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riassunto

L’importanza delle ectomicorrize 
nel settore forestale spinge alla gestione 
della micorrizazione già nel vivaio fore-
stale, per migliorare sia la quantità che la 
qualità delle piantine prodotte e per per-
mettere un miglior attecchimento al loro 
trapianto.

Vengono presentate le varie fasi 
della micorrizazione controllata, con il 
possibile uso di inoculo naturale o con 

inoculi preparati in laboratorio, con di-
verse specie fungine, a partire da isolati 
nativi o derivanti da procedure di sele-
zione e miglioramento genetico, sino 
alla fase finale, l’attecchimento dopo il 
trapianto.

Parole chiave: Ectomicorriza, Inocula-
zione, Trapianto.

summary

management of mycorrhyzae in forest 
and ornamental tree production

Ectomycorrhizae are essential in 
order to promote quantity and quality of 
tree production in forest nursery. Tech-
niques for controlling their inoculation 
and efficiency are presented. The use of 
natural or artificially produced inoculum 

is described. The importance of mycor-
rhizae for a successful outplanting is un-
derlined.

Key words: Ectomycorrhizae, Inocula-
tion, Outplanting.

introduzione

Nell’ambito dei sistemi di produzione vegetale, la selvicoltura occupa uno spa-
zio proprio.
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In particolare, la foresta si distingue da altri sistemi per diverse caratteristiche.
•  Scala spaziale: l’unità di gestione è normalmente più grande di quella agricola e 

più eterogenea per suolo e microclima; dimensioni e distanze tra i soggetti dipen-
dono dalla tecnica di coltivazione, ma spesso non sono prevedibili.

• Scala temporale:  in bosco la crescita degli alberi è generalmente lenta. I cicli 
produttivi per legname di pregio necessitano di un minimo di 25-30 anni per le 
specie più veloci, ma possono raggiungere i 150 anni per quelle ad accrescimento 
più lento. Solo in situazioni particolari e per produzioni di minor pregio econo-
mico il ciclo può ridursi a una decina d’anni.

• Complessità: anche nel caso di una selvicoltura intensiva, il bosco conserva al-
cune delle sue complesse caratteristiche naturali, per le specie consociate, per la 
variabilità genetica tra individui delle stessa specie, tranne che in presenza di clo-
ni o di selezioni particolari, per le relazioni ecosistemiche interspecifiche, come 
competizione, parassitismo, simbiosi, ecc.

• Povertà dei suoli: i suoli migliori per fertilità e giacitura sono destinati all’agri-
coltura. La foresta è quindi spesso una coltura marginale.

Le suddette particolarità impongono scelte economiche in contrasto con gli 
investimenti abitualmente possibili in agricoltura. Infatti, in selvicoltura gli interventi 
hanno ricadute di lungo termine ed è quindi necessario intervenire con il minimo 
delle risorse.

Altro particolare aspetto da considerare è la necessità di apporto di nutrienti 
minerali, essenziale in agricoltura a causa della sottrazione degli elementi accumulati 
nel raccolto, ma secondaria in selvicoltura, dove nell’intero ciclo di vegetazione degli 
alberi non si ha una sottrazione importante di elementi nutritivi. Ciò nonostante, la 
fertilità naturale del suolo è uno dei fattori limitanti più importanti in selvicoltura.

Le principali specie forestali d’interesse economico, in particolare quelle per 
le quali si ricorre alla messa a dimora di piantine, in Europa appartengono in maggio-
ranza alle seguenti famiglie: Pinacee (pini, abete rosso, abete bianco, larice), Fagacee 
(querce, faggio, castagno), Betulacee (betulla, carpini, ontani), Salicacee (pioppi, sa-
lici) e Juglandacee (noci).

Le famiglie sopra citate sono caratterizzate dalla presenza costante e neces-
saria delle ectomicorrize (ECM). Alcune possono presentare anche micorrize vesci-
colo-arbuscolari (VAM), come nel caso di alcuni pioppi. In tal caso, però, le VAM 
risultano predominanti solo nei primi mesi o anni di vita degli alberi, e lasciano in 
seguito spazio alle ECM.

Le ECM riguardano le specie “sociali”, cioè quelle che creano naturalmente 
popolamenti monospecifici, mentre altre specie, non “sociali”, che in un popolamento 
sono rappresentate da individui isolati, presentano esclusivamente VAM. È il caso 
delle Cupressacee (cipressi, tuie, chamaecyparis), delle Rosacee (ciliegi, sorbi), Ace-
racee (aceri), Oleacee (frassini). 

Alcune di queste ultime specie sono oggetto di selvicoltura intensiva, come 
l’arboricoltura da legno, ma le estensioni sono molto minori in confronto alle superfici 
dedicate ai rimboschimenti protettivi e ai boschi naturaliformi. 
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In definitiva, perciò, la selvicoltura nel suo complesso è maggiormente interes-
sata dalle ECM e di esse si tratterà di seguito.

La micorrizazione controllata

La micorrizazione controllata (MC) è un’importante strategia per il migliora-
mento della produzione forestale per i seguenti motivi:
– le principali specie forestali utilizzate sono dipendenti dalla simbiosi ectomicorri-

zica;
– i boschi spesso occupano suoli poveri, dove sono ben valorizzate le funzioni di 

mobilitazione ed assorbimento degli elementi minerali che caratterizzano i funghi 
ectomicorrizici;

– la convenienza economica della selvicoltura è debole ed a lungo termine, escluden-
do così la ricerca di tecniche ad alto dispendio energetico (lavorazioni meccaniche 
del terreno, concimazioni, trattamenti antiparassitari);

– nella fase di produzione in vivaio, la micorrizazione può essere indotta avvalendosi 
di uno spazio limitato e massimizzando l’efficacia. In pratica, si tratta di incorpo-
rare al terreno del vivaio un “inoculo”, contenente il fungo simbionte in una forma 
capace dar inizio al rapporto mutualistico.

obiettivi. Lo scopo della MC è quello di aumentare la produzione legnosa ad 
un minor costo seguendo tre direzioni:
– riduzione della mortalità conseguente alla “crisi di trapianto” determinata dal dis-

seccamento o danneggiamento di parte dell’apparato radicale, dal brusco cambia-
mento dell’ambiente fisico-chimico, dal deficit idrico e dall’impatto con una nuova 
microflora terricola, a volte parassita. La sostituzione delle fallanze costituisce una 
voce importante nei costi dei rimboschimenti;

– incremento della crescita iniziale. Lo sviluppo rapido della vegetazione trapiantata 
consente di diminuire le spese di controllo delle piante infestanti (solitamente en-
domicorriziche);

– anticipazione dei primi interventi di diradamento con produzione commerciabile e 
complessiva riduzione dei tempi di coltivazione.

Oltre all’ottenimento di legname a minor costo, la MC permette impianti di 
protezione od ornamentali in condizioni estreme (es. copertura di terreni alterati, 
instabili, cave).

Come ulteriore aspetto interessante, la MC può offrire un prodotto secondario, 
dovuto alla produzione di carpofori eduli (boleti, tartufi).

Campo d’applicazione. La fase in cui si può più utilmente intervenire con 
la MC è quella iniziale, all’impianto o alla semina: qualsiasi intervento più tardivo 
avrebbe risultati aleatori e a costi superiori. È noto, comunque, che le condizioni nel 
vivaio sono di solito molto diverse da quelle in foresta, e i funghi che sono utili in vi-
vaio possono essere assolutamente privi di efficacia in bosco (Stenström et al., 1986). 
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Non possiamo, quindi, considerare le diverse tappe separatamente: bisogna prendere 
in esame un rimboschimento nel suo insieme.

Programmando un rimboschimento, la presenza o assenza di funghi simbionti 
compatibili con la specie vegetale che si desidera coltivare è il fattore più importante 
da considerare per intervenire nella micorrizazione. Sono possibili due situazioni estre-
me:
– la pianta è autoctona, già coltivata in un recente passato sia nel vivaio sia nel luogo 

d’impianto, ed il complesso micorrizico presente è in equilibrio ed efficace. In tal 
caso, un eventuale intervento ha il solo scopo di favorire le specie fungine più effi-
cienti, inoculando isolati selezionati ad hoc;

– la specie che si vuol coltivare è esotica: non esistono funghi simbionti compatibili 
nel sito d’impianto. Oppure, la specie è autoctona ma il suolo, alterato, è privo della 
naturale, necessaria micoflora simbionte (terreni agricoli, verde urbano, infrastrut-
turale, cave, discariche). In questo caso, l’introduzione di funghi compatibili è una 
necessità e la MC è perciò indispensabile.

importanza del vivaio. La coltivazione in vivaio è un passaggio obbligato o, 
almeno, privilegiato. Per poter agire correttamente, bisogna conoscere le caratteristi-
che della produzione:
– piante a radice nuda: è la tecnica prevalente nelle regioni temperate. Le piantine 

sono coltivate su terreno naturale o, raramente, su un substrato artificiale disposto 
in strato uniforme sul terreno. In seguito, sono estratte e trasferite a radice nuda 
nel luogo d’impianto, con qualche accortezza per ridurre il disseccamento e i danni 
meccanici delle radici. È il procedimento più semplice ed economico, utilizzabile 
quando le condizioni all’impianto sono favorevoli. In Italia è usato sempre meno 
frequentemente, a favore della coltivazione di piante in contenitori;

– piante in contenitori: è la tecnica preferita in climi caldi e secchi o, al contrario, 
molto freddi. Le piante sono prodotte in vasi, contenitori o alveoli, di forma, volume 
e materiale vari; essi contengono un substrato artificiale, risultato della miscela di 
vari ingredienti (torba, sabbia, vermiculite, terriccio, ecc.), favorevoli allo sviluppo 
delle radici. Tali substrati generalmente sono poveri dal punto di vista degli elemen-
ti nutritivi, e vengono quindi fertilizzati (anche per questo le piantine prodotte in 
contenitore sono povere in micorrize, poichè queste risultano poco necessarie alla 
pianta nello specifico contesto).

Il vivaio è, comunque, un ambiente artificiale e tutti gli interventi colturali 
(lavorazioni, irrigazioni, concimazioni, trattamenti erbicidi e antiparassitari) selezio-
nano le poche specie simbionti adatte a tali condizioni, eliminando rapidamente ogni 
possibilità di affermazione delle altre. Si tratta in genere di specie che, in ambito 
forestale, si ritrovano soprattutto nelle radure, in terreni ricchi e in aree recentemente 
percorse dal fuoco, come accade per Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata, L. 
bicolor, Thelephora terrestris, Paxillus involutus, Scleroderma spp. e Inocybe spp. 
Tali specie costituiscono un gruppo davvero esiguo, in confronto con la ricchezza di 
specie presente generalmente in foresta. 
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I funghi in vivaio devono anche essere precoci (capaci di stabilire simbiosi 
con piantine giovani), tolleranti le più severe pratiche colturali (estrazione dal terreno, 
trasporto, trapianto) ed adattarsi velocemente al nuovo sito d’impianto. In effetti, le 
specie capaci di adattarsi a tutte queste difficoltà sono rare, e ciò limita molto la scelta 
di specie fungine nella MC.

Utilizzo di inoculi naturali

L’approccio più elementare alla MC consiste nell’utilizzare inoculi “naturali”, 
cioè i propaguli che i funghi ectomicorrizici stessi utilizzano per assicurare la loro 
conservazione e disseminazione.

Tali propaguli possono essere, ad esempio, spore (ascospore o basidiospore), 
sclerozi, frammenti di rizomorfe, cordoni miceliali o vecchie micorrize in cui il re-
ticolo di Hartig sia ancora vivo. Le spore possono essere emesse da carpofori epigei 
(in natura trasportate a distanza dal vento) o ipogei (trasportate a breve distanza per 
azione di piccoli animali). Abbondanti masse di micelio sono normalmente presenti 
negli strati superficiali del terreno.

L’infezione artificiale con inoculo naturale era già utilizzata nel XVIII secolo 
in Francia (Malençon, 1938) per la creazione di tartufaie: frammenti di carpofori di 
Tuber melanosporum venivano introdotti nelle buche di impianto di giovani querce. 
Ancor oggi, per i tartufi, si possono utilizzare frammenti di radici micorrizate (“mi-
corrizazione per approssimazione”: Chevalier e Grente, 1973).

Attualmente, l’utilizzo maggiore dell’inoculo naturale riguarda i pini tropicali. 
Tali specie (ad esempio Pinus caribaea, P. oocarpa, P. strobus) sono fortemente ed 
esclusivamente dipendenti dalla formazione di ECM, soprattutto da funghi del genere 
Suillus e Rhizopogon, ma anche da Pisolithus tinctorius, Amanita muscaria e Thele-
phora terrestris. Quando questi pini furono introdotti nell’Africa intertropicale, dove 
l’intero genere era completamente assente, così come i suoi possibili simbionti, i se-
menzali crescevano stentatamente per pochi mesi e poi morivano. Da quando, invece, 
fu introdotto artificialmente l’inoculo fungino con terra di vivaio o piantine micorri-
zate, la crescita dei pini in vivaio ed in piantagione è diventata possibile. Attualmen-
te i funghi simbionti “esotici” sono presenti con distribuzione molto irregolare, non 
legata a fattori ecologici, ma piuttosto alla storia coloniale dei Paesi.

L’inoculo fungino più “naturale” è costituito dalle spore. La loro raccolta, però, 
può essere di difficile realizzazione, perché la fruttificazione fungina può essere sta-
gionale ed aleatoria, e le spore possono essere difficili da conservare o possono avere 
una bassa germinabilità una volta incorporate nel terreno. Di seguito si presentano 
alcuni casi efficaci di uso delle spore come inoculo:
– i tartufi: questi funghi commestibili dall’alto valore commerciale sono Ascomiceti 

ipogei afferenti al genere Tuber, raccolti da tempo immemorabile ma anche coltiva-
ti, come si è detto, mediante l’uso di piantine micorrizate;
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– Pisolithus tinctorius: questo Basidiomicete Gasteromicete epigeo, comune nelle re-
gioni a clima caldo, ha uno spettro di ospiti molto ampio ed è un simbionte molto 
efficace per piantagioni in suoli poveri ed acidi, conferendo una particolare tolleran-
za agli eccessi di zolfo e metalli. Ha la particolarità di fruttificare abbondantemente 
durante quasi tutto l’anno e di produrre un’enorme quantità di basidiospore facili 
da raccogliere e da conservare senza che perdano la vitalità (≤ 3 anni, in ambiente 
secco a 5 °C; Marx, 1976), che germinano poi una volta giunte a contatto con le ra-
dici delle piantine. È quindi il fungo ideale per l’uso di spore come inoculo naturale: 
questa pratica è stata utilizzata nel sud-est degli Stati Uniti e in Congo (Delwaulle et 
al., 1987), per sostituire la pratica tradizionale dell’introduzione di humus di prece-
denti coltivazioni in nuovi vivai. Le spore vanno introdotte nel terreno sterilizzato 
del vivaio, con una dose dell’ordine di 109 spore per metro quadrato, o localizzate 
sui semi, come concia o polvere, nelle stesse proporzioni finali rispetto alla super-
ficie di semina;

– Rhizopogon luteolus: si tratta di un Basidiomicete Gasteromicete ipogeo, simbionte 
specifico dei pini, che forma un gran numero di piccoli carpofori globosi e giallastri 
sulla superficie del terreno nei vivai e nei giovani impianti. In Australia, l’inoculo 
costituito da spore in sospensione acquosa, applicato subito prima della semina (106 
spore per seme), è stato utilizzato con grande efficacia (Theodorou e Bowen, 1973).

Vantaggi e inconvenienti degli inoculi naturali

I vantaggi sono evidenti: si tratta di procedure alla portata di tutti i vivaisti, 
non necessitano di competenze o attrezzature particolari e sono molto economiche.

Gli inconvenienti possono essere, però, numerosi:
– impurità dell’inoculo: per scarse conoscenze o per difficoltà obiettive di riconosci-

mento non c’è certezza dell’identificazione specifica e non si può essere sicuri di 
ottimizzare l’efficienza della simbiosi. In tal caso si fa cosa certamente utile solo 
quando si supplisce ad una carenza totale di simbionti;

– instabilità genetica: l’inoculo non è geneticamente stabile, perché ogni raccolta pro-
viene da una generazione differente, con la conseguente ricombinazione genica. La 
grande variabilità intraspecifica sarà evidente nella risposta, variabile, all’inocula-
zione;

– rischio d’infezione con parassiti: se con l’humus si trasporta l’inoculo del fungo 
micorrizico, c’è il rischio di inoculare anche organismi dannosi alle radici (es. 
Phytophthora, Fusarium, Pythium, Rhizoctonia) che possono annullare il beneficio 
dell’inoculazione, uccidere la pianta e diffondersi a tutto l’impianto;

-  limitazione specifica: l’utilizzo dell’inoculo naturale limita forzatamente la scelta a 
poche specie, ed esclude l’uso di organismi molto interessanti;

- lentezza dell’infezione: le spore hanno sempre una dormienza, che crea un periodo di 
latenza nella simbiosi, riducendo od annullando l’effetto positivo dell’inoculazione.
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Per tutte le suddette ragioni, essendo stato dimostrato che l’inoculazione a par-
tire da una coltura di micelio coltivato in purezza dà un risultato migliore rispetto 
alle spore, la pratica della MC ha sostanzialmente abbandonato l’uso degli inoculi 
naturali, per passare a quelli preparati artificialmente a partire da ceppi selezionati 
per la loro superiore efficacia.

Preparazione di inoculi miceliali

Per le loro caratteristiche fisiologiche legate alla vita simbiotica, molti funghi  
che formano ECM sono difficili da coltivare in laboratorio. Essi sono lenti nell’accre-
scimento su substrato liquido o agarizzato o, talvolta, non si riesce ad isolarli e a col-
tivarli, come accade a molte russule e cortinari. In qualche caso, la crescita è possibile 
solo in presenza di sostanze particolari, prima fra tutte la tiamina, per cui la messa a 
punto del substrato di crescita è essenziale per la produzione degli inoculi miceliali. 

Il pH gioca un ruolo importante: di solito sono adatti pH compresi tra 5,5 e 6,5, 
e la temperatura ottimale varia da 20-25 °C per i funghi di zone temperate sino a 30 
°C per quelli di zone tropicali.

La ridotta velocità di crescita ha un’importante conseguenza pratica, in quan-
to determina una scarsa capacità competitiva con gli eventuali altri microrganismi 
presenti (altri funghi o batteri) ed obbliga a curare particolarmente l’asepsi per tutta 
la durata della coltivazione in vitro del simbionte. Tali condizioni sono relativamente 
facili da mantenere in piccola scala in laboratorio, ma più difficili in condizioni in-
dustriali, tanto più quando la coltivazione ha durata prolungata (Rossi e Montecchio, 
2004; 2005).

Una seconda fase difficile è la conservazione dell’inoculo, da quando è pronto 
in laboratorio sino a quando avviene il contatto con le radici dell’ospite.

Possiamo distinguere due fasi:
– il micelio utilizza tutte le riserve lasciate a sua disposizione e colonizza un piccolo 

volume di suolo, su una distanza di pochi millimetri. Viste le sue debolissime at-
titudini saprofitarie, se non incontra rapidamente una radice dell’ospite, subisce la 
concorrenza di altri organismi, regredisce o muore;

– se una radice è vicina all’inoculo, il micelio beneficia degli essudati radicali affran-
candosi dalle riserve introdotte con l’inoculazione ed iniziando a dipendere solo 
dalla pianta ospite. In seguito, si realizza l’incontro con gli apici radicali, si formano 
le ECM e l’infezione si sviluppa e si ripete secondariamente, con il contagio anche 
di altre radici.

L’efficacia di un inoculo, quindi, dipende anche dalla sua sopravvivenza, dalla 
sua densità e dalla omogenea distribuzione nel terreno. L’ideale sarebbe individuare 
un ceppo in grado di manifestare le sue caratteristiche naturali utili in termini di con-
servazione, dormienza, facoltà germinativa, capacità infettiva.
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coltura su substrato solido. Si tratta di coltivare il fungo su un supporto 
poroso imbibito di un complesso nutritivo, il tutto sterilizzato prima del trasferimento 
del fungo. Il micelio si sviluppa bene all’interno dei pori: quello che cresce al loro 
esterno, invece, nel suolo ha breve sopravvivenza. Le particelle così colonizzate co-
stituiscono un eccellente inoculo. Sono stati sperimentati materiali diversi: cariossidi 
di cereali, torba bionda di sfagno, vermiculite, perlite, segatura e frammenti di legno, 
argilla espansa, pozzolana, ecc. Le cariossidi di cereali possono sembrare la scelta più 
ovvia, dal momento che sono utilizzate da sempre per la preparazione della coltura 
del prataiolo (Agaricus bisporus), che è, in realtà un saprofita. I funghi che formano 
ECM vi crescono discretamente,  ma l’amido contenuto favorisce anche lo svilup-
po dei funghi saprofiti presenti nel terreno, che manifestano così antagonismo nei 
confronti del simbionte (Marx, 1980). Lo stesso accade con tutti i substrati ricchi di 
cellulosa e di lignina (paglia, segatura, ecc.). Per evitare questo problema, il supporto 
di crescita dev’essere inerte (fossile o minerale) e le sostanze nutritive inizialmente 
aggiunte al momento dell’utilizzo dell’inoculo dovranno essere esaurite al momento 
dell’impiego (Maul, 1984), oppure la parte eccedente andrà prima allontanata con un 
lavaggio (Marx e Bryan, 1975).

In pratica, la vermiculite espansa, utilizzata normalmente in edilizia, costitui-
sce uno dei migliori compromessi per costo, facilità d’utilizzo e capacità di ospitare 
e proteggere il micelio. Il suo pH tendenzialmente neutro, però, non è adatto alla 
crescita del micelio di funghi che formano ECM: esso va corretto con l’uso di una 
miscela nutritiva a pH acido o con l’aggiunta di un 10-30% (v/v) di torba bionda, utile 
anche per le sue elevate capacità di scambio cationico. Inoltre, la torba, grazie al suo 
colore, rende più facilmente visibile il micelio e permette facilmente di valutarne 
ad occhio nudo la crescita. D’altra parte, la torba è microbiologicamente attiva e va 
accuratamente sterilizzata. Allo scopo conviene prima setacciarla, per renderla più 
omogenea ed eliminare la parti più grossolane, che non risulterebbero adeguatamente 
sterilizzate. L’inoculo su torba-vermiculite fu messo a punto da Marx et al. (1982, 
1984) ed è oggi quello più ampiamente utilizzato. 

Definito il substrato, le scelte si concentrano sulle condizioni di coltura e sui 
contenitori più adatti. Nel caso di piccole produzioni, beute o vasi sono adatti, purché 
la chiusura garantisca l’esclusione di inquinanti ed il passaggio di ossigeno ed anidri-
de carbonica senza permettere eccessive perdite di umidità. In pratica, è sufficiente 
che la chiusura presenti un foro di circa 1 cm, tappato con cotone idrofobo sterile. 
Il contenitore così preparato, con il substrato opportuno, viene sterilizzato in auto-
clave e inoculato con una sospensione di micelio coltivato in substrato liquido o con 
frammenti di una coltura allevata su substrato agarizzato (Fig. 1). La colonizzazione 
completa in un contenitore da 2-5 litri, alla temperatura di 25 °C, può avvenire in 
3-10 settimane, a seconda del ceppo fungino. Per migliorare la crescita ed accelera-
re la completa colonizzazione, i contenitori potranno essere periodicamente agitati 
delicatamente, allo scopo di mescolare le parti già colonizzate con quelle non ancora 
raggiunte dal fungo. L’inoculo così preparato potrà essere conservato a 4 °C per 3-6 
mesi senza perdere la sua efficacia, a patto di proteggerlo dall’ evaporazione.
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In caso di preparati commerciali, vengono uti-
lizzati recipienti in plastica autoclavabile dotati di una 
“finestra” microporosa che consente gli scambi gassosi 
mantenendo la sterilità.

coltura in substrato liquido. Come accade per 
la maggioranza dei microrganismi, è possibile coltivare 
i funghi che formano ECM in substrato liquido, purché 
sufficientemente ossigenato. In laboratorio ciò si realizza 
in beute poste su un piano rotante che imprime al liquido 
un’agitazione costante (Fig. 2) o in piccoli fermentatori 
(Fig. 3): in tali condizioni il fungo in crescita forma del-
le colonie di micelio sub-sferiche di alcuni millimetri di 
diametro. I funghi che producono pigmenti polifenolici 
bruni (come Pisolithus tinctorius, Paxillus involutus e al-

cune specie di Suillus) 
hanno più difficoltà a crescere in mezzo liquido e per 
essi occorre modificare il pH e  addizionare la solu-
zione nutritiva solo con opportune forme di azoto.

Per produrre grandi quantità d’inoculo ed in 
condizioni industriali, si ricorre a fermentatori da 
50 fino a 500 litri, come quelli utilizzati per la pro-
duzione di lieviti o di antibiotici, anche se la coltura 
dei funghi micorrizici crea più problemi a causa del-
la prolungata incubazione e della scarsa competiti-
vità nei confronti di eventuali organismi saprotrofi 
inquinanti. Nei fermentatori le condizioni sono con-
trollate in continuo (pH, agitazione, biomassa, zuc-
cheri, aerazione, ecc.). Le colonie prodotte hanno 
l’aspetto di sferule o fiocchi, a seconda delle condi-
zioni scelte.

Alla fine del periodo di coltivazione, è 
facile separare il micelio dal mezzo di cresci-
ta per filtrazione o centrifugazione, lavarlo ed 
eventualmente frammentarlo e rimetterlo in 
sospensione alla concentrazione voluta in una 
soluzione tampone.

In ogni caso, tale micelio “nudo” non è 
di pratica  conservazione ed utilizzo, anche se 
singoli casi di studio in Canada sono citati in 
bibliografia: buoni risultati sono stati ottenuti Fig. 3 - Incubazione di L. laccata 

in fermentatore (foto Montecchio)

Fig. 2 - Incubazione di L. 
laccata in agitatore orbitale (foto 
Montecchio).

Fig. 1 - Incubazione 
di L. laccata su torba-vermi-
culite (foto Montecchio).
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con Laccaria laccata su pino silvestre e abete rosso, inoculando 10 settimane dopo 
la semina in contenitore, su substrato artificiale, mentre l’effetto è nullo se si inocula 
micelio nudo prima della semina, in quanto esso non sopravvive sino alla formazione 
delle radichette recettive (Fortin et al., 1988; Girouard, 1988). Per rendere l’inocula-
zione economicamente vantaggiosa, essa va effettuata all’atto della preparazione del 
substrato di semina utilizzando micelio protetto in sferule di alginato di sodio.

Tecniche d’inoculazione in vivaio

disinfezione del terreno. Per assicurare l’infezione dei semenzali con l’isolato 
introdotto artificialmente, è necessario far si che il terreno al momento dell’inocula-
zione non contenga propaguli di altri funghi ectomicorrizici. Ciò è normale nella col-
tura in contenitori su substrato artificiale presterilizzato o in vivai dove non siano mai 
state coltivate piante ECM, ma in realtà si tratta di eccezioni, in quanto la coltivazione 
di specie forestali ECM è comunissima in tutti i grandi vivai.

Quando altri funghi ECM sono presenti nel suolo, solo funghi ECM seleziona-
ti, molto competitivi, vi si possono teoricamente insediare, ma purtroppo l’esperienza 
insegna che tale situazione ideale non si realizza quasi mai. Anche altri microrgani-
smi tellurici (batteri o funghi rizosferici, compresi i parassiti) possono interferire con 
la formazioni delle ectomicorrize desiderate (De Oliveira e Garbaye, 1989). Per tutte 
queste ragioni, la disinfezione del terreno prima dell’inoculazione, cioè l’eliminazione 
della maggior parte della microflora, è praticamente indispensabile. Essa è talvolta 
effettuata indipendentemente da interventi di micorrizazione, per abbattere l’inoculo 
di patogeni ed eliminare i semi delle infestanti. D’altra parte, è interessante notare che 
talvolta la disinfezione porta le piantine ad una “carenza” di micorrize che fa dell’in-
tervento un rimedio peggiore del male: l’inoculazione, quindi, è necessaria semplice-
mente per ripristinare la normalità ed assicurare la sopravvivenza delle piantine.

Le tecniche di disinfezione comunemente usate sono riferibili a due categorie:
– disinfezione per mezzo del calore: il suolo è portato ad una temperatura di 70-90 °C 

insufflandovi vapore mediante appositi ugelli. Tale metodo, applicabile anche in ter-
reni con modesta porosità e saturi d’acqua, è di gravosa applicazione e richiede molta 
energia e tempo per permettere al vapore di raggiungere una sufficiente profondità. 
Abitualmente viene eseguito su piccoli volumi di terreno. È efficace indipendente-
mente dalle condizioni meteorologiche circostanti e dalla temperatura naturale del 
suolo e non comporta l’uso di sostanze tossiche. In effetti, il riscaldamento della 
sostanza organica del terreno può causare alcuni fenomeni di fitotossicità: è perciò 
consigliabile attendere 1-2 settimane prima dell’utilizzo del suolo, eventualmente 
applicando delle irrigazioni per allontanare le sostanze nocive. Nelle regioni a forte 
insolazione, un intervento di disinfezione può essere realizzato con la copertura del 
terreno tramite film plastico che “cattura” l’energia solare (solarizzazione), ottenen-
do risultati soddisfacenti per i primi 15-20 cm di spessore del suolo;
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– disinfezione per mezzo di fumigazione: si applicano al suolo sostanze tossiche per 
gli organismi (biocidi totali) che agiscono per diffusione gassosa. Tale metodo ri-
chiede una struttura del suolo molto porosa, di solito ottenuta anche con lavorazioni 
assai accurate. I prodotti utilizzabili perché autorizzati (dazomet, e metam sodium) 
sono molto nocivi anche nei confronti degli animali e vanno perciò utilizzati con 
tutte le limitazioni imposte dalla legislazione corrente. Essi vengono trattenuti nel 
terreno per diversi giorni con l’ausilio di un film plastico e la loro efficacia dipende 
dalla temperatura del suolo. In relazione all’andamento climatico, deve essere pre-
visto un adeguato intervallo tra l’utilizzo del prodotto e la semina, per permettere 
la decomposizione e l’evaporazione delle sostanze introdotte, abitualmente tossiche 
anche per i semi e le piante.

Qualsiasi tecnica o sostanza si utilizzi, disinfezione non significa sterilizzazio-
ne: è certamente impossibile che ogni seme, uovo o altro propagulo sia ucciso in un 
dato volume di suolo trattato, e la ricolonizzazione microbica è immediata, a partire 
dagli organismi sopravvissuti al trattamento,  da quelli presenti nel suolo contiguo o da 
quelli trasportati dal vento, dall’acqua, dagli animali e dall’uomo stesso. La disinfezio-
ne, quindi, non si prefigge la sterilizzazione, ma la riduzione della microflora iniziale 
e la sua sostituzione con un’altra, costituita dal fungo simbionte e da eventuali  micror-
ganismi utili alla manifestazione della simbiosi (es. batteri utili; Frey et al., 1997).

Applicazione dell’inoculo. L’inoculo è di solito mescolato al suolo o al sub-
strato subito prima della semina o del trapianto. Nel caso di vivai con coltivazione a 
radice nuda, l’inoculo è sparso in superficie ed interrato nei primi 15-20 cm di spesso-
re, che sono quelli esplorati dalle giovani radici. Se il fungo utilizzato è noto per le sue 
buone capacità colonizzatrici, l’inoculo può essere localizzato sotto il seme. In prati-
ca, la distribuzione viene effettuata dalla stessa seminatrice, che deposita una fascia 
continua di inoculo prima della caduta del seme, a qualche centimetro di profondità. 
Quando il seme germina, le radichette attraversano l’inoculo e si trovano a diretto 
contatto con il micelio. Questa tecnica, normalmente utilizzata nei vivai nel sud-est 
degli USA, dove spesso i pini vengono inoculati con Pisolithus tinctorius, permette 
di ridurre di metà la quantità d’inoculo necessaria, con evidente risparmio di tempo e 
denaro (Cordell et al., 1987).

Più in generale, la dose minima d’inoculo necessaria, fattore essenziale sul 
piano economico, varia a seconda delle condizioni di coltivazione e del ceppo scel-
to: essa va stabilita sperimentalmente per singola situazione. Tutti i dati disponibili 
sinora danno, comunque, risposte dello stesso ordine di grandezza: con inoculo in 
vermiculite, la percentuale varia da 1 a 2% in volume, che corrisponde a dire circa 1-2 
litri d’inoculo distribuito per metro quadrato; in alginato di sodio è sufficiente 1 g di 
micelio (peso secco) per mq di terreno (o mc di substrato artificiale).

tecniche colturali successive. Per ottenere il massimo dall’inoculazione, è 
necessario adattare gli interventi successivi: non si tratta più di favorire solo la pianta, 
ma la coppia pianta-fungo. 
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Naturalmente occorre agire su tutti i fattori ambientali controllabili (dirada-
menti, regime idrico, erbe infestanti, ecc.); l’esperienza dimostra che, tra tutti, quelli 
da curare particolarmente per il successo della MC sono la concimazione e i tratta-
menti fitosanitari:
– concimazione: se la pianta non ha una sufficiente disponibilità iniziale di elementi 

minerali, specialmente azoto e fosforo, la sua recettività all’infezione micorrizica è 
ridotta, a causa della diminuzione di fotosintetati essudati a livello radicale (Nylund, 
1988). Per ottenere una soddisfacente micorrizazione, quindi, ci si deve in teoria 
collocare ad un livello di fertilizzazione subottimale: in pratica occorre stabilire 
un livello che consenta all’inizio la crescita normale della pianta, ma anche l’avvio 
della simbiosi. Questo è possibile con la scelta di un simbionte fungino adatto. Allo 
scopo, in vivaio, dove il livello di fertilizzazione non può essere mai particolarmen-
te basso, si usano funghi come Laccaria laccata e L. bicolor, che ben si adattano a 
tale situazione (Molina e Chamard, 1983; Le Tacon et al., 1988);

– trattamenti fitosanitari: la produzione intensiva di piante forestali si basa anche sul-
l’uso di trattamenti chimici diversi da quelli fertilizzanti: erbicidi, insetticidi e fun-
gicidi. Trappe et al. (1984) hanno presentato una panoramica completa sull’effetto 
di tali sostanze nei confronti dei funghi simbionti e della simbiosi stessa anche se, 
da allora, numerosi nuovi principi attivi sono entrati in uso e sono stati verificati 
sperimentalmente.

Gli insetticidi, alle dosi indicate in etichetta, generalmente non creano pro-
blemi alle ECM. Al contrario, alcuni erbicidi devono essere usati con moderazione, 
come era stato verificato per un principio attivo ora revocato in Italia, l’esazinone, 
che, ad esempio, riduce fortemente il tasso di micorrizazione dei pini e degli abeti 
rossi (Chakravarty e Sidhu, 1987). Altri erbicidi hanno tossicità selettiva nei confronti 
di alcuni funghi simbionti; altri ancora, come il glifosate, poiché a debole dosaggio 
stimolano la formazione di essudati radicali, indirettamente migliorano il tasso d’in-
fezione micorrizica. Solo l’esperienza nelle condizioni del singolo vivaio consente di 
mettere a punto le migliori regole d’impiego.

È con i fungicidi che sorge la maggior parte dei problemi: in linea di principio, 
vanno banditi i fungicidi a largo spettro.  Altri principi attivi, come fosetil alluminio, 
autorizzato per l’uso in vivai di piante ornamentali, presentano una certa selettività 
nei confronti dei basidiomiceti, e possono quindi essere usati per proteggere gli ap-
parati radicali dai patogeni tellurici. Anche in questo caso, però, non esistono regole 
generali ed occorre maturare la necessaria esperienza di volta in volta e nella singola 
situazione. 

Si noti che l’impiego di tutti i prodotti fitosanitari, qui citati e non, dev’essere 
autorizzato per la situazione colturale e la specie vegetale.
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il trapianto

Quando le piante sono state ben micorrizate in vivaio e sono cresciute in modo 
soddisfacente, resta un’ulteriore tappa da superare: il trapianto. Dopo aver goduto 
di condizioni particolarmente favorevoli, le piante coltivate a radice nuda vengono 
estratte dal terreno, conservate, imballate, trasportate e trapiantate in un nuovo terre-
no in condizioni molto diverse e senza alcuna particolare attenzione successiva. In tal 
modo, gli apparati radicali subiscono gravi stress e si parla allora di crisi da trapianto, 
che ha come conseguenza, nella migliore delle ipotesi, un arresto di crescita per circa 
un anno o, nella peggiore, la morte della piantina. Le ECM, superficie di contatto 
tra radice e terreno, sono le parti più esposte ai danni da trapianto, e la loro sorte ha 
un’influenza decisiva sul recupero della pianta. 

La specifica capacità di un isolato fungino di sopravvivere in simbiosi durante 
e dopo il trapianto dell’ospite deriva da fattori diversi: resistenza all’espianto e alla 
conservazione (coltivazione a radice nuda), adattamento alle nuove condizioni ecolo-
giche, competitività nei confronti dei simbionti indigeni e degli altri microrganismi 
del suolo.

Resistenza all’espianto e alla conservazione. È un problema che riguarda 
solo la produzione di piantine a radice nuda: le piante in contenitore vengono soltanto 
svasate e le loro radici non lasciano mai la zolla di substrato artificiale. 

A seconda del fungo simbionte, esistono grandi differenze nell’organizzazio-
ne del mantello e del micelio che ne emana. Si può dire senz’altro che le micorrize 
a mantello spesso e denso resistono all’espianto meglio dei tipi con mantello lasso 
e superficiale. In effetti, abbiamo molti esempi nella MC con Pisolithus tinctorius 
(Marx e Artman, 1979; Marx et al., 1977), Rhizopogon luteolus (Theodorou e Bowen, 
1970), Laccaria laccata (Le Tacon et al., 1988) e con i generi Suillus, Tricholoma, 
Amanita, Cenococcum e Lactarius (Stenström et al., 1986). Al contrario, le speri-
mentazioni con Hebeloma spp., che formano mantelli particolarmente sottili, danno 
risultati variabili che si concludono spesso, dopo il trapianto, con la scomparsa del 
fungo introdotto (Le Tacon et al., 1988; Garbaye, 1990). Ciò nonostante, anche nel 
caso di micorrize con mantello denso e resistente, le caratteristiche fisiologiche pro-
prie del fungo ne condizionano il comportamento nella conservazione delle piante a 
radice nuda così che, ad esempio, nel caso di Thelephora terrestris la sopravvivenza 
su Pinus ponderosa a 4 °C è migliore rispetto a P. tinctorius (Alvarez e Linderman, 
1983), e le micorrize di L. laccata con Douglasia si riprendono più velocemente dopo 
il trapianto rispetto a quelle di T. terrestris (Guehl e Garbaye, 1991).

adattamento alle nuove condizioni ecologiche. Viste le differenze ecologi-
che tra il vivaio e la foresta, occorre che il fungo scelto per l’inoculazione si adatti 
ad entrambe. Ciò non avviene con Thelephora terrestris, efficiente e competitiva in 
vivaio, ma inefficiente in foresta e quindi velocemente sopraffatta dagli organismi 
indigeni. Anche Hebeloma cylindrosporum, che stimola ottimamente la crescita di 
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Douglasia in vivaio, in foresta scompare 
dopo il trapianto. Al contrario, L. laccata 
(Fig. 4) si mantiene attiva sia in vivaio sia 
in foresta, assicurando alla pianta una buona 
crescita per un periodo prolungato (Le Ta-
con et al., 1988). Lo studio dell’ecologia dei 
funghi micorrizogeni, su cui le conoscenze 
sono tuttora piuttosto frammentarie merita, 
quindi, la massima attenzione.

competitività nei confronti dei sim-
bionti indigeni e degli altri microrganismi 
del suolo. La recettività di un suolo foresta-
le nei confronti di una coppia fungo-pianta, 
cioè la sua attitudine ad accogliere la sim-
biosi micorrizica e a permettere il suo svi-
luppo (Duvert, 1987), dipende non solo dalle 
sue proprietà fisico-chimiche ma anche, e 
soprattutto, dalle sue proprietà microbiolo-
giche (Garbaye, 1983; De Oliveira, 1988). 
Quando la simbiosi è stabilita, l’habitat del 
fungo è, in realtà, l’interfaccia terreno/radi-
ce, ed è quindi naturale che il fungo dipenda solo in parte dalle caratteristiche del 
suolo. Al contrario, durante la fase critica della colonizzazione dell’apice radicale, che 
precede l’infezione micorrizica vera e propria, esso vive come saprotrofo a spese degli 
essudati radicali alla superficie delle radici stesse e nelle loro immediate vicinanze, 
in un piccolo volume di suolo influenzato dalla presenza della pianta, detto rizosfera, 
occupato da una comunità microbica affollata e molto diversificata (funghi, batteri, 
protozoi, ecc.). Qui le interazioni tra funghi micorrizogeni introdotti e microrganismi 
del suolo ospitante giocheranno un ruolo decisivo nell’estendersi della simbiosi a radi-
ci o piante limitrofe mediante infezioni secondarie. 

Tali interazioni potranno essere a danno (microrganismi inibitori) o a vantag-
gio (microrganismi ausiliari) della simbiosi (De Oliveira e Garbaye, 1989; Duponnois 
e Garbaye, 1990). Il successo finale della MC dipende, quindi, dall’equilibrio tra que-
sti due gruppi di microrganismi nel suolo. In particolare, può essere vantaggioso o ne-
cessario introdurre per inoculazione, insieme al fungo simbionte, anche elementi della 
microflora ausiliaria, come si fa in alcuni casi nel settore agricolo (Bashan, 1998).

Gli altri funghi ectomicorrizici preesistenti nel suolo forestale esercitano una 
competizione diretta per la colonizzazione e l’infezione delle radici delle piante intro-
dotte. Le esperienze d’inoculazioni multiple in condizioni controllate sono rare e si sa 
molto poco sui meccanismi di competizione in gioco. Le notizie disponibili si riferi-
scono solo alla sopravvivenza di singoli funghi introdotti. Alcuni esempi: Garbaye e 
Wilhelm (1984) e Garbaye (1990), in impianti di quercia su suolo limoso nel sud-est 

Fig. 4 - Corpo fruttifero di L. laccata 
su Pino mugo inoculato (foto Montecchio).
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della Francia hanno constatato che Scleroderma sspp. ed Hebeloma crustuliniforme 
sono molto più competitivi di L. laccata e Paxillus involutus, con un comportamento 
variabile ed imprevedibile. McAfee e Fortin (1986), in Quebec (Canada) su Pinus 
banksiana, hanno osservato che Laccaria bicolor è più competitiva di Rhizopogon 
pubescens e, soprattutto, di Pisolithus tinctorius.

Non esiste alcuna analisi di laboratorio che possa rapidamente e sicuramente 
determinare la recettività di un suolo all’introduzione di un determinato isolato fungi-
no e la competitività di quest’ultimo nei confronti di altri simbionti. Solo l’esperienza 
diretta in condizioni reali può valutare tale parametro in modo corretto: per questo la 
selezione di isolati efficienti è così lunga e difficile!

selezione degli isolati fungini

A quanto già detto sulle caratteristiche delle specie di simbionti e delle diffi-
coltà nella loro scelta per procedere all’inoculazione su piantine va aggiunto un ulte-
riore, importante aspetto: la variabilità intraspecifica. La selezione del materiale da 
utilizzare deve riferirsi a singoli isolati ed i risultati ottenuti con essi non sono esten-
dibili automaticamente ad altri isolati appartenenti alla stessa specie. La selezione ha 
davanti a sé un campo di lavoro quasi illimitato.

Criteri di selezione relativi all’ecologia ed alla biologia del fungo. Abbia-
mo già visto che un limitato numero di specie fungine che formano ECM, cosiddette 
“precoci”, è capace di associarsi in simbiosi con piante molto giovani. Dal momento 
che la tecnica di MC va utilizzata già in vivaio, la scelta della specie simbionte è 
già enormemente ristretta, dell’ordine di qualche decina di specie, tra le decine di 
migliaia di specie capaci in generale di formare ECM. Tra le specie precoci, andran-
no preferite quelle la cui associazione con gli alberi inoculati persiste più a lungo. 
Abbiamo anche già visto che singoli funghi si possono associare con singole piante 
forestali e che alcuni isolati sono più compatibili di altri con determinate provenienze 
o ecotipi vegetali. Tale aspetto va considerato quando si cerca un simbionte di piante 
non autoctone. 

In pratica, la selezione in base alle caratteristiche ecologiche si basa inizial-
mente su dati bibliografici, per poi passare alla scelta del singolo isolato mediante pro-
ve di laboratorio e successive minuziose osservazioni in condizioni locali (Malajczuk 
et al., 1990).

Criteri di selezione d’ordine tecnico. Oltre alle caratteristiche biologiche del 
fungo, che si esprimono nelle condizioni naturali, ne esistono altre che rivelano la 
loro importanza quando il fungo viene sottoposto alle manipolazioni necessarie per 
la produzione dell’inoculo e per l’inoculazione.
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Per essere utilizzabile, un isolato deve essere facilmente ed economicamente 
coltivabile in coltura pura, cioè su un substrato dalla composizione semplice e senza 
ingredienti dal costo eccessivo. Tale aspetto, ad esempio, esclude l’uso di funghi del 
genere Inocybe, molto comuni in vivaio ma difficili da isolare e coltivare.

strategie di selezione. Si propone di seguito un possibile percorso.
– Definizione della filiera di rimboschimento. Tutti gli elementi, dal vivaio alla fore-

sta, devono essere chiari: il clima, il suolo, la specie arborea, il tipo di coltivazione 
in vivaio, il tipo di terreno o di substrato artificiale, le necessità e modalità di con-
servazione, la tecnica d’impianto, ecc.

– Approccio ecologico nella scelta della specie. Studio della bibliografia disponibile e 
osservazioni in campo sulla specie ospite in esame nella regione di utilizzo (specie 
autoctone) o nelle aree di provenienza (specie esotiche), per effettuare la scelta tra 
i funghi disponibili: l’isolamento e la coltivazione di più isolati per ciascuna specie 
scelta costituisce la collezione da cui inizia il lavoro di selezione.

– Selezione in laboratorio. Qui il numero dei candidati si riduce notevolmente, in 
quanto si scelgono solo gli isolati di più facile coltivazione, con crescita maggiore, 
su diversi substrati di facile ed economica reperibilità, resistenti alle manipolazioni 
necessarie (conservazione al freddo, coltivazione su vermiculite o in substrato liqui-
do agitato, omogeneizzazione, ecc.). In futuro, probabilmente nuovi test di laborato-
rio, di tipo biochimico o molecolare, potranno essere utili per rendere più veloce e 
sicura questa prima fase della selezione. 

– Selezione in vivaio. In questo stadio si evidenziano altri aspetti del comportamento 
dei funghi in selezione che permettono di escluderli dalla scelta (bassa percentuale 
d’infezione, debole interferenza con i parassiti dell’apparato radicale, sensibilità al-
l’elevata fertilità delle parcelle di semina, debole competitività nei confronti di altri 
simbionti “contaminanti”, irregolarità e non ripetibilità dei risultati, ecc.). Si noti che 
la crescita in vivaio non è un aspetto fondamentale: non sempre la maggior crescita 
in vivaio corrisponde ad un effetto positivo permanente. Ad esempio, Stenström et 
al. (1986) hanno mostrato che Amanita muscaria aveva un effetto di diminuzione 
della crescita (40% di volume in meno rispetto al testimone non inoculato) su pino 
silvestre in vivaio, ma le stesse piante avevano un notevole aumento del volume 
(50% in più) alla fine dei tre anni dal trapianto in bosco. Comunque, la maggior cre-
scita in vivaio non è un elemento da scartare, perché può far ridurre di una stagione 
vegetativa la permanenza della piante in vivaio. Conviene, quindi, portare avanti 
nella selezione tutti gli isolati con effetto nullo o positivo per la crescita in vivaio.

– Selezione in pieno campo. Il test definitivo nella scelta degli isolati è l’impianto 
comparativo in pieno campo: la prova deve essere ripetuta in località diverse, ap-
plicando differenti tecniche d’impianto per valutare l’adattabilità del simbionte e la 
sua potenziale applicabilità.
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miglioramento genetico. Sinora si è trattato di selezione nell’ambito della 
variabilità naturale d’isolati “selvaggi”, presenti in natura e propagati per via vege-
tativa. L’utilizzo della riproduzione sessuata e di manipolazioni genetiche permette 
d’allargare la base di selezione e di agire su caratteri specifici, a patto di conoscere il 
determinismo fisiologico dell’efficacia dei simbionti per identificare i caratteri interes-
santi da studiare e facili da verificare in vitro:
– riproduzione sessuata. Il miglioramento genetico è stato utilizzato per i funghi eduli 

coltivati, per aumentarne la produttività o per le caratteristiche commerciali. Le 
stesse tecniche possono essere adattate ai funghi ECM secondo diversi principi: a) 
germinazione delle spore in vitro e ottenimento di omocarion; b) studio della varia-
bilità di questi per il carattere considerato; c) creazione dei dicarion e studio della 
polarità degli isolati e dell’ereditabilità del carattere in esame; d) accoppiamento 
degli omocarion migliori per creare un genotipo superiore al selvatico per il carat-
tere desiderato. Altre tecniche sono attualmente possibili: ad esempio, le indagini 
basate sul corredo enzimatico forniscono un utile strumento per abbreviare la fase 
di ricerca in laboratorio, sia nella selezione per l’efficienza che per la compatibilità 
(Wagner, 1987; Nguyen, 1989);

– ottenimento di mutanti. Sottoponendo dei protoplasti (cellule fungine private della 
loro parete per digestione enzimatica) a raggi ultravioletti o ad agenti mutageni 
chimici, e rigenerando poi il micelio da singoli protoplasti, è possibile ottenere 
organismi che presentano caratteri di utilità pratica nuovi o ad un livello superiore 
rispetto al preesistente in natura (Gay e Debaud, 1987; Gay et al., 1994);

– trasferimento di geni. Le recenti tecniche di biologia molecolare permettono di 
isolare un gene fungino, di inserirlo su un plasmide batterico, di moltiplicarlo come 
clone e di trasferirlo in un altro isolato fungino sotto forma di protoplasto, a partire 
dal quale si ottiene un micelio trasformato: l’isolato sarà un microrganismo geneti-
camente modificato.
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