- GF 677, tesi
GM = GF 677 - Mr.S. 2/5; ns = valori non statistieante diversi per ciascun rilievo effettuato
(p=0.05).

1.3 - Esperimento 1C. Verifica della funzionalita’della rete micorrizica come
sistema di interconnesione tra le specie presentélia comunita’ vegetale

Accertata la presenza di una consistente rete dixfraradicali nel terreno, si
e’ voluto indagare sulla funzionalita’ di tale gttra come sistema di interconnesione
tra le specie presenti nella comunita’ vegetaldutaado lo sviluppo di piante
interconnesse tramite la rete micorrizica in défd@r condizioni di intensita’
luminosa. Il comportamento di piante ombreggiate ch sviluppavano in un
microcosmo in cui era presente una pianta illunair(@esi LB) e’ stato confrontato
con quello di piante ombreggiate che si sviluppavarun microcosmo in cui tutte le
piante erano ombreggiate (Tesi BB) e con quellmalite esposte alla luce (Tesi LL).

Dal momento che non sono emerse significative idiffee nella formazione della rete
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micorrizica tra combinazione intra e interspeciéicimelle prova in questione sono
state valutate soltanto le reti formate dai funigli tra piante arboree della stessa

specie.

Esperimento | anne Le prove condotte, sia con piante di GF 677 dae miante di

Mr.S. 2/5, hanno valutato I'accrescimento dellepgee lo sviluppo del fungo MA nei
tessuti radicali nelle diverse situazioni post@afionto.

Per quanto riguarda il portinnesto GF 677, congisiacrementi di crescita
del germoglio sono stati ottenuti nelle piante espalla luce (LL centr, LL lat, LB
centr) mentre nelle piante ombreggiate, sia deka ltB (LB lat) che della tesi BB
(BB centr e BB lat), l'apice del germoglio rimanevaloccato impedendo

I'allungamento della parte aerea della pianta,rehaneva tuttavia vitale (Fig. 22).
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Fig. 22 - Incremento di crescita della parte aaliepiante di GF 677 mantenute in
piena luce (LL centr, LL lat e LB centr) o ombreggi (BB centr e BB lat) oppure
ombreggiate ma interconnesse con una pianta illtai(LB lat), dopo 20, 35, 50 e 90 giorni
dal momento dell'ombreggiamento.
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Confrontando statisticamente i valori degli incremneli crescita delle piante
illuminate (LL centr, LL lat, LB centr) possiamo sesvare che nella tesi LB
I'allungamento della parte aerea e’ diventato stigkmente maggiore nel corso della
prova rispetto alle piante della tesi LL (Tab. ¥@rosimilmente, tale effetto e’ stato
determinato dalla minore competizione esercitatite d@iante ombreggiate laterali
della tesi LB (LB lat). Al contrario, nella tesi LLallungamento del germoglio e’
risultato uguale sia nelle piante micorrizate p@séteentro del microcosmo (LL centr)
che nelle piante laterali (LL lat) che erano stedéonizzate, durante I'esperimento

1B, tramite le ife extraradicali provenienti dgllimanta centrale (Tab. 4).

Lunghezza germogli (cm)
Trattamento
20 gg 3599 50 gg 90 gg
LB centr 17.2 a 53.8a 93.8 3 114.17
LL centr 11.3a 30.25 ab 40.5 b 41.5
LL lat 10.7 a 23.2Db 276 Db 28.7 b

Tab. 4 - Incremento di crescita della parte adlig@iante di GF 677 dopo 20, 35, 50 e 90
giorni dal momento del’'ombreggiamento. Lettereetlse in ciascuna colonna indicano valori
statisticamente diversi pex.05.

Durante il primo mese di svolgimento della proves&ita valutata I'attivita’
fotosintetica delle piante illuminate delle tesi & LB misurando I'assimilazione di
CO, (umol/cnf/sec) su foglie completamente espanse; dai davaii, e’ stato
osservato che tale valore tendeva ad aumentaréemglo ma non sSono emerse
differenze significative nella velocita’ di assiadione della Cotra le due tesi (Fig.
23).
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Fig. 23 - Assimilazione di CQin piante micorrizate di GF 677 esposte alla lece
interconnesse con una pianta illuminata (LL) o aoa pianta ombreggiata (LB). | rilievi sono
stati effettuati a partire dal giorno successivoadbreggiamento delle piante.

Al termine della prova, 3 mesi dopo l'inizio delftdreggiamento, e’ stato
rilevato I'accrescimento del germoglio e della caddelle piante nelle diverse tesi
confrontate (Fig. 24); poiche’ nella tesi BB, dasevamo piante tutte ombreggiate,
non sono emerse differenze significative tra lduppo delle piante centrali e quello
delle piante laterali, e’ stato riportato un sostalper ogni parametro.

Per quanto riguarda l'analisi statistica dei sutlddati, si e’ ritenuto
particolarmente interessante effettuare un condrdrd lo sviluppo delle piante
laterali ombreggiate cresciute in presenza di unat@ illuminata all'interno dello
stesso microcosmo (tesi LB lat) e piante ombreggatluppatesi in presenza di una

pianta non illuminata (tesi BB), rispetto a quelkelle piante mantenute in piena luce
(LL lat).

74



peso (9)

16

14

12

10

OPS germ
W PS rad

LL centr

LL lat LB ce

ntr LB lat

Fig. 24 - Peso secco del germoglio e della radigeante di GF 677 mantenute in piena luce
(LL centr, LL lat e LB centr), ombreggiate (BB) app ombreggiate ma interconnesse con
una pianta illuminata (LB lat), dopo 90 giorni dabmento dell’ombreggiamento.

Nelle piante ombreggiate delle tesi LB e BB,

ispefresco e secco del

germoglio ed il peso fresco radicale sono risulstditisticamente uguali, anche se

significativamente inferiori rispetto a quelli dellesi LL (tab. 5). Al contrario il peso

secco radicale delle piante della tesi LB, anch@atevolmente minore rispetto a

quello della tesi LL, e’ risultato statisticamembaggiore rispetto a quello della tesi

BB, dove il valore registrato era circa la meta’.

Germoglio Radice
Trattamento
Peso fresco (g) | Peso secco (g) Altezza (cm) | Peso fresco (g)| Peso secco (g
LL lat 9,3a 3,51a 48.3 a 8,10 a 3,02 &
LB lat 1,43 Db 0,49 b 21.75b 0,84 b 0,32 b
BB 1,04 b 0,35b 23b 0,67 b 0,17 c

Tab. 5 - Peso fresco e secco del germoglio e dallice e altezza di piante di GF 677
mantenute alla luce (Tesi LL lat) oppure ombreggiaia collegate “in rete” con una pianta
esposta alla luce (Tesi LB lat) o con una piantzh&@ssa ombreggiata (Tesi BB), dopo 3 mesi

dall'inizio del

trattamento.

Nelle colonne,

letterdiverse corrispondono a valori

statisticamente diversi pex.05. Il confronto statistico di PF e PS e’ staffettuato dopo
trasformazione logaritmica
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In altre parole, nelle piante ombreggiate cresangéo stesso contenitore in
Cui era presente una pianta illuminata (tesi LBilgteso secco radicale, pur essendo
notevolmente inferiore rispetto a quello delle pgamantenute in piena luce (LL lat),
era circa il doppio rispetto a quello di piante oeggiate cresciute in combinazione
con una pianta anch’essa ombreggiata (tesi BB).

Come si puo’ osservare nella Tab. 6, questo rigultéene confermato
confrontando la % di sostanza secca radicale: datpiombreggiate della tesi LB
avevano un contenuto di sostanza secca radicdistisemente maggiore rispetto a
guella delle piante della tesi BB e statisticamergfgale a quella delle piante esposte
alla luce (LL lat). Per quanto riguarda la sostaseaca del germoglio, il valore
ottenuto nelle piante della tesi BB e’ risultato’@asso e statisticamente diversa da
guello ottenuto nelle piante mantenute alla ludelét), anche se non statisticamente

diversa da quello delle piante laterali della td3i (Tab. 6).

Trattamento % SS germoglio % SS radici
37.73 a

LL lat 37.52 a

LB lat 33,93 ab 38,98 a

BB 30,04 b 24,19b

Tab. 6 - Percentuale di sostanza secca del gemnegtliella radice di piante di GF 677
mantenute alla luce (Tesi LL lat) oppure ombreggiaia collegate “in rete” con una pianta
esposta alla luce (Tesi LB lat) o con una piantehassa ombreggiata (Tesi BB), dopo 3
mesi dall'inizio del trattamento. Nelle colonne,ttéee diverse corrispondono a valori
statisticamente diversi pec@.05.

Infine e’ stata valutata la colonizzazione micdodzall'interno dei tessuti
radicali e tale parametro e’ risultato maggioreleehdici delle piante esposte alla
luce (LL lat) mentre la percentuale di micorrizamodella tesi LB, pur essendo
maggiore rispetto a quella misurata nella tesi BBn e’ risultata statisticamente
differente (fig. 25).
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Fig. 25 - Percentuale della lunghezza delle ragiciorrizate in piante di GF 677 mantenute
alla luce (Tesi LL) oppure ombreggiate ma colledateete” con una pianta esposta alla luce
(Tesi LB) o con una pianta anch’essa ombreggidiesi(BB). Lettere diverse corrispondono
a valori statisticamente diversi pet(p05.

La colonizzazione radicale da parte del fungo miizimo e’ stata stimata,
inoltre, attraverso la determinazione del contemliglucosamina dei tessuti radicali,
mediante idrolisi della chitina presente nellefifagine e successiva determinazione
spettrofotometrica. Come si puo’ osservare nefladb, mentre nelle piante della tesi
LB il contenuto radicale di GLC era 1.28/mg di radice, nelle piante della tesi BB |l
contenuto e’ stato 0.5{g/mg di radice e tale differenza e’ risultata stidamente
significativa (t-test p=0.05). Quindi, nonostatee la % della lunghezza di radici
micorrizate fosse risultata statisticamente uguaddle due tesi, nelle piante
ombreggiate della tesi LB il contenuto di glucos@are’ risultato notevolmente piu’

alto rispetto a quello riscontrato nelle radicildeési BB.
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Fig. 26 - Contenuto di glucosamina in radici dinteadi GF 677 ombreggiate ma collegate
“in rete” con una pianta esposta alla luce (Tes) bBcon una pianta anch’essa ombreggiata
(Tesi BB). Lettere diverse corrispondono a vadtatisticamente diversi pex.05.

Un esperimento analogo e’ stato condotto con i @gigsmi nei quali erano
presenti piante di Mr.S. 2/5 interconnesse tramaitée fungine extraradicali. Nella
fig. 27 e’ possibile osservare 'incremento di cits dei germogli mantenuti alla
luce (LL centr, LL lat e LB centr) e di quelli ongggiati (LB lat, BB centr e BB lat);
in questi ultimi, I'apice del germoglio rimanevalia maggior parte dei casi, bloccato
e la pianta, pur rimanendo vitale, cessava molestprl'allungamento della parte
aerea, analogamente a quanto precedentement@eistaGF 677.

Confrontando statisticamente i valori degli incestn di crescita delle piante
illuminate (LL centr, LL lat, LB centr), possiamosservare che nella tesi LB
I'allungamento della parte aerea e’ diventato sti@amente maggiore nel corso della
prova rispetto alla tesi LL (tab 7) mentre in qué8ta tesi l'allungamento del
germoglio e’ risultato uguale sia nelle piante mizate poste al centro del
microcosmo (LL centr) che nelle piante laterali (lat) che erano state colonizzate,

durante I'esperimento 1B, tramite le ife extraradliprovenienti dalla pianta centrale.
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Fig. 27 - Incremento di crescita della parte aeligaiante di Mr.S. 2/5 mantenute in
piena luce (LL centr, LL lat e LB centr) o ombregigi (BB centr e BB lat) oppure
ombreggiate ma interconnesse con una pianta illai(LB lat), dopo 20, 35, 50 e 90 giorni
dal momento dell’'ombreggiamento.

Trattamento Altezza germogli (cm)

2099 3509 5099 90gg
LB centr 95a 24.7 a 43.7 & 58.3a
LL centr 8.45a 18.2b 245b 29 b
LL lat 75a 16.5b 23.3b 28.4 b
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Tab. 7 - Incremento di crescita della parte adigaante di GF 677 dopo 20, 35, 50
e 90 giorni dal momento dellombreggiamento. Lettdiverse in ciascuna colonna indicano
valori statisticamente diversi pex®.05.

Anche nel caso del portinnesto Mr.S. 2/5, durantevblgimento della prova

e’ stata valutata I'attivita’ fotosintetica defante illuminate delle tesi LL e LB. Dai




dati rilevati e’ risultato che I'assimilazione @0, (umol/cnf/sec) aumentava nel
tempo ma non sono emerse differenze significatiadet piante allevate in presenza
di piante ombreggiate (LB) o di altre piante illumate (LL) (Fig 28 ).
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Fig. 28 - Assimilazione di COn piante micorrizate di Mr.S. 2/5 esposte alleele
interconnesse con una pianta illuminata (LL) o aoa pianta ombreggiata (LB). | rilievi sono
stati effettuati a partire dal giorno successivoribreggiamento delle piante

Al termine della prova lo sviluppo delle piante Mr.S. 2/5 mantenute in
differenti condizioni di illuminazione e’ stato wahto in termini ponderali. Le piante
illuminate della tesi LB (LB centr), a causa detinor competizione esercitata dalle
piante laterali ombreggiate, mostravano un pesscfree secco del germoglio molto
elevato e quasi doppio rispetto a quelle della ltesial contrario nelle piante della
tesi BB e in quelle ombreggiate della tesi LB (L&ek) lo sviluppo era molto
contenuto (Fig. 29).

Confrontando statisticamente lo sviluppo delle m@afaterali ombreggiate
cresciute in presenza di una pianta illuminataraéirno dello stesso microcosmo (tesi
LB lat) e piante ombreggiate sviluppatesi in presedi una pianta non illuminata
(tesi BB), rispetto a quello delle piante mantenuat@iena luce (LL lat), possiamo

notare che non emergono differenze significatieelérpiante della tesi LB e quelle
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della tesi BB, anche se entrambi i trattamenticaho drasticamente la crescita della

pianta rispetto a quella delle piante della tes{Thb. 8).

@ PS germ
W PS rad

peso (9)

LL lat LB lat

BB

LL centr LB centr

Fig. 29 - Peso secco del germoglio e delle radiigiante di Mr.S. 2/5 mantenute in piena
luce (Llcentr, LL lat e LB centr), ombreggiate (B8)pure ombreggiate ma interconnesse con
una pianta illuminata (LB lat), dopo 90 giorni dabmento dell’ombreggiamento.

Germoglio Radice
Trattamento Peso fresco| Peso secco Altezza Peso fresco Peso secc(
(9 (@ (cm) (@ (@
LL lat 8.39 a 2.77 a 37.8a 8.22 a 2.14 a
LB lat 0.77b 0.23b 16.2 b 0.62b 0.15b
BB 0.76 b 0.19b 14.2 b 0.87b 0.14 b

Tab. 8 - Peso fresco e secco del germoglio e datlce e altezza complessiva di piante di
Mr.S. 2/5 mantenute alla luce (Tesi LL) oppure oeggiate ma collegate “in rete” con una
pianta esposta alla luce (Tesi LB lat) o con umafai anch’essa ombreggiata (Tesi BB). Nelle
colonne, lettere diverse corrispondono a valotistteamente diversi perg0.05. (Il confronto
statistico di PF e PS e’ stato effettuato dopsfimranazione logaritmica).
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Tuttavia, esprimendo il contenuto di sostanza sétqaercentuale, possiamo
notare che sia nel germoglio che nella radice, dantita’ accumulata risulta
statisticamente inferiore nella tesi BB rispettia guantita’ accumulata nelle tesi LB
e LL (Tab. 9); al contrario, nelle piante ombreggidella tesi LB, sebbene in termini
assoluti il peso secco fosse molto minore, la ¥odtanza secca €’ risultata la stessa

di quella rilevata nelle piante della tesi LL chemano sviluppate alla luce (Tab. 9).

Trattamento % di Sostanza secca
Germoglio Radice
LL 32.7a 28.6a
LB lat 309a 23.7a
BB 258D 17.2b

Tab. 9 - Percentuale di sostanza secca del gemnegtlella radice di piante di Mr.S. 2/5
mantenute alla luce (Tesi LL lat) oppure ombregygiaia collegate “in rete” con una pianta
esposta alla luce (Tesi LB lat) o con una pianteh@mssa ombreggiata (Tesi BB). Nelle
colonne, lettere diverse corrispondono a valotistteamente diversi perg0.05.

Anche la colonizzazione micorrizica e’ risultatatsticamente inferiore nel
trattamento BB mentre nelle piante ombreggiateadtdbki LB la lunghezza delle
radici colonizzate dal fung®. intraradices e’ risultata uguale a quella delle piante

mantenute in piena luce (LL) (Fig. 30).
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% lungh radici micorr

LL LB later BB

Fig. 30 - Percentuale della lunghezza delle radicorrizate in piante di Mr.S. 2/5 mantenute
alla luce (Tesi LL) oppure ombreggiate ma colledat rete” con una pianta esposta alla luce
(Tesi LB lat) o con una pianta anch’essa ombreggiétesi BB), dopo 3 mesi dall'inizio
delllombreggiamento. Lettere diverse corrispondamovalori statisticamente diversi per
p<0.05

Esperimento Il anno

Visto il comportamento simile dimostrato dai 2 jamesti posti a confronto,
nell'esperimento condotto I'anno successivo sombestitilizzate soltanto piante di
Mr.S. 2/5 micorrizate con il fung@. mosseaeDal momento che nelle piante
ombreggiate con il sistema utilizzato precedentéensn era manifestato il blocco
dell’apice, provocando l'arresto completo dellaljamento della parte aerea,
nell'esperimento svolto successivamente 'ombreggiato e’ stato realizzato, come
precedentemente descritto, secondo due differeatiatita’ che provocavano una
riduzione dell'intensita’ luminosa molto differente

Le piante micorrizate di Mr.S. 2/5 utilizzate parrkalizzazione della comune
rete micorrizica nel terreno presentavano una tateaione radicale del 28.8+3.6%;
nel corso della prova le ife fungine extraradiaddila pianta centrale di ciascun

microcosmo raggiungevano le piante laterali iniahte non micorrizate e, dopo 1
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mese, queste risultavano aver raggiunto una per@entella lunghezza delle radici
infette del 18.2+4.2%. Accertata la presenza d ta&te micorrizica nel suolo, le
piante sono state ombreggiate secondo le modaliatritte precedentemente in
modo da poter valutare I'eventuale influenza detb@nessioni ifali sullo sviluppo

delle piante poste in posizione laterale, nelledie condizioni di illuminazione. In

guesto esperimento, pertanto, i confronti statisbao stati effettuati solo sulle piante
laterali.

A differenza dell'esperimento precedente, il gerlimogdelle piante
ombreggiate, pur avendo un accrescimento ridodpetto a quello delle piante
mantenute in condizioni di piena luce (LL), nonrienasto completamente bloccato,
indicando che le differenti modalita’ usate perurr@ I'intensita’ luminosa hanno

evitato il completo arresto dell’apice ( Fig. 31).

40

. A
30

25 / ——| |
wlll= | BN
S 2 = BB
151 LBB
10 - ==ié=BBB

giorni

Fig. 31 - Incremento di crescita della parte aerea di piéinteete” di Mr.S. 2/5 mantenute
in piena luce (LL), ombreggiate ma collegate “etel’ con una pianta illuminata (LBN=
ombreggiamento nero, LBB = ombreggiamento bianppuee ombreggiate ma interconnesse
con un'altra pianta ombreggiata (BBN= ombreggiamenero, BBB = ombreggiamento
bianco) dopo 20, 40 e 60 giorni dal momento delboaggiamento.

Confrontando statisticamente la lunghezza dei gglinteterali dopo 20, 40 e

60 giorni dal momento dell’'ombreggiamento (Tab. f6¥siamo osservare che, gia’
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dopo 20 giorni, le piante ombreggiate della tesiNBBostravano un incremento di
crescita inferiore rispetto a quello registratgiante ombreggiate con cappucci neri
ma collegate tramite le ife con una pianta allal@esi LBN). Al contrario queste
ultime hanno mostrato un incremento di crescitamarabile a quello rilevato nelle
piante alla luce (tesi LL). Nelle piante ombreggiaton i cappucci bianchi le
differenze osservate sono risultate meno accenteasolo all'ultimo rilievo la
lunghezza totale del germoglio delle tesi LBB e BBBrisultata statisticamente

minore rispetto a quella della tesi LL (Tab. 10).

Altezza (cm)

Trattamento

20 gg 40 gg 60 gg
LL 28.4 a 32.7a 43.7 a
LBN 25.7 a 29.6 ab 31.8ab
BBN 189D 22.8b 26.1b
LBB 22.1 ab 24.3 ab 269b
BBB 21 ab 24.1 ab 2790b

Tab. 10 - Lunghezza totale del germoglio di piatit®lr.S. 2/5 mantenute in piena luce (LL),
ombreggiate ma collegate “in rete” con una piafitaminata (LBN= ombreggiamento nero,
LBB = ombreggiamento bianco) oppure ombreggiateim@connesse con un’altra pianta
ombreggiata (BBN=ombreggiamento nero, BBB = ombigggnto bianco), dopo 20, 40 e 60
giorni dall'inizio del’'ombreggiamento. Nelle colon, lettere diverse corrispondono a valori
statisticamente diversi pex.05.

Dopo 2 mesi di ombreggiamento, il peso delle piaomebreggiate con i
cappucci bianchi (LBB e BBB) e’ risultato ridottaspetto a quello delle piante
allevate in piena luce, in misura minore rispetiguallo ottenuto con i cappucci neri

(LBN e BBN), sia per la crescita del germoglio gfeg quella della radice (Fig. 32).
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Fig 32 - Peso secco del germoglio e della radiqaashte laterali di Mr.S. 2/5 mantenute in
piena luce (LL), ombreggiate ma collegate “in remdn una pianta illuminata (LBN=
ombreggiamento nero, LBB = ombreggiamento bianppuoe ombreggiate ma interconnesse
con un’'altra pianta ombreggiata (BBN= ombreggiamenero, BBB = ombreggiamento
bianco) dopo 60 giorni dal momento dell’'ombreggato.

L'analisi statistica dei risultati ottenuti ha egnmkiato che, nel caso

dell’'ombreggiamento con cappucci neri, al terminell'@sperimento le piante
ombreggiate presentavano tutte una notevole ridezidell'accrescimento, sia in

termini di peso fresco che secco, rispetto allatgi@sposte alla luce (LL) (Tab. 11).

TESI Peso fresco Peso secco Sost. Secca
(9 (9 (%)
LL 7,74 a 2,66 a 340a
LBN 2,12 b 0,59b 28,7 a
BBN 1,27 c 0,38 c 28,6 a

Tab. 11 - Peso fresco, peso secco e percentualestiinza secca del germoglio di piante di
Mr.S. 2/5 esposte alla luce (LL) o ombreggiate cokegate tramite le ife extraradicali con

una pianta esposta alla luce (LBN) o con una piantd’essa ombreggiata (BBN), dopo 60
giorni dal momento dellombreggiamento. Nelle calenvalori seguiti da lettere diverse

risultano statisticamente diversi pecQp05; (il confronto statistico del PF e PS e’ stato
effettuato dopo trasformazione logaritmica)
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E’ risultatao, pero’, che le piante ombreggiatdadétsi LBN presentavano un
peso fresco e secco della parte aerea statistitameayggiore rispetto a quelle della
tesi BBN, mentre la percentuale di sostanza seetayermoglio non e’ risultata
statisticamente differente (Tab. 11).

Anche il peso dell’apparato radicale e’ risultatotavolmente ridotto per
effetto delllombreggiamento (Tab 12); tuttavia menii peso fresco radicale, pur
essendo maggiore nella tesi LL, non e’ risultateedio nelle tesi LBN e BBN, |l
peso secco della radice nella tesi LBN e’ risulstadisticamente maggiore rispetto a
quello della tesi BBN. Confrontando i valori delkostanza secca espressi in
percentuale possiamo osservare che la tesi BBNemi@s un contenuto di sostanza
secca statisticamente minore rispetto alla tesidriche se non statisticamente
differente rispetto a quello della tesi LBN. La @uoilzzazione radicale, infine, pur
risultando piu’ bassa nelle piante ombreggiate, nmesentava differenze

statisticamente significative tra le varie tesifcontate (Tab. 12).

Peso fresco Peso secco Sost. Secca| Lunghrad
TESI S 9
(9) (9) (%) micorrizate
(%)
LL 4,06 a 122 a 30,0 a 47.8 a
LBN 1,07 b 0,31b 28,1 ab 429 a
BBN 0,74 b 0,17c 225b 334a

Tab. 12 - Peso fresco e secco, percentuale darssstsecca e percentuale di
micorrizazione dell’apparato radicale di piante Mr.S. 2/5 esposte alla luce (LL) o
ombreggiate ma collegate tramite le ife extrarddoxan una pianta esposta alla luce (LBN) o
con una pianta anch'essa ombreggiata (BBN), dopo @6rni dal momento
dell'ombreggiamento. Nelle colonne valori segui lettere diverse risultano statisticamente
diversi per p<0.05 (test di Duncan); il confronto statistico &l e PS e’ stato effettuato dopo
trasformazione logaritmica

Nel caso dell’lombreggiamento realizzato con i cappbianchi, con i quali la
riduzione di intensita’ luminosa era circa la metaspetto all’altro tipo di
ombreggiamento, gli effetti riscontrati nel casceqadente sono risultati meno

evidenti, soprattutto per quel che riguarda ladgtagiel germoglio.
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Al termine della prova, infatti, il peso fresco ecso del germoglio sono
risultati statisticamente uguali nelle tesi LBB BB anche se inferiori rispetto alle
piante della tesi LL e il contenuto percentualesdstanza secca, pur essendo
decisamente minore nella tesi BBB rispetto allé tése LBB, non e’ risultato

statisticamente differente nei 3 trattamenti comfati (Tab. 13).

TESI Peso fresco (g) Peso secco (g Sost. Secca (%)
LL 7.74 a 2.66 a 34.09 a
LBB 3.60 b 1.20b 32.69 a
BBB 3.39b 0.94 b 27.36 a

Tab. 13 - Peso fresco e secco e percentuale dinrmassecca del germoglio di piante di Mr.S.
2/5 esposte alla luce (LL) o ombreggiate ma callegramite le ife extraradicali con una
pianta esposta alla luce (LBB) o con una piantd'assa ombreggiata (BBB). Nelle colonne
valori seguiti da lettere diverse risultano stat&shente diversi per $0.05 (test di Duncan).

Nel caso dello sviluppo radicale, invece, possiamiare che la percentuale di
sostanza secca €’ risultata significativamente mimella tesi BBB rispetto sia alle
piante cresciute alla luce (LL) che rispetto a gudélla tesi LBB. La colonizzazione
radicale, infine, non presentava differenze sigative tra le varie tesi confrontate
(Tab. 14) .

TESI Peso fresco| Peso secco| Sost. Secca| % lungh rad
(9) 9) (%) micorrizate
LL 4.06 a 122 a 30.60 a 47.85a
LBB 2.00 ab 0.62 ab 30.03 a 46.32 a
BBB 191b 0.44 b 23.45Db 43.31 a

Tab. 14 - Peso fresco e secco e percentuale dinmassecca dell'apparato radicale di piante di
Mr.S. 2/5 esposte alla luce (LL) o ombreggiate cokegate tramite le ife extraradicali con
una pianta esposta alla luce (LBN) o con una piameh’'essa ombreggiata (BBN). Nelle
colonne valori seqguiti da lettere diverse risultatatisticamente diversi per9.05 (test di
Duncan).
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2 - Influenza dell'incremento della concentrazionedi CO, atmosferica sullo

sviluppo intra ed extraradicale di funghi micorrizici arbuscolari

2.1 - Esperimento 2A. Valutazione “time-course deistensione e della struttura
della rete micorrizica extraradicale in presenza didifferenti concentrazioni
atmosferiche di CO,

Piante di Mr.S. 2/5, che presentavano una catagipne micorrizica del
34.4%, sono state utilizzate per la realizzazioneird esperimento “time-course”
avente lo scopo di valutare l'influenza della cartcazione di C@Qatmosferica sullo
sviluppo del micelio extraradicale in termini dit&ssione, tempi e modalita’ di
formazione della rete micorrizica. Il sistema bidimsionalén vivo utilizzato (metodo
sandwich) ha permesso di visualizzare la rete fumdntatta e di rilevare vari
parametri relativi allo sviluppo del micelio protiof tempi successivi.

Dopo 5 giorni dall'inserimento dell'apparato radecara le membrane, in
tutte le piante era gia’ rilevabile la produziorieifd extraradicali e dopo 12 giorni
un’estesa rete miceliare, visibile anche ad ocnohibo, circondava I'apparato radicale
delle piante di Mr.S. 2/5 in entrambi i trattamenitiestensione di tale rete
micorrizica extraradicale, oltre ad aumentare S$igativamente nel corso
dell’'esperimento (Tab. 15b), risultava statisticateestimolata dall'incremento della
concentrazione di CQatmosferica; infatti la lunghezza totale delle pi@dotte da
ogni pianta micorrizata passava, nel corso deltwgrda 1968 mm a 7338 mm con
350 ppm di C@ mentre con 700 ppm tale parametro era 2525 ma8411mm dopo
5 e 12 giorni rispettivamente (Tab. 15a). In matare risultava influenzata dalla
maggiore quantita’ di CQOpresente, con una significativita’ decisamenteatke (p<
0.001), la densita’ delle ife per unita’ di supeidi questa, dopo 12 giorni di sviluppo,
aveva raggiunto un valore di 1.99 mm/foon 350 ppm di C§ mentre con 700
ppm di CQ la densita’ era 3.17 mm/nirttab. 15a). Per questo parametro e’ stata
messa in evidenza anche una interazione signifecatlei fattori sperimentali
considerati (tempo x concentrazione L ab. 15b). La stimolazione esercitata dalla
maggiore disponibilita’ di C® sulla densita’ delle ife determinava cosi’ la
formazione di una fitta rete di ife a maglie pitreste come e’ possibile constatare

confrontando le immagini della Fig. 33.
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Al contrario, I'ampiezza dell’area coperta dalldereniceliare esterna, pur

aumentando nel tempo, non risultava statisticamiefiteenzata dalla concentrazione

di CO,(Tab. 15a,b).

La lunghezza delle radici incrementava significatiente nel tempo ma non

era statisticamente

influenzata dalla concentraziah CQ atmosferica; la

percentuale di colonizzazione non variava sigrificenente nel corso della prova e

pertanto anche la lunghezza delle radici colon&zran subiva incrementi (tab. 15a).

5 giorni 7 giorni 9 giorni 12 giorni

350 70C 350 700 350 700 350 700
Lunghezza 1786135 1783101 | 177Q2s3 1934120 | 1865141 2234180 | 249678 2367160
radici (mm)
Colonizzaz. MA | 54 5, ., 33.02367 | 29.40160 37.9%196 | 38.26246 39.74686 | 36.99248  26.724.50
(% lungh. radici)
Lunghezza
radici 612:89 603:114 5248 73879 706:30 892166 | 920:38 627:03
micorrizate
(mm)
Densita’ ifale
(mm mm?) 1.4%0.16 1.63:0.12 1.56:0.19 2.06:0.06 1.62021 1.710.13 | 1.99%0.09 3.1%0.16
Area micelio
extraradicale 1278323 1527206 2729905 3729796 262%474  3097%833 | 3687248 3946657
(mm?)
Lunghezza totale
ife (mm) 1968602 2525448 | 461k2041  777Q1808 | 443Q1052 54881880 | 7338616 123411657
Lung_h. ife/lungh. 1.05:0.27 1.380.11 2.671.05 4.11+1.08 2.38057 2.3%066 | 2.930.16 5.28:0.91
radici (mm/mm)
Lungh. ife/
lungh. radici 2.93064 423020 | 8.8%312 10.8%19¢ | 6.3L142 6.06133 | 8.02081 19.8%1.10
micorrizate
(mm/mm)

Tab. 15a - Incremento nel tempo della lunghezzBagehrato radicale, della colonizzazione
micorrizica e della estensione del micelio extraraleé prodotto dal fungo micorrizico
arbuscolaréslomus mosseaa simbiosi con piante di Mr.S. 2/5, in presedidue differenti
concentrazioni di C@atmosferica (350 e 700 ppm).
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Tempo CcCO, Interazione

Lunghezza radici * ns ns
Colonizzaz. MA ns ns ns
Lunghezza radici micorrizate ns ns ns
Densita’ ifale wkk wkk *
Area micelio extraradicale * ns ns
Lunghezza totale ife ok * ns
Lunghezza ife/lunghezza radici ok * ns
Lungh. ife/lungh. radici micorrizate ok b o

Tab. 15b - Risultati dell’ ANOVA a 2 vie: ns =maignificativo, * P<0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001

Dal momento che l'incremento della concentrazion€E@, determinava una
maggiore estensione della rete micorrizica extiagde, mentre la lunghezza radicale
non era influenzata, la lunghezza delle ife exttmai prodotte per unita’ di
lunghezza di radice (mm/mm) risultava significamaneentata con 700 ppm di €0
e, alla fine dell'esperimento, tale paramentro ltéaxa quasi doppio (Tab. 15 a).
Quando la lunghezza delle ife extraradicali e’ sstaspressa per unita’ di radice
colonizzata, le differenze sono risultate ancord evidenti: dopo 12 giorni, infatti,
mentre con 350 ppm di G&ono state prodotte 8.02 mm di ife per mm di mdic
micorrizata, con 700 ppm di G@ono state prodotte 19.87 mm di ife per ogni mm d

radice micorrizata.
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Fig. 33 - Rete micorrizica extraradicale prodattapiante di Mr.S. 2/5 colonizzate dal fungo
G. mosseaelopo 12 giorni di sviluppo in presenza di una esmiazione di 350 (a) o di 700

(b) ppm di CQ.

2.2 - Determinazione del fattore di conversione ddiungo G. mosseae per la
valutazione della biomassa fungina

Per poter quantificare la biomassa fungina intraxdaradicale prodotta alle
diverse concentrazioni di GBaggiate, e’ stato necessario stimare, prelimiaate)
il fattore di conversione necessario per trasfoemircontenuto di glucosamina
determinato nelle radici in quantita’ di micelianfgino.

Il micelio utilizzato per tale determinazione, poti all’interno di membrane
da piante di Mr.S. 2/5 micorrizate con il fungo MA mosseaémetodo sandwich),
aveva un peso secco di 2.45 mg. Il contenuto diggamina e’ stato determinato
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spettrofotometricamente dopo trattamento di 3 divesub-campioni” ottenuti dalla
degradazione del campione di micelio iniziale athii ottenuti sono riportati nella
tab. 16.

Contenuto GLC ng GLC/mg di
(ng) fungo
Campione 1 171.8 70.1
Campione 2 170.7 69.7
Campione 3 158.6 64.7
MEDIA 167.0 68.2

Tab. 16 - Contenuto di glucosamina totale (GLCkspresso per unita’ di peso secco
di micelio fungino determinato spettrofotometricanteesu micelio extraradicale prodotto da
piante diP. cerasiferaMr.S. 2/5) micorrizate con il fung8. mosseae.

La quantita’ di glucosamina contenuta nel micektraradicale del fungo MA
G. mosseagqisulta pertanto 68.2+1.7g per mg di peso secco. Tale fattore di
conversione permette la stima della biomassa fanginpartire dal contenuto di
glucosamina e puo’ essere utilizzato in tutti iidascui non e’ possibile effettuare
una misurazione diretta della quantita’ di micelid, esempio quando le ife raccolte
non sono sufficienti per essere pesate o per Ermétazione della biomassa fungina

intraradicale.

2.3 - Esperimento 2B - Valutazione “time-course” déestensione della rete
micorrizica extraradicale e determinazione della bbmassa fungina intra ed
extraradicale con 2 differenti concentrazioni di CQ

Esperimento preliminare - L'esperimento realizzado saggiare il differente sistema
di mantenimento della concentrazione di @a fornito risultati analoghi a quelli

dell'esperimento precedente. Dopo 5 giorni di gyl tutte le piante mostravano la

93



presenza di una rete micorrizica extraradicale raasun paramentro analizzato
mostrava differenze significative tra le 2 divexsmcentrazioni di CQutilizzate
(Tab. 17). Al contrario, dopo 10 giorni di svilupga maggiore disponibilita’ di CO
ha determinato un significativo incremento dellangiezza totale del micelio
extraradicale che, nelle piante micorrizate Gormosseae mantenute a 850 ppm di
CO,, aveva un’estensione di 23457 mm mentre nelle ianantenute alla

concentrazione ambientale di €&veva una lunghezza di 11297 mm.

5 giorni 10 giorni
ambiente elevata ambiente elevata

- 3518 a 3297 a 3374 a 3254 4
Lunghezza radici (mm)
Colonizzaz. MA (% 239a 26.2a 36.2a 434 a
lungh. radici)
Lunghezza radici 826 a 863 a 1227 a 1411 a
micorrizate (mm)
Densita’ ifale 1.71a 1.86 a 1.99a 2.86 b*
(mm mm?)
Area micelio 2861 a 2004 a 5691 a 8156 a
extraradicale (mR)
Lunghezza totale ife 5048 a 3771 a 11297 a 23457 b*
(mm)
Lunghezza 1.44a 115a 334a 7.45b
ife/lunghezza totale
radici (mm mrit)
Lungh. ife/lungh. totale
radici micorriz. 6.25a 4.48 a 9.38a 17.29b
(mm mnit)

Tab. 17 - Incremento nel tempo della lunghezza delkapt radicale, della colonizzazione
micorrizica e della estensione del micelio extravalé prodotto dal fungo MAGlomus
mosseaén simbiosi con piante di Mr.S. 2/5, in presexzaina concentrazione ambientale o
elevata (850 ppm) di CQatmosferica. Nelle righe, per ciascun rilievo,oralseguiti dalla
stessa lettere risultano statisticamente diversig€ 0.05 o * £0.01 (t-test).
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Anche in questo caso la maggiore produzione diegaradicali alla
concentrazione maggiore di @@on dipendeva da una maggiore estensione dell’area
occupata dalla rete micorrizica esterna ma dallgginae densita’ ifale della suddetta
rete che passava da 1.99 mm/ma 2.86 mm/mrh (Tab. 17). Nel corso
dell’esperimento, la concentrazione di £@on ha avuto effetto sulla estensione
dell’apparato radicale ne’ sulla colonizzazione aniizica del fungoG. mosseae
Rapportando la produzione di ife alla estensionéagparato radicale possiamo
osservare che la maggiore disponibilita’ di £®a determinato un effetto
particolarmente significativo dal momento che ladhezza delle ife prodotte per
unita’ di radice e’ risultata piu’ che raddoppiatan la concentrazione maggiore di
CO..

Esperimento principale

| risultati di questo esperimento mostrano ehenhggiore disponibilita’ di
CGO, stimola la produzione di micelio extraradicale isidermini di estensione sia in
termini di quantita’ di biomassa prodotta. La |lbegza totale delle ife extraradicali,
infatti, @ aumentata nel corso della prova da 8860701 mm alla concentrazione
ambientale di C® mentre con la concentrazione piu’ elevata taleampantro e’
passato da 2375 a 20268 mm, dopo 5 e 12 giorréttigpamente (Tab. 18); oltre ad
un effetto significativo del tempo e della dispdlité’ di CO, su questo paramentro,
'analisi statistica ha messo in evidenza anchesigpificativa interazione tra questi
2 fattori (tempo x C@. Anche in questo caso l'incremento dell'estensiatel
micelio extraradicale e’ da mettere in relaziorla &drmazione, da parte delle piante
micorrizate, di una rete miceliare piu’ fitta;cancentrazioni elevate di GOnfatti,
la densita’ ifale dopo 12 giorni di crescita esufitata di 3.01 mm/mfrispetto ad una
densita’ di 1.99 mm/mfottenuta a concentrazione ambientale dp.GD contrario,
'area occupata dal micelio extraradicale, pur antaedo significativamente nel
tempo, non e’ stata significativamente influenzdéda maggiore concentrazione di
CO;, (Tab. 18).
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5 giorni 8 giorni 12 giorni

ambiente elevata | ambiente elevata | ambiente  elevata
Lunghezza radici (mm) 12904136 1221+133 1309+153 1952+308| 1971+201 2481+196
Colonizzaz. MA (% lungh. | 24.1+3.37 29.4+4.3| 28.3t11 30.8+5.24| 35.9+3.6 42.9+2.9
radici)
Lungh. radici micorriz (mm) 303+35 370497 | 364+152 6401163 | 727+130 1060+98
Densita’ ifale (mm mr'ﬁ) 1.43+0.16 1.90+0.21] 1.58+0.31 2.44+0.29| 1.99+0.17 3.01+0.18
Area micelio extrarad (mf | 645+186 1228+321] 2196+843 3311+722| 5455+863 6826+478
Lunghezza totale ife (mm) | 985+359 2375+788| 3743+1558 8611+2308 10701+1764 20268+1015
Lunghezza ife/lungh totale | 71,4 50 1854040 2.98+41.30 4.18+1.01| 5.30:0.44 8.35:0.71
radici (mm/mm)
Lungh ife/lungh radici 3.10+0.84 6.2140.41 9.92+40.96 13.3+1.7 | 14.91+0.99 19.55+1.31
micorr (mm/mm)

Lunghezza radici (mm)

Colonizzaz. MA (% lungh. radici)

Lunghezza radici micorrizate (mm)

Densita’ ifale (mm mrd)

Area micelio extraradic

ale (nfin

Lunghezza totale ife (mm)

Lunghezza ife/lungh totale radici (mm i

Lunghezza ife/lungh totale radici micorrizate

(mm mm?)

Tempo CO, Interazione
x ns ns
* ns ns
*kk * ns
bl ok ns
x ns ns
*kk *kk *
ok bl ns
ok bl ns
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Tab. 18- Incremento nel tempo della lunghezza dell’apparatticale, della colonizzazione
micorrizica e della estensione e struttura del hacextraradicale prodotto dal fungo MA
Glomus mossea# simbiosi con piante di Mr.S. 2/5, in presermdiauna concentrazione
ambientale o elevata (850 ppm ) di L&mosferica. Valori di significativita’ ottenutiamite
ANOVA a 2 vie: ns = non significativo, *#0.05, ** P<0.01, *** P<0.001



Analogamente, il breve periodo di esposizione rrceatrazioni elevate di Gon
ha determinato un significativo incremento dellaghezza dell’apparato radicale
che, pur aumentando statisticamente nel tempo, dstrato differenze tra i due
trattamenti scarsamente significative (p= 0.054)n Concentrazione piu’ elevate di
CGO, i valori della percentuale di colonizzazione miicdca e della lunghezza delle
radici micorrizate tendevano ad essere leggermantealti, ma tali differenze tra i
due trattamenti non sono risultate statisticamesitmificative. La stimolazione
esercitata dalla maggiore disponibilita’ di €Gulla produzione di micelio
extraradicale risultava altamente significativaraspndo la lunghezza delle ife per
unita’ di lunghezza di radice: dopo 12 giorni dilsppo, infatti, con concentrazioni
elevate di CQ le piante micorrizate cdB. mosseaproducevano 8.35 mm ife/mm di
radice e 19.5 mm di ife/mm di radice micorrizatpetto ai 5.3 mm ife/mm di radice
e 14.9 mm di ife/mm di radice micorrizata proda@ttconcentrazioni ambientali di
CO; (Tab. 18).

La colorazione con DAPI di alcune membrane sullalicgi era sviluppata
la rete ifale intatta ha dimostrato che, dopo idtny di crescita, tutto il micelio
extraradicale era vitale, sia con concentraziorbiantali di CQ che con livelli piu’
elevati di tale gas (Fig. 34).

Fig. 34- Micelio extraradicale prodotto da piantécarmrizate conG. mosseae
visualizzato mediante colorazione con DAPI e ossaone al MO a epifluorescenza.
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Al termine della prova e’ stato valutato, inoltfeffetto determinato dalla
maggiore disponibilita’ di C® sullo sviluppo in termini quantitativi del fungo
micorrizico all’interno ed all’esterno della radjcandando a stimare la biomassa
fungina presente nelle radici e nel micelio extdarale raccolto da ogni pianta. Il
contenuto di glucosamina misurato nelle radici lemeelio extraradicale raccolto da
ciascuna pianta e’ risultato piu’ alto in presedzaoncentrazione piu’ elevate di GO

atmosferica (Tab. 19).

Concentrazione di CQ

ambiente elevata
GLC intraradicalel, 0.174+0.02 0.252+0.04
(ng/mg di radice)
GLC extraradicale 5.7+1.04 12.7+2.15
(nQ)

Tab. 19 - Contenuto di glucosamina (GLC) intraraltiqug/mg di radice) ed extraradicale di
piante di Mr.S. 2/5 micorrizate con il fung®. mosseaeadopo 12 giorni di sviluppo, in
presenza di una concentrazione ambientale o al¢880 ppm) di C®atmosferica.

Utilizzando il fattore di conversione stimato pedentemente per il fungo
G. mosseaee’ stato possibile determinare la quantita’ dorbassa intra ed
extraradicale prodotta in condizioni di differestncentrazione di CQ rapportando
tali valori allo sviluppo ponderale delle piante.

La maggiore disponibilita’ di COha determinato la produzione di una
guantita’ di biomassa fungina extraradicale circeoBe maggiore rispetto a quella
ottenuta a concentrazioni ambientali di g©ab. 20); in quest’ultimo trattamento,
infatti, dopo 12 giorni di sviluppo, erano prese8®.9ug di ife per ciascuna pianta
mentre ad elevata concentrazione di,Gfano stati prodotti 234g di micelio

extraradicale (Tab. 20). Considerando che, nel éorpgriodo di esposizione a
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concentrazioni piu’ elevate di GQil peso secco del germoglio e della radice non
sono risultati statisticamente diversi, anche espndo la quantita’ di biomassa
fungina extraradicale per unita’ di peso seccootgéngono valori statisticamente

maggiori nelle piante mantenute ad elevata conaeiotne di CQ@(Tab. 20).

Concentrazione di CGQ

ambientale elevata
Peso secco radicale (mg) 34.0+3.8 a 40.7+4.2 a
Peso secco del germoglio (mg) 65.0+4.35 a 92.67+11.89 a
Biomassa fungina intraragd) 84.612.1a 148.9+23.1 b
Biomassa fungina extraradd) 83.9+15.2 a 243+31.5b
Biomassa fungina intrarad / PS 2.5510.26 a 3.70+0.60 a
radicale 1g/mg)
Biomassa fungina extrarad / PS 2.4910.39 a 6.00£0.69 b
radicale 1g/mg)
Biomassa fung extrarad / biomassa 0.984+0.15 a 1.649+0.08 b
fung intrarad

Tab. 20 - Peso secco radicale e biomassa fungina intrararagicale prodotta dal fungo
Glomus mosseam simbiosi con piante dPrunus cerasiferan presenza di COdi una
concentrazione ambientale o elevata (850 ppm) gi&@Mosferica. Nelle righe, valori seguiti
dalla stessa lettera non sono statisticamentereliffieper P0.05 (T-test).

Per quanto riguarda lo sviluppo del fungo all'imerdella radice, €’
possibile osservare che, a concentrazione piu’ atdewdi CQ, la biomassa
intraradicale prodotta e’ risultata significativame piu’ elevata rispetto a quella
prodotta a condizioni ambientali di G@na esprimendo tali valori in rapporto al peso

secco della radice le differenze non risultavaatisticamente rilevanti (Tab. 20).
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La stimolazione esercitata dalla maggiore dispditabidi carbonio sulla
produzione di reti micorriziche extraradicali rigulevidente anche in rapporto alla
guantita’ di biomassa fungina sviluppata all'interella radice. E' molto interessante
osservare infatti che, calcolando il rapporto itniassa extraradicale e intraradicale,
il valore ottenuto alla concentrazione piu’ elevdiaCO, e’ di 1.6 ug di micelio
extraradicale per ognig di micelio intraradicale e tale valore risultatsticamente
maggiore rispetto a quello di 0.98 ottenuto allaaemtrazione ambientale di O
(Tab. 20).
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DISCUSSIONE

1 - Studio della formazione e della funzionalita’ elle piante arboree da frutto di
reti micorriziche extraradicali intra o interspecifiche

1.1 - Visualizzazione dell'esistenza e delle modai di realizzazione di una
comune rete micorrizica tra piante arboree della stssa specie o di specie
differenti

Gli esperimenti condotti hanno permesso di dimostche piante arboree
della stessa specie o di specie differente possssere collegate tramite le ife
extraradicali prodotte dal simbionte fungino e chen esistono differenze
significative nella formazione di reti micorrizichextraradicali intraspecifiche o
interspecifiche. A queste conclusioni si e’ giusta mediante la visualizzazione
diretta (Figg. 18, 19 e 20) del sistema ifale déinonnessione (esperimento 1a), sia
mediante esperimenti in suolo nei quali la realitm@e di una comune rete
micorrizica tra le specie presenti veniva dedatiteaniera indiretta (esperimento 1b)
mediante I'individuazione, all'interno di radici piante non inoculate, delle strutture
infettive fungine prodotte da parte dalle ife ewdidicali provenienti da piante
micorrizate contigue (Fig. 21). Avendo inizialmemévato la pianta micorrizata di
tutto il micelio extraradicale prodotto e non egk®si ancora verificata la produzione
di spore da parte dell’endofita fungino, la col@aizione delle piante non micorrizate
era da ritenersi realizzata attraverso le ife eattizali che fuoriuscivano dalla pianta
micorrizata.

L'esistenza di un collegamento tra piante contiguediante la rete
micorrizica extraradicale prodotta da funghi MA estata evidenziata tra piante
erbacee della stessa specie o di specie differeatiante autoradiografia (Francis &
Read, 1984 ) o mediante osservazione diretta (Nevahal, 1994), ma le modalita’
con cui questa continuita’ si realizza non sondestdeguatamente investigate. |
rilievi effettuati nel presente lavoro, resi podsimediante I'utilizzo di una tecnica
"non-distruttiva" denominata “metodo sandwich” (@anetti et al. 2001), messa a
punto precedentemente da questo gruppo di ricdraapermesso di seguire la
formazione della rete micorrizica extraradicalaitst prodotta dai fungl@. mosseae

o G. intraradicese di verificare 'esistenza di una continuita’ teaife esterne che
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fuoriuscivano da una pianta di Mr.S. 2/5 e le redian’altra pianta di Mr.S. 2/5 o di
GF 677.

Attraverso il successivo esperimento “time-coursfféttuato in suolo €’
stato possibile confermare la realizzazione dicoraune rete micorrizica nel terreno,
e verificare che la consistenza di tale sistemantgirconnessione, almeno nelle
associazioni fungo-pianta ospite da noi prese isiclerazione, non differisce nelle
combinazioni vegetali intra ed interspecifiche. ISs@ke la possibilita’ di formare
comuni reti micorriziche anche tra specie vegetiiferenti fosse un risultato atteso,
vista la scarsa specificita’ d’ospite che caratizxii funghi MA, appare interessante
constatare che la velocita’ di realizzazione e dmststenza di tale sistema di
interconnessione non manifesta differenze appréezpiando si realizza tra piante
arboree di specie differente.

Esperimenti precedenti condotti con piante erb&cesalizzati con lo stesso
“sistema bidimensionalen viva' utilizzato nel presente lavoro, avevano preso in
considerazione una differente modalita’ di realzaae del sistema di
interconnessione ifale, dimostrando che le ife fin@@xtraradicali provenienti da una
pianta micorrizata sono in grado di fondere coifdeprovenienti da un'altra pianta
della stessa specie o di specie, genere o famdiferente, colonizzata dallo stesso
fungo, mediante la realizzazioni di anastomosi Y@metti et al, 2004). In tale
esperimento la frequenza della fusione tra le Keaeadicali provenienti da due
piante erbacee della stessa specie era piu’ al¥)(Bispetto a quella riscontrata
guando le ife provenivano da piante differenti #8%) ma, in questo caso, le specie
erbacee utilizzate erano piu’ distanti da un putitwvista sistematico rispetto alle

combinazioni prese in considerazione nel presevia .

1.2 - Verifica della funzionalita’ della comune reé micorrizica
extraradicale come sistema di interconnesione trael specie presenti nella
comunita’ vegetale
| risultati ottenuti dimostrano che, in presenzaida comune rete micorrizica
nel suolo, lo sviluppo di una pianta allevata imdiaioni di ridotta intensita’
luminosa puo’ essere influenzato dalle condizianswdluppo di piante contigue. In

particolare, il dato piu’ significativo che emerdalle prove condotte con entrambi i
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portinnesti e’ rappresentato dal maggiore accremtimdella radice, espresso come
peso secco, delle piante ombreggiate cresciuteoinbmazione con una pianta
mantenuta alla luce (tesi LB), rispetto a quellemtto in piante allevate in presenza
di una pianta non illuminata (tesi BB) (vedi Tabbe 12). Nel caso di una drastica
riduzione dell'intensita’ luminosa, anche il pesel dgermoglio e’ risultato
significativamente maggiore dove era presentdantdfno del contenitore, una pianta
illuminata (Tab. 11). Tuttavia, anche nei casilmitpeso fresco o secco delle piante
non mostrava differenze statisticamente rilevaftabp. 8 e 14), il contenuto
percentuale di sostanza secca delle piante cresmint un’intensita’ luminosa ridotta
risultava significativamente aumentato se la piamtaiva allevata nello stesso
contenitore con una pianta mantenuta in piena(Uabb. 9 e 14).

In conclusione, avendo precedentemente evidenbesistenza di un sistema
ifale di interconnessione tra le suddette piantesssiamo affermare che le piante
ombreggiate collegate tramite le ife micorriziclk&r@radicali con una pianta alla luce
(tesi LB) mostravano un maggiore accumulo di sastasecca, soprattutto nelle
radici, rispetto a quello rilevato in piante in dei ife extradicali stabilivano una
connessione con piante non illuminate (tesi BB)pamticolare, quando I'intensita’
luminosa veniva ridotta al solo 3%, lo sviluppoldglianta “in rete” con una pianta
illuminata era quasi il doppio rispetto a quelldla@ianta interconnessa con un’altra
pianta ombreggiata (Tabb. 11 e 12).

| nostri risultati concordano con quelli ottenutionc mutanti non-
fotosintetizzanti di tabacco nei quali e’ statoeatito un numero di foglie e una
biomassa del germoglio maggiore coltivando talnfgainsieme con la pianta “wild-
type” e in presenza del fungo MA (Muller & DulielQ98).

Alla luce delle conoscenze scientifiche attuatiulia verosimile ipotizzare che
le risposte osservate possano essere state dedegntial passaggio di fotosintetati
attraverso la comune rete micorrizica; ricerchetaffite da altri autori, infatti, oltre
ad evidenziare I'esistenza di tale flusso attravdisnpiego del*'C, hanno anche
dimostrato che il passaggio di fotosintetati siifiea attraverso le interconnessioni
ifali (Francis & Read, 1984; Martins, 1993; Carey al, 2004). D’altra parte,
soprattutto nel caso di funghi MA, dai dati disgmhiin letteratura sembrerebbe che

il C traslocato tendesse a restare nell’apparadaake della pianta ricevente, con
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scarse percentuali di traslocazione nel germoifliatkinset al, 1996; Gravegt al,
1997; Fitteret al, 1998). In effetti, anche nelle nostre provejdpaste ottenute sono
state maggiormente significative per lo sviluppadicale mentre I'influenza
sull'accrescimento del germoglio e’ risultata mewvidente, tranne che in presenza di
una drastica riduzione della disponibilita’ di lu@esperimento Il anno): in questo
caso anche il peso fresco e secco del germoglidtai@no significativamente
aumentati in presenza di un collegamento ifalewtmpianta illuminata (Tab. 11). In
altre parole, I'entita’ delle risposte osservatele essere piu’ consistente quando la
disponibilita’ luminosa e’ molto bassa; confrontanihfatti lo sviluppo di piante
ombreggiate “in rete” con piante alla luce (tesilddn quello di piante ombreggiate
“in rete” con un’altra pianta ombreggiata (tesi)Bibbiamo constatato che, nel caso
di una drastica riduzione dell'intensita’ luminaseevuta dalla pianta (esp. Il anno),
'ombreggiamento della pianta interconnessa trameitéle extraradicali riduceva il
peso secco del germoglio e della radice del 36% d@io rispettivamente (Tabb. 11
e 12); nel caso invece di una riduzione piu’ coatardella disponibilita’ di luce, la
riduzione del peso secco del germoglio e deliiicea che si verificava nella pianta
“ricevente” in seguito allombreggiamento anchel’dta pianta collegata tramite la
rete miceliare, era del 22% e 29% rispettivamemtbl. 13 e 14). Cio’ potrebbere
dipendere dal fatto che, nel caso di una dispdtibluminosa molto scarsa e,
conseguentemente, di un’attivita’ fotosintetica tmotidotta, la presenza di un
collegamento tramite la rete micorrizica con urenf esposta alla luce determina i
maggiori vantaggi per lo sviluppo della pianta oetgiata.

Queste considerazioni costituiscono un ulterioremeinto per avvalorare
I'ipotesi di un passaggio di fotoassimilati daliaqta illuminata a quella ombreggiata
e sono in accordo con i risultati ottenuti da altrtori, i quali hanno osservato che il
passaggio di C tra due piante interconnesse trainiteicelio risulta aumentato
dall’'ombreggiamento della pianta “ricevente” (Fren& Read, 1984; Finlay & Read,
1986).

D’altra parte e’ necessario aggiungere che nonnedssstato evidenziato un
aumento dell'assimilazione della GRelle piante illuminate della tesi LB (Figg. 23 e
28) in risposta allombreggiamento delle pianteiobnnesse, non si puo’ attribuire

con certezza tale fenomeno ad un effetto di tiptrizianale, ma e’ opportuno
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considerare anche la presenza di fattori di diveetara, legati ad esempio ad un
differente svolgimento delle attivita’ microbicheslnsuolo, che potrebbero aver
influito sul comportamento fisiologico della piantBisogna tuttavia considerare
anche che la metodologia usata per stimare I'inerémdella attivita’ fotosintetica
nella pianta “donatrice”, basato su misure istaeg¢amell’assimilazione di CO
attraverso gli stomi, potrebbe non essere statguade a rilevare un fenomeno i cui
effetti si sono realizzati in un intervallo di tempelativamente lungo.

La possibilita’ di un reale vantaggio per la piantevente come effetto del
passaggio di C attraverso la rete micorrizica vieressa in discussione da alcuni
autori i quali ritengono che, anche se si veriflqggassaggio di carboidrati attraverso
le ife, questi rimangono nei tessuti fungini inardicali e non divengono disponibili
per la nutrizione della pianta (Robinson & Fitte899; Pfefferet al, 2004). Tuttavia,

a tale proposito e’ stato suggerito che, anché Gdriasferito non venisse ceduto dal
fungo alla pianta ricevente, potrebbero realizzemsnunque vantaggi per la pianta in
termini di riduzione della domanda di C da part#'eledofita fungino o di maggior
vigore fungino a spese di un’altra pianta (SimardD&rall, 2004; Selosset al,
2006).

Per quanto riguarda la colonizzazione fungina raiino della radice, le
valutazioni espresse come percentuale della luzgheéelle radici infette hanno
fornito dati non sempre concordi, ma che sembreneblevidenziare I'assenza di
significative differenze nelle piante ombreggiatelipendentemente dalle condizioni
di illuminazione della pianta “in rete”. Al contiar il piu’ elevato contenuto di
glucosamina riscontrato nelle piante ombreggiatéadesi LB dimostrerebbe una
maggiore presenza di biomassa fungina nelle piargeciute in presenza di una
pianta illuminata (tesi LB) rispetto a quelle “riete” con una pianta non illuminata
(tesi BB). Questo risultato, apparentemente codttadio, puo’ derivare da
differenti modalita’ di sviluppo intraradicale déingo che, ad esempio, potrebbe
realizzare un maggior numero di arbuscoli o diirftercellulari, analogamente a
guanto riportato in altri lavori (Rilliget al, 1998). Considerando che alcuni autori
hanno osservato una relazione tra la presenzdaasigsimilati nella radice e il livello
di micorrizazione radicale (Thomsaet al, 1990; Vierheiliget al, 2002), sarebbe

interessante verificare se la maggiore intensitladcolonizzazione micorrizica
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intraradicale osservata nelle piante ombreggiateréie” con una pianta illuminata
(Tesi LB) possa essere messa in relazione ad urgionafjusso di carboidrati
attraverso la rete micorrizica extraradicale. @tiéindo il fattore di conversione
proposto da Frey et al. 1984 la biomassa funginagmte sarebbe 44.6/mg di peso
secco di radice nella tesi LB e 19§/mg nella tesi BB.

La possibile redistribuzione delle risorse attragerla comune rete
micorrizica, come quella ipotizzata per spieganisdultati osservati, puo’ essere visto
come un meccanismo “source-sink” governato dakatei ma, secondo una visione
micocentrica delle relazioni pianta-fungo (Fitetral, 1998), puo’ essere interpretato
anche come un meccanismo governato dal fungoipgerm il flusso delle sostanze
verso le strutture intraradicali che piu’ ne hamegessita’. Non conoscendo ancora a
fondo i meccanismi biochimici e fisiologici che mgno tale processo, mancano gli
elementi per poter comprendere a fondo il significecologico di questo fenomeno.
La constatazione che I'ombreggiamento aumentaugsth di C verso la pianta
ricevente (Francis & Read, 1984; Finlay & Read,@)38la maggiore intensita’ della
risposta determinata da riduzioni piu’ drastichdidéensita’ luminosa osservata
nelle nostre prove, sembrerebbe indicare I'esistatizun meccanismo governato
dalle esigenze nutrizionali della pianta ma nopusi’ escludere che, in condizione di
scarsa disponibilita’ di fotoassimilati, la ridumi® del C traslocato dalla pianta al
fungo simbionte attivi un meccanismo di richiamagpadate delle strutture intraradicali

dell’endofita fungino.

2 - Influenza dell'incremento della concentrazionedi CO, atmosferica sullo

sviluppo intra ed extraradicale di funghi micorrizici arbuscolari

Le prove condotte hanno permesso di dimostrare lehenaggiore
disponibilita’ di CQ stimola la produzione di micelio extraradicale isidermini di
estensione sia in termini di quantita’ di biomagz@dotta, determinando la
realizzazione di reti micorriziche extradicali pidense ed estese. La maggiore
disponibilita’ di C determina non solo una stimateee della crescita fungina, ma

anche una modificazione delle modalita’ di svilugied simbionte fungino, attraverso
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la modificazione dei rapporti quantitativi tra sé extraradicale ed intraradicale del
fungo MA.

Questi risultati dimostrano che il fungo risponaetémpi molto rapidi
all'incremento di C@atmosferica e che e’ in grado di avvantaggiaeiadnaggiore
disponibilita’ di C della pianta ospite, indipendemente dalla crescita della pianta e

dal livello di colonizzazione micorrizica.

2.1 - Estensione e densita’ della rete micorrizica in preenza di differenti
concentrazioni atmosferiche di CQ
| risultati ottenuti mostrano che in presenza diaamtrazioni piu’ elevate

di CO, atmosferica il fungoG. mosseaee’ in grado di produrre un micelio
extraradicale piu’ esteso e piu’ denso; aumentdrdello di CO,, infatti, dopo solo
12 giorni, la lunghezza totale delle ife prodotsdlel piante micorrizate di Mr.S. 2/5
aumentava del 68-97%, a seconda dell’esperimerféttiedto (Tabb. 15, 17 e 18).
Tali risposte risultano confermate anche esprimddtensione delle ife in rapporto
alla lunghezza delle radici: in presenza di livelkvati di CQ, infatti, la lunghezza
delle ife extraradicali prodotte per unita’ di reeliaumentava di 1.6-2.2 volte e la
lunghezza delle ife extraradicali prodotte per aindi radice micorrizata aumentava
di 1.3-2.5 volte (Tabb. 15, 17 e 18). D’altra parntentre la maggiore disponibilita’ di
carbonio e’ stato sufficiente a determinare undaphcremento della produzione di
micelio extraradicale, il breve periodo di espasida non e’ stato sufficiente a
determinare un significativo effetto sulla lungheztell’apparato radicale che, pur
aumentando statisticamente nel tempo, non ha nosinesignificativo incremento in
presenza di livelli piu’ elevati di CO

Una stimolazione della crescita del micelio extiirale in conseguenza
dell'innalzamento della concentrazione di £© stato ottenuto in altri lavori nei
quali, tuttavia, i tempi di esposizione erano m@ite' lunghi; tali risposte variavano
a seconda dell’endofita usato (Klironomes$ al, 1998), della disponibilita’ di
nutrienti (Klironomoset al, 1996), del tipo di suolo (Rilliget al, 1999) o delle
modalita’ di esposizione alla GO(Klironomos et al, 2005). E' necessario
considerare che, nei lavori citati, la valutaziodell'estensione del micelio

extraradicale del fungo simbionte veniva effettuatésurando la lunghezza delle ife
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per unita’ di suolo, dopo filtrazione su membramna&adi campioni di suolo, secondo
varie metodologie descritte (Schubettal, 1987b; Liet al, 1991; Jakobseast al,
1992; Boddingtonet al, 1999). Tale modalita’ di stima richiede una matsa
osservazione al microscopio per poter distingueriel micorriziche da quelle non-
micorriziche e puo’ comportare margini di erroreliesoggettivita' piuttosto elevati.
L'utilizzo di compartimenti separati per la crescitdelle ife puo’ migliorare tale
metodologia (Sanderst al, 1998) ma in ogni caso, indipendentemente da cgime
realizza la fase di estrazione e quantificazionendeelio, tale modalita’ di studio
della rete fungina, non permettendo l'estrazionéedintatte, impedisce lo studio
della reale distribuzione nel suolo della rete mmieeca extraradicale e della sua
architettura.

Al contrario, il sistema sperimentale da noi adottéGiovannettiet al,
2001), oltre a consentire determinazioni piu’ aateira causa della elevatissima
purezza del materiale fungino raccolto, permette vilualizzare il micelio
extraradicale intatto e di valutare la sua realerssone attraverso la determinazione
diretta della densita’ ifale e dell'area occupatielife esterne. Cio’ ha consentito di
stabilire che la maggiore estensione del miceliteras non era dovuta a una
maggiore ampiezza dell’area occupata dalla retemikica extraradicale, bensi allo
sviluppo di una rete miceliare piu’ fitta nella dgiéa densita’ ifale passava da circa 2
mm di ife/mnt alla concentrazione ambientale di £®circa 3 mm di ife/mfa
livelli elevati di CQ (Tabb. 15, 17 e 18). Tale osservazione potrelhipdtizzare un
effetto morfogenetico sullo sviluppo extraradicalel fungo, consistente in una
maggiore ramificazione delle ife, ma tale aspetio @' stato adeguatamente indagato
nel presente lavoro.

In un precedente esperimento condotto con la stess@dologia a
concentrazioni ambientali di GO(Giovannetti et al. 2001), le piantine @.
cerasifera micorrizate conG. mosseaeavevano prodotto una rete miceliare
extraradicale la cui densita’ era leggermente gievata (2.6 mm ife/mfn dopo
soltanto 1 settimana; tuttavia in tale esperimdat@ercentuale di colonizzazione
delle piante utilizzate era notevolmente piu’ §84%) e cio’ potrebbe aver influito
sulla rapida ricrescita del micelio extradicaleaatipe dalle ife intraradicali. D’altra

parte, altri lavori condotti con concentrazioni aembali di CQ, che usavano lo
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stesso modello sperimentale, hanno mostrato chdetssita’ ifale puo’ essere
influenzata dalle differenti specie fungine utibite e perfino da differenti isolati

geografici appartenenti alla stessa specie (Avial, 2006).

2.2 - Quantificazione “time-course” della colonizzaione micorrizica in presenza
di differenti concentrazioni atmosferiche di CQ
Attraverso la realizzazione di un esperimento “tenerse”, abbiamo indagato
sull’effetto della maggiore disponibilita’ di GBullo sviluppo intraradicale del fungo
G. mosseaén radici di Mr.S. 2/5. | risultati dei nostri essfimenti mostrano che
lincremento della disponibilita’ di C atmosferiamon influisce significativamente
sulla colonizzazione radicale da parte del fungocomizico, dal momento che la
percentuale della lunghezza delle radici infetten red risultata statisticamente
differente in risposta alle variazioni di @@ nessuno degli esperimenti “time-
course” effettuati, almeno nel breve periodo priesconsiderazione. La presenza di
una maggiore disponibilita’ di GCe’ risultata avere una certa significativita’ sull
lunghezza totale delle radici micorrizate solo a@itova principale dell’esp. 2B (Tab.
18), sebbene con una valore di significativita’ tfmato ridotto (p=0.039). Cio’
potrebbe essere dovuto al differente stadio duppib della relazione fungo/pianta
ospite nei diversi esperimenti condotti; infattiemtre nell’esp. 2A la percentuale di
micorrizazione risultava inizialmente piu’ alta eegsoche’ costante nel corso della
prova, nell’esp. 2B tale parametro aumentava siifamente nel tempo passando
dal 24% al 35% alla concentrazione ambientale di, @Oda 29 a 42% a
concentrazione elevata. In altre parole nel secasj@erimento la colonizzazione
radicale da parte del fungo sembrerebbe esseradnfase di sviluppo piu’ attiva
rispetto a quella del primo esperimento, nel quideltre, il livello di partenza di
colonizzazione micorrizica era gia’ piu’ elevat®@uesto differente stadio fisiologico
della relazione fungo-pianta potrebbe avere detetuirisposte lievemente differenti
tra i due esperimenti per quanto riguarda l'inflzeelella maggiore disponibilita’ di
CGO, sulla colonizzazione intraradicale.

In precedenti lavori condotti per valutare l'infim della C@Qatmosferica
sulla colonizzazione micorrizica i risultati otténusono stati molto variabili:

laumento della concentrazione di g¢QOincrementava significativamente la
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colonizzazione micorrizica in alcune prove condatiteaso o in suolo (Morgaet al,
1994; Olesniewicz & Thomas, 1999; Rilleg al, 1999) mentre in altri casi non ha
avuto effetto (Jongeret al, 1996; Sander®t al, 1998; Staddoret al, 1998;
Cavagnarcet al, 2007). Naturalemente le risposte possono vadaseconda della
pianta ospite e del fungo utilizzati (Moret al, 1994; Johnsoret al, 2005) o a
seconda delle condizioni nutrizionali (Klironomes al, 1996; Rillig et al, 1998).
Alcuni autori ritengono che, almeno in alcuni casili risposte apparentemente
contraddittorie possono essere state determindi&aveda confrontato piante di
differente sviluppo (Staddon & Fitter, 1998; Fittgral, 2000) dato che, la presenza
di concentrazioni differenti di COnfluisce sullo sviluppo vegetativo della pianta.
Quando sono stati condotti esperimenti “time-cdured e’ stato considerato
'accrescimento della pianta, i risultati ottentiinno mostrato che la differente
disponibilita di C non influenzava significativameria colonizzazione micorrizica
(Staddoret al, 2004; Cavagnaret al, 2007), analogamente a quanto e’ emerso nelle
nostre prove.

La mancanza di un effetto significativo della maggi disponibilita’ di
carbonio sulla colonizzazione micorrizica intracadé puo’ significare che |l
maggiore flusso di carbonio, oltre che utilizzaés |& crescita fungina dentro i tessuti
radicali, dal momento che la lunghezza radicale emiava nel tempo, e’ diretto

principalmente alla ricostruzione del micelio eradicale.

2.3 - Determinazione della biomassa fungina intraceextraradicale in presenza
di differenti concentrazioni atmosferiche di CQ

| risultati ottenuti dimostrano che lincremento llde concentrazione
atmosferica di C@ influisce sulla produzione di biomassa fungina anted
extraradicale. Il presente lavoro €' il primo nealate I'effetto della differente
disponibilita’ di CQ sullo sviluppo del fungo MA viene valutato in tenindi
biomassa, dal momento che nei numerosi lavori tgban letteratura I'accrescimento
fungino viene normalmente valutato come lungheze#ledradici infette o di
estensione del micelio extradicale prodotto. Déalparte, la determinazione diretta

della biomassa fungina mediante misurazione deb gesco del micelio e’ spesso
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impraticabile, come nel caso del micelio intrarath¢ 0 comunque molto difficile a
causa degli scarsi quantitativi ottenibili e ci@nde indispensabile I'utilizzo di
opportuni marcatori. La scelta qui effettuata dinare la biomassa fungina mediante
la determinazione del contenuto di glucosamindtesappropriata dal momento che
nel nostro sistema sperimentale non ci sono irmemfe dovute ad altri organismi
(altri funghi, artropodi) che potrebbero falsatpiantitativi rilevati ed inoltre presenta
il vantaggio di poter quantificare tutta la bionmmdgangina presente, sia vitale che
morta.

La determinazione preliminare del fattore di cosiare del fungoG.
mosseag indispensabile per poter convertire il contendtoGLC in quantita’ di
micelio, ha fornito il valore di 68.gg di glucosamina per mg di peso secco di fungo.
Tale fattore risulta piu’ elevato rispetto a quelio40 ng/mg ottenuto con lo stesso
fungo (Hepper, 1977) e ad altri ottenuti per diéfer endofiti fungini che variavano
tra 21pg/mg e 33ug/mg (Bethtlenfalvayet al, 1982; Vilarinoet al, 1993; Freyet
al., 1994). Il valore piu’ alto ottenuto nel preselateoro e’ probabilmente dovuto alla
maggiore omogeneita’ e purezza del materiale fundim noi raccolto, prodotto con
un sistema sperimentale (Giovannettal, 2001) che ha evitato la presenza di residui
estranei di natura organica o inorganica. Inoltoétenimento del micelio necessario
per la stima con lo stesso sistema sperimentdiezatio per gli esperimenti con la
CO,, ha consentito di ottenere un fattore di convaesiestremamente realistico ed
affidabile, dal momento che il contenuto di chitieaquindi di GLC, puo’ variare non
solo a seconda della specie fungina, ma ancheposia a differenti caratteristiche
ambientali (Appuhn & Joergensen, 2006).

| dati ottenuti mostrano che, in presenza di un&entrazione piu’ elevata
di CO,, la biomassa fungina extraradicale prodotta daiéte micorrizate di Mr.S.
2/5 €' maggiore, sia in termini assoluti che peitai di peso radicale. Questo
significa che il fungo e’ in grado di avvantaggiarelto rapidamente della maggiore
disponibilita’ di C dal momento che, nel breve pdo considerato, quando
I'accrescimento delle piante non aveva ancora sulmt significativo incremento in
risposta alla differente concentrazione di,C@ quantita’ di biomassa fungina

extraradicale prodotta per unita’ di peso secauseltata piu’ elevata (Tab. 18).
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Al contrario la biomassa fungina intradicale, pasendo maggiore come
contenuto totale per pianta, sebbene con una wigtiviita’ molto bassa, non risultava
statisticamente incrementata dalla maggiore didgpiteni di C se tale quantitativo
viene espresso per unita’ di peso radicale. Quindipendentemente dalla crescita
della pianta ospite e dalla colonizzazione micarantraradicale, il fungo MA €’ in
grado di rispondere immediatamente all'incremert€@, atmosferica, producendo
una rete miceliare extraradicale la cui biomassdegisamente maggiore rispetto a
guella prodotta alla concentrazione ambientale@i. Considerando che il fattore di
conversione da noi stimato comporta una valutaziohe potremmo definire
prudenziale rispetto a quella che sarebbe possfig¢tuare con i fattori reperibili in
letteratura (Hepper, 1977), tale risultato appareoea piu’ consistente, almeno in
termini di quantitativi assoluti.

E’ opportuno sottolineare che, valutando la prooieidi micelio extraradicale
in termini di biomassa, la stimolazione consegueti@ maggiore disponibilita’ C
appare ancora maggiore rispetto a quella rilevatasiderando I'estensione del
micelio esterno; infatti, mentre la lunghezza w®tdelle ife prodotte in presenza di
elevati livelli di CQ, aumentava di una percentuale variabile tra il 68 %, a
seconda dell'esperimento considerato (tabb. 15¢ 1'B), la quantita’ di biomassa
extraradicale ottenuta con concentrazioni maggin@O, era circa 3 volte rispetto a
guella prodotta alla concentrazione ambientaleo’ @iesuppone una differenza di
peso per unita’ di lunghezza ifale (specific fungatight) di G.mosseaeche
risulterebbe essere 7.84/m e 11.97pug/m rispettivamente alla concentrazioni
ambientale o elevata di GQali valori risultano comparabili, anche se comua
piu’ elevati, rispetto a quelli reperibili in letiura per lo stesso fungo (Bethlenfalvay
& Ames, 1987) o per differenti popolazioni di funghicorrizici (Miller et al, 1995).

La valutazione della sviluppo del fungo MA non salatermini di estensione
ma anche di biomassa ha permesso di verificarel'ictiileienza della CQ non si
manifesta soltanto in senso quantitativo, ma chscaganche in senso qualitativo,
determinando una diversa distribuzione delle risdra la fase interna ed esterna
dell’'endofita fungino. Considerando, infatti, ilp@orto ponderale tra biomassa extra
ed intraradicale possiamo osservare che mentra@ntrazioni ambientali di GGl

rapporto tra biomassa fungina prodotta dentro & fagadice e’ di circa 1:1, a livelli
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piu” elevati di CQ la quantita’ di biomassa fungina extraradicaledptta per
ciascuna unita’ di biomassa intraradicale e’ di@il.65. La maggiore disponibilita’
di C, quindi, sembrerebbe essere utilizzata dabdunon tanto per colonizzare
maggiormente la radice bensi’ per esplorare mélgigsreno circostante. La possibile
redistribuzione a favore della fase extraradicakfdngo in presenza di livelli piu’
elevati di CQ risulta in accordo con quanto osservato da alitora (Sanders et al.
1998, Staddon et al. 2004). D'altra parte il rapportra la biomassa fungina
extraradicale e intraradicale puo’ cambiare nelpeno a seconda della fase di
sviluppo della pianta ospite (Bethtlenfalvagt al, 1982; Olssonet al, 1999;
Fujiyoshi et al, 2000) ed e’ pertanto possibile che anche le sigpall’incremento
della concentrazione di G@tmosferica possano variare a seconda dei tempi di
esposizione.

Tutti questi dati confermano che il fun@ mosseae’ in grado di rispondere
in maniera molto rapida alle variazioni di €&mosferica, analogamente a quanto
rilevato in studi condotti con C (Johnsoret al, 2002) e di avvantaggiarsi in modo
consistente della maggiore disponibilita’ di C afrso la produzione piu’
abbondante di reti micorriziche extraradicali; lisposte ottenute, tuttavia, non
debbono essere generalizzate dal momento che spe@eme o vegetali diverse
possono rispondere in maniera differente (Johesah, 2005).

Poiche’ nei funghi MA, la maggior parte della biggra totale e’ costituita dal
micelio extraradicale (Sandeet al, 1998; Olssoret al, 1999; Fujiyoshiet al,
2000), I'effetto dell’incremento della GCatmosferica su tale fase di sviluppo del
fungo deve essere adeguatamente considerato,n seéazione alla possibilita’ di
formare reti piu’ ampie ed estese, sia in relazice potenziale ruolo di

immobilizzazione di carbonio nel suolo da partefdaghi micorrizici.
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CONCLUSIONI

Le ricerche svolte hanno permesso di evidenziaesidtenza di un
collegamento ifale, tra piante arboree contigudadstessa specie o di specie
differenti, mediante la rete micorrizica extraradéc prodotta dai funghi micorrizici
G. mosseae G. intraradices In presenza di tale sistema di interconnessiolae,
modificazione di determinati parametri ambientatiua veniva sottoposta una pianta
ha mostrato di poter influire significativamentdl@sviluppo di altre piante contigue;
in particolare, 'accumulo di sostanza secca imnfg@acresciute in condizioni di
illuminazione molto ridotta veniva significativanteraumentato dalla presenza, nello
stesso microcosmo in cui si era sviluppata la camete micorrizica, di una pianta
mantenuta in piena luce .

Le informazioni acquisite sulla base delle preisedagini contribuiscono ad
avvalorare l'ipotesi, sostenuta da altri autoriafiris & Read, 1984; Finlay & Read,
1986; Simardet al, 1997b; Careyet al, 2004), di un passaggio di fotosintetati
attraverso la comune rete micorrizica, da una pidohatrice” ad una “ricevente”.

La possibile redistribuzione di risorse attravelsditta rete di ife che, in
presenza di una gestione agronomica rispettosa etpgjlibri naturali, e’ in grado di
realizzarsi nel terreno, rende estremamente impierted studio di tutti quei fattori
(ambientali, agronomici ecc.) che possono inflgiwda formazione e la funzionalita
delle reti micorriziche extraradicali presenti im agroecosistema.

La maggiore estensione delle reti micorriziche asicali e la piu’ elevata
densita’ della rete miceliare osservata in rispafitancremento della concentrazione
di CO, atmosferica, €' un dato estremamente interesssiatalal punto di vista
agronomico, per i ben noti vantaggi determinati glatto di vista quali-quantitativo
sullo sviluppo della pianta ospite, che ambientdie. maggiore accumulo nei tessuti
fungini del carbonio sottratto all'atmosfera dagbianta, infatti, potrebbe permettere,
mediante i meccanismi precedentemente menzionatha utemporanea

immobilizzazione di carbonio nel terreno e, consegemente, un rallentamento del
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ciclo del carbonio, contribuendo in questo modardtare il progressivo aumento
che questo gas-serra nell'atmosfera.

La sfida dell'agricoltura sostenibile che i Paeisitulto il mondo devono
affrontare mediante un ripensamento radicale detleiche agronomiche, dei metodi
di sfruttamento del suolo, delle politiche agricalegli atteggiamenti di agricoltori e
consumatori, rappresenta un impegno responsalsilem&apevole per poter garantire
alle generazioni future la fruibilita del patrimorambientale e delle risorse naturali

nella stessa misura in cui ne usufruiamo noi oggi.
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