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Riassunto

1. Riassunto

Le piante di vite sono suscettibili ad un'ampia gamma di agenti patogeni e parassiti ed in risposta
a questi attacchi biotici hanno sviluppato dei sistemi di difesa indotta (ISR) che vengono espressi
solo in presenza di agenti di malattia e di danno, fornendo cosi una protezione sistematica contro

il potenziale organismo dannoso.

Studi pregressi hanno dimostrato che tra le strategie preventive di difesa adottate dalla vite per
superare efficientemente gli attacchi da parte dei fitofagi, c’é la risposta ai segnali chimici emessi
dagli individui danneggiati che possono essere trasferiti attraverso il mezzo aereo sottoforma di
composti volatili (VOCs). Alcuni ricercatori hanno inoltre sostenuto I'ipotesi che le piante possono
comunicare tra loro anche mediante le reti comuni di micorrize (CMN; Common Mycorrhizal
Networks) che si sviluppano tra gli apparati radicali di individui adiacenti. Tuttavia, fino ad ora, la
ricerca si € concentrata sul trasferimento di molecole-segnale attraverso anastomosi ifali tra
specie erbacee ed all'interno delle comunita forestali, ma non ci sono prove sperimentali che
dimostrino che le CMN possano trasferire segnali di difesa anche tra piante di vite (Vitis vinifera

L.).

Questo lavoro di tesi si prefigge quindi di valutare se il fungo micorrizico Glomus iranicum var.
tenuihypharum sp. Nova riesce a mettere in comunicazione due piante di vite cv. Glera
traslocando segali biochimici di difesa tra individui danneggiati dall’apparato boccale di
Erasmoneura vulnerata e le piante ad essi collegate, ma non direttamente infestate, per attivare

in queste ultime meccanismi di difesa precoci contro il fitofago.

Per rispondere a tale quesito, in primis, e stato verificato se il fungo micorrizico arbuscolare,
contenuto nel prodotto commerciale MycoUp® (Biogard), fosse in grado di colonizzare gli
apparati radicali delle piante di vite del disegno sperimentale e di permettere, attraverso le
anastomosi ifali, lo scambio di molecole-segnale tra viti contigue il cui apparato epigeo era stato
confinato all’interno di un cappuccio anti-insetto per escludere eventuali trasferimenti di segnale

tramite il mezzo aereo attraverso i VOCs.
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| risultati hanno evidenziato che la colonizzazione dei tessuti radicali da parte del fungo, oltre ad
incrementare la lunghezza della radice primaria dell’ospite, puo contribuire ad aumentare la
resistenza sistemica indotta (ISR) della pianta contro le avversita biotiche e, probabilmente,
abiotiche. | saggi RT-qPCR, volti ad analizzare l'intensita di espressione di alcuni geni del
metabolismo secondario della vite coinvolti nella risposta agli stress, hanno infatti messo in
evidenza che le piante micorrizate sono state in grado di sovra-esprimere i geni di difesa

appartenenti alle famiglie multigeniche VvPAL e VVSTS.

Una volta validata 'avvenuta colonizzazione degli apparati radicali delle viti, le analisi di
espressione genica hanno messo in evidenza che, a 13 giorni dall’infestazione con E. vulnerata,
le piante adiacenti non attaccate dall’insetto e collegate mediante micorrize con le piante
infettate dalla cicalina americana, hanno manifestato un aumento della resistenza allo stress
grazie alla sovraregolazione dei geni di difesa codificanti per gli enzimi fenilalanina ammonio-liasi
(WPAL), stilbene sintasi (VVSTS), per i fattori di trascrizione MYB-R2R3 (VvMYB) e per le proteine
correlate alla patogenesi (VvPR), rispetto alle viti non trattate né con le micorrize né con il

fitofago.

Questi dati non sono stati confermati analizzando I'espressione degli stessi geni dopo 20 giorni
dal trattamento con la cicalina. Queste osservazioni portano ad ipotizzare che dopo un certo

periodo di tempo possa esserci la saturazione del sistema di segnalazione tra le viti.

Tali risultati, del tutto preliminari, necessitano di ulteriori e piu ampi approfondimenti per
verificare se le micorrize, oltre ad avere un ruolo positivo sullo sviluppo dell’apparato radicale
delle barbatelle, possano effettivamente consentire il trasferimento di informazioni tra piante
interconnesse attraverso le ife fungine e come questi segnali possano avere un ruolo nella

protezione integrata del vigneto contro i parassiti e altri agenti di malattia.
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2. Abstract

Grape plants are susceptible to multiple pathogens and parasites and, in response to these biotic
attacks, have developed induced systemic resistance (ISR) mechanisms that provide protection

against the causes of stress.

Previous studies showed that, among the defense strategies adopted by grapevine, there is the
response to the chemical signals emitted by plants damaged by pests and these defense
molecules can be transferred through the air in the form of volatile organic compounds (VOCs).
Other researchers supported the hypothesis that plants can communicate through common
mycorrhizal networks (CMN) that grow between the root of nearby plants. However, until now,
studies focused on the transfer of signal molecules through hyphal anastomosis between
herbaceous species and within forest communities but there is no experimental evidences

showing that CMN can transfer defense signals even between plants of Vitis vinifera L. .

This study therefore aims to evaluate whether the mycorrhiza Glomus iranicum var.
tenuihypharum sp. Nova is able to connect two grape plants (cv. Glera) and translocate defense
molecules between individuals damaged by the leafhoppers Erasmoneura vulnerata and the

plants not directly infested connected to them.

To answer this question, first of all, it was verified whether the arbuscular mycorrhiza, contained
in the commercial product MycoUp® (Biogard), was able to colonize the root systems of the grape
plants used in the experimental design and to allow, through the connection hyphal, exchange
of signals between contiguous grapevines whose epigeal apparatus was inside a plastic cap to

exclude the possibility that the defense signals were transmitted through air.

The results showed that the colonization of root tissues by the fungus, in addition to increasing
the length of the host's primary root, it can contribute to the induced systemic resistance (ISR)
of the plant against biotic and, probably, abiotic adversities. The RT-qPCR assays, aimed at

analyzing the intensity of expression of some genes of the secondary metabolism of the
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grapevine involved in the response to stress, highlighted that the mycorrhized plants were able

to overexpress the defense genes belonging to the multigene families VWPAL and WSTS.

Once the colonization of the root systems of the grapevines had been validated, the analysis of
the gene expression showed that, 13 days after the infestation with E. vulnerata, the adjacent
plants not attacked by the insect and connected by mycorrhiza with the plants infected with
leafhopper, showed an increase in resistance to stress thanks to the upregulation of the defense
genes encoding the enzymes phenylalanine ammonia lyase (VWPAL), stilbene synthase (VWSTS),
the transcription factors MYB-R2R3 (VWMYB) and pathogenesis-related proteins (VVvPR),

compared to grapevines not treated with mycorrhizae and phytophagous.

These results were not confirmed by analyzing the expression of the same genes after 20 days
from the treatment with leafhopper. These lead to the hypothesis that after a certain period of

time there may be saturation of the signaling system between the plants.

These results, which are entirely preliminary, require further and broader investigations to verify
whether mycorrhizae, in addition to having a positive role in the development of the root system
of the vine cuttings, can actually allow the transfer of information between interconnected plants
through fungal hyphae and how these signals can play a role in the integrated protection of the

vineyard against parasites and other agents of disease
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3. Introduzione

3.1 Sistemi di difesa della vite

La vite (Vitis vinifera L.) € una delle principali colture frutticole a livello mondiale ed e suscettibile
a numerosi patogeni, per questo motivo richiede uso massiccio di sostanze chimiche per il
contenimento delle infezioni. | costi economici e I'impatto ambientale negativo associati a queste
applicazioni hanno portato alla recente ricerca di strategie alternative basate sull’attivazione del

“sistema immunitario” della pianta (Andersen et al., 2018; Chong et al., 2008).

Per combattere in modo efficace I'invasione da parte di parassiti e insetti o per sopravvivere in
un habitat ostile, le piante di vite si avvalgono di barriere fisiche come la presenza di tomentosita
0 un maggiore ispessimento della parete cellulare (Durrant & Dong, 2004; Zecchin, 2020), ma
anche di meccanismi di difesa a livello cellulare che possono essere costitutivi, ovvero
costantemente attivi, o attivati in risposta all'infezione (Andersen et al., 2018; Jeandet et al.,

2002).

La difesa indotta € spesso associata alla produzione di composti difensivi come metaboliti
secondari che possono essere tossici, repellenti o anti-nutritivi per gli erbivori (Mithofer &
Boland, 2012; Zangerl, 1990), inibitori della proteinasi che influenzano I'alimentazione degli
insetti (Green & Ryan, 1972) o sostanze volatili che respingono gli erbivori o reclutano parassitoidi
e/o predatori degli insetti che invadono la pianta (Arimura et al., 2000; Hare, 2011). | meccanismi
difensivi sono costosi per le piante di Vitis vinifera L. e le difese indotte riducono al minimo il

costo energetico attivandosi solo al momento del bisogno (Song, Ye, et al., 2015).

Tra questi meccanismi di difesa indotti si puo avere una produzione de novo oppure una maggiore
espressione di molecole e composti, quali fenilpropanoidi, fitoalessine, proteine pathogenesis-
related (PR), alcaloidi, isoprenoidi e molteplici enzimi di difesa come la fenilalanina ammonio liasi
(PAL) e le perossidasi (Iriti & Faoro, 2009). Altre difese di tipo locale sono la risposta di
ipersensibilita o la formazione di lignina e callosio con lo scopo di inspessire la parete cellulare
(Bezier et al., 2002). Oltre ad agire localmente, le piante di vite possono attivare una risposta

9
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sistemica chiamata resistenza acquisita sistemica (SAR) che stabilisce una resistenza ad ampio

spettro in tessuti distanti dal sito di infezione primario (Durrant & Dong, 2004).

Sebbene le difese indotte consentano alle piante di evitare i costi metabolici di difesa in assenza
di nemici, esse possono subire notevoli danni durante il tempo necessario per attivare le difese
una volta che si verifica un attacco (Frost et al., 2008). Per compensare questa vulnerabilita
alcune piante tra cui Vitis vinifera L. hanno sviluppato la capacita di “intercettare” i segnali di
difesa provenienti da piante vicine grazie ad un meccanismo chiamato comunicazione pianta-
pianta o interpianta. Queste specie sono in grado di percepire i composti volatili indotti dalle
piante vicine che sono state attaccate, ad esempio, dagli erbivori e conseguentemente di
aumentare i loro meccanismi di difesa (Arimura et al., 2000; I. T. Baldwin et al., 2006; J. T. Baldwin
& Schultz, 1983; Farmer & Ryan, 1990). Tuttavia, quasi tutti gli studi sulla comunicazione tra le
piante si stanno concentrando sul trasferimento aereo di segnali da un mittente a un ricevitore,
mentre gli studi sulla comunicazione sotterranea tramite le micorrize sono ancora in una fase

iniziale (Song, Ye, et al., 2015).

Qui di seguito vengono prese in esame le principali famiglie di composti sintetizzati dalle piante

in risposta ad un attacco parassitario.

3.1.1 Fitoalessine

Le piante producono una vasta gamma di metaboliti secondari, molti dei quali sono limitati a
specifici gruppi di specie vegetali. Si ritiene che questa straordinaria diversita chimica si sia
evoluta da un numero limitato di percorsi biosintetici onnipresenti attraverso duplicazione genica
seguita da una divergenza funzionale (Pichersky & Gang, 2000). La via dei fenilpropanoidi illustra
perfettamente questo fenomeno poiché da origine a una grande diversita di composti fenolici
derivati dalla deaminazione della L-fenilalanina per azione della fenilalanina ammonioliasi (PAL)
che produce acido t -cinnamico (Tavares et al., 2013). | fenilpropanoidi svolgono diversi ruoli
chiave nelle piante, tra cui la formazione di polimeri strutturali, la difesa contro fitofagi e
patogeni, la protezione dallo stress abiotico e importanti funzioni nelle interazioni pianta-

impollinatori (Parage et al., 2012).
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La vite (Vitis vinifera L.) possiede una grande varieta di composti derivanti dalla via del
fenilpropanoide, inclusi i flavonoidi e gli stilbeni, che assumono diversi ruoli durante il ciclo di vita

delle piante (Arnold et al., 1980).

| flavonoidi, sono composti onnipresenti in V. vinifera utili in diversi momenti e necessita della
pianta tra i quali lo sviluppo, la riproduzione e la protezione contro stress (Gerats, 1993). Questi
composti hanno proprieta antiossidanti in quanto proteggono le foglie e le bacche dai danni foto-
ossidativi causati dai raggi UV ma giocano anche un ruolo decisivo nella definizione della qualita
organolettica e delle caratteristiche sensoriali quali colore e astringenza del vino. | flavonoidi
assumono anche una funzione chiave anche nello sviluppo del polline e si ritiene che possano
formare un gradiente di concentrazione all'interno del pistillo per guidare il tubetto pollinico

verso il suo bersaglio: I'ovulo (Arnold et al., 1980; Parage et al., 2012).

A causa delle potenti proprieta antiossidanti, i flavonoidi presenti nell’'uva e nel vino hanno
ricevuto interesse anche per le loro proprieta farmacologiche grazie ai loro preziosi effetti nella

prevenzione delle malattie cardiache e del cancro (Parage et al., 2012).

Il ruolo dei fenilpropanoidi nella difesa indotta della vite sembra invece essere limitato
principalmente agli stilbeni, una classe minore di composti che sono spesso indicati come
fitoalessine. Questi composti lipofili non solo si accumulano rapidamente nel sito di azione degli
agenti patogeni (Kuc, 1995; Tavares et al., 2013), ma si formano anche in risposta a stress di tipo

abiotico (Harborne, 1999; Vannozzi et al., 2012).

Le fitoalessine sono definite come “composti antimicrobici a basso peso molecolare sintetizzate
dalle piante e in esse accumulati in seguito ad un attacco da parte di microrganismi” (Jeandet et
al., 2002). Questi metaboliti secondari prodotti a livello cellulare sono pressoché assenti negli
individui sani: gli oltre 20 enzimi che catalizzano la sintesi delle fitoalessine vengono prodotti al
bisogno (Commun et al., 2003). Questi composti antimicrobici vengono accumulati nel sito di
infezione e dopo aver svolto la loro funzione di resistenza e difesa, vengono degradati dalla pianta
stessa o dai microrganismi. La quantita di fitoalessine accumulata, inoltre, dipende da molteplici
fattori quali lo stimolo elicitore e il tipo di patogeno, lo stato fisiologico della pianta e dal

background genetico (Darvill & Albersheim, 1984).

Numerose ricerche hanno dimostrato che I’accumulo di fitoalessine nel sito di infezione € veloce

e consente di ridurre e/o inibire lo sviluppo di funghi e batteri. Esse, pero, sono antibiotici
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aspecifici e, a parita di concentrazione, sono meno efficaci dei prodotti fitosanitari presenti nel

mercato (Darvill & Albersheim, 1984; Jeandet et al., 2002).

Gli elicitori delle fitoalessine possono essere non soltanto di tipo biotico come visto finora, ma
anche di tipo abiotico la cui produzione & innescata da particolari condizioni ambientali,
esposizione ai raggi UV, ferite o trattamenti con sostanze chimiche come sali e metalli pesanti,
inibitori della respirazione e tensioattivi (Harborne, 1999). | meccanismi d’azione, invece, sono
ancora oggetto di ricerca: essi sono principalmente citosatici ma in alcuni casi sono stati osservati

anche effetti di tossicita (Darvill & Albersheim, 1984).

3.1.2 Proteine PR

Una delle risposte inducibili di difesa della vite € la sintesi delle cosiddette “proteine correlate
alla patogenesi (PR)”. Le proteine PR (pathogenesis-related) sono state definite come polipeptidi
di origine vegetale codificati dall’ospite che non sono presenti nelle piante sane, ma che sono
sintetizzati in risposta a situazioni patologiche o, pil in generale, di stress (Bantignies et al., 2000;
van Loon et al., 2006). Successivamente & stato dimostrato che alcune isoforme sono espresse in
numerose specie vegetali sane e che questo livello basale costitutivo viene incrementato
significativamente dopo un attacco da parte di un patogeno (Pinto et al., 2005). Infine alcuni studi
hanno dimostrato che alcune proteine pathogenesis-related non rispondono a situazioni di
stress, ma sono sintetizzate in modo dinamico durante la crescita e lo sviluppo della pianta sana
e quindi dipendono da regolazioni legate alla differenziazione dei tessuti (Pinto et al., 2005). La
funzione principale della maggior parte delle proteine PR € comunque correlata alla reazione nei
confronti di stress (Bantignies et al., 2000). Queste proteine hanno una funzione di difesa attiva
e vengono sintetizzate e accumulate anche in siti della pianta lontani dal punto in cui & avvenuta
I'infezione. In questo caso si ha quindi una resistenza sistemica acquisita (SAR) (Van Loon & Van

Strien, 1999).

| meccanismi di azione sono molto diversificati ed in molti casi ancora poco chiari. Si sa pero che

alcune proteine PR hanno un’azione diretta contro il patogeno o le sue strutture di infezione,
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mentre altre portano alla produzione di elicitori che a loro volta innescano meccanismi di difesa

aggiuntivi nella pianta (Kortekamp, 2006).

Le proteine PR sono suddivise in 14 famiglie in base all’attivita biologica, le interazioni
sierologiche e le sequenze amminoacidiche (Bantignies et al., 2000; Van Loon & Van Strien, 1999).
Le PR-1 hanno una funzione che attualmente & ancora sconosciuta, le PR-2 sono endo-B-1,3-
glucanasi; le PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11 sono endochitinasi, le PR-5 sono osmotine e quindi hanno
la capacita di rendere permeabili le membrane grazie alla formazione di pori transmembrana, le
PR-6 sono implicate nella difesa contro insetti ed altri microrganismi, le PR-7 sono delle
endoproteasi, le PR-9 sono delle perossidasi, le PR-10 sono strutturalmente correlate con le
ribonucleasi, le PR-12 sono delle defensine vegetali e quindi hanno un’azione antifungina, le PR-
13 sono delle proteine basiche ricche di cisteina con una funzione antifungina, le PR-14 sono delle

LTPs (Lipid Transfer Proteins) (Kortekamp, 2006; Van Loon & Van Strien, 1999).

Nella vite vengono indotte diverse famiglie di proteine PR (PR-2, PR-3, PR-4, PR-5, PR-8, PR-10,
PR-11) in diversi organi dopo uno stress o durante specifici stadi di sviluppo (Chong et al., 2008;
Colas et al., 2012; Kortekamp, 2006). La quantita delle PR nelle piante di Vitis vinifera L. dipende
dalla cultivar, dalle condizioni ambientali, dalle pratiche colturali e dal tipo di stress biotico che si

sono verificati durante lo sviluppo della pianta (Monteiro et al., 2007).

In questo lavoro di tesi ci si € focalizzati sulla biosintesi delle PR-10 in quanto delle proteine

indotte dalle piante di vite in risposta a stress biotici e abiotici.

13



Introduzione

3.2 Glistilbeni

Le fitoalessine della famiglia delle Vitacee sono state oggetto di numerosi studi nell’ultimo
decennio, non solo per le loro funzioni di difesa nella pianta, ma anche per le possibili applicazioni
farmacologiche (Vannozzi et al., 2012). Tra i diversi meccanismi di difesa a disposizione delle
cellule della vite c’é la produzione di stilbeni, composti a basso peso molecolare che sono la

principale classe di fitoalessine prodotte nelle Vitaceae (Vannozzi et al., 2012).

Questi composti si trovano nei tessuti lignificati della pianta come prodotti costituitivi mentre nei
tessuti molli (frutti, foglie, apici radicali e altri organi erbacei) come fitoalessine indotte da stress

biotici e abiotici (Ector, 1997).

La famiglia degli stilbeni raccoglie una trentina di composti che hanno come scheletro comune la
struttura del resveratrolo (3,5,4’-triidrossistilbene), un fitopolifenolo a basso peso molecolare
(Fig. 3.1). Questi composti fenolici sono formati da due anelli benzenici separati da un ponte di

etano o di etene. (Jeandet et al., 2002; Langcake & Pryce, 1976; Soleas et al., 1997).

HO
o)
—_—
OH

OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Fig. 3.1 Struttura del resveratrolo (3,5,4’-triidrossistilbene) nelle due forme diasteroisomeriche cis e trans.
La via biosintetica degli stilbeni (Fig. 3.2) fa parte del metabolismo secondario, la sua attivita
costitutiva & bassa e viene stimolata da infezioni di microrganismi, soprattutto funghi, o da

elicitori abiotici e biotici (Soleas et al., 1997).

Il resveratrolo viene sintetizzato dalla via dei fenilpropanoidi a partire dalla L -fenilalanina per
azione della fenilalanina ammonioliasi (PAL). La PAL scinde dalla fenilalanina il gruppo amminico

e catalizza la formazione di un doppio legame tra le molecole di carbonio generando acido
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cinnamico. La cinnammato-4-idrossilasi lega poi un gruppo -OH all’anello benzenico e segue poi
la sostituzione dell’ossidrile del gruppo carbossilico con un sulfidril-coenzima A. A questo punto
la via biosintetica si dirama verso la formazione del resveratrolo con enzima chiave la stilbene
sintasi (STS) o dei flavonoidi tramite la calcone sintasi (CHS) (Jeandet et al., 2002; Schroder et al.,

1988; Soleas et al., 1997).

STS e CHS sono enzimi che utilizzano lo stesso substrato (tre malonil-CoA e un cumaroyl-CoA) e
catalizzano tre reazioni di ciclizzazione/condensazione analoghe, ma portano alla formazione di
due prodotti differenti (Austin et al., 2004; R. M. Ferrer et al., 2005; Jeandet et al., 2002; Schroder
et al.,, 1988; Soleas et al., 1997). La stilbene sintasi sintetizza il resveratrolo (3,5,4'-
triidrossistilbene); la CHS invece genera calcone (4,2°,4’,6'-tetraidrossicalcone) da cui derivano i
flavonoidi. La reazione catalizzata dai due enzimi differisce solo nell’ultimo passaggio: un
intermedio comune assume una conformazione spaziale diversa che determina la formazione di

prodotti differenti (Austin et al., 2004; Schroder, 1999).
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Fig. 3.2 Via biosintetica degli stilbeni. (Tratta da Vannozzi et al., 2012).

L'attivita della stilbene sintasi & piu di 20 volte piu alta di quella della calcone sintasi (CHS), quindi

la sintesi di stilbeni prevale su quella dei flavonoidi (Melchior & Kindll, 1991).
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Gli enzimi CHS e STS mostrano un alto grado di somiglianza (Fig. 3.3) basato sull'omologia di

sequenza amminoacidica che raggiunge circa il 75-90% di identita (J.-L. Ferrer et al., 2008).
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Fig. 3.3 Albero filogenetico delle STS e CHS di Vitis vinifera L. (Vannozzi et al., 2012).

La CHS nelle piante di Vitis vinifera L. & costitutivamente espressa ed attiva (Austin et al., 2004).
La STS in condizioni ordinarie possono avere un’espressione basale costitutiva (nelle parti legnose
delle piante di vite dove potrebbe avere una funzione nella resistenza del legno ai fenomeni di
decomposizione) o indotta (nei tessuti molli come foglie e frutti); in quest’ultimo caso agiscono
come fitoalessine essendo indotte da elicitori biotici ed abiotici (Bavaresco et al., 2003). Ogni
specie vegetale modula nel tempo il grado di espressione del trascritto e la risposta in base al
tipo di elicitazione, allo stadio di sviluppo delle singole cellule vegetali interessate e a molti altri
fattori. In generale, comunque, I'espressione genica della stilbene sintasi € un processo rapido

che avviene in poche ore (Melchior & Kindll, 1991).
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Non ancora completamente chiarita e l'identita dei fattori di trascrizione (TF) che regolano la
trascrizione di STS. L'espressione dei geni coinvolti nella regolazione della via dei fenilpropanoidi
e modulata dal legame dei fattori di trascrizione MYB-R3R3 agli elementi -cis altamente
conservati nelle regioni promotoriali. Negli ultimi anni sono stati identificati numerosi TF MYB di
tipo R2R3 che regolano i geni della via dei flavonoli nella vite, tuttavia, ad oggi non e stato
segnalato alcun fattore di trascrizione responsabile della regolazione della trascrizione di STS

(Vannozzi et al., 2012).

In generale le proteine MYB sono coinvolte nella regolazione del metabolismo secondario e nei
processi di trasduzione del segnale, come la sintesi degli stilbeni, degli antociani, dei flavonoidi,
della lignina e la segnalazione di segnali di stress (Luo et al., 2020). Ad esempio € stato dimostrato
che i due fattori di trascrizione strettamente correlati, MYB-14 e MYB-15, svolgono un ruolo
importante nella regolazione trascrizionale dei geni coinvolti nella via biosintetica degli stilbeni
nella vite (Fig. 3.4). Le analisi di trascrizione hanno rivelato una stretta correlazione tra
I'espressione di MYB-14 e MYB-15, dei geni della famiglia STS e del successivo accumulo di stilbeni

in condizioni normali e di stress (Holl et al., 2013).

Phenylalanine
PAL

Cd4H
4CL

p-coumaroyl-CoA

CHS
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| Flavonols |Proanthocyanidins Viniferin Pterostilbene Piceid
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( )1 MYBPA2 ) . MYB14 / MYB15

Fig. 3.4 Rappresentazione semplificata del percorso che porta alla biosintesi di flavonoidi e stilbeni. La regolazione trascrizionale
degli enzimi & condotta dai fattori di trascrizione MYBF1, MYBPA1, MYBPA2, MYBA1, MYBA2, MYB14 e MYB15 (Holl et al., 2013).
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3.3 Le micorrize: generalita

La parola “micorriza” (dal greco: Mycos-, che significa “fungo”, e -rhiza che vuol dire “radice”), fu
usata per la prima volta nel 1885 (Frank, 1885) per descrivere I'intima associazione tra alcuni tipi
di funghi e radici delle piante. Nello specifico si fa riferimento ad un’associazione di tipo
simbiotico che si viene ad instaurare a livello dell’apparato radicale di una pianta, e che tramite
le ife o strutture piu articolate come le rizomorfe, si estende nel terreno circostante e nella
rizosfera (Ganugi et al., 2019). | funghi micorrizici colonizzano le radici delle piante terrestri di
quasi tutte le famiglie (Smith & Read, 2008) e sono presenti all’interno di tutti gli ambienti

naturali e di molteplici ecosistemi agricoli (Gosling et al., 2006).

Si ritiene che le origini di questa simbiosi siano antiche e sono state proposte come meccanismo
per facilitare la colonizzazione della terra da parte delle piante 400 milioni di anni fa (Gorzelak et

al., 2015).

Questi funghi sono classificati in tre gruppi: ectomicorrize, endomicorrize ed ectoendomicorrize
(con comportamento misto tra ecto- ed endomicorrize) in base alle diverse associazioni pianta-

fungo (Bofante & Giovanetti, 1982; Fig. 3.5).
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Fig. 3.5 Principali tipi di micorriza identificati in base alla forma delle strutture fungine e alle modalita di sviluppo del fungo
all'interno della radice (Bofante & Giovanetti, 1982).
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Le ectomicorrize (ECM) sono formate principalmente da Basidiomiceti ed Ascomiceti e formano
simbiosi con radici di piante provenienti da regioni temperato-fredde, inclusi abeti, pini, larici
(nelle foreste boreali e subalpine), querce e pioppi (nelle foreste decidue) (Read, 1992). In questo
tipo di associazione il fungo forma una struttura chiamata mantello che avvolge completamente
I’apice della radice ma non entra mai all’interno delle cellule (M. F. Allen, 1991). Esternamente
ad essa emana nel terreno ife singole o aggregate in strutture chiamate rizomorfe che possono
crescere per molti metri nel suolo conferendogli la capacita di connettere molte radici (Taylor,

2006).

L’endomicorriza differisce dal tipo precedente nella struttura: le ife fungine non solo crescono
all'interno della radice della pianta, ma penetrano anche negli spazi intercellulari (Bofante &

Giovanetti, 1982).

Le endomicorrize sono state ulteriormente classificate in cinque sottogruppi principali: micorrize
arbuscolari, ericoidi, arbutoidi, monotropoidi e orchidee (Peterson et al.,, 2004). Le micorrize
ericoidi tendono ad avere ife che sono concentrate vicino alle radici dei loro ospiti e quindi

probabile che operino solo su una scala spaziale localizzata (Grelet et al., 2010).

Le micorrize arbuscolari (AM), invece, sono le piu studiate in quanto formano dei rapporti
simbiotici con numerose piante, comprese importanti specie coltivate, hanno una diffusione
guasi globale e sono tra i microrganismi del terreno piu importanti dal punto di vista funzionale
(S. Smith & Read, 2008). Questi funghi appartengono al phylum dei Glomeromycota e formano
relazioni mutualistiche con oltre I’'80% di tutte le piante vascolari (Simon et al., 1993). Una volta
a contatto con la radice dell’ospite, penetrano attraverso I'epidermide e stabiliscono le loro ife
all'interno delle cellule del parenchima corticale, a livello delle quali avvengono gli scambi
nutrizionali tra i due partners. La penetrazione all'interno dei tessuti radicale pud avvenire
attraverso tre modalita diverse: a) Formazione di un appressorio da cui hanno origine le ife
intracellulari; b) Penetrazione attraverso un pelo radicale, c) Entrare attraverso le cellule degli
strati piu esterni che spesso sono morte e si sfaldano (Bofante & Giovanetti, 1982). Una volta
approfondite nella radice, le ife colonizzano abbondantemente le cellule e subiscono un’intensa
ramificazione formando arbuscoli, con un ciclo vitale di 7-12 giorni (Gadkar et al., 2001), che
fungono da sito per lo scambio di metaboliti tra il fungo e la pianta (Montero et al., 2019). Spesso
si ha anche la presenza di vescicole, intra o intercellulari, contenenti sostanze lipidiche ed aventi

funzione di riserva (Fig. 3.6).
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Fig. 3.6. Foto rappresentante vescicole, ife e arbuscolo di una micorriza arbuscolare (Glomus iranicum var. tenuihypharum sp.
Nova).

| funghi AM formano una simbiosi mutualistica con la pianta migliorando significativamente
I’'assorbimento dei nutrienti, e in particolar modo azoto, fosforo e acqua, (S. Smith & Read, 2008;
Wipf et al., 2019) e aumentando la tolleranza agli agenti patogeni radicali (Whipps, 2004), ai
nematodi (Pefia et al., 2006; Vos et al., 2012) e agli eventi siccitosi (S. Smith & Read, 2008). In
cambio le piante forniscono ai funghi AM carboidrati (Johnson et al., 2002) i quali vengono in
parte utilizzati per lo sviluppo di estese reti di miceli (Leake et al., 2004) che fungono da condotti
per il carbonio (Johnson et al., 2002) e per i nutrienti minerali (Johnson et al., 2001). A causa della
mancanza di specificita dei funghi AM rispetto alle loro piante ospiti (S. Smith & Read, 2008), i
miceli extraradicali dei funghi micorrizici possono formare delle connessioni ifali tra gli apparati
radicali di piu piante ospiti (Selosse et al., 2006) formando delle “reti miceliali comuni” (Common
Mycorrhizal Networks: CMN) sotterranee tra radici di differenti specie, cosi come individui della
stessa specie (Helgason et al., 1998; Simard & Durall, 2004). Per analogia con i molteplici ruoli
che il World Wide Web svolge nelle comunita umane, i numerosi ruoli che le reti micorriziche
sembrano giocare negli ambienti boschivi hanno conferito loro il soprannome colloquiale di

Wood Wide Web (Simon et al., 1993).

Le CMN facilitano I'insediamento delle giovani piante (Van Der Heijden, 2004), influenzano la
composizione della comunita vegetale (van der Heijden & Horton, 2009) e sono i principali
percorsi attraverso i quali molte specie di piante non fotosintetizzanti acquisiscono energia
(Bidartondo et al., 2002). La lunghezza dei miceli extraradicali delle micorrize arbuscolari e delle
ectomicorrize varia considerevolmente, con stime che variano da 10 a 100 m di ife su 1 g di
terreno e si puo arrivare fino a centinaia di metri di ife per metro di lunghezza della radice (Leake

et al., 2004).

20



Introduzione

Sebbene si sappia da molti anni che i funghi micorrizici possono formare CMN grazie agli studi
condotti in laboratorio (Whittingham & Read, 1982), rimangono ancora limitati gli studi sulla loro
distribuzione ed estensione in natura a causa della difficolta nell’identificare inequivocabilmente

tali connessioni.

Nonostante le limitate prove in campo, & probabile che le CMN siano onnipresenti in natura
poiché la maggior parte dei funghi micorrizici produce un abbondante micelio extraradicale
(Leake et al., 2004). La ricercatrice canadese Suzanne Simard, pubblicando un articolo su Nature
nel 1997, fu la prima ad ipotizzare I'esistenza di una “rete sotterranea di micorrize” che consente
il trasferimento del carbonio e di altri elementi tra alberi diversi in condizioni naturali. Dato che
negli ambienti naturali le CMN possono collegare non solo piante della stessa specie ma anche
piante di specie diverse & chiaro che esse possono rappresentare un elemento cruciale per lo

sviluppo e I'equilibrio degli ecosistemi (Babikova, Gilbert, et al., 2013).

Questi studi preliminari effettuati dalla ricercatrice Simard, sono serviti da spunto per numerose
ricerche sulle CMN e la maggior parte delle analisi condotte fino ad ora si sono concentrate

sull’approfondimento dello sviluppo di miceli comuni in ambienti forestali.

3.3.1 Effetti delle CMN (Common Mycorrhizal Networks) sul

comportamento delle piante

Il comportamento delle piante e definito come un cambiamento nella loro morfologia o fisiologia
in risposta a stimoli ambientali, comprese le risposte a sostanze chimiche, luce e acqua, che si

verificano nel corso della vita di una pianta (Karban, 2008).

| comportamenti piu studiati comprendono I'alterazione della morfologia epigea delle specie
vegetali per ottimizzare I'accesso alla luce solare (Novoplansky, 2009; H. Smith, 2000), o di tratti
riproduttivi o difensivi per affrontare |'eterogeneita ambientale (Karban, 2008). Le risposte
comportamentali possono verificarsi anche nel sottosuolo, nella ricerca di nutrienti e acqua
(Hodge, 2004) e in risposta alla competizione delle radici (Cahill et al., 2010). Poiché tutte le
piante arboree forestali formano simbiosi obbligate con i funghi micorrizici, queste risposte

devono includere anche eventuali cambiamenti fisiologici dovuti allo stato micorrizico (ad es.
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cambiamenti nella morfologia delle radici e/o nella produzione a seguito di colonizzazione
fungina). Le piante che sono collegate tramite miceli comuni possono modificare rapidamente il
loro fenotipo in risposta alla colonizzazione fungina nonché al trasferimento di informazioni ed
elementi nutritivi tra piante. Le risposte delle piante che sono state misurate finora in seguito
alla colonizzazione micorrizica includono la crescita delle radici e dei germogli, il tasso

fotosintetico e le risposte di difesa (Gorzelak et al., 2015).

| funghi micorrizici arbuscolari (AM) sono uno degli approcci biologici che i coltivatori possono

applicare ai suoli per la mediazione di specifiche situazioni critiche di stress biotici e abiotici.

Secondo Bucher et al. (2009), un’efficace simbiosi con funghi AM permette alle piante di
esplorare un volume maggiore di suolo, grazie alla produzione di miceli extraradicali connessi al
sistema radicale incrementando I'assorbimento di nutrienti e acqua del vegetale. Inoltre le
micorrize producono sostanze ormonali che possono favorire una migliore radicazione e possono
proteggere la pianta dall'impatto negativo di stress ambientali e malattie (Chitarra et al., 2016;
Lehto & Zwiazek, 2011; Navarro-Fernandez et al., 2011). Le piante micorrizate attraverso le CMN
hanno una maggiore accessibilita agli elementi nutritivi e queste reti ifali condivise consentono

loro di modificare la crescita delle radici e dei germogli e quindi di avere una sopravvivenza

maggiore.

Le reti micorriziche comuni possono anche aumentare la resa produttiva (Ortas, 2012) che nella
maggior parte dei casi € stata associata ad un maggiore sviluppo della pianta. Molti studi hanno
collegato un maggiore sviluppo della pianta ad un maggior assorbimento di nutrienti,
principalmente fosforo, attraverso |'associazione con il fungo (Chitarra et al., 2016; Lehto &
Zwiazek, 2011; Navarro-Fernandez et al.,, 2011). Durante questa intima associazione
extraradicale il micelio acquisisce minerali dal suolo oltre la zona accessibile dalla radice
(Bonfante & Genre, 2010). Alcune ricerche hanno mostrato una relazione tra colonizzazione con
micorrize arbuscolari e cambiamenti nella struttura e morfologia della radice dell’ospite (Yao et

al., 2009).

Alarcon et al. (2020) hanno valutato I'effetto dell’applicazione del fungo micorrizico Glomus
iranicum var. tenuihypharum sp. nova, contenuto nel prodotto MycoUp®, sullo sviluppo e
I'architettura dell'apparato radicale delle piante di melone. In questo caso I'architettura della

radice micorrizata & cambiata diventando pil piatta e piu vicina alla superficie del suolo, dove la
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concentrazione di ossigeno € maggiore. Questi apparati radicali avevano inoltre un volume
maggiore e un maggior numero di apici radicali rispetto alle piante non inoculate e pertanto
potrebbero avere una maggiore capacita di intercettare i nutrienti. L'inoculazione del suolo con
Glomus iranicum ha indotto una maggiore attivita microbica e ha promosso lo sviluppo delle
radici in termini di volume, migliorando la capacita della pianta di intercettare i nutrienti. Di
conseguenza, le piante sono risultate piu produttive con frutti di qualita superiore. Questi
risultati evidenziano l'importanza di studiare la struttura della radice nelle piante micorrizate

(Alarcon et al., 2020).

Un effetto comune della micorizzazione & un aumento dello sviluppo delle radici laterali, forse
per aumentare il numero di nicchie del suolo esplorabili dalle radici (Schellenbaum et al., 1991;
Fusconi, 2014; Hodge et al., 2009). Le possibili cause del miglioramento dell'architettura del
sistema radicale possono essere sia dirette sia indirette; le prime includono la produzione e
I'azione degli essudati fungini delllAM, mentre le seconde sono principalmente legate
all'aumento dell'assorbimento dei nutrienti, in particolare al fosforo, e alla modulazione
dell'equilibrio ormonale (Feddermann et al., 2010). Secondo i risultati riportati da Nicolas et al.
(2015) in viti inoculate con Glomus iranicum var. tenuihypharum sp. nova, una maggiore
efficienza nell'assorbimento del fosforo cosi come I'accumulo di amido nelle radici, contribuisce
allo sviluppo di un apparato radicale piu ampio che potrebbe inoltre favorire un piu rapido

accrescimento vegetativo nella primavera successiva (Luciani et al., 2019).

3.3.2 Trasferimento delle risorse all’interno di una CMN

Convenzionalmente la formazione di una rete micorrizica comune (CMN) avviene quando le ife
dei miceli si fondono per anastomosi, permettendo cosi una connessione tra piante diverse
(Giovannetti et al., 2001); generalmente questa rete si instaura tra individui che condividono la
stessa strategia micorrizica. Il successo nella creazione di una CMN dipende quindi dalla capacita
degli apparati radicali di piante appartenenti alla stessa specie o a specie vegetali appartenenti a
diverse specie, generi e famiglie di essere colonizzati dallo stesso simbionte. (Giovannetti et al.,

2015).
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E stato dimostrato che le micorrize AM hanno una ridotta specificita d’ospite e formano un
elevato numero di anastomosi per contatto e di conseguenza hanno una buona capacita di
interconnettere piante diverse (Eason et al., 1991; Giovannetti et al., 2015; Lerat et al., 2002). In
alcuni studi e inoltre emerso che una connessione tra diversi individui operata delle micorrize
arbuscolari consente al carbonio, ai nutrienti minerali e all’acqua di spostarsi da una pianta
all'altra (Egerton-Warburton et al., 2007; Johansen & Jensen, 1996), permettendo alle piante di
condividere le risorse presenti all'interno dell’ecosistema. Il verificarsi del trasferimento del
carbonio tra piante, che richiede un flusso netto di C dal simbionte fungino all'ospite, e stato
riportato in alcune piante micoeterotrofiche (Arachnitis uniflora; Voyria spp.; Voyriella spp.)
(Bidartondo et al., 2002). Oltre al carbonio & stato suggerito che anche I'azoto e il fosforo possono
spostarsi da una pianta all'altra attraverso reti di miceli comuni (Haystead et al., 1988;

Whittingham & Read, 1982).

Le CMN che interconnettono piante diverse possono inoltre funzionare come dei canali per
garantire che ci sia un flusso d'acqua tra piante interconnesse, facilitandone la sopravvivenza

durante i periodi di siccita (Egerton-Warburton et al., 2007).

Le reti micorriziche (Fig. 3.7) rappresentano percio un sistema di canalizzazione per un ampio
scambio di molecole tra le piante svolgendo cosi un ruolo fondamentale nella dinamica e
nell'evoluzione della complessa rete di interazioni che regola il funzionamento degli ecosistemi

(Giovannetti et al., 2015).

of L A A
Fig. 3.7 Connessioni ifali dello stesso isolato di Funneliformis mosseae stabilite tra Allium porrum (a sinistra) e Solanum melongena
(a destra) (Giovannetti et al., 2015).
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3.3.3 Comunicazione tra piante attraverso reti di micorrize

E noto da tempo che le CMN possono trasportare elementi minerali, nutrienti (Finlay & Read,
1986) e altre sostanze come il carbonio (Simard et al., 1997) tra piante diverse. Poiché le ife
fungine possono trasferire grandi molecole come lipidi, amminoacidi e zuccheri (Bago et al.,
2002), potrebbe quindi sembrare ragionevole chiedersi se esse siano in grado di trasportare

anche sostanze che stimolano le difese delle piante contro parassiti ed agenti patogeni.

Ulteriori prove hanno dimostrato che alcune molecole chimiche (metil salicilato) possono
muoversi attraverso un mezzo liquido tra piante coltivate in idroponica, stimolando cosi il

meccanismo di difesa delle piante riceventi (Chamberlain et al., 2001).

Tuttavia la combinazione delle due prove precedenti sul trasferimento di nutrienti tramite
micorrize e di semichimici attraverso il mezzo liquido, hanno suggerito ad alcuni studiosi che le
ife fungine possano essere in grado di fungere da condotti per il trasferimento di molecole tra

piante collegate attraverso una CMN.

Prove a sostegno di questa tesi sono state portate da Barto et al., (2011) i quali hanno dimostrato
che gli allelochimici rilasciati dalla calendula (Tagetes tenuifuolia Millsp) possono essere
trasportati attraverso reti fungine AM per inibire la crescita delle piante vicine. Song et al. (2010)
hanno inoltre osservato che le connessioni tra piante tramite reti di miceli comuni portano ad un
aumento dell’attivita degli enzimi difensivi e dell’espressione genica correlata alla difesa in piante
di pomodoro sane (Lycopersicon esculentum Mill.) collegate a piante infettate da peronospora
(Alternaria solani) e di conseguenza ad un incremento della resistenza alle malattie. Questa
scoperta suggerisce che attraverso queste reti di ife potrebbe verificarsi il trasferimento tra
piante di segnali di resistenza ai patogeni fungini. Se i miceli possono fungere da “condotti” peri
composti di segnalazione, esiste chiaramente un notevole potenziale per i funghi micorrizici di
trasportare i segnali prodotti dalle piante attaccate da parassiti o patogeni alle piante vicine
consentendo loro di attivare meccanismi di difesa dagli attacchi da parte di insetti, erbivori
(Babikova, Gilbert, et al., 2013; Babikova, Johnson, et al., 2013, 2014; Song, Ye, et al., 2015) e

funghi necrotrofi fogliari (Song et al., 2010; Fig. 3.8).

25



Introduzione

- S

Pianta Pianta

donatrice Q/CD qp ricevente

. S Le micorrize trasportano
o mlgorrlze segnali d’allarme
forniscono .
elementi nutritivi
alla pianta 77{\\

Fig. 3.8 Le interazioni tra piante e funghi micorrizici nel trasferimento di segnali tra piante (Babikova, Gilbert, et al., 2013).

Questa nuova conoscenza ha aperto la porta per ulteriori ricerche per comprendere a pieno il

ruolo ecologico delle CMN in natura.

Gli studi e le ricerche sulla comunicazione tra piante tramite funghi micorrizici potrebbe risultare
indispensabile per comprendere le interazioni multitrofiche presenti in natura (Gilbert &
Johnson, 2017) e c’é inoltre la necessita di approfondire i meccanismi di trasferimento del
segnale nelle comunita vegetali naturali per tentare di sfruttare la formazione di micorrize con il
fine di garantire un miglior controllo dei parassiti e promuovere una gestione integrata dei

parassiti in un’ottica di agricoltura sostenibile.

3.3.4 Sfide ed ostacoli durante le prove sperimentali

Testare l'ipotesi che le reti di micorrize possano trasportare segnali tra le piante € molto
complicato a causa della necessita di controllare sperimentalmente molteplici fattori che

possono condizionare i risultati ottenuti (Gilbert & Johnson, 2017).

Il primo, e forse il pil importante, € il semplice problema di essere sicuri che gli apparati radicali
delle piante in osservazione siano effettivamente collegati dalla stessa CMN. E quindi utile

avvalersi di un substrato sterile per massimizzare la probabilita che la micorriza piuttosto che i
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funghi non micorrizici siano gli agenti chiave nel trasferimento di molecole segnale tra le piante

(Babikova, Gilbert, et al., 2013).

Un’ulteriore difficolta deriva dal fatto che non & possibile confrontare semplicemente le piante
che vengono coltivate in associazione con funghi micorrizici con quelle che non sono micorrizate,
perché le colonizzazioni da parte delle ife colpiscono le vie di segnalazione delle piante, causando
un cambiamento nella qualita e tipo di composti organici volatili (VOCs) emessi dalle foglie delle
piante (Babikova, Gilbert, Bruce, et al., 2014; Babikova, Gilbert, Randall, et al., 2014; Fontana et
al., 2009; Pozo & Azcén-Aguilar, 2007) oltre a modificare I'attrattivita della pianta per gli insetti.
In alcuni studi sono stati analizzati i VOCs e I'attrattivita per gli insetti fitopatogeni con lo scopo
di determinare se una pianta ha ricevuto o meno il segnale (Gilbert & Johnson, 2017). | composti
organici volatili (VOCs) hanno anche la capacita di modulare I'espressione della resistenza delle
piante vicine (Heil & Karban, 2010). Numerose ricerche hanno infatti dimostrato che questa
miscela volatile di molecole chimiche ha un ruolo importante nella trasmissione del segnale tra
piante adiacenti consentendo alle piante vicine a quelle danneggiate di innescare risposte precoci

di difesa rendendole cosi pil resistenti ai fitofagi (Bouwmeester et al., 2019).

Altri fattori che devono essere presi in considerazione includono il rilascio di essudati da parte
delle radici e delle ife delle micorrize, e la diffusione di segnali attraverso il suolo (Gilbert &
Johnson, 2017). Ad esempio, esiste la possibilita che il segnale possa essere trasferito tra le piante
in un mezzo liquido, o in film acquosi, ed € anche probabile che la formazione di questi layer

possa essere maggiore in presenza di miceli fungini (Babikova, Gilbert, et al., 2013).

Nonostante questi ostacoli, diversi esperimenti sono comunque riusciti a dimostrare in modo
convincente che le CMN possono fungere da “conduttori” di segnali tra apparati radicali

interconnessi e di indurre risposte di difesa nelle piante riceventi (Babikova, Gilbert, et al., 2013).
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3.3.5 La scoperta del trasferimento di segnali attraverso reti comuni di

micorrize

Il primo studio & stato condotto da Song et al. (2010) i quali hanno dimostrato che le CMN
mediano la comunicazione tra piante infette da agenti patogeni e piante sane. In questo lavoro
@ stato utilizzato un fungo biotrofico patogeno (Alternaria solani) su piante di pomodoro

(Lycopersicon esculentum Mill.) coltivate con un fungo micorrizico arbusolare (Glomus mosseae).

Per confrontare le piante di pomodoro il disegno sperimentale ha incluso quattro trattamenti: A)
Una pianta “ricevente” sana di pomodoro ¢ stata collegata attraverso una rete di micorrize con
una vicina pianta “donatrice” di pomodoro attaccata da Alternaria solani. B) Una pianta sana
“ricevente” e stata coltivata vicino ad una pianta “donatrice” ma non sono state applicate le
micorrize. C) Una pianta sana “ricevente” micorrizata e stata coltivata vicino ad una pianta
“donatrice” infetta ma la parte aerea delle due piante di pomodoro sono state separate da una
membrana impermeabile. D) una pianta sana “ricevente” & stata collegata tramite CMN alla

pianta vicina ma senza I'inoculazione del patogeno.

Il piano sperimentale non ha pertanto superato tutte le sfide sperimentali sopraelencate, come
evitare gli effetti degli essudati emessi delle ife delle micorrize e dalla diffusione di molecole
attraverso la soluzione del suolo. In questo studio e stato osservato un aumento della resistenza
alle malattie e delle attivita di enzimi difensivi come perossidasi, B-1,3-glucanasi, fenilalanina
ammonio-liasi e lipossigenasi in piante “riceventi” vicino a piante sane. Le piante “riceventi” non
infette hanno anche attivato sei geni legati alla difesa (Fig. 3.9). Questa scoperta indica che le
CMN possono funzionare come un condotto sotterraneo di comunicazione tra piante per cui la
resistenza alle malattie ed i segnali di difesa indotti possono essere trasferiti tra piante infette da
agenti patogeni e piante sane, suggerendo che le piante possano “intercettare” i segnali di difesa
nei confronti dell’agente patogeno tramite la rete di micorrize e attivare i propri meccanismi di

difesa prima di essere attaccate.
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Fig. 3.91 Espressione di sei geni correlati alla difesa nelle foglie di piante "riceventi" di pomodoro in risposta a reti micorriziche
comuni (CMN) collegate alla pianta vicina di pomodoro infetta da Alternaria solani. Glomus mosseae € stato utilizzato per stabilire
le CMN. La RT-qPCR e stata utilizzata per rilevare i trascritti di sei geni di difesa che codificano per le proteine pathogen-related
(PR1), PR-2 (b-1,3-glucanasi) e PR-3 (chitinasi), fenilalanina ammonio-liasi (PAL), lipossigenasi (LOX) e allene ossido ciclasi (AOC).
A) una pianta sana "ricevente" di pomodoro e stata collegata tramite CMN con una pianta "donatrice" di pomodoro attaccata da
A. solani; B) una pianta sana "ricevente" e stata coltivata vicino a una pianta "donatrice" infetta da A. solani ma non sono state
applicate le micorrize; C) una pianta sana "ricevente" micorrizata é stata coltivata vicino alla pianta "donatrice" micorrizata e
infettata ma le due piante di pomodoro sono state separate da una membrana impermeabile e D) una pianta sana "ricevente" &
stata collegata con la pianta vicina da CMN senza inoculazione del patogeno (Song et al., 2010).

Uno studio successivo ha dimostrato la presenza di segnali tra piante attraverso le CMN
utilizzando piante di fava infestate da afidi, tutte coltivate in presenza di un fungo AM (Babikova,
et al.,, 2013). In questa ricerca € stato osservato che le reti miceliali comuni consentono il
trasferimento di composti di segnalazione tra piante attaccate da insetti e piante “sane”

consentendo cosi a queste ultime di produrre VOCs prima di essere attaccate dagli insetti

fitopatogeni.

Gli insetti con apparato boccale pungente-succhiante come gli afidi usano i VOCs per localizzare

le piante ospiti (Bruce et al., 2008) ma, a seguito dell’attacco, la composizione dei VOCs rilasciati
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cambia e diventa repellente per i successivi insetti dannosi (Bernasconi et al 1998) ed attraente
per i loro nemici naturali, come le vespe parassitoidi (Turlings et al., 1995). Spesso le piante
infestate producono VOCs in maniera sistemica (Pickett et al., 2003) che possono essere
trasmessi per via aerea tra le piante (Dicke & Bruin, 2001) oltre ad essere rilasciati nella rizosfera

dalle radici (Chamberlain et al., 2001; Rasmann et al., 2005).

In questo studio & stato dimostrato che questi effetti possono verificarsi anche in piante prive di

afidi ma solo quando sono collegate a piante infestate tramite una rete comune micorrizica.

| risultati hanno quindi confermato che le reti comuni di micorrize consentono alle piante vicine
di attivare le difese nei confronti degli insetti fitomizi prima dell’attacco influenzando cosi il
comportamento sia degli insetti fitopatogeni sia dei loro nemici naturali (Babikova, Gilbert, et al.,
2013). Sebbene non sia stato possibile determinare se le piante di questo studio fossero state
collegate dallo stesso fungo AM, 'uso di un vigoroso inoculo fungino AM per la colonizzazione
delle radici ed un substrato sterile ha massimizzato la probabilita che le micorrize piuttosto che i
funghi non micorrizici fossero stati gli agenti chiave nel trasferimento di molecole segnale tra le
piante. E invece improbabile che i funghi non micorrizici possano aver colonizzato le radici delle
piante e contribuito al trasferimento di composti di segnalazione, questo perché spesso i funghi
AM si antagonizzano ai funghi patogeni del suolo (Bharadwaj et al., 2012; Campos-Soriano et al.,
2012; Jung et al., 2012). Inoltre, i ponti tra le piante formati da funghi AM possono essere stabiliti
sia dalla crescita ifale tra una pianta e I'altra sia dall’anastomosi tra ife dello stesso isolato.
Giovannetti et al. (2001) hanno infatti dimostrato che I'anastomosi € molto comune e la fusione
si verifica ogni 2 mm di ifa e pertanto, in questo studio, & stato ipotizzato che tra le piante si
fossero stabilite estese reti micorriziche funzionali. Il disegno sperimentale ha anche permesso
di separare qualsiasi potenziale diffusione tramite suolo, o causata dal contatto radice-radice,
dagli effetti del contatto miceliale tra le piante. Tuttavia, non si pud escludere che percorsi diversi

dai miceli fungini AM nella rizosfera possono aver agito come condotti per il segnale.

La composizione dei VOCs rilasciati dalle foglie spesso differisce tra piante coltivate in condizione
micorrizica e non micorrizica (Guerrieri et al., 2004; Schausberger et al., 2012) quindi il disegno
sperimentale, che ha utilizzato piante coltivate solo in condizione micorrizica, ha permesso di
identificare quei composti prodotti specificatamente in risposta a reti di miceli comuni. Il
principale VOCs che guida la risposta degli insetti alle piante in questo sistema & stato identificato

come metil-salicilato. E stato precedentemente dimostrato che il salicilato di metile respinge
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altre specie di afidi (Hardie et al., 1994) e attira i parassitoidi (Sasso et al., 2009), suggerendo che
sia un segnale mobile che puo essere trasportato via floema, per indurre resistenza sistemica
acquisita (Park et al., 2007; Shulaev et al., 1997). Tuttavia, rimane la possibilita che anche altri
VOCs possano aver influenzato il comportamento degli insetti, sia individualmente sia per

interazione con altri composti volatili.

Il disegno sperimentale ha previsto la disposizione di una pianta di fava “donatrice” centrale
infestata artificialmente con afidi e circondata da quattro piante di fava “riceventi” (non infestate
con gli afidi), due delle quali sono state collegate al donatore tramite una CMN e due sono
rientrate nel gruppo di trattamento “non connesso” (Fig. 3.10). Un elemento di novita e stato
I'uso di due gruppi di trattamento “non collegati”: il primo ha impedito semplicemente il contatto
utilizzando una maglia da 0,5 um attraverso la quale le ife fungine non sono riuscite a crescere,
e un secondo trattamento “non connesso” in cui la pianta ricevente ¢ stata coltivata all’'interno
di un nucleo con maglie da 40 um che ha consentito il contatto ifale e, quando gli afidi sono stati
aggiunti alla pianta donatrice questo nucleo & stato ruotato con lo scopo di spezzare le
connessioni ifali (Johnson et al., 2001). Le parti fuori terra di tutte le piante sono state invece
sigillate in sacchetti di plastica (PET) nel momento in cui gli afidi sono stati aggiunti al donatore
con il fine di impedire qualsiasi comunicazione aerea. Babikova et al. (2013) hanno poi analizzato
i VOCs e misurato I'attrattivita dei composti volatili per gli afidi e per i loro nemici naturali
scoprendo che le piante riceventi collegate producevano la stessa miscela di VOCs dei donatori
infestati da afidi, anche se queste piante non erano state infestate: oltre ad essere repellenti per
gli afidi sono risultate anche attraenti per gli antagonisti di questi ultimi. Al contrario le piante di
fava non collegate hanno mantenuto la stessa composizione di VOCs e quindi sono risultate
attraenti per gli afidi e poco attraenti per i parassitoidi, che coincide con lo stato normale in cui
le piante non hanno indotto le loro difese. Cio ha quindi dimostrato in modo chiaro ed

inequivocabile che le CMN possono trasmettere segnali di allarme tra le piante.
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Fig. 3.20 Piano sperimentale che mostra la pianta donatrice, che é stata colonizzata da afidi, e quattro piante riceventi prive di
afidi. Tutte le piante sono state coltivate nella condizione micorrizica, ma a una pianta e stato impedito di formare connessioni
miceliali con piante donatrici (maglia da 0,5 um), un'altra inizialmente ha formato le connessioni ifali ma dopo I'aggiunta di afidi
al donatore sono state spezzate (maglia ruotata da 40 um), e ad altre due piante e stato permesso di formare reti fungine
micorriziche (maglia non ruotata da 40 um che consente solo il contatto fungino) con la pianta donatrice per tutta la durata
dell'esperimento (Babikova, Gilbert, et al., 2013).

Nel terzo studio per dimostrare che le CMN possono mettere in comunicazione piante diverse
(Song, Ye, et al., 2015) e stato invece osservato che i bruchi (Spodoptera litura) sulle piante di
Lycopersicon esculentum Mill. inducono la produzione di geni di difesa in piante di pomodoro
vicine quando queste due sono collegate tramite CMN. In questo studio due piante di pomodoro
in vaso sono state collegate mediante micorrize e la pianta “donatrice” & stata infestata con il
bruco. Dopo lo sviluppo di una rete micorrizica comune, i danni creati dal bruco sulla pianta
“donatrice” hanno indotto una maggiore resistenza agli insetti ed una maggiore attivita di enzimi

difensivi nella pianta “ricevente” in appena 6 ore dall'infestazione.
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3.3.6 L'importanza delle reti micorriziche nelle comunita forestali

Le specie arboree si sono co-evolute sia con insetti e agenti patogeni, in modo da poter
rispondere alle infezioni producendo una serie di composti di difesa, sia con i funghi
ectomicorrizici responsabili dell’assorbimento di nutrienti e acqua in cambio di carbonio (Song,

Simard, et al., 2015).

Il “comunicare tra alberi” attraverso canali sotterranei & un processo fondamentale nella
complessa natura adattativa degli ecosistemi forestali (Levin, 2005). Data la connettivita
garantita dalla formazione di miceli comuni e I'’elevato numero di interazioni tra piante che
possono essere mediati attraverso essi, il comportamento delle piante e le CMN sono
strettamente collegati. L'architettura delle CMN negli ambienti forestali & almeno dell’ordine
delle decine di metri (Beiler et al., 2015) e grazie a queste strutture sotterranee gli alberi hub
(alberi che forniscono elementi nutritivi alle piante piu giovani che crescono nel sottobosco) sono
altamente collegati con altri alberi della foresta (Beiler et al., 2010) formando cosi un sistema
adattativo molto complesso (Beiler et al., 2015). Ogni componente (pianta o fungo) della rete
dell’ecosistema influenza quindi il comportamento degli altri individui in base all’estensione, alla
diversita e al livello gerarchico delle sue connessioni. Come detto in precedenza, le connessioni
create dai funghi micorrizici sono agenti sia per feedback positivi (Song et al., 2010) sia negativi
(Achatz et al., 2014) nei confronti del complesso comportamento adattativo delle piante che
portano all’auto-organizzazione degli ecosistemi (Beiler et al., 2010). La perdita di alberi hub,

tuttavia, se supera certe soglie puo avere ripercussioni negative sugli ecosistemi.

Attraverso lo studio delle CMN, si sta quindi iniziando a caratterizzare queste connessioni che

sono importanti per la stabilita dell'ecosistema (Gorzelak et al., 2015).

Sebbene vi siano prove crescenti sulla comunicazione tra le piante attraverso le micorrize, la
maggior parte degli studi condotti si € concentrata su specie erbacee che formano reti
micorriziche arbuscolari, mentre la comunicazione sotterranea tra alberi collegati da reti
ectomicorriziche nelle foreste ha ricevuto poca attenzione. Gli ambienti boschivi di tutto il
mondo, a causa dei cambiamenti climatici, stanno subendo un aumento dello stress e allo stesso
tempo si sta osservando un aumento della mortalita degli alberi (C. D. Allen et al., 2010; van

Mantgem et al., 2009). Per arginare questo problema e per tutelare la stabilita dell’ecosistema si
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sta quindi sviluppando una maggiore attenzione nei confronti della tutela degli ambienti forestali

con il fine di preservarli e aumentare la loro difesa nei confronti di stress biotici e abiotici.

In uno studio condotto da Song, Simard, et al. (2015) e stato dimostrato che tramite le CMN
possono essere trasferiti anche segnali di stress tra alberi forestali, inducendo geni correlati alla

difesa nelle piante riceventi.

Questa ricerca ha destato particolare interesse perché, per la prima volta, & stato dimostrato che
questi segnali possono essere mediati anche attraverso i funghi ectomicorrizici (e non solo
attraverso i funghi arbuscolari). In questo studio & inoltre emerso che la segnalazione basata su
CMN in riposta a danni meccanici (manuali) e insetti puo essere trasferita tra diverse specie di

piante arboree.

Song, Simard, et al. hanno utilizzato coppie di piante “donatrici” di Pseudotsuga menziesii e una
sola pianta “ricevente” di Pinus ponderosa che & stata soggetta a uno dei tre trattamenti: (1)
piante cresciute insieme in terreno sfuso che ha garantito il contatto sia delle ife sia delle radici
tra i due trattamenti (2) piante “riceventi” coltivate in maglie da 35 um che hanno consentito
solo il contatto delle ife (3) piante “riceventi” cresciute in maglie da 0,5 um che hanno permesso
solo la diffusione di molecole attraverso il suolo e cioé nessun contatto tra ife o radici. Le piante
“donatrici” di Pseudotsuga menziesii sono state poi defogliate manualmente o sono state
infestate con il verme dell’abete rosso occidentale (Choristoneura occidentalis). Sia la
defogliazione manuale sia il danno da insetti hanno portato ad un aumento dell’attivita degli
enzimi di difesa (perossidasi, polifenolossidasi e superossido dismutasi) sia nei donatori sia nei
riceventi cresciuti nella maglia da 35 um che ha consentito solo il contatto tra le ife. Cio suggerisce
che la CMN formata da ectomicorrize consente il trasferimento di segnali di allarme tra specie

arboree.

Esistono quindi prove inequivocabili che le piante possano trasportare informazioni tramite le
CMN tra individui della stessa specie o di specie diverse, attraverso i funghi AM e ECM, e in
risposta agli afidi, larve, danni manuali/meccanici e patogeni fungini. Tuttavia, ¢’ bisogno di una
migliore comprensione della specificita delle risposte sia del “donatore” sia del “ricevente” a

stimoli diversi.
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3.3.7 Velocita di trasmissione del segnale

Ora che abbiamo chiarito che le piante possono ricevere segnali di allarme tramite CMN in
risposta all’attacco di parassiti ed agenti patogeni, le implicazioni ecologiche ed evolutive sono
potenzialmente ampie e potrebbero anche essere utili per sfruttare questa via di avvertimento
per un miglior controllo dei parassiti delle colture. Tuttavia, I'effetto di questi segnali dipende in
larga misura dal fatto che il loro trasferimento e la risposta da parte delle piante riceventi sia
sufficientemente veloce da modificare la dinamica tra parassita, pianta ospite e fungo
micorrizico. Fondamentalmente, la risposta da parte dell’individuo vegetale deve essere
sufficientemente rapida da dissuadere con successo gli insetti patogeni prima che possano essere
trasmessi dal donatore infestato al ricevente non infestato. Johnson e Gilbert (2015) hanno
combinato le prove degli studi condotti fino ad oggi sulla velocita del trasferimento del segnale
e della risposta, ovvero il tempo dall’aggiunta dei parassiti o agenti patogeni nel donatore alla
risposta rilevata negli impianti riceventi, e hanno concluso che il segnale & stato rilevato, in
termini di risposta misurabile da parte delle piante riceventi, entro 24 ore dall'immissione del
parassita sul donatore. Il picco di risposta negli individui riceventi si € invece verificato trale 48 e
100 ore dopo linfestazione del donatore (Fig. 3.11). Questi risultati sul trasferimento di
informazioni di allarme tramite micorrize nei confronti dei parassiti possono aprire la possibilita
di sviluppare ulteriori ricerche sulle piu ampie conseguenze ecologiche ed evolutive di questa

modalita di comunicazione tra piante (Gilbert & Johnson, 2017).
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Fig. 3.11 La velocita di risposta delle piante "riceventi" collegate tramite una rete di miceli comuni (CMN) alle piante "donatrici"
infestate da uno dei tre parassiti: afidi (Babikova, Gilbert, et al., 2013), funghi necrotrofi (Song et al., 2010) e bruco (Song, Ye, et
al., 2015). La curva é stata ottenuta sulla base dei tempi di risposta ricavati da tre studi differenti e le risposte relative sono state
calcolate da Babikova, Gilbert, et al. (2013) confrontando I'attrattivita nei confronti degli afidi delle piante riceventi collegate
tramite una CMN o non collegate a piante donatrici infestate da afidi; paragonando |'espressione del gene allene ossido ciclasi in
piante riceventi collegate a donatrici infestate con un fungo necrotrofico (Song et al., 2010) e sulla base del livello di espressione
genica in piante riceventi collegate a donatori infestate con un bruco (Song, Ye, et al., 2015; Johnson & Gilbert, 2015).

3.3.8 Sfruttare le reti di micorrize per garantire un miglior controllo per la

protezione delle piante

Dato che i segnali tra piante basati su CMN avvertono le piante prima che avvenga I'attacco da
parte degli insetti o patogeni, potrebbe esserci spazio per sfruttare questo trasferimento di
informazioni come parte dell’insieme di strumenti nella lotta contro i parassiti e gli agenti di
malattia delle piante. Nonostante gli agrofarmaci abbiano contribuito enormemente ad
aumentare le rese dei raccolti nel corso del XX secolo (Pretty, 2008; Weisenburger, 1993), c’e ora
un crescente bisogno di trovare modi sostenibili alternativi per mantenere e migliorare la

sicurezza alimentare. A tal proposito I'UE ha ritirato gran parte delle sostanze attive utilizzate in

36



Introduzione

agricoltura, mentre altre sono attualmente in fase di eliminazione, a causa della crescente
consapevolezza degli aspetti negativi dell’'uso dei fitofarmaci. Questi includono I'inquinamento
ambientale (Pretty, 2008), problemi sulla salute umana (Karabelas et al., 2009; Weisenburger,
1993), lo sterminio di insetti benefici come impollinatori e nemici naturali (Campbell et al., 2000;
Crane et al., 2006), e lo sviluppo della resistenza acquisita a molti prodotti fitosanitari da parte
dei parassiti (Bjurnlund et al., 2000; Pimentel et al., 1993). L'utilizzo sostenibile delle sostanze
attive dei PF (Prodotti Fitosanitari) rappresenta percido un tema centrale della Politica Agricola
Comune e la riduzione dell’utilizzo degli agrofarmaci costituisce una componente importante
dall'Agenda 2030 delle Nazioni Unite per lo Sviluppo Sostenibile e del Documento di riflessione

della Commissione europea sul tema "Verso un'Europa sostenibile entro il 2030".

Pertanto, c’e ora un crescente interesse nel trovare delle strategie di gestione delle colture con

un minor impatto ambientale.

Babikova et al. (2013, 2013b) sono stati i primi che hanno suggerito che i segnali tra piante
trasferiti mediante CMN potrebbero essere implementati in un’ottica di protezione integrata
delle colture. Sono comunque necessarie ulterioriricerche sulla misura in cui la gestione del suolo
aiuta o inibisce la formazione di CMN ed interferisce con il trasferimento del segnale. Allo stesso
modo sarebbe anche fondamentale capire quali specie di colture possono inviare i segnali e
attraverso quanti individui di piante coltivate. Un’idea proposta da Babikova et al. (2013) e di
usare nella coltura delle piante donatrici “sacrificate” che sono soggette ad un’invasione di
parassiti controllata o da lesioni, che poi attivano i segnali per proteggere il resto
dell’appezzamento. E necessaria perd una quantificazione del costo di risposta a tali segnali, nel
caso in cui cio limiti la resa colturale, e dei tempi impiegati dalle piante riceventi nell’indurre i
meccanismi di difesa, che dovrebbero corrispondere ai periodi di maggiore rischio di infestazione
(Gilbert & Johnson, 2017). In conclusione, sebbene le prime evidenze scientifiche riguardanti
I'utilizzo di CMN come strategia di gestione delle fitopatologie siano incoraggianti, & altresi
innegabile che il settore — essendo totalmente pionieristico — necessiti ancora di studi ed
approfondimenti volti a chiarire costi e benefici delle scelte di gestione, al fine di sviluppare in
futuro un sistema sostenibile ed integrato che sia efficiente ed applicabile a produzioni vegetali

su larga scala.
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3.4 Erasmoneura vulnerata

Erasmoneura vulnerata (Fitch) (Tabella 3.1) € una cicalina originaria dell’America settentrionale
(Dmitriev & Dietrich, 2007; McAtee, 1920; Metcalf, 1968) dove & stata segnalata come un
parassita minore della vite (Zimmerman et al., 1996). Appartenuta al genere Erythroneura per un
lungo periodo, dal 2006 questa specie € stata collocata da Dietrich e Dmitriev nel genere

Erasmoneura (Duso et al., 2020).

Ordine Rynchota
Sottordine Hemiptera
Sezione Auchenorryncha

Superfamiglia Membracoidea
Famiglia Cicadellidae
Sottofamiglia Typhlocybinae
Genere Erasmoneura

Specie vulnerata

Tabella 3.1 Classificazione tassonomica

Erasmoneura vulnerata venne segnalata per la prima volta in Europa nel 2004 proprio in Italia
(Veneto), su piante isolate e non trattate di Cabernet Sauvignon (Duso et al., 2005). L'uso di
sostanze fitosanitarie e stato probabilmente il fattore piu importante che ha influenzato la
diffusione di E. vulnerata nelle aree di nuova invasione e la sua abbondanza nei vigneti. Sulle viti
non trattate, E. vulnerata risulta essere l'insetto dominante rispetto alle cicaline autoctone

Empoasca vitis (Goethe) e Zygina rhamni (Ferrari).

Dal 2005 Erasmoneura si € diffusa in nuove aree sia in Italia sia in Slovenia, ma le popolazioni nei
vigneti hanno mantenuto una densita bassa. Questa situazione & cambiata nel 2016, quando
sono stati rilevati focolai in vigneti commerciali di Vitis vinifera L. situati nella regione Veneto
(provincie di Treviso e Vicenza). Alla fine del periodo estivo, infatti, i sintomi causati da questa
cicalina sono stati rilevati su oltre il 90% della chioma ed in alcuni vigneti la densita di popolazione
ha superato le 10 ninfe per foglia. Sorprendentemente, sono state rilevate infestazioni sia nei

vigneti convenzionali sia in quelli biologici nonostante |'applicazione di insetticidi.
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Questo nuovo scenario ha richiesto indagini approfondite sui modelli di colonizzazione, sulla
fenologia e sull'abbondanza nelle aree in cui l'insetto e diventato un infestante significativo nei

vigneti (Duso et al., 2020).

Le ninfe e gli adulti si nutrono del mesofillo fogliare e nei siti di alimentazione appaiono aree
maculate decolorate. Quando la densita della popolazione aumenta, le aree di alimentazione si
sovrappongono e possono interessare l'intero apparato fogliare. Un ulteriore sintomo e
rappresentato dalla presenza di escrementi neri sulla pagina fogliare e le foglie fortemente

infestate sono arricciate e possono incorrere in una filloptosi precoce (Duso et al., 2005; Paxton

& Thorvilson, 1996) (Fig. 3.12).

Fig. 3.32 Lesioni fogliari ed escrementi di Erasmoneura vulnerata. (A) Lesioni fogliari, escrementi ed esemplari di E. vulnerata.
(B) Dettagli delle lesioni fogliari e degli escrementi lasciati da E. vulnerata (Rizzoli et al., 2020).

Gli adulti della prima generazione possono danneggiare i germogli ma solitamente la seconda
generazione é la piu pericolosa in quanto e quella che raggiunge le piu elevate densita (Prazaru

et al.,, 2021).

Studi di campo e semi-campo condotti su viti prive di trattamenti hanno suggerito che E.
vulnerata sviluppi tre generazioni all’anno e che sverni come adulto nascosto negli anfratti della

corteccia, su siepi di piante sempre verdi o sotto le foglie cadute (Duso et al., 2005, 2019).

Le femmine di E. vulnerata, a differenza delle altre specie, ovidepongono nei fasci vascolari della
nervatura centrale della foglia (Paxton & Thorvilson, 1996). Tuttavia, recenti ricerche condotte
da Duso et al. (2005) hanno evidenziato che la deposizione delle uova interessa principalmente
le nervature secondarie delle foglie. Le ninfe e gli adulti si trovano prevalentemente sulla pagina
superiore mentre le presenza di neanidi si riscontra maggiormente sulla pagina inferiore della

foglia (Duso et al., 2005).
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4. Scopo della tesi

Negli ultimi anni il settore vitivinicolo ha assunto un ruolo di primaria importanza all’interno del

panorama agroalimentare e dell’economia italiana.

Il Veneto si aggiudica il primo posto nel panorama italiano per quanto riguarda la produzione
vitivinicola, con il Glera che monopolizza superfici e produzioni, le cui uve costituiscono la base
del Prosecco, probabilmente lo spumante piu conosciuto in tutto il mondo. Con il report
economico sulla base dei dati Istat viene riportato che circa I'80% dei 627,5 milioni di bottiglie di
Prosecco DOC venduti nel 2021 (+25% rispetto al 2020), hanno varcato i confini per raggiungere
oltre 150 Paesi del mondo. Una crescita che classifica il Prosecco come il vino spumante di gran

lunga piu esportato.

Grazie a questo andamento favorevole, tanto dal lato della domanda che dell’offerta, e la
crescente affermazione del Prosecco DOC e DOCG sui mercati nazionali ed internazionali, nelle
regioni settentrionali, e in Veneto in particolare, si & assistito ad un incremento della superficie
in produzione. Essendo cosi ampiamente coltivata, con casi che specialmente nel Nord-Est sono
tranquillamente paragonabili alla monocoltura, la vite ha visto un crescente attacco da parte di
agenti patogeni alloctoni che si sono ben adattati all’ospite e all’'ambiente diventando cosi delle

specie invasive.

Questo ¢ il caso di Erasmoneura vulnerata (Fitch), una cicalina nord-americana rinvenuta in

Veneto nel 2004, la cui comparsa ha notevolmente disturbato i viticoltori (Duso et al., 2019).

Vista I'importanza economica della vite in queste zone, in particolare della varieta Glera, ed il
crescente interesse (soprattutto negli appezzamenti a conduzione biologica) di difendere i vigneti
da attacchi sempre piu frequenti ed aggressivi di insetti e patogeni, in questo lavoro di tesi si &
cercato di approfondire una tecnica innovativa basata sul trasferimento del segnale tramite CMN
con il fine di testare una strategia di difesa alternativa che possa ridurre I'impatto sull'ambiente
e sulla salute degli operatori agricoli senza pero rinunciare a questo prodotto di punta del Made

in Italy nel mondo.
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Sono stati quindi analizzati gli effetti che hanno le reti di miceli comuni di micorrize (CMN) nel
mediare la comunicazione tra piante adiacenti, consentendo cosi alle viti vicine a quelle
danneggiate di innescare risposte precoci di difesa rendendole piu resistenti alle avversita

biotiche.

Sulla base di ricerche in letteratura, e stato pianificato un esperimento con lo scopo di verificare
se, utilizzando un prodotto commerciale “Myco up” (Biogard) contenente il fungo micorrizico
Glomus iranicum var. tenuihypharum sp. Nova, sia possibile instaurare connessioni ifali tra le
piante di Glera e se in seguito alla colonizzazione da parte del fungo ci possano essere delle

ripercussioni sulla morfologia e sullo sviluppo dell’apparato radicale.

In seconda istanza, e stato inoltre valutato se le ife del micelio fungino consentono un
trasferimento di informazioni in risposta agli attacchi di fitofagi, nella fattispecie della cicalina

Erasmoneura vulnerata (Fitch), tra le viti adiacenti.

Per valutare cio, sono stati eseguiti dei prelievi fogliari sia dalle piante di vite “donatrici” infestate
con la cicalina americana sia da quelle non infestate “riceventi” e tramite PCR quantitativa sono
stati valutati i livelli di espressione di geni specifici legati alle vie metaboliche inerenti

all'induzione di sistemi di difesa indotta in piante micorrizate e non micorrizate.

| risultati di questa tesi, seppur preliminari, possono rappresentare uno spunto innovativo per lo

sviluppo di una viticoltura piu sostenibile e rispettosa del consumatore e dell’ambiente.
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5. Materiali e metodi

5.1 Disegno sperimentale e gestione della parcella

La prova sperimentale & stata allestista utilizzando piante di Vitis vinifera cv “Glera”. Le viti sono
state coltivate presso I’Azienda Agraria Sperimentale “Lucio Toniolo” dell’Universita degli Studi

di Padova, nella serra di Genetica Agraria di DAFNAE (Legnaro 45° 20’ 32” Nord, 11° 57’ 58" Sud)

in Veneto, Italia. La messa a dimora delle barbatelle
certificate e stata eseguita 1’8 giugno 2020 ed il disegno
sperimentale e ha previsto la collocazione delle piante in
vasi di plastica da 5 L (@ 20 cm). Al fine di contenere
I'apparato radicale della pianta ma al contempo per

consentire lo sviluppo di una rete di miceli micorrizici

comuni tra le piante, un’apertura rettangolare coperta da

una rete a maglie di 40 um é stata predisposta in ogni vaso
Fig. 5.1 Esempio di vaso usato nello studio

(Fig. 5.1).

Prima dell’allestimento della prova, il substrato composto da 60% torba, 20% sabbia e 20% lapillo
vulcanico, e stato sterilizzato mediante irraggiamento con raggi gamma a 50 gray (Gy) per inibire
la crescita di funghi non micorrizici. |l trattamento é stato effettuato presso I'azienda specializzata

“Gammatom® Srl” a Guanzate, Como.

Due barbatelle, precedentemente allevate singolarmente in vasi dotati di rete a maglie, sono
state collocate all’interno di un vaso in plastica rettangolare di dimensioni maggiori da 176 L ad
una distanza di circa 10 cm "'una dall’altra. Al fine di favorire la crescita della rete miceliale di
connessione, i vasi delle due piante sono stati poi posizionati con le aperture prospicienti. Ciascun

vaso rettangolare contenete due barbatelle ha costituito una singola unita sperimentale.

Contestualmente alla messa a dimora delle barbatelle (8 giugno 2020), sono state predisposte

un totale di 20 unita secondo il disegno sperimentale descritto di seguito (Fig. 5.5).
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- Piante micorrizate (M): 10 unita sperimentali sono state inoculate con il prodotto
commerciale MycoUp®- Biogard a base di funghi micorrizici Glomus iranicum var.
tenuihypharum (120 propaguli/g). L’applicazione dell'inoculo fungino & stata eseguita
diluendo il formulato in polvere al 1% in acqua sterile, come da istruzioni del produttore.
La miscela e stata applicata direttamente sullo strato superficiale di terreno.

- Piante non micorrizate (m): 10 unita sperimentali non sono state inoculate con il

formulato MycoUp®- Biogard.

Le piante micorrizate e non micorrizate sono state disposte in tunnel antipioggia al fine di
minimizzare la trans-contaminazione da- e verso le piante, e allo stesso tempo per soddisfare il

fabbisogno di freddo della coltura.

L’1 marzo 2021, in concomitanza con la ripresa vegetativa della pianta, le viti sono state spostate

in condizioni controllate all'interno della serra di Genetica Agraria dell’Azienda Sperimentale

dell’Universita degli Studi di Padova (Fig. 5.2).

Fig. 5.2 Unita sperimentali costituite da piante inoculate con Glomus iranicum var. tenuihypharum (M) o non inoculate (m)
mantenute all’interno della serra di Genetica Agraria dell’Azienda Agraria sperimentale dell’Universita degli Studi di Padova.
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| 1122 marzo 2021, in corrispondenza di una situazione di

avanzato sviluppo vegetativo, la parte epigea di ciascuna
pianta & stata confinata all'interno di una gabbia anti-
insetto a forma di parallelepipedo, costituita da un
supporto in legno e ricoperta da un materiale plastico
trasparente (PVC Cristal), resistente ai raggi UV, che ne ha
permesso il totale isolamento dall’ambiente esterno (Fig.
5.3). A questo punto, il 26 marzo, una delle due piante
(definita “pianta donatrice”) di ciascuna unita sperimentale
e stata artificialmente infestata con 20 ninfe e 20 adulti
della cicalina Erasmoneura vulnerata (Fitch; 1),
Fig: 5.3 Gabbia anti-insetto mantenendo non infestata (i) I'altra pianta della coppia

formante la singola unita. Uno schema grafico dell’unita sperimentale & riportato nella Figura

5.4.

Erasmoneura vulnerata

Micorrize

Apertura laterale del vaso in plastica
con rete a maglie di 40 um per

permettere il passaggio solo delle ife . .
Glomus iranicum var. tenuihypharum sp.

Nova

Fig. 5.4 Unita sperimentale micorrizata. Due piante di vite connesse tramite le ife di Glomus iranicum var. tenuihypharum e con
la parte epigea di ciascuna pianta isolata grazie ad un cappuccio in PVC Cristal. All'interno di una delle due strutture antinsetto e
stata eseguita un’infestazione controllata con Erasmoneura vulnerata (Fitch).
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In conclusione, il sistema & quindi costituito da 4 tesi sperimentali: piante micorrizate (M) e
piante non micorrizate (m), le quali per meta sono state infestate con la cicalina E. vulnerata (1)

mentre la restante meta non é stata infestata (i) (Fig. 5.5).

Ulteriori 10 piante di vite sono state coltivate singolarmente in vasi da 5 L (piante controllo).
Queste piante, trattate secondo il modello sperimentale precedentemente descritto
(presenza/assenza di micorrize, presenza/assenza di E. vulnerata) dovevano consentire di
valutare se I'eventuale differenza di espressione genica tra le viti oggetto di studio fosse legata
alla trasmissione del segnale tramite micorrize, tra la pianta con E. vulnerata e la pianta senza E.

vulnerata, o meno.

Vitis vinifera L.
P{m 231 221 6l 301 181 141 271 101 201 21
oOm 24i 21i 5i 29i 17i 13i 28i 9i 19i 1i
C | csM ‘ ‘ CaMI | | C5MI ‘ ‘ C3Mi | | C2m ‘ ‘ C3ml | | C7ml ‘ ‘ C2Mi ‘ | C8mi ‘ ‘ CAmi ‘
oOm 29i 28i 18i 12i 9i 8i 23i 16i 3i 14i
ﬂM 301 271 171 111 101 71 241 151 41 131
LEGENDA
|I| SENZA micorrize
Controllo
II' Con micorrize
1 Con Erasmoneura vulnerata (Fitch)
C Controllo
i Senza Erasmoneura vulnerata (Fitch)

Fig. 5.5 Schema sperimentale

5.2 Campionamento delle foglie

In questo lavoro sono state prese in esame 3 repliche biologiche per ogni tesi sperimentale

micorrizata o non micorrizata (M o m) ed infestata o non infestata con E. vulnerata (I o i).

Le viti sottoposte a quattro campionamenti in tempi diversi sono state le seguenti: 1 (m i), 2 (m

1); 5 (mi), 6 (m1); 17 (mi), 18 (m1); 29 (M i), 30 (M 1); 13 (M 1), 14 (M i); 9 (M i), 10 (M I).
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Tra le viti di controllo, invece, sono state campionate le piante C4 (M 1), C3 (M i), C7 (m 1) e C8 (m
i).
Con il fine di ridurre la variabilita del singolo individuo, per ogni pianta del disegno sperimentale

(Fig. 5.5) e per ogni tempo di campionamento, e stata inoltre prelevata un’ulteriore foglia per la

costituzione di un bulk di materiale biologico (vedere paragrafo 5.3).

| quattro campionamenti per ogni vite sono stati effettuati in tempi distinti (TO, T1, T2, T3),
corrispondenti ai momenti in cui le piante hanno ricevuto trattamenti diversi, ed in seguito

illustrati.

Time-point 0 (TO): Due foglie per pianta sono state campionate al momento della messa a dimora
(08 giugno 2020). Durante questo tempo di campionamento tutte le viti del disegno sperimentale
avevano ricevuto il medesimo trattamento in quanto le 10 unita sperimentali (M) non erano
ancora state inoculate con il prodotto commerciale MycoUp®- Biogard e di conseguenza tutte le
piante erano prive di E. vulnerata e gli apparati radicali non erano stati colonizzati dal fungo

micorrizico G. iranicum.

Time-point 1 (T1): Un secondo campionamento di due foglie per pianta & stato eseguito il 22
marzo 2021, al fine di valutare un’eventuale differenza nell’espressione genica tra le tesi
sperimentali micorrizate (M) e non micorrizate (m), dovuta allo sviluppo di una rete comune di

micorrize (CMN).

Time-point 2 (T2): L’8 aprile 2021, 13 giorni post-infezione (13 days post-infection: dpi), sono state
campionate 2 foglie per ciascuna pianta di ogni unita sperimentale. Durante questo time-point la
parte epigea delle piante donatrici, artificialmente infestate con E. vulnerata, mostrava sintomi
evidenti causati dall’insetto, mentre le piante “sane” non riceventi E. vulnerata apparivano del

tutto asintomatiche.

Time-point 3 (T3): Un ulteriore campionamento di 2 foglie per ciascuna pianta micorrizata e non

micorrizata in presenza o assenza di E. vulnerata, € stato effettuato il 15 aprile 2021 (20 dpi).

Per ogni campionamento eseguito, i tessuti fogliari campionati in serra sono stati
immediatamente congelati in azoto liquido e successivamente mantenuti a -80 °C presso il
DAFNAE dell’Universita di Padova con il fine di garantirne la conservazione del materiale

biologico fino al momento dell’estrazione del RNA totale.
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5.3 Estrazione dell’RNA dai tessuti fogliari

Il materiale impiegato per le analisi (plastiche e vetreria) € stato sterilizzato in autoclave a 121 °C

per 20 min e trattato in stufa a 180 °C overnight per evitare la presenza delle RNAsi.

Le analisi molecolari sono state condotte su 3 repliche biologiche, per ogni tempo di
campionamento, per ciascuna delle seguenti tesi: Senza micorriza/Senza insetto (m i) [Piante: 1
(mi); 5(mi); 17 (mi)]; Con micorriza/Senza insetto (M i) [Piante: 29 (M i); 14 (M i); 9 (M i)]; Senza
micorriza/Con insetto (m 1) [Piante: 2 (m I); 6 (m I); 18 (m i)]; Con micorriza/Con insetto (M 1)
[Piante: 30 (M I); 13 (M 1); 10 (M 1)]. Lo studio ha incluso le piante controllo per ciascuna tesi C4
(M1), C3(Mi), C7 (m1)eC8(mi).

Sono stati inoltre realizzati dei bulk di materiale biologico unendo in un’unica replica tutti i
campionamenti sulla base del trattamento ricevuto, al fine di condurre un’analisi parallela che
minimizzi |'effetto della variabilita del singolo individuo, ottenendo un totale di 4 trattamenti per

4 time-point (Bulk, Tab. 5.1).

Per ciascun campione, 100 mg di tessuto fogliare sono stati finemente macinati in azoto liquido

con l'ausilio di mortaio e pestello.

Il tessuto fogliare polverizzato & stato sottoposto ad estrazione dell’RNA totale utilizzando il kit

Spectrum, Plant Total RNA Kit (SIGMA) secondo la procedura descritta nel protocollo “A”.

L'RNA estratto & stato valutato in termini di quantita (ng/ul) e qualita (rapporti fra le assorbanze

Az60/A2s0 € Aze0/A230) utilizzando lo spettrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).
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Time-point  Bulk di piante Pianta ||Time-point  Bulk di piante Pianta ||Time-point  Bulk di piante Pianta ||Time-point  Bulk di piante Pianta
30+e 30+e 30+e 30+e
27 +e 27 +e 27 +e 27+ e
17+ e 17+ e 17 +e 17+ e
11+e 11+e 11+e 11+e
0 Con insetto; 10+ e -t Con insetto; 10+ e T2 Con insetto; 10+ e 3 Con insetto; 10+ e
con micorrize 7+e con micorrize 7+e con micorrize 7+e con micorrize T7+e
(Tesi) 24+ e (Tesi) 24+ e (Tesi) 24+ e (Tesi) 24+ e
15+ e 15+ e 15+e 15+e

4+e 4+e 4+e 4+e
13+ e 13+ e 13+ e 13+ e

23 - 23 - 23 - 23 -e

22 -o 22 -o 22 - 22 -e

6-e 6-e 6-o 6-e

30-e 30 -e 30 -e 30 -e

0 Con insetto; 18 -e n Con insetto; 18 -e ™ Con insetto; 18 -e 3 Con insetto; 18 -e
senza micorrize 14 -e senza micorrize 14 -e senza micorrize 14 - senza micorrize 14 -

(Tesi) 27 -e (Tesi) 27 -e (Tesi) 27 -e (Tesi) 27 -o

10 -e 10 -e 10 -e 10 -

20 -o 20 -e 20 -e 20 -e

2-e 2-0 2-e 2-e

28 +0 28 +0 28 +0 28 +0

29 +o 29 +o 29 +o 29 +o

18 +o 18 +o 18 +o 18 +o

Senza insetto; 12 +o Senza insetto; 12 +o Senza insetto; 12 +o Senza insetto; 12 +o

TO con micorrize 8+0 T1 con micorrize 8+0 T2 con micorrize 8 +0 T3 con micorrize 8+0
(Tesi) 23 +0 (Tesi) 23 +0 (Tesi) 23 +0 (Tesi) 23 +0
16 +o 16 +o 16 +o 16 +o

3 +0 3 +0 3 +0 3 +0

14 +o 14 +o 14 +o 14 +o

24 -0 24 -0 24 -0 24 -0

21-0 21 -0 21-0 21-0

5 -0 5 -0 5 -0 5 -0

29 -0 29 -0 29 -0 29 -0

0 Senza insetto; 17 -o n Senza insetto; 17 -o ™ Senza insetto; 17 -o T Senza insetto; 17 -o
senza micorrize 13 -0 senza micorrize 13 -0 senza micorrize 13 -0 senza micorrize 13 -0

(Tesi) 28 -0 (Tesi) 28 -0 (Tesi) 28 -0 (Tesi) 28 -0

9 -0 9 -0 9 -0 9 -0

19 -o 19 -0 19 -0 19 -0

1-0 1-o0 1-o 1-0

T0 Con insetto; con C4 +eo -~ Con insetto; con C4 +e ™ Con insetto; con C4 +eo T3 Con insetto; con C4 +eo
micorrize (Controllo) C5 +e micorrize (Controllo) C5 +e micorrize (Controllo) C5 +e micorrize (Controllo) C5 +e

0 Con insetto; senza C3-o -~ Con insetto; senza C3-eo ™ Con insetto; senza C3-eo 1 Con insetto; senza C3-o
micorrize (Controllo) C7 -e micorrize (Controllo) C7 -@ micorrize (Controllo) C7 -@ micorrize (Controllo) C7 -e

T0 Senza insetto; con C2 +0 -~ Senza insetto; con C2 +o ™ Senza insetto; con C2 +o 13 Senza insetto; con C2 +o
micorrize (Controllo) C3 +0 micorrize (Controllo) C3 +0 micorrize (Controllo) C3 +0O micorrize (Controllo) C3 +0

T0 Senza insetto; senza C4 -o n Senza insetto; senza C4-o ™ Senza insetto;senza  C4 -O 3 Senza insetto;senza C4 -O
micorrize (Controllo) C8 -0 micorrize (Controllo)  C8 -0 micorrize (Controllo) C8 -0 micorrize (Controllo) C8 -0

Tabella 5.1 Bulk di foglie per ogni time-point (TO; T1; T2; T3). Il materiale vegetale e stato riunito in massa in base al trattamento
ricevuto e di conseguenza le singole piante di Vitis vinifera L. di ogni unita sperimentale (Tesi) sono state suddivise in: con insetto-
con micorrize; con insetto- senza micorrize; senza insetto- con micorrize; senza insetto- senza micorrize. Le unita sperimentali di
controllo (controllo) sono state anch’esse suddivise in: con insetto- con micorrize; con insetto- senza micorrize; senza insetto-
con micorrize; senza insetto- senza micorrize.
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5.4 Dall’lRNA al DNA complementare (cDNA): la reazione di retrotrascrizione

Il DNA complementare (cDNA) & stato ottenuto utilizzando il kit di retrotrascrizione All-In-One 5X
RT MasterMix (abm) secondo il protocollo fornito (Tabella 5.2).La MasterMix 5X RT contiene la
trascrittasi inversa OneScript® (abm), linibitore della ribonucleasi RNaseOFF, la DNAsi

termosensibile, dNTPs ed un rapporto bilanciato di Oligo (dT)s e Random Primers.

Reagente Volume
All-In-One 5X RT MasterMix 4 ul
Nuclease-Free H,0 Fino a 20 pl
RNA totale o poly(A) + mRNA Variabile (500 ng RNA totale)

Tabella 5.2 Quantita di preparazione di singola reazione di All-In-One 5X RT MasterMix

| campioni sono stati incubati a 37 °C per 15 minuti e a 60 °C per 10 minuti. Per terminare la
reazione, i tubi sono stati sottoposti a trattamento termico a 95 °C per 3 minuti e raffreddati in

ghiaccio. | campioni sono stati conservati a -20 °C fino alle successive analisi.

5.5 Valutazione del cDNA mediante PCR convenzionale

L'integrita del cDNA di ciascuna pianta, o bulk di piante, & stata valutata mediante amplificazione
del gene di riferimento ”“Actina”, con PCR convenzionale. Per la reazione di amplificazione sono
stati utilizzati i primer forward 5’- CTTGCATCCCTCAGCACCTT -3° e reverse 5'-
TCCTGTGGACAATGGATGGA -3’ (Paragrafo 5.6).

Le reazioni di PCR sono state condotte in un volume finale di 25 pl composti da 12 pl di
MangoMix™ (Meridian); 1 pl di Primer Forward e 1 pl di Primer Reverse; 10 ul di acqua (ddH0);
1 pl di cDNA. MangoMix™ e una miscela di reazione 2X pronta all'uso contenente MangoTaq™

DNA polimerasi, MgCl; e dNTPs.
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La PCR ha previsto una fase di denaturazione iniziale a 95 °C per 3 minuti seguita da 30 cicli
ciascuno costituito da una fase di denaturazione a 95 °C per 30 secondi, una fase di annealing a
56 °C per 30 secondi ed una fase di extension a 72 °C per 30 secondi. Al termine dei 30 cicli, &

stata eseguita una extension finale a 72 °C per 10 minuti.

L’esito delle reazioni di PCR & stato analizzato su gel di agarosio all’1,8% in TAE (TRIS-acetate-
EDTA) 1X, contrastato con SYBR SAFE (Thermofisher Scientific, US). La corsa elettroforetica e

stata condotta a 120 Volt, per 20 minuti.

Il peso molecolare degli ampliconi & stato valutato mediante I'uso del marker di DNA GeneRuler

1 kb Plus DNA Ladder.

5.6 Progettazione dei primers per la RT-qPCR

La progettazione dei primers, per i geni targets e il reference (actina), € stata eseguita utilizzando
il programma Primer-BLAST della “National Center of Biotechnology Information” (NCBI,
Rockville Pike, Bethesda, MD, USA) che consente di costruire oligonucleotidi con caratteristiche
appropriate per un saggio di real-time RT-PCR. Sulla base della sequenza del cDNA da amplificare,
sono state costruite coppie di primers con temperature di fusione simili tra loro, comprese tra i
56,7 °Ce i 64,1 °C, e con una struttura primaria tale da evitare appaiamenti intramolecolari, per
ridurre il piu possibile il ripiegamento del primer su se stesso e la formazione di strutture a forcina

(hairpin).

Per I'esecuzione del saggio quantitativo con la real-time PCR per ogni tesi sperimentale formata
da tre repliche biologiche, sono stati disegnati i primers per condurre studi di espressione di due
geni (VWPAL-1a e WPAL-1b) codificanti per la fenilalanina ammonio-liasi, un enzima di difesa
coinvolto nella biosintesi di molti composti fenolici nelle piante di vite tra i quali il resveratrolo
ed i flavonoidi. Per i suddetti campioni sono stati inoltre progettati primers specifici per
quantificare i livelli di espressione dei geni (VWCHS-1 e VWCHS-2) codificanti per I’enzima calcone
sintasi (CHS) e dei geni (WSTS-16, VWSTS-41) codificanti per I’enzima stilbene sintasi (STS): quattro
geni che vengono sovraregolati nelle Vitaceae prevalentemente in risposta ad uno stress di tipo

biotico o abiotico.
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Per il bulk di piante sono stati invece progettati primers specifici per quantificare il livello di

espressione dei geni di difesa codificanti per gli enzimi fenilalanina ammonio-liasi (VWPAL-1aq),

calcone sintasi (VWWCHS-1), stilbene sintasi (VSTS-16), per il fattore di trascrizione appartenente

alla sottofamiglia MYB-R3R3 (VvMYB-14) e per le proteine pathogenesis-related strutturalmente

correlate con le ribonucleasi (VWPR-10).

Nelle tabelle 5.3 e 5.4 sono riportate le sequenze dei primers per i geni, target e refenece,

utilizzati nei saggi di real-time RT-PCR.

Per testare |'efficienza di ciascuna sequenza oligonucleotidica sono state eseguite delle reazione

di real-time RT-qPCR (descritte nel paragrafo 5.7) su tre pool di cDNA a diverse diluizioni (1:10,

1:100, 1:1000).

Gene Sequenza del primer 5' - 3' T, (Temperatura di melting)
Actina Primer forward 5’ -CTTGCATCCCTCAGCACCTT- 3 64,0 °C
Primer reverse 5’ -TCCTGTGGACAATGGATGGA- 3’
VVCHS-1 Prl-merforward 5" -AGCCAGTGAAGCAGGTAGCC- 3 56,7 °C
Primer reverse 5' -GTGATCCGGAAGTAGTAAT- 3'
VWCHS-2 Pr/.merforward 5’ -TCTGAGCGAGTATGGGAACA- 3 63,5 °C
Primer reverse 5' -AGGGTAGCTGCGTAGGTTGG- 3'
Pianta singola VWPAL-1a Pr/.merforward 5' -CAGGACTTCACCTCAATGG- 3 60,6 °C
Primer reverse 5'- GGGTTATCATTAACGGAGTTGA- 3'
VWPAL-1b Pr/-merforward 5' -CCGAACCGAATCAAGGACTG- 3 63,6 °C
Primer reverse 5' -GTTCCAGCCACTGAGACAATC- 3'
WSTS-16 Pr/.mer forward 5’-CTTTTGACCCAATTGGAATCAAC-3 61,5 °C
Primer reverse 5’-TGACATGTTCCCATATTCACTTAG-3’
VSTS-41 Prl-mer forward 5" -GAGTACTATTTGGTTTTGGACCT- 3 61,4 °C
Primer reverse 5' -AACTCCTATTTGATACAAAACAACGT- 3’

Tabella 5.3 Primers utilizzati per gli studi di espressione genica mediante real-time RT-qPCR sulle tesi sperimentali e sulle piante

di controllo.
Gene Sequenza del primer 5' - 3' T, (Temperatura di melting)
Actina Prl-merforward 5’ -CTTGCATCCCTCAGCACCTT- 3 64,0 °C
Primer reverse 5 -TCCTGTGGACAATGGATGGA- 3’
VWCHS-1 Pr/.merforward 5’ -AGCCAGTGAAGCAGGTAGCC- 3 56,7 °C
Primer reverse 5' -GTGATCCGGAAGTAGTAAT- 3'
VWPAL-1a Pr/.merforward 5' -CAGGACTTCACCTCAATGG- 3 60,6 °C
Bulk Primer reverse 5'- GGGTTATCATTAACGGAGTTGA- 3'
VWSTS-16 Prl'mer forward 5' -CTTTTGACCCAATTGGAATCAAC- 3 ’ 615 °C
Primer reverse 5’ -TGACATGTTCCCATATTCACTTAG- 3
VYMYB-14 Pr/.mer forward 5' -TCTGAGGCCGGATATCAAAC- 3 62,4 °C
Primer reverse 5' -GGGACGCATCAAGAGAGTGT- 3'
PR-10 Primer forward 5' -GCACATCCCGATGCCTATTAAG- 3' 641 °C
Primer reverse 5' -ACTTACTGAGACTGATAGATGCAATGAATA- 3’ ’

Tabella 5.4 Primers utilizzati per gli studi di espressione genica mediante real-time RT-gPCR sul bulk di piante.

51



Materiali e metodi

5.7 Studi di espressione genica mediante RT-qPCR

Le reazioni di RT-qPCR sono state condotte utilizzando il sistema StepOnePlus Real Time PCR
secondo il protocollo fornito con il kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems

by Thermo Fisher Scientific, FosterCity, CA, Stati Uniti).

Ciascuna reazione di real-time RT-qPCR é stata condotta in un volume di 10 ul e composta da: 5
pl di SYBR Green; 0,6 ul di Primer Forward; 0,6 ul di Primer Reverse; 1,8 ul di acqua sterilizzata; 2
ul di cDNA diluito 1:10.

Per valutare [l'efficienza della reazione di PCR, sono state costruite curve standard di
amplificazione (Fig. 5.6) per ciascun gene target e per il gene reference (o housekeeping).
Ciascuna curva di efficienza & stata ottenuta mediante amplificazione dei geni oggetto di studio

in diluizioni seriali (1:10, 1:100 e 1:1000) del cDNA dei campioni (Vandesompele et al., 2002).

Noto il coefficiente angolare della curva standard di calibrazione, I'efficienza di amplificazione (E)

& stata calcolata automaticamente del software Q-Gene secondo I'equazione: E= [10 (1/slope)] - 1,

L’efficienza di amplificazione (E) di ogni gene preso in esame & stata poi valutata sulla base del
valore del coefficiente di correlazione R? che indica qual & la quota di variabilita spiegata dal
modello statistico: quanto pil I'interpolazione della curva sui punti sperimentali e la distribuzione

spaziale di questi ultimi tende ad una retta, tanto piu R? si avvicina al suo valore ottimale di 1.

Amplification Efficiency Plot of the Target Gene

35,00
y = -2,9555x + 34,015
R? =0,9958 30,00

—

25,00

20,00

Mean CT Values

15,00

+ Standards
—— Regression Line
10,00

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
Log Amount of cDNA

Fig. 5.6 Curva standard ottenuta dalla quantificazione del gene target VvCHS-1 codificante per la Calcone sintasi mediante Real-
time PCR di diluizioni seriali (1:10, 1:100, 1:1000) del cDNA vegetale ottenuto dal bulk di foglie di vite. In ascissa viene riportato il

52



Materiali e metodi

logaritmo della concentrazione seriale del campione mentre in ordinata i valori di Ct. Viene riportata |'equazione della retta con
relativo coefficiente angolare (slope) e il valore del coefficiente di correlazione (R2).

Le reazioni di RT-gPCR sono state condotte in piastre da 96 pozzetti MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate (Applied biosystem) utilizzando il sistema QuantStudio™ 3 (Applied biosystem) e
sono state eseguite tre repliche tecniche per ciascun campione, includendo un controllo negativo

(contenente 2 ul di acqua anziché di cDNA) per ciascuna coppia di primer.

Le reazioni di amplificazione includevano una denaturazione iniziale a 95 °C per 20 secondi,
seguita da 40 cicli di denaturazione a 95 °C per 3 secondi e una fase di annealing, extension a 60
°C per 30 secondi. La curva di melting, utile a verificare la specificita dei singoli primer, & stata

ottenuta trattando i campioni a 95 °C per 15 secondi, 60 °C per 1 minuto e 95 °C per 15 secondi.

L'actina e stata considerata gene reference (o housekeeping) per la normalizzazione
dell’espressione genica dei geni target indagati (Szegedi et al., 2018) e le sequenze dei primer

Forward e Reverse utilizzati nelle reazioni di RT-qPCR sono riportate nelle tabelle 5.3 e 5.4.

L’eventuale differenza di espressione genica dei geni target oggetto di studio, fra le diverse tesi
sperimentali e ai diversi tempi di campionamento (TO-T3), sono state valutate secondo il metodo
del ACt (Livak & Schmittgen, 2001), mediante il calcolo della differenza tra il valore Ct del gene
target e di quello dell’housekeeping (actina). Il valore Ct (threshold Cycle) corrisponde al numero

di volte che lo strumento per la qPCR rileva I'emissione della fluorescenza a partire dalla reazione.

Il livello di espressione media normalizzata (MNE, Mean Normalized Expression; Fig. 5.7) & stato
calcolato, per ciascun gene target, utilizzando il software QGene. Per valutare la significativita
statistica dei risultati ottenuti, i dati sono stati analizzati mediante il test statistico, incluso nel

software QGene (Wong & Medrano, 2005).

(E )C‘TF arger welll (E )Cngm. well2 (E )CTIargvf‘\ﬁ eli3
target farg et target
+ +

CT; ef . welll ( )CTW/, well2 ( )CTr'w". well3
(Erej/' ) Ef‘if/ ’ E"i.’f ’
3

MNE =

Fig. 5.7 MNE, espressione media normalizzata (media aritmetica di tre valori di espressione normalizzati).
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5.8 Colonizzazione micorrizica dell’apparato radicale

Ad oggi gli studi condotti su vite per valutare le ripercussioni della colonizzazione micorrizica sullo
sviluppo dell’apparato radicale sono molto limitati. Alcuni ricercatori quali Luciani et al., nel 2019
hanno studiato I'effetto della micorizzazione sullo sviluppo dell’apparato radicale in piante di
Vitis vinifera L. (cv. Sangiovese). Nel presente lavoro & stato usato il fungo micorrizico Glomus
iranicum var. tenuihypharum sp. nova. MycoUp (Symborg - Biogard), il quale é stato in grado di
modificare I'architettura della radice nelle piante di vite. Rispetto alle viti non trattate, infatti, il
numero delle radici primarie & stato ridotto a favore di una maggiore lunghezza relativa, mentre
le radici secondarie sono risultate piu distanziate. | risultati hanno inoltre evidenziato un aumento
della lunghezza totale della radice, del volume totale dell’apparato radicale, del peso secco della

radice e del volume di terreno esplorato.

Sulla base di questo studio, in questo lavoro di tesi, & stato deciso di verificare I'avvenuta
colonizzazione delle radici da parte delle micorrize e il loro effetto sullo sviluppo morfologico

dell’apparato radicale.

I1 14 luglio 2022 e stato valutato se era avvenuta o meno la colonizzazione da parte della micorriza
Glomus iranicum var. tenuihypharum sp. Nova, MycoUp (Symborg - Biogard) e il suo effetto sullo
sviluppo architettonico dell’apparato radicale delle piante di Vitis vinifera L. (Glera) oggetto di

studio.

Coniil fine di valutare gli effetti sullo sviluppo dell’apparato radicale da parte dei miceli micorrizici,
sono state estirpate 5 piante di vite micorrizate e 5 piante non inoculate. Le radici sono state
lavate con acqua e con un righello & stata misurata la lunghezza della radice primaria di ciascuna
pianta a partire dalla prima radice secondaria (rispetto al colletto della pianta) fino all’apice

radicale.

L1 (cm)+L2 (cm)+L3 (cm)+L4 (cm)+L5(cm)) sia

E stata infine calcolata la lunghezza media (Lunghezza media (cm) = .

delle piante micorrizate sia delle piante non micorrizate.

Il 14 luglio 2022 e stato inoltre valutato lo sviluppo di micorrize arbuscolari (Glomus iranicum var.
tenuihypharum sp. Nova) sulle 10 piante precedentemente estirpate (5 per ogni trattamento) e

lavate delicatamente con acqua.
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| cinque campioni di radice per ogni trattamento sono stati poi tagliati in pezzi da 1 cm, chiarificati
in KOH al 10% per 10 minuti a 90 °C, immersi in HCI2N per 10 minuti e colorati con blu Trypan
0,05% disciolto in Lactoglycerol (v / v ) per 20 min a 80 °C (Phillips & Hayman, 1970). Le porzioni
di radice sono state montate su appositi vetrini da microscopio mettendo tre gocce di acido
lattico e appiattite delicatamente con il vetrino coprioggetto. Le osservazioni sono state eseguite

al microscopio ottico con un ingrandimento 100 X.
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5.9 Riepilogo schema sperimentale

M = pianta micorrizata; trattata con Glomus iranicum var. tenuihypharum (MycoUp® ,Biogard)
m = pianta non micorrizata
| = pianta artificialmente infestata con E. vulnerata

i = pianta non infestata

L —

TO Ay

Giugno 2020

Campionamento: 2 foglie/pianta per trattamento (M; m)

Tl

Marzo 2021

T2

Aprile 2021
13 dpi

Campionamento: 2 foglie/pianta per trattamento (M; m)

T3

Aprile 2021
20dpi

Campionamento: 2 foglie/pianta per trattamento (M; m)
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6. Risultati e discussione

6.1 Effetti di Glomus iranicum sulla morfologia delle radici

Gli effetti di G. iranicum var. tenuihypharum sp. Nova, somministrato attraverso il trattamento
con il prodotto commerciale MycoUp (Symborg — Biogard), sulla morfologia delle radici di vite
(Vitis vinifera L.) sono stati valutati attraverso la misurazione della lunghezza massima delle
stesse come riportato nella figura 6.1. | dati ottenuti sono stati analizzati mediante un modello

misto di analisi della varianza (PROC GLIMMIX, SASver. 9.4, USA).

L’analisi visiva ha mostrato una differenza della lunghezza degli apparati radicali (Fig. 6.1),
differenza che é stata confermata anche da un punto di vista statistico (F= 10.33; GdL=1, 8; P=

0.0123), tra piante con micorrize e piante senza micorrize (Grafico 6.1).

Fig. 6.1 Effetti di G. iranicum var. tenuihypharum sp. Nova sulla lunghezza della radice primaria. Nella parte sopra la linea
tratteggiata sono state disposte le piante non inoculate mentre nella parte sottostante si osservano gli apparati radicali delle
piante micorrizate.

La radice primaria delle piante trattate con MycoUp ha mostrato un'architettura modificata
rispetto alle piante non micorrizate. In particolare, le radici di prim’ordine delle viti sottoposte a
questo trattamento hanno avuto una lunghezza media maggiore di circa il 47,5 % rispetto alle viti

non trattate, con valori medi, rispettivamente, di 103,6 cm e 70,2 cm (Grafico 6.1). Si presuppone
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che tale incremento consenta agli apparati radicali delle piante trattate di esplorare un piu ampio
volume di suolo, permettendo una piu efficiente acquisizione di acqua e nutrienti da parte delle

piante riceventi il fungo AM (Luciani et al., 2019).

Lunghezza media della radice primaria
A

120
100
80
60
40

lunghezza (cm)

20

0
con micorriza senza micorriza

Grafico 6.1 Lunghezza media della radice primaria micorrizata e non micorrizata. | dati mostrano il valore medio # Err. St, (lettere
diverse indicano differenza statistica tra te le medie).

Le osservazioni al microscopio hanno mostrato evidenti strutture arbuscolari all'interno delle
cellule di radici micorrizate, confermando cosi I'efficiente colonizzazione da parte del fungo

arbuscolare nelle radici di piante di vite trattate con MycoUp.

Applicando la tecnica messa a punto da Phillips e Hayman (1970) per le indagini al microscopio
ottico, e stato possibile identificare delle strutture fungine, simili a delle vescicole (Fig. 6.2B;
6.2D). Oltre a tali strutture, le osservazioni hanno rivelato la presenza di arbuscoli (Fig. 6.2C) e di

ife (Fig. 6.2A) che hanno colonizzato I'interno degli apparati radicali delle piante micorrizate.
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Vescicole

: ."‘-:. - .J\\\\ P o v
Fig. 6.2C Arbuscoli, vescicole e ife nelle cellule radicali di vite.  Fig. 6.2D Vescicole nelle cellule radicali di vite.

6.2 Valutazione qualitativa e quantitativa dell’RNA estratto

L’ RNA estratto dalle piante di vite trattate e non trattate ha mostrato valori di assorbanze (Abs
260/280 e 260/230) compresi fra 1.8 e 2.0, confermando cosi un’adeguata qualita dell’estratto
in termini di assenza di contaminazione da parte di proteine o composti derivati dal metabolismo
secondario della pianta. La concentrazione di RNA (ng/ul) nei campioni oscillava in un range

compreso tra 77.0 - 980.0 ng/pl.

Oltre alla valutazione spettrofotometrica (Nanodrop) dell’lRNA, i campioni sono stati soggetti a
retrotrascrizione del gene endogeno dell’ Actina (VvActin) secondo RT-PCR convenzionale. |
risultati, riportati nella figura 6.3, dimostrano la buona qualita del RNA estratto e la sua efficiente

retrotrascrizione.
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Fig. 6.3 Elettroforesi su gel di agarosio 1,8%.

6.3 Studi di espressione genica (RT-qPCR) in piante trattate e non trattate

L’espressione genica dei geni candidati VWPAL-1a e WPAL-1b; VWCHS-1 e VWCHS-2; VWSTS-16 e
VvSTS-41, é stata valutata nelle quattro tesi sperimentali, mediante esperimenti di RT-qPCR (Real
time PCR). Lo studio & stato svolto per tutti i geni sopra riportati ai diversi tempi di

campionamento (TO-T3).

Osservazioni al TO

Il tempo di campionamento indicato come “TQ”, corrispondeva al momento in cui tutte le piante
oggetto di studio avevano ricevuto il medesimo trattamento in quanto gli apparati radicali delle
unita sperimentali (M) non erano stati colonizzati dalla micorriza e le viti (I) del disegno

sperimentale, non erano ancora stata infestate con E. vulnerata.

Lo studio di espressione dei geni candidati al TO (Fig. 6.4) ha mostrato valori di espressione media
normalizzata di ogni gene target VWPAL-1a 1a (Fig. 6.4A), VWPAL-1b (Fig. 6.4B), VvCHS-1 (Fig.
6.4C), VvCHS-2 (Fig. 6.4D), VvSTS-16 (Fig. 6.4E) e VWSTS-41 (Fig. 6.4F) non uniformi tra le diverse

piante.
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La variabilita dell’espressione genica & data dall’eterogeneita tra i singoli individui oggetto di
studio in quanto, avendo coltivato viti della stessa cultivar nelle stesse condizioni di crescita, sono
state escluse le differenze biologiche degli stessi legate alla varieta (Medrano et al., 2018) o alle

oscillazioni ambientali (Dai et al., 2011).
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Fig. 6.4 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VPAL-1a (A), VPAL-1b (B), VvCHS-1 (C), VVvCHS-2 (D), WSTS-16 (E) e VWSTS-41 (F) normalizzati rispetto al gene

reference “Actina” al Time-point 0 (TO).

| valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano le piante di vite

riceventi il medesimo trattamento.
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Osservazioni al T1

A quasi 9 mesi dal trattamento con MycoUp (T1), la differenza di espressione dei geni VWPAL-1a
e WPAL-1b; VWCHS-1 e VWCHS-2; VWSTS-16 e VV/vSTS-41 é stata valutata nelle piante micorrizate
(M) e non micorrizate (m) (Fig. 6.5). Con questo time-point si & cercato di analizzare gli eventuali

effetti della colonizzazione dell’apparato radicale da parte del fungo simbionte.

Le analisi di espressione genica hanno evidenziato che gli enzimi coinvolti nella difesa della vite
sono stati fortemente influenzati dalla presenza di G. iranicum: in tutte tesi sperimentali
micorrizate, si € manifestata una sovraregolazione dei geni VWPAL-1a del 156% (Fig. 6.5A), VVPAL-
1b dell’807% (Fig. 6.5B), VWCHS-1 del 225% (Fig. 6.5C), VwCHS-2 del 153% (Fig. 6.5D), VwSTS-16 del
759% (Fig. 6.5E) e WSTS-41 del 150% (Fig. 6.5F) rispetto ai trattamenti senza I'inoculo fungino.

Considerando il ruolo di questi enzimi nel contrastare lo sviluppo dei potenziali patogeni,
esercitando un effetto tossico diretto o agendo come antiossidanti per proteggere le cellule dai
danni ossidativi (Biais et al., 2017; Privat et al., 2002; Waffo Teguo et al., 1998), si puo supporre
che il trattamento con G. iranicum avesse avuto un effetto stimolante sui pathway specifici di

difesa della pianta (Ector, 1997; Kortekamp, 2006; Luo et al., 2020; Vannozzi et al., 2012).

| cambiamenti trascrizionali osservati per i geni oggetto di studio, potrebbero essere dovuti dai
danni di tipo meccanico causati dalla crescita delle ife fungine all'interno dell’apparato radicale
(Jung et al., 2012; Velasquez et al., 2020). Le osservazioni al T1 suggeriscono quindi che il
trattamento con MycoUp é responsabile di una sovra-regolazione dei geni correlati al sistema
immunitario, correlata probabilmente ad una risposta di tipo adattativo della pianta ospite, quale
strategia per prevenire un’eccessiva colonizzazione dell’apparato radicale da parte del fungo

simbionte (Breuillin et al., 2010; Vierheilig, 2004; Vierheilig et al., 2008).
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Fig. 6.5 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VPAL-1a (A), VPAL-1b (B), VvCHS-1 (C), VVvCHS-2 (D), WSTS-16 (E) e VWSTS-41 (F) normalizzati rispetto al gene
reference “Actina” al Time-point 1 (T1).
| valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le tesi
sperimentali costituite da sei repliche biologiche. Le tesi sperimentali si suddividono in con micorriza/senza E. vulnerata (M) e
senza micorriza/senza E. vulnerata (m).
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Osservazioni al T2

Una pianta per ciascuna unita sperimentale & stata inoculata con E. vulnerata, una cicalina che,
nutrendosi del mesofillo fogliare, arreca degli importanti danni a livello cellulare nelle piante di

vite (Duso et al., 2005).

Tredici giorni post-infezione, I'espressione degli stessi geni precedentemente descritti & stata
nuovamente valutata (T2), cosi da stabilire se le CMN (Common Mycorrhizal Networks) formatesi
a seguito del trattamento con MycoUp abbiano un ruolo nella diffusione del segnale tra viti

trattate e non trattate con E. vulnerata.

Al T2, le viti infestate artificialmente con la cicalina hanno mostrato sintomi fogliari diffusi,

caratteristici dell’infestazione.

Studi di espressione genica hanno evidenziato che la presenza del fitofago ha causato
cambiamenti nella regolazione trascrizionale dei geni VWPAL-1a (Fig. 6.6a), VVPAL-1b (Fig. 6.6B),
VvCHS-2 (Fig. 6.6D), VvSTS-16 (Fig. 6.6E) e VvSTS-41 (Fig. 6.6F) in quanto i valori ottenuti dalla
media di tutte le tesi infestate con E. vulnerata sono risultati piu elevati rispettivamente del 203,
398, 90, 18 e 3040% rispetto alle tesi non riceventi questo trattamento. La maggiore espressione
dei questi geni coinvolti nei processi legati al metabolismo secondario, e noti per avere un effetto
antimicrobico e repellente per gli insetti, suggerisce quindi che i danni cellulari causati
dall’apparato boccale del fitofago potrebbero stimolare I'accumulo di fenilpropanoidi negli
organi fogliari della pianta incrementando conseguentemente il livello di difesa nei confronti di
stress biotici ed abiotici (Chong et al., 2009; Soleas et al., 2002; Vannozzi et al., 2012). Dall’analisi
dei dati emerge inoltre un diverso grado di regolazione di questi geni. In particolare, i geni delle
famiglie multigeniche VWPAL e WSTS sono risultati, mediamente, sovraespressi rispetto al gene
VVCHS-2. Il risultato ottenuto potrebbe essere spiegato dalla presenza di un unico intermedio di
reazione (tre malonil-CoA e un cumaroyl-CoA) per la sintesi degli enzimi stilbene sintasi (STS) e
calcone sintasi (CHS). L'incremento dell’espressione dei geni VWPAL codificanti per I'enzima a
monte di questo pathway di difesa ha quindi fatto si che, mediante un meccanismo a cascata,
guesta via metabolica culminasse con la sintesi di composti stilbenici, sostanze che in questo caso
hanno assunto la funzione di fitoalessine, a discapito della sintesi di flavonoidi (Austin et al., 2004;

Ferrer et al., 2005; Jeandet et al., 2002; Schroder et al., 1988; Soleas et al., 1997).
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Il riconoscimento dell’insetto dannoso e la conseguente attivazione di meccanismi di difesa
sistemica (ISR) dell’ospite viene considerato un prerequisito fondamentale in quanto, sulla base
di studi pregressi, ci si aspetta che le connessioni ifali consentano di inviare dei segnali biochimici
alla pianta non direttamente attaccata dalla cicalina permettendogli quindi di awvviare
precocemente un’efficace risposta agli attacchi da parte dei fitofagi (Babikova et al., 2013; Song

et al,, 2010).

Dal confronto tra il livello di espressione genica evidenziato nelle piante non direttamente
infestate ma connesse alle piante “donatrici” mediante micorrize (M i) conil livello di espressione
genica osservato nelle piante senza la cicalina e non riceventi il prodotto a base di micorrize (m
i) sono stati ottenuti dei risultati che potrebbero rappresentare una prima evidenza del
trasferimento di molecole-segnale tra piante di vite collegate tramite anastomosi ifali. Dall’analisi
dei dati e infatti emerso che nel trattamento (M i) sono stati sovraregolati, rispetto alla tesi (m i),
i geni WWPAL-1a del 47% e VvPAL-1b del 171%, i geni VvCHS-1 del 264% e VvCHS-2 del 289% ed il
gene VWSTS-16 (Fig. 6.6E) del 79%.

La maggiore espressione di geni legati resistenza sistemica nelle piante micorrizate (M i) rispetto
a quelle prive di micorrize (m i) suggerisce quindi che i segnali di difesa siano stati trasferiti
tramite CMN dalle piante “donatrici” attaccate dai patogeni alle viti “riceventi” sane per

stimolare la loro resistenza contro potenziali agenti patogeni.

| livelli di espressione del gene VWCHS-1, hanno inoltre fornito dei dati interessanti: dal confronto
tra le due tesi micorrizate, i campioni (M i) e stata evidenziata un’espressione genica media
superiore del 130% rispetto ai campioni (M I). Questo risultato pud essere giustificato dal fatto
che il campionamento é stato fatto a 13 giorni dall’inoculazione con E. vulnerata e di conseguenza
le piante infestate, una volta trascorso questo lasso temporale, potrebbero aver subito una
saturazione del sistema di segnalazione e viceversa, le piante ad esse collegate, avendo ricevuto
il segnale in differita, potrebbero verosimilmente aver manifestato il picco massimo di
espressione di questo gene legato alla via dei fenilpropanoidi dopo c.a. due settimane

dall'inoculazione con I'insetto patogeno (Reymond et al., 2000).
Questa ipotesi deve pero essere verificata attraverso I'analisi di time-point pil ravvicinati.

| dati ottenuti sembrano validare lipotesi che la micorrizazione possa incrementare la

produzione di metaboliti secondari della pianta di vite stimolando quindi i meccanismi di difesa
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della pianta (Hause et al., 2007). Per I'appunto, i geni VvPAL-1b, VWCHS-1, VWCHS-2, VvSTS-16 e
VvSTS-41 sono stati mediamente sovraespressi nelle tesi riceventi il fungo simbionte, rispetto alle
tesi non micorrizate, rispettivamente del 200, 134, 564, 1323 e 17% e questa maggiore
espressione puod essere interpretata, anche per queste analisi, come una risposta da parte della

vite in seguito al riconoscimento del potenziale nemico (Jung et al., 2012).

Inoltre, la maggior regolazione dei geni VWPAL-1b, VvSTS-16 e V/vSTS-41 é stata rilevata nella tesi
(M 1) facendo quindi ipotizzare che la combinazione tra questi due trattamenti potrebbe

intensificare I'espressione di questi geni.
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Fig. 6.6 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VPAL-1a (A), VPAL-1b (B), VvCHS-1 (C), VVvCHS-2 (D), WSTS-16 (E) e VWSTS-41 (F) normalizzati rispetto al gene
reference “Actina” al Time-point 2 (T2).

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le quattro
tesi sperimentali costituite da tre repliche biologiche.
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Osservazioni al T3

Gli studi di espressione genica dei geni VvPAL1-a (Fig. 6.7A), VVPAL-1b (Fig. 6.7B) e VvCHS-2 (Fig.
6.7D), condotti a 20 giorni post-infezione con E. vulnerata (T3), in tutte le tesi sperimentali
oggetto di studio [(mi); (M i); (m 1) e (M I)], hanno rivelato I'assenza di differenze statisticamente

significative del loro livello trascrizionale.

Questa osservazione potrebbe suggerire che a 20 giorni dall’inoculazione con la cicalina sia le
piante “donatrici” sia le piante “riceventi” potrebbero aver subito una saturazione del sistema di
segnalazione (Melchior & Kindll, 1991; Nishad et al., 2020; Pastor et al., 2013; Reymond et al.,
2000).

Allo stesso tempo, i geni VWCHS-1 (Fig. 6.7C) e WSTS-16 (Fig. 6.7E) hanno mostrato una sovra-
regolazione del livello trascrizionale, che potrebbe essere correlata ad un effetto residuo del
trasferimento, tramite CMN, di segnali biochimici dalla pianta “donatrice” alla pianta “ricevente”
con il fine di incrementare nella pianta non infestata meccanismi precoci di difesa nei confronti

dei potenziali stress biotici e/o abiotici (Austin et al., 2004; Song et al., 2010).

Nel dettaglio, i valori di espressione genica media di VWCHS-1 e VvSTS-16 in piante trattate con G.
iranicum ma non direttamente infestate con E. vulnerata (M i) risultano essere superiori
rispettivamente dell’83% e dell’80% rispetto alle piante non trattate con la micorriza e non

infestate (m i).

Dalle analisi dei dati ottenuti per i geni WSTS-16 e VWSTS-41 (Fig. 6.7F), coerentemente con altri
risultati, & stato inoltre confermato che la co-presenza di G. iranicum e di E. vulnerata potrebbe
avere un effetto additivo inducendo una sovraespressione di questi geni rispetto agli altri
trattamenti. Gli esiti ottenuti potrebbero quindi avvalorare |'ipotesi che la colonizzazione della
vite da parte potenziali organismi dannosi potrebbe indurre una maggiore regolazione di questi

geni legati alla resistenza sistemica (ISR) (Jung et al., 2012).
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Fig. 6.7 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VPAL-1a (A), VWPAL-1b (B), VvCHS-1 (C), VVCHS-2 (D), WSTS-16 (E) e VWSTS-41 (F) normalizzati rispetto al gene
reference “Actina” al Time-point 3 (T3).

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le quattro
tesi sperimentali costituite da tre repliche biologiche.
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6.4 Dinamica dell’effetto indotto dai trattamenti sperimentali

A titolo esemplificativo nella figura riportata in seguito (Fig. 6.8) viene illustrato 'andamento

complessivo dell’espressione genica durante i quattro tempi di campionamento.

Con lo scopo di comprendere a pieno i risultati descritti in precedenza e verificare se le reti di
miceli comuni di micorrize (CMN) possono consentire il trasferimento di composti di segnalazione
tra piante di vite adiacenti, sono stati confrontati ed analizzati i livelli di espressione di un gene
target per ogni famiglia multigenica. | geni selezionati ed illustrati sono VWPAL-1a, VWCHS-1 e

VVSTS-16 e sono quelli che hanno meglio rappresentato il trend atteso di risposta genica.

Dall’analisi dei dati & emerso che al TO le piante hanno manifestato livelli di espressione genica
diversi per ogni gene legato alla via dei fenilpropanoidi evidenziando una certa eterogeneita di
comportamento, pur trattandosi di piante di analogo sviluppo vegetativo e sottoposte alle

medesime cure colturali.

Per valutare I'effetto del singolo trattamento con la micorriza, le unita sperimentali sono state

campionate prima dell’infestazione con E. vulnerata (T1).

Il livello di espressione dei geni codificanti per gli enzimi fenilalanina ammonio liasi (WSTS-1a),
calcone sintasi (VWCHS-1) e stilbene sintasi (VWSTS-16), hanno evidenziato una maggiore
espressione in tutti i trattamenti micorrizati mettendo quindi in evidenza che, in seguito alla
colonizzazione delle radici da parte di G. iranicum, a livello fogliare, si e assistito ad una
sovraregolazione di questi geni il cui ruolo & quello di aumentare la resistenza della pianta nei

confronti degli stress di tipo biotico e abiotico (Bavaresco & Fregoni, 2001).

L’obiettivo di questa tesi era perd quello di valutare se le CMN mettono in comunicazione le viti
adiacenti, permettendo cosi alle piante collegate con quelle danneggiate di attivare delle risposte
di difesa prima che avvenga l'invasione da parte dell’insetto dannoso. Per valutare cio le foglie di
vite sono state campionate a 13 (T2) ed a 20 giorni (T3) dall’infestazione con la cicalina, e sono

stati confrontati i livelli di espressione genica dei trattamenti non infestati con E. vulnerata.

A 13 giorni dall’infestazione con l'insetto, il livello di espressione genica normalizzata dei geni

VVvPAL-1a (Fig. 6.8A), VWCHS-1 (Fig. 6.8B) e VWwSTS-16 (Fig. 6.8C), nella tesi con micorriza/senza E.

71



Risultati e discussione

vulnerata (M i) & risultato, in media, superiore rispettivamente del 47, 264 e 79% rispetto alla

tesi sperimentale senza micorriza/senza E. vulnerata (m i).

Questo risultato suggerisce quindi che le viti connesse tramite anastomosi ifali con le piante
“donatrici” danneggiate dall’insetto hanno sovraespresso questi geni inducibili di difesa rispetto

agli individui sani ed isolati dalle piante infestate della stessa unita sperimentale.

A 20 giorni dall’infestazione con la cicalina (T3), invece, nella tesi sperimentale (M i) sono stati
maggiormente espressi solamente i geni WCHS-1 dell’83% e WWSTS-16 dell’80% rispetto al
trattamento (m i) ma questo risultato non & stato confermato per il gene WPAL-1a. Il dato
ottenuto per il gene PAL potrebbe essere giustificato dal fatto che a 20 giorni dall’infestazione &
avvenuta una saturazione del sistema di segnalazione della pianta “donatrice” e di conseguenza,
nella pianta “ricevente”, non e stato evidenziato un incremento del livello di espressione di

questo gene di difesa.

| risultati suggeriscono quindi che il picco massimo di risposta da parte di tutte le piante

“riceventi” si fosse verificato dopo circa due settimane dall’infestazione con E. vulnerata.

Per quanto riguarda I'andamento nel tempo dell’espressione del gene WSTS-16, viene messo in
evidenza che al T1 la sola presenza del fungo simbionte non ha influenzato in modo significativo
la resistenza della vite nelle piante riceventi questo trattamento. L'incremento di risposte di
difesa sono invece risultate piu evidenti al T2 in seguito all'infestazione con la cicalina
confermando che il grado di regolazione di questo gene aumenta in risposta a stress che
potrebbero compromettere la sopravvivenza della pianta (Bavaresco & Fregoni, 2001; Chong et
al., 2009; Melchior & Kindll, 1991). In questo caso studio, quindi, la presenza del fungo simbionte,
a differenza dall’elevata infestazione delle foglie con E. vulnerata, non ha non ha avuto un
impatto nella pianta tale da svolgere un ruolo centrale nell'induzione dei meccanismi di

resistenza sistemica.

Dall’analisi dell’espressione di quest’ultimo gene, in cui viene parzialmente eliminata la variabile
legata agli effetti sul metabolismo secondario della pianta causati dalla micorriza, si puo quindi
validare l'ipotesi che la sovraregolazione genica nelle piante collegate tramite CMN a quelle

attaccate dai fitofagi fosse stata indotta dal trasferimento di molecole-segnale tra individui.
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Fig. 6.8 Variazione temporale dell’espressione media normalizzata (MNE) dei geni correlati alla difesa VWPAL-1a (A), VvCHS-1 (B)
e WSTS-16 (C) normalizzati rispetto al gene reference. Nei grafici, per ogni tempo di campionamento (TO-T3), vengono
rappresentati i valori di espressione genica in risposta all'infestazione con E. vulnerata e la capacita delle reti micorriziche comuni
(CMN) di trasferire il segnale tra le piante “donatrici” e “riceventi”.
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6.5 Studi di espressione genica (RT-qPCR) in bulk di piante trattate e non

trattate

Con il fine di condurre un’analisi volta a minimizzare I'effetto della variabilita dei singoli individui,
nei grafici seguenti (Fig. 6.9 — Fig. 6.12) vengono riportati i valori di espressione media
normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) dei geni presi in esame per i 4 trattamenti

costituiti da un bulk di materiale vegetale.

Essendo che gli stilbeni ed i flavonoidi svolgono un ruolo chiave nelle risposte di difesa della vite
sono stati percio valutati i livelli di espressione dei geni WSTS-16 e VCHS-1, ma anche degli
enzimi a monte di questa via metabolica tra i quali la fenilalanina ammonio liasi (VvPAL-1a) e dei

fattori di trascrizione MYB-R2R3 (VWwMYB-14) coinvolti nella regolazione di questo pathway.

Oltre a questi geni, e stato valutato anche il livello di espressione del gene VWPR-10 codificante

per le proteine correlate alla patogenesi (PR).

Osservazioni al TO

Le analisi riportate in seguito sono state condotte su campioni costituiti da foglie campionate
durante il TO da piante riceventi lo stesso trattamento e coltivate nelle medesime condizioni

ambientali.

A conferma di quanto osservato per le quattro tesi formate da tre repliche biologiche (paragrafo
6.3), i bulk hanno manifestato valori di espressione dei geni VWPAL-1a (Fig. 6.9A), VvCHS-1 (Fig.
6.9B), VWSTS-16 (Fig. 6.9C), VWMYB-14 (Fig. 6.9D) e VWPR-10 (Fig. 6.9E) differenzialmente espressi
nelle piante oggetto di studio, evidenziando quindi una certa eterogeneita di comportamento tra
gli individui pur trattandosi di viti di con un analogo sviluppo vegetativo e sottoposte agli stessi

trattamenti colturali.
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Fig. 6.9 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VvPAL-1a (A), VWCHS-1 (B), VvSTS-16 (C), VvMYB-14 (D) e VvPR-10 (E) normalizzati rispetto al gene reference al TO.

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano i bulk di viti riceventi
il medesimo trattamento.
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Osservazioni al T1

Nei grafici riportati in seguito (Fig. 6.10) vengono rappresentati i livelli di espressione genica per
ogni campione costituito da foglie campionate al T1 con lo scopo di analizzare gli effetti del fungo

G. iranicum sul metabolismo secondario delle piante di vite.

Anche dalle analisi delle piante in bulk emerge che il valore ottenuto dalla media delle espressioni
del gene WPAL-1a (Fig. 6.10A) e del gene WSTS-16 (Fig. 6.10C), nelle tesi (M) inoculate con la
micorriza, & risultato maggiore del 66% e del 108% rispetto ai campioni (m) non riceventi questo
trattamento. La sovraregolazione degli stilbeni e del gene a monte di questo pathway metabolico
(WPAL) potrebbe quindi validare I'ipotesi che la micorriza possa fungere da elicitore biotico
stimolando una maggiore regolazione di geni correlati metabolismo secondario della vite

(Bavaresco & Fregoni, 2001).

Il gene VWCHS-1 (Fig. 6.10B) non é stato invece sovraespresso nei trattamenti micorrizati ed il
risultato ottenuto potrebbe essere giustificato dal fatto che gli enzimi STS e CHS utilizzano un
intermedio di reazione condiviso (tre malonil-CoA e un cumaroyl-CoA) e la presenza di un unico
substrato ha quindi determinato che, a causa della sovraregolazione del gene codificante per la
stilbene sintasi, I'espressione del gene CHS fosse stata ridotta (Austin et al., 2004; Ferrer et al.,

2005; Jeandet et al., 2002; Schroder et al., 1988; Soleas et al., 1997).

E inoltre noto che I'attivita della calcone sintasi, un enzima costitutivamente espresso nelle
piante di vite, € piu di 20 volte piu bassa di quella della stilbene sintasi e per questo,
generalmente, la sintesi di stilbeni in risposta ad eventi di stress prevale su quella dei flavonoidi
(Austin et al., 2004; Melchior & Kindll, 1991). E quindi plausibile che anche nel presente studio G.

iranicum non avesse modulato il grado di espressione di questo gene di difesa nelle tesi trattate.

Anche i geni VWMYB-14 (Fig. 6.10D) e VvPR-10 (Fig. 6.10E) sono stati mediamente sovraregolati
nei trattamenti non micorrizati rispettivamente del 40% e del 68%. L’espressione di questi geni,
in questo caso, potrebbe non essere stata influenzata dalla colonizzazione dell’apparato radicale
da parte del fungo G. iranicum oppure, € altresi verosimile che I'accumulo questi prodotti
correlati alla resistenza sistemica (ISR) della pianta fosse stato un evento transitorio avvenuto
durante le fasi iniziali della colonizzazione delle radici da parte del fungo, seguito da una

soppressione durante le fasi successive dell'interazione (Jung et al., 2012).
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Fig. 6.10 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VWPAL-1a (A), VWCHS-1 (B), VvSTS-16 (C), VwMYB-14 (D) e VvPR-10 (E) normalizzati rispetto al gene reference al T1.

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le tesi
sperimentali costituite da un bulk di materiale biologico formato da campioni raggruppati in base del trattamento ricevuto. |
trattamenti si suddividono in: con micorriza/senza E. vulnerata (M) e senza micorriza/senza E. vulnerata (m).
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Osservazioni al T2

Con il fine di confermare I'ipotesi che le micorrize mettono in comunicazione le viti adiacenti, i

tessuti fogliari sono stati campionati a 13 giorni dall’inoculazione con la cicalina (T2).

Dall’analisi dei dati & emerso che i geni di difesa della via metabolica degli stilbeni: VVPAL-1a (Fig.
6.11A), VWwSTS-16 (Fig. 6.11B) e VWMYB-14 (Fig. 6.11D) ma anche i geni codificanti per le proteine
pathogenesis-related VvPR-10 (Fig. 6.11E) sono risultati mediamente sovraespressi nelle tesi
inoculate con G. iranicum, rispettivamente del 157, 496, 156% e 215%, rispetto alle tesi non

riceventi questo trattamento.

| funghi AM, a conferma di quanto osservato in precedenza, potrebbero percio agire da elicitori
incrementando le difese inducibili della pianta ricevente questo trattamento conferendole,
conseguentemente, la capacita di rispondere piu rapidamente e in misura maggiore ai successivi

attacchi da parte dei patogeni (Dassi et al., 1998; Jung et al., 2012).

E altrettanto interessante porre una particolare attenzione al fatto che, come per il time-point
precedente, il valore medio di espressione del gene VvCHS-1 (Fig. 6.11B) nei trattamenti
micorrizati (M) e risultato mediamente sottoregolato rispetto ai trattamenti (m). Questo dato va
quindi a validare lipotesi che, a causa della presenza di un substrato condiviso, la
sovraregolazione del gene VSTS-16 indotta dalla micorriza ha portato ad una conseguente minor
espressione del gene della famiglia CHS nei trattamenti (M) (Austin et al., 2004; Ferrer et al.,

2005).

La presenza della fitofago nell’apparato fogliare dalla pianta micorrizata ha inoltre avuto un
effetto additivo incrementando I'espressione dei geni VWMYB-14 e VVvPR-10 nei trattamenti (M |)
rispetto a tutti gli altri trattamenti. Dall’analisi di questi dati & stato quindi confermato che i danni
causati dall’apparato boccale di E. vulnerata nelle foglie della vite “donatrice”, stimolano la

regolazione di questi geni legati al metabolismo secondario della pianta.

Il trasferimento di segnali biochimici tramite CMN e la conseguente comunicazione tra viti
infestate con insetti e viti “riceventi” prive di attacchi biotici, & stato validato dall’analisi dei dati
ottenuti dall’espressione dei geni VvPAL-1a, VwSTS-16, VWMYB-14 e VvPR-10. Infatti, i livelli di
guesti geni espressi dal trattamento (M i) sono risultati sovraregolati rispettivamente del 191%,

2727%, 22150% e 172%, rispetto al livello espresso dal trattamento (m i).
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La maggiore espressione di VwCHS-1 del 229% nella tesi non trattata con la micorriza e non
inoculata (m i), rispetto al trattamento con G. iranicum e non ricevente E. vulnerata (M i)
suggerisce invece che il grado di regolazione di questo gene non & stato influenzato dal
trasferimento di segnali biochimici tra piante adiacenti. Questo risultato viene giustificato dal
fatto che suddetto gene é costitutivamente espresso nelle piante di vite e per questo le molecole
biochimiche indotte dalla cicalina nella pianta danneggiata e trasferite mediante CMN non hanno
causato delle ripercussioni sul metabolismo secondario della pianta (Austin et al., 2004; Wang et

al., 2016).

Dall’analisi dei risultati, viene inoltre messo in evidenza che il trattamento (M i) presenta una
maggiore regolazione dei geni VWPAL-1a dell’894%, VvCHS-1 del 233% e WSTS-16 del 330%
rispetto ai campioni (M I). Anche in questo caso, a conferma di quanto detto per osservazioni al
T2 nel paragrafo 6.3, gli esiti ottenuti potrebbero essere spiegati dal fatto che, a 13 giorni
dall'inoculazione con la cicalina, le piante danneggiate dall’apparato boccale dell’insetto,
potrebbero aver subito una saturazione del sistema di segnalazione e viceversa che le piante ad
esse collegate, avendo ricevuto il segnale in differita, potrebbero aver sovraespresso in un

secondo momento questi geni.
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Fig. 6.11 i grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VWPAL-1a (A), VWCHS-1 (B), VvSTS-16 (C), VwMYB-14 (D) e VvPR-10 (E) normalizzati rispetto al gene reference al T2.

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le quattro
tesi sperimentali costituite da un bulk di materiale fogliare.
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Osservazioni al T3

Gli studi di espressione genica, eseguiti a 20 giorni dall'immissione della cicalina (T3), non hanno
evidenziato una maggior espressione dei geni VPAL-1a (Fig. 6.12A), VvCHS-1 (Fig. 6.12B) e
VvSTS-16 (Fig. 6.12C) nel trattamento (M i) rispetto al trattamento (m i). Questa osservazione
potrebbe quindi suggerire che nelle piante collegate tramite CMN alle viti danneggiate
dall’apparato boccale dell’insetto non e stata indotta una sovraregolazione di questi geni

correlati ai meccanismi di difesa rispetto alle piante sane ed isolate dalle viti infestate (m i) .

A conferma di quanto osservato per le tesi sperimentali costituite da singole piante in tre repliche
biologiche (Paragrafo 6.3; T3), & quindi verosimile che la sovraregolazione di questi geni del
metabolismo secondario della vite fosse stato un evento transitorio avvenuto durante i primi
giorni dall'infestazione della pianta “donatrice” e che a 20 giorni dall'immissione dell’insetto
dannoso si possa assistere ad una saturazione del sistema di segnalazione (Melchior & Kindll,

1991; Nishad et al., 2020; Pastor et al., 2013; Reymond et al., 2000).

Un risultato della comunicazione tra piante attraverso anastomosi ifali, avvenuta durante il T3,
puo essere osservato analizzando i livelli di espressione dei geni VwMYB-14 (Fig. 6.12D) e VVPR-
10 (Fig. 6.12E). Entrambi i geni sono stati sovraespressi nel trattamento (M i) rispetto al
trattamento (m i) rispettivamente del 576% e del 217% andando quindi a confermare l'ipotesi
che le molecole biochimiche prodotte dalle piante danneggiate possano essere trasferite
mediante il fungo G. iranicum andando ad incrementare, preventivamente, |’espressione di geni

di difesa inducibili nel trattamento non direttamente infestato (M i) (Babikova et al., 2013).

Un’ultima osservazione che merita un approfondimento & che in tutte tesi sperimentali
micorrizate si & manifestata una sovraregolazione del 1320% del gene VvMYB-14 e del 389% del
gene VPR-10 rispetto alle tesi non micorrizate. Quindi, a piu di un anno dalla colonizzazione da
parte del fungo simbionte all'interno dei tessuti radicali, si possono ancora osservare alcune

risposte di difesa sistemica indotte dallo sviluppo delle ife all’interno dell’ospite.
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Fig. 6.12 | grafici illustrano i valori di espressione media normalizzata (Mean Normalized Expression: MNE) * errore standard dei
geni target VvPAL-1a (A), VWCHS-1 (B), VvSTS-16 (C), VvMYB-14 (D) e VvPR-10 (E) normalizzati rispetto al gene reference al T3.

I valori di espressione genica sono riportati nell’asse delle ordinate mentre nell’asse delle ascisse si trovano il controllo e le quattro
tesi sperimentali costituite da un bulk di materiale fogliare.
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6.6 Dinamica dell’effetto indotto dai trattamenti sperimentali nel bulk

Con lo scopo di descrivere I'andamento nel tempo dell’espressione di un gene codificante per un
enzima correlato ai meccanismi di difesa indotta, a titolo d’esempio, nella figura 6.13 viene

illustrata la regolazione del gene VWPAL-1a.

Dall’analisi dei dati & stato evidenziato che durante il TO i bulk hanno manifestato livelli diversi di
espressione del gene VWPAL-1a. L’eterogeneita di comportamento tra i singoli individui & pero da
ritenersi, anche in queste analisi, del tutto casuale in quanto tutte le piante avevano ricevuto il

medesimo trattamento e le stesse cure colturali.

Per studiare I'effetto della micorrizazione, il materiale vegetale & stato campionato durante il T1
e cioe prima che venisse effettuata I'infestazione con E. vulnerata. Dalle analisi dell’espressione
genica, a conferma di quanto osservato da Jung et al. (2012), & emerso che mediamente le
micorrize hanno avuto un ruolo centrale nell'induzione della resistenza sovraregolando

I’espressione del suddetto gene correlato a meccanismi di difesa indotta.

| risultati ottenuti possono quindi fungere da spunto per ulteriori approfondimenti con il fine di
sfruttare questi funghi simbionti in un’ottica di lotta integrata ai fitofagi e per superare piu

efficientemente i periodi di stress della pianta.

Per stabilire invece se le CMN mettono in comunicazione le viti adiacenti, permettendo cosi alle
piante vicine a quelle danneggiate di innescare risposte precoci di difesa, sono stati analizzati i

bulk campionati a 13 giorni (T2) e a 20 giorni (T3) dall’infestazione con E. vulnerata.

Il grafico riportato in seguito evidenzia che durante il T2, il livello di espressione del gene VWPAL-
1a, é risultato maggiore nel trattamento micorrizato (M i) rispetto alla tesi costituita da piante
sane ed isolate dalle viti infestate (m i). Dall’analisi dei dati si pud quindi dedurre che il
collegamento tra apparati radicali attraverso anastomosi ifali possa consentire alle piante non
infestate dalla cicalina di intercettare i segnali di difesa emessi dalla pianta danneggiata e,
conseguentemente, di incrementare precocemente la propria resistenza rispetto all’attacco da

parte dell’avversita biotica.

La sovraespressione del gene di difesa nel trattamento (M i) rispetto al trattamento (M |) a 13

giorni dall'infestazione, potrebbe inoltre far dedurre che le piante “donatrici” possano aver
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subito una saturazione del sistema di segnalazione e che, viceversa, le piante “riceventi”, avendo
ricevuto il segnale in un secondo momento, possano aver sovraregolato questi geni dopo circa

due settimane.

La saturazione del sistema di segnalazione delle piante “donatrici” ha quindi fatto si che a 20
giorni dall’infestazione (T3), il livello di espressione genica del trattamento (M i) fosse risultato
sottoregolato rispetto al trattamento (m i). Dalle analisi delle piante in bulk viene quindi validata
I'ipotesi che il picco massimo di risposta da parte delle piante “riceventi” fosse avvenuto dopo

circa due settimane dall’infestazione con la cicalina.
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Fig. 6.13 Variazione temporale dei livelli di espressione media normalizzata (MNE) del gene VPAL-1a, per ogni tempo di
campionamento (TO-T3).
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6. Conclusioni

L'obiettivo di questa tesi & stato quello di valutare se le piante di vite cv. Glera possono difendersi
preventivamente dagli attacchi di E. vulnerata rispondendo ai segnali biochimici emessi dalle

piante infestate con il fitofago e trasmessi attraverso CMN (Common Mycorrhizal Networks).

Le ricerche svolte hanno permesso di evidenziare |'esistenza di un collegamento ifale tra piante
di vite contigue, mediante la rete micorrizica extraradicale prodotta dal fungo micorrizico Glomus
iranicum var. tenuihypharum sp. Nova. La presenza di tale sistema di interconnessione, ha
mostrato di poter influire significativamente sullo sviluppo degli apparti radicali colonizzati; in
particolare, la lunghezza massima della radice primaria dell’ospite & stata incrementata
consentendo alla pianta di esplorare un volume maggiore di terreno e di utilizzare piu
efficientemente I’acqua e gli elementi nutritivi, in accordo con quanto precedentemente rilevato

da Luciani et al. (2019).

Il trattamento con la micorriza arbuscolare si e inoltre rivelato essere uno strumento
promettente per aumentare la resistenza sistemica indotta (ISR) contro le avversita biotiche e,
presumibilmente, abiotiche. A quasi nove mesi dalla colonizzazione dell’apparato radicale, &
stata infatti evidenziata una maggiore espressione dei geni WPAL e WSTS la cui funzione
principale & quella incrementare i meccanismi difesa coinvolti nei processi legati al metabolismo

secondario della pianta (Vannozzi et al., 2012).

Le informazioni acquisite nelle presenti indagini contribuiscono inoltre ad avvalorare l'ipotesi,
sostenuta da altri autori (Babikova et al., 2013; Gorzelak et al., 2015; Song et al., 2015), di un
possibile passaggio di molecole biochimiche di difesa attraverso la rete micorrizica comune, da
una pianta “donatrice” ad una “ricevente”, con il fine di incrementare la resistenza delle piante

prima che avvenga I'attacco da parte degli insetti o patogeni.

In particolare, gli studi di espressione genica condotti su materiale fogliare campionato a 13 giorni
dall’infestazione con E. vulnerata hanno evidenziato che, sia nei campioni di piante singole, sia
nei bulk di materiale vegetale, le CMN hanno consentito la trasmissione di segnali di stress

intraspecifici incrementando, nelle piante di Glera sane e connesse tramite anastomosi ifali agli
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individui infestati artificialmente con il fitofago, I'espressione dei geni di difesa della via

metabolica degli stilbeni.

Nello specifico, nelle tesi formate da tre repliche biologiche di viti non trattate con la cicalina e
connesse tramite CMN alle piante riceventi questo trattamento, sono stati sovra-regolati i geni
VWPAL-1a, VvPAL-1b e WSTS-16 rispetto alle viti non trattate con la cicalina e non comunicanti
tramite anastomosi ifali con le piante danneggiate. Dal confronto tra gli stessi trattamenti, nei
bulk, & stato evidenziato un aumento del livello di espressione dei geni di difesa VWPAL-1a, VvSTS-
16 ma anche dei fattori di trascrizione MYB-R2R3 (VWwMYB) e del gene VvPR-10 codificante per le

proteine correlate alla patogenesi.

Le stesse osservazioni sono state ripetute dopo 20 giorni dall'infestazione delle piante con la
cicalina. In questo caso, solamente alcuni dei geni testati e coinvolti nei meccanismi di difesa,
sono risultati sovra-regolati nelle piante micorrizate, ma non infestate dalla cicalina. | risultati
sono inoltre stati differenti analizzando singole piante su tre repliche o bulk di piu piante. In
particolare nei trattamenti su singole piante si € osservato un incremento dell’espressione di
VvCHS-1 e di WSTS-16 mentre, dalle analisi dei bulk, & emersa una sovra-espressione dei geni
VMYB-14 e VWPR-10. Questi risultati inducono a ipotizzare che la sovra-regolazione dei geni CHS
e STS sia un evento transitorio e rilevabile durante le prime fasi dell’'infestazione della chioma,
seguito da una riduzione del trasferimento di segnali durante le fasi successive dell'interazione

causata da una saturazione del segnale di segnalazione.

Sebbene i dati ottenuti in questo lavoro di tesi sull’utilizzo di CMN come strategia di gestione
integrata delle fitopatologie forniscano dei risultati incoraggianti, sono da considerarsi ancora del
tutto pionieristici. E per questo estremamente importante approfondire tali ricerche per
raggiungere |'obiettivo comune di sviluppare una viticoltura piu rispettosa dell’ambiente con lo
scopo di garantire alle generazioni future la fruibilita del patrimonio ambientale e delle risorse

naturali nella stessa misura in cui ne usufruiamo noi oggi.
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