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PREMESSA

Nei giorni 15-16 novembre 2002 si ¢ svolto a
Torino, presso il Dipartimento di Biologia
Vegetale dell'Universita, un Convegno di
Micologia, dal titolo “ La ricerca micologica
nella Societa Botanica Italiana, anno 2002. Stato
attuale e prospettive future”, organizzato nel-
I'ambito delle attivitd del Gruppo di Lavoro per
la Micologia della S.B.I. In questo numero
dellInformatore Botanico Italiano vengono
pubblicati, come lavori iz extenso, la maggior
parte degli interventi, suddivisi nei tre Simposi
dai seguenti temi:

- La biodiversita fungina: significato, censi-
mento e conservazione

- I funghi come biosensori nella protezione
dell’ Ambiente e della Salute

- Caratterizzazione biologica e molecolare di
macro- ¢ microfunghi

Su invito, hanno introdotto il primo e terzo
Simposio il prof. Walter Gams del CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures,
Utrecht) e il prof. Georgios 1. Zervakis del
National Research Foundation, Institute of
Kalamata.

[a cura di V. FILIPELLO MARCHISIO]
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Fungal diversity - relevance, estimates, needed data, projects

W. GAMS

ABSTRACT - Fungal diversity usually exceeds that of green plants and many zaxa are still to be discovered. A few major
publications give a very good survey of the situation, particularly the symposium “Fungal biodiversity: What do we know?
What can we predict?” organized by G.M. Mueller & ].P. Schmit at IMC7 in Oslo this summer.

Certain macrofungi and lichenized fungi are very good indicators of environmental quality. Among the macrofungi, myc-
orrhizal species are more sensitive to adverse effects than are the saprotrophic wood and litter decomposers. Endangered
species have been listed in many national red lists. Not only endangered plant species, but also fungi can serve as argu-
ments for the protection of a biotope.

What are high numbers of species? The completeness and coverage of lists rely very much on the capacities of the observ-
er. The inventory of microscopical fungi particularly depends on the method used. The number of species observed in
relation to the amount of work done follows a saturation curve, the steepness of which is strongly affected by the method
used. Inventories of soil fungi mostly comprise only culturable species, while the endomycorrhizal Glomerales are the most
important group of non-culturable soil fungi, and the equally abundant Basidiomycetes are mainly assessed by observing
above-ground fruiting-bodies. The completeness and value of species lists are variable. National checklists serve the more
limited purpose of nomenclatural standardization. A more or less standardized fungal nomenclature is an important com-
ponent of databanks. The CABI-CBS FUNINDEX is a very valuable basis that is accessible on-line and is supposed to cover
all published fungal names. Annotated databanks covering all names of particular fungal groups are the most valuable tool
in stabilizing fungal nomenclature. The German GLOPP project is an interesting initiative that combines basic scientific
organismic research and biodiversity informatics on plant-pathogenic fungi.

How many fungi do exist? Numbers of all kinds of fungi occurring in a particular area are always higher than those of the
green plant species. But it cannot be extrapolated from this observation that the proportion plants / fungi would hold on
a world scale as suggested by Hawksworth, because the distribution of fungal species is much less regionally constrained
than that of green plants. Hawksworth s estimate of some 1,500,000 extant fungal species seems exaggerated. Endophytes
in symptomless green plants appeared to be highly diverse and possibly account for numerous still unknown taxa. But also
the diversity of this ecological group within the extraordinary diversity of tropical plants is much lower than expected. In
no case does the present knowledge seem to encompass less than 25-30% of the extant taxa. An All Taxa Biological
Inventory (ATBI) in America is an interesting exercise to show how many fungal species could really be found in a limit-
ed area. It seems that the taxa that are most relevant (ecologically, physiologically) have already been described.

Progress in taxonomic knowledge is dramatic thanks to molecular phylogenetic methods. A phylogeny-supported classifi-
cation is supposed to be robust and to stand the test of time. Numerous cryptic species have been resolved in recent years.
The new, NSF-sponsored project AFTOL (Assembling the Fungal Tree of Life) is a fascinating collaborative initiative that
will serve to close many gaps in the presently available phylogenetic data, so that an almost ideal classification may soon
be reality. Nevertheless, morphological knowledge and understanding of the fungal structures remains crucial and great
care must be taken to prevent that taxonomists themselves become an endangered zaxon.

Key words: biodiversity, checklists

Because of environmental concerns about effects of ~ diversity of fungi also is related to the sustainability

pollution and global change, everybody now speaks
of biodiversity (SOLBRIG e# al., 1992). The broad
public has become aware of environmental deterio-
ration and threats to all living organisms and their
diversity. Biodiversity obviously is of great relevance,
also politically. In the general discussions, the diver-
sity of Fungi (and other microorganisms) is usually
not addressed in an adequate proportion, although
they are an essential part of the ecosystems. The bio-

of agriculture (HAWKSWORTH, 1991b). But those
who provide the necessary data and observations, the
expert taxonomists and ecologists, are not commen-
surately promoted and see little recognition of their
disciplines.

In a seminal paper, HAWKSWORTH (1991a), estimat-
ed the extant fungi to comprise some 1.5 million
species, contrasting strongly with the estimate of
approximately 80,000 known species (DICTIONARY
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2001). Thus, at present, only about 5% of the total
diversity of species would be known. Hawksworth
arrived at this estimate from an extrapolation of the
much better known numbers of green plants, which
in all parts of the world are lower than those of the
fungi by a factor of appr. 6.

A year later, WINTERHOFFE (1992) edited a volume
Fungi in Vegetation Science, in which some authors,
mainly Dutch, summarized the role of macromycetes
in the vegetation. In this volume I reviewed methods
for assessing the diversity of soil fungi.

A symposium, “Where are the missing fungi?”, was
held in the Asian Mycological Congress in Hong
Kong in 2000; the resulting volume was edited by
HypE (2001).

At IMC7 in Oslo this summer, a symposium was
organized by Greg Mueller: “Fungal biodiversity:
What do we know? What can we predict?” in which
authors tried to estimate numbers of known and
expected fungal species in different biotopes and
areas. | was invited to speak about the diversity of
soil fungi.

In August this year, a book edited by SIVASITHAMPARAM
et al. (2002): Microorganisms in Plant Conservation
and biodiversity appeared, in which I was invited to
deal with the preservation of microbial diversity ex
situ, while most other authors were concerned with
microorganisms in plant conservation (particularly
pathogens, mycorrhiza and nitrogen fixation).
Dutch mycologists are very active in inventorying
macromycetes and probably have progressed farthest
in this kind of documentation (works by ARNOLDS,
KUYPER, NAUTA and VELLINGA).

We have learned that many lichens and macrofungi
are excellent indicators of environmental quality.
Their numbers (numbers of species and individuals)
strongly decline in polluted areas. Among the macro-
fungi, mycorrhizal species are much more sensitive to
adverse effects than the saprotrophic wood and litter
decomposers. A decline in mycorrhizal species is par-
ticularly indicative of adverse conditions for tree
growth. The existance of some macromycete species
(red list species) is threatened, at least locally. The
populations involved can be saved by protecting the
biotope (much more important than preventing
mushroom picking) and, what is often much more
important, by eliminating harmful emissions from
traffic, power plants, and other industrial sources,
and also by reducing the use of pesticides and min-
eral fertilizers. Plant pathogens and their antagonists
are also variously affected by industrial emissions.
Thus the comparison of species inventories in pol-
luted and unpolluted habitats, or among different
decades characterized by different degrees of pollu-
tion, provides very valuable information about these
effects.

High numbers of fungi — a good environment?

What are high numbers? How many species live in a
particular biotope? Such numbers very much depend
on the capacities of the observer and the intensity of
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work. For macromycetes regularly repeated, accurate
assessments over several years are required to get a
reasonably complete picture of the occurrence of
fruiting-bodies, but molecular data have informed us
recently that many more species can be involved in
ectomycorrhiza formation than the number of
species we observe fruiting above the ground.

In studies of microscopical fungi, the method used
strongly determines the outcome. For example,
when isolating fungi from a soil, we usually isolate
richly sporulating and more or less fast-growing zaxa,
and particularly Basidiomycetes are underrepresented.
We obtain a saturation (rarefaction) curve that con-
tinues to increase for a very long time. Its shape
depends on the method used and the amount of
work invested. Even after 20,000 or more isolates are
identified, complete saturation is never achieved.

What is the value of a list of species? As indicated in
the preceding paragraph, the completeness of species
lists is quite variable. It is often difficult to get lists of
fungi that have been observed in a particular biotope
published in a journal, especially when these lists
originate from a single observation event. But the
recording in itself, especially when repeated over the
years, is of tremendous value. This is a question of
databanking. In countries like England and the
Netherlands (ARNOLDS ez al., 1995), much progress
has been achieved in this direction, and distribution
maps of particular species can be generated at any
moment when required (NAUTA, VELLINGA, 1995).
International harmonization of the acquisition and
storage of these data is of great importance to sim-
plify the procedures and to render the work efficient.
(Partial or complete) national checklists have a some-
what different scope. They simply serve as documen-
tation of everything that has ever been observed,
along with the current correct nomenclature for
these taxa. Checklists have been or are being pro-
duced in several countries, such as England, the
Netherlands, Germany, and Italy. In the
Netherlands, a critical approach has been adopted
(ARNOLDS et al., 1995), giving for each zaxon an
assessment of the nomenclature (incl. synonymies),
an interpretation of the application of the name, dif-
ferential morphological criteria, details of biotopes
and distribution. This voluminous work is arbitrari-
ly confined to macromycetes (Asco- and Basidio-
mycetes with fruitbodies of at least 1 mm size). In
Germany a much less critical list of all fungi has been
compiled but it has never been made public. An
interesting project has, however, been undertaken for
various groups of phytopathogenic fungi, for which
all possible aspects, including nomenclature, mor-
phology, and pathogenicity, have been recorded, and
documentation is given of relevant specimens and
literature. This information is compiled in ACCESS
structures in the GLOPP project (2000-2003) by
HAGEDORN, BRAUN, TRIEBEL and others (Global
Information System for the Biodiversity of Plant
Pathogenic Fungi). This initiative combines basic
scientific organismic research and biodiversity infor-
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matics on plant-pathogenic fungi; so far downy and
powdery mildews, smuts and rusts have been cov-
ered. It will contain application components like
Diversity descriptions (DeltaAccess version 1.7),
Diversity References, Diversity collection, Diversity
taxonomy and Diversity identify, together with sup-
port modules like Diversity users, Div. gazetteer, Div.
resources, Div. exsiccata. Questions can be answered
like: “Find all parasites that belong to imperfect
fungi, have been found on Rhododendron in
Germany, and have oblong, aseptate spores, 4-10 pm
large”. The national restriction of such enterprises
would entail a great deal of overlap between coun-
tries, but the international harmonization of efforts
will greatly facilitate the work.

A stable fungal nomenclature is desirable for compa-
rable inventories, but it is often not achieved;
nomenclators (lists of recognized names and their
synonyms) are important components of databanks.
An indispensable tool is the CABI-CBS databank
FUNINDEX, in which all names ever introduced are
listed, or rather are supposed to be listed, with pro-
tologue citations and synonyms. To really achieve
this objective, much further work is required, but an
initial version is accessible on-line, free of charge.
Complete lists of names for particular fungal groups
are gradually developing. Good examples are those
for species of Penicillium and Aspergillus and their
synonyms (PITT et al., 2000). Complete annotated
databases, which give the status of each name, with
typification and synonymy, will be the most valuable
basis for stabilizing the nomenclature. In the case of
Penicillium and Aspergillus, the relevant experts have
shown a beautiful collaboration worldwide. One
hopes that many more such databases will soon
evolve. Stabilization of nomenclature is a strongly
felt problem. The rules of the International Code of
Botanical Nomenclature (typification, priority of lit-
tle-known names) have often not been sufficiently
adhered to so far, and many name changes would
become necessary for strictly nomenclatural reasons
(unless prevented by conservation). Other name
changes due to real taxonomical progress (often
thanks to molecular work) will be unavoidable in any
case. To prevent name changes for nomenclatural
reasons, establishing a rule that listed names in cur-
rent use should be protected, at least for common
species, was attempted. This approach has failed in
international botanical debates and one of the rea-
sons for this is the incompleteness of the lists of zaxa
involved. But complete databases, in which the sta-
tus of each name is adequately evaluated, will
undoubtedly have the desired stabilizing effect,
whether the names are sanctioned by the Code or
not, and will prevent the resurrection of old names
that are associated with poor descriptions and are
now of doubtful application. The resurrection of
such names (at least when they are little-known) by
neotypification is bad mycological practice.

Red lists of endangered macromycetes have been
published in several countries. Different degrees of
rarity and threat are indicated. Habitats where many
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red-listed species occur can then be designated as
worth protecting. You will hear more about this from
other speakers this morning.

How many fungi do exist? Estimates of numbers of
extant species

The 2001 edition of the Dictionary (KIRK et al.,
2001) gives an estimate of some 80,000 recognized
named species, about 8,000 more than are recog-
nized in the 1995 edition, but an annual increase of
about 225 “good” species is estimated. As mentioned
above, HAWKSWORTH (1991a) estimated 1.5 million
extant species, taking the proportion Fungi : plants as
6: 1, an estimate that seems to me (and others) to be
too high. In other words, fide Hawksworth, at pres-
ent around 5% of the extant species would be
known.

How relevant is this debate to mycological research
and the mycological characterization of biotopes?
My heretical opinion is that this rather academic way
of debating is of limited relevance, but the debates
are nonetheless ongoing and therefore the problem
they pose requires some consideration here. In the
aforementioned Asian conference and the Oslo sym-
posium, it became clear that all such estimates are
highly speculative. Hawksworth and other authors
still defend the (putatively conservative) estimate of
1.5 million species, while ROSSMAN (1994) predicted
about 1 million.

Hawksworth’s initial estimate was based on the
obviously correct observation that the numbers of all
kinds of fungi occurring in a particular area were
always higher than those of the green plant species.
An error in extrapolation occurred, however, in sup-
posing that, on a worldwide scale, the distribution of
green plants and that of fungi would be subjected to
similar regional restrictions. Fungi generally have,
however, much wider distributions than plants do,
and they are often even cosmopolitan. It is true that
continental barriers often limit distribution more
strongly for macromycetes than for micromycetes.
Nonetheless, it seems questionable that the discrep-
ancy between fungal and plant numbers observed in
local areas should hold on a world scale.

It is obvious that many fungal species are still
unknown. Two major causes may account for this:
a) increasing numbers of cryptic species are being
recognized in molecular studies, and

b) search in little-studied regions on little-studied
substrata yields many new zaxa.

In the Asian Fungal diversity symposium (HYDE,
2001), authors tried to discern biotopes and regions
where the “missing fungi” might be found.
HAWKSWORTH (1991a) collected arguments to sup-
port his estimate. Whatever the estimate should be,
it is clear that studies in previously poorly studied
countries and on unusual hosts are likely to yield
many unknowns. Significant increases are expected
in unusual ecological groups, such as bryophilic
fungi or entomogenous Laboulbeniales. It is not sur-
prising that on endemic plants on remote islands
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such as Mauritius relatively many new species have
been found, particularly on Pandanus (DULYMAMODE
et al., in HYDE, 2001); even on this island, among
200 taxa identified, only 38 truly new species were
detected, i.e. less than 20% of the total number eval-
uated.

The distinction of cryptic species strongly increases
the number of species to be distinguished. What is
cryptic? Can they really not be distinguished mor-
phologically? What is to be adopted, the biological
species concept s.. or OSU (the Operative Specific
Unit of BRASIER, 1997)?

In view of accumulating knowledge on certain fun-
gal groups, experts have given estimates of the per-
centages expected for new findings. For macro-
mycetes totals of 53,000-65,000 or 85,000-110,000,
depending on the plant / macrofungus ratio for tem-
perate/boreal regions (either 2:1 for both or 2:1/5:1)
(MUELLER, Oslo 2002). In Hawaii, among 643
known macromycete species, 99 are endemic and an
expected 40% are still unknown (from DESJARDIN
and HEMMES). In the Corticiaceae worldwide, 64%
of species are expected to be unknown (an average of
17.6% of the known species is endemic to different
regions) (from LARSON and HJORTSTAM). In hypo-
geous fungi 75% are expected to be unknown (57%
of the known ones being endemic species) (from
TRAPPE).

An interesting approach is the All Taxa Biological
Inventory (ATBI) undertaken mainly by American
workers (ROSSMAN, 1994; ROSSMAN et al., 1998).
Initially it was planned to carry out the project in
Costa Rica, but then it was transferred to the Smoky
Mountains for political reasons. Numerous experts
on different fungal groups collaborate in this kind of
inventory, so that for a restricted area a potentially
large number of species becomes known. Instruc-
tions how to carry out such inventories have been
compiled by experts in a forthcoming book on
methods of assessing fungal diversity (MUELLER ez
al., eds.) to be published by Chicago University
Press. As a preliminary result, ROSSMAN (1994) esti-
mated 56,800 spp. for the USA and, based on the
ATBI, for the tropical site in Costa Rica, 39,600 spp.
in the area surveyed.

Diversities observed for different ecological groups

Host specificity is an important criterion for distin-
guishing zaxa, but its importance has often been
overestimated. A high degree of host specificity
among fungal zaxa would be a strong argument for
the existence of large numbers of species, but very
often the specificity is much lower than has been
anticipated, and therefore numbers of zxa have
often been overestimated. J.A. VON ARX was proud
of having synonymized some 600 species with the
single species Colletotrichum gloeosporioides, but it is
now recognized that this number of synonymes was
exaggerated and some additional valid species have
been identified within this complex. Host specificity
(ZHOU and HYDE, in HYDE, 2001 would speak of
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host-exclusivity, because the relation not exactly
proven), is observed in pathogens (particularly
biotrophic ones), (ecto-) mycorrhizal fungi, endo-
phytes, but not in saprobic species. “Host-recur-
rence”, a concept introduced by these authors and
defined as relatively frequent occurrence on a partic-
ular host, is the same as host preference!

Plant pathogens. Biotrophic pathogens show much
higher host specificity than is shown by necrotroph-
ic ones. But even so specificity does not usually go
beyond the level of plant genus or family.
Mycorrhizal fungi. Compared with the ca. 150
species of mostly unspecific arbuscular endophytes,
the thousands of ectomycorrhizal symbionts will
allow a much higher level of host specificity. It is
well-known that certain fungi are genus-specific, and
some have even been shown to distinguish among
subgenera of Pinus. Ectomycorrhizal fungi are
among the most limited in their extension, and con-
tinental barriers very often limit their ranges effi-
ciently. The numbers of species in this group do
exceed those of green plants, at least in our latitudes,
but not because of host specificity. Our understand-
ing of these matters is adequate because the taxono-
my of these fungi is relatively well studied.
Endophytes. The regular occurrence of endophytes
in asymptomatic green plants is a relatively recent
discovery, and a great diversity of such fungi could be
expected, supposing that these endophytes were rea-
sonably host-specific (PETRINI, 1996); specificity is
particularly evident for the co-evolved Epichloé-relat-
ed grass endophytes. But for woody plants, research
by CANNON ez al. (2002) in tropical countries has
shown that the host specificity of endophytic fungi is
much lower than anticipated and their diversity is
even rather low. In the distinction between establish-
ment specificity (latent infection, to be assessed with
several indirect methods) and expression specificity
(i.e., subsequent fruiting on the host surface,
PETRINI, 1996), the amplitude of the latter is seen to
be much narrower than that of the former and this
may suggest that the latter has a relatively high
degree of specificity.

Lichenized fungi. Among lichenized taxa, some
4,000 spp. are estimated to be missing (vs. 14,000
known); these new zaxa may be found anywhere, but
predominantly in primary tropical forests. In W.
Europe, an increase in the number of known species
is expected only through unravelling of cryptic
species (SIPMAN and APTROOT in HYDE, 2001).
Saprotrophs. Saprobes are generally not host-specif-
ic, except for some groups on unusual substrata, such
as palms or Pandanus (DULYMAMODE ez al., in HYDE,
2001). The highest diversity of freshwater fungi is
found in subtropical streams. 150 new species were
recently described from Hong Kong, mainly from
moist habitats; this constituted a 4-fold increase in
relation to what had previously been known (HYDE,
2001). This finding illustrates the impact of intensi-
fied research in such areas on diversity data.
Litter-decomposing Ascomycetes (including ana-
morphs) are obviously one of the major sources of
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missing faxa. New taxa are frequently published,
particularly from (sub-)tropical countries, an area
that is expected in any event to yield most of the
unknowns. But to our surprise, we recently learned
that some newly described species from one side of
the globe, near the equator, also occur at the
antipodes (data from Cuba and Japan).

Biodiversity of soil-inhabiting fungi (excluding
Basidiomycetes and zoosporic fungi) (GaMS, Oslo
2002). Soil fungi affect the be wellbeing of plants,
often as antagonists of pathogens, but also as pro-
ducers of chemical products or as tools used in
biotechnological applications (BILLS, 1995). Results
of biodiversity studies are very much determined by
the methods used and the amount of work invested
(GaMs, 1992). Efficient, rapid techniques for isola-
tion are desirable, but a single medium is usually not
sufficient to obtain the major part of the diversity
present. A major problem to ecologists is the distinc-
tion between active and dormant microorganisms in
the soil. Some 25 years ago, K.H. Domsch and I
compiled ecological data on some 400 common soil
fungi for the Compendium of soil fungi, based on
their supposedly rather cosmopolitan distribution.
In my more recent estimate (GAMS in Oslo 2002),
consideration was confined to culturable filamentous
fungi living in soil layers (excluding the much more
varied litter layer), with the exclusion of basid-
iomycete macromycetes, zoosporic fungi, and the
approximately 150 species of endomycorrhizal
Glomerales known worldwide. Some 200 species can
commonly be isolated from a rich agricultural soil.
Thus, published numbers and lists of species will
need a critical assessment, and absolute figures that
have been obtained by different observers in different
areas are probably not comparable. BILLS ez al
(2003), in the most recent compilation, gave maxi-
ma of more than 200 species in a single soil, when
some 20,000 isolates were obtained (highest num-
bers were reported for deserts of N. Arizona and S.
Utah and in Northern Upland conifer-hardwood
forests of Wisconsin). The same authors calculate a
“theoretical minimum” of 1,400-1,800 culturable
species occurring in 15 tropical vegetation types of
Costa Rica (including litter fungi), after finding 183-
450 species per vegetation type and assuming that
57.5% of the species would be unique to eac}gl plot
when two adjacent vegetation types were compared.
But they ignore the fgact that with each additional
plot examined this percentage will drastically
decline.

The Centraalbureau voor Schimmelcultures in
Utrecht (CBS, ANONYMOUS, 2001) preserves a great
diversity of soil fungi. The CBS database presently
contains 5,768 isolates originating from soil or roots,
distributed over appr. 2,430 species. From these
2,430 species we subtract 131 species of zoosporic
fungi and 89 macromycete basidiomycetes, thus
obtaining 2,210 species. This number may account
for about 70 % of the known species available in cul-
ture. Thus we expect some 3,150 spp. of described
soil fungi. Adding another ca. 150 spp. of arbuscular
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symbionts in the Glomerales, we arrive at 3,300 esti-
mated species of soil fungi presently known. The
annual increment in the numbers of described soil
fungi has only slightly accelerated due to refined
molecular differentiation (distinction of cryptic
species). In the years 1991-1996, 114 (incl. 6
Oomycetes) new species records were entered in the
CBS database for soil fungi. In the years 1997-2002,
108 new species (incl. 12 Oomycetes) were added, i.e.,
ca. 20 species per year.

Most soil fungi spread easily and are regarded as cos-
mopolitan. Even in tropical forests, many taxa are
similar to those found in temperate latitudes and the
numbers of species for a particular soil are normally
not higher or even lower than those observed in
temperate regions (PFENNING in HYDE, 1997;
BETTUCCI, ROQUEBERT, 1995). Molecular studies
tell us, however, that continental barriers exist deter-
mining a phylogeographical differentiation for
slimy-spored species (Fusarium, Trichoderma etc.).
Clearly defined species have narrower distributions
than has hitherto been supposed.

In the genera Fusarium and Trichoderma taxonom-
ic knowledge is rapidly increasing and the numbers
of species have increased considerably. In Fusarium
(the CBS database now contains 138 axa), many
new species have recently been described. In
Trichoderma/Hypocrea a similar strong increase has
been noticed; the present number of appr. 40 species
is likely to triple with the intensive molecular
research going on (SAMUELS ez al., 1998). In the even
more ubiquitous genera Penicillium and Aspergillus
(now ca. 300 and 200 spp. known, respectively),
R.A. SAMSON and J.C. FRISVAD (pers. comm.) expect
that at least 50% of the extant species have been
described.

The phenomenon of cryptic species, i.e., morpho-
logically little-differentiated and so far overlooked
species discovered thanks to molecular work, is prob-
ably a major factor contributing to increased num-
bers of species in these genera.

Will direct molecular inventories drastically increase
the numbers of soil fungi as they did with mycor-
thizal fungi? DGGE and TGGE are elegant tech-
niques to monitor the diversity in fungal DNA pres-
ent in a soil. In none of the recent studies using these
methods, however, have the above numbers of
species been reached or exceded. This may be due to
the fact that the 18S sequences used so far do not
sharply distinguish between closely related species.
The method will become particularly relevant when
the diversity of RNA is assessed, possibly with some
quantification, to determine the proportion of fungi
that are really active in a soil.

For any group of fungi, sampling in remote areas,
particularly near the centres of the evolution of par-
ticular fungal groups, is promising for rapidly
increasing the number of known species. The same
promise applies to studies on unusual habitats for
soil fungi, e.g., the nests of terrestrial animals.

In no case does the present knowledge seem to cover
less than 25-30% of extant zaxa, an estimate that
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represents a considerably more hopeful picture than
that sketched by HAWKSWORTH. Still, at the present
rate of appr. 225 new raxa described per year
(Dictionary) including about 100 lichenized fungi
(S;rMAN and APTROOT in HyDE, 2001), about
another 480 years may be necessary to describe the
missing 60-70% of species (for lichens perhaps only
40?), if work continues at the present rate.

And what is the consequence if many species are not
described? How relevant are the unknowns? The
most discomforting aspect is of course the rapid
destruction of so far little explored tropical biotopes
(HYDE, 1997), particularly rain forests, where many
of the unknowns are likely to become extinct before
they have ever been named. You can never tell a pri-
ori whether a new zaxon will eventually turn out to
be valuable to mankind. But on the other hand, it is
likely that most of the common and really relevant
taxa have already been named and described.
Relevance to humans is a criterion that strongly
affects the choice of research projects to be under-
taken and herewith the chance that new taxa will be
described. This criterion very often dictates intensi-
fied study of already rather well-known fungal
groups or biotopes rather than a move to little
explored niches that can be expected to be richest in
taxonomic novelty.

Ongoing projects, scopes and needs

Biologists enjoy the beauty of high biodiversity in
any group of organisms they encounter in a natural
habitat. Lichens and macromycetes are particularly
attractive to the naturally curious observer in that
their diversity pleases the eye. To bring this curiosity
to scientific fruition, local inventories, checklists,
databanks and red data lists can be made as has been
mentioned. Such work, continued over many years,
is important in view of the observed decline in
species diversity as a result of environmental deterio-
ration and pollution. Strengthening it by combining
it with the best databasing techniques is desirable. A
particularly important aspect is that voucher materi-
al should be deposited in herbaria and, likewise, pure
cultures in culture collections; these are indispensa-
ble sources of documentation (HAWKSWORTH and
MOUND, in HAWKSWORTH, 1991b). Molecular work
already profits from such material in view of rapid
genetic changes that may occur in natural popula-
tions of pathogens. The importance of herbaria and
culture collections as depositories of material and
taxonomic research centres cannot be emphasized
enough.

Protection of fungal diversity is achieved by biotope
protection and also by enforced reduction of emis-
sions, much more than by regulation and limitation
of mushroom picking. In many cases, a remission or
even a reversal of the decline in biodiversity may be
noted to have arisen as a consequence of reduced
emissions and renaturation (e.g., also litter removal).
It is amazing how quickly fungal species that had
long been absent can recover from decline, as if they
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had found hidden niches where they could survive
adverse conditions for decades. While a final extinc-
tion is often observed with plants or animals, a long
environmental absence for fungi need not be taken
as final, and survival of the threatened species is often
possible, at least in separate areas.

In the first instance, the knowledge of zaxa “relevant
to mankind” is important: these relevant raxa
include those with pathogenic roles, as well as antag-
onists of pathogens or insects, but also, simply, rare
taxa that are indicative of valuable biotopes. Rarity of
certain species may vary from one country to the
other, but genera like Ramaria or Hydnellum, are
generally indicators of interesting forest locations,
while diverse species of Hygrocybe indicate valuable
grasslands.

What exactly is needed to monitor the health of an
environment and to preserve its health? Extended
inventories of macromycetes and lichens are valuable
to monitor deleterious environmental effects and for
this reason deserve our full support. A high diversity
of macromycetes in a biotope documents its biologi-
cal value, demonstrating that it deserves protection.
For such biotopes, a management plan will have to
be developed based on inventories of fungi and an
assessment of the impact of external factors on their
occurrence. Then specific measures can be taken to
maintain or increase this value, such as regulation of
the groundwater table, allowing the free movement
of dune-building sand, mowing or grazing the herba-
ceous vegetation, fertilizing or liming of soils, avoid-
ing removal of debris and dead wood, but, on the
other hand, allowing necessary interventions such as
removal of the litter layer, weeding certain plants,
and controlled burning (KUYPER, 1994).

A high diversity of microorganisms is likely to pre-
vent the mass multiplication of pathogens, but the
presence of specific antagonists is even more impor-
tant and may possibly be artificially improved by
biological control measures. A high diversity of
species in a soil can be protected by regulating prac-
tices in forestry or agriculture, particularly by man-
dating a reduced application of fertilizers and pesti-
cides. Under such conditions it is likely that a high
antiphytopathogenic potential of such soils can
develop. For arbuscular endophytes of the Glomerales
a protective role has already been demonstrated and
their importance to plant growth has only recently
been fully appreciated (VAN DER HEIDEN ez al.,
1998).

Who is to do the work?

At present it is common that the numbers of avail-
able amateurs are higher than those of professionals,
and these amateurs are often better qualified for field
work than are the professionally trained biologists. A
good taxonomic knowledge is indispensable and all
those participating in this work must carefully watch
developments in taxonomy. The progress in taxono-
my is enormous thanks to molecular methods, but
far too few experts are available to do the necessary
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work. The beginning project AFTOL (Assembling
the Fungal Tree of Life), sponsored by the National
Science Foundation, is to be a fascinating collabora-
tive initiative that will serve to close important gaps
in the available molecular data, so that a robust, phy-
logeny-based system of the Fungi can be recon-
structed. Informations systems that are coming up at
high speed will facilitate the identification work but
cannot compensate for the increasing shortage of
competent personnel.

Universities should develop much more activity in
training mycologists using both morphological crite-
ria (a life-long learning process!) and molecular
methods. Molecular taxonomy has brought about
extraordinary progress in the phylogenetic overview
of the fungi, but morphological recognition of the
individual taxa, often in accordance with a modern-
ized concept, remains indispensable. Understanding
morphology is the basis for understanding the func-
tion of a fungus. It is by no means of secondary
importance now that molecular identification meth-
ods become available. It is no exaggeration to say that
taxonomists are also becoming an endangered zaxon.
“If the biodiversity of this planet is to have a future,
then it is essential that we significantly enhance our
knowledge, in breadth as well as in depth, of the
organisms around us” (HAWKSWORTH and MOUND
in HAWKSWORTH, 1991b). Students should be alert-
ed to this need and made aware of the beauty of fun-
gal morphology.
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supera quella delle piante verdi e molti taxa devono anco-
ra essere scoperti. Alcune importanti pubblicazioni offro-
no un quadro molto esauriente della situazione, in parti-
colare il simposio “Fungal biodiversity: What do we
know? What can we predict?”, organizzato questa estate
da G.M. Mueller & J.P. Schmitt in occasione dell’ IMC7
di Oslo.

Alcuni macrofunghi e funghi lichenizzati sono eccellenti
indicatori di qualitd dell’ambiente. Tra i macrofunghi, le
specie micorriziche sono pil sensibili agli effetti avversi
rispetto a quelle saprotrofe, attive nella decomposizione
del legno e della lettiera. Le specie minacciate sono state
elencate in molte red lists nazionali. Anche i funghi in
pericolo di estinzione, come le piante verdi, possono ser-
vire come argomenti per la protezione di un biotopo.
Quale ¢é il numero di specie? La completezza e il grado di
copertura delle liste risente molto delle capacita dell’osser-
vatore. Linventario dei funghi microscopici dipende
soprattutto dal metodo usato. Il numero di specie osserva-
te, in relazione alla quanticd di lavoro fatto, segue una
curva di saturazione la cui pendenza ¢ fortemente influen-
zata dal metodo usato. Gli inventari dei funghi del suolo,
nella maggior parte dei casi, comprendono soltanto le spe-
cie coltivabili e le endomicorriziche Glomerales sono il
gruppo pitt importante di funghi del suolo non coltivabi-
li; d’altra parte i basidiomiceti, ugualmente importanti,
sono valutati soprattutto sulla base dell’osservazione dei
corpi fruttiferi epigei. La completezza e il valore delle liste
¢ variabile. Le checklists nazionali servono al proposito pilt
limitato della standardizzazione nomenclaturale. Una
nomenclatura fungina pilt 0 meno standardizzata ¢ un’im-
portante componente delle banche-dati. CABI-CBS
FUNINDEX ¢ una base molto preziosa, accessibile on line,
che probabilmente copre tutti i nomi di funghi pubblica-
ti. Le banche-dati che coprono tutti i nomi di particolari
gruppi fungini sono i piut preziosi mezzi per ottenere la
stabilizzazione della nomenclatura fungina. Il progetto
tedesco GLOPP & un’interessante iniziativa che combina la
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ricerca scientifica di base sugli organismi e I'informatizza-
zione della biodiversita dei funghi fitopatogeni.

Quante specie di funghi esistono veramente? 11 numero di
funghi di una determinata area & sempre maggiore di
quello delle piante verdi. Tuttavia da questa osservazione
non si pud estrapolare che il rapporto piante/funghi possa
essere valido anche su scala mondiale come sostenuto da
Hawksworth, perché la distribuzione delle specie fungine
¢ molto meno vincolata regionalmente rispetto a quella
delle piante verdi; la stima di Hawksworth di 1.500.000
specie esistenti sembra esagerata. Gli endofiti di piante
verdi prive di sintomi sembravano essere molto diversi e
probabilmente comprendono numerosi taxa ancora sco-
nosciuti. Ma anche la diversita di questo gruppo ecologi-
co, in confronto alla straordinaria diversita delle piante
tropicali, € molto pitt bassa del previsto. In nessun caso lo
stato attuale delle conoscenze sembra comprendere meno
del 25-30% dei taxa esistenti. Un inventario biologico di
tutti i taxa (ATBI) in America & un interessante esercizio
per dimostrare quante specie fungine potrebbero realmen-
te essere trovate in un’area limitata. C’¢ da ritenere che i
taxa che sono pil rilevanti (ecologicamente e fisiologica-
mente) siano gia stati descritti.

Il progresso nelle conoscenze tassonomiche & merito dei
metodi molecolari filogenetici. Si ritiene che una classifi-
cazione filogenetica sia ben fondata e stabile nel tempo.
Numerose specie criptiche sono state risolte negli anni
recenti. Il nuovo progetto AFTOL (Assembling the
Fungal Tree of Life), sponsorizzato dal NSEF, ¢ una interes-
sante iniziativa in collaborazione che servira a colmare
molte lacune nei dati filogenetici attualmente disponibili,
affinche una classificazione quasi ideale possa presto esse-
re realtd. Cionondimeno la conoscenza della morfologia e
la comprensione delle strutture fungine rimane cruciale e
grande attenzione deve essere dedicata al fine di impedire
che i tassonomi stessi diventino un taxon a rischio di estin-
zione.

Walter Gams, Centraalbureau voor Schimmelcultures, PO. Box 85167, 3508 AD Utrecht, the Netherlands
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La biodiversita fungina in Sicilia
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ABSTRACT - Fungal biodiversity in Sicily — The assessment of fungal biodiversity in Sicily is still in progress. On the basis
of literature and field data the author reports the number of fungi for each investigated ecosystem in the Sicilian territo-
ry. The author also takes into consideration the presence of rare species and the bioprospecting actions recently carried out
on Pleurotus growing on Umbelliferous plants and Daldinia concentrica “species complex”.

Key words: bioprospecting, fungal biodiversity, Sicily

INTRODUZIONE

Sin da tempo remoto il territorio siciliano ha offerto
ai naturalisti “un campo vasto di osservazioni e sco-
perte” (RAFINESQUE SCHMALTZ, 1810) e le ricerche
effettuate da vari studiosi italiani e stranieri hanno
messo in evidenza un alto livello di diversita nell’am-
bito dei differenti ecosistemi che caratterizzano
I'Isola.

Per alcuni naturalisti e botanici, che esplorarono la
Sicilia tra la fine del 1600 e I'inizio del secolo XIX, 1
funghi rappresentarono un gruppo di organismi da
osservare con interesse per la molteplicita di forme e
colori. Brevi elenchi di funghi sono riportati in
appendice alle monografie pubblicate da BOCCONE
(1674), CupaANI (1696-1697) e BERNARDINO DA
UcriA (1789). A questi autori va comunque ricono-
sciuto il merito di avere fornito, oltre alle prime som-
marie descrizioni dei caratteri morfologici di alcune
entita fungine, anche delle informazioni di carattere
etnomicologico sui nomi dialettali e sugli usi medici-
nali in uso nelle varie contrade della Sicilia
(BERNARDINO DA UCRIA, 1789).

I contributi pit significativi alla conoscenza della
biodiversita fungina in Sicilia, con particolare riferi-
mento ai funghi macroscopici (sensu ARNOLDS,
1981), sono quelli pubblicati da Giuseppe Inzenga,
agronomo e direttore dell'Istituto Agrario Castel-
nuovo di Palermo, e da Francesco Mina Palumbo,
medico-naturalista di Castelbuono, comune della
provincia di Palermo ricadente all’interno del Parco
delle Madonie.

Giuseppe Inzenga nella seconda meta dell’800 pub-
blica due Centurie sui funghi siciliani (INZENGA,
1865-1869) nelle quali sono contenute duecento
descrizioni di funghi macroscopici e 18 tavole a colo-
ri ed in bianco e nero in cui sono complessivamente

raffigurati 37 taxa (VENTURELLA, 1999).

Con il recente ritrovamento di tutti i disegni dei fun-
ghi che Inzenga non riusci a pubblicare nelle
Centurie per carenza di fondi, si rende oggi disponi-
bile un patrimonio sommerso di informazioni dai
pil ritenuto inesistente o irrimediabilmente perduto
(VENTURELLA, 2001).

Ai materiali di studio di Inzenga si ¢ fatto riferimen-
to per 'avvio degli studi sulla caratterizzazione tasso-
nomica, ecologica e distributiva dei pleuroti delle
ombrellifere e per ricerche di carattere applicativo su
alcune varieta che fruttificano sui residui radicali di
piante dei generi Eryngium L., Ferula Gaertner,
Elaeoselinum Koch., Cachrys L. e Thapsia L.
(ZERVAKIS, VENTURELLA, 2002).

Il ritrovamento dei materiali di studio e dei disegni
inediti di Inzenga consente inoltre di attribuire con
precisione il rango tassonomico a ciascuna specie
descritta e di analizzare criticamente alcune segnala-
zioni floristiche effettuate da successivi Autori. Ad
esempio, 'analisi dei materiali d’erbario di Inzenga
mette in evidenza che Lyophyllum littoralis (Ballero e
Contu) Contu, segnalato come nuovo ritrovamento
per I'Ttalia da BALLERO, CONTU (1990), era stato gia
descritto da Inzenga (sub: Agaricus), intorno alla
meta del 1800.

Un altro rilevante contributo alla conoscenza della
biodiversita fungina della Sicilia, e delle Madonie in
particolare, emerge dagli studi di Francesco Mina
Palumbo. In attesa della pubblicazione dell'intera
opera iconografica del Mina un’analisi dei materiali
di studio del naturalista castelbuonese mette in evi-
denza la presenza di disegni relativi a 102 macromi-
ceti raffigurati in 10 tavole (MAZZOLA, VENTURELLA,
1991).
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Gli studi di Inzenga e di Mina Palumbo, insieme a
quelli effettuati da ScALIA (1900, 1901, 1902) sui
macromiceti ed 1 micromiceti della Sicilia orientale e
dell’Etna, sono stati, sino al 1991, gli unici riferi-
menti per la valutazione della biodiversita fungina

dell’Isola.

VALUTAZIONE QUALI-QUANTITATIVA DELLA FLORA
MICOLOGICA SICILIANA

Agli inizi degli anni 90 gli aderenti al Gruppo di
Lavoro per la Micologia della Societa Botanica
Italiana, riprendendo un’idea progettuale di G. Govi,
a quel tempo Presidente dell’'Unione Micologica
Italiana, e con riferimento ad altri progetti avviati in
ambito regionale (BELLU, 1992), misero a punto uno
specifico programma di ricerca finalizzato al censi-
mento ed alla cartografia dei macromiceti in Italia
(ONOFRI, 1994).

Alcune regioni, tra cui la Sicilia, avviarono in paral-
lelo analoghi programmi di ricerca allo scopo di
intensificare 'esplorazione micofloristica nel proprio
ambito territoriale e di fornire un contributo alla
conoscenza della distribuzione e dell’ecologia delle
specie fungine (VENTURELLA, 1992).

Un primo resoconto quantitativo sulla biodiversita
fungina della Sicilia venne fornito da VENTURELLA,
Mazzora (1991) i quali individuarono nelle provin-
ce di Catania, Palermo e Messina gli ambiti territo-
riali in cui era presente il maggior numero di taxa.
In particolare, sulla base dei dati riportati in 248
lavori scientifici pubblicati nel periodo 1814-1991
(VENTURELLA, 1991), la consistenza della micoflora
della Sicilia risultava pari a 1564 taxa di cui circa la
meta con basidiomi ed ascomi visibili ad occhio
nudo (macrofunghi sensu Arnolds).

A partire dal 1991 la ricerca micologica in Sicilia &
stata prevalentemente orientata verso la valutazione
della diversita fungina nei differenti ecosistemi che
caratterizzano il territorio isolano e ha trovato soste-
gno in progetti finanziati da Enti pubblici e in colla-
borazioni attivate con Istituti di ricerca operanti in
campo nazionale ed all’estero.

Un importante passo in avanti verso una corretta
valutazione della consistenza della micoflora sicilia-
na, sebbene al momento limitato ai basidiomiceti, &
stato compiuto con la partecipazione al progetto di
ricerca su “Check-list dei funghi italiani” finanziato
dal Ministero dellAmbiente e coordinato da S.
Onofri (Viterbo).

Lelaborazione dei dati raccolti sino ad oggi evidenzia
per la Sicilia un numero di basidiomiceti macrosco-
pici pari a 1.248. Si tratta di un numero ancora lon-
tano dalla reale consistenza della micoflora siciliana
che ¢ stimabile, tenuto conto anche dei funghi
microscopici, in 3.500-4.000 taxa.

Lo stato di avanzamento delle ricerche consente
comunque di fornire una prima valutazione del
numero di taxa presenti nei principali ecosistemi del
territorio siciliano pur essendo tale valutazione forte-
mente condizionata dalla presenza in letteratura di
dati riferici alla Sicilia, difficilmente attribuibili con
certezza all’'uno o all’altro ecosistema o in alcuni casi
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ad un preciso ambito territoriale. Cid nonostante,
dal grafico di Fig. 1, ¢ possibile notare come i quer-
ceti esprimano il pit alto livello di diversita specifica
(891 taxa) seguiti dai boschi di faggio (498 taxa),
dalle pinete (388 taxa) e dai castagneti (246 taxa).
Le ricerche effettuate in alcune Riserve e Parchi
regionali hanno inoltre evidenziato la presenza sul
territorio isolano di specie rare quali Amanita separa-
ta Contu e A. tarda (Trimbach) Contu (VENTU-
RELLA, SAITTA, 2002) e di specie a rischio di estinzio-
ne quali Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quél. Inoltre
Entoloma plebeioides (Schulz.) Noordel., il cui areale
era sino ad oggi limitato all’Europa centro-setten-
trionale, ¢ stato recentemente raccolto nel Parco della
Favorita all’interno della citta di Palermo (VENTU-
RELLA, 2002).

Infine I'elaborazione dei dati relativi alla biodiversita
fungina in Sicilia consente una prima classificazione
di alcuni territori quali Imporant Fungus Areas
(IFA’s) e 'identificazione di gruppi tassonomici che,
opportunamente caratterizzati dal punto di vista
genetico, possono essere utilizzati per ricerche di
carattere applicativo.

Fig. 1
Numero di funghi per ecosistema.
Number of fungi for each investigated ecosystem.

BIOPROSPECTING

Alle tradizionali attivita di ricerca sulla distribuzione
e sull’ecologia dei funghi si sono recentemente
aggiunte azioni di bloprospectmg rivolte alla coltiva-
zione di nuove varieta di funghi eduli per il mercato
ed all’isolamento di metaboliti secondari in alcune
entith dei generi Pleurotus (Fr.) P. Kummer e
Daldinia Ces. & De Not.

Un particolare interesse applicativo mostrano i pleu-
roti delle ombrellifere sui quali sono state effettuate
ricerche finalizzate alla caratterizzazione del valore
alimentare e del contenuto in metaboliti secondari.
In particolare nei pleuroti delle ombrellifere sono
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presenti quantitd nutrizionalmente significative di
riboflavina, niacina, cobalamina e biotina. Inoltre la
vitamina B, & presente in quantitd notevoli in
Pleurotus nebrodensis per cui tale fungo pud rappre-
sentare una valida alternativa nelle diete di tipo vege-
tariano. Ulteriori analisi effettuate in collaborazione
con il Dipartimento di Chimica Organica dell’Uni-
versitd di Pavia evidenziano nei pleuroti delle om-
brellifere la presenza di steroli e derivati di acidi gras-
si quali ergosterolo, esteri etilici ed acidi grassi insa-
turi (VENTURELLA, FERRI, 2001).

Un secondo caso di studio ¢ quello relativo a
Daldinia concentrica (Bolton : Fr.) Ces. & De Not.,
ascomicete lignicolo presente in Sicilia su numerose
latifoglie spontanee ed ornamentali, la cui variabilita
risulta essere molto pilt ampia rispetto a quanto sino-
ra riportato in letteratura. Le analisi molecolari e tas-
sonomiche svolte in collaborazione con il Bayer
Pharma Research Center di Wuppertal (Germania)
evidenziano che gran parte delle raccolte di D. con-
centrica, di provenienza mediterranea, sono da attri-
buire ad una specie pantropicale Daldinia eschscholzii
(Ehrenb. : Fr.) Rehm (STADLER ez 4l., 2002).

Ringraziamenti — Lavoro effettuato con il contributo della
Provincia Regionale di Palermo. Progetto SIM (Sid di
interesse micologico e valorizzazione della biodiversita
fungina).
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RIASSUNTO - La valutazione della consistenza della
micoflora sul territorio siciliano & ancora in fase di defini-
zione. Sulla base dei dati riportati in letteratura e delle atti-
vita di censimento effettuate nell’ultimo decennio viene
indicato un numero di funghi per ciascun ecosistema stu-
diato. Lautore riporta in sintesi i risultati delle azioni di
bioprospecting messe in atto in Sicilia sui pleuroti delle
ombrellifere e sull’ascomicete lignicolo Daldinia concentri-
ca.

Giuseppe Venturella, Dipartimento di Scienze Botaniche, Universita di Palermo, Via Archirafi 38, 90123 Palermo
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Contributo alla conoscenza dei funghi lignicoli della Sicilia

A. SAITTA, A. BERNICCHIA e GG. VENTURELLA

ABSTRACT — Contribution to the knowledge of lignicolous fungi from Sicily — The authors report a list of 209 lignicolous

fungi collected on different plants and substrata. Among the taxa recorded, 13 are rare and 6 are reported for the first time

from Sicily.

Key words: biodiversity, lignicolous fungi, Sicily

INTRODUZIONE

La componente lignicola della flora micologica costi-
tuisce uno degli aspetti pili interessanti ma anche
meno conosciuti della biodiversita fungina in Sicilia.
I funghi lignicoli, come & noto, esplicano la loro azio-
ne di colonizzazione su vari substrati e in differenti
habitat. Tale azione ¢ favorita dalle tecniche di
gestione selvicolturale dei boschi, dai frequenti
incendi che alterano la struttura e la fisionomia delle
cenosi vegetali e dalla pressione antropica.

Tra i funghi lignicoli una componente interessante &
rappresentata dai patogeni agenti di carie e dai sapro-
fiti che fruttificano sulle numerose esotiche che,
soprattutto all'interno dell’Orto Botanico, delle ville,
dei giardini storici e delle alberature stradali della
citta di Palermo, contribuiscono a caratterizzare il
verde ornamentale.

In Sicilia i dati sulla distribuzione e 'ecologia dei
funghi lignicoli sono piuttosto frammentari ed i dati
disponibili sono distribuiti in numerose pubblicazio-
ni, spesso sotto forma di semplice elenco dei binomi
scientifici e senza una precisa indicazione degli ospi-
ti, dei substrati e dei periodi di fruttificazione.
Nell’'ambito delle attivita previste in differenti pro-
getti di ricerca si ¢ avviato uno specifico studio fina-
lizzato al censimento dei funghi lignicoli del territo-
rio siciliano allo scopo di incrementare le conoscen-
ze sugli stessi e sul loro ruolo ecologico.

MATERIALI E METODI

Le raccolte sono state effettuate durante tutto I'anno
in differenti ecosistemi agrari e forestali ricadenti nel
territorio siciliano e su alcune esotiche che caratteriz-
zano il verde ornamentale della citta di Palermo.

Il materiale raccolto ¢ stato identificato in laborato-

rio attraverso l'uso delle seguenti chiavi analitiche:
JULICH (1989), RYVARDEN, GILBERTSON (1993-
1994), BREITENBACH, KRANZLIN (1986) e
BERNICCHIA (1990) per le Aphyllophorales; MOSER
(1980), BREITENBACH, KRANZLIN (1991, 1995),
COURTECUISSE (1994) per le Agaricales, HIORTSTAM
et al. (1987, 1988), ERIKSSON, RYVARDEN (1973,
1975, 1976), ERIKSSON ez al. (1978, 1981, 1984) per
le Corticiaceae; DENNIS (1981), BREITENBACH,
KRANZLIN (1981) per gli Ascomycota.

In alcuni casi, per la identificazione dei funghi ligni-
coli raccolti, sono stati utilizzati reagenti chimici
quali il reattivo di Melzer ed il KOH.

I binomi scientifici delle piante su cui sono stati rac-
colti i funghi lignicoli, riportati in questo studio in
Tab. 1, sono stati cosi codificati: Fagus sylvatica L.
(Fs), Quercus petraea (Mattuschka) Liebl. (Qp),
Quercus suber L. (Qs), Quercus pubescens Willd s.l.
(Qu), Quercus congesta Presl (Ql), Quercus virgiliana
(Ten.) Ten. (Qv), Quercus cerris L. (Qc), Quercus gus-
sonei (Borzi) Brullo (Qg), Quercus ilex L. (Qi), Acer
campestre L. (Ac), Fraxinus ornus L. (Fo), Castanea
sativa Miller (Cs), Populus canescens (Aiton) Sm.
(Pc), Populus alba L. (Pa), Pinus halepensis Miller
(Ph), Pinus nigra Arnold (Pn), Pinus pinea L. (Pp),
Olea europaea L. var. sativa Hoffmg. et Link (Oe),
Salix alba L. (Sa), Salix pedicellata Desf. (Sp),
Fraxinus angustifolia Vahl (Fa), Eucalyptus camaldu-
lensis Dehnh. (Ec), Cistus salvifolius L. (Ci), Cistus
creticus L. (Cc), Crataegus laciniata Ucria (Cl),
Prunus domestica L. (Pd), Prunus dulcis (Miller) D.
A. Webb (Pu), Pyrus amigdaliformis Vill. (Py), Morus
alba L. (Ma), Platanus hybrida Brot. (Pl), Pistacia
lentiscus L. (Pe), Phillyrea latifolia L. (Pi), Tamarix
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africana Poiret (Ta), Laurus canariensis Webb. &
Berth. (L¢), Casuarina torulosa [Dryand in.] Ait.
(Cv), Sophora japonica L. (Sj), Ricinus communis L.
(Re), Ficus microcarpa L. (Fm), Ceratonia siliqua L.
(Ce) e Parkinsonia aculeata L. (Pk).

Gli exsiccata delle raccolte sono depositati presso
I Herbarium Mediterraneum di Palermo (PAL).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nel corso di questo studio sono stati censiti 209 taxa
di cui 181 Basidiomiceti e 28 Ascomiceti. Tra questi,
9 taxa si riferiscono a funghi lignicoli raccolti su
piante esotiche utilizzate a scopo ornamentale, 204
taxa a funghi raccolti all'interno di popolamenti fore-
stali, 6 a taxa raccolti su piante coltivate di interesse
agrario.

Dall’analisi della Tab. 1 si pud notare come il nume-
ro maggiore di funghi lignicoli ¢ stato trovato su
Quercus ilex (139) e su Fagus sylvatica (81).

Come si evince dalla Tab. 2, 99 taxa sono stati ritro-
vati su ceppaie, 73 su tronchi, 109 su rami, 16 su
radici e/o residui legnosi interrati, 5 su strobili, 3 su
cupole.

Le ricerche sinora effettuate in Sicilia evidenziano
che mentre alcuni funghi lignicoli colonizzano piu di
un tipo di substrato altri sembrano mostrare una spe-
cificita verso un solo tipo di substrato. In particolare:
Creolophus cirrbatus, Fomes fomentarius, Ganoderma
australe, G. lipsiense, G. resinaceum, Hericium erina-
ceum, Panellus stipticus, Perenniporia fraxinea, P och-
roleuca, Phaeolus schweinitzii, Phellinus ignarius, P
nigricans, P punctatus, P tuberculosus, Phlebia rufa,
Polyporus badius, Pycnoporus cinnabarinus, Resupina-
tus applicatus, Serpula lacrimans, Spongipellis pachyo-
don, S. spumeus, Trichaptum biforme fruttificano su
tronchi caduti o su tronchi di piante ancora in piedi.
I funghi lignicoli che si riscontrano soltanto sulle
ceppaie sono: Abortiporus biennis, Antrodia serialis,
Armillaria ostoyae, Coprinus domesticus, Grifola fron-
dosa, Gymnopilus junionius, Hymenochaete rubiginosa,
Kuehneromyces mutabilis, Lenzites betulinus, Lycoper-
don piriforme, Meripilus giganteus, Mycena galericula-
ta, M. inclinata, Oligoporus hibernicus, Pholiota auri-
vella, P gommosa, P lucifera, P squarrosa, Pluteus cer-
vinus, P petasatus, P romellii, P umbrosus, Polyporus
squamosus, Psathyrella piluliformis, Tricholomopsis
rutilans e Volvariella caesiocincta.

Tra le numerose entita che fruttificano sui rami cadu-
ti di varie conifere e latifoglie, 15 sono state raccolte
anche su ceppaie e tronchi: Awricularia auricula-
Judae, A. mesenterica, Bjerkandera adusta, Coriolopsis
gallica, Crepidotus mollis, C. mollis var. calolepis,
Daldinia concentrica, Gloeophyllum sepiarium, Oligo-
porus caesius, O. stipticus, Pulcherricium caeruleum,
Skeletocutis nivea, Trametes versicolor, Tremella mesen-
terica, Xylaria hypoxylon.

Nell’elenco riportato in Tab. 1 sono comprese anche
alcune specie, rare per la Sicilia ma comuni in altre
regioni d’Italia, quali Armillaria lutea, Calocera visco-
sa, Creolophus cirrhatus, Hericium coralloides, Meripi-
lus giganteus, Kuehneromyces mutabilis, Ossicaulis
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TABELLA 2

Taxa censiti per tipo di substrato.
List of taxa reported for each type of substratum.
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lignatilis, Pholiota lucifera, Pluteus ephebeus,
Psathyrella cotonea, Rhodotus palmatus, Rigidoporus
ulmarius e Volvariella caesiocincta.

Lareale di Peniophora meridionalis e Phanerochaete
martelliana risulta al momento limitato all’ambiente
mediterraneo.

Infine Cylindrobasidium laeve, Hyphoderma praeter-
missum, Hyphodontia crustosa, Perenniporia fraxinea,
Phanerochaete tubercolata e Spongipellis spumeus,
ampiamente distribuite in Italia, vengono segnalate
per la prima volta per il territorio siciliano.

Ringraziamenti - Lavoro pubblicato con il contributo della
Provincia Regionale di Palermo (Progetto SIM, Sid di
Interesse Micologico e Valorizzazione della Biodiversita
Fungina).
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Conservazione della biodiversita fungina nell’area mediterranea:

Iesperienza senese

C. PERINI, E. SALERNI e A. LAGANA

ABSTRACT - Conservation of fungal diversity in the Mediterranean area: the experience of Siena - The concept of biodi-
versity has recently acquired widespread credibility and the importance of studies of the natural heritage with a view to its
conservation have been emphasized. The ecological importance of macrofungi has led to their recent inclusion, with the
same status as plants and animals, in many projects. Progress in conservation depends on information and understanding
of the natural world; this is particularly true in mycology and the contribute of the staff of the University of Siena for the

safeguard of fungi is here reported.

Key words: conservation, diversity, ecology, knowledge, macromycetes

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni il concetto di biodiversita ha assun-
to sempre maggiore importanza, come testimoniato
anche dal riconoscimento politico internazionale
attribuitogli con la “Convention on Biological
Diversity” a Rio de Janeiro nel 1992, cui hanno ade-
rito numerosi Paesi.

La biodiversita ¢ di fondamentale importanza quale
elemento di base per la sopravvivenza e il corretto
funzionamento degli ecosistemi e, di conseguenza,
della vita sulla terra. Le trasformazioni a cui oggi ¢
sottoposto il nostro pianeta non sono pitt dovute alle
sole “normali” forze della natura, come & avvenuto
per milioni di anni, ma anche ad una sempre mag-
giore azione antropica, la quale provoca, inevitabil-
mente, cambiamenti imponenti. Tutte le diverse
componenti di un ecosistema giocano un ruolo
importante nel mantenere il delicato equilibrio eco-
logico e tra queste anche i funghi, come piu volte
ricordato, risultano indispensabili.

I progressi nel campo della conservazione sono stret-
tamente correlati all’evolversi delle conoscenze; cio
vale particolarmente per il Regno Fungi che, rispetto
a quello Plantae e Animalia in particolare, pud con-
siderarsi poco esplorato, soprattutto nell’area medi-
terranea.

Sin dal passato vari naturalisti senesi si sono interes-
sati allo studio della flora micologica. Fra questi si
ricorda il contributo rivolto principalmente al
mondo dei micromiceti patogeni di Attilio Tassi
(1820-1905) e in particolare di Flaminio Tassi

(1851-1917) e Arturo Nannizzi (1877-1961), che in
una serie di lavori pubblicati tra il 1896 e il 1905
(“Micologia della Provincia Senese”) elencano con
indicazione delle localita 1770 specie fungine, fra cui
anche 309 macromiceti. Le raccolte di Tassi e
Nannizzi sono oggi conservate nella “Mycotheca
Universalis”, sezione dell Herbarium Universitatis
Senensis. Limportanza del lavoro svolto da questi stu-
diosi ¢ dimostrata anche dal fatto che due generi
sono stati loro dedicati, “Nannizzia’ e “Flaminia’.
Per quanto riguarda i macromiceti ¢ il medico
Francesco Valenti Serini (1795-1872) che dedico
gran parte della sua vita alla micologia. Fin dal 1838
1nizio a realizzare una serie di tavolette in terracotta
con 1 corpi

fruttiferi dei macromiceti in altorilievo e riprodusse,
sempre in terracotta, numerosissimi funghi a tutto
rilievo, collezione conservata tutt’oggi all’Accademia
dei Fisiocritici. A lui va riconosciuto il merito di aver
compreso che solamente conoscendo la morfologia
dei funghi in tutti gli stadi del loro sviluppo si pos-
sono prevenire gli avvelenamenti.

Dagli inizi degli anni *70 si ¢ registrato un rinnovato
interesse allo studio della micologia a Siena; pil pre-
cisamente l'interesse ¢ stato rivolto ai macromiceti,
studiati sia da un punto di vista floristico che in
senso pil ecologico come comunita fungine. In que-
sta sede viene riportato un breve excursus dell’espe-
rienza senese in campo micologico nell’ultimo tren-
tennio.
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DISCUSSIONE

Indagini qualitative: tassonomia, flora, check-list e
mappatura

Alla base di qualsiasi indagine e ricerca vi ¢ senza
dubbio una buona conoscenza tassonomica e
nomenclaturale, indispensabile per la creazione di un
linguaggio comune a tutta la comunita scientifica. In
questo contesto si possono inserire le indagini mico-
logiche volte alla descrizione di specie nuove:
Antrodia macrospora Bernicchia & De Dominicis
(BERNICCHIA, 1991), Lindtneria hydnoidea Bernic-
chia & Ryvarden (BERNICCHIA, RYVARDEN, 1998),
Mycena  cupressina Antonin & Maas Geest.
(ANTONIN, MAAS GEESTERANUS, 1998), Mycenella
variispora Robich (ROBICH, 1998), Rhodocollybia
giselae Neville & Antonin (ANTONIN, NEVILLE,
1998) e Vararia maremmana Bernicchia (BERNIC-
CHIA, 1992).

Indispensabile ai fini conservazionistici ¢ anche la
conoscenza della presenza/assenza e della distribuzio-
ne sul territorio delle varie specie. Il risultato finale di
indagini micofloristiche mirate ¢ dato dalla compila-
zione di liste di specie dalle quali si possono eviden-
ziare quelle rare, limitate esclusivamente ad alcuni
ambienti, e/o dare nuovi contributi per delineare I'a-
reale di distribuzione. Nuove e interessanti segnala-
zioni per la penisola Italiana sono legate agli studi
senesi: per esempio Geastrum pseudolimbatum Hollos
and G. saccatum (Fr.) Fischer (CALONGE et al.,
1991), Ramariopsis pulchella (Boud.) Corner (Riccr,
PERINI, 2001).

Numerose sono le aree indagate sia nel territorio
senese che in altre province toscane in cui ¢ stato cen-
sito un gran numero di specie fungine (Tab. 1), dato
questo che ha evidenziato come nel nostro territorio
esista una flora micologica ricca e diversificata.

TABELLA 1

Sintesi delle indagini micofloristiche effettuate presso il
Dipartimentodi Scienze Ambientali “G. Sarfarti’.

Synthesis of mycofloristic studies carried our ar the
Departement of Environmental Sciences “G. Sarfatti”.

Bibliografia Province indagate Ne

Sp.
ANTONINI et al., 1999 Pistoia 346
BARLUZZI, BIANCIARDI, 1970 Siena 160
BARLUZZI et al., 1978 Siena 130
BARLUZZI et al., 1980 Siena e Grosseto 108
BARLUZZI et al., 1983 Arezzo, Siena, Grosseto 241
BARLUZZI et al., 1996 Grosseto 204
BARLUZZI et al., 1997 Siena, Pisa, Grosseto 593
LAGANA, SALERNI, 1999 Siena e Pisa 46
LAGANA et al., 1999a Pisa 265
PERINI et al., 1999 Siena 235
PERINI et al., 2002 Pistoia 70
SALERNI, Lagana, 2000 Siena 71
SALERNI et al., 1998 Siena 389
SALERNI et al., 2000b Arezzo 153
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Le osservazioni sono state rivolte sia agli ambienti
naturali maggiormente diffusi che a quelli pitt pecu-
liari. In questo senso si inserisce I'indagine fatta nelle
aree umide (PERINI et al., 2002) del’Appennino
Pistoiese che ha portato all'identificazione di 70 spe-
cie fungine, delle quali oltre 1/3 sono risultate nuove
segnalazioni per la Toscana e il 50% sono elencate
come pill 0 meno minacciate nelle Red-List europee.
Tale dato conferma, anche da un punto di vista
micologico, la peculiarita di questo habitat. Nell'area
toscana infatti le sfagnete montane sono di limitate
dimensioni e ristrette geograﬁcamente, e risultano
fra gli ambienti da proteggere all'interno del proget-
to comunitario “Natura 2000” che implementa la
direttiva Habitat 92/43.

Comunque anche nelle aree tipicamente mediterra-
nee si ritrovano specie che necessitano di piani
gestionali atti alla conservazione e alla salvaguardia.
A questo proposito ricordiamo come nella Riserva
del WWEF di Burano, creata pitt di trent'anni or
sono, si possano trovare specie (quali ad esempio
Gyrophragmium dunalii, Hydropus mediterraneus,
Leucoagaricus menieri, Macrolepiota phaeodisca,
Psathyrella ammophila) tipicamente legate alle dune
sabbiose e che probabilmente sarebbero scomparse in
assenza della riserva stessa (BARLUZZI et al., 1996).
Ad esempio P ammaophila & descritta da MONTI ez al.
(2001) il rappresentante degli Agaricales piu
comune e ricorrente sui litorali sabbiosi del Mar
Mediterraneo ...”, ma visto che ¢ stato sottolineato lo
stretto rapporto con ' Ammoaphiletaea (COURTE-CUIS-
SE, 1984), vegetazione pioniera minacciata (ROMAO,
1996), ¢ da ritenersi un’entita vulnerabile e da pro-
teggere al pari dell'ambiente in cui vive (LAGANA,
PERINI, 2002).

Per I'individuazione di habitat peculiari e specie rare
e/o minacciate risultano indispensabili anche net-
work di censimento e mappatura delle specie presen-
ti nellintero territorio: ¢ in questo senso che
I'Universita di Siena in collaborazione con TAGMT
(Associazione Gruppi Micologici Toscani) ha attiva-
to con ’ARSIA (Agenzia Regionale per lo Sviluppo e
I'Innovazione nel settore Agricolo-forestale) un pro-
getto di censimento e mappatura. Risultato di questa
prima indagine (1996-1998) sono oltre 10.000
record che sono andati a far parte di un data base
contenente informazioni ecologiche e corologiche di
1191 specie fungine appartenenti a 247 generi
(TOFACCHI, MANNINI eds., 1999).

[ﬂddgim' quantitative: Micocenologia e monitoraggio

Di grande importanza per I'identificazione di habitat
di particolare interesse micologico e per la loro even-
tuale salvaguardia ¢, altres, la conoscenza ecologica.
Le indagini micocenologiche sono quelle che, attual-
mente, risultano essere le piti valide per determinare
la composizione qualitativa e quantitativa di una
comunita fungina in un determinato habitat o fito-
cenosi nonché per chiarire le esigenze ecologiche dei
singoli taxa. A partire dalla fine degli anni "70 ricer-
che di questo tipo, innovative allora per I'Italia e pos-
sibili grazie alle esperienze nel campo fitosociologico
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presenti presso I'Istituto di Botanica dell’Universita
Siena, sono state condotte in varie tipologie vegeta-
zionali della Toscana: abetine, castagneti, lande a cal-
luna, querceti sempreverdi e decidui (BARLUZZI ez al.,
1986, 1987, 1992; DE DOMINICIS, BARLUZZI, 1983;
LAGANA et al., 1999b; PERINI et al., 1989, 1995;
SALERNI et al., 2000a, 2001). Sulla base dei dati rac-
colti con metodologie standardizzate ¢ stato possibi-
le disegnare un quadro abbastanza completo delle
micocenosi presenti nelle varie fitocenosi dalla costa
tirrenica attraverso il sistema collinare fino
all’Appennino, disegnare particolari andamenti come
il ruolo e la composizione dei diversi gruppi trofici o
il periodo di fruttificazione (BARLUZZI ¢t al., 1991;
DE DOMINICIS ef al., 1992; LAGANA er al., 2002b;
Lorrrt et al., 1989; PERINI ez al., 1993, 1996; SALERNI
et al., 2002).

Di particolare interesse ¢ risultato il Network euro-
peo (1994-1996), che ha visto la collaborazione
dell'Italia, della Polonia e della Repubblica Ceca; tale
indagine fra I'altro ha evidenziato che anche da un
punto di vista micologico I'ex Repubblica
Cecoslovacca copre una posizione di transizione e
I'Ttalia presenta una maggiore diversita specifica
(PERINI et al., 2000).

La valutazione dei cambiamenti che possono interve-
nire a carico della compagine fungina nel corso degli
anni ¢ un altro tipo di indagine utile ai fini conser-
vazionistici. La regione Toscana ¢ stata una delle
prime Amministrazioni Italiane (1995) a occuparsi
del monitoraggio del patrimonio forestale attraverso
la creazione del progetto MON.L.TO., un program-
ma di MONitoraggio Intensivo delle foreste
TOscane. La sua struttura operativa ¢ frutto della
cooperazione tra ricercatori, amministratori ed esper-
ti di settore e il programma ¢ designato secondo livel-
li crescenti di intensita di monitoraggio. Il livello III,
ovvero quello con il maggior numero di indicatori
considerati, ¢ stato applicato alle leccete, situate pres-
so Colognole e a Cala Violina, dove ¢ incluso anche
il monitoraggio delle comunita fungine a livello di
macromiceti. Lo studio delle cenosi fungine ¢ fina-
lizzato alla descrizione delle micocenosi presenti e al
monitoraggio dei cambiamenti nel corso degli anni
basandosi su specie campione, metodologia applica-
bile ampiamente una volta valutate caso per caso le
specie campione (LAGANA ez al., 1996; SALERNI et al.,
1999). I dati relativi all'area di Poggio Carpineta a
Cala Violina (Provincia di Grosseto), oggetto d’inda-
gine da un punto di vista micocenologico gia negli
anni 1981-84 (PERINI et /., 1989), sono stati succes-
sivamente raffrontati con quelli relativi al progetto
MONL.LTO. (PERINI et al., 1996). Su un totale di
100 specie fungine in 2000 m?2 degli anni ottanta e
85 specie rilevate durante il programma MON.L.TO,
solamente 36 sono a comune ?ra i due archi d’anni
d’osservazione, mentre 49 si aggiungono come
“nuove”: sembrerebbe che i funghi simbionti stiano
diminuendo, al contrario dei saprotrofi. Tali cambia-
menti potrebbero essere dovuti al cambiamento di
gestione forestale; infatti la lecceta di Cala Violina
negli anni ottanta era un ceduo invecchiato mentre
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oggi si presenta come un avviamento ad alto fusto
con copertura arborea e principalmente quella arbu-
stiva ridotta e conseguente maggior penetrazione di
luce nel sottobosco (PERINI et al., 1996).

Sempre in un contesto di monitoraggio ambientale si
inserisce anche il dottorato di ricerca istituito nel
1997 dal Dipartimento di Scienze Ambientali di
Siena mirato a “controllare”, dopo 10-20 anni dalle
iniziali indagini micocenologiche, alcuni ecosistemi
forestali studiati precedentemente. Mediante uno
studio integrato delle comunita fungine e dei para-
metri ecologici e stazionali delle diverse aree perma-
nenti indagate, si ¢ cercato di aggiornare il quadro
relativo alle conoscenze sulle specie fungine presenti,
di segnalare eventuali specie differenziali preferenti o
esclusive, rare, scomparse o notevolmente diminuite
o comparse ex-novo, di individuare specie indicatri-
ci, di fornire delle probabili spiegazioni ai cambia-
menti intervenuti nel corso degli anni (LAGANA ez al.,
2000a, b; 2002a). Si riporta come esempio il caso dei
castagneti cedui di eta differente 'una dall’altra ed
ubicati ad altitudini diverse. I valori della mycorrhi-
zal ratio, considerata da numerosi autori come indi-
ce di stato di salute del bosco, indicano che tutte le
stazioni studiate sono in buone condizioni di salute.
La percentuale di specie micorriziche perd ha subito
nell’arco degli ultimi 10 anni alcune variazioni, risul-
tate significative dall’analisi statistica (Pearson’s c2):
se per le st. 1 e 3 essa ha subito un incremento, nella
st. 2 il calo di simbionti ¢ stato ingente. Pur non tra-
lasciando la notevole influenza dei parametri climati-
ci, che nel periodo di studio sono stati tutt’altro che
favorevoli alla fruttificazione del micelio fungino, &
possibile dare una spiegazione: la st. 2, dove ¢ stato
registrato il calo di micorrizici, ¢ la pilt vecchia. In
accordo con DIGHTON, MASON (1985) e MASON et
al. (1987) ¢ stato possibile concludere che I'invec-
chiamento del bosco e, per conseguenza, la gestione
forestale, ¢ uno dei prmc1pall parametri che influisce
sulla comunita fungina, in particolare sulle specie
simbionti (LAGANA et al., 2002).

CONCLUSIONI

Gli studi da intrapprendere al fine di raccogliere le
informazioni necessarie per la salvaguardia del patri-
monio micologico sono dunque numerosi: partendo
da una buona base tassonomica e nomenclaturale
possono essere riassunti in indagini micofloristiche,
cenologiche e di monitoraggio. I dati qualitativi e
quantitativi ottenuti dalla serie di indagini esposte in
questa sede e portate avanti in numerose comunita
vegetali con metodologie standardizzate per svariati
anni e monitorati nel tempo, danno un quadro abba-
stanza completo del “dove e perch¢” delle specie fun-
gine. Tali dati risultano essere un utile strumento per
la compilazione di Red-List le quali sono alla base di
qualsiasi progetto di gestione e conservazione del
patrimonio ambientale.

Alcuni Paesi del Centro-nord Europa, disponendo di
una grande quantita di dati per lunghi periodi d’an-
ni, hanno elaborato liste rosse regionali e/o naziona-
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li; altri hanno stilato liste pilt 0 meno complete, a
seconda dei vari livelli di conoscenze. Una Red-List
europea preliminare ¢ stata pubblicata da ING
(1993), ma per il suo completamento sono necessari
altri dati soprattutto relativi ai Paesi mediterranei.
Queste lacune, accompagnate dalla oggettiva diffi-
colta ad operare in campo micologico, costituiscono
i motivi principali del perché fino ad oggi i funghi
non siano stati considerati nei vari progetti comuni-
tari di salvaguardia ambientale. A tal proposito di
particolare rilievo ¢ il lavoro che ha condotto e sta
conducendo 'European Council for the Conserva-
tion of Fungi (ECCF), nel quale da anni anche
I'Universita di Siena ¢ rappresentata; dal continuo
network di questo organismo emergono le priorita in
campo micologico-conservazionistico in cui i vari
Paesi membri si impegnano ad operare. Nel 2001, in
base alle liste rosse ufficiali, ha elaborato un elenco di
33 specie fungine da proporre per linserimento
nell’Appendice 1 della Convenzione di Berna
(Convention on the conservation of european wild-
life and natural habitats). Grazie all'impegno di que-
sto gruppo ¢ stato possibile includere anche i mico-
logi nelle organizzazioni nate al fine di salvaguardare
la biodiversita a vari livelli: per esempio nella World
Conservation Union (IUCN) ad oggi esiste la
“Species Survival Commission of Fungi”.

E auspicabile che, in una visione planetaria della con-
servazione, e in alcuni casi della restaurazione, del
patrimonio fungino, i vari organismi (ECCE IUCN,
Planta Europa) collaborino e cooperino coinvolgen-
do anche quelli mediterranei come I'Organization
for the Phyto-Taxonomic Investigation of the
Mediterranean Area (OPTIMA) e la Societa
Botanica Italiana (S.B.L.).
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RIASSUNTO - Di fronte alle allarmanti perdite registra-
te a carico della biodiversita a vari livelli, studi mirati alla
conservazione del patrimonio biologico hanno, in questi
ultimi anni, assunto una notevole importanza. Un breve
excursus storico precede la descrizione dettagliata delle
ricerche iniziate a Siena negli anni '70. In particolare le
indagini micocenologiche, che delineano in dettaglio, sia
qualitativamente che quantitativamente, la componente
micologica di una comunita vegetale, si sono dimostrate di
fondamentale importanza come base per ulteriori applica-
zioni. Partendo da un quadro abbastanza completo delle
compagini fungine presenti in determinati ambienti attra-
verso monitoraggi prolungati & possibile seguire, nel
tempo, lo stato di una/alcune specie o dell’intera comuni-
ta e costituire protocolli di lavoro per progetti di conser-
vazione del patrimonio fungino. I dati derivanti dall’insie-
me di queste ricerche inoltre rappresentano la base per la
compilazione di liste rosse, strumento utile per la pianifi-
cazione ambientale in genere.
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Check-list dei basidiomiceti della Regione Lombardia

E. SaviNO, C. BURATTI, E. SALERNI e C. PERINI

ABSTRACT - Check-list of macroscopic Basidiomycetes in Lombardy (Italy) - It is underlined the importance to know the
presence and distribution of macromycetes, a first step to point out threatened fungi, to be included in an italian red-list.
Preliminary data referred to macrofungal check-list of Lombardy, one of the major Italian Region, are presented and a few

threatened species are discussed.

Key words: check-list, Italy, Lombardia, macrofungi

INTRODUZIONE

Il problema di censire, o meglio mappare, i macro-
miceti fu sollevato dalla comunitd scientifica gia
negli anni ’60 (LANGE, 1974). Conoscere la distribu-
zione di questi organismi ¢ una premessa necessaria
per stabilire se sul territorio esaminato ci sono specie
rare o minacciate, che quindi andrebbero incluse
nelle “liste rosse” degli organismi di cui tutelare la
conservazione della biodiversita.

La check-list relativa ai basidiomiceti presenti in
Lombardia ¢ stata realizzata nell'ambito di progetti
nazionali (“Check-list delle specie fungine italiane” —
Ministero dell’Ambiente, Servizio Conservazione
della Natura e Universita della Tuscia; “Una rete inte-
grata di banche dati sulla biodiversita delle crittoga-
me in Italia” — COFIN 2000) che prevedevano I'in-
serimento omogeneo delle informazioni raccolte in
specifici database.

Lidea di stendere una check-list dei macromiceti che
risultano fruttificare sul suolo italiano risale ai primi
anni "80 (AIELLO ez a/., 1980), ma solo negli ultimi
anni si ¢ riusciti a concretizzare i progetti iniziali
(BELLU’, RoOssi, 1994; ONOFRI, 1994; PADOVAN,
1994; Lo BUE, 1994, 1997; LAGANA’ ez al., 1996;
MONTI, ANSALDI, 1996). In questo, I'Italia si ¢ tro-
vata in ritardo rispetto ad altri paesi europei, ma si
pud avanzare la conclusione che principalmente con
il network degli ultimi anni ¢ stato recuperato molto.
La Lombardia ¢ una delle regionj italiane piu estese,
con una superficie di 23857 km#, e al suo interno si
articola in zone morfologicamente differenziate:
montagna (Alpi, Prealpi e Appennini), collina, alta
pianura asciutta e bassa pianura irrigua, oltre a fiumi
e laghi. Il clima ¢ tipicamente continentale, con sen-
sibi%i variazioni se si passa dalla montagna alla pianu-

ra; inoltre le grandi conche lacustri mitigano le con-
dizioni climatiche dei territori circostanti.

Tutti questi fattori si riflettono anche sulla biodiver-
sitd fungina.

RACCOLTA DATI

Nonostante non sia mai stato effettuato un lavoro di
censimento specifico, esteso a tutto il territorio lom-
bardo, ¢ stato possibile reperire parecchi dati in
quanto nelle diverse aree operano da tempo numero-
st micologi, per la maggior parte “amatori’, che
hanno raggiunto un notevole livello di conoscenza e
di competenza nel settore. La presente lista ¢ stata
compilata sulla base dei dati riportati in letteratura e
su comunicazioni personali di Gruppi Micologici
che hanno collaborato a questo progetto.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le informazioni rinvenute sono cospicue, ma vanno
lette con attenzione consultando la bibliografia e
tenendo conto delle esperienze personali, perché a
volte risultano da indagini puntiformi: infatti sono
state censite pitt di 2000 specie, di cui pero circa il
40% ¢ stata indicata una sola volta, ossia ¢ segnalata
fruttificare in una sola area del territorio lombardo.
Pur tenendo conto di cio, & possibile, in base ai dati
ad oggi disponibili, indicare alcune specie che vengo-
no ritenute critiche dalla comunita scientifica inter-
nazionale (VENTURELLA et al., 1997; BERN
CONVENTION, 2001).

Vengono qui di seguito riportati alcuni esempi di
specie critiche segnalate sul territorio lombardo.

- Entoloma percandidum Noordel.: questa specie



Atti Convegno “La ricerca micologica nella S.B.1. Anno 2002”

viene citata in varie liste rosse europee. In Lombardia
¢ stata segnalata solo una volta in provincia di Varese,
nel mese di luglio (AMB GRrUPPO VA, 2000). La pre-
senza di questa specie sul territorio italiano attual-
mente risulta essere decisamente sporadica, con una
sola segnalazione, oltre a quella lombarda, relativa
alla Toscana, in un ambiente particolare come & quel-
lo delle sfagnete (PERINI ez al., 2002).

- Flammulina fennae Bas: questo fungo ¢ un sapro-
trofo lignicolo di alberi decidui (BAS, 1995), su suoli
ricchi. E’ stato trovato a Vigevano (PV) su detriti
legnosi interrati, durante la stagione invernale
(GAGGIANESE et al., 2002). Questa sembra essere |'u-
nica segnalazione per il suolo italiano. Non & una
specie inclusa in red-list, ma ¢ considerata rara in
alcuni paesi europei, come per es. 'Olanda, ed ¢ pit
frequente in altri come per es. Danimarca,
Germania, Francia, Cecoslovacchia e Ungheria.

- Galerina paludosa (Fr.) Kithner: questo fungo ¢ in
generale descritto come specie legata ad ambienti
paludosi (STRIDVALL, STRIDVALL, 1989) o stretta-
mente sfagnicola (MOREAU, 1995). In Italia ¢ stata
rinvenuta in Lombardia, in provincia di Varese (AMB
GrurPO VA, 2000), in Liguria (ZOTTI, ORSINO,
2000), in Toscana (PERINI et /., 2002) e in Trentino-
Alto Adige (LONATI, 1998). Tali segnalazioni confer-
mano, anche per il nostro paese, la predilezione di
questo taxon per questo peculiare habitat. Per quan-
to riguarda il trofismo di questa specie ancora sussi-
stono perplessitd; come riportano vari autori la stra-
tegia di sopravvivenza da saprotrofa a parassita ¢ dub-
bia (ARNOLDS et al., 1995). Secondo una serie di
analisi effettuate da Redhead (ARNOLDS, 1992) il
micelio di Galerina paludosa, in vitro, forma austori
nelle cellule vive di rizoidi di sfagno senza un visibi-
le danno alla pianta; 'autore Redhead chiama questa
associazione un parassitismo bilanciato.

- Hygrocybe calyptriformis (Berk. & Broome) Fayod:
questa specie ¢ stata inclusa nella categoria IUCN
“Critically Endangered (CR)” (ANTONINI, ANTONI-
NI, 2001). Non solo ¢ inclusa tra le specie inglesi da
proteggere (DUCKWORTH et al., 2002) ma, nel
Regno Unito, ¢ diventata anche il simbolo per la
conservazione dei funghi, essendo designata come
specie prioritaria nella politica del mantenimento e
salvaguardia delle waxcap-grasslands.

Si tratta di un fungo saprotrofo, facile da determina-
re, che cresce nelle praterie, sia di pianura che di
montagna. In Iralia viene segnalata in poche aree
ristrette: due localita in Toscana, una in prossimita di
Belluno e una in Lombardia, presso il comune Brallo
di Pregola, nell’Oltrepo pavese (CANDUSSO, 1997).
- Hygrophorus purpurascens (Alb. & Schwein. : Fr.)
Fr.: risulta essere una specie simbionte di Picea alba
estremamente rara, inclusa in numerose red-list
(Austria, Finlandia, Germania, Svezia, Svizzera, ecc.)
oltre che a essere dichiarata ufficialmente scomparsa
in Olanda. In Italia viene segnalata solo in
Lombardia, nel Parco dello Stelvio (MERALDI, 1999),
e in Trentino Alto Adige (Marco Floriani, liste perso-
nali).

- Russula camarophylla Romagnesi: specie rarissima,
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rinvenuta pilt volte nella Pineta di Clusone (BG), che
¢ un bosco misto con pino silvestre, abete rosso e
qualche latifoglia (SARNARI, 1998). Lunica altra
segnalazione in Italia ¢ relativa al Trentino Alto Adige
(Marco Floriani, liste personali).

CONCLUSIONI

Il risultato ottenuto non puo essere considerato esau-
stivo, ma gia da questo primo lavoro sono emersi dati
interessanti relativi a specie che andrebbero tutelate,
in quanto rare o minacciate.
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senti in Lombardia ¢ stata realizzata nell'ambito di proget-
ti nazionali che prevedevano I'inserimento omogeneo delle
informazioni raccolte in specifici database. La Lombardia
¢ una delle regioni italiane pili estese, al suo interno si arti-
cola in zone morfologicamente differenziate: montagna,
collina, pianura, fiumi e laghi. Il clima ¢ tipicamente con-
tinentale, con sensibili variazioni se si passa dalla monta-
gna alla pianura; inoltre le grandi conche lacustri mitiga-
no le condizioni climatiche dei territori circostanti. Tutti
questi fattori si riflettono anche sulla biodiversita fungina.
Nonostante non sia mai stato effettuato un lavoro specifi-
co di censimento esteso a tutto il territorio lombardo, &
stato possibile reperire parecchi dati in quanto nelle diver-
se aree operano da tempo numerosi micologi. La presente
lista ¢ stata compilata sulla base dei dati riportati in lette-
ratura e su comunicazioni personali di Gruppi Micologici
che hanno collaborato a questo progetto. Il risultato otte-
nuto non pud essere considerato esaustivo, ma gia da que-
sto primo lavoro sono emersi dati interessanti relativi a
specie che andrebbero tutelate, in quanto rare o minaccia-
te.
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La Check-list dei basidiomiceti del Piemonte e della Valle d’Aosta:

passato e futuro

A. VizziNi, V. FILIPELLO MARCHISIO e C.A.M.PA.L.

ABSTRACT - The Basidiomycetes Check-list of Piedmont and Valle d’Aosta: past and future- Preliminary data referred to
macroscopic Basidiomycetes check-list of Piedmont and Valle d’Aosta are presented and a few exotic, rare or threatened

species are proposed and discussed.

Key words: Basidiomycetes, check-list, Italy, macromycetes, Piedmont and Valle d’Aosta

INTRODUZIONE

I funghi che formano sporofori o stromi di dimen-
sioni superiori a 1 mm e quindi facilmente indivi-
duabili ad occhio nudo (ARNOLDS, 1981), vengono
colloquialmente definiti macromiceti. Essi apparten-
gono prevalentemente ai Basidiomycetes e in minor
misura agli Ascomycetes. | macromiceti svolgono fun-
zioni fondamentali nell’ambito degli ecosistemi,
come saprotrofi decompositori o simbionti ectomi-
corrizici, costituiscono una risorsa trofica non trascu-
rabile per insetti, micro e macromammiferi (uomo
compreso) e possono essere utilizzati come validi
bioindicatori di salute ambientale e di impatto antro-
pico (ARNOLDS, 1992). Negli ultimi anni poi alcuni
macrobasidiomiceti hanno trovato applicazione in
numerosi processi biotecnologici (OSIEWACZ, 2002).
Avere quindi un quadro preciso della presenza e dis-
tribuzione delle specie ¢ fondamentale per mettere in
atto iniziative per la protezione e conservazione della
biodiversita e pud fornire informazioni utili per un
check up dello stato di salute di aree naturali.
Lesigenza di produrre check-list e di mappare tali
funghi fu sentita fin dagli anni ’30 (KREISEL, 1962,
1971, 1973; LANGE, 1974), ma fu solo nel 1960, in
occasione del secondo Congresso Europeo di
Micologia a Praga, che furono gettate le basi e forni-
te le linee guida per un progetto di studio della dis-
tribuzione dei macromiceti europei (ROMAGNESI,
1961; LANGE, 1974).

Piuttosto in ritardo rispetto agli altri paesi europei, la
micologia italiana ha recepito solo all'inizio degli
anni "80 tali istanze, con un primo tentativo di pro-
posta per una banca dati nazionale computerizzata
(AIELLO et al., 1980) e successivamente producendo

alcuni dati preliminari (BELLU, RoOssi, 1994;
ONOFRI, 1994; PADOvVAN, 1994; Lo BuUEg, 1994,
1997; MONTI, ANSALDI, 1996; VENTURELLA et 4l.,
1997).

Lo studio dei Basidiomycetes (Hymenomycetes) del
Piemonte e della Valle D’Aosta si colloca nell’lambito
delle attivita del Gruppo di Lavoro per la Micologia
della Societa Botanica Italiana ed ¢ parte del pro-
gramma di check-list delle specie fungine italiane
finanziato dal Ministero dell’ Ambiente e coordinato
dal Prof. S. Onofri (Universita della Tuscia, Viterbo).
Questa iniziativa costituisce un primo passo verso la
stesura di una red-list.

RACCOLTA DATI

Per la produzione della check-list, il coordinatore
d’area V. Filipello Marchisio, il referente regionale A.
Vizzini, con il supporto informatico di E Cerrudi,
hanno operato in collaborazione con 8 associazioni
micologiche locali aderenti al C.A.M.PA.L.
(Coordinamento delle Associazioni Micologiche
Piemontesi, Aostane e Liguri), 7 piemontesi e 1
aostana; il loro contributo, vista la scarsita di infor-
mazioni su base bibliografica, ¢ stato essenziale per la
realizzazione del progetto.

NATURA DEI DATI

Per quanto riguarda il Piemonte, le fonti di reperi-
mento dei dati sono state:
* Dubblicazioni ufficiali (fonti bibliografiche),
quali riviste nazionali ed internazionali,
monografie, tesi di laurea;
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* Liste di raccolta, personali, di gruppi micolo-
gici, di mostre micologiche, di convegni, di
escursioni, di ispettorati micologici;

* Comunicazioni orali.

La Valle D’Aosta ¢ un’area micologicamente quasi
inesplorata, con un solo gruppo micologico operan-
te da pochi anni sul territorio. Gli unici dati proven-
gono dalle informazioni contenute in due tesi di lau-
rea, “Ruolo dello Scoiattolo rosso (Sciurus vulgaris
L.) nella dispersione delle spore fungine e nel mante-
nimento dell’ecosistema forestale” (123 specie,
FALCHERO, 2002) e “Ricerche micoecologiche sugli
ectosimbionti del pino uncinato nel Parco Naturale
Mont Avic” (100 specie, PERETTI, 1999) e da liste di
specie esposte durante la mostra micologica annuale
di Aosta. Data l'esiguita delle segnalazioni per la
Valle d’Aosta, le riflessioni e considerazioni che se-
guiranno, riguarderanno essenzialmente il Piemonte.

RISULTATI E DISCUSSIONE

La maggior parte delle segnalazioni (79%) provengo-
no dalle liste di varia natura e dalle comunicazioni
orali, in minima parte dalle pubblicazioni (21%). Le
informazioni che accompagnano i dati di raccolta
sono risultate estremamente eterogenee, dalla sem-
plice menzione del ritrovamento, alle precise indica-
zioni di substrato e di habitat, spesso corredate da
valide osservazioni. Per un certo numero di casi, sono
disponibili anche materiale di erbario e supporto
iconografico (diapositive). Il 58% delle segnalazioni
riportano indicazioni precise sulla localita del ritro-
vamento e di queste, il 52% proviene dalla provincia
di Cuneo ed il 35% da quella di Torino.
Raccogliendo e vagliando questa mole di informazio-
ni, si ¢ giunti a redigere un inventario costituito, per
la Valle D’Aosta, da 412 ritrovamenti, riconducibili
a 236 specie e 243 entitd, intendendo come entita
I'insieme delle specie, sottospecie, varieta e forme;
per il Piemonte di 4576 ritrovamenti pari a 1379
specie e 1441 entita.

Le Agaricales s.l. (comprendenti anche Boletales e
Russulales) costituiscono la stragrande maggioranza
delle specie segnalate per Piemonte e Valle D’Aosta
(rispettivamente 1063 e 192).

Le Aphyllophorales, 1 “fragmobasidiomiceti” e i “ga-
steromiceti” vengono poco citati, non in quanto faxa
rari o con particolari esigenze nutrizionali, climatico-
edafiche, ma perché a volte di difficile individuazio-
ne in campo (basidiomi inconspicui, evanescenti,
lichenicoli, micoparassiti a localizzazione intraime-
niale) e spesso di difficile classificazione anche per gli
esperti e quindi trascurati. Richiedono letteratura
specialistica, grande esperienza e manualitd, perizia
nella preparazione delle sezioni, nell’allestimento dei
preparati e nelle osservazioni microscopiche. Nel-
I'ambito dei gasteromiceti ipogei (Hymenogastra-les)
poi, si hanno segnalazioni per 10 specie appartenen-
ti a 4 generi, ben poca cosa rispetto alle 94 specie e
24 generi considerati presenti in Europa
(MONTECCHI, SARASINI, 2000); in questo caso, alle
difficolta di determinazione si aggiunge la particola-
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re tipologia di crescita dei basidiomi, che rende diffi-
cile la loro ricerca se non con l'ausilio di cani o per-
ché portati in superficie dallo scavo di mammiferi
selvatici.

Quattordici specie risultano essere esotiche; otto di
queste sono saprotrofe e sono state importate con
terricci, concimi, barkcips per pacciamatura, legna-
me, balle di cotone. Agrocybe Jarinacea Hongo
(Bo[bztzacme) specie psicotropa allucinogena origi-
naria del Giappone, Gymnopus luxurians Peck (Ma-
rasmiaceae), appariscente specie nordamericana, sono
state introdotte con i barkcips. Clathrus archeri
(Berk.)Dring, Lysurus cruciatus (Lepr. & Mont.)
Lloyd (Claz mcme) sono state importate con legna-
me, balle di cotone, concimi e in seguito si sono dif-
fuse mediante veicolazione entomocora (ditteri e
coleotteri) delle spore. Le specie nitrofile Leucoprinus
flavus (Beeli)Heinem. (Congo), Leucoagaricus rubro-
tinctus (Peck)Singer (NordAmerica) (Agaricaceae,
Leucocoprineae) e Conocybe intrusa (Peck) Singer
(Bolbitiaceae) (NordAmerica), importate con terricci
e concimi, sono state trovate in vasi da fiori e serre.
Le specie esotiche fitoparassite ed ectomicorriziche si
sono diffuse con l'introduzione di essenze arboree
alloctone. Lentinus tephroleucus Mont. (Polyporaceae),
agente di carie bianca, ¢ stato rinvenuto su pianta di
Philodendron sp. (Sud America) e Gymnopilus aculea-
tus (Bres. E Roum.) Singer (Strophariaceae) su Cocos
nucifera L. in vaso.

Callistosporium olivascens (Boud.)Bon (Zricholoma-
taceae), probabilmente insediatosi insieme a Cedrus
atlantica (Endl.) Manetti (Atlante, Marocco), conife-
ra ornamentale molto usata in parchi e giardini, si ¢
in seguito diffuso anche sotto C. /ibani A. Rich.
(Medioriente), C. deodora (D. Don.) G. Don.
(Himalaya) e C. brevifolia (Hook.f.) Henry (Cipro).
Suillus placidus (Bonord.) Singer (Boletaceae), com-
parso con le piantagioni della specie nordamericana
Pinus strobus L., si ¢ fatto pil frequente anche sotto
P cembra L. e P. wallichiana Jackson (himalayano).
Rhizopogon villosulus Zeller (Rhizopogonaceae), ipo-
geo nordamericano, ¢ stato segnalato nel Parco urba-
no del Valentino (Torino) sotto Pseudotsuga menziesii
(Mirbel) Franco.

Interessante la presenza in due stazioni diverse
(1979, Gravellona Toce, Novara e 1992, Torino) e in
due uniche raccolte della specie micoparassita (a
ospite ancora non identificato) nordamericana
Squamanita umbonara (Sumst.) Bas. Tali segnalazio-
ni (GALLI, 1982; VizzINI, 1997), sono le uniche
anche per I'Italia e 'Europa.

Alcune specie della nostra check-list sono contraddi-
stinte da rari ritrovamenti; abbiamo quindi operato
una scelta, selezionando, fra tutte le specie con poche
segnalazioni, quelle che meritano di pitt di essere
considerate rare, in quanto dotate di basidiomi appa-
riscenti che non possono sfuggire all’attenzione dei
raccoglitori (Tab. 1); alcune di queste, inoltre, sono
legate ad ambienti minacciati. In grassetto quelle gia
inserite nella red-list Europea della Convenzione di
Berna (2001).

Chalciporus amarellus (Quél.)Bat. (Boletaceae) e
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Specie piemontesi con poche segnalazioni. In grassetto le specie presenti anche nella red-list europea.
Piedmont rarely collected species. Species also reported in the European red-list are in bold.
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Amanita lepiotoides Barla

Bankera fuligineoalba (J,C.Schmidt: Fr.) Pouzar
Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev & Singer
Calocybe constricta (Fr.: Fr.) Kiihner

Cantharellus melanoxerus Desm.

Chalciporus amarellus (Quél.) Bat.

Coprinopsis strossmayeri Schulzer

Crepidotus roseoornatus Péder & E. Ferrari
Cyphellostereum laeve (Fr.: Fr.) D.A. Reid

Entoloma bloxamii (Berk. & Broome) Sacc.
Entoloma nitidum Quél.

Faerberia carbonaria (Alb. & Schwein.: Fr.) Pouzar
Floccularia luteovirens (Alb. & Schwein.: Fr.) Pouzar
Fomitopsis officinalis (Vill.: Fr.) Bondartsev & Singer
Gomphus clavatus (Pers.: Fr.) Gray

Suillus flavidus (Fr.:Fr.) Presl. (Boletaceae), specie
legate a pinete montane a basso impatto antropico,

potrebbero essere proposte ad integrazione della red-
list Europea (ECCF, KOUNE, 2001).

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Lanalisi critica del lavoro fino a qui svolto mette in
evidenza che, per alcune aree del Piemonte e per
quasi tutto il territorio della Valle D’Aosta, le infor-
mazioni scarseggiano o sono completamente assenti,
e che alcuni gruppi sistematici particolarmente com-
plessi sono sicuramente sottostimati, probabilmente
anche a causa della mancanza di micologi specialisti.
Limpegno dei prossimi anni prevedra I'estensione
mirata delle indagini alle aree micologicamente poco
esplorate, 'approfondimento su tutto il territorio dei
gruppi meno studiati (Aphyllophorales corticioidi e
poliporoidi, fragmobasidiomiceti, gasteromiceti ipo-
gei, Cortinariaceae, Coprinaceae, Bolbitiaceae, Crepi-
dotaceae) ¢, in aree pil delimitate, 'attuazione di la-
vori di mappatura.

Una convenzione ad hoc con la Regione Piemonte,
Assessorato per 'Ambiente e ai Parchi Nazionali,
recentemente stipulato, ed un altro con il Parco
nazionale del Gran Paradiso in via di perfezionamen-
to, saranno di sostegno a queste iniziative.
Parallelamente ai lavori di check-list e di mappatura,
che porteranno alla formazione di banche dat, alla
stesura di red-list locali e alla attuazione di iniziative
per la salvaguardia degli ambienti da proteggere
(conservazione iz sitw), verranno portati avanti meto-
di per la caratterizzazione e conservazione di tale bio-
diversita (conservazione ex situ), predisponendo ban-
che di colture miceliari e genomiche.
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La Banca Dati Micologica Nazionale: strumento base per le strategie

di gestione, monitoraggio e conservazione ambientale

C. Rira, L. ZUCCONI e S. ONOFRI

ABSTRACT - The national Micological Data Bank: basic tool for environmental management, monitoring and conservation
- Computerized information on fungal species listed in the Check-list of Italian fungi (Basidiomycetes) is illustrated, sum-
marized, integrated and discussed. Collection data of each species, implemented with ecological data, will consitute the

National Mycological Data Bank.

Key words: Basidiomycetes, check-list fungi, Italy, mycological data bank

INTRODUZIONE

La necessita di conservare un elevato livello di biodi-
versita ¢ oggi un principio generalmente accettato.
Lambiente ¢ tanto meno a rischio nei confronti di
fattori di disturbo quanto piu ¢ diversificato, mentre
gli ambienti semplificati sono vulnerabili e rischiano
il collasso qualora intervengano cambiamenti che
direttamente mettano in crisi le poche entita geneti-
che presenti. Lobiettivo generale delle politiche
ambientali non pud che identificarsi con la realizza-
zione di uno sviluppo che, per essere realmente soste-
nibile, deve consentire il mantenimento di un eleva-
to livello di biodiversitd complessiva. Il primo indi-
spensabile strumento per la protezione e la conserva-
zione della natura ¢ la conoscenza. Occorre indivi-
duare cosa proteggere e dove. Conservare concreta-
mente la biodiversita significa fare scelte, adottare
norme, orientare piani e programmi, realizzare inter-
venti, ma sempre sulla base di informazioni scientifi-
che.
Secondo la “Convenzione relativa alla conservazione
della vita selvatica e dell’ambiente naturale in
Europa” (Convenzione di Berna del 1979), le delibe-
re del Consiglio Europeo per la “Conservazione dei
funghi” (1991), la Direttiva 92/43/CEE del Consi-
glio Europeo e le decisioni del “Congresso dei
Micologi Europei” di Kew (U.K.) del 1995, per con-
servare 1 funghi ed i loro biotopi si devono promuo-
vere interventi di protezione in aree naturali d'inte-
resse particolare. La maggior parte delle Nazioni
europee ha finanziato programmi per conoscere la
ricchezza micofloristica e soprattutto i taxa rari,
minacciati ed importanti biogeograficamente
(VENTURELLA et al., 1997). Lo studio ed il confron-

to di questi dati deve anche portare alla compilazio-
ne di Liste Rosse nazionali ed europee delle specie
fungine da tutelare, cosi che sia possibile individuare
gli ambienti che ¢ necessario proteggere per difende-
re le specie minacciate in essi presenti. La salvaguar-
dia delle specie dipende, infatti, da quella dell'am-
biente che le ospita (KOUNE, 1999).

La recente realizzazione su supporto informatico
della Check-list dei funghi italiani (Basidiomycetes),
progetto che sta evolvendo nella Banca Dati
Mlcologlca Nazionale con I'aggiunta dei dati ecolo-
gici delle specie censite, rappresenta un importante
traguardo nella conoscenza della biodiversita fungina
in Italia; essa costituisce parte del substrato conosci-
tivo che, integrato con dati di rilevamento pubblica-
ti o comunque esistenti, consente di gettare le basi
per un accurato controllo dell’'ambiente. Questo
lavoro di integrazione dei dati di rilevamento ¢ sicu-
ramente molto gravoso e molto lungo poiché I'ope-
razione va fatta su decine di migliaia di segnalazioni,
e questo spiega perché fino ad ora lavori simili siano
stati fatti a livello locale o al massimo regionale
(VENTURELLA, 1991; BELLU, 1992; PERINI et al.,
1999; VENTURELLA et al., 2000, 2001).

MICODIVERSITA IN ITALIA

La situazione attuale della micodiversita in Italia &
parzialmente fotografata dalla Check-list dei
Basidiomycetes, realizzata grazie ad una Convenzione
tra 'Universita della Tuscia e il Ministero del’Am-
biente, che risulta costituita oggi di 4.239 entita, le
quali rappresentano il 21% circa del numero totale
di specie (20.391) ad oggi conosciute al mondo per
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questa classe del phylum Basidiomycota (KIRK ez al.,
2001). E’ questa una percentuale elevata, sicuramen-
te destinata ad aumentare, in considerazione dell’am-
piezza del territorio attualmente ancora inesplorato.
Ancora pil elevata ¢ la percentuale dei generi segna-
lati in Italia, che ammontano a 443, corrispondente
al 43% del totale dei generi (1.037) ad oggi inclusi
nella classe Basidiomycetes.

La distribuzione dei Basidiomycetes nelle varie regio-
ni italiane & mostrata dal grafico in Fig. 1.

Lanalisi della distribuzione delle specie sul territorio
nazionale ha messo in evidenza alcune specie che
risultano distribuite uniformemente in tutta Italia,
come ad esempio Boletus edulis Bull. : Fr., ed altre,
notoriamente comuni ed ubiquitarie, che mancano
invece solo in 1, 2 o 3 regioni, come ad esempio:
Agaricus arvensis Schaeft. : Fr., presente in tutta Italia
tranne in Molise ed Umbria, A. campester L. : Fr.
segnalato in tutte le regioni tranne in Molise e Valle
d’Aosta, Amanita caesarea (Scop. : Fr.) Pers. assente
solo in Molise e Puglia, B. aereus Bull. : Fr. presente
ovunque tranne in Molise e Valle d’Aosta, Swillus
bovinus Bull. : Fr. distribuito in tutta Italia tranne in
Basilicata, Molise ¢ Valle d’Aosta e S. granulatus (L. :
Fr.) Roussel assente solo in Molise. La mancanza di
registrazioni riscontrata in poche regioni non ¢ dovu-
ta tanto alla reale assenza delle specie, quanto piutto-
sto alla carenza di segnalazioni, e non a caso queste
regioni sono proprio quelle che risultano meno inda-
gate a livello nazionale.

Fig. 1
Numero di Basidiomycetes per ogni regione.
Number of Basidiomycetes for each region.
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FUNGHI ENDEMICI, ESOTICI E RARI

Le informazioni contenute nella Check-list dei fun-
ghi italiani riguardano anche dati di ecologia delle
specie e delle loro condizioni di endemicita, esoticita
e raritd nel nostro paese. Sulla base di questi dati pre-
liminari, risultano cosi segnalate 55 specie con possi-
bili caratteristiche di endemicita, nel senso piu largo
del termine, cioe a livello locale, regionale, nazionale
o biogeografico (Tab. 1), 11 specie ed una varieta
esotiche (Tab. 2), mentre 87 potrebbero essere le spe-
cie rare, minacciate e/o a rischio d’estinzione (Tab.
3). Tutte le notizie sull’endemicitd, 'esoticita e la
rarita delle specie suddette sono state ricavate dai
lavori bibliografici e dalle valutazioni personali dei
revisori della Check-list, i quali hanno anche indica-
to la criticita tassonomica di 406 specie. In ogni
modo, queste informazioni, basandosi su dati che
spesso sono incompleti o preliminari, dovranno esse-
re verificate caso per caso.

Delle specie endemiche rinvenute in Italia, la mag-
gior parte (56,4%) ¢ stata segnalata nella fascia alpi-
na, piti frequentemente in regioni quali il Veneto e il
Trentino-Alto Adige; in Veneto ne sono state segna-
late 23 (il 42% delle 55 registrate in tutta Italia), 10
delle quali esclusivamente in questa regione, mentre
in Trentino-Alto Adige ne sono state segnalate 21 (il
38%), di cui 5 presenti unicamente in questa regio-
ne. La maggiore distribuzione degli endemismi in
queste regioni ¢ anche riconducibile ad una maggio-
re frequenza, tra le specie endemiche, di quelle con
areale di distribuzione alpino. Analizzando le osser-
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Le 55 specie con possibili caratteristiche di endemicita della classe Basidiomycetes.

The 55 possibly endemic species of Italian Basidiomycetes

Albatrellus syringae (Parmasto) Pouzar
Aleurodiscus ilexicola Bernicchia & Ryvarden
Alnicola sphagneti (PD. Orton) Romagn.
Amaurodon viridis (Alb. & Schwein. : Fr.) J. Schrot.
Amphinema diadema K.H. Larss. & Hjortstam
Antrodia alpina (Litsch.) Gilb. & Ryvarden

A. macrospora Bernicchia & De Dominicis
Ceriporia sulphuricolor Bernicchia & Niemelid
Cortinarius anthracinus (Fr.) Fr.

C. aurilicis Chevassut & Trescol

C. cavipes ]. Favre

C. emunctus Fr.

C. favrei M.M. Moser

C. gentilis (Fr.) Fr.

C. helvelloides (Fr.) Fr.

C. ionochlorus Maire

C. ionophyllus M.M. Moser

C. ionosmus M.M. Moser, Nespiak & Schwibel
C. pholideuns (Fr. : Fr.) Fr.

C. porphyropus (Alb. & Schwein.) Fr.

C. subtorvus Lamoure

Dendrothele incrustans (PA. Lemke) PA. Lemke
D. nivosa (Hohn. & Litsch.) PA. Lemke
Dentipellis fragilis (Pers. : Fr.) Donk

Duportella malengonii (Boidin & Lanq.) Hjortstam
Echinodontium ryvardenii Bernicchia & Piga
Entoloma ritae Noordel. & Wolfel
Filobasidiella lutea P. Roberts

TABELLA 2

Le 12 entiti esotiche della classe Basidiomycetes.
The 12 exotic entities of the Italian Basidiomycetes.

Boletus caucasicus (Singer) Singer

B. dryophilus Thiers

B. frostii ].L. Russell

B. mamorensis Redeuilh

B. speciosus Frost

Conocybe intrusa (Peck) Singer
Cortinarius albocinctus M.M. Moser
C. herculeus Malengon

Entoloma vezzenaense Noordel. & Hauskn.
Favolaschia calocera R. Heim

Suillus amabilis (Peck) Singer

Tricholoma tridentinum Singer var. cedretorum Bon

vazioni riportate dai revisori per quanto riguarda le
55 probabili specie endemiche, si ¢ potuto constata-
re come esse siano legate principalmente a due gran-
di regioni fitoclimatiche, quella mediterranea (31%)
e quella alpina (56,4%). Di quelle presenti nell’area
mediterranea 8 risultano esclusive della Sardegna,
mentre le altre sono segnalate in due o pil regioni,
spesso non confinanti; riteniamo probabile che que-
ste specie presentino un areale di distribuzione con-
tinuo che potra essere verificato soltanto con lag-
giunta di nuove segnalazioni nella banca dati.
Soltanto poche sono le specie legate a un determina-
to substrato: & il caso di Dendrothele nivosa (Hohn. &

Fomitopsis labyrinthica Bernicchia & Ryvarden
Hebeloma ammophylum Bohus

H. bruchetii Bon

H. cistophilum Maire

H. kuehneri Bruchet

H. marinatulum (J. Favre) Bruchet
Hyphoderma orphanellum (Bourdot & Galzin) Donk
Inocybe arenicola (R. Heim) Bon

1. coelestium Kuyper

I egenula J. Favre

1. geraniodora J. Favre

I glabrescens Velen.

1. guttulifera Kithner

L. heimii Bon

I leptophylla G.E. Atk.

L. leucoloma Kithner

1. monochroa J. Favre

1. napipes ].E. Lange

I ochroalba Bruyl.

1 oreina ]. Favre

I pseudohiulca Kithner

1. salicis Kithner

1. taxocystis (J. Favre) Singer

1. tetragonospora Kithner

1. umbrinodisca Kithner

Piloporia sajanensis (Parmasto) Niemeld
Russula citrinochlora Singer

Litsch.) PA. Lemke, associata a Juniperus oxycedrus
L., Hebeloma cistophilum Maire, legato al cisto,
Aleurodiscus ilexicola Bernicchia & Ryvarden, asso-
ciata ad Jlex aquifolium L. e Amaurodon viridis (Alb.
& Schwein. : Fr.) ]. Schrot., legato a Rosmarinus offi-
cinalis L. Delle specie legate alla fascia alpina,
Cortinarius favrei M.M. Moser e Russula citrinochlo-
ra Singer sono indicate come caratteristiche dell’area-
le artico-alpino, mentre le altre presentano una di-
stribuzione legata alla vegetazione delle diverse fasce
altitudinali. Anche per alcune delle specie alpine
viene indicata l'esclusivita del substrato, come
Alnicola sphagneti (PD. Orton) Romagn., legata alle
sfagnete, Cortinarius porphyroporus (Alb. &
Schwein.) Fr., associato alle betulle, nocybe guttulife-
ra Kiihner, legata ai salici nani e 1. ochroalba Bruyl.,
associata alle peccete. Le 9 specie endemiche:
Alnicola  sphagneti (PD. Orton) Romagn.,
Amphinema diadema K.H. Larss. & Hjortstam,
Cortinarius gentilis (Fr.) Fr., C. ionosmus M.M.
Moser, Nespiak & Schwaobel, C. porphyropus (Alb. &
Schwein.) Fr., Dentipellis fragilis (Pers. : Fr.) Donk,
Inocybe geraniodora J. Favre, I. glabrescens Velen. e I.
leprophylla G.F. Atk. sono state segnalate anche come
specie minacciate (Tab. 3).

Conoscere il numero e la distribuzione delle specie
endemiche presenti in Italia &€ molto importante ed il
loro insieme rappresenta uno degli elementi piu
caratteristici della micoflora italiana; la loro presenza
e la loro consistenza forniscono un valore naturalisti-
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Le 87 specie e varietir con possibili caratteristiche di rarita, almeno in alcune zone d’Ttalia. Alcune di queste specie devono essere

considerate minacciate elo a rischio d'estinzione in Italia.

The 87 species and varieties possibly rare, at least in some Italian areas. Some of these species must be considered threatened and/or

at risk of extinction in Italy.

Aleurodiscus botryosus Burt

A. cerussatus (Bres.) Hohn. & Litsch.

A. dextrinoideocerussatus G. Moreno, M.N. Blanco & Manjon
Alnicola sphagneti (PD. Orton) Romagn.

A. tantilla (J. Favre) Romagn.

Amphinema diadema K. H. Larss. & Hjortstam
Amyloathelia amylacea (Bourdot & Galzin) Hjortstam &
Ryvarden

Amylocorticium subincarnatum (Peck) Pouzar

A. subsulphureum (P. Karst.) Pouzar

Antrodia radiculosa (Peck) Gilb. & Ryvarden
Botryobasidium botryoideum (Overh.) Parmasto

B. candicans ]. Erikss.

B. conspersum J. Erikss.

Brevicellicium exile (H.S. Jacks.) K.H. Larss. & Hjortstam
Bulbillomyces farinosus (Bres.) Jiilick

Ceraceomyces borealis (Romell) J. Erikss. & Ryvarden
C. sulphurinus (P. Karst.) J. Erikss. & Ryvarden
Cerinomyces crustulinus (Bourdot & Galzin) Martin
Ceriporia excelsa (S. Lundell) Parmasto

Ceriporiopsis pannocincta (Romell) Gilb. & Ryvarden
Clavulicium delectabile (H.S. Jacks.) Hjortstam

C. macounii (Burt) J. Erikss. & Boidin

Cortinarius aurantiomarginatus Jul. Schiff.

C. badiovinaceus M.M. Moser

C. bibulus Quél.

C. caesiocinctus Kiithner

C. calopus P. Karst.

C. canabarba M.M. Moser

C. colus Fr.

C. croceoconus Fr.

C. fuscoperonatus Kithner

C. gentilis (Fr.) Fr.

C. helobins Romagn.

C. hillieri Rob. Henry

C. ionosmus M.M. Moser, Nespiak & Schwobel

C. latobalteatus (Schaeff. apud M.M. Moser) M.M. Moser
C. leochrous Schaeff.

C. magicus Eichhirn

C. orellanoides Rob. Henry

C. papulosus Fr.

C. paracephalixus Bohus

C. parvannulatus Kiithner

C. patibilis Brandud & Melot

co aggiuntivo alle aree dove queste specie sono segna-
late, contribuendo anche al mantenimento di alti
valori di biodiversita.

Il controllo del database ha evidenziato che in Italia
sarebbero presenti 12 specie esotiche (Tab. 2), la
meta delle quali originaria del continente americano,
che risultano ripartite quasi uniformemente nelle
varie regioni. Le uniche regioni dove non sono stati
segnalati esotismi sono la Valle d’Aosta, il Molise e
I'Umbria, che perd sono le regioni meno indagate. Le
specie esotiche sono solitamente importate involon-
tariamente con i terricci o associate a piante esotiche
coltivate in Italia, come per esempio Cedrus, origina-
rio dell’Africa del nord, Nothofagus, originario della

C. pluvius (Fr. : Fr.) Fr.

C. porphyropus (Alb. & Schwein.) Fr.

C. praestans (Cordier) Gillet

C. psammocephalus (Bull.) Fr.

C. pulchripes J. Favre

C. pygmaeus (Velen.) M.M. Moser

C. scaurotraganoides Rob. Henry

C. subporphyropus Pilét

C. terpsichores Melot var. calosporus Melot

C. uliginosus Berk.

Cristinia gallica (Pildr) Jiilich

C. rhenana Grosse-Brauckm.

Crustoderma dryinum (Berk. & M.A. Curtis) Parmasto
Crustomyces expallens (Bres.) Hjortstam

C. subabruptum (Bourdot & Galzin) Jiilich
Cyphellostereum laeve (Fr. : Fr.) D.A. Reid
Cystostereum murraii (Berk. & M.A. Curtis) Pouzar
Dentipellis fragilis (Pers. : Fr.) Donk

Erythricium hypnophilum (. Karst.) J. Erikss. & Hjortstam
Fibricium rude (P. Karst.) Jiilich

FE subceraceum (Hallenb.) Bernicchia

Fomitopsis cajanderi (P. Karst.) Kotl. & Pouzar
Gloecystidiellum karstenii (Bourdot & Galzin) Donk
Hebeloma funariophilum M.M. Moser

H. pyrophilum G. Moreno & M.M. Moser
Hyphoderma litschaueri (Burt) J. Erikss. & A. Strid
Hypochnicium polonense (Bres.) A. Strid

Inocybe albomarginata Velen.

1. albovelutipes Stangl

1. amblyspora Kithner

1. fuscescentipes Kiihner

1. geraniodora J. Favre

I glabrescens Velen.

L. huijsmannii Kuyper

1L leptophylla G.F. Atk.

I oreina J. Favre

I piceae Stangl & Schwibel

L tricolor Kiihner

Inonotus dryophilus (Berk.) Murrill

Mucronella flava Corner

Oxyporus corticola (Fr. : Fr.) Ryvarden
Phanerochacete aff. avellanea (Bres.) ].Erikss. & Ryvarden
Phlebia chrysocreas (Berk. & M.A. Curtis) Burds.
Pleurotus nebrodensis (Inzenga) Quél.

Nuova Zelanda e Pseudorsuga, conifera originaria
dell’America, molto usata nei parchi per i suoi pregi
ornamentali.

Per quanto riguarda le 87 specie rare, minacciate e/o
a rischio d’estinzione (Tab. 3), il maggior numero di
segnalazioni ¢ stato registrato nelle regioni della zona
alpina, prealpina, padana e submediterranea umida.
Per il Trentino-Alto Adige e 'Emilia Romagna sono
state segnalate, in entrambe le regioni, 29 specie
minacciate (il 34% delle 86 registrate in Italia); nel
Veneto sono presenti 21 specie (il 24%), quelle rile-
vate in Lombardia sono 18 (il 21%) ed in Toscana ne
sono state registrate 15 (il 17%).

Dall'integrazione e dal controllo di dati attualmente
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esistenti e da acquisire, come anche dal confronto
con una lista di 23 specie minacciate pubblicata da
VENTURELLA et al. (1997), potra scaturire una Lista
Rossa delle specie fungine italiane e degli habitat che
le comprendono. Attualmente negli allegati della
citata Convenzione di Berna sono presenti solo rife-
rimenti generici ai funghi. Recentemente perd ¢ stata
avanzata, da parte dellEuropean Council for
Conservation of Fungi (ECCE KoOUNE, 2001), la
proposta di includere nell’Allegato I della Conven-
zione di Berna un elenco di 33 specie di macrofun-
ghi minacciati a livello europeo; tale proposta, sep-
pur presentata recentemente al Consiglio d’Europa
ed accolta con parere favorevole dalle delegazioni
svizzera, svedese ed ungherese, deve seguire liter
burocratico previsto prima di essere considerata
accettata. La selezione delle specie proposte ¢ stata
fatta sulla base di molte Liste Rosse europee, nazio-
nali e regionali.

Nella Check-list italiana si trovano 22 dei 30
Basidiomiceti citati nella lista proposta dallECCF
per l'inclusione nell’Appendice I della Convenzione
di Berna (Tab. 4).

Le 22 specie suddette, riconosciute come a rischio a
livello europeo dallECCE non vengono indicate
come tali in Italia dai revisori finali, poiché vengono

TABELLA 4
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segnalate frequentemente e in molte regioni. Questa
situazione, una volta approvata I'inclusione della lista
del’ECCF all’Allegato I della Convenzione di Berna,
e dopo aver verificato la reale presenza delle specie
suddette nelle nostre regioni, renderebbe I'Italia un
sito di conservazione privilegiato, soprattutto per le
entitd che risultano minacciate nel resto d’Europa,
costringendo le autoritd nazionali competenti ad
attuare politiche di tutela degli ambienti.

Nella Banca Dati Micologica Nazionale sono state
immesse anche informazioni sulla distribuzione di
alcune specie nelle seguenti cinque fasce fitoclimati-
che associate ad una componente vegetale principale,
e codificate con i seguenti numeri:

1 - fascia eu-mediterranea (foreste sempreverdi a
Quercus ilex);

2 - fascia sub-mediterranea (foreste decidue a
Quercus-Carpinus);

3 - fascia montana (foreste di Fagus);

4 - fascia alpina-oroboreale (boschi di Picea abies,
Larix e Pinus cembra);

5 - fascia al di sopra del limite dei boschi.

Le specie per le quali ¢ stato immesso tale dato ad
oggi rappresentano ancora una piccola parte sul tota-
le delle entitd, ma come si puo vedere dal grafico in
Fig. 2, la maggior parte delle specie per le quali & pre-

Le 33 specie proposte dall ECCF per ['Allegaro I (Convenzione Habitaz); o: specie presenti nella Check-list italiana.
The 33 species proposed by ECCF for Annex I (Habitat Convention); *: species presented in Italian Check-list.

* Amanita friabilis (PXarst) Bas
Amylocystis lapponica (Romell) Bondartsev & Singer
Antrodia albobrunnea (Romell) Ryvarden
Armillaria ectypa (Fr.) Emel

* Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev & Singer

* Boletus dupainii Boud.
Bovista paludosa Lév.

* Cantharellus melanoxeros Desm.

Micorrizico con Alnus glutinosa, A. incana e A. crispa.

Saprotrofo su legno morto di Picea nelle foreste vergini di conifere.
Su vecchi legni di Pinus in foreste, su suoli oligotrofici.

Saprotrofo, in luoghi paludosi, tra Sphagnum.

Micorrizico con Pinus sylvestris o con Ericaceae in suoli acidi.
Micorrizico con Castanea, Fagus e Quercus.

Saprotrofo tra muschi in paludi calcaree.

Micorrizico con Fagus e Quercus in foreste decidue.

e Cortinarius ionochlorus Maire
e Entoloma bloxamii (Berk. & Broome) Sacc.
Geoglossum atropurpureum Batsch : Fr.

Micorrizico con Quercus ilex su suolo calcareo e con Fagus.
Saprotrofo, in vecchie praterie incolte, su terreno calcareo.
Saprotrofo, in brughiera, su suoli da acidi a neutri. Talvolta ritrovato in foreste.

* Gomphus clavatus (Pers. : Fr.) Gray
* Hapalopilus croceus (Pers. : Fr.) Donk

Micorrizico con Abies e Picea, e con Fagus in foreste decidue. In montagna e zone subalpine.
Parassita su alberi decidui, saprotrofo su tronchi morti di Quercus, Castanea e Robinia.

Haploporus odorus (Sommerf. : Fr.) Bondartsev & Singer Su Salix caprea, in vecchie foreste miste, depressioni umide o lungo piccoli ruscelli.

© Hericium erinaceum (Bull. : Fr.) Pers.

* Hohenbuehelia culmicola M.Bon

* Hygrocybe calyptriformis (Berk. & Broome) Fayod

* Hygrophorus purpurascens (Alb. & Schw. : Fr.) Fr.

e Laricifomes officinalis (Vill. : Fr.) Kotl. & Pouzar

o Leucopaxillus compactus (Fr.) Neuhoff

* Lyophyllum favrei R Haller Aar. & R.Haller Suhr

* Myriostoma coliforme (With. : Pers.) Corda

* Phylloporus pelletieri (Lév.) Quél.

* Podoscypha multizonata (Berk. & Broome) Pat.
Pycnoporellus albolureus (Ellis & Everhart) Kotl. & Pouzar

* Sarcodon fuligineoviolaceus (Klachbr. : Fr.) Pat.
Sarcosoma globosum (Schmidel : Fr.) Casp.
Sarcosphaera coronaria (Jacq.) Boud.
Skeletocutis odora (Sacc.) Ginns

* Suillus sibiricus Singer ssp. helveticus Singer

* Torrendia pulchella Bres.

o Tricholoma colossus (Fr.) Quél.

Tulostoma niveum Kers

Parassita su tronchi e rami di alberi decidui, Quercus e Fagus.

Saprotrofo sulla base di culmi di Ammophila, in dune costiere.

In vecchie praterie incolte, dalla zona costiera alla zona alpina.

Micorrizico con Picea alba in foreste di conifere.

Parassita su vecchi alberi di Larix decidua.

Saprotrofo in boschi decidui, su terreno calcareo.

Saprotrofo in foreste decidue, spesso su Fagus sylvatica, in foreste alluvionali.
Specie termofila saprotrofa, in foreste miste, giardini, praterie.

Micorrizico con Quercus, Fagus, Carpinus, Castanea, o con Picea, Abies e Pinus.
Saprotrofo e parassita su radici di Quercus, in foreste decidue o nei parchi.
Saprotrofo su vecchi tronchi in foreste di conifere.

Micorrizico con Abies, Picea, Pinus, in foreste di conifere, su terreno calcareo.
Probabilmente saprotrofo, in vecchie foreste.

Saprotrofo o anche micorrizico con conifere, su suolo acido o calcareo.
Saprotrofo su tronchi di conifere, Picea e Populus tremula.

Micorrizico con Pinus cembra nelle Alpi e con Pinus peuce in Macedonia.
Micorrizico con Quercus suber, in prati, macchie e garighe.

Micorrizico simbionte di Pinus, su suoli acidi molto oligotrofici.

Solitario o gregario, tra densi ciuffi d’erba o su massi e scogliere.
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Distribuzione dei Basidiomycetes nelle cinque fasce fitoclimatiche.

Distribution of Basidiomycetes in five phytoclimatic belts.

sente il dato, ¢ legata esclusivamente alla fascia mon-
tana del faggio e, in minor misura, alle fascie alpina-
oroboreale ed eu-mediterranea.

Le informazioni memorizzate nella Banca Dati ri-
guardanti I'ecologia della specie comprendono anche
indicazioni sul substrato di crescita naturale e sul tro-
fismo tipico di ogni entitd. Come ¢ possibile vedere
nelle Figg. 3 e 4, la percentuale maggiore dei ritrova-
menti di Basidiomycetes avviene su suolo s.l. (48%) e
su legno s.l. (20%) (Fig. 3), le specie italiane sono
soprattutto micorriziche (71%) e, in buona percen-

tuale, saprotrofe (28%) (Fig. 4).

Fig. 3

Rappresentazione percentuale dei Basidiomycetes italiani
nei substrati naturali.

Percentage of distribution of Italian Basidiomycetes in nat-
ural substrata.

Fig. 4

Rappresentazione percentuale della modalita di nutrizione
dei Basidiomycetes italiani.

Percentage of distribution of Italian Basidiomycetes among
forms of nutrition.

CONCLUSIONI
Diversi traguardi sono stati raggiunti con la realizza-

zione della Check-list dei funghi italiani (Basidio-
mycetes), ed in primo luogo sono state riunite in
modo organico e coerente molte delle informazioni
micofloristiche attualmente disponibili per il territo-
rio italiano. I risultati ottenuti finora ci hanno
mostrato come ad un’elevata eterogeneita territoriale
corrisponda generalmente un’elevata ricchezza in
specie.

Lacquisizione, l'organizzazione e I'accesso all’infor-
mazione scientifica costituiscono passi indispensabili
per qualsiasi politica di conservazione. In questo
momento la Check-list dei funghi italiani (Basidio-
mycetes) si sta evolvendo nella Banca Dati Micologica
Nazionale con l'aggiunta ad ogni specie fungina di
dati ecologici quali: habitat, substrato, fascia fitocli-
matica ed altri. Soprattutto il dato di presenza/assen-
za di una specie in un determinato ambito fitoclima-
tico ci permettera di realizzare dei modelli cartografi-
ci di idoneita ambientale per quella specie. Questi
modelli permetteranno di integrare e sintetizzare le
relazioni specie-ambiente e rappresenteranno un
valido strumento di supporto alle indagini conosciti-
ve ed ai progetti di conservazione e gestione del ter-
ritorio.

Il censimento dovrebbe evolvere anche verso un pro-
getto che si propone di realizzare mappe di distribu-
zione delle singole specie, avvalendosi dei dati sulle
localita di raccolta e grazie all'uso di programmi di
georeferenziamento applicabili alla Banca Dati. 1l
disporre di liste aggiornate delle specie fungine italia-
ne e di mappe della loro distribuzione potrebbe
costituire un valido riferimento per studi di bioindi-
cazione. E’ stato infatti proposto I'uso dei dati sulle
comunita naturali di funghi per il biomonitoraggio
della contaminazione ambientale, ad esempio da
metalli pesanti (ONOFRI, ZUCCONI, 1999). Questi
dati potrebbero poi costituire un valido riferimento
per lo studio ed il monitoraggio degli effetti dei cam-
biamenti climatici, come ¢ stato proposto da VAN
HERK ez al. (2002) per i licheni.

Lo studio approfondito delle liste di specie endemi-
che, esotiche e rare, ed il controllo sul campo con un
monitoraggio sistematico nel tempo dovranno porta-
re alla realizzazione della ormai indispensabile Lista
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Rossa dei funghi italiani, una lista che comunque
non deve essere destinata soltanto a un pubblico di
esperti, ma a una cerchia pitt ampia di interessati,
soprattutto amministratori del territorio, per i quali
la conservazione e la cura degli ambienti naturali ¢
un compito di primaria importanza. Per attuare cio &
fondamentale quindi, oltre a raccogliere quanti pitt
dati possibile, anche ufficializzare e rendere pubblici
i risultati.
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Una federazione di collezioni di colture microbiche per promuovere
Iattivita dei centri per risorse microbiologiche italiane

A.E. VAUGHAN, P. BUZZINI e A. MARTINI

ABSTRACT - A federation of microbial culture collections for promoting the activities of Italian biological resource centers - As
the benefits of biotechnology became evidence, many governments recognized the necessity of accommodating the spe-
cial needs of this emerging field. This is particularly important since recent advances have introduced many scientists and
engineers to the handling of microorganisms, often for the first time raising questions concerning manipulation of cul-
tures, the source of strains with particular properties, preservation and identification methods, or requirements for the
deposition of strains for patent purposes. The establishment of specific biological resource centers (BRCs) and the
improvement of sample preservation techniques have evolved in response to these needs, and it is through the support of
culture collections that it will be possible to maintain the characteristics of these perishable fruits of research. Italy is the
only European country without centralized coordination of its microbial culture collections. This is a national emergency
greatly jeopardizing the survival of these precious BRCs which altogether conserve nearly every known type of microor-
ganism. In addition, innumerable national and international scientific projects depend upon these institutions for assis-
tance as repositories of authentic microbial strains, as well as for information regarding microbial biology, taxonomy, main-
tenance, biodiversity and biotechnological applications. In spite of this inestimable richness already present in Italy, no
national organization has ever seen fit to support a coordinated and synergistic management of these repositories of genet-
ic biodiversity fundamental for biotechnological applications.

Key words: biological resource centers, biotechnology, microbial culture collections

INTRODUZIONE

Sia la ricerca che lo sviluppo in biotecnologia richie-
dono biodiversita proveniente da materiale biologico
(batteri, linee cellulari, funghi, sonde, ecc.) affidabi-
le e di alta qualita. Normalmente questo viene rac-
colto, mantenuto, verificato e quindi reso disponibi-
le da centri specializzati [collezioni microbiche o cen-
tri di risorse biologiche (BRCs)]. Lesistenza di colle-
zioni di colture non ¢ nuova, ma il riconoscimento
della loro fondamentale importanza per la ricerca di
base e la biotecnologia ¢ arrivato piu tardi, quando
divenne evidente la rilevanza della biodiversita
microbica nella societh moderna. (1976; 1988;
1996b; BOTTAZZI et al., 1995).

Le banche di microrganismi hanno compiti (deposi-
to, mantenimento, distribuzione, accertamento del-
lautenticita e della integrita delle colture, ecc.) che
richiedono personale altamente specializzato, in
grado di conservare e sfruttare al massimo la com-
plessita del mondo microbico. In particolare, ¢ erra-
to assimilare le collezioni a musei in quanto i BRCs
per definizione conservano “reperti” rappresentati da
organismi viventi (KIRsor, 1984). Conseguentemen-

te il personale deputato alla conservazione delle col-
ture microbiche deve conoscere a fondo le caratteri-
stiche biologiche degli organismi specifici, la loro
potenziale variabilita e le metodologle atte ad assicu-
rarne autenticitd, rappresentativita e stabilitd nel
tempo. Le grandi banche microbiche, capaci di man-
tenere tutti i diversi tipi di microrganismi, sono
numericamente scarse nel mondo, perché richiedono
uno staff di esperti particolarmente numeroso e con-
seguentemente costi estremamente elevati. Lassocia-
zione tra collezioni specialistiche piccole e medie per-
mette di ovviare a tali inconvenienti a patto che
venga assicurata una stretta sinergia operativa con
notevoli risparmi attraverso la centralizzazione delle
funzioni organizzative ed amministrative. In risposta
a queste esigenze particolari, sono state formate varie
organizzazioni nazionali ed internazionali con lo
scopo di coordinare il lavoro dei depositari della bio-
diversita genetica.

ORGANIZZAZIONI INTERNAZIONALI
A livello internazionale, il WFCC (World Federation
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of Culture Collections) (http://www.wicc.org/) coor-
dina collezioni nel mondo attraverso I'organizzazione
di comitati attivi in campi pertinenti la biotecnolo-
gia: informazione, istruzione, conservazione, e bre-
vetti dei microrganismi. (1994; Sry, 1996). In
Europa la European Culture Collection Organiza-
tion (ECCO) (http://www.eccosite.org/) promuove
la collaborazione ed integrazione tra collezioni
Europee. Laftiliazione a queste organizzazioni ¢ limi-
tata alle sole collezioni di servizio che sono in grado
di fornire assistenza alla comunitd scientifica
mediante distribuzione di colture, scambio di infor-
mazioni, competenze in tassonomia e procedure per
la corretta preservazione di microrganismi.

Nel 1987 il Mercato Comune Europeo ha sostenuto
un’iniziativa mirante alla creazione di una rete infor-
matica sui ceppi microbici conservati in collezioni
europee. Questo programma, denominato MINE
(Microbial Information Network Europe) (AGUILAR,
1991; DENIS et al., 1994; HAWKSWORTH, SCHIPPER,
1989), ammetteva solo collezioni di servizio, in
grado cio¢ di garantire continuita e dati di qualita
fornendo servizi efficaci per la conservazione e la
classificazione di ceppi, la pubblicazione di un cata-
logo, ricerca e servizi vari per conto terzi. Dall'in-
ventario di questo progetto ¢ emerso che l'insieme
dei BRC’s in Europa conserva un numero elevato di
colture microbiche di tutti i tipi conosciuti, e che
molte collezioni sono caratterizzate da una lunga tra-
dizione di servizio alla comunita scientifica e all’in-
dustria.

ORGANIZZAZIONI NAZIONALI

La maggior parte dei paesi sviluppati possiede e
finanzia consorzi di collezioni microbiche a livello
nazionale. Le informazioni sui contenuti delle colle-
zioni sono quindi intercambiabili e pit facilmente
disponibili alla comunita scientifica. La coordinazio-
ne ¢ facilitata, il valore intrinseco delle singole colle-
zioni aumenta, la conservazione di biodiversita
microbica utile per la biotecnologia ¢ assicurata e le
metodologie e i servizi sono resi pit efficienti attra-
verso attivitd congiunte. Il Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS) del Royal Netherlands
Academy of Arts and Sciences (http I rwww.cbs.knaw.nl/)
¢ il consorzio di collezioni pitt conosciuto in Europa,
che mantiene una collezione di funghi, lieviti e bat-
teri conosciuta in tutto il mondo. E un centro di
eccellenza che offre consulenze su problemi perti-
nenti la microbiologia d’interesse scientifico, sanita-
rio ed industriale (1996a). In Belgio, il Belgian
Federal Office for Scientific, Technical and Cultural
Affairs finanzia una federazione di quattro collezioni
che conservano oltre 50.000 ceppi autenticati di bat-
teri, funghi e lieviti (1998; ROBERT ez al., 1997).

Simili consorzi con supporto a livello nazionale sono
attivi in Francia (http://www.pasteur.fr/), Germania
(http://www.dsmz.de/), Grecia (1993), Spagna,
(hetp:/Iwww.uv.es/cect/), Svezia (http://www.ccug.gu.se/)
e nel Regno Unito (http://www.ukncc.co.uk/). Nella
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maggior parte dei casi, le singole collezioni erano gia
attive prima della confluenza nel consorzio, essendo
state formate indipendentemente da scienziati biso-
gnosi di tutelare i “frutti” della loro ricerca, mentre i
consorzi sono nati quando ¢ risultato evidente che le
ricchezze microbiche delle collezioni individuali non
erano organizzate in maniera adeguata per gli alt
costi di mantenimento di personale ed attrezzature
altamente specializzate e per I'impossibilita di autofi-
nanziamento attraverso la sola vendita di colture o
expertise. Inoltre, la mancanza di un’organizzazione
centralizzata (in grado di aumentare notevolmente il
valore intrinseco dei singoli gruppi) fa si che la
comunita scientifica non venga servita in maniera
adeguata perché mancano iniziative collettive come
un database comune, scambi di metodi ed altri servi-
zi unificati.

DIFFUSIONE DI INFORMAZIONI

Collezioni con sufficiente supporto finanziario
hanno per tradizione “pubblicizzato” le loro “merci”
attraverso la pubblicazione di cataloghi cartacei.
Tuttavia, molti “clienti” che desiderano ordinare col-
ture attraverso questi mezzi devono affrontare diver-
si problemi. I cataloghi sono spesso difficili da loca-
lizzare; a volte non definiscono in maniera adeguata
la vera natura dei prodotti e raramente vengono col-
legati insieme pil cataloghi per consentire un’indagi-
ne a largo raggio. Inoltre, il cliente che deve interro-
gare un numero di centri deve anche affrontare pro-
blemi di geografia e lingua. Infine, tali approcci risul-
tano inadeguati alla luce delle moderne tecniche di
recupero dell'informazione attraverso infrastrutture
di rete che permettono, con tempi e costi contenuti,
la gestione di dati ipermediali, in cui a campi testua-
li possono essere integrate informazioni multimedia-
li (immagini, sequenze genomiche) (CONALLEN,
2000). Le attuali tecnologie informatiche permetto-
no una gestione centralizzata di diverse collezioni,
con la fornitura, tramite un portale Web, di servizi
che non si limitano alla sola memorizzazione e ricer-
ca delle informazioni. Le nuove funzionalita com-
prendono, ad esempio: (a) 'inserimento assistito dei
dati tramite programmi evoluti di verifica del rispet-
to di vincoli prestabiliti; (b) motori di ricerca delle
informazioni (locah o repenblh in siti collegati) e
supporto ad interrogazioni multi-dimensionali, in
grado di fornire, a richiesta, classificazioni dinamiche
dei dati; (c) un supporto cooperativo alle attivita di
ricerca che permetta I'inserimento di nuovi campio-
ni non ancora esattamente classificati con la gestione
delle procedure di certificazione; (d) la diffusione
immediata e capillare delle informazioni con la pos-
sibilita di creare cataloghi elettronici e di gestire sce-
nari di commercio elettronico dei campioni a dispo-
sizione.

In risposta a questi bisogni, il progetto Europeo
CABRI (Common Access to Biological Resources
and Information) (http://www.cabri.org/) era finaliz-
zato alla preparazione di un sito web in cui i catalo-
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ghi delle collezioni partner potessero essere interro-
gati in modo integrato ed in comune. Al momento,
il servizio CABRI permette la ricerca su 28 collezio-
ni che sono curate da 8 dei pit noti Centri Europei
di Ricerca Biologica e comprende piti di 86000 ceppi

e linee cellulari.

PROPOSTA PER LA FORMAZIONE DI UNA FEDERAZIONE
ITALIANA DI COLLEZIONI DI COLTURE MICROBICHE
(FICCM)

Lltalia & I'unico paese europeo privo di una coordi-
nazione centralizzata per collezioni di microrgani-
smi. Questa & un’emergenza nazionale che mette in
grave pericolo la sopravvivenza di diversi depositi
preziosi che insieme conservano quasi tutti i tipi di
microrganismi e che per tradizione prestano assisten-
za a numerosi progetti scientifici come fornitori di
colture microbiche autentiche e come indispensabili
fonti di informazione sulla biologia, tassonomia,
mantenimento e biodiversitd microbica. Queste ine-
stimabili ricchezze microbiche sono gia presenti in
Italia, ma la mancanza di una gestione coordinata e
di un supporto finanziario specifico costringe le
poche collezioni funzionanti a lavorare senza le basi
tecniche ed organizzative essenziali per essere vere
collezioni di servizio. Il risultato ¢ una perdita vergo-
gnosa per le comunita scientifiche e biotecnologiche
italiane.

Un'organizzazione centrale potrebbe risolvere molti
problemi per quelle collezioni che sono gia in grado
di ottenere lo status di BRC a livello internazionale
garantendo quell'alta efficienza indispensabile alle
comunita scientifiche, industriali, agricole e biotec-
nologiche italiane. Si potrebbe ottenere I'integrazio-
ne attraverso la creazione di una Federazione Italiana
di Collezioni di Colture Microbiche (FICCM) che
lavorasse per la implementazione di servizi collettivi
comuni delle BRCs italiane e la disseminazione di
informazioni attraverso un comune FICCM databa-
se (anche in linea con gli standards di CABRI), cata-
logo e sito Internet. E importante sottolineare, tutta-
via, che il valore di un database microbico & diretta-
mente proporzionale alla ricerca precedentemente
dedicata alle colture che lo compongono.

E stato recentemente proposto un progetto che ini-
zialmente comprendera alcune collezioni “storiche”
italiane che hanno una lunga tradizione di servizio
alla comunita scientifica.
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RIASSUNTO - Poiché i benefici apportati dalle biotec-
nologie appaiono sempre pitt evidenti, molti governi
hanno ormai riconosciuto la necessita di assicurare una
speciale attenzione a questo importante argomento. Cid
appare particolarmente rilevante in quanto recenti svilup-
pi hanno focalizzato il problema della manipolazione delle
colture, dell’origine di ceppi in grado di esprimere parti-
colari proprietd, dei metodi di conservazione ed identifi-
cazione, nonché della richiesta di deposito per scopi bre-
vettuali. La creazione di “specific biological resource cen-
ters (BRCs)” ed il miglioramento delle tecniche di conser-
vazione si sono evolute secondo queste necessita e ciod ¢
dovuto al supporto fornito dalla collezioni di colture che
permettono il mantenimento delle caratteristiche di questi
importanti fructi della ricerca. Lltalia ¢ il solo paese euro-
peo mancante di un sistema di coordinamento centraliz-
zato delle sue collezioni di colture microbiche. Questa
appare come una emergenza nazionale in grado di mette-
re in serio pericolo la stessa sopravvivenza di queste pre-
ziose BRC:s, le quali conservano attualmente quasi tutti i
tipi di microrganismi conosciuti. Inoltre, innumerevoli
progetti di ricerca nazionali ed internazionali dipendono
ormai da questo tipo di istituzioni per I'assistenza e per il
deposito dei ceppi microbici, cost come per le informazio-
ni riguardanti la loro biologia, tassonomia, mantenimen-
to, biodiversita ed applicazioni biotecnologiche.
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Nonostante questa inestimabile ricchezza biologica gia coordinata e sinergica di questi depositi di biodiversita
conservata in Italia, nessuna Organizzazione o Istituzione genetica fondamentali per le applicazioni biotecnologiche.
nazionale ha sentito il bisogno di supportare una gestione
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Conservazione ex situ della biodiversita dei basidiomiceti: problemi

metodologici

G.C. VARESE, S. VOYRON, A. VIzZINI, A. INGARAMO e V. FILIPELLO MARCHISIO

ABSTRACT - Ex-situ conservation of Basidiomycetes biodiversity: methodological problems - The long-term preservation of
valuable fungal cultures can be achieved in several ways. The objectives of this study were to compare the efficiency of
three fungal conservation methods, (under mineral oil, distilled water and by lyophilisation) on 60 isolates of
Basidiomycetes belonging to 35 species. After 18 months the 99% of the isolates under mineral oil, the 52% under dis-
tilled water and the 35% lyophilizated held their stability. However morphological and some physiological features proved
to be constant only after preservation under mineral oil or by lyophilization.

Key words: Basidiomycetes, culture collections, lyophilisation, preservation of fungal cultures

INTRODUZIONE

I basidiomiceti svolgono ruoli fondamentali in molti
ecosistemi, come simbionti ectomicorrizici di nume-
rose specie arboree, come decompositori, soprattutto
di sostanze altamente recalcitranti quali la lignina,
come parassiti di molte specie erbacee ed arboree;
costituiscono fonte di cibo per vertebrati ed inverte-
brati e possono essere ottimi indicatori dello stato di
salute dell’ambiente (ALEXOPULOS et al., 1996). Essi,
inoltre, hanno recentemente trovato largo impiego in
numerose applicazioni biotecnologiche, industriali
ed ambientali (OSIEWACZ, 2002).

La conservazione ex-situ dei loro miceli assicura il
mantenimento a lungo termine della vitalita e delle
caratteristiche morfologiche e fisiologiche degli isola-
ti (SMITH D., ONIONS, 1994; SMITH D., 1998). Essa
comporta la necessita di affrontare alcuni problemi:
il reperimento in natura (alcune specie sono ipogee,
altre, pur essendo epigee, in condizioni sfavorevoli
non fruttificano per anni), I'identificazione, l'isola-
mento e infine la coltivazione in coltura pura dei
miceli, particolarmente difficile per numerose specie,
presumibilmente a causa della scarsa conoscenza
delle loro esigenze nutrizionali. II mantenimento
degli isolati attraverso il continuo trasferimento di
porzioni di micelio da un terreno nutrizionale esau-
rito ad una fresco (subcolture), oltre a richiedere
un’ingente mole di lavoro da parte di personale spe-
cializzato, non garantisce il mantenimento a lungo
termine delle caratteristiche morfologiche e fisiologi-
che ed ¢ suscettibile di contaminazione da parte di
propaguli aerodiffusi e acari (SMITH D., ONIONS,

1994; CROAN et al., 1999). La conservazione sotto
olio minerale o in acqua sterile, riducendo la quanti-
ta di ossigeno disponibile per il fungo, ne rallenta la
respirazione e quindi la crescita, consentendo di dila-
tare nel tempo i trapianti e di arginare cosi gli svan-
taggi ad essi connessi (SMITH D., ONIONS, 1994).
Sebbene alcuni funghi possano mantenersi vitali per
molti anni in queste condizioni, la comparsa di alte-
razioni morfologiche e fisiologiche ¢ direttamente
proporzianale alla durata del periodo di conservazio-
ne (SMITH D., ONIONS, 1983, 1994; SHARMA,
SMITH D., 1999). Rispetto alle subcolture classiche,
la conservazione sotto olio minerale o in acqua steri-
le ¢ relativamente economica e impedisce I'eventuale
contaminazione da acari (SMITH D., ONIONS, 1994).
Una valida alternativa alle subcolture ¢ rappresentata
dalla criopreservazione in azoto liquido. Questa
metodica presenta perd costi di gestione particolar-
mente elevati( per il continuo consumo di azoto
liquido), comporta rischi per la salute e richiede per-
sonale altamente qualificato, tutti problemi che sola-
mente le grandi collezioni internazionali possono
permettersi di affrontare (SMITH D., ONIONS, 1994;
CROAN ez al., 1999).

La liofilizzazione, una delle migliori tecniche di con-
servazione a lungo termine, ¢ generalmente poco
indicata per la conservazione di basidiomiceti che,
nella maggior parte dei casi, non differenziano in col-
tura forme di resistenza quali basidiospore, conidi,
clamidospore; le ife vegetative non sopravvivono ai
normali protocolli di liofilizzazione (ANTHEU-NISSE,
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1973; SMITH D., ONIONS, 1994; TAN et al., 1994;
RYBNIKAR, 1995). Recentemente, perd, CROAN
(2000) ha messo a punto un protocollo di liofilizza-
zione, per basidiomiceti lignicoli tropicali che in col-
tura non differenziano strutture di resistenza.
Linnovazione di questo protocollo consiste nella spe-
rimentazione di nuovi lioprotettori e di nuovi meto-
di per favorirne I'assorbimento fin dalle prime fasi di
crescita su substrato liquido o solido.

Scopo di questo lavoro ¢ stato sperimentare la possi-
bilita di isolare e conservare basidiomiceti apparte-
nenti a differenti gruppi sistematici. In particolare si
¢ cercato di individuare la strategia di conservazione
pil appropriata, compatibilmente alle risorse umane
ed economiche della Mycotheca Universitatis Tauri-
nensis (MUT), sperimentando, per ora su un nume-
ro limitato di isolati, tre differenti tecniche di con-
servazione, in olio minerale, in acqua sterile e
mediante liofilizzazione secondo il protocollo di
CROAN (2000).

MATERIALI E METODI

I basidiomiceti sono stati raccolti nell’anno 2000 nel
bosco dell’Aleve, area protetta localizzata sul versan-
te meridionale del Monviso, nelle Alpi Cozie (CN).
Lisolamento ¢ stato condotto a partire da basidiomi
in buone condizioni, non intaccati da larve o in stato
avanzato di marcescenza. In ambiente sterile sono
stati prelevati frammenti di circa 1,5 mm3 dalla por-
zione compresa fra stipite e pileo, ritenuta come la
pitt indicata per lisolamento (HEINONEN-TANSKI,
HOLOPAINEN, 1991). Per basidiomi di dimensioni
molto ridotte si & proceduto al taglio di frammenti di
circa 1,5 mm3 e alla loro sterilizzazione, per immer-
sione, in H,0, 30% per 1 min, seguita da numerosi
lavaggi in H,O sterile.

Da ogni basidioma sono stati prelevati pitt frammen-
ti che sono stati disposti in 8 capsule Petri da 5 cm di
diametro contenenti due diversi terreni nutritizi:
Agar malto (MEA) e Agar Hagem (HGA). A en-
trambi i terreni sono stati aggiunti antibiotici (strep-
tomicina 0.015 g I'1; cloramfenicolo 0.05 g I'1) e,
nella meta delle piastre impiegate per I'isolamento, ¢
stato addizionato anche il benomyl (0.004 g 1), fun-
gicida sistemico ad ampio spettro. Tutti i miceli svi-
luppatisi dagli inoculi sono stati controllati macro- e
microscopicamente. I miceli che in coltura non pre-
sentavano unioni a fibbia sono stati sottoposti al test
colorimetrico con blu di diazonio (DBB), che per-
mette di discriminare i miceli basidiomicetoidi da
quelli ascomicetoidi (SUMMERBELL, 1985).

Di ogni micelio in coltura, immediatamente dopo
I'isolamento, sono state valutate le caratteristiche
morfologiche e fisiologiche. In particolare & stata
misurata la crescita radiale a 24°C dopo 7 e 15 gior-
ni su MEA e su terreni contenenti acido gallico
(GAA) o tannico (TAA); inoltre sono stati presi in
considerazione la tessitura del micelio nelle aree cen-
trali e marginali della colonia, nonché il colore e 'o-
dore della stessa. Le caratteristiche microscopiche
sono state valutate mediante osservazioni al micro-

227

scopio ottico, di almeno 8 preparati per ogni isolato,
provenienti da diverse zone della colonia (micelio
aereo e micelio sommerso dalla periferia e dal centro
della colonia). In particolare sono stati valutati: dia-
metro, colore, andamento e caratteristiche delle ife,
frequenza dei setti, presenza/assenza e forma delle
unioni a fibbia, presenza di strutture particolari

(vescicole, clamidospore, artroconidi, cristalli). Le

caratteristiche fisiologiche sono state saggiate consi-

derando la produzione di polifenolossidasi (laccasi e

tirosinasi), perossidasi, fosfatasi ed esterasi, attraverso

test enzimatici semiquantitativi (DAVIDSON ez 4l.,

1938; STALPERS, 1978)

Su 60 isolati riconducibili a 35 specie di basidiomi-

ceti sono state sperimentate:

* la conservazione in olio minerale e in acqua e
secondo i protocolli di SMITH D., ONIONS
(1994), alla temperatura di 4°C;

* la liofilizzazione secondo il protocollo di CROAN
(2000) e mantenendo i liofilizzati a temperatura
ambiente in luogo asciutto.

Dopo 18 mesi ¢ stata valutata la vitalita e la stabilita

degli isolati sottoposti alle differenti tecniche di con-

servazione, confrontando le caratteristiche morfolo-
giche e fisiologiche con quelle descritte immediata-
mente dopo I'isolamento in coltura pura.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Dei 154 campioni ritenuti idonei all’isolamento &
stato possibile isolare in coltura pura il micelio di 86
basidiomi, riconducibili a 47 specie, pari al 56% dei
campioni raccolti. La presenza del fungicida
benomyl ha incrementato il successo di isolamento,
anche se la concentrazione impiegata ¢ risultata leta-
le per taluni funghi quali Lentinus lepidus, Agaricus
sylvicola e Collybia maculata, che, invece, si sono svi-
luppati sulle piastre prive di fungicida. Questo dato
contrasta con quanto affermato da MALOY (1974)
secondo cui il benomyl produce effetti inibitori nei
confronti degli imenomiceti soltanto a concentrazio-
ni uguali o superiori a 0.005 g I-1.

Tutti i funghi sono risultati positivi alla colorazione
con DBB .

Un certo numero di isolati appartenenti a differenti
gruppi trofici non ¢ sopravvissuto ai primi trapianti
in coltura, per cui la percentuale finale di isolamento
in coltura pura ¢ risultata del 40% (60 isolati ricon-
ducibili a 35 specie). La difficolta nell’ottenere sub-
colture pud essere imputable alle ancora scarse cono-
scenze circa le esigenze nutrizionali di mold espo-
nenti di questo gruppo di funghi (SMITH D.,
ONIONS, 1994; CROAN, 1999). Da quanto presenta-
to emerge quindi che la percentuale di isolamento in
coltura pura pud essere ulteriormente migliorata,
attraverso uno studio pitt approfondito delle esigen-
ze nutrizionale dei basidiomiceti e un utilizzo piu
mirato del benomyl o di altri fungicidi. Di seguito
sono indicati gli isolati ottenuti in coltura pura con i
relativi numeri di deposito assegnati dalla MUT:
Phaeolus schweinitzii (Fr. : Fr.) Pat. (2943, 2944,
2945), Trametes hirsuta (Wulfen : Fr.) Pilat (2974);
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Laetiporus sulphureus (Bull. : Fr.) Murrill (2962);
Lentinus lepideus (Fr. : Fr.)Fr. (2965); Agaricus essettei
Bon (2505); Agaricus arvensis Schaeft. : Fr. (2975);
Agaricus silvicola Schaeff. : Fr. (2973); Macrolepiota
procera (Scop. : Fr.) Singer (2466; 2503; 2946; 2947;
2948); Amanita ecbinocephalﬂ (Vittad.) Quél.
(2970); Amanita muscaria (L.) Lam. (2467);
Agrocybe pediates (Fr. : Fr.) Fayond (2967); Agrocybe
praecox (Pers. : Fr.) Fayond (2968); Stropharia semi-
globata (Batsch Fr.) Quél. (2468; 2952; 2953;
3068; 3069); P/w/iom lenta (Pers. : Fr.) Singer
(2972); Paneolus fimiputris (Bull. : Fr.) Quél. (2502;
2951); Clitocybe gibba (Pers. : Fr.) P. Kumm. (2959);
Clitocybe nebularis (Batsch : Fr.) 2. Kumm. (2500);
Clitocybe ditopa (Fr. : Fr.) Gillet (2966); Collybia
dryophila (Bull. : Fr.) P Kumm. (2465); Collybia
acervata (Fr.) P. Kumm. (2504); Collybia butyracea
(Bull. : Fr.) P Kumm. var. asema (Fr. : Fr.) Quél
(2509; 2649; 2955; 2956; 2961); Collybia erythropus
(Pers. : Fr.) P Kumm. (2648); Collybia maculata
(Alb. & Schwein. : Fr.) P. Kumm. (2964); Marasmius
oreades (Bolton : Fr.) Fr. (2969); Leucopaxillus ama-
rus (Alb. & Schwein. : Fr.) Kiihner (2507; 2508;
2960); Leucopaxillus paradoxus (Costantin &
Dufour) Boursier (3070); Mycena galericulata (Scop.
: Fr.) Gray (2730); Ripartites tricholoma (Alb. &
Schwein. : Fr.) P. Karst. (2963); Lepista nuda (Bull. :
Fr.) Cooke (2971; 3067); Calocybe gambosa (Fr. : Fr.)
Singer (2954); Suillus sibiricus (Singer) Singer
(2647); Suillus grevillei (Klotzsch : Fr.) Singer (2650;
2957; 3064); Lycoperdon perlatum Pers. : Pers. (2651;
2652; 2958; 3065; 3066); Bovista plumbea Pers. :
Pers. (2949; 2950); Crucibulum crucibuliforme
(Scop.) V.S. White (2469).

Per quanto riguarda la valutazione delle differenti
tecniche di conservazione, quella in olio minerale ha
fornito la maggior percentuale di rivitalizzazione:
tutti i funghi, con la sola eccezione di Amanita echi-
nocephala (2970), sono rimasti vitali dopo 18 mesi.
Le caratteristiche morfologiche macro- e microscopi-
che degli isolati si sono mantenute costanti per la
maggioranza degli isolati. Inoltre i miceli non hanno
manifestato variazioni nella velocita di crescita quan-
do inoculati su MEA, GAA e su TAA. Le caratteri-
stiche enzimatiche sono rimaste inalterate per la
maggior parte degli isolati (81,5%) e le maggiori
variazioni sono state osservate a carico dell’attivita
esterasica e fosfatasica.

Il confronto con la letteratura ci pone di fronte a
molti dati riferiti a zigomiceti, ascomiceti e funghi
mitosporici (SMITH D., ONIONS, 1994; SHARMA,
SMITH D., 1999), mentre scarsi sono quelli riferiti ai
basidiomiceti (KOBAYASHI, 1984; JOHNSON,
MARTIN, 1992). La percentuale di rivitalizzazione da
noi ottenuta (99%) ¢ paragonabile o superiore a
quella ottenuta da differenti autori per i diversi grup-
pi sistematici (KOBAYASHI, 1984; JOHNSON, MARTIN
1992; SMITH D., ONIONS, 1994; SHARMA, SMITH
D., 1999). Tuttavia la ripresa della crescita, cosi come
la comparsa di variazioni morfologiche e fisiologiche
sembrano essere direttamente proporzionali alla
durata del periodo di conservazione (SMITH D.,
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ONIONS, 1983, 1994; SHARMA, SMITH D., 1999).
Sara quindi necessario trovare conferma dei risultati
ottenuti prolungando i tempi di permanenza degli
isolati in olio minerale.

La conservazione in acqua sterile ha permesso la rivi-
talizzazione di una percentuale minore di isolati
(52%) e ha indotto pesanti modificazioni delle atti-
vita enzimatiche e delle velocita di crescita. I dati di
letteratura a questo riguardo sono contrastanti e pre-
sentano situazioni diverse. Per ascomiceti e fungh1
mitosporici la percentuale di rivitalizzazione ¢ del
100% (JOHNSON, MARTIN, 1992; SMiTH D.,
ONIONS, 1994), per basidiomiceti micorrizici del
94%, dopo 20 mesi di conservazione (SMITH ].E. ez
al., 1994) e scende al 26% per basidiomiceti lignico-
li dopo 10 anni (JOHNSON, MARTIN, 1992). Secondo
alcuni autori (JOHNSON, MARTIN, 1992; SMITH ].E.
et al., 1994) sono critici nell’applicazione di questa
tecnica alcuni passaggi metodologici come il tipo di
terreno utilizzato per ottenere gli inoculi, la dimen-
sione stessa degli inoculi e il volume di acqua neces-
sario per ricoprirli. RICHTER, BRUHN (1989) invece,
ritengono che la sopravvivenza sia soprattutto
influenzata dalle temperature e suggeriscono di spe-
rimentare la conservazione di uno stesso isolato a
temperature comprese tra i 4 e i 18°C. Gli autori
citati, tuttavia, non hanno preso in considerazione le
variazioni fisiologiche che, secondo noi, hanno un
peso importante nel giudizio sulla validita e sull’ap-
plicabilita della tecnica.

La conservazione attraverso liofilizzazione, applican-
do il protocollo di CROAN (2000), ha mantenuto
vitale solamente il 35% degli isolati. II risultato, tut-
tavia, ¢ da ritenersi incoraggiante considerando che il
67% delle colture rivitalizzate era costituito soltanto
di micelio e non presentava percid propaguli ripro-
duttivi, clamidospore o altre strutture di resistenza
ritenute indispensabili per il successo della liofilizza-
zione secondo le metodiche classiche (SMITH D.,
ONIONS, 1994; TAN et al., 1994; RYBNIKAR, 1995).
Inoltre tutti gli isolati rivitalizzati hanno mantenuto
pressoché invariate sia le caratteristiche morfologi-
che, sia le velocita di crescita e la maggior parte delle
caratteristiche fisiologiche (alcune variazioni sono
state riscontrate per lattivita fosfatasica). CROAN
(2000) ottiene percentuali di rivitalizzazione molto
pit alte delle nostre (97%). Le diverse caratteristiche
dei miceli dei basidiomiceti (lignicoli tropicali) e
I'impiego di un liofilizzatore tecnicamente molto piu
avanzato del nostro potrebbero spiegare le differenze
nei risultat. In particolare la possibilita di poter
regolare la velocita di raffreddamento delle ampolle
sembra essere fondamentale per il successo della con-
servazione. E’ noto infatti che la velocita di raffred-
damento ideale varia sensibilmente da specie a specie
(SMITH D., ONIONS, 1994; TAN et al., 1994). 1l
nostro liofilizzatore non lo permette. Per questo rite-
niamo che maggiori successi possano essere ottenuti
con l'acquisto di un liofilizzatore pitt moderno e ade-
guando il protocollo di CROAN (2000) alle esigenze
specifiche di ogni isolato. In questo modo questa tec-
nica di conservazione potrebbe essere estesa anche ai
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miceli sterili di altri gruppi sistematici

La caratterizzazione morfofisiologica di tutti gli iso-
lati impiegati in questo studio ha messo in evidenza
la possibilta di impiegare alcuni dei test considerati
come marcatori tassonomici. In particolare il test di
Bavendamm e i drop tests, relativi alla produzione di
laccasi, perossidasi e tirosinasi, in precedenza esclusi-
vamente applicati agli Aphyllophoromycetidae, sem-
brano rappresentare un valido mezzo diagnostico
anche per gli Agaricomycetidae.
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conservazione in olio minerale ha mantenuto la vitalita del
99% degli isolati; il 35% degli isolati & sopravvissuto al
processo di liofilizzazione. In entrambi i casi si sono man-
tenute pressoché inalterate le caratteristiche morfologiche
e fisiologiche. La conservazione in acqua ha mantenuto
vitale il 52% degli isolati che, perd, hanno mostrato un
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re quelli per le laccasi, per le tirosinasi e per le perossidasi,
si sono dimostrati utili anche a fini diagnostici e tassono-
mici.
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Laerosol fungino negli impianti di compostaggio: rischio per la salute
e per Pambiente

G.C. VARESE, V. PRIGIONE, A. ANASTASI, L. CASIERI, S. VOYRON e V. FILIPELLO MARCHISIO

ABSTRACT - Fungal aerosol in composting plants: an health and environmental risk - This work reports on the airborne
fungi collected from two municipal composting plants in Italy. The samples were collected at critical stages in the com-
posting process and also upwind and downwind from the plants using a single-stage volumetric sieve, culturable fungus
sampler. Complete qualitative and quantitative evaluations of the airborne mycoflora were made in one plant only. In the
other plant, the total load (CFU/m? of air) and the qualitative and quantitative airborne composition of Aspergilli (rec-
ognized as markers of environmental pollution) were evaluated. In most samples, the total load was well above the upper
limit of the instrument (>43.800 CFU/m?3). In the upwind samples, populations were many times lower than those inside
the plants. Aspergillus spp. accounted for nearly 100% of the total load at some samples. A. fumigatus was found in most
sites, often with a high load. These findings underscore the need for monitoring populations of and for legislative stan-
dards for airborne fungi that pose a health threat to compost plant workers or to individuals living in the neighborhood

of such plants.

Key words: bioaerosol, compost, funghi, rischio biologico

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni il processo di compostaggio ¢
diventato parte integrante della moderna gestione
dei rifiuti. La produzione di compost permette infat-
ti di ridurre drasticamente la mole di rifiuti da smal-
tire in discarica e al contempo permette di ottenere
prodotti utili da utilizzare in svariati settori: in agri-
coltura come fertilizzante, ammendante e nella sop-
pressione dei patogeni vegetali, nel controllo dell’e-
rosione dei suoli e nel biorisanamento di ambienti
contaminati. Il processo di compostaggio presenta
quindi numerosi vantaggi ecologici ed economici,
ma, quando attuato su scala industriale, pone seri
rischi per la salute dell'uomo e per 'ambiente, attra-
verso la generazione di contaminanti biologici aero-
diffusi quali batteri e, soprattutto, funghi (MILLNER
et al., 1994; BEFFA et al., 1998).

Linalazione di elevate concentrazioni di bioaerosol
fungino puo causare manifestazioni cliniche acute e
croniche di natura allergica e tossica per la presenza
di micotossine e di composti organici volatili
(MVOCQ), e, occasionalmente, infezioni, principal-
mente a carico dell’apparato respiratorio (LACEY,
DUTKIESWICZ, 1994; DUTKIESWICZ, 1997; FISHER et
al., 1998, 2000). I soggetti a rischio sono soprattut-
to i lavoratori impegnati nelle pratiche agricole, nelle
industrie alimentari o di lavorazione del legno e negli

impianti di compostaggio (LUNDHOLM, RYLANDER,
1980; MALMROS, 1990; FILIPELLO MARCHISIO ¢t al.,
1999; BUNGER et al., 2000). Almeno due casi di
malattie respiratorie acute associate alla lavorazione
del compost sono gia stati segnalati (WEBER et al.,
1997; BROWN et al., 1995). Ma c’¢ da ritenere che
molti casi passino sotto silenzio per le scomode con-
seguenze legali del problema.

Il rischio per la salute derivante dalla liberazione di
propaguh fungml durante il processo di compostag-
gio ¢, percid, un problema molto attuale e riguarda
sia gli operatori, sia la popola21one residente nelle
aree limitrofe agli impianti. Tuttavia esso ¢ ancora
sottovalutato. Nella maggior parte degli studi finaliz-
zati alla determinazione del rischio biologico ¢ stata
presa in considerazione esclusivamente la carica tota-
le di batteri e funghi (MARCHAND ez al, 1995;
LAVOIE, ALIE, 1997; FOLMSBEE, STREVETT, 1999),
ma questi dati, seppur utili, non sono sufficienti per
una corretta valutazione del rischio che dovrebbe
basarsi su un‘analisi il pili possibile esaustiva della
composizione quanti- e qualitativa dei contaminanti
aerodiffusi (SUMMERBELL ez al., 1994; FILIPELLO
MARCHISIO ez al., 1999; FISCHER ez al., 1998, 1999,
2000). Fino ad oggi, I'attenzione ¢ stata rivolta quasi
unicamente verso Aspergillus fumigatus, ma, oltre a
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questa specie, molte altre possono essere implicate in
micosi, allergosi e micotossicosi. Per una corretta
valutazione dei rischi igienico-sanitari ¢ essenziale,
quindi, una completa caratterizzazione della micoflo-
ra del bioaerosol.

La legislazione italiana non fornisce indicazioni per
questo tipo di rischio. In altri paesi, invece, in rela-
zione al crescente impiego del compostaggio per la
riduzione dei rifiuti solidi ed al crescente numero di
casi clinici ad esso associabili, sono state elaborate
linee guida per la salvaguardia della salute pubblica.
Poiché ogni impianto possiede caratteristiche proprie
di natura tecnica e collegate al tipo di materiale che
viene raccolto, abbiamo studiato i funghi aerodiffusi
in due impianti di compostaggio dell'ltalia nord-
occidentale. Ci auguriamo che il nostro contributo
possa sensibilizzare al problema le Autoritd compe-
tenti.

MATERIALI E METODI

Nel primo impianto (CF1) il processo di compostag-
gio tratta la frazione organica del rifiuto solido urba-
no (ORSU), a cui vengono addizionati residui vege-
tali di origini differenti. La raccolta dei campioni &
avvenuta nella primavera del 2000 in otto siti inter-
ni (ricezione rifiuti / camera manovra gruista, rice-
zione rifiuti / vagliatura, camera di biossidazione /
macchina rivoltatrice, camera controllo tunnel com-
postaggio, camera di biossidazione / nastro trasporta-
tore, rivoltamento compost in maturazione, aria pre-
biofiltro, aria post-biofiltro) e in due controlli ester-
ni, sopravento e sottovento.

Nel secondo impianto (CF2), il processo di compo-
staggio tratta separatamente rifiuti solidi urbani su
una linea (CF2/1) e ORSU pil carta e scarti vegeta-
li su un’altra linea (CF2/2). I campioni sono stati rac-
colti nell’estate del 2001 in quattro siti della linea
CF2/1(camera di biossidazione durante il rivolta-
mento, vagliatura del compost in maturazione, sepa-
razione rifiuti non biodegradati, aria post-biofiltro),
in due siti della linea CF2/2 (ricezione rlﬁutl/vagha-
tura, rivoltamento compost in maturazione) e nei 2
controlli esterni, sopravento e sottovento. Per il cam-
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plonamento ¢ stato impiegato un campionatore
volumetrico a impatto su terreno di coltura (SAS
super 180, Pool Bioanalyse Italiana), con piastre Petri
da 84 mm. In ogni sito ¢ stato aspirato un volume di
aria di 2400 litri e sono stati impiegati i seguenti ter-
reni colturali: potato-dextrose agar (PDA, 10 ripeti-
zioni e 60 litri d’aria per ripetizione) e Dichloran rose
bengal chloramphenicol agar (DRBC, 10 piastre, 60
liri d’aria per piastra) per la determinazione della
carica totale (incubate a 24°C); PDA addizionato di
cicloesimide (CX-5 piastre, 120 litri d’aria per pia-
stra) per I'isolamento selettivo di Aspergillus fumiga-
tus (incubate a 37°C); A. flavus/A. parasiticus agar
(AFPA, 5 piastre, 120 litri d’aria per piastra) per I'i-
solamento selettivo di A. flavus, A. parasiticus e spe-
cie correlate (incubate a 30°C). La carica fungina &
stata espressa come unitd formanti colonia (CFU)
per m3 di aria. Alla carica totale ¢ stato applicato il
fattore di conversione di Andersen (ANDERSEN,
1958). E’ stato inoltre calcolato il rapporto in/out fra
la carica totale dei siti ed i relativi siti sopravento.

Per I'impianto CF1 ¢ stata determinata la completa
composizione qualitativa e quantitativa della mico-
flora aerodiffusa, mentre per 'impianto CF2 sono
state valutate la carica totale, la percentuale di lieviti
e la composizione qualitativa e quantitativa del solo
genere Aspergillus. Lattenzione & stata focalizzata su
questo genere perché molte specie ad esso ascrivibili
sono causa di micosi e tossicosi e vengono pertanto
utilizzate come markers di inquinamento ambienta-

le.

RISULTATIT E DISCUSSIONE

Nell'impianto CF1 la carica fungina totale ¢ risulta-
ta generalmente elevata e in 3 siti (D,EG) superiore
al limite strumentale del camplonatore (4.4 104
CFU/m3) (Tab. 1). Nell'impianto CF2 le cariche
fungine totali all'interno e sottovento dell'impianto
erano sempre piu elevate del limite strumentale del
campionatore e nettamente superiori rispetto al sito
di controllo sopravento (Tab. 2). I valori di carica
riportati per il micoaerosol all'interno dei due
impianti studiati sono paragonabili a quelli segnalati

Carica fungina totale, percentuale di lieviti, percentuale di Aspergillus spp. e rapporto infout nei diversi siti dell’impianto CFI.
Total fungal load, percentage of yeast, percentage of Aspergillus spp. and inlout ratio in each sites of the plant CFI.

Siti Carica rapporto
totale % Lieviti % Aspergilli in/out
(CFU/m3)
Sopravento (A) 4.1-102 0.8 0.0 -
Ricezione rifiuti / camera manovra gruista (B) 3.6°104 0.7 10.9 86.7
Ricezione rifiuti / vagliatura (C) 4.6:103 23.2 16.2 11.1
Camera di biossidazione / macchina rivoltatrice (D) >4.4:104 0.8 7.4 >106.8
Camera controllo tunnel compostaggio (E) 2.7-103 1.6 0.8 6.5
Camera di biossidazione / nastro trasportatore (F) >4.4:104 0.0 55.6 >106.8
Rivoltamento compost in maturazione (G) >4.4-104 0.0 3.9 >106.8
Aria pre-biofiltro (H) 3.8-103 1.9 5.2 9.2
Aria post-biofiltro (I) 2.5:104 0.0 18.9 61.1
Sottovento (L) 3.3-103 1.9 0.0 7.9
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Carica fungina totale, percentuale di lieviti, percentuale di Aspergillus spp. e rapporto infout nei diversi siti dell'impianto CF2.
Total fungal load, percentage of yeast, percentage of Aspergillus spp. and infout ratio in each sites of the plant CF2.

Siti Carica rapporto
totale % Lieviti % Aspergilli in/out
(CFU/m3)
Sopravento (Q) 1.2-103 9.0 8.8 -
Camera di biossidazione durante il rivoltamento CF3/1 (R) > 4.4-104 0.0 ~100 >33.7
Vagliatura del compost in maturazione CF3/1 (S) > 4.4-104 0.0 ~100 >33.7
Separazione rifiuti non biodegradati CF3/1 (T) > 4.4-104 0.0 ~100 >33.7
Aria post-biofiltro CF3/1 (U) > 4.4-104 0.5 11.5 >33.7
Ricezione rifiuti / vagliatura CF3/2 (V) > 4.4-104 0.0 23.7 >33.7
Rivoltamento compost in maturazione CF3/2 (W) > 4.4-104 0.4 17.7 >33.7
Sottovento (X) > 4.4-104 1.2 7.1 >33.7

da altri autori in lavori analoghi (LACEY, CROOK,
1988; FISHER ez al., 1998; FOLMSBEE, STREVETT,
1999). I lieviti rappresentavano una piccola percen-
tuale della carica totale in tutti i siti di entrambi gli
impianti con I'unica eccezione dell’area di ricezione
det rifiuti dell'impianto CF1 (Tabb. 1 e 2). Per quan-
to ¢ a nostra conoscenza questo gruppo di funghi
non viene considerato durante la valutazione del
rischio biologico. Tuttavia la valutazione della carica
di questo gruppo di funghi e 'identificazione delle
loro specie non dovrebbe essere trascurata dal
momento che alcune specie di lieviti sono patogene
per 'uomo e per gli animali (RICHARDSON,
WARNOCK, 1997).

Sebbene questi dati assoluti possano essere estrema-
mente utili, il loro impiego nella valutazione del
rischio ¢ ostacolato dall’assenza di valori soglia di
riferimento. Abbiamo percio calcolato il rapporto
in/out (sito interno/controllo esterno sopravento),
un parametro spesso impiegato nella valutazione del-
'inquinamento dell’aria indoor. In condizioni nor-
mali la composizione delle due micoflore dovrebbe
essere simile e il rapporto in/out deve essere inferiore
a 1. Fonti di contaminazione comportano maggiori
concentrazioni e una differente composizione del
biooaerosol (REYNOLDS et al., 1990; MACHER et al.,
1991; FILIPELLO MARCHISIO ez al., 1999; FOLMSBEE,
STREVETT, 1999).

Nei differenti siti dell'impianto CF1 il rapporto
in/out variava tra 6.5 e >106.8; nei siti dell'impianto
CF2 era sempre maggiore di 33.7; nei due siti sotto-
vento il rapporto in/out rispetto al controllo sopra-
vento era sempre molto maggiore di 1.

Anche da un punto di vista qualitativo il micoaero-
sol dei siti all'interno dell'impianto CF1 differiva da
quello del controllo sopravento, dominato dai funghi
del genere Cladosporium.

Nel complesso la biodiversita dei funghi filamentosi
riscontrata nell'impianto CF1 ¢ stata notevole: sono
state identificate 80 entita fungine riconducibili a 40
generi e a differenti miceli sterili, inclusi alcuni basi-
diomiceti. La micoflora era composta soprattutto da
funghi mitosporici (62 specie, soprattutto apparte-
nenti ai generi Penicillium, Aspergillus, Scopulariopsis
e Cladosporium), seguiti da Zigomiceti (11 specie),

miceli sterili (4 morfotipi) e Ascomiceti (3 specie).
La maggior parte delle specie sono srisultate legate in
modo preferenziale ad una o piu fasi della lavorazio-
ne del compost. Solo un numero limitato di funghi
(Clﬂdosporzum, Mucor, Rhbizopus, Scopularzoszs spp.)
erano presenti, seppur con concentrazioni molto dif-
ferenti, nel bioaerosol di tutti o quasi i siti dell'im-
pianto. In particolare il bioaerosol nei siti F e G era
principalmente composto da specie appartenenti
all'ordine Mucorales (Rhizopus, Rhizomucor, Mucor e
Circinella spp.), il sito D si contraddistingueva per
Ielevata frequenza di Scopulariopsis spp. e Aspergillus
versicolor. I siti E, H all'interno dell'impianto nonché
il sito L (controllo sottovento) erano caratterizzati da
una frequenza elevata di Cladosporium spp. 1 siti B e
C presentavano una micoflora simile, con Penicil-
lium echinulatum, Trichosporon sp. e A. fumigatus tra
le specie pili abbondanti. Il sito I era caratterizzato da
una frequenza elevata di Emericella nidulans,
Cladosporium spp., Trichurus spiralis e Aphanocla-
dium album, queste ultime due specie quasi o com-
pletamente assenti in tutti gli altri siti dell'impianto.
Un discorso a parte meritano gli Aspergilli, data la
loro implicazione in numerose patologie e il loro
impiego quali markers di inquinamento ambientale
(FISCHER ez al. 1999, 2000). La percentuale di
Aspergilli nell'impianto CF1 variava tra 0.8 e 55.6; la
loro presenza non ¢ stata rilevata nei due siti esterni
allimpianto (Tab. 1). La percentuale di Aspergilli in
tutti i siti dell'impianto CF2 e sottovento ¢ risultata
maggiore rispetto al controllo sopravento. In partico-
lare nei siti R, S, e T essi rappresentavano pressoché
la totalita dei funghi aerodiftusi (Tab. 2). Questi stes-
si siti erano caratterizzati da una minore biodiversita
rispetto agli altri e da una distinta prevalenza di A.
Sflavus var. flavus nei siti R e S e di E. nidulans nel sito
T. Gli altri siti mostravano una maggiore biodiversi-
ta con una prevalenza di E. nidulans nei siti U e W,
di A. awamori nel sito V, di A. fumigatus nel control-
lo sopravento e di A. flavus var. flavus nel controllo
sottovento. Nel complesso sono state isolate 10 e 15
specie, rispettivamente in CF1 e in CF2. Alcune spe-
cie di questo genere come A. alliaceus nellimpianto
CF1 e A. oryzae, A. phoenicis e A. sidowii nell'im-
pianto CF2 risultavano legate in modo preferenziale
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ad un sito; solo un numero limitato di specie (A.
awamori, A. flavus, A. fumigatus, A niger, E. nidulans)
erano presenti, seppur con concentrazioni molto dif-
ferenti, nel bioaerosol di tutti o quasi i siti degli
impianti.

In entrambi gli impianti il passaggio dell’aria attra-
verso i biofiltri comportava I'incremento di specie
potenzialmente pericolose come ad esempio A. fumi-
gatus, la comparsa di specie non riscontrate negli altri
siti degli impianti come Trichurus spiralis nell'im-
pianto CF1 e A. oryzae, A. phoenicis e A. sydowi nel-
I'impianto CF2 e anche un aumento della carica fun-
gina totale. I biofiltri sono normalmente costituiti
da cippato di legno e compost maturo e vengono
impiegati per deodorizzare I'aria proveniente dalla
camera di biossidazione. I dati presentati indicano
che i biofiltri rappresentano un punto critico nella
gestione degli impianti di compostaggio, perché essi
possono contribuire notevolmente all'emissione di
microorganismi nell’area circostante, come gia dimo-
strato anche da KAMPFER e collaboratori (2002).

La composizione quantitativa e qualitativa del
micoaerosol varia durante il processo di compostag-
gio. La camera di biossidazione e il rivoltamento del
compost in maturazione sono i siti dove si verifica la
maggiore dlspersmne di propaguli e quindi risultano
le aree pili a rischio per i lavoratori degli impianti
come gia dimostrato da altri autori (FISCHER ez al.
1998; FOLMSBEE, STREVETT, 1999).

I dati ottenuti dimostrano anche che i propaguli fun-
gini generatisi durante il processo di compostaggio
possono diffondere facilmente nell’aria, esterna,
secondo la direzione prevalente del vento, rappresen-
tando un pericolo per le popolazioni che vivono nelle
aree limitrofe agli impianti stessi. Lattenzione deve
essere focalizzata non solo sul rischio rappresentato
dalla presenza di Aspergillus fumigatus e altre specie
correlate, ma anche su funghi appartenenti all’ordine
Mucorales e al genere Scopulariopsis presenti con cari-
che particolarmente elevate in alcuni siti dell'impian-
to CF1. Questi funghi infatti possono essere impli-
cati in differenti patologie umane (SMITH, 1989;
KwWON-CHUNG, BENNET, 1992; FILIPELLO MARCHI-
SIO et al., 2000; FILIPELLO MARCHISIO, FUSCONI,
2001).

La necessita di un severo controllo del bioaerosol
fungino negli impianti di compostaggio ¢, inoltre,
sottolineata dalla segnalazione sempre piu frequente
di casi di malattie professionali, principalmente a
carico dell’apparato respiratorio, tra gli operatori del
settore (LUNDHOLM, RYLANDER, 1980; POULSEN et
al., 1995; BROWN et al., 1997; BUNGER et al., 2000).
Attualmente in Italia, come nella maggior parte degli
altri paesi non esistono valori soglia per la presenza di
funghi, micotossine ¢ MVOC nell’aria. Questo
vuoto legislativo ¢ almeno in parte giustificabile dalla
mancanza di sufficienti dati epidemiologici che con-
sentano di ricavare un chiaro nesso causa-effetto tra
presenza di funghi nel bioaerosol e insorgenza di
manifestazioni cliniche.

In mancanza di vincoli legislativi, la prima linea di
difesa nei confronti dell’esposizione ai funghi aero-
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diftusi, oltre ad un assiduo uso dei dispositivi di pro-
tezione individuale da parte degli operatori, rimane il
mantenimento di condizioni che prevengano la con-
taminazione biologica, il che presuppone anche una
corretta progettazione degli impianti.

LETTERATURA CITATA
ANDERSEN A.A., 1958 — New samples for the collection,

sizing and enumeration of viable airborne particles. ].
Bacteriol., 76: 471-484.

Berra T., StaiB E, LorT FISCHER ]., LyoN PE,
GUMOWSKI P., MARFENINA O.E., DUNOYER-GEINDRE
S., GEORGEN E,, ROCH-SUSUKI R., GALLAZ L., LATGE
J.2, 1998 - Mycological control and surveillance of bio-
logical waste and compost. Med. Mycol., 36: 137-145.

BrOWN J.E., MASOOD D., COUSER ].I., PATTERSON R.,
1995 — Hypersensitivity pnewmonitis from residential
composting — residential composters lung. Ann. Allergy
Asthma Immunol., 74(1): 45-47.

BrowN K.W., THOMAS ]J.C., WHITNEY E, 1997 — Fate of
volatile organic compounds and pesticides in composted
municipal solid waste. Compost Sci. Utdl., 5(4): 6-14.

BUNGER J., ANTLAUE-LAMMERS, SCHULZ T.G., WESTPHAL
G.A., MULLER M.M., RUHNAU P, HALLIER E., 2000 -
Health complaints and immunological markers of expo-
sure to bioaerosols among biowaste collectors and compost
workers. Occup. Environm. Med., 57: 458-464.

DUTKIESWICZ ]., 1997 - Bacteria and fungi in organic dust
as potential health hazard. Ann. Agric. Environm.
Med., 4: 11-16.

FILIPELLO MARCHISIO V., Fusconr A., 2001 -
Morphological evidence for keratinolytic activity of
Scopulariopsis spp. isolates from nail lesions and the air.
Med. Mycol., 39: 287-294.

FILIPELLO MARCHISIO V., FuscoNt A., QUErIO EL., 2000
- Scopulariopsis brevicaulis: a keratinophilic or a kera-
tinolytic fungus? Mycoses, 43: 281-292.

FILIPELLO MARcHISIO V., SurLorTto E, Borta G.C,
CHIESA A., AIRAUDI D., ANASTASI A., 1999 -
Aerobiological analysis in a salami factory: a possible case
of extrinsic allergic alveolitis by Penicillium camember-
tii. Med. Mycol., 37: 285-289.

FiscHER G., MULLER T., SCHWALBE R., OSTROWSKI R,
DorTt W., 2000 - Exposure to airborne fungi, MVOC
and mycotoxins in biowaste-handling facilities. Int. J.
Hygiene Environm. Health, 203: 97-104.

FISCHER G., SCHWALBE R., MOLLER M., OSTROWSKI R.,
DotT W., 1999 - Species-specific production of micro-
bial volatile organic compounds (MVOC) by airborne
fungi from a compost facility. Chemosphere, 38: 795-
810.

FISCHER G., SCHWALBE R., OsTROWSKI R., DOTT W.,
1998 - Airborne fungi and their secondary metabolites in
working places in a compost facility. Mycoses, 41: 383-
388.

FOLMSBEE, M., STREVETT K.A.., 1999 - Bioaerosol concen-
tration at an outdoor composting center. J. Air Waste
Manag. Assoc., 49: 554-561.

KampPrER P, JUREIT C., ALBRECHT A., NEEF A. 2002.
Immission of microrganisms from composting facilities.
In: INsaM H. ez al. (Eds.), Microbiology of Composting:
571-584. Springer- Verlag, Berlin Heidelberg.

KwoN-CHUNG K.J., BENNET J.E., 1992 - Medical
Mycology. Lea & Febiger. Malvern, Pennsylvania.

LACEY J., CROOK B., 1988 - Fungal and actinomycete spo-
res as pollutants of the workplace and occupational aller-
gens. Am. Occup. Hygiene, 32: 515-533.



234

LACEY ]., DUTKIESWICZ ]., 1994 - Bioaerosols and occupa-
tional lung disease. J. Aerosol Sci., 25: 1371-140.

LAVOIE J., ALIE R., 1997 - Determining the characteristics to
be considered from a worker health and safety standpoint
in household waste sorting and composting plants. Ann.
Agric. Environm. Med., 4: 123-128.

LuNDHOLM M., RYLANDER R., 1980 - Occupational
symptoms among compost workers. J. Occup. Med., 22:
256-257.

MACHER J.M., HUANG EY., FLORES M., 1991 - 4 two-year
study of microbiological indoor air quality in a new
apartment. Arch. Environm. Health, 46: 25-29.

MALMROS P, 1990 - Problems with the working environ-
ment in solid wastetreatment. The National Labour
Inspection of Denmark.

MARCHAND G., LAVOIE J., LAZURE L., 1995 — Evaluation
of bioaerosols in a municipal solid-waste recycling and
composting plant. J. Air Waste Manag., 45: 778-781.

MILLNER PD., OLENCHOCK S.A., EPSTEIN E., RYLANDER
R., HAINES J., WALKER J., Oor B.L., HORNE E.,
MARITATO M., 1994 — Bioaerosols associated with com-
posting facilities. Compost Sci. Util., 2: 6-57.

PouLseN O.M., BReuMm N.O., EBBEHOJ N., HANSEN
A.M., Ivens U.IL,, VANLEVLIEVED D., MALMROS P,
MATTHIASEN L., NIELSEN B.H., NIELSEN E.M.,
ScHIBYE B., Skov T., STENBAEK E.I., WiLkiNs C.K.,
1995 — Collection of domestic waste — review of occupa-
tional health problem and their possible causes. Sci. total
Environm., 170: 1-19.

ReynoLDs S., STREIFEL A.J., CHANG ]J.C.S., 1990 -
Elevated airborne concentration of fungi in residential
and office environments. Am. Ind. Hygiene Assoc., 51:
601-604.

RICHARDSON M.D., WarNOck D.W., 1997 — Fungal
Infection. Diagnosis and Management. Second edition.
Blackwell Science.

SMITH ]J.M.B., 1989 - Opportunistic Mycoses of Man and

AUTORI

INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 36 (1) 230-234, 2004

other Animals. CAB International. BPCC Wheatons
Ltd. Exeter, UK.

SUMMERBELL R.C., StaB E, AHEARN D.G., ANDO M.,
AJELLO L., CROW S.A., FUNG D., GREGOR T., NOBLE
J., Priceé D.L., SiMmMONs R.B., TArRLO S.M.,
WoyCHUK W., 1994 - Household Hyphomycetes and
other indoor fungi. ]. Med. Veter. Mycol., 32: 277-286.

WEBER S., KULLMAN G., PETSONK E., JoNEs W.G.,
OLENCHOCK S., SORENSON W., PARKER J., MARCELO-
Bacur R., Frazer D., CASTRANOVA V., 1997 —
Organic dust exposures from compost handling: case pre-
sentation and respiratory exposure assessment. Am. J. Ind.

Med., 24: 365-374.

RIASSUNTO - Il micoaerosol di due impianti di compo-
staggio in Italia ¢ stato studiato impiegando un campiona-
tore volumetrico a singolo “stadio”. I campioni sono stati
raccolti all'interno dell'impianto, durante diverse fasi del
processo di compostaggio, e all’esterno dell'impianto,
sopravento e sottovento. In un impianto ¢ stata effettuata
una completa valutazione quali-quantitativa della micoflo-
ra aerodiffusa, nell’altro ¢ stata valutata la carica totale
(CFU/m3 di aria) e la composizione quali-quantitativa del
genere Aspergillus, impiegato quale indicatore di inquina-
mento ambientale. Nella maggior parte dei campioni la
carica totale era nettamente al di sopra del limite massimo
strumentale (>43.800 CFU/m3). Nei campioni sopraven-
to la carica totale era notevolmente piut bassa in confronto
ai campioni all'interno degli impiand. Gli aspergilli rap-
presentavano in alcuni siti la quasi totalita della carica fun-
gina. A. fumigatus & stato trovato nella maggior parte dei
campioni, spesso con una carica elevata. I risultati ottenu-
ti sottolineano la necessita di monitorare la micoflora
aerodiffusa, al fine di definire degli standard legislativi che
regolino la presenza nell’aria di organismi dannosi per la
salute dei lavoratori e delle popolazioni che vivono nelle
zone limitrofe agli impianti.
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Aerospore fungine in ambienti ospedalieri

A.M. Picco e M. RODOLFI

ABSTRACT - Airborne fungi in hospital environments - The presence of microbial pollutants, in indoor environments, may
elicit the deterioration of indoor air quality. Studies focusing on the exposure to fungal spores have permitted the eluci-
dation of the biomedical consequences of their inhalation. Moulds produce allergens, irritants and, in some cases, poten-
tially toxic substances such as mycotoxins. Consequently, an aeromycological study in different hospital environments
located in Pavia (Italy) were carried out and the fungal concentration and species richness were determined. Results
showed significant differences according to the carried on activity and to the number of patient/staff present. A total of
39 fungal species, some of them potentially pathogenic, was identified.

Key words: airborne fungi, hospital environment, indoor air quality

INTRODUZIONE

I contaminanti atmosferici di origine biologica pos-
sono essere causa di modificazioni della qualita del-
I’aria negli ambienti confinati. Essi sono rappresenta-
ti da microrganismi vivi (virus, batteri, miceti),
microrganismi morti, frammenti cellulari, endo/eso-
tossine, allergeni e composti organici volatili (WHO,
1983, 1999).

I funghi, in particolare, benché dominanti in natura
per caratteristiche di vita saprofitiche e biodegradati-
ve, possono essere in alcuni casi responsabili di pato-
logie infettive nell'uomo (CARETTA, 1992). Lesposi-
zione negli ambienti di lavoro, di ricovero e di svago
ad aerospore fungine e a ceppi potenzialmente tossi-
nogenl ¢ stata ormai pill volte messa in relazione a
varie sindromi cliniche e manifestazioni allergiche
(LACEY, DUTKIEWICZ, 1994; ROLANDI et al., 1998;
RODOLFI et al., 2001; SISTI et al., 2000; REINER ez 4l.,
2001). Come ovvia conseguenza, si afferma la neces-
sitd, oltre che di riferire lo stato micologico dell’aria
al tipo di locale, di persone che lo frequentano e di
attivitd che vi si svolgono, anche di determinare, a
breve e in modo ufficiale, dei limiti di accettabilita
dell’aria indoor (NE, 1987). A tal proposito,
I’American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH, 1989) ritiene che le informa-
zioni disponibili sulla concentrazione ambientale di
agenti biologici, compresi quelli fungini, non con-
sentano di stabilire relazioni dose-risposta scientifica-
mente accettabili; tuttavia, la valutazione della diffu-
sione dei micromiceti coltivabili rappresenta un
approccio valido e di pratica realizzazione per la valu-
tazione della contaminazione micologica dell’aria

indoor. Sebbene l'assenza di micromiceti vivi o il
rilievo di unitd in numero limitato non siano dati
sufficienti ad escludere la presenza di loro frammen-
ti, tossine o allergeni, il monitoraggio aeromicologi-
co di speciﬁche tipologie ambientali, quali quelle
ospedaliere, ¢ utile scrumento per la segnalazione di
eccessive contaminazioni fungine o di specie poten-
zialmente patogene e la formulazione di un giudizio
di salubrita dell'indoor in questione.

In questo lavoro si riportano i risultati di un moni-
toraggio aeromicologico quantitativo e qualitativo
effettuato in una della principali strutture sanitarie di
Pavia. La contaminazione aeromicologica, valutata in
7 differenti tipologie ambientali, ¢ stata ponderata al
fine di consentire una maggiore tutela della salute dei
pazienti e del personale biomedico della struttura in
questione. Si intende, inoltre, dare un contributo al
raggiungimento di un numero statisticamente signi-
ficativo di dati relativi al rischio micologico a tra-
smissione aerea in ambiente ospedaliero.

MATERIALI E METODI

La clinica indagata, situata in Pavia, ¢ di recentissima
costruzione e l'attivita che vi si svolge ¢ prevalente-
mente di tipo riabilitativo. In tutto I'edificio sono
presenti impianti di trattamento aria che provvedono
al riscaldamento nella stagione invernale ed al raf-
freddamento in quella estiva. Il numero di ricambi
d’aria ¢ impostato in funzione dell’attivita svolta nei
diversi locali; quelli in cui si attuano attivita “a
rischio” sono serviti da apposito impianto.
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I campionamenti dell’aria sono stati effettuati per un
periodo di tre mesi, dagli inizi di novembre 2000
fino alla fine di gennaio 2001.

PUNTI DI PRELIEVO

I differenti ambienti ospedalieri sono stati sottoposti
a monitoraggio in condizioni di normale attivita
lavorativa; essi sono stati, per comodita di studio,
suddivisi in 7 tipologie, ciascuna monitorata in 9-11
locali, per un totale di 70 punti di prelievo dell’aria.
Si riportano le tipologie oggetto di indagine: uffici,
zone comuni, degenze, ambulatori di diagnostica,
day hospital, laboratori e ambienti critici (ossia loca-
li in cui le attivita svolte esigono condizioni di bassa
contaminazione biologica).

Nel corso di ogni giornata di campionamento, & stata
effettuata una serie analoga di prelievi d’aria all’ester-
no con significato di controllo.

In ciascuno dei locali indagati e all’esterno sono stati
misurati i valori di temperatura ed umidita relativa
dell’aria.

TECNICHE DI CAMPIONAMENTO

Lindagine aeromicologica quantitativa ¢ stata effet-
tuata utilizzando un campionatore microbiologico
SAS Super 100 (pbi), posizionato a circa 1,5 m dal
suolo ed impostato sulla misura di 200 | di aria. I
flusso d’aria laminare ¢ stato convogliato sulla super-
ficie di piastre Contact Plate contenenti terreno
Sabouraud Dextrose Agar (Oxoid); ogni campiona-
mento ¢ stato effettuato in doppio. Al termine del
periodo di incubazione (4-6 giorni a 20°C), le colo-
nie visibili ad occhio nudo sono state conteggiate e la
carica micetica, espressa come CFU/m3 d’aria, ¢ la
media delle due determinazioni.

Lindagine acromicologica qualitativa ¢ stata effettua-
ta mediante sedimentazione gravitazionale delle
aerospore fungine, esponendo piastre Petri contenen-
ti Potato Dextrose Agar (Oxoid), a circa 1,5 m dal
suolo per un tempo di 15 minut. In seguito all’e-
sposizione, le piastre sono state mantenute a tempe-
ratura ambiente, esaminate dopo 6-10-14 giorni ed ¢
stata effettuata la caratterizzazione specifica delle
colonie isolate. Ogni campionamento ¢ stato effet-
tuato in doppio e i risultati sono stati espressi in ter-

mini di CFU/154 cm?Z.

RISULTATI

In Tab. 1 sono riportati i valori di CFU/m?3 riscon-
trati nell’aria delle tipologie ambientali monitorate,
in unione ai rispettivi dati di temperatura, umidita
relativa dell’aria e carica micetica esterna. Le cariche
fungine valutate con I'uso del campionatore attivo
hanno mostrato oscillazioni ricollegabili alle diffe-
renti attivita di reparto ed al numero di degen-
ti/impiegati presenti: negli uffici la carica micetica
variava da 3 a 53 CFU/m3 d’aria; nelle zone comuni
da 0 a 173 CFU/m3 (con valori maggiori in atrio ed
in cucina); nelle degenze da 9 a 73 CFU/m3; negli
ambulatori di diagnostica da 0 a 50 CFU/m3; nei
day hospital da 5 a 78 CFU/m3; nei laboratori da 3
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a 40 CFU/m3; negli ambienti critici da 0 a 78
CFU/m3 (con valore maggiore in terapia intensiva
Pneumologia). Dal confronto tra le cariche micetiche
medie delle 7 tipologie ambientali si evince che quel-
la maggiore ¢ stata riscontrata nella tipologia zone
comuni (52 CFU/m3) seguita dalla carica micetica
media nella tipologia degenze (36,5 CFU/m?). Al
contrario, la carica micetica media minore ¢ stata
ritrovata nella tipologia laboratori (12,9 CFU/m3).
Le pit elevate cariche micetiche sono state riscontra-
te nei seguenti locali di prelievo: atrio (tipologia zone
comuni) con 173 CFU/m3; cucina (tipologia zone
comuni) con 123 CFU/m3; terapia intensiva pneu-
mologia (tipologia ambienti critici) con 78 CFU/m3;
oncologia 2° piano (tipologia day hospital) con 78
CFU/m3; camera 2 letti allergologia (tipologia
degenze) con 73 CFU/m3. Si sottolineano, infine, gli
ambienti con carica micetica nulla: radioterapia
(tipologia ambulatori di diagnostica); terapia intensi-
va oncologica (tipologia ambienti critici); preparazio-
ni parenterali (tipologia ambienti critici).

Lanalisi acromicologica qualitativa ha permesso l'iso-
lamento di 39 specie fungine e di 20, 21, 24, 17, 25,
20 e 17 raxa fungini rispettivamente nelle tipologie
uffici, zone comuni, degenze, ambulatori di diagno-
stica, day hospital, laboratori e ambienti critici. In
Fig. 1, si evidenzia come i valori di ricchezza in spe-
cie ottenuti per sedimentazione delle aerospore su
piastra ed i valori di carica micetica non siano risul-
tati correlabili; ad esempio, ai valori di maggiore ric-
chezza specifica trovati nelle tipologie day hospital e
degenze non sono corrisposti altrettanti valori di
maggiore carica micetica nelle stesse tipologie
ambientali.

Fra tutti i faxa isolati, si ritiene opportuno segnalare,
in particolare, le seguenti specie fungine potenzial-
mente patogene:

o Arthrinium phaeospermum isolata dall’aria del-
I'ufficio TAC (1 CFU/154cm?);

* Alternaria alternata isolata dalle tipologie zone
comuni (1 CFU/154cm? sia in atrio che cor-
ridoio centrale zona radiologia), degenze (3
CFU/154cm? in camera 2 letti di Medicina
del Lavoro), day hospital (2 CFU/154cm? in
Oncologia), laboratori (1 CFU/154cm? in
laboratorio RIA e 1 CFU/154cm? in laborato-
rio Immunologia e Allergologia), ambienti cri-
tici (1 CFU/154cm? sia in Terapia Intensiva
Pneumologia che in Terapia del Dolore);

o Aspergillus candidus isolata dalla tipologia
degenze (6 CFU/154cm? in camera 2 letti di
Medicina del Lavoro);

» Aspergillus flavus isolata dalle tipologie degen-
ze (1 CFU/154cm? in Nefrologia), ambulato-
ri (1 CFU/154cm? in ambulatorio di
Ecografia), laboratori (1 CFU/154cm? in
Cardiologia Molecolare), ambienti critici (1
CFU/154cm? in Broncoscopia);

o Aspergillus fumigatus isolata dalle tipologie
uffici (1 CFU/154cm? sia in ufficio radiologia
che in ufficio TAC), degenze (1 CFU/154cm?
in Nefrologia);
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TABELLA 1

Valori di carica fungina, temperatura ed umidita riscontrati nelle diverse tipologie ospedaliere.
Values of total spore counts, temperature and RH detected in the different hospital environments.
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(segue Tabella 1)

Fig. 1

Cariche fungine medie nelle diverse tipologie ospedaliere.
Values of medium spore counts in the different hospital environments.

o Aspergillus niger isolata dalle tipologie zone

comuni (1 CFU/154cm? in corridoio centrale
zona Radiologia e in palestra RRF), degenze
(1 CFU/154cm? in camera 2 letti RRF), labo-
ratori (1 CFU/154cm? in Cardiologia Mole-
colare);

o Aspergillus versicolor isolata dalle tipologie uffi-

ci (2 CFU/154cm? in ufficio personale piano
terra), zone comuni (5 CFU/154cm? in zona
attesa fisiopat. resp/cardiologia), degenze (2
CFU/154cm? in camera 2 letti RRF e 1
CFU/154cm? in Cardiologia), ambulatori (5
CFU/154cm? in ambulatorio prelievi), day
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hospital (1 CFU/154cm? in Oncologia piano
terra, 1 CFU/154cm? in Terapia del Dolore e
1 CFU/154cm? in Nefrologia);

»  Aureobasidium pullulans isolata dalle tipologie

uffici (2 CFU/154cm? in ufficio personale
piano terra), zone comuni (1 CFU/154cm? in
zona attesa day hospital oncologico e in pale-
stra terapia occupazionale), ambulatori (1
CFU/154cm? in ambulatorio prelievi e in
ambulatorio MOC), laboratori (2
CFU/154cm? in laboratorio urine), ambienti
critici (I CFU/154cm? in terapia intensiva
Pneumologia;
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o Fusarium oxysporum isolata dalle tipologie
zone comuni (1 CFU/154cm? in corridoio
centrale zona Radiologia e in zona attesa day
hospital oncologico), day hospital (1
CFU/154cm? in Cardiologia), laboratori (1
CFU/154cm? in laboratorio Immunologia e
Allergologia e in Cardiologia Molecolare);

»  Geotrichum candidum isolata dalla tipologia
degenze (1 CFU/154cm? in camera 2 letti
Pneumologia);

*  Penicillium expansum isolata dalle tipologie
uffici (1 CFU/154cm? in ufficio Direzione
Scientifica);

*  Rbizopus stolonifer isolata dalle tipologie uffici
(1 CFU/154cm? in ufficio Direzione
Scientifica e in Medicina Nucleare), zone
comuni (2 CFU/154cm? in zona attesa ambu-
latorio prelievi, in corridoio fisiopat.resp/car-
diologia e in biblioteca), degenze (1
CFU/154cm? in camera 2 letti Medicina del
Lavoro), ambulatori (2 CFU/154cm? in
ambulatorio Rx, in Fisiopatologia Respiratoria
e in Ecografia), day hospital (1 CFU/154cm?
in Allergologia e in Cardiologia), laboratori (2
CFU/154cm? in Oncologia ed Ematologia),
ambienti critici (1 CFU/154cm? in Terapia
intensiva Cardiologia e in Gastroscopia);

o Scopulariopsis brumptii isolata dalle tipologie
uffici (1 CFU/154cm? in ufficio radiologia),
ambulatori (1 CFU/154cm? in ambulatorio
Rx);

* Trichoderma viride isolata dalle tipologie day
hospital (2 CFU/154cm? in Terapia del
Dolore), ambienti critici (1 CFU/154cm? in
Piede Diabetico);

Tricophyton rubrum isolata dalla tipologia day
hospital (1 CFU/154cm? in Dialisi 4 letti).

La suddetta interpretazione della potenziale patoge-
nicita di alcune specie isolate si basa su dati disponi-
bili in letteratura (DE HOOG, GUARRO, 1995).

I risultati mettono in evidenza percentuali minori di
specie potenzialmente patogene negli uffici (27%),
nelle zone comuni e nelle degenze (29%) e percen-
tuali maggiori negli ambulatori di diagnostica
(42%), nei laboratori (40%), negli ambienti critici
(38%) e nei day hospital (36%). Anche in questo
caso, dalla comparazione tra carica micetica e per-
centuale fungina potenzialmente patogena risulta
essere evidente la mancanza di una proporzionalita
diretta: ai valori di maggiore carica micetica delle
tipologie zone comuni e degenze non corrispondono
altrettanti valori di maggiore percentuale fungina
potenzialmente patogena.

Di1scUSSIONE E CONCLUSIONI

La contaminazione microbica dell’aria nell'indoor
ospedaliero, specialmente in quegli ambienti ad “alto
rischio” per la particolare vulnerabilita dei degenti
(come le sale operatorie, le unita di terapia intensiva
e le unita per pazienti immunocompromessi), pud
rivelarsi una causa frequente di morbosita e mortali-
ta (BODEY, 1988; SCHAAL, 1991). Dai dati riportati
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dal National Nosocomial Infectious Surveillance
(NNIS) System dei Center for Disease Control and
Prevention (CDC), riguardanti la decade 1980-
1990, emerge che in questo periodo vi fu un costan-
te incremento delle infezioni fungine nosocomiali
con valori che raggiunsero i 3,8 casi su 1000 pazien-
ti dimessi (BECK-SAUGUE ez a/., 1993). In merito al
genere Aspergillus, considerato come la seconda causa
di infezioni nosocomiali di origine micetica dopo il
genere Candida, il NNIS riferisce che esso provoca
I'1,3% di tutte le infezioni contratte in ambito ospe-
daliero, dove i principali fattori di rischio sono rap-
presentati da ventilazione naturale o da sistemi di
condizionamento dell’aria non adeguati per la moda-
lita di filtrazione, la frequenza dei ricambi o la pres-
sione nelle stanze (TABLAU et al., 1994).

Nel quadro di queste crescenti problematiche e delle
conseguenti attuali norme relative si colloca il pre-
sente studio acromicologico.

Lanalisi puramente quantitativa dei risultati, nel-
I'ambito dei quali emerge una componente fungina
dell’aria monitorata variabile tra 0 ¢ 173 CFU/m3
d’aria, ha evidenziato, in generale, valori di contami-
nazione micologica piuttosto bassi e fortemente
oscillanti all'interno dei diversi punti di campiona-
mento. I pili elevati valori riscontrati sono spiegabili
con la notevole circolazione di persone e con la pre-
senza nelle zone comuni e negli uffici di substrati,
quali stoffe e moquettes, adatti alla crescita ed alla
colonizzazione dei micromiceti. I bassi valori eviden-
ziati nei laboratori e negli ambienti critici sarebbero
motivabili con la presenza di cappe e di sistemi di
compartimentazione dei ricambi d’aria. Turtavia, & di
grande importanza segnalare come negli ambienti
con minori cariche micetiche si avessero valori mag-
giori di ricchezza specifica e come le maggiori per-
centuali di zaxa potenzialmente patogeni fossero
concentrate nelle tipologie ambientali con minore
numero di specie rilevate e con basse cariche miceti-
che: day hospital, degenze, zone comuni e uffici
hanno, infatti, mostrato le percentuali di specie
potenzialmente patogene piu basse (36%, 29%,
29%, 27%), mentre laboratori, ambulatori di dia-
gnostica ed ambienti critici le pit alte (40%, 42%,
38%). Dunque, proprio dove si hanno bassi
CFU/m3 d’aria sono alte le percentuali di zaxa
potenzialmente patogeni che potrebbero mettere
rischio la salute dei pazienti. E’ interessante sottoli-
neare che proprio nelle tre tipologie ambientali labo-
ratori, ambulatori di diagnostica e ambienti critici
sono stati registrati i valori piti bassi di umidita rela-
tiva dell’aria (62% e 59%); tali valori, indispensabili
per l'ottimale svolgimento delle attivita cliniche-tera-
peutiche, diagnostiche e di sperimentazione, inibi-
scono la maggior parte delle specie fungine non xero-
tolleranti a favore di quei pochi ma efficienti compe-
titori in grado di adattarsi all’alto stress idrico. Specie
appartenenti ai generi Penicillium, Aspergillus,
Alternaria e Cladosporium, isolate nel corso del moni-
toraggio, devono la loro xerotolleranza alla capacita
di accumulare a partire dall’ambiente circostante
oppure di sintetizzare composti quali glicerolo o altri
alcool poli-idrici inerti che hanno la funzione di
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abbassare il potenziale interno dell’acqua fino al di
sotto del valore al quale si trova 'ambiente circostan-
te. Questo meccanismo adattativo impedisce alle cel-
lule fungine di disperdere una quota eccessiva d’ac-
qua, garantendo loro la sopravvivenza (ADLER ez al.,
1982). Come ultimo commento ai risultati ottenuti,
si ritiene di dover segnalare, in quanto potenzial-
mente pericolose, la presenze di: Alternaria alternata,
aerodiffusa nella clinica con il 14% di frequenza e
ben nota in quanto specie produttrice di allergeni
(MCNEEL, KREUTZER, 1996); Geotrichum candidum,
la cui frequenza, sebbene molto bassa, nella camera
di pneumologia delle degenze potrebbe provocare
infezioni po%monari o bronchiali (DE HoogG,
GUARRO, 1995); Aspergillus versicolor, specie ritrova-
ta in pil tipologie ospedaliere, in particolare con fre-
quenza del 4% negli uffici, agente di differenti mico-
st umane (RIPPON, 1988); Aspergillus fumigatus ed A.
flavus, specie agenti di aspergillosi bronchiali allergi-
che (JOHNSON, 1987), entrambi isolati in una came-
ra nefrologica con la bassa frequenza dell'1% e, nel
caso di A. flavus, nel locale adibito a nutrizione
parenterale.

Il monitoraggio acromicologico ¢ riuscito nell’inten-
to di ponderare il rischio di contaminazione fungina
relativamente alle attivita che si svolgono nelle diver-
se tipologie ospedaliere ed in base allo stato di salute
degli individui che le frequentano. Non si ¢ potuto,
tuttavia, riferire entitd della contaminazione e del
rischio a limiti numerici ben definiti, non essendo
questi stati ancora definiti a livello legislativo. Si
ritiene importante sottolineare, in conclusione, come
i giudizi di salubrita dell'indoor debbano essere pon-
derati con una certa flessibilita ed i valori soglia pro-
posti sulla base di situazioni differenti da ambiente
ad ambiente.
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RIASSUNTO - I contaminanti atmosferici di origine bio-
logica possono essere causa di modificazioni della qualita
dell’aria negli ambienti confinati; 'esposizione ad aero-
spore fungine, in particolare, ¢ stata pili volte messa in
relazione a disturbi della salute nell’'uomo. E’ noto, inol-
tre, che i funghi aerodispersi possono, in determinate
condizioni metaboliche, produrre allergeni e sostanze
potenzialmente tossiche quali le micotossine. Nel quadro
di questa crescente problematica, ¢ stata svolta ur’indagi-
ne aeromicologica quantitativa e qualitativa in una delle
principali strutture sanitarie di Pavia (Italia). I risultati
quantitativi hanno evidenziato oscillazioni ricollegabili
alle differenti attivita di reparto ed al numero di
degenti/impiegati presenti; il monitoraggio qualitativo ha
permesso l'identificazione di 39 specie fungine, alcune
delle quali potenzialmente patogene.

Anna Maria Picco*, Marinella Rodolfi, Dipartimento di Ecologia del Territorio e degli Ambienti Terrestri, Sezione di Micologia,
Universita di Pavia, Via san Epifanio 14, 27100 Pavia (*apicco@et.unipuv.it)
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La citofluorimetria a flusso puo risolvere i problemi di misura
dell’aerosol fungino?

V. PRIGIONE, G. LINGUA e V. FILIPELLO MARCHISIO

ABSTRACT - Could flow cytometry solve limitations in the enumeration of fungal aerosol? - Current limitations in the
methodology for enumeration of airborne fungal propagules compromise the precision and accuracy of bioaerosol expo-
sure assessment. Flow cytometry (FCM) is a tool with great potential for use in environmental microbiology because of
the quantity and quality of data it provides in a timely fashion. In this study, FCM was used to count fungal propagules
in field samples. To verify the accuracy and the precision of this technique, fungal propagules counts made by flow cytom-
etry were compared with counts by direct observation using epifluorescence microscopy. Field samples were stained with
propidium iodide after microwave irradiation, to discriminate the biological particles, while forward angle light scattering
was used for identifying and counting fungal propagules population. A close agreement was found between FCM and epi-
fluorescence microscopy counts.

Key words: bioaerosol, flow cytometry, fungal propagules, fungi

INTRODUZIONE

La maggior parte dei funghi terrestri produce propa-
guli (conidi e spore), che vengono rilasciati nell'am-
biente aereo, dove si comportano come unita ripro-
duttive specializzate nella dispersione spaziale e nella
sopravvivenza della specie. I propaguli dei funghi,
infatti, rappresentano una frazione molto importan-
te del bioaerosol: in una cittd come Londra essi pos-
sono superare il 96% del particolato biologico della
frazione PM;, (MACKAY, 1998).

La presenza e la concentrazione dei propaguli fungi-
ni nell’aria di ambienti esterni e confinati puod pro-
vocare numerosi effetti, indiretti e diretti, sulla vita
dell'uomo, dai danni economici ai rischi per la salu-
te. I danni economici derivano principalmente dal-
Pattivita dei fitopatogeni e dei saprotrofi. I rischi per
la salute si collegano alla presenza nell’aria di specie
patogene ed opportuniste, nonché alla possibilita di
reazioni tossiche o allergiche, causate dai propaguli
in toto o da alcune loro componenti.

Il monitoraggio dei funghi aerodiffusi & percio indi-
spensabile per risolvere problemi di tipo diagnostico,
terapeutico ed epidemiologico, per le valutazioni di
igiene ambientale e per programmare strategie di
prevenzione e di lotta. Per valutare I'esposizione al
micoaerosol, tradizionalmente ci si avvale di metodi
colturali o microscopici. Nei metodi colturali il
materiale aerodiffuso, raccolto su un terreno di col-
tura agarizzato, viene lasciato in incubazione a tem-

perature appropriate per permettere a tutte le cellule
vitali e coltivabili di germinare e di dare origine a
colonie. Terminato il periodo di incubazione, & pos-
sibile contare le uniti formanti colonia (CFU) e risa-
lire alle cellule vitali per unita di volume di aria cam-
pionata (MADELIN, MADELIN, 1995). Tale metodo,
perd, sottostima in partenza il numero dei propaguli
fungini aerodiffusi; esso, infatti, ¢ influenzato dalla
selettivitd dei diversi terreni nutritizi, dal rischio di
deposizioni multiple per ogni sito d’'impatto e dai
fenomeni di fungistasi e, sopattutto, prende in con-
siderazione solo i conidi vitali e germinabili (FILI-
PELLO MARCHISIO ez al., 1989).

Con i metodi microscopici le particelle aerodiffuse,
raccolte su un vetrino o su un filtro, possono essere
osservate con vari tipi di microscopi, ottici, a fluore-
scenza, elettronici a scansione (MADELIN, MADELIN,
1995). Essi sono gli unici attualmente disponibili per
la valutazione dell’aerosol fungino totale, inclusi i
propaguli non vitali o non in grado di sviluppare
colonie. Laerosol fungino totale ¢ un parametro
estremamente importante poiche la vitalitd non ¢ un
requisito necessario per lo sviluppo di malattie non
infettive: allergeni e tossine, infatti, possono essere
presenti anche nelle cellule morte (SORENSON,
LEw1S, 1996). Anche i metodi microscopici presen-
tano dei limiti: richiedono molto tempo e lavoro di
equipe; consentono di analizzare soltanto un volume
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ridotto per ogni campione, oppure pochi campioni
che possono non rappresentare a sufficienza la situa-
zione reale; rendono difficile I'individuazione di pro-
paguli di dimensioni molto ridotte o presenti sotto-
forma di aggregati e la discriminazione tra generi che
producono propaguli riproduttivi molto simili, per
forma e dimensione, come nel caso delle specie di
Penicillium e Aspergillus.

Da quanto appena esposto deriva la necessita di spe-
rimentare nuove tecniche che affianchino ed even-
tualmente sostituiscano le metodiche tradizionali.
La citofluorimetria a flusso (FCM) & una tecnica
estremamente versatile che permette di contare, ana-
lizzare singolarmente ed eventualmente separare
(mediante “cell sorting”) migliaia di cellule in pochi
secondi e, gia da alcuni anni, ¢ stata utilizzata in
studi di carattere ecologico, in particolare, sul planc-
ton microbico procariotico ed eucariotico (DELEO,
BAVEYE, 1996; GASOL et al., 1999; DUBELAAR,
JONKER, 2000; VELDHUIS, KraAY, 2000).

Limpiego della FCM per I'analisi del bioaerosol ¢,
attualmente, agli inizi ed ¢ stato sperimentato soltan-
to per analisi batteriche. In tale ambito, comunque,
il confronto con metodologie tradizionali ha permes-
so di evidenziare le enormi potenzialita della FCM
che, inoltre, se accompagnata da tecniche di biologia
molecolare come libridazione fluorescente 7 situ
(FISH) (LANGE et al., 1997) o di immunomarcatura,
pud permettere la ricerca e l'accurata valutazione
quantitativa di specie patogene ad alto rischio per la
salute dell'uomo e degli animali.

Per quanto riguarda il monitoraggio della micoflora
aerodiffusa in letteratura non esistono, a nostra
conoscenza, riferimenti all'impiego della citofluori-
metria a flusso per I'analisi di campioni ambientali.
Lunico caso, di recentissima pubblicazione, si riferi-
sce alla ricerca degli sporangi del fungo fitopatogeno
Phytophthora infestans in campioni simulati di bioae-
rosol (DAY et al., 2002).

Nell’applicazione della FCM allo studio dell’aerosol
fungino, il principale problema ¢ legato alla difficol-
ta di colorare con i fluorocromi i propaguli di mol-
tissimi funghi (MUILENBERG, BURGE, 1994; BURGE,
1995; DAY et al., 2002). Spore e conidi, infatti, sono
caratterizzati da pareti cellulari molto spesse e resi-
stenti che proteggono il protoplasto dagli insulti fisi-
ci, chimici e biologici dell’'ambiente troposferico ma,
nel contempo, impediscono o mascherano la colora-
zione.

Lo scopo di questo studio ¢ stato sperimentare I'ap-
plicabilita della citofluorimetria a flusso, in luce dis-
persa e fluorescente, alla valutazione quantitativa del-
laerosol fungino di campioni ambientali a diversa
tipologia, confrontando la sensibilita di questa tecni-
ca con quella di una tecnica di analisi tradizionale.

MATERIALI E METODI

Il campionamento dell’aria ¢ stato effettuato in due
siti con caratteristiche ambientali estremamente dif-
ferenti: sito A, all’interno della camera di bioossida-
zione di un impianto di compostaggio; sito B, in
unarea cittadina, ricca di vegetazione (arboretum
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dell'Orto Botanico di Torino). Prove preliminari
condotte in entrambi i siti, impiegando un campio-
natore SAS (Surface Air Sampler), indicavano la pre-
senza, nel sito A, di una carica fungina molto supe-
riore alle medie outdoor e ai valori ottenuti nel sito
B. Per tale motivo il campionamento ¢ stato condot-
to su volumi d’aria diversi.
Per la raccolta del campione ¢ stato impiegato un
campionatore volumetrico tipo “impinger”, costitui-
to da un gorgogliatore in vetro, collegato ad una
pompa a vuoto (TCR Tecora, modello “Charlie”).
Come liquido di raccolta sono stati impiegati 12 ml
di soluzione di Ringer (Oxoid) diluita un quarto e
modificata con laggiunta di 0.01% Antifoam A
(S1gma) e 0.02% Tween 80 (Sigma) per facilitare la
sospensione dei propaguli idrofobici e diminuire la
loro aggregazione.
Laria ¢ stata campionata ad altezza uomo, alla velo-
cita di 10 | al minuto. Nel sito A ¢ stato raccolto un
campione corrispondente a 600 | d’aria, nel sito B
quattro campioni (B1-B4), ognuno dei quali corri-
spondente a 3600 | d’aria.
Prima della colorazione, i campioni raccolti sono
stati irraggiati con microonde, metodo che consente
di colorare con i fluorocromi i propaguli fungini
altrimenti refrattari (PRIGIONE, FILIPELLO MARCHI-
§10, 2002). E’ stato impiegato un forno a microonde
Panasonic NN-K257-W, irraggiando 1 ml di cam-
pione alla potenza di 440W e frequenza di 2450
MHz, per 30 secondi.
I campioni sono stati colorati con ioduro di propic}io
(Sigma) alla concentrazione finale di 100 mg ml”
analizzati dopo 2 ore di incubazione a temperatura
ambiente.
Il numero di propaguli fungini presenti nei campio-
ni ¢ stato valutato parallelamente mediante analisi
diretta in epifluorescenza (microscopio Nikon
ECLIPSE E 400) con l'ausilio di un emocitometro
(camera di Biirker) e mediante analisi con citofluori-
metro a flusso (modello Partec PAS, equipaggiato
con un laser ad argon da 20 mW); in questo caso
come standard esterno sono state impiegate micro-
sfere di polietilene “full spectrum” con un diametro
di 4.2 pm (Polyscience), paragonabile a quello del
materiale preso in esame.
Inoltre ¢ stata eseguita una preanalisi, in fluorescen-
za e in luce dispersa, di sospensioni pure e miste di
conidi di Penicillium brevicompactum e Cladosporium
cladosporioides per impostare lo strumento in modo
da identificare la regione di background da quella
dell’aerosol fungino. Queste due specie fungine sono
state scelte come riferimento sia perché dominanti
nell’ambiente aereo (FILIPELLO MARCHISIO et al.,
1997), sia perché le caratteristiche dei loro conidi
(dimensioni e forma) possono ben rappresentare la
variabilita morfologica e dimensionale delle piu
comuni specie fungine aerodiffuse.
Per entrambi i metodi di analisi abbiamo eseguito 5
ripetizioni, ognuna delle quali corrispondente a 200
ml di sospensione, nel caso del citofluorimetro a flus-
s0, e a 0.192 ml, nel caso dell’analisi in epifluore-
scenza. La significativita delle differenze tra le letture
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eseguite con il citofluorimetro e la camera di Biirker
¢ stata calcolata mediante il test non parametrico di
Mann-Whitney (programma STAT VIEW II per
Macintosh).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le principali difficolta che I'analisi citofluorimetrica
di campioni ambientali comporta sono i) la possibi-
lica che il particolato di fondo mascheri i propaguli
fungini presenti nel campione e ii) la necessita di
individuare le coordinate che identificano l'area in
cui ricade la popolazione fungina per separarla da
altri organismi e componenti biologiche che, inevita-
bilmente, si trovano in un campione naturale, in par-
ticolare pollini e batteri.

Lo ioduro di propidio ¢ un fluorocromo intercalante
che si lega agli acidi nucleici con una buona specifi-
cita (HOUGLAND, 1996); per tale motivo, nonche per
lintensa fluorescenza che conferisce ai propaguli
fungini, dopo trattamento con microonde (PRIGIO-
NE, FILIPELLO MARCHISIO, 2002), si ¢ rivelato utile
per distinguere la componente biologica dal partico-
lato inorganico che ¢ stato cosi escluso dall’acquisi-
zione di ulteriori dati.

La pre-analisi di sospensioni pure di conidi di
Penicillium brevicompactum e Cladosporium cladospo-
rioides ci ha permesso di individuare in un diagram-
ma a nuvole di punti, ottenuto combinando il for-
ward scatter, parametro di luce dispersa correlato alle
dimensioni delle particelle (DAVEY, KELL, 1996), con
I'intensita di fluorescenza nel rosso, la regione in cui

Fig. 1
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era presumibile fosse compresa la popolazione fungi-
na dei campioni ambientali; percio soltanto le parti-
celle che ricadevano in questa regione sono state con-
siderate propaguli fungini e conteggiate (Fig. 1).

I risultati delle letture eseguite con il citofluorimetro
a flusso e in microscopia ad epifluorescenza dei 5
campioni ambientali sono mostrati in Tab. 1, in cui
sono riportate le medie delle 5 ripetizioni, le devia-
zioni standard e i coefficienti di variazione percen-
tuale. Confrontando i risultati ottenuti con i due
metodi di analisi, le differenze sono risultate, in ogm
caso, non significative. I coefficienti di variazione
relativi all’analisi citofluorimetrica sono risultati, in
media, pitt bassi rispetto a quelli ottenuti in epifluo-
rescenza. Inoltre, tenendo conto che con il citofluo-
rimetro a flusso ogni lettura viene effettuata su un
volume di campione che ¢ oltre 1000 volte maggiore
rispetto a quello impiegato nella camera di Biirker
(200 ml vs. 0.192 ml) le letture devono essere consi-
derate pili rappresentative.

In base alla velocita di aspirazione del campionatore,
alla durata del campionamento e alla concentrazione
di propaguli per ml di sospensione, ¢ stata quindi cal-
colata la concentrazione di propaguli per m> d’aria
(Tab. 2). I risultati ottenuti indicano che le analisi
citofluorimetriche, impostate nel modo descritto,
possono essere considerate affidabili nelle valutazioni
quantitative dell’aerosol fungino, con il vantaggio
della rapidita, che offre, tra I'altro, anche la possibili-
ta di un esame ambientale pili accurato per il mag-
giore numero di campioni analizzabili. La tecnica

FCM: istogrammi di frequenza e diagrammi a nuvole di punti ottenuti nell’analisi del campione ambientale B1 trattato
con microonde e colorato con ioduro di propidio. Counts, numero di particelle; FL III, fluorescenza nel rosso; FSC, for-
ward scatter; SSC, side scatter; R2, area selezionata per il conteggio; P, particolato di fondo.

FCM: histograms and dot plot obtained by flow cytometric analysis of B1 sample after microwave irradiation and propi-
dium iodide staining. Counts, number of particles; FLIII, red fluorescence; FSC, forward scatter; SSC, side scatter; R2,

region gated for counting; P, background.
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TABELLA 1
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Analisi quantitativa di campioni ambientali: letture con il citofluorimetro a flusso con il microscopio ad epifluorescenza.
Quantitative analysis of field samples by flow cytometry and epifluorescence microscopy.

Campione Citofluorimetria a flusso Microscopia ad epifluorescenza

N° medio di N° medio di

propaguli Dev. St. CV (%) propaguli Dev. St. CV (%)

fungini ml™! fungini ml!
A 2.65 x 104 0.81 x 104 30.57 3.85 x 104 0.73 x 104 18.96
Bl 4.49 x 104 1.71 x 104 30.08 5.60 x 104 1.72 x 104 30.71
B2 1.14 x 104 0.45 x 104 39.47 1.04 x 104 0.64 x 104 61.53
B3 1.56 x 104 0.38 x 104 24.36 1.35x 104 0.59 x 104 43.70
B4 1.41 x 104 0.14 x 104 9.93 1.67 x 104 1.19 x 104 71.26
TABELLA 2

Concentrazioni di propaguli fungini per m3 di aria ottenute con il citofluorimetro a flusso e con il microscopio ad epifluore-

scenza.

Total fungal load (propagules m3 of air) by flow cytometry and epifluorescence microscopy.

Campione Citofluorimetria a flusso Microscopia ad epifluorescenza
N° medio di N° medio di
propaguli Dev. St. propaguli Dev. St.
fungini m™3 fungini m™3
A 5.30 x 105 1.62 x 105 7.70 x 105 1.46 x 10°
Bl 1.50 x 10° 0.57 x 10° 1.87 x 10> 0.57 x 104
B2 3.80 x 104 1.50 x 104 3.46 x 104 2.13x 104
B3 5.20 x 104 1.27 x 104 4.50 x 104 1.97 x 104
B4 4.70 x 104 0.47 x 104 5.57 x 104 3.97 x 104

dovra ancora essere sperimentata in situazioni diffe-
renti di contaminazione e un interessante sviluppo
potra essere la messa a punto di un metodo per la
ricerca e la valutazione quantitativa di specie critiche
con metodi immunologici e/o molecolari.
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RIASSUNTO - In questo studio ¢ stata valutata la possi-
bilita di impiegare la citofluorimetria a flusso per 'analisi
quantitativa dell’aerosol fungino. I campioni di aerosol
sono stati raccolti mediante un campionatore volumetrico
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tipo impinger in due siti con caratteristiche ambientali
estremamente differenti: all'interno della camera di fer-
mentazione di un impianto di compostaggio e in un’area
cittadina ricca di vegetazione. Confrontando i valori otte-
nuti con il citofluorimetro e con il microscopio a fluore-
scenza, le differenze si sono rivelate non significative (test
non-parametrico di Mann-Whitney) per entrambi i sidi.
Con il citofluorimetro, inoltre, ogni analisi viene effettua-
ta su un volume di campione mille volte maggiore rispet-
to al microscopio a fluorescenza, con il conseguente risul-
tato di ottenere dati pilt rappresentativi. La citofluorime-
tria a flusso, pertanto, pud essere considerata una tecnica
affidabile e rapida anche per la valutazione della carica
fungina atmosferica, rischio biologico di interesse emer-
gente.

Valeria Prigione, Valeria Filipello Marchisio, Dipartimento di Biologia Vegetale, Universita di Torino, Viale Mattioli 25, 10125

Torino

Guido Lingua, Dipartimento di Scienze ¢ Tecnologie Avanzate, Universiti del Piemonte Orientale “A. Avogadro”, C.so Borsalino

54, 15100 Alessandria
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Valutazione della componente microfungina secondo un gradiente

di biodiversita lichenica

A.M. Picco, M. BRUSONI, G. DEL FRATE, M. GUGLIELMINETTI, E. SAVINO, S. TOsI e G. CARETTA

ABSTRACT - Microfungi evaluation according to a gradient of Lichen Biodiversity - In order to evaluate new air quality bio-
markers, qualitative and quantitative analysis of corticicolous, lichenicolous and airborne fungi, were carried on in an area
nearby Pavia (Italy). The sampling area was chosen according to a gradient of Lichen Biodiversity (LB) index. The air-
borne fungal spores quantitative data reflects the gradient of environmental quality. The floristic richness of the cortici-
colous and lichenicolous fungal community seems to be more sensitive, if compared to LB, as it could indicate fungicide

polluted areas.

Key words: airborne fungi, bio-markers, corticicolous fungi, environmental air quality, lichenicolous fungi

INTRODUZIONE

Da indagini effettuate sia dalla Environmental
Protection Agency (EPA) che dalla National
Research Council (NRC) Commission on Life
Sciences, ¢ emerso che il numero di markers biologi-
ci finora utilizzati per individuare i vari inquinanti
atmosferici non ¢ ancora sufficiente per risolvere
questo complesso problema, anche se 'uso combina-
to di questi indicatori pud facilitare la valutazione del
meccanismo di stress dovuto ai contaminanti aerei
(NRC, 1989). In questo campo risultano particolar-
mente efficaci ed attendibili i licheni (NIMIs,
CASTELLO, 1990; N1MIS, 1994, 1999). Tuttavia, non
sono ancora stati riscontrati marcatori specifici per
ogni specifico inquinante. Indicatori biologici, come
ad esempio le piante, possono rispondere in modo
simile all’azione di diversi inquinanti. Il problema ¢
ulteriormente aggravato in quanto altri stress posso-
no produrre sintomi nelle piante che “mimano” i
danni causati dall'inquinamento atmosferico; infatti,
vi ¢ una forte somiglianza tra le lesioni provocate
dagli inquinanti atmosferici e quelle dovute agli
agenti climatici o ad altri fitopatogeni, come virus,
funghi e batteri. In aggiunta a cid, le piante differi-
scono, sia tra specie e specie, sia nell'ambito della
stessa specie, per quanto riguarda la loro capacita
genetica di assorbire, assimilare e, di conseguenza,
rispondere ad un inquinante atmosferico. Le piante,
infatti, manifestando una diversa sensibilita agli
inquinanti atmosferici, si comportano, come mar-
kers biologici in modo diverso, a seconda della loro
potenzialita genetica. Occorre, quindi, individuare

un numero maggiore di bioindicatori con diverse
caratteristiche di organizzazione biologica apparte-
nenti, quindi, anche a regni diversi, al fine di limita-
re il problema legato a risposte individuali. In que-
st’ottica ¢ stata svolta la presente ricerca, inserita nel
programma di ricerca scientifica di rilevante interes-
se nazionale dal titolo “Crittogame come biomoni-
tors”, cofinanziato nel 1988 dal Ministero dell’Uni-
versita e della Ricerca Scientifica e Tecnologica.

Nel presente lavoro sono riportati i risultati relativi
alla componente fungina presente in aree dell’Oltre-
po Pavese, scelte lungo un gradiente di inquinamen-
to atmosferico, valutato mediante l'indice di
Biodiversita Lichenica (BL). In particolare:

1) identificazione della componente fungina su
cortecce lichenizzate/non lichenizzate;

2) studio, sotto il profilo qualitativo e quantitativo,
di funghi mesofili, epifiti ed endofiti, isolabili da
esemplari di Phacophyscia orbicularis presenti
sulle stesse piante. Phaeophyscia orbicularis ¢ una
specie molto variabile e ha una vastissima distri-
buzione nelle regioni temperate dell'emisfero
Nord (THOMSON, 1963). In Italia & senza dub-
bio una delle piti comuni specie di Phaeophyscia,
soprattutto al di sotto della fascia montana.
Secondo WIRTH (1980) P orbicularis sarebbe
uno dei licheni fogliosi piti tossitolleranti.
Possiede infatti una tolleranza di tipo medio
allinquinamento dei fluoruri (LE BLANC er 4/,
1972) e dell’anidride solforosa (HAWKSWORTH,
ROSE, 1970) che le permette di spingersi fino in
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prossimita dei centri urbani.
3) valutazione delle acrospore fungine.
Obiettivo principale ¢ stato quello di comparare il
comportamento dei funghi con quello dei licheni,
nell’ottica della ricerca di nuovi bioindicatori
ambientali.

MATERIALI E METODI

Le postazioni di campionamento, scelte lungo un
gradiente di inquinamento atmosferico, valutato
mediante 'indice di BL (BRUSONI ez al., 1997), sono
situate in provincia di Pavia, lungo la “via Emilia”,
tra Redavalle e Broni, e vengono qui di seguito elen-
cate: Cigognola (A) (BL > 25), Redavalle (B) (BL =
14), Broni (C) (BL = 10), cementificio di Broni (D)
(BL = 0). Le fonti di inquinanti atmosferici, in que-
ste aree di studio, sono rappresentate da particolato
emesso da un cementificio (postazione D), dal traffi-
co autoveicolare (A,B,C,D) e dagli anticrittogamici
utilizzati nel corso dalle pratiche agricole (A). I cam-
pionamenti sono stati effettuati stagionalmente da
marzo 1999 a gennaio 2000.

A causa delle differenti tecniche utilizzate, i materia-
li e metodi verranno ora riportati separatamente ed
in modo specifico per ogni punto precedentemente
elencato.

1: isolamenti da cortecce lichenizzate e non

Non essendo presenti, nelle quattro postazioni, le
stesse essenze arboree, sono state scelte piante che
avessero la scorza con le medesime caratteristiche di
acidita e che ospitassero il lichene Phacophyscia orbi-
cularis (Neck.) Moberg e precisamente: Salix alba L.
nelle postazioni A e B, Robinia pseudacacia L. nella
postazione C e Populus nigra L. nella postazione D.
Campioni di corteccia sono stati prelevati sterilmen-
te a circa 1.5 m dal suolo.

In particolare:

- nelle postazioni A, B, C sono state prelevate
campioni di corteccia lichenizzata e non liche-
nizzata;

- per la postazione D, dove I'indice di BL ¢ ugua-
le a 0, sono state prelevate invece solo campioni
di corteccia prive di lichene.

I campioni, sono stati sottoposti al seguente tratta-
mento: asportazione del lichene dalla corteccia e pre-
parazione dei campioni di corteccia in segmenti di
circa 1.5x1.5 cm, trattamento di leggera sterilizzazio-
ne superficiale (immersione in NaClO per 3 minuti,
due lavaggi successivi in acqua distillata sterile);
deposizione su capsule Petri contenenti AW (Agar
Acqua). Tali piastre sono state mantenute alla tempe-
ratura di 20°C per 45 giorni ed osservate regolar-
mente. A ciascun frammento di campione ¢ stato
attribuito, sulla base di una valutazione visiva, per
ogni specifico taxon, il valore di abbondanza in una
scalada 0 a9, dove 0 = assenza del fungo ¢ 9 = mas-
sima presenza (secondo la tecnica descritta da
OCCHIPINTI AMBROGI, 1991, modificata).

2: isolamenti da P orbicularis
Il materiale lichenico ¢ stato prelevato sterilmente
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dalle cortecce per mezzo di un bisturi ed in laborato-
rio ¢ stato ulteriormente separato dall’eventuale pre-
senza di frammenti di corteccia, muschio ed altri
organismi, sotto lo stereomicroscopio. Per [isola-
mento dei funghi epifiti il materiale ¢ stato sottopo-
sto ad una serie di lavaggi in acqua, seguiti dall’a-
sciugatura in stufa a 30°C, per 4 ore, secondo la
metodica proposta da DICKINSON (1971). Per I'isola-
mento dei funghi endofiti il lichene ¢ stato trattato
secondo la tecnica di BILLIS, POLISHOOK (1991). I
frammenti lichenici sono quindi stati posti in capsu-
le Petri contenenti diversi terreni colturali e la cresci-
ta fungina ¢ stata controllata periodicamente allo ste-
reomicroscopio; ciascuna colonia sviluppatasi ¢ stata
isolata in provetta e successivamente ne ¢ stata deter-
minata la specie.

3: aerospore

Questo tipo di indagine ha previsto il campiona-
mento qualitativo e quantitativo delle acrospore fun-
gine.

Lanalisi qualitativa ¢ stata effettuata con I'esposizio-
ne, per ogni postazione, di tre piastre (160 mm @)
contenenti terreno colturale (PDA addizionato del
5% di cloramfenicolo), per 5 minud. Tali piastre
sono state mantenute a 20°C per un mese e osserva-
te regolarmente per l'isolamento e I'identificazione
dei funghi.

Lanalisi quantitativa ¢ stata effettuata con I'impiego
del Burkard Personal Volumetric Air Sampler, cam-
pionatore portatile che aspira un flusso di aria di 10
I/min. convogliandolo su di un vetrino siliconato.
Questo strumento ¢ stato utilizzato in ogni postazio-
ne per 15 minuti e i vetrini sono stati montati, suc-
cessivamente, in gelatina contenente lattofucsina
acida. Le spore fungine impattatesi sul vetrino sono
state identificate e conteggiate tramite osservazione
al microscopio ottico, (400x) e poi espresse come
concentrazione per m* d’aria.

Analisi statistica

I dati relativi ai punti 1 e 3 sono stati sottoposti ad
analisi multivariata usando il programma SYN-TAX
5.0 (PopANI, 1993) allo scopo di verificare una dis-
continuitd nei dati che evidenzi possibili gruppi di
taxa fungini che meglio di altri assumano un valore
indicatore nei confronti di situazioni ambientali dis-
turbate. Sia le postazioni che i taxa sono stati sotto-
posti a cluster analysis (ORLOCI, 1978). Le postazio-
ni sono state poi sottoposte ad ordinamento secondo
I’Analisi delle Componenti Principali (PCA).

Per i dati quantitativi relativi al punto 2 ¢& stato cal-
colato per ciascuna postazione un indice di diversita,
per lesattezza I'indice di ricchezza in specie (ATLAS,
BARTHA, 1993) secondo la formula: d = S — 1/ log N
(dove S = numero di specie; N = numero di indivi-

dui).

RISULTATI E DISCUSSIONE

1: isolamenti da cortecce lichenizzate e non
Sulle cortecce campionate sono stati identificati 114
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diversi zaxa fungini; in particolare, 89 raxa su Salix
alba, 60 su S. alba in A; 66 su S. alba (in B), 49 su
Robinia pseudacacia (in C), 36 su Populus nigra (in
D). Dominanti sono risultati: Acremonium spp.,
Alternaria  alternata, Alternaria sp., Epicoccum
nigrum, Fusarium spp., Gliocladium spp., Mortierella
hjalina, Phoma spp., Sporidesmium hormiscioides,
Verticillium spp.

Si tratta di taxa caratteristici della parte esterna della
scorza, con particolare polaritd nei confront delle
parti legnose delle piante arboree (ELLIS, 1976;
HENNEBERT, 1963; HUGHES, 1951; KENDRICK,
1961; SIMPSON, 1993).

Si evidenzia la presenza di Morrisographium wulmi
(MORRIS, 1966; ILLMAN, WHITE, 1985), fungo
segnalato in Italia una sola volta su Ulmus minor con
comportamento sia epifitico che endofitico
(PIONTELLI et al., 1999).

Labbondanza dei #axa fungini osservati (Fig. 1) risul-
ta essere diversa nelle 4 postazioni, anche in relazio-
ne al tipo di campione (corteccia lichenizzata e cor-
teccia non lichenizzata).

Dall’analisi della Fig. 2, ¢ possibile, inoltre, notare

Fig. 1

Abbondanza annuale dei taxa fungini su corteccia liche-
nizzata e non lichenizzata nelle quattro postazioni
Annual aboundance of the fungal community on lich-
enized and not-lichenized bark in the four locations.

Fig. 2

Ricchezza floristica di taxa fungini su corteccia lichenizza-
ta e non lichenizzata nelle quattro postazioni.

Floristic richness of the fungal community on lichenized
and not-lichenized bark in the four locations.
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che si assiste ad un aumento del numero dei zaxa
nella postazione B, rispetto alla postazione A; cid
potrebbe essere presumibilmente legato alla presenza,
in A (postazione completamente circondata da
vigneti), dell'inquinamento da anticrittogamici
(principalmente rame, zolfo e derivati dell’acido car-
bammico). Si pud quindi presupporre che il lichene
risulti meno sensibile alla presenza di questi inqui-
nanti rispetto ad altri potenziali bioindicatori, quali i
funghi.

I risultati ottenuti vengono confermati dall’analisi
multivariata (cluster analysis ed ordinamento delle
postazioni e dei taxa fungini) cui sono stati sottopo-
sti i dati (programma SYN-TAX 5.0). La classifica-
zione gerarchica delle postazioni ha consentito di
individuare due cluster principali: il primo raggrup-
pa le postazioni di Cigognola e Redavalle, mentre il
secondo comprende le postazioni di Broni e del
cementificio. Lordinamento reciproco delle posta-
zioni, mediante PCA (Fig. 3), evidenzia lungo la
prima componente un gradiente di ricchezza floristi-
ca crescente da sinistra a destra, a cui potrebbe essere
associata una variazione della qualita ambientale.
Secondo tale interpretazione, a Broni ed al cementi-
ficio corrisponderebbe una qualitd ambientale scarsa,
dovuta all’elevato disturbo antropico, mentre la
postazione di Redavalle risulterebbe caratterizzata da
maggiore naturalitd; Cigognola costituisce una situa-
zione intermedia tra Broni e Redavalle.

2: isolamento da P orbicularis

Lanalisi dei funghi associati a esemplari di 2 orbicu-
laris nei 4 campionamenti delle 3 stazioni ha portato
all’identificazione di 35 #axa. Quindici sono state le
specie isolate contemporaneamente sia come epifite
che endofite, ciod fa supporre che queste possano ini-
zialmente colonizzare, pit 0 meno estesamente, la
superficie del lichene e, successivamente, penetrare

Fig.3

Diagramma di dispersione delle postazioni (micromiceti
corticicoli).

Scattergram of the sampling areas (corticicolous micro-
fungi).



Atti Convegno “La ricerca micologica nella S.B.1. Anno 2002”

allinterno del tallo utilizzandone alcune sostanze
come substrato di crescita.

I risultati ottenuti dallo studio dei funghi epifiti ed
endofiti sono stati valutati sia quantitativamente sia
qualitativamente.

In Tab. 1 sono riportati gli indici di ricchezza in spe-
cie per entrambi i gruppi fungini, nonché i valori di
BL.

TABELLA 1

Indici di ricchezza in specie per i funghi lichenici epifiti ed
endofiti rispetto ai valori di BL.

Species richness index according to LB for epiphytic and
endophytic lichenicolous microfungi.

d/ d/ BL

epifiti endofiti
Postazione A 11.5 4.6 > 25
Postazione B 10.8 8 14
Postazione C 9.1 6 10

Per quanto riguarda i funghi epifiti gli indici di ric-
chezza in specie sono sovrapponibili ai valori di BL;
diminuiscono, infatti, all’aumentare dei livelli d’in-
quinamento. In base a questo indice, anche i funghi
epifiti associati ai licheni sembrano essere dei bioin-
dicatori di qualita dell’aria.

I funghi endofiti, a differenza degli epifiti, non pre-
sentano valori di ricchezza in specie paralleli ai valo-
ri di BL; non ¢ quindi possibile mettere in relazione
lo sviluppo delle specie endofite con i livelli d’inqui-
namento (molto probabilmente perché gli endofid,
vivendo all'interno del lichene, si trovano in un
microhabitat protetto).

Risultati e conclusioni differenti si ottengono invece
facendo considerazioni qualitative.

Se viene infatti valutata semplicemente la ricchezza
floristica, ovvero il numero di specie trovate, prescin-
dendo dal numero di individui (Fig. 4), si nota che i
funghi epifiti hanno un andamento analogo a quello
descritto per i funghi della corteccia. Infatti, la posta-
zione B presenta una ricchezza floristica maggiore
rispetto alla postazione A, interessata dai trattamenti
anticrittogamici. Questi prodotti chimici potrebbero
essere stati la causa della mancanza di sviluppo di
alcune specie a loro pilt sensibili, che viceversa non
sembrerebbero avere conseguenze dirette sul lichene.
Per quanto riguarda invece la postazione C il nume-
ro di specie registrate risulta essere uguale a quello
della postazione A. In questo caso la diminuzione
della ricchezza floristica sembrerebbe dovuta all’in-
quinamento cittadino di Broni.

3: aerospore

Con il metodo qualitativo sono stati identificati 31
generi e 54 specie. Le specie pil frequentemente
osservate appartengono a spore comunemente aero-
disperse (Alternaria alternata, Aureobasidium pullu-
lans, Cladosporium cladosporioides, Epicoccum nigrum
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Fig. 4

Ricchezza floristica dei funghi lichenici epifiti nelle tre
postazioni.

Floristic richness of lichenicolous epiphytic microfungi in
the three locations.

e Botrytis cinerea). Si segnala lisolamento di
Itersonilia perplexans, specie patogena per il crisante-
mo, coltivato in questa zona. Lanalisi statistica non
ha rivelato alcuna correlazione fra il dato aeromico-
logico qualitativo e le quattro postazioni.

Al contrario, la PCA dei dati quantitativi dei singoli
taxa ha permesso di individuare, lungo la prima
componente, un gradiente crescente da sinistra a
destra a cui potrebbe essere associata la variazione
della qualitd ambientale, in accordo con il gradiente

di BL (Fig.5).

Fig. 5

Diagramma di dispersione delle postazioni (aerospore
fungine).

Scattergram of the sampling areas (fungal airspores).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

La valutazione della ricchezza floristica degli epifiti
fungini sul lichene e dei micromiceti corticicoli sem-
brerebbe individuare i suddetti funghi quali bioindi-
catori, oltre che delle sostanze inquinanti solitamen-
te valutate per mezzo dei licheni, anche il diverso
tipo d’inquinamento dovuto agli anticrittogamici,
che 1 licheni non sembrerebbero rilevare.

Sarebbe auspicabile, quindi, sovrapporre il compor-
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tamento di pil bioindicatori per avere dei parametri
pit realistici che permettano di valutare la qualita
dell’aria con metodi biologici.
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RIASSUNTO - Nell'ottica della ricerca di nuovi bioindi-
catori della qualita dell’aria, ¢ stata effettuata una ricerca in
provincia di Pavia sui micromiceti corticicoli, lichenicoli e
sulle spore aerodisperse. Larea di campionamento ¢ stata
scelta sulle basi di un gradiente di biodiversita lichenica. 1
dati relativi alle spore gungine aerodisperse sono sovrappo-
nibili al gradiente di qualitd ambientale. La ricchezza flo-
ristica dei funghi corticicoli e lichenicoli sembra essere
maggiormente sensibile quando confrontata con I'indice
di BL, poiché permette di rilevare I'inquinamento da fun-

gicidi.

Anna Maria Picco, Maura Brusoni, Giuseppe Del Frate, Maria Guglielminetti, Elena Savino, Solveig Tosi, Giuseppe Caretta,
Dipartimento di Ecologia del Territorio e degli ambienti terrestri, Sezione di Micologia, Universitir di Pavia, Via S. Epifanio

14, 27100 Pavia, apicco@et.unipv.it



INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 36 (1) 251-256, 2004 251

Atti Convegno “La ricerca micologica nella S.B.1. Anno 2002”

The necessity to exploit multifaceted approaches for resolving
the systematics in Basidiomycotina: case studies on edible mushrooms

G.I. ZERVAKIS

ABSTRACT - Systematics is an area of fundamental importance to biological science and forms the basis of information
exchange. Morphology of the fruit-body is the traditional basis for classification in macrofungi, but macroscopic features
alone are usually inadequate to support taxonomic conclusions, while microscopy and physiology provide more reliable
characters. Mating compatibility studies, based on the biological species concept, are widely used among higher fungi and
offer valuable data on speciation processes. Molecular techniques such as isozyme electrophoresis, restriction and fragment
analysis, and DNA/RNA sequencing provided powerful tools for understanding species concepts, systematics and phylo-
genies in Basidiomycotina. The genus Pleurotus (Agaricales) comprises edible mushroom species with high commercial
value, which is due to their exploitation in the food industry, medicine and bioremediation sectors. The Pleurotus sys-
tematics have been addressed with a multitude of approaches and the elucidation of the relationships among some infra-
generic taxa is still pending. However, the amount of available data has permitted the elaboration of stringent taxonomic
schemes which include the most widespread species, i.e. P ostreatus, P pulmonarius, P djamor, and P cystidiosus as well as
P eryngii, P dryinus, P calyptratus, and P cornucopiae. For those species, the integration of analyses of several different types
of characters has proved to be very useful, especially when morphological, compatibility and molecular data were associ-
ated. Since the selected characters exhibit variation appropriate to the question posed (provided that they have a clear and
independent genetic basis, and that they are analyzed in the appropriate way), it is possible to obtain a comprehensive view

of the evolution, and consequently an accurate estimation of the “true” systematics for various mushroom taxa.

Key words: classification characters, macrofungi, molecular systematics, phylogeny, Pleurotus, speciation, taxonomy

Floristic, geographical and ecological studies are
impossible without through taxonomic and nomen-
clatural basis. On the other hand, geographical and
ecological studies may provide valuable information
on taxonomy. There is continued need for both clas-
sical revisions of many critical groups of fungi and
for advanced research on the genetic basis of our
species concepts.

Taxonomy is useful for developing systems of classi-
fication, making expert identifications, describing
nomenclaturally significant zaxa, and for preparing
monographic and floristic studies. This scientific
domain is based on the use of characters, which can
be defined as features that when used to evaluate a
set, vary in such a way that subsets can be distin-
guished within the set (KOHN, 1992). Experimental
data yield two basic categories of characters: i. dis-
crete characters: “independent variables whose possi-
ble values are collections of mutually exclusive char-
acter states’ (SWOFFORD, OLSEN, 1990), e.g. spore
colour, DNA hybridization pattern in RFLP’; ii. rel-
ative characters: variables developed by determining
similarities or distances in pairwise or group com-

parisons, e.g. affinities of each of several antigens for
one antibody. Given that a feature varies within a
grouping of fungi, the key to making use of the fea-
ture as a character is in determining at which rank it
varies, in other words in determining the “resolution
level” of the character.

In the past, the most commonly used characters were
macro and microanatomy, ontogeny of teleomorphs
and anamorphs, diagnostic reactions with chemical
reagents, relationships to the host or substrate, etc.
The need to search for new characters is mainly
related to simple (=inadequate) morphology (e.g.
several microfungi, notably Ascomycetes), lack of sex-
ual state in some fungi (e.g. Fungi Imperfecti), inter-
dependence of many characters (e.g. ascospore size
and ascus width), the effect of environment on char-
acters (e.g. many larger Basidiomycetes).

Especially as regards the taxonomy of larger
Basidiomycotina, it has been largely depended on
morphology, i.e. macroscopic characters (pileus size,
shape, texture, form, colour, surface features, margin,
thickness, etc.; lamellae size, density, thickness,
decurrent, colour, anastomoses, etc.; stipe size,
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shape, thickness, relative position, surface features,
colour, etc.; flesh texture, colour, odour, taste, etc.),
microscopy (basidiospores, basidia, cystidia, trama
structure, subhymenium, stipe context, pileipellis,
etc.), mycelial colonies (texture, size, colour, margin,
form, presence/absence pigments, presence/absence
of nematode trapping structures, presence/absence of
asexual fructifications, presence/absence of clamp
connections, etc.). In addition, physiological and
ecological features have been valuable in enhancing
discrimination of closely related zaxa, e.g. reactions
with chemical reagents — histochemistry, enzyme and
pigment production, mycelium growth rates, or
host/substrate, habit and habitat, relationships with
other biotic and abiotic factors, occurrence and dis-
tribution, etc. (ELLIS, ELLIS, 1988; ZERVAKIS, BALIS,
1996).

However, in many cases serious controversies were
observed due to inaccurate original assignments, to
the plasticity and the consequent overlapping of
many morphological features caused by environmen-
tal factors, and to the lack of sufficient and sound
morphological and physiological characters. Hence,
numerous other approaches (e.g. mating compatibil-
ity, isozymes, DNA analysis, etc.) were adopted in
order to elucidate the perplexed state of systematics
within many mushroom groups.

In all organisms, the ability of individuals within a
species to mate and produce viable propagules is the
character that defines the biological species. Hence,
the results of matings between homokaryotic isolates
can be valuable for the elucidation of genetic and
taxonomic relationships through the application of
the biological species concept (DOBZHANSKY, 1970).
This approach has been applied to various groups of
Basidiomycotina for species delimitation, for estab-
lishing systematic relationships among different zaxa
and for drawing more accurate conclusions about
speciation processes (BOIDIN, 1986; PETERSEN,
1995; ZERVAKIS, BALIS, 1995), although its general-
ized use in fungi has proved to be problematic in cer-
tain cases (BRASIER, 1987). The importance of
adopting such a concept is obvious, as the ability of
individuals to interbreed provides information on
the type of reproductive system and the structure of
mating factors, reveals the degree of gene flow
between populations and the existence of genetic
and/or sterility barriers.

Thus, studies on mating behaviour, apart from con-
tributing to phylogeny, are valuable for confirming
the validity of existing morphologically based taxa
and for identifying reliable anatomical taxonomic
characters. On the other hand, although the use of
incompatibility criteria has provided valuable data,
their full exploitation is yet to be accomplished, as it
requires a detailed knowledge of the geographical
distribution and a thorough understanding of the
speciation mechanisms in this particular fungal
group. In addition, the few cases of incomplete inter-
compatibility demonstrate close affinities and are
best interpreted as representing axa in the process of
speciation. Vegetative incompatibility and intersteril-
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ity are additional sources of characters at intraspecif-
ic and specific levels respectively.

Characters based on proteins/enzymes may be devel-
oped using electrophoresis, immunological tech-
niques, or direct amino acid sequencing. Isozyme
analysis is a relatively economical and efficient tech-
nique for screening large number of isolates. It can
yield characters which are generally accepted to be of
independent genetic origin. When enough loci are
available (at which variation is observed at the appro-
priate resolution level), the technique is useful in
resolving at population, intraspecific, and species lev-
els in systematic studies.

Molecular characters may or may be not be inde-
pendent from each other and are under selection
pressures that are as yet poorly understood. However,
unless specific functional genes are the objects of
study, molecular characters are likely to be inde-
pendent from “historical” phenotypic characters and
the selective pressures driving divergence in these
characters. DNA can be extracted from any living or
properly dried specimen, can be stored easily, while
PCR of DNA can be applied from small amounts of
tissue from herbarium specimens. Essentially all
methods of analysis screen for nucleotide substitu-
tions, and insertion, deletion, or rearrangment of
groups of nucleotides.

The analysis of restriction fragment length polymo-
prhisms of DNA (RFLP’) has been applied effec-
tively in systematic studies of fungi at specific,
intraspecific and populations levels, through the use
of cloned plasmid probe that produces RFLP’s at a
resolution level appropriate to the research problem
(IRACABAL et al., 1995; SMITH, ANDERSON, 1989;
VILGALYS, GONZALEZ, 1990). Similarly, the poly-
merase chain reaction (PCR) technique has been
very useful at any level of resolution provided that
the region of DNA which has been selected for
amplification (defined by the choice of the oligonu-
cleotide primers) is neither too variable nor too high-
ly conserved (BRYAN ez al, 1999; PAAVANEN-
HUHTALA et al., 1999; ZERVAKIS et al., 2001). Both
size polymorphisms and restriction analysis of the
amplification products are approaches suitable for
screening larger samples and provide an idea of the
extent of sequence variability within the sample and
whether to proceed with sequencing.

DNA sequencing is a powerful and of great potential
method which has relatively recently applied for the
elucidation of fungal phylogeny and systematics.
However, DNA sequencing presents two points that
need careful consideration before proceeding further:
i. it is expensive and provides detailed information of
high resolution which may be difficult to analyse
(particularly where alignments are highly subjective);

i. the oligonucleotide sequences which are used in
amplifying template DNA from a wide variety of
fungi should be carefully selected in order to obtain
the desired resolution level of sequence divergence.
Especially, as regards the ribosomal RNA gene clus-
ter much work on the systematics and evolution of
fungi has concentrated on this cluster, because of the
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presence of conserved and variable regions, its ubig-
uity and the multicopy nature of the gene cluster
making it suitable for PCR amplification. Hence,
18S rDNA (ssu) is very conserved and it is used for
“deep phylogenies”, ITS1 and ITS2 accumulate
mutations much faster and they are used to compare
species within a genus (BRUNS ez al., 1991; ZARE ez
al., 1999; KArRAPAPA, TYPAs, 2001), while 5.8S, 28S
(Isu) and 5S accumulate mutations at an intermedi-
ate level and they are used for assessing family and
order relationships (especially the Isus 3’ end)
(BUNYARD et al., 1995; MAVRIDOU et al., 2000). In
addition, identification based on the fungal mito-
chondrial genome (mtDNA) has been also proved to
be a valuable tool (DOOLITTLE et al., 1996; HIBBETT,
DONOGHUE, 1995; INGMAN ez a4/, 2000). Several
mitochondrial genes like the small or large rRNA
subunits (rns and rnl genes respectively), the
cytochrome oxidase ¢ subunits 1 and 2 (cox1 and
cox2 genes respectively), the apocytochrome b (cob
gene), and most recently NADHs (e.g. nadl gene)
have served as tools for the molecular typing and
identification of different fungi, and at the same time
provided valuable information on their phylogenetic
relationships (BELLOCH ez al., 2000; BRUNS, PALMER,
1989; KRETZER, BRUNS, 1999; PAQUIN et 4l., 1997).
Similarly, degenerated primers based on hlghly con-
served regions (inter-membrane and intra-mem-
brane conserved sequences) and their nearest variable
regions have been used (KOUVELIS er al., 1999;
Tyras, 2000). Last, but not least, identification
based on specific genes coding for interesting func-
tions have been invariably used as labelling molecules
for the study of RFLPs; for example, protease, chiti-
nase or xylanase genes have been extensively used
genes in RFLP studies in fungi (ABEL-BIRKHOLD,
WALTON, 1996; LEAL et al., 1997; ST LEGER, 2001).
An indicative case where a multi-task taxonomic
approach was required to solve the perplexed rela-
tionships among species was the mushroom genus
Pleurotus (“oyster-mushroom”). Since an essential
prerequisite for mushroom breeding and cultivation
is the use of properly identified biological material,
numerous studies were conducted in the past to elu-
cidate taxonomy within the genus by employing
morphological, physiological and compatibility cri-
teria (EGER et al., 1979; HILBER, 1982; BRESINSKY ez
al., 1987), without arriving at a common conclusion
as regards the taxonomy of related raxa, e.g. P
columbinus, P ostreatus, P pulmonarius and P sapidus.
Controversies were be attributed to inaccurate origi-
nal assignments, to the plasticity and the consequent
overlapping of many morphological features caused
by environmental factors, and to the lack of suffi-
cient and sound physiological characters. On the
other hand, although the use of incompatibility cri-
teria usually provides valuable data, their full
exploitation is yet to be accomplished, as it requires
a detailed knowledge of the geographical distribution
and a thorough understanding of the speciation
mechanisms in this particular fungal group.
Pleurotus taxa were recently studied by modern bio-
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chemical (ZERVAKIS, LABARERE, 1992; ZERVAKIS et
al., 1994) and molecular (VILGALYS, SUN, 1994;
IRACABAL et al., 1995; VILGALYS et al, 1996)
approaches, which conferred further in understand-
ing Pleurotus phylogenetics and systematics in co-
evaluation with traditional taxonomic criteria
including morphology and mating tests (PETERSEN,
HUGHES, 1993; PETERSEN, 1995; VILGALYS et al.,
1996; ZERVAKIS, BALIS , 1995).

Of interest is the outcome of the studies performed
on two distinct groups of Pleurotus fungi:

The Pleurotus eryngii species-complex includes pop-
ulations of choice edible mushrooms, growing in the
greater Mediterranean area in close association with
different genera of Apiaceae plants. Their distinct
host-specialization served as the principal criterion
for the discrimination of several zaxa, which present-
ed a relative uniformity in morphological characters
and partial to complete mating intercompatibility
(HILBER, 1982; ZERVAKIS, BALIS, 1996). However,
the genetic relationships among the various P eryngii
ecotypes remained ambiguous, and the taxonomic
status of the individual host-specific populations
remained for a long time an issue of debate. Recently,
an integrated taxonomic approach based on the use
of morphological, physiological, ecogeographical,
biochemical and molecular methodologies (VENTU-
RELLA et al., 2000, 2002; ZERVAKIS et al., 2001;
ZERVAKIS, VENTURELLA, 1998) resolved much of the
perplexed situation within this very interesting (from
both the ecological and economical point of view)
fungal group. Results confirmed classification of
Pleurotus strains into five clusters in accordance to
their host-specificity (host-plants: Eryngium spp.,
Ferula communis, Cachrys ferulacea, Thapsia gargani-
ca and Elaeoselinum asclepium subsp. asclepium).
Pleurotus isolates growing on C. ferulacea formed a
distinct group presenting increased genetic distances
with all other populations. The latter were posi-
tioned within a larger group (2 eryngii sensu stricto),
that was further subdivided into four minor groups
corresponding to the other hosts presenting high
intrapopulation coherence of all those ecotypes. In
addition, the evaluation of the principal ecological
and morphological characters provided further evi-
dence for discriminating between Pleurotus strains
growing on C. ferulacea and the rest of the host-asso-
ciated populations. The former represents a distinct
species, I2 nebrodensis; whereas all other ecotypes rep-
resent taxa at the varietal level: P eryngii var. eryngii,
P eryngii var. ferulae, R eryngii var. thapsiae and P
eryngii var. elaeoselini. All Mediterranean Pleurotus
populations growing on Umbellifers seem to have
recently diverged through a sympatric speciation
process (i.e. speciation without geographical isola-
tion: establishment of isolation within a community
of potentially interbreeding individuals which are
morphologically similar/identical), that is based on
both intrinsic reproductive barriers and extrinsic eco-
geographical factors.

On the other hand, the phylogeny based on ITS

tDNA sequencing of synnematoid Pleurotus taxa
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with a world-wide origin shows that the P cystidiosus
species-complex is paraphyletic (ZERVAKIS ez al.,
unpublished data). This group is divided into at least
three lineages representative of an allopatric mode of
evolution: New World (incl. Mexico), Europe/
Africa, and Asia/Pasific; the two latter seem to have
diverged more recently. The resulting cladogram
illustrating lineages resolved by molecular phyloge-
netic analysis is generally in congruence with the
outcome of incompatibility tests among the strains
examined as well as with geographic distribution
(ZERVAKIS et al., 1998). Phylogeographic analysis
and evaluation of mating (high compatibility per-
centages within these groups in conjunction with the
low intercontinental successful matings) and mor-
phology (minute differences, generally restricted to
limited variation of pileus color and cystidia anato-
my) data suggest that speciation in this fungal group
is associated with isolation of populations in geo-
graphically confined areas (i.e. allopatric or eco-geo-
graphical speciation: components of a wide-ranging,
panmictic population become separated by some
ecological or physical barriers and, having then
diverged genetically, ultimately become incapable of
breeding with the parental population).

In conclusion, since nowadays a variety of morpho-
logical, physiological, ecological, compatibility, bio-
chemical and molecular criteria is available, handling
of multiple taxonomic characters and their final syn-
thesis depends on the research area and the problem.
The characters examined should exhibit variation
appropriate to the question posed, possess a clear and
independent genetic basis, and the data should be
collected and analysed in such a way that it is possi-
ble to compare and combine phylogenetic hypothe-
ses derived from them (MoRiTZ, HILLIS, 1990). If
the problem of systematics is the object of study,
then integration of the analyses of several different
types of characters is strongly recommended (KOHN,
1992). Furthermore, it is not axiomatic that molec-
ular-phylogenetic and taxonomic systems will be
congruent or that they should be; the relationship
between molecular characters and other types of
characters (particularly morphological characters)
can produce an interesting dialectic (DOYLE, 1992).
The molecular data may enhance our understanding
of evolution of morphological characters. On the
other hand, if the molecular data contradict a suite of
well established morphological characters, the
molecular data should be questioned by testing alter-
native interpretations and reevaluating the validity of
data.
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RIASSUNTO - La necessiti di un approccio multidiscipli-
nare per la soluzione di problemi nella sistematica dei basi-
diomiceti: casi di studio su funghi eduli - La sistematica ¢
un’area di fondamentale importanza nelle scienze biologi-
che e rappresenta la base per lo scambio di informazioni.
La morfologia del corpo fruttifero ¢ la base tradizionale
per la classificazione dei macromiceti, ma i caratteri
macroscopici da soli sono generalmente inadeguati per
sostenere conclusioni di tipo tassonomico, mentre la
microscopia e la fisiologia forniscono caratteri piu signifi-
cativi. Gli studi di compatibilitd, basati sul concetto bio-
logico di specie, sono ampiamente usati nel caso dei fun-
ghi superiori ed offrono dati utili su processi di speciazio-
ne. Le tecniche molecolari come lelettroforesi e le sequen-
ze DNA/RNA aiutano nella comprensione del concetto di
specie, nella sistematica e nella filogenesi dei Basidio-
miceti. Il genere Pleurotus (Agaricales) include specie eduli
di alto valore commerciale ed utilizzate nell’industria ali-
mentare, in campo medico e nella biorimediazione. La
sistematica del genere Pleurotus & stata studiata da vari
punti di vista e gli auspicati chiarimenti nelle relazioni tra
alcuni zaxa infragenerici sono ancora in via di definizione.
Comunque, la quantita di dati al momento disponibile ha
permesso 'elaborazione di rigorosi schemi tassonomici
che includono le specie pit diffuse quali P ostreatus, P pul-
monarius, P djamor, P cystidiosus, I eryngii, I dryinus,
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calyptratus ¢ P cornucopiae. Per tali specie I'integrazione Lutilizzazione dei caratteri selezionati consente di avere
delle analisi di differenti tipi di caratteri & risultata estre- un quadro completo sulla evoluzione di vari zaxa fungini
mamente utile specialmente quando si sono associati i dati e conseguentemente un’interpretazione corretta della siste-
morfologici e di compatibilith con quelli molecolari. matica di tali funghi.
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Un approccio multidisciplinare allo studio della tassonomia

del genere Lactarius in Europa

O. COMANDINI

ABSTRACT - Multidisciplinar approach to the study of the genus Lactarius in Europe - Lactarius is one of the larger genera
of ectomycorrhizal Basidiomycota, with about 400 species recognized worldwide. We have started a study aimed at extend-
ing our knowledge of the distribution, phylogeny, and ectomycorrhizal biology of Lactarius species occurring in selected
ecosystems using a multidisciplinar approach, considering and integrating morphological and molecular data obtained
from both carpophores and the correspondent ectomycorrhizae.

Key words: ectomycorrhizae, ITS sequences, Lactarius, taxonomy

INTRODUZIONE

Il genere Lactarius ¢ rappresentato da oltre 400 spe-
cie, 120 circa delle quali presenti in Europa
(HEILMAN-CLAUSEN ez al, 1998; Basso, 1999).
Tuttavia, vista la carenza di dati relativi a numerosi
ambienti tropicali, ed il grande numero di nuove spe-
cie che si stanno rinvenendo in tali aree, ¢ molto
verosimile che la reale consistenza numerica e la dis-
tribuzione globale delle specie di lattari sia ben supe-
riore a quella attualmente conosciuta. Tutti i lattari
noti sono riportati in associazione, pilt 0 meno spe-
cifica, con alberi e arbusti appartenenti a molti gene-
ri diversi, e il loro importante ruolo come colonizza-
tori “late-stage” ¢ generalmente riconosciuto
(HUTCHISON, 1999).

Nonostante la lunga tradizione e le buone conoscen-
ze del genere, basate sulla tassonomia classica, soprat-
tutto in Europa e Nord America, numerose lacune
sono ancora presenti e riscontrabili dal confronto tra
i vari sistemi di classificazione, specialmente intorno
a gruppi di taxa particolarmente affini. Recente-
mente tuttavia, si ¢ manifestato, da parte di studiosi
di varie nazionalita, un nuovo interesse per lo studio
del genere Lactarius, interesse che si sta concretizzan-
do in una serie di ricerche integrate su vari aspetti
della biologia e sulla filogenesi naturale di questo
importante gruppo di macromiceti (EBERHARDT ez
al., 2000; MILLER e# al., 2001; PETER et al., 2001;
EBERHARDT, 2002; MILLER, BUYCK, 2002).

In questo contesto, abbiamo condotto negli ultimi
anni delle ricerche, tuttora in corso, con l'obiettivo di
contribuire alla conoscenza sulla distribuzione, eco-
logia, filogenesi, e diversitd micorrizica di alcune spe-

cie appartenenti al genere Lactarius in Europa, asso-
ciate a determinate specie arboree o arbustive di par-
ticolare valenza ecologica (COMANDINI e# al. 1998,
2001; EBERHARDT et al., 2000). Partendo da una
determinata essenza vegetale, le varie specie di lattari
ad essa associate vengono caratterizzate sia da un
punto di vista morfologico che molecolare, cosi
come i diversi tipi ectomicorrizici da queste formate.
I dati morfologici e molecolari dei carpofori e delle
micorrize cosl ottenuti vengono quindi confrontati
con gli stessi dati, presenti in letteratura o acquisiti
da noi stessi, riguardanti taxa affini.

Questo approccio, possibile grazie alla collaborazione
di studiosi con specializzazioni diverse, permette di
acquisire allo stesso tempo informazioni riguardanti
la specificita e I'ecologia della simbiosi fungo-pianta
e dati utili ad una filogenesi, sia su base morfologica
che su base molecolare, che contiamo contribuira in
tempi brevi a meglio delineare un’affidabile tassono-
mia per il genere Lactarius in Europa.

MATERIALI E METODI

Raccolta e caratterizzazione dei carpofori

I carpofori dei lattari studiati sono stati raccolti in
localita italiane ed europee caratterizzate da varie
tipologie vegetazionali. Per ogni raccolta sono stati
riportati il maggior numero di dati stazionali ed eco-
logici disponibili. Le specie raccolte sono state foto-
grafate e sono stati altresi osservati, prima di proce-
dere all’essiccazione, il maggior numero di caratteri
macroscopici (colore e dimensioni dei carpofori,
colore del latice ed eventuale viraggio, consistenza e
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sapore della carne e del latice, etc.). Ogni campione
¢ stato catalogato e conservato come materiale d’er-
bario.

Raccolta e caratterizzazione delle ectomicorrize

I campioni di terra sono stati raccolti direttamente
sotto 1 corpi fruttiferi. In laboratorio sono state
attentamente separate le micorrize sicuramente
appartenenti al genere Lactarius, dopo di che si &
proceduto al loro studio. I metodi per la caratterizza-
zione delle ectomicorrize ed il glossario dei termini
usati sono quelli proposti da AGERER (1991). Lo stu-
dio dei caratteri microscopici ¢ stato effettuato utiliz-
zando sia le normali tecniche di microscopia ottica
che quelle pitl informative di microscopia confocale.
I caratteri diagnostici, utili per una dettagliata descri-
zione dei tipi micorrizici, sono stati disegnati e foto-
grafati. Lattribuzione di ciascun tipo micorrizico alla
corrispondente specie di lattario ¢ stata possibile gra-
zie alla presenza di particolari caratteristiche morfo-
logiche e anatomiche, come il colore del latice e par-
ticolari reazioni chimiche osservabili sia nei carpofo-
ri che nelle micorrize, e anche grazie alla costante
presenza di determinati tipi micorrizici nei campio-
namenti effettuati al di sotto di carpofori di specie
note. Tuttavia, la verifica di tale identita ¢ stata pos-
sibile solo grazie alle analisi molecolari, in particola-
re al sequenziamento di specifiche regioni del DNA.
I tipi micorrizici caratterizzati sono conservati in glu-
taraldeide al 4% in frigorifero a 4°C come materiale
d’erbario (AQUI). Per ciascun campione sono stati
altresi presi alcuni apici micorrizati, e conservati in
etanolo al 50% per le successive analisi molecolari.

Analisi molecolari

Le analisi sono state effettuate sia su carpofori essic-
cati che su micorrize conservate in etanolo. I metodi
per l'estrazione, la preparazione e 'amplificazione di
specifiche regioni di DNA ribosomiale (prevalente-
mente ITS) sono quelli proposti da GARDES, BRUNS
(1993). Per maggiori informazioni sui primers utiliz-
zati, le procedure di sequenziamento, i metodi per la
comparazione dati e le analisi filogenetiche, si riman-
da ad EBERHARDT et al., 2000, e le referenze i ripor-
tate. Le sequenze specifiche ottenute da ciascuna spe-
cie sono state depositate in GenBank.

RISULTATI E DISCUSSIONE

La ricerca esposta in queste pagine si prefigge due
obiettivi paralleli: individuare e caratterizzare i latta-
ri simbionti di specifiche essenze vegetali, studiando
in particolare i taxa appartenenti a determinate divi-
sioni subgeneriche (sezioni e sottosezioni) per con-
fermare o meno la validita della loro attuale colloca-
zione sistematica all'interno del genere Lactarius,
basandosi non solo su dati morfologici ma anche
molecolari; allo stesso tempo, effettuare uno studio
dettagliato delle micorrize formate da tali specie,
mirando all'individuazione di caratteri peculiari
necessari per delineare una sistematica parallela uti-
lizzabile come estensione o integrazione a quella clas-
sica.
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Le essenze vegetali per adesso considerate nell’ambi-

to di questa ricerca sono state 'abete bianco (Abies

alba Mill.) e alcune specie di cisto (Cistus spp.).

Labete bianco ¢ una specie forestale di grande

importanza ecologica ed ambientale, ampiamente

diffusa in Europa. La valenza ectomicorrizica di que-
st’essenza ¢ stata da noi investigata per alcuni anni

(COMANDINI, 1997; COMANDINI ez al., 1998, 2001;

EBERHARDT et al., 2000). Per quanto riguarda i latta-

11 associati all’abete bianco, sono stati studiati e ana-

lizzati L. subsericarus (Kithner & Romagn.) ex Bon,

L. intermedius (Krombh.) Berk. & Broom e L. sal-

monicolor Heim & Leclair. Per ognuna delle tre spe-

cie sono stati studiati i carpofori da un punto di vista
morfologico, caratterizzate le relative ectomicorrize,

e si ¢ inoltre sequenziata, per ogni specie, la regione

ITS del loro DNA ribosomiale. Tali sequenze sono

state poi comparate con quelle di altre specie stretta-

mente correlate (EBERHARDT ez al., 2000). Uguale
lavoro di comparazione ¢ stato effettuato tra 1 tipi
micorrizici studiati e quelli riportati in letteratura per

specie appartenenti alle stesse sezioni. La totalita di

specie considerate in questo lavoro sono riportate in

Tab. 1.

Sinteticamente, i risultati ottenuti possono essere

cosi schematizzati:

- Le due specie L. subsericatus e L. fulvissimus
Romagn., oggetto di numerose discussioni circa
la loro validita, tanto da essere considerati, da
alcuni autori, la stessa specie (KUNER,
ROMAGNESI, 1954) mostrano, anche da un punto
di vista molecolare, una situazione ambigua, che
non ha permesso di risolvere definitivamente i
dubbi circa la reale esistenza ed indipendenza dei
due taxa. La descrizione delle ectomicorrize di L.
Sfulvissimus non ¢ disponibile per cui sara sicura-
mente uno dei prossimi obiettivi caratterizzare
tali tipi micorrizici per osservare eventuali diffe-
renze.

- Lavalidita delle diverse morfospecie appartenenti
alla sezione Dapetes ¢ confermata anche dall’ana-
lisi molecolare. La similitudine tra le sequenze di
specie come L. deterrimus Groger, L. salmonicolor,
ed L. semisanguifluus Heim & Leclair, associate ad
essenze appartenenti a generi diversi, ¢ maggiore
rispetto a quelle di specie associate al genere Pinus
(L. deliciosus (L.:Fr.) Gray, L. quieticolor
Romagn., L. semisanguifluus). 1 caratteri delle
micorrize dei Dapetes sono piuttosto uniformi e
caratteristici.

- L. scrobiculatus (Scop. Fr) Fr. e L. intermedius la
cui validita come specie distinte & stata a lungo
dibattuta, sono, da un punto di vista molecolare,
due specie separate. Le loro micorrize, sebbene
molto simili, sono facilmente dlstmgulblh

La ricerca relativa ai cisti ¢ ancora in fase iniziale. Tali

arbusti, estremamente comuni e quindi molto

importanti da un punto di vista ecologico nelle
regioni aride e semi-aride dell'area mediterranea,
sono stati raramente oggetto di studio per quanto
riguarda la  loro  valenza  ectomicorrizica
(GIOVANNETTI, FONTANA, 1982). Per quanto riguar-
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Lattari studiati e loro posizione sistematica. In tabella si riporta anche il tipo di materiale utilizzato sia per le analisi che per i

confronti tra le specie.

Lactarius species considered and their systematics. Used material both for DNA analysis and morphological comparison among

species is also reported.

SPECIE SOTTOGENERE SEZIONE SIMBIONTE MATERIALE
STUDIATO
L. subsericatus Russularia Russularia Picea abies, A. alba, CARP* + MIC**
Fagus sylvatica

L. fulvissimus Russularia Russularia latifoglie CARP

L. salmonicolor Piperites Dapetes A. alba CARP + MIC
L. deterrimus Piperites Dapetes P abies CARP + MIC
L. quieticolor Piperites Dapetes Pinus sylvestris CARP

L. semisanguifluus Piperites Dapetes P sylvestris CARP

L. deliciosus Piperites Dapetes Pinus spp. CARP + MIC
L. intermedius Piperites Zonarii A. alba CARP + MIC
L. scrobiculatus Piperites Zonarii P abies CARP + MIC

* CARP = carpofori; **MIC = micorrize

da piti specificatamente la simbiosi tra cisti e lattari,
in letteratura vengono riportati come simbionti
obbligati di queste specie solamente L. cyanopus
Basso, L. cistophilus Bon & Trinbach e L. tesquorum
Malencon (BASsO, 1999). La nostra attenzione si ¢
per ora focalizzata su L. tesquorum, del quale si sono
caratterizzate le micorrize e si ¢ sequenziato la regio-
ne ITS del DNA ribosomiale. Tali sequenze sono
state utilizzate per effettuare un’analisi filogenetica di
tutte le 7 specie europee di lattari classificate, assieme
a L. tesquorum nel sottogenere Piperites, sezione
Piperites: L. mairei Malengon, L. torminosus
(Schaeft.: Fr.) Pers., L. torminosulus Knudsen &
Borgen, L. pubescens Fr., L. scoticus Berk. & Broome
e L. spinosulus Quél. (COMANDINI ez 4l., in prep.).
Dai dati molecolari ottenuti risulta che la sezione
Piperites pud considerarsi monofiletica se si esclude
L. spinosulus, specie la cui posizione sistematica ¢&
incerta, per la presenza di caratteri morfologici molto
simili a quelli di L. /ilacinus (Lasch.:Fr.) Fr., spec1e
appartenente alla sezione Colorati. Per quanto riguar-
da la caratterizzazione micorrizica, la sola altra specie
di Lactarius appartenente alla sezione Piperites stu-
diata da questo punto di vista ¢ L. pubescens Fr., in
associazione con Betula pendula Roth e Populus tre-
muloides Michx. (GODBOUT, FORTIN, 1985; INGLEBY
et al., 1990). Dalla comparazione dei due morfotipi,
risulta evidente una forte somiglianza, sia per i carat-
teri morfologici quali colore e superficie della micor-
riza, sia per quanto riguarda i piu informativi carat-
teri anatomici, quali le strutture della micoclena a
livello superficiale, intermedio e pitt interno. Da
un’ulteriore comparazione effettuata tra le micorrize
di L. tesquorum (su Cistus) e quelle di L. intermedius
e L. scrobiculatus (rispettivamente su Abies e Picea),
specie classificate da alcuni autori nella sottosezione
Scrobiculati della sezione Piperites (BASSO, 1999),

risulta che i caratteri anatomo-morfologici tra i due
gruppi di specie mostrano differenze piuttosto accen-
tuate. Cid pud forse essere considerata una sorta di
conferma della classificazione infragenerica proposta
da HEILMANN-CLAUSEN et al. (1998), che pone i taxa
Piperites e Scrobiculati in sezioni diverse, all'interno
del sottogenere Piperites, contro lo schema di BAssO
(1999) che posiziona invece i due gruppi insieme
nella sezione Piperites.

Un’ulteriore indagine, per adesso effettuata solamen-
te da un punto di vista morfo-anatomico dei tipi
micorrizici, ha riguardato la sezione Zonarii, sottose-
zione Zonarii, alla quale appartengono tra le altre
specie L. evosmus Kithner & Romagn., L. zonarius
(Bull.) Fr., L. porninsis Rolland e L. controversus
Pers.:Fr. Tra queste, sono gia state caratterizzate le
micorrize di controversus in associazione con
Popolus alba L. (JAKUCS, MAJOROS, 2001) e le micor-
rize di L. porninsis in associazione con Larix decidua
Miller (TREU, 1990). Laspetto pitt peculiare delle
micorrize di L. controversus ¢ la presenza di cristalli,
forse di ossalato di calcio, sulla superficie del mantel-
lo. Cristalli probabilmente di uguale natura, ma con
forme lievemente diverse, sono stati recentemente
osservati anche sulle micorrize di L. evosmus in asso-
ciazione con Populus sp., e L. zonarius in associazio-
ne con Fagus sylvatica (COMANDINI, dati non pubbli-
cati). Si potrebbe considerare questo carattere una
peculiarita che accomuna i lattari di questa sezione.
Non sono ancora conosciuti i motivi della presenza
di questi cristalli sulla micoclena delle micorrize, spe-
cialmente se si pensa che tali cristalli non sono pre-
senti in nessuna parte dei corrispondenti carpofori.
Un discorso a parte merita L. porninsis. Questa spe-
cie infatti, comunemente inclusa nella sezione
Zonarii per la presenza di latice bianco e peculiari
caratteri microscopici, si discosta dagli altri membri
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di questa sezione per il colore giallo-arancio vivo del
cappello, il sapore mite e la sua associazione con
Larix (Pinaceae), mentre la quasi totalitd delle altre
specie sono associate ad angiosperme. Sorprenden-
temente, sulla base di dati molecolari, tale specie
sembrerebbe invece appartenere alla sezione Deliciosi
(sinonimo di sezione Dapetes) (NUYTINCK,
VERBEKEN, 2002). Da un sommario confronto tra le
micorrize di L. porninsis con quelle degli altri Zonarii
e quelle dei Dapetes/ Deliciosi, risulta una maggiore
similitudine con questi ultimi, similitudine che con-
fermerebbe i dati molecolari (COMANDINI, dati non
pubblicati).

Cristalli simili a quelli descritti poco sopra sono stati
trovati anche sulla micoclena delle micorrize formate
da L. intermedius su Abies (EBERHARDT et al., 2000).
La reale natura di questi cristalli ¢ per ora sconosciu-
ta, cosi come lo sono i motivi della loro presenza solo
su micorrize formate da alcune specie del genere
Lactarius. La formazione dei cristalli non sembra
essere una caratteristica di un determinata pianta
ospite, visto che tra i lattari associati ad Abies alba,
solo L. intermedius li possiede. I cristalli sono forse
dovuti a particolari caratteristiche edafiche? Perché
tali cristalli si ritrovano nelle micorrize e non nei rela-
tivi carpofori? La distribuzione sistematica delle spe-
cie formanti cristalli coincide con alcune delle divi-
sioni infrageneriche (ad esempio, la sezione Zonarii)?
Se si, perché in specie molto affini quali L. interme-
dius e L. scrobiculatus si trovano i cristalli solamente
nelle micorrize formate dalla prima specie? Tali que-
siti saranno oggetto di futuri studi ed approfondi-
menti da parte del nostro gruppo di ricerca.

CONCLUSIONE

A prescindere dai singoli risultati raggiunti, valutabi-
li appieno solo da coloro interessati particolarmente
al gruppo fungino trattato, riteniamo che I'impor-
tanza ed il significato generale di questa ricerca risie-
dano nel suo approccio multidisciplinare, che coin-
volge specialisti per ogni settore considerato. La
determinazione iniziale delle specie, punto di parten-
za fondamentale per I'ottenimento di risultati validi
e comparabili, ¢ stato affidato sin dall’inizio a ricer-
catori che da anni si occupano della sistematica e tas-
sonomia del genere Lactarius a livello mondiale, for-
nendo una base di partenza certa sull’identita delle
specie mano a mano considerate. Il coinvolgimento
di biologi molecolari specializzati nello studio dei
Lactarius, e quindi capaci di cogliere le problemati-
che inerenti alle notevoli variabilita inter- ed intra-
spec1ﬁche, molto diffuse anche in micologia, ha per-
messo un’analisi critica ed efficace dei dati ottenuti.
Lo studio delle caratteristiche morfo-anatomiche
delle micorrize formate dalle varie specie di lattari,
effettuato secondo le metodiche pitt moderne ed
esaustive, ha fornito un inaspettato notevole contri-
buto ed integrazione ai metodi classici di tassonomia
e sistematica. Le evidenze sperimentali sin qui acqui-
site fungono dunque decisamente da sprone per 'uso
dell’approccio multidisciplinare descritto per contri-
buire a chiarire gli aspetti ecologici e tassonomici del
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genere Lactarius e, possibilmente, di altri importanti
generi di macromiceti ectomicorrizici.
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Caratterizzazione biologica e molecolare di microfunghi isolati

da comunita criptoendolitiche in Antartide

L. SELBMANN, S. DE HOOG, A. MAZZAGLIA e S. ONOFRI

ABSTRACT - Biological and molecular characterization of microfungi isolated from Antarctic cryptoendolithic communities -
The taxonomic position of some meristematic black fungi isolated from Antarctic cryptoendolithic communities was stud-
ied sequencing the SSU and ITS fragments. Biological characterization was carried out studying temperature and cultur-
al preferences. Morphological analysis was performed with both light and scanning microscope. Studies of molecular tax-
onomy indicated that all microfungi are in two different groups in the Dothideales.

Key words: Antarctica, black meristematic fungi, criptoendolithic communities, molecular taxonomy

INTRODUZIONE

Il Deserto di Ross in Antartide (McMurdo Dry
Valleys) ¢ I'mbiente deglaciato piti freddo ed arido
del pianeta e le superfici del suolo e delle rocce rara-
mente sono colonizzate da forme di vita visibile.

In questa area, per lungo tempo considerata sterile ad
esclusione di poche ristrette zone, & stata scoperta
una forma di vita microbica che colonizza la porosi-
ta delle rocce arenarie (FRIEDMANN, 1982). Questi
organismi, che vivono al limite estremo del loro
poten21ale biologico, rappresentano una delle forme
di vita pili estreme ad oggi conosciute. In uno spes-
sore di circa 10 mm al di sotto della superficie della
roccia, questi microrganismi formano delle vere e
proprie comunitad dette “comunitd criptoendoliti-
che”. Tra queste la pit diffusa ¢ la “comunita domi-
nata dai licheni”, recentemente descritta anche in
rocce di tipo vulcanico (ONOFRI, FRIEDMANN,
1998). Molti microfunghi facenti parte di queste
comunitd, sono stati isolati da campioni raccolti in
circa 20 anni di spedizioni antartiche. Molti di essi
somigliano morfologicamente ai gruppi dei funghi
meristematici neri e dei lieviti neri (STERFLINGER et
al., 1999). Pochi dati sono disponibili su questi iso-
lati e nessuno di essi, eccetto Friedmanniomyces endo-
lithicus Onofri, descritto come nuovo genere e nuova
specie (ONOEFRI ¢t al., 1999), ¢ stato ad oggi identifi-
cato. Questi organismi, vissuti in isolamento geneti-
co per milioni di anni, sono estremamente interes-
santi da studiare al fine di chiarire la loro posizione
tassonomica nel Regno dei Funghi. La classificazione

dei funghi meristematici neri risulta perd estrema-
mente difficoltosa su sole basi morfologiche, in
quanto questi organismi risultano essere tra loro
omogenei e poco differenziati: quindi si ¢ resa neces-
saria un’indagine di tipo molecolare.

MATERIALI E METODI

Ceppi analizzati

[ ceppi analizzati, conservati nella “Culture
Collection of Fungi from Extreme Environments”
(CCFEE, Viterbo), sono elencati in Tab. 1. Le coltu-
re sono state conservate su MEA (Malt extract 20 g/l
e agar 15 g/l) a 5°C e rinnovate ogni 8-12 mesi.

Caratteristiche colturali

La crescita delle colonie & stata osservata su Potato
Dextrose Agar (PDA, Oxoid); Malt Extract Agar
(MEA, Biokar Diagnostics-Beauvais-France), Oat
Meal Agar (OA) e Czapek dox (CZA, Oxoid) su pia-
stre Petri. Lincubazione ¢ stata effettuata a 10°C per
i ceppi Friedmanniomyces sp. CCFEE 5001 e Fried-
manniomyces endolithicus 5208 ed a 20°C per i ceppi
di fungo nero non identificato CCFEE 453, 456,
514, 515 e 5187. Tutti i microfunghi sono stati incu-
bati per almeno 1 mese.

Preferenze termiche

I microfunghi sono stati inoculati su MEA in piastre
Petri e sono stati incubati a 0, 5, 10, 15, 20, 25 ¢
30°C per circa 60 gg.
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TABELLA 1
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Elenco dei ceppi testati, relativa numerazione CCFEE e provenienza dei campioni antartici dai quali sono stati isolati.
List of the strains tested with CCFEE numbers and the sites of Antarctic samples collection.

Ceppi CCFEE Sito

Friedmanniomyces sp. 5001 Timber Peak

Friedmanniomyces endolithicus 5208 Widowmaker Pass-Olson Nunatak
Fungo nero non identificato 453 Linnaeus Terrace

Fungo nero non identificato 456 Dry Valleys

Fungo nero non identificato 514 Linnaeus Terrace

Fungo nero non identificato 515 Linnaeus Terrace

Fungo nero non identificato 5187 Battleship Promontory

Morfologia

Tutti gli isolati analizzati, in base alle loro caratteri—
stiche morfologiche, sono stati divisi in due gruppi:
nel primo sono stati inclusi i due ceppi CCFEE 5001
e CCFEE 5208 che presentavano le caratteristiche
gia descritte per Friedmanniomyces Onofri, nel
secondo sono stati inclusi i ceppi CCFEE 453, 4506,
514, 515 e 5187 (funghi neri non identificati) con
caratteristiche morfologiche tra loro omogenee e ben
distinte dall’altro gruppo. Studi morfologici appro-
fonditi sono stati condotti sui due ceppi CCFEE
5208 e¢ CCFEE 453 rappresentativi per ciascun
gruppo. La morfologia dei microfunghi ¢ stata osser-
vata attraverso la preparazione di microcolture su
MEA, i vetrini sono stati montati in lattofenolo ed
osservati al microscopio ottico. Per le osservazioni al
SEM i campioni sono stati preparati secondo le pro-
cedure utilizzate da ONOERI ez 4/. (1980).

Biologia molecolare

Le colture sono state fatte crescere in tubi a becco di
clarino contenenti MEA per il tempo necessario ad
un buono sviluppo. Circa 100-150 mg di biomassa
sono stati utilizzati per lestrazione del DNA.
Lestrazione & stata effettuata utilizzando il kit di
estrazione NucleoSpin ® Plant, Genenco. Lamplifi-
cazione ¢ stata effettuata utilizzando il kit puRe
Taq™Ready-To-Go™PCR  Beads Amersham
Pharmacia Biotech, aggiungendo alle beads 23 pl di
H,O distillata sterile, 1 pl di ciascun primer (5 pico-
moli) ed 1 pl di DNA stampo alla opportuna con-
centrazione (circa 10 ng). Per 'amplificazione del
DNA ribosomiale 188, 5.8S e delle regioni ITS sono
stati utilizzati i seguenti primers (WHITE et al.,
1990):

*NS1 (5-GTA GTC ATATGC TTG TCT C-3’)

*NS2 (5°-GGC TGCTGG CAC CAG ACT TGC-3)
*NS3 (5-GCA AGT CTG GTG CCA GCA GCC-3))
*NS4 (5’-CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG-3))
*NS5 (5-AACTTA AAG GAATTG ACG GAA G-3))
*NS8 (5°-TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA-3’)
o[TS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’)
*[TS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’)

In alcuni casi per 'amplificazione delle regioni ITS
sono stati utilizzati primers con particolare specifici-

ta per gli ascomiceti (LARENA et al., 1999):

ITS5 (5°- GCA TAT CAA TAA GCC GGAGGA-3)
o[TS4A (5-GGA AGT AAA AGT CGT AACAAG G-3)

I cicli di amplificazione sono stati cosi programmati:
una iniziale denaturazione a 95°C per 3’ seguita da
35 cicli consistenti a loro volta in una denaturazione
a 95°C per 30”, ancoraggio dei primers (annealing) a
55°C per 30” ed una estensione a 72°C per 32” ed
un ciclo finale di estensione a 72°C per 5.

Le reazioni di sequenziamento sono state effettuate
con il metodo dei dideossinucleotidi tramite un
sequenziatore ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer
Perkin-Elmer. Lanalisi e la correzione delle sequenze

¢ stata effettuata utilizzando il programma CHRO-
MAS.

Confronto delle sequenze
La ricerca in EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) ¢ stata effettuata utilizzando il program-

ma FASTA 3 per verificare i piti alti gradi di omologia.

RISULTATI

Caratteristiche colturali

Tutti i microfunghi analizzati presentavano una cre-
scita piuttosto lenta, in particolare i due ceppi appar-
tenenti al genere Friedmanniomyces presentavano
uno sviluppo appena percettibile dopo 1 mese di
incubazione. Tutti i ceppi fungini erano in grado di
accrescersi ugualmente su PDA, MEA e OA, mentre
lo sviluppo su CZA era piuttosto stentato in tutti i
casi (Figg. 1, 2).

Preferenze termiche

I ceppi CCFEE 453, 456, 514, 515 ¢ 5187, erano in
grado di crescere in un range di temperature com-
preso tra 0 e 25 °C anche se lo sviluppo a 0 e 25°C
avveniva in modo molto stentato. La temperatura
ottimale di crescita ¢ stata registrata tra i 15 ed i
20°C. Il range di temperature entro il quale
Friedmanniomyces sp. CCFEE 5001 e F endolithicus
CCFEE 5208 hanno mostrato crescita ¢, invece, pilt
ristretto e compreso tra i 5 ed i 15°C con un opti-
mum a 10°C.

Morfologia

Allosservazione macroscopica tutti i ceppi mostrava-
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Fig. 1
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Friedmanniomyces endolithicus CCFEE 5208 coltivato su terreni differenti alla temperatura di 10 °C dopo 30 gg di
incubazione. PDA: Potato Dextrose Agar; CZA: Czapek Dox Agar; MEA: Malt Extract Agar; OA: Oat Meal Agar.
Friedmanniomyces endolithicus CCFEE 5208 cultured on different media at 10 °C after 30 d of incubation. PDA: Potato
Dextrose Agar; CZA: Czapek Dox Agar; MEA: Malt Extract Agar; OA: Oat Meal Agar.

no colonie scure, cerebriformi con crescita tridimen-
sionale e margini piuttosto irregolari (Figg. 1, 2).
CCFEE 5208: sia al microscopio ottico che al SEM
questo microfungo presentava tutte le caratteristiche
principali descritte per la specie £ endolithicus
(ONOFRI et al., 1999) ovvero un accrescimento sia
filamentoso che meristemoide (Fig. 3a), produzione
di conidi multicellulari (Figg. 3e, f), bicellulari ed
unicellulari (Fig. 3b) capacita di sviluppo enterobla-
stico (Fig. 3f) e secessione dei conidi di tipo schizo-
litico (Fig. 3¢, d).

CCFEE 453: sia al microscopio ottico che al SEM
questo microfungo presentava un’organizzazione
prevalentemente lievitiforme (Fig. 4a, b) con cellule
a parete molto ispessita (Fig. 4c), rugosa e con uno
sviluppo di tipo enteroblastico ( 4a, b). Entrambi i
ceppl mostravano una cospicua produzione di
sostanze polimeriche extracellulari (Figg. 3¢, f; 4a, b).

Studio molecolare

Gli studi di tassonomia molecolare hanno indicato
che i ceppi CCFEE 5001 e CCFEE 5208, apparte-
nenti morfologicamente al genere Friedmanniomyces
(ONOFRI ez al., 1999), presentano una pari ed alta
omologia (99,062%) con il fungo lichenicolo

Hobsonia santessonii nellordine delle Dothideales. 1
ceppi CCFEE 453, 456, 514, 515 e 5187, morfolo-
gicamente identici, si situano sempre all'interno delle
Dothideales.

DISCUSSIONE

In questo lavoro sono stati analizzati alcuni funghi
neri meristematici isolati da campioni di roccia rac-
colti nella Terra Vittoria in Antartide. Tra i micro-
funghi saggiati, i ceppi Friedmanniomyces sp. CCFEE
5001 e Friedmanniomyces endolithicus 5208 hanno
mostrato una velocita di crescita molto minore
rispetto all’altro gruppo morfologicamente distinto.
Tenendo conto delle temperature ottimali di accre-
scimento, ¢ comunque possibile affermare che tutti i
ceppi saggiati sono da considerarsi psicrofili. I due
ceppi di Friedmanniomyces, infatti, avendo un opti-
mum di crescita compreso tra 10 e 15°C rientrano
perfettamente nei limiti indicati da MORITA (1975)
per gli organismi procarioti. Secondo tale definizio-
ne, psicrofilo ¢ un organismo che presenta un opti-
mum di crescita alla temperatura di 15°C o inferiore
e che ¢ in grado di crescere in un range compreso tra
0 e 20°C. Lestrema lentezza di accrescimento
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Fungo nero non identificato CCFEE 453 coltivato su terreni differenti alla temperatura di 20 °C dopo 30 gg di
incubazione. PDA: Potato Dextrose Agar; CZA: Czapek Dox Agar; MEA: Malt Extract Agar; OA: Oat Meal Agar
Undetermined black fungus CCFEE 453 cultured on different media at 20 °C after 30 d of incubation. PDA: Potato
Dextrose Agar; CZA: Czapek Dox Agar; MEA: Malt Extract Agar; OA: Oat Meal Agar.

mostrata da questi due organismi potrebbe essere il
motivo per il quale non ¢ stata registrata crescita a 0
°C dopo 60 gg di incubazione. E’ possibile, infatti,
che essi siano ancora in grado di svilupparsi ma la
crescita non sia ancora percettibile. Il comportamen-
to a diverse temperature dei ceppi di fungo nero non
identificato CCFEE 453, 456, 514, 515 e 5187,
rientra, invece, nella definizione di psicrofilo data per
i lieviti da VAN UDEN (1984) e VISHNIAC (1987) ed
estesa a tutti gli organismi eucarioti da NIENOW e
FRIEDMANN (1993). Per tali organismi la temperatu-
ra limite alla quale possono ancora accrescersi, infat-
ti, ¢ di 25°C. Le preferenze termiche registrate per
questi microfunghi contrastano con quanto finora
osservato per altri microfunghi antartici che sono
spesso mesofili psicrotolleranti (ZUCCONI ez al.,
1996; ONOFRI, 1999). Questo comportamento puod
essere facilmente spiegato se si considera che questi
organismi colonizzano microhabitat in cui le tempe-
rature minime e, soprattutto, massime sono inferiori
a quelle presenti in altre zone deglaciate costiere.

Laccrescimento meristemoide ¢ gia stato interpreta-
to come adattamento a condizioni ambientali stres-
santi (STERFLINGER et al., 1999), ed essendo una

caratteristica tipica di questi funghi puo essere facil-
mente messa in correlazione alla sopravvivenza in
condizioni ambientali tanto sfavorevoli sia per quel
che riguarda le temperature sia la disponibilita d’ac-
ua.

Sia dalle foto al microscopio ottico che al SEM ¢
stato possibile osservare che tutti i ceppi mostravano
una cospicua produzione di sostanze polimeriche
extracellulari; produzioni simili, costituite da polisac-
caridi, sono state osservate in altri funghi delle rocce
ed interpretate come protezione dai danni da dissec-
camento (URZI ez al., 1991; URrzl, REALINI, 1998).
Anche in questo caso, considerando 'ambiente colo-
nizzato da questi organismi, tali molecole potrebbe-
ro avere un coinvolgimento diretto nella protezione
contro il disseccamento e di resistenza ai continui
processi di congelamento e scongelamento cui questi
microfunghi si trovano sottoposti (SELBMANN ez al.,
2002).

Tutti i ceppi analizzati si situano nell’ordine
Dothideales. Ben diversa ¢ la situazione per altri fun-
ghi meristematici neri che colonizzano le rocce di
ambienti diversi, i quali, appartenendo almeno a tre
diversi ordini negli Ascomiceti, precisamente
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Fig. 3

Friedmanniomyces endolithicus. CCFEE 5208; a (SEM): accrescimento meristemoide (freccia bianca) ed ifale (freccia nera);
b (SEM): conidio bicellulare (freccia nera) e monocellulare (freccia bianca); ¢ (SEM) e d: secessione schizolitica ; e (SEM):
conidio multicellulare in fase iniziale di formazione; f: conidio multicellulare (freccia nera) ed allungamento enteroblasti-
co (freccia bianca).

Friedmanniomyces endolithicus. CCFEE 5208; a (SEM): meristematic (white arrow) and hyphal growth (black arrow); b
(SEM): 2-celled conidium (black arrow) and 1 celled conidium (white arrow); ¢ (SEM) and d: schyzolithic secession
(arrows); e (SEM): multicellular conidium at the first stage of growth; f: multicellular conidium (black arrow) and enter-
oblastic elongation (white arrow).
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Fig. 4

Fungo nero non identificato CCFEE 453; a, b (SEM):
crescita lievito-simile e germinazione di tipo enteroblasti-
co; c: propaguli con parete esterna ispessita.
Undetermined black fungus CCFEE 453; a, b (SEM):
yealst—like and enteroblastic germination; c: thick-walled
cells.
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Dothideales, Chaetotiriales e Pleosporales, (STERFLIN-
GER et al., 1999; STERFLINGER, 2000; STERFLINGER,
PRILLINGER, 2001), hanno invece, un’origine polifi-
letica. Ovviamente tale osservazione dovra trovare
conferma in ulteriori studi molecolari su altri isolati
da queste comunita antartiche.
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RIASSUNTO - La posizione tassonomica di alcuni funghi
meristematici neri isolati da comunita criptoendolitiche in
Antartide ¢ stata studiata attraverso il sequenziamento dei
frammenti SSU ed ITS di rDNA. La caratterizzazione bio-
logica ha previsto studi di preferenze termiche e colturali.
La caratterizzazione morfologica ¢ stata effettuata con
osservazioni al microscopio ottico ed al SEM. Gli studi di
tassonomia molecolare hanno consentito di collocare que-

sti microfunghi in due gruppi ben separati nell’ordine
delle Dothideales.
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Funghi meristematici isolati da monumenti medievali

S. FLoriO, E DE LEO, G. DAaMIANI, E. SaviNO e C. Urzl

ABSTRACT - Meristematic fungi isolated from medieval monuments - Italy is full of historical monuments left to their nat-
ural corrosion. They can be an ideal substrate for fungi, in particular for dematiaceous meristematic ones that seem to be

involved in the biodeterioration of lithic artifacts.

Key words: fungi, Italy, monuments, Valle d’Aosta

INTRODUZIONE
Nell'ambito del fenomeno del degrado delle opere

d’arte, problema che nel nostro paese assume pro-
porzioni rilevanti per la vastitd del patrimonio arti-
stico, da alcuni anni viene posto I'accento sul cosid-
detto biodeterioramento. I beni culturali costituisco-
no un numero ampio di substrati su cui sono pre-
senti un elevato numero di specie microbiche.
Queste infatti, presenti in ogni habitat anche il piu
estremo, sono in grado di colonizzare tutti i tipi di
manufatti sia organici quali pelli, pergamene, legni,
carte, tessili, che inorganici quali pietre, ceramiche,
vetri, malte e metalli. Cazione dei microrganismi sul
manufatto pud comportare sia danni di natura strut-
turale, sia danni di natura estetica (CIFERRI et al,
2000).

Da tempo ¢ riconosciuto che tra gli agenti primari
del biodeterioramento dei manufatti lapidei assieme
al microrganismi autotrofi associati alla formazione
di incrostazioni, chiazze, esfoliazioni e polverizzazio-
ni, vi sono gli organismi eterotrofi, quali i funghi,
considerati nel passato agenti di importanza del tutto
secondaria. Le azioni chimico-meccaniche esercitate
da questi organismi comportano variazioni tessitura-
li con formazione di reticolati di discontinuita (pori,
fratture ecc.) che possono esser sede di un ulteriore
impianto di biodeteriogeni (URZl er al., 2000). I
funghi che colonizzano la roccia (rock inhabiting
fungi) possono ricondursi in due principali gruppi
ecologici: i comuni funghi epifiti e del suolo, e i fun-
ghi meristematici che formano microcolonie nere
sulle superfici e nelle porosita del materiale lapideo.
Si ricorda che con il termine meristematico si defini-
sce uno specifico pattern di crescita, presente soprat-
tutto quando gli organismi si sviluppano in condi-

zioni di stress e in ambienti estremi. La crescita meri-
stematica, che pud anche rappresentare I'unica
modalita di crescita, & caratterizzata dalla produzione
di gonfie cellule isodiametriche con una spessa pare-
te in cui la melanina & comunemente depositata. Dal
punto di vista metabolico, gli organismi rimangono
attivi per lunghi periodi di tempo anche in condizio-
ni di scarsita di nutrienti. Anche alcuni funghi,
appartenenti agli Ascomycota e riconducibili almeno
agli ordini delle Chaerothyriales, Dothideales e
Pleosporales (STERFLINGER, PRILLINGER, 2001), sono
caratterizzati da questo tipo di crescita.
Recentemente, sebbene fosse gia nota la loro capaci-
ta colonizzatrice di pietre e rocce (STALEY er al,
1982), tali funghi sono stati evidenziati e isolati su
monumenti di interesse artistico e I'attenzione degli
studiosi si ¢ rivolta principalmente a questi piuttosto
che ai demaziacei in generale. Poiché¢ nei funghi
meristematici non ¢ stata, per ora, rilevata nessuna
produzione di acidi, documentata ampiamente inve-
ce per alcuni ifomiceti colonizzatori di materiale lapi-
deo, si ritiene che la penetrazione nella roccia sia per
lo pitt imputabile ad una azione meccanica piuttosto
che ad un’azione chimica. La conseguenza della loro
crescita e proliferazione ¢ comunque il danneggia-
mento del materiale soprattutto dal punto di vista
estetico (STERFLINGER, PRILLINGER, 2001).

Per le difficolta di isolamento e di identificazione la
presenza dei funghi meristematici su materiali lapidei
& stata finora sicuramente sottostimata (URZI et al.,
2000); da non trascurare inoltre che tutti i materiali
nerastri presenti su manufatti lapidei sono stati inter-
pretati, nel passato, come polveri atmosferiche o
sporcizia (WOLLENZIEN ez al., 1995).



270

I dati bibliografici sui meristematici isolati da mate-
riale lapideo sono sostanzialmente riconducibili a
isolamenti effettuati da rocce nel deserto dell’Arizona
(STALEY et al, 1982), in Antartide (NIENOW,
FRIEDMANN, 1993; ASCASO et al, 2002), in Sud
Africa (BUDEL et al., 2000) in Israele (GORBUSHINA
et al., 2002) e da monumenti del nord Europa
(STERFLINGER, PRILLINGER, 2001), della Crimea
(Ucraina) e dell’'area Mediterranea (STERFLINGER,
GORBUSHINA, 1997; WOLLENZIEN et al., 1997; DE
LEO et al., 1999).

MATERIALI E METODI

Sono state campionate 11 pietre ripartite in tre diver-
si monumenti medioevali, non restaurati di recente,
situati in Valle d’Aosta, area definita a clima semi-
continentale (PIERVITTORI, MAFFEL, 2001). Le sedi
campionate sono situate in zone con basso inquina-
mento atmosferico, come testimoniato dagli indici di
biodiversita lichenica (VALCUVIA M., comunicazione
personale).

I ceppi fungini sono stati isolati utilizzando la meto-
dica della diluizione in piastre e degli aghi sterili
seminati in capsule Petri contenenti adatti terreni di
crescita (DRBC e MEA 2%) (WOLLENZIEN et al,
1995). Le piastre sono state incubate a 20°C e osser-
vate periodicamente ad intervalli di 7 giorni fino a 2
mesi. I funghi filamentosi e i lieviti neri isolati sono
stati identificati utilizzando di volta in volta le chiavi
analitiche pilt accreditate (ELLIS, 1971, 1976;
DoMmsH et al, 1980; Gams, 1971; DE Hoog,
HERMANIDES-NIJHOF, 1977). Lo studio dei funghi
che presentavano esclusivamente la crescita meriste-
matica ¢ stato effettuato sia mediante tecniche classi-
che che di tipo molecolare. A tale scopo sono stati
utilizzati diversi terreni agarizzati (PDA, OA, MEA
2%, CZ) per la caratterizzazione macroscopica delle
colonie, e la coltura su vetrino per quella microsco-
pica delle strutture di riproduzione. Per ogm ceppo
meristematico isolato sono state allestite pitt colture
su vetrino in parallelo e ciascuna ¢ stata montata, con
lattofenolo, ad intervalli regolari a partire dai sette
giorni fino a sessanta; 'osservazione & avvenuta al
microscopio ottico.

Per I'estrazione del DNA i funghi sono stati inocula-
ti in terreno liquido (Malt Extract 2%) e filtrati su
carta WHATMAN n°4, mediante pompa a vuoto.
Dal materiale ottenuto si & proceduto all’estrazione
del DNA (Dneasy Plant Mini Kit- Quiagen Hilden,
Germany) previa rottura meccanica del materiale
fungino con l'utilizzo di un pestello in seguito a con-
gelamento con azoto liquido. Si ¢ proceduto poi
all’amplificazione mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction) del DNA che codifica per la regione ribo-
somale 18S e digestione con un pattern di 5 enzimi
(DE LEO ez al., 1999). Dopo corsa elettroforetica su
gel di agarosio, i pattern elettroforetici ottenuti sono
stati confrontati con quelli di funghi meristematici
presenti nella banca dati del Dipt. di Scienze Microb.
Gen e Mol. di Messina (Italy).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Complessivamente sono state isolate 17 specie fungi-
ne appartenenti a 14 generi, 5 diversi morfotipi con
crescita meristematica, lieviti bianchi, miceli con
unione a fibbia e miceli sterili (FLORIO ez /., 2002).
Tra le specie filamentose si segnalano Alternaria alter-
nata, Aspergillus spp., Aureobasidium pullulans var.
pullulans, Cladosporium cladosporioides, Penicillium
spp., Ulocladium consortiale, funghi a distribuzione
ubiquitaria, per lo pil saprotrofi di piante e materia-
le vegetale, ma che vengono comunemente reperiti
anche da materiali lapidei. Tra i funghi isolati, inol-
tre, ¢ stata riscontrata l'occasionale presenza di
Exophiala sp. pit volte segnalata su materiali lapidei
(SAIZ-JIMENEZ, 1995; WOLLENZIEN et al, 1995;
URZl et al., 2000; STERFLINGER, PRILLINGER, 2001).
Anche questo zaxon, pleomorfico e caratterizzato da
conidiogenesi anellidica, ¢ un normale costituente
della microflora saprotrofa di piante e materiale vege-
tale, ed ¢ stato studiato principalmente in quanto
implicato in patologie umane quali la cromomicosi
(DOMSCH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000).

I funghi meristematici isolati rappresentano il 25%
degli isolamenti totali. In base alle caratteristiche
morfologiche (macro e microscopiche) i ceppi sono
stati suddivisi in 5 diversi gruppi. Laspetto morfolo-
gico piu frequente ¢ rappresentato da un micelio
“toruloso” con la presenza di caratteristiche cellule
ingrossate con setti longitudinali e trasversi intercala-
ri nel micelio pilt vecchio o libere (Fig. 1).

Fig. 1
Crescita meristematica del morfotipo isolato piu fre-
quentemente (400x).

Meristematic growth of morphotype more frequently iso-
lated (400x).
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In generale I'identificazione dei funghi meristematici
risulta particolarmente difficoltosa e lontana dagli
approcci sperimentali classici. A causa della loro par-
ticolare modalita di crescita, infatti, non ¢ possibile
basarsi solo sulle loro caratteristiche morfologiche;
inoltre l'utilizzo di chiavi diagnostiche basate su pro-
fili biochimici e fisiologici risulta difficoltoso a causa
dell’estrema versatilita metabolica e dell’esigua quan-
tita di biomassa prodotta da questi funghi (URzl ez
al., 2000). Da qualche anno, percio, I'identificazione
dei funghi meristematici prevede anche l'utilizzo di
tecniche molecolari come la RFLP (Restriction Length
Fragment Polimorfism) o il sequenziamento di rDNA
e interspacers. A questo scopo si amplificano i fram-
menti del DNA ribosomale che codifica per la sub-
unitd 18S, piuttosto conservata, e le regioni ITS
(Internal Transcribed Spacer), generalmente ipervaria-
bili. Numerosi sono i dati bibliografici a disposizio-
ne, ma alla relativa facilitd della tecnica si affianca
spesso una certa difficolta nella standardizzazione del
protocollo in tutte le sue fasi. Lamplificazione, per
esempio, della regione I'TS dei generi Coniosporium e
Sarcinomyces, con l'utilizzo dei medesimi primer, pre-
vede temperature di annealing differenti a seconda
del genere investigato (DE LEO e al, 1999;
WOLLENZIEN et al., 1997). Ai dati bibliografici, fon-
damentali per il confronto dei pattern di restrizione o
della intera sequenza, si deve percid affiancare un
notevole lavoro sperimentale, determinato dalla
natura polifiletica dei funghi meristematici, necessa-
rio per la messa a punto, di volta in volta, del proto-
collo pitr appropriato.

Nel nostro caso la subunitd 18S dei ceppi meriste-
matici appartenenti ai 5 morfotipi, amplificata e
digerita con gli enzimi di restrizione, ha messo in evi-
denza per il momento una buona correlazione tra
morfotipo e analisi molecolare. Ulteriori indagini
sono in corso per determinare I'esatta posizione tas-
sonomica dei ceppi studiati.

CONCLUSIONI

Le specie fungine isolate sono riconducibili ai due
gruppi ecologici che si rilevano su roccia oltre a spe-
cie non caratteristiche di tale materiale che sono da
ritenersi isolamenti casuali e percid determinati dalla
presenza sulla pietra di spore o propagali.

Notevole importanza assume l'isolamento di funghi
neri a crescita meristematica nella regione campiona-
ta, in quanto risulterebbe la prima segnalazione in
tale area. Questo potrebbe confermare I'ipotesi che i
funghi meristematici abbiano una distribuzione piu
ampia di quanto finora riportato in letteratura.

Ringraziamenti - Si ringrazia per il contributo la
Professoressa Valcuvia Passadore del Dipartimento di
Ecologia del Territorio e degli Ambienti Terrestri
dell’Universita di Pavia.

LETTERATURA CITATA
Ascaso C., Rios DE LOs A., WIERZCHOS J., 2002 - Fungi

271

ans lichen: microbial ecology in Antarctic rock desert.
IMC7, The 7% Int. Mycol. Congr. Oslo, 11-17 August
2002.

BUDEL B., BECKER U., FOLLMANN G., STERFLINGER K.,
2000 - Algae, Fungi, and Lichens on Inselbergs. Ecol.
Stud., 146: 68-90.

CIreRRI O., TIANO P, MASTROMEI G., 2000 - Of microbes
and art. The Role of Microbial Communities in the
Degradation and Protection of Culturale Heritage. Ed.
Plenum, New York.

De Leo E, Urzi C., HooG G. S DE., 1999 - Two
Coniosporium species from rock surfaces. Stud. Mycol.,
43: 70-79.

DomscH K.H., Gams W., ANDERSON T.H., 1980 -
Compendium of soil fungi. Ed. Brace Academic Press,
London.

Eruis M.B., 1971 - Dematiaceous Hyphomycetes.
Commonwealth Mycol. Inst. Kew, Surrey, England.

—, 1976 - More dematiaceous Hyphomycetes. Common-
wealth Mycol. Inst. Kew, Surrey, England.

FLoRIO S., SAVINO E., BRUSONI M., CARULLI 1., VACCARI
A., VALCUVIA M., 2002 - Saxicolous lichens and rock-
znbﬂbztzng fungi on different medieval monuments in Aosta
Valley (Italy). IMC7, The 7% Int. Mycol. Congr. Oslo,
11-17 August 2002.

Gams W., 1971 - Cephalosporium-artige Schimmelpilze
(Hyphomycetes). Gustav Fischer Verlag. Stuttgart.

GORBUSHINA AA., VOLKMANN M, DORNIEDEN T,
RUTTERS H., RULLKOTTER J., 2002 - Black fungal colo-
nies as units 0fmrwm/ hyphal myco lg{)orz'nes synthesized by
rock dwelling fungi. IMC7, The 7% Int. Mycol. Congr.
Oslo, 11-17 August 2002.

HoogG, G. S. DE, GUARRO J., GENE J., FIGUERAS M.].,
2000 - Atlas of clinical fungi. Centraalbureau voor

Schimmelcultures.  Utrecht, The Netherlands;
Universitat Rovira i Virgili Reus, Spain.
Hoog, G. S. DE, HERMANIDES-NTHOF E. J., 1977 - The

black yeasts and allied Hyphomycetes. Stud. Mycol., 15.

NiENnOw J. A., FRIEDMANN E. L., 1993 - Terrestrial
lithophytic (rock) communities. In: FRIEDMANN E.I (Ed.),
Antarctic Microbiology: 343- 412. Wiley-Liss, New York.

PIERVITTORI R., MAFFEL S., 2001 - The importance of indi-
cator species in the biomonitoring of atmospheric pollution.
A case study in the city of Aosta, NW Italy. Cryptogamie,
Mycol., 22(4): 297-310.

Sa1z-JIMENEZ C., 1995 - Deposition of antrhopogenic com-
pounds on monuments and their effect on airborne
microorganisms. Aerobiologia, 11: 161-175.

STALEY ].T., PALMER E ADAMS J.B., 1982 - Microcolonial
fungi: common inhabitants on desert rock? Science, 215:
1093-1095.

STERFLINGER K., GORBUSHINA A.A., 1997 - Morphological
and molecular characterization of a rock fungi and deca-
ying dematiaceous fungus isolated from monuments of
Delos (Cyclades, Greece) and Chersonesus (Crimea,
Ukraine). System. Appl. Microbiol., 20: 329-335.

STERFLINGER K., PRILLINGER H., 2001- Molecular taxo-
nomy and biodiversity of rock fungal communities in an
urban environment (Vienna, Austria). Antonie van
Leeuwenhoek, 80: 275-286.

Urzl C., DE Leo E, HooG G. S. DE, STERFLINGER K.,
2000 - Recent advances in the molecular biology and
ecophysiology of meristematic stone-inbabiting fungi. In:
Of ‘microbes and art. The Role of Microbial Communities
in the Degradation and Protection of Culturale Heritage:
3-19. Ed. Plenum, New York.



272

WoLLENZIEN U., HooG, G. S. pE, KRUMBEIN E. W,
UyTHOF J.M.]., 1997 - Sarcinomyces petricola, a new
microcolonial fingus from marble in the Mediterranean
basin. Antonie van Leeuwenhoek, 71: 281-288.

WOLLENZIEN U., HooG G. S. DE, KRUMBEIN E. W., Urzl
C., 1995 - On the isolation of microcolonial fungi occur-
ring on and in marble and other calcareous rocks. Sci. Total
Environm., 167: 287-294.

AUTORI

INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 36 (1) 269-272, 2004

RIASSUNTO - Lltalia ¢ ricca di monumenti storici
lasciati alla loro naturale corrosione. Questi possono rap-
presentare un substrato ideale per i funghi, in particolare
per i demaziacei con crescita meristematica, che sembrano
coinvolti nei fenomeni di biodeterioramento dei materiali
litici.
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Caratterizzazione di miceli sterili demaziacei e moniliacei associati

a piante a diverso status micorrizico in ambiente mediterraneo

M. GIRLANDA, S. GHIGNONE, R. BERGERO, S. PEROTTO e A.M. LuUPPI

ABSTRACT - Characterization of dark and white sterile mycelia associated with plants with different mycorrbizal status in
Mediterranean ecosystems - Sterile mycelia associated with the roots of neighboring, healthy individuals of pairs of hosts
with different mycorrhizal szatus in two areas in Liguria were investigated. ITS sequence analyses have revealed in both
cases novel spectra of #axa, distinct from those so far recognized in related hosts in other habitats. The consistent associa-
tion with the host plants in nature and mycorrhizal abilities revealed in resynthesis trials in axenic conditions outline dif-
ferent kinds of interactions among the hosts, possibly leading to facilitation of secondary successions and dynamics of

Mediterranean vegetation.

Key words: Erica arborea, mycorrhizae, Pinus halepensis, Quercus ilex, Rosmarinus officinalis, IDNA

INTRODUZIONE

E’ ormai dimostrato che il basso grado di specificita
delle associazioni tra piante e simbionti fungini ecto-
micorrizici o endomicorrizici arbuscolari consente
I'instaurarsi, negli ambienti naturali, di complesse
interazioni interpianta mediate dal reticolo miceliare
di uno o pit endofiti fungini colleganti le radici di
individui vegetali appartenenti alla stessa o a diversa
specie. Alleviando la competizione tra piante e pro-
muovendo la biodiversita vegetale, tali interazioni
possono avere importanti ripercussioni sulla struttu-
ra delle fitocenosi e sui fenomeni di successione
(MILLER, ALLEN, 1992; SIMARD et al., 1997).
Tuttavia, se l'esistenza di queste interazioni ¢ ormai
accertata tra ospiti con uno stesso tipo di simbiosi
micorrizica, meno conosciute rimangono eventuali
interazioni tra piante a diverso tipo di micotrofia,
spesso mediate da endofiti poco caratterizzati quali i
miceli sterili, non identificabili per via convenziona-
le. Questi rappresentano un aggregato eterogeneo di
taxa dei quali il numero, I'identita e di conseguenza
la specificita d’ospite rimangono largamente scono-
sciuti; ad oggi, infatti, ne sono stati identificati
pochi, in indagini pressoché esclusivamente riferite
ad habitat alpini e subalpini della zona temperata
dell’emisfero boreale o ad ambienti artici (JumMPPO-
NEN, TRAPPE, 1998; SCHADT ez al., 2001; PEROTTO
et al., 2002).

In questa prospettiva, da diversi anni le nostre ricer-
che sono indirizzate alla caratterizzazione della com-
ponente endofitica sterile con significato vuoi di

simbionti micorrizici accreditati (come la gran parte
dei funghi ericoidi), vuoi di simbionti di tipo meno
convenzionale [quali i meno conosciuti DSM, “dark
sterile mycelia”, in grado di coesistere nelle radici con
i simbionti “ufficiali” ecto- o endomicorrizici e di
incrementare la nutrizione minerale e la crescita del-
lospite (SHIVANNA ez al., 1994; FERNANDO,
CURRAH, 1996; JUMPPONEN et al., 1998)]. Quale
contesto ideale per lo studio di queste tematiche
sono stati scelti gli ambienti mediterranei, caratteriz-
zati da elevata diversitd e co-dominanza di specie
vegetali ed associati tipi micorrizici [prevalentemen-
te essenze sempreverdi e sclerofilliche con ectomicor-
rize, endomicorrize arbuscolari, ericoidi, arbutoidi
(ALLEN, 1991)]. Recentemente le indagini sono state
incentrate in due aree dell’entroterra ligure: una gari-
ga a Varigotti (SV) ed una lecceta (con aree ceduate
e quindi ricomparsa delle specie pioniere) a Borgio
Verezzi (SV). In entrambi gli ambienti ospiti ecto-
micorrizici (rispettivamente Pinus halepensis Mill. e
Quercus ilex L.) sono co-dominanti con ospiti endo-
micorrizici (rispettivamente Rosmarinus officinalis L.,
con micorrize arbuscolari, ed Erica arborea L., con
micorrize ericoidi). La caratterizzazione dei miceli
sterili endofitici nelle due coppie di ospiti ha previ-
sto 'adozione di uno stesso protocollo sperimentale,
attraverso: i) isolamento, dopo sterilizzazione, dalle
radici micorriziche di individui adiacenti, sani, delle
coppie di ospiti di ciascuna stazione; ii) assegnazione
a distinti morfotipi sulla base delle caratteristiche
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macro- e microscopiche; iii) verifica della validita dei
morfotipi attraverso analisi ITS-RFLP; iv) sequen-
ziamento di regioni dellTDNA (regione ITS comple-
ta -ITS1-5.8S-1TS2- e 18S parziale) di rappresentan-
ti dei diversi morfotipi, impiego delle sequenze per
ricerche BLAST in banca dati e ricostruzioni filoge-
netiche con metodi diversi (Neighbor-Joining e
Maximum Likelihood) su datasets comprendenti
sequenze allineabili di funghi ad identita nota. Le
ricerche condotte a Borgio Verezzi hanno inoltre pre-
visto il reinoculo degli isolati nei diversi ospiti e I'ac-
certamento tramite RAPD del grado di variabilita
genetica di alcuni morfotipi.

La gariga di Varigotti: DSM endofiti in Pinus hale-

pensis ¢ Rosmarinus officinalis

Le indagini sono state concentrate sui morfotipi
ottenuti da entrambi gli ospiti nel corso di tutti i
campionamenti, effettuati su un arco di oltre undici
anni (GIRLANDA et al., 2002).

Le ricerche BLAST per le sequenze ITS dei diversi
morfotipi hanno permesso di escludere I'identifica-
zione con i pochi taxa ad oggi associati ai DSM,
inclusa Phialocephala fortinii C.J.K. Wang & H.E.
Wilcox, che ¢ invece dominante negli habitat finora
indagati. In alcuni casi (Morfotipi 3a, 3b, 3¢, 3d) I'i-
dentita con le sequenze in GenBank ¢ risultata esse-
re estremamente ridotta (55.8-83.0%), essenzial-
mente limitata alla regione (piti conservata) del 5.8S:
cid indica in tali funghi o zaxa privi di “parenti stret-
ti” in GenBank, oppure zaxa nuovi. Attraverso i dati
del 18S, inseriti in datasets rappresentativi delle
principali sottoclassi di Ascomycetes, tali DSM sono
risultati essere affiliati a Dothideomycetidae (Morfo-
tipi 3a, 3b, 3¢, sister-group del complesso Pleospora-
les-Patellariales) o Chaetothyriomycetidae (Morfotipo
3d). Nel caso del Morfotipo 1 'omologia in banca
dati ¢ risultata essere relativa all’intera regione ITS,
spaziatori inclusi, con valori d’identitd pari al 90-
94% con sequenze di specie diverse di Diapor-
thel Phomopsis (Valsaceae, Diaporthales, Sorda-riomy-
cetidae, Ascomycetes). In realtd non identificabile con
nessuna di queste specie, quando inserito in un data-
set pitt ampio il Morfotipo 1 appare in effetti costi-
tuire un gruppo a s¢ stante non ancora sequenziato.
Valori di identita del 98.8-99.4% sono invece stati
riscontrati per il Morfotipo 2, con una sequenza rife-
rita a Rhizopycnis vagum D.F. Farr (Fig. 1); tale identi-
ficazione in silico & stata confortata dal confronto a
posteriori della morfologia delle strutture somatiche.
Rhizopycnis vagum ¢ un celomicete descritto nel
1998 come nuovo genere e nuova specie (FARR ez al.,
1998), ad oggi noto esclusivamente come agente
patogeno responsabile del “collasso delle cucurbita-
cee” o “vine decline”, sindrome originariamente
descritta per colture nel Nord- e Centro-America
(MERTELY et al., 1991; MILLER et al., 1996; BRUTON,
MILLER 1997a,b,c; GWINNE et al., 1997; AEGERTER
et al., 2000; ARMENGOL et al., 2000; MONTUSCHI,
2001). Del tutto inatteso ¢ quindi risultato il suo
ritrovamento come endofita in ospiti sani cosi
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“distanti”, quali essenze arboree ed arbustive, non
cucurbitacee, spontanee. Tale risultato solleva inte-
ressanti interrogativi circa la plasticita biologica e
genetica di Rhizopycnis vagum. Indagini molecolari
in corso (polimorfismi RAPD, microsatelliti, filoge-
nesi multilocus) e saggi di fitopatogenicita sono
volti appunto a definirne struttura di popolazione e
confini specifici.

Questi risultati hanno dunque consentito di identi-
ficare nei morfotipi sterili della gariga di Varigotd,
sia pure con gradi diversi di risoluzione sistematica,
uno spettro originale di zaxa, del tutto distinti da
quelli finora associati ai DSM. Il mancato ritrova-
mento di Phialocephala fortinii, dominante in habi-
tat alpini, subalpini ed artici, ed il ritrovamento inve-
ce di un’entita, quale Rhizopycnis vagum, gia ottenu-
ta, sia pure come patogeno, da regioni a clima caldo-
arido o semiarido, suggerisce un’influenza dell’habi-

tat sulla distribuzione degli endofiti DSM.

La lecceta di Borgio Verezzi: miceli sterili demaziacei e
moniliacei endofiti in Quercus ilex e Erica arborea

Anche in questo caso lo spettro di zaxa isolati dai due
ospiti ¢ risultato essere del tutto originale (BERGERO
et al., 2000, 2002). Quando utilizzate come queries
per ricerche BLAST, nessuna delle sequenze dei mor-
fotipi ericoidi (quelli cio¢ che in prove di re-inoculo
hanno mostrato capacita micorriziche in Erica arbo-
rea) ha infatti presentato identita significative con
sequenze di Hymenoscyphus ericae o Oidiodendron
spp., 1 principali zaxa ericoidi di identitd nota, né
con sequenze degli endofiti micorrizici sterili ottenu-
ti dagli ospiti ericoidi finora indagati (HAMBLETON,
CURRAH, 1997; PEROTTO et al., 2002; SHARPLES ez
al., 2000). In diversi casi tali morfotipi hanno inve-
ce presentato maggiori affinitd con isolati sterili da
Epacridaceae, oppure (Morfotipo Sd3) con un mor-
fotipo ottenuto da P halepensis e R. officinalis nelle
ricerche a Varigotti (Morfotipo 3c), o, ancora, con
un morfotipo sterile risultato ectomicorrizico in
Kobresia myosuroides (Cyperaceae). In nessun caso
tuttavia i valori di identita sono risultati molto ele-
vati, indicando di nuovo #xa non ancora sequenzia-
ti, o faxa nuovi, ancorche probabilmente riferibili a
Leotiomycetidae o Dothideomycetidae (Ascomycetes).

La conspecificita degli isolati entro i morfotipi
comuni ai due ospiti (Sd2 e Sd9) ¢ stata confermata
tramite analisi delle regioni ITS. Capacita micorrizi-
ca in E. arborea da parte di tali morfotipi, con pro-
duzione dei tipici gomitoli, ¢ stata dimostrata non
solo per gli isolati ottenuti da E. arborea ma anche
per quelli ottenuti da Q. ilex. Tipiche micorrize eri-
coidi sono anche state ottenute utilizzando come
inoculo apici ectomicorrizici di Q. #lex raccolt in
campo. Lanalisi RAPD ha inoltre dimostrato, nel
caso del Morfotipo Sd9, la presenza di uno stesso
individuo genetico (genet) in associazione ai due
fitobionti. Prove di ri-sintesi in Q. i/ex hanno porta-
to ad escludere, per gli isolati di Sd2 e Sd9, un com-
portamento da tipici simbionti ectomicorrizici in
questa pianta, comportamento che non ¢ tuttavia da
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Albero neighbor-joining ottenuto dall’allineamento delle sequenze ITS (ITS1-5.8S-1TS2) degli isolati del Morfotipo 2
con sequenze allineabili di #axaz anamorfici e teleomorfici rinvenute tramite ricerchr BLAST. Il modello Kimura-2-param-
eter era usato per le misure di distanza. Sono indicati i valori di bootstrap superiori al 50% (1000 repliche). Lalbero ¢
stato radicato automaticamente. Scala, n. cambiamenti nucleotidici/sito (modificato da GIRLANDA et al., 2002).
Neighbor-joining tree obtained from the ITS (ITS1-5.8S-ITS2) sequence alignment of Morphotype 2 isolates with
alignable sequences of anamorphic and teleomorphic zaxa retrieved by BLAST searches. The Kimura-2-parameter model
was used for pairwise distance measurement. Bootstrap values above 50% are indicated (1000 replicates). Root was locat-
ed automatically. Bar, no. nucleotide changes/site (from GIRLANDA ez 4/., 2002, modified).

escludere in ospiti diversi, come potrebbe suggerire
la loro notevole identita di sequenza con un micelio
ectomicorrizico in Kobresia myosuroides.

Mediante isolamento da piante trappola, risintesi
micorrizica e confronti morfologici e molecolari si ¢
dimostrato che suoli della lecceta matura, dove E.
arborea era assente da almeno 10 anni, mantengono
non solo un elevato potenziale di inoculo micorrizi-
co, ma anche un’alta diversita di endofiti ericoidi.

Questi risultati dimostrano che funghi micorrizici
ericoidi possono associarsi, in natura, con radici
ectomicorriziche, e sopravvivere a lungo nel suolo in
assenza dell’ospite ericoide, probabilmente facilitan-
do la ricolonizzazione di E. arborea in seguito ad
eventi di disturbo (fuoco, interventi di ceduazio-
ne...) comuni negli ambienti mediterranei; le ecto-
micorrize di Q. 7lex fungerebbero cosi da serbatoio
d’inoculo micorrizico per E. arborea, assicurandone
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la micorrizzazione ex-novo in stand puri di lecceta.
Infine, se all'identita genetica del micelio associato ai
due ospiti (come dimostrato nel caso di Sd9) si
accompagnasse integrita fisica dello stesso, questa
duplice associazione potrebbe anche rappresentare la
base per scambi nutrizionali mediati dal simbionte
comune.

CONCLUSIONI

Limpiego dei dati di sequenza per I'identificazione
specifica di miceli sterili trova il suo principale limi-
te nell’affidabilita e soprattutto rappresentativita
delle banche dati GenBank-EMBL, dove allo stato
attuale sono rappresentati meno del 50% delle fami-
glie e circa il 74% degli ordini di Ascomycetes ricono-
sciuti nell’ultima edizione del Dictionary of the
Fungi (KIRK ez al., 2001). Questo stato di cose ridu-
ce, nella maggior parte dei casi, il grado di risoluzio-
ne raggiungibile nelle identificazioni. Tale approccio,
applicato alla componente fungina endofitica asso-
ciata in Liguria a coppie di ospiti a diverso status
micorrizico, ha tuttavia consentito il riconoscimento
di spettri inediti di zaxa, del tutto distinti da quelli
ad oggi individuati in ospiti affini in altri ambienti.
Il ritrovamento di uno stesso fungo (Morfotipo Sd3
/ 3c) quale endofita in ospiti diversi in fitocenosi
distinte (lecceta di Borgio Verezzi, gariga di
Varigotti) suggerisce I'esistenza di una precisa sele-
zione della componente endofitica radicale. Tale
componente ¢ risultata essere associata in modo
costante ad entrambi i membri di ciascuna coppia,
configurando varie possibilita d’interazione tra gli
ospiti stessi, che possono portare alla facilitazione
delle successioni secondarie e del dinamismo della
vegetazione mediterranea. Linatteso ritrovamento di
entitd, quali Rhizopycnis vagum, patosistiche in ospi-
ti sistematicamente ed ecologicamente non correlati,
ha aperto nuove prospettive di ricerca circa i fattori
in grado di determinare, in condizioni naturali, un
comportamento da endofita asintomatico piuttosto
che da patogeno.
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Variabilita in Tuber uncinatum: un’analisi molecolare

A. MELLO, A. CANTISANI, A. VIZZINI e P BONFANTE

ABSTRACT - Variability in Tuber uncinatum: a molecular analysis — The genetic variability of the ectomycorrhizal fun-
gus Tuber uncinatum Chatin and its relatedness to another morphologically-similar truffle, 7. aestivum Vittad., were inves-
tigated. I'TS and microsatellite analyses separate 7. aestivum and 1. uncinatum samples according to their spore reticulum.
The lower mitochondrial rDNA subunit was not able to differentiate morphologically-related and -unrelated truffles. The
genetic variability of 7. uncinatum was high, comparing that of 7. melanosporum.

Key words: genetic variability, ITS, microsatellites, mitochondrial DNA, Tuber uncinatum/Tuber aestivum

INTRODUZIONE

I tartufi sono funghi simbionti, appartenenti al gene-
re Tuber, che formano micorrize con le radici di pian-
te quali pioppo, quercia, tiglio, carpino, nocciuolo ed
arbusti di cisto. Da questa interazione vengono pro-
dotti ascomi ipogei eduli, comunemente chiamati
tartufi, di elevato pregio a causa del loro aroma e
gusto. Negli ultimi anni i tartufi sono stati oggetto di
numerosi studi molecolari. Alcuni hanno fornito
strumenti utili all'identificazione di specie molto
simili, dal punto di vista morfologico, quali 7. bor-
chii e T maculatum (AMICUCCI et al., 1998; MELLO
et al., 2000), 1. melanosporum, 1. brumale e T. indi-
cum (RUBINI et al., 1998; PAOLOCCI et al., 2000).
Altri hanno permesso il riconoscimento della specie
fungina al livello di micorriza (STOCCHI, 1999;
RUBINI et al., 2001; MELLO et al., 2001). Altri anco-
ra si sono focalizzati sulla diversita genetica intraspe-
cifica (BERTAULT ez al., 1998, 2001) perché conside-
rata |’ elemento chiave per la comprensione della
dinamica delle popolazioni fungine.

Lo scopo del nostro lavoro ¢ I" analisi del polimorfi-
smo della specie 7. uncinatum Chatin, le cui caratte-
ristiche morfologiche sono molto simili a quelle di 77
aestivum Vittad.

Per questo studio abbiamo considerato sia marcatori
dominanti, quali le sequenze microsatelliti utilizzate
come primer in PCR (Polymerase Chain Reaction),
che marcatori codominanti, quali il DNA ribosoma-
le nucleare e mitocondriale.

MATERIALI E METODI
Tutti gli ascomi analizzati sono stati morfologica-

mente caratterizzati come 1. uncinatum o 1. aestivum
in base alle dimensioni del reticolo delle loro spore.
Quando le trabecole degli alveoli sporali erano > 4
pm i campioni sono stati classificati come 7. uncina-
tum, quando erano < 2 pm come 7. aestivum, quan-
do questo carattere era intermedio i campioni sono
stati classificati come “aestivum group”. Sono stati
analizzati 30 ascomi di cui: 20 di 7 uncinatum, la
maggior parte proveniente da una tartufaia della
Lombardia (Menconico, PV), 5 di 7. aestivum, pro-
venienti dall'ltalia e dalla Francia, 5 appartenenti
all“aestivum group”, provenienti dall'Italia e dalla
Spagna. Il DNA estratto da tutti i campioni ¢ stato
utilizzato in esperimenti di PCR per le analisi dei
microsatelliti, dell’ ITS del DNA ribosomale e della
subunitd minore del DNA ribosomale mitocondria-
le. Per i dettagli tecnici si rimanda a MELLO ez al.,
(2002).

DISCUSSIONE

Le sequenze microsatelliti sono sequenze ripetute nel
genoma e fonti di notevole variabilita genetica per-
tanto molto utili allo studio del polimorfismo. In
questo studio sono state utilizzate come marcatori
dominanti, che considerano cio¢ molti geni contem-
poraneamente, e danno pertanto un’idea globale del
polimorfismo di 7" uncinarum.

Lamplificazione con le sequenze microsatelliti
(GTG)5, (GAC)5, (AAG)8, (AAC)8, usate come
primer, del DNA di 30 campioni ha rivelato dei pro-
fili con consistente polimorfismo: le bande condivise
erano circa il 50%. Lanalisi di distanza fatta su una
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matrice binaria, elaborata su un gruppo di dodici
campioni, ha permesso il disegno di un dendrogram-
ma in cui i campioni di 7. aestivum si raggruppava-
no, separatamente da quelli di 77 uncinatum (Fig. 1).
Dati i limiti di una tecnica basata sulla dominanza
dei caratteri abbiamo proseguito con I'analisi di un
singolo locus, la regione ITS del DNA ribosomale
che pud dare informazioni piu precise.

Il DNA di 30 ascomi di 7. uncinatum e 1. aestivum,
amplificato con i primers ITS1/ITS4, ha prodotto
una banda di circa 700 pb. Per comprendere se i due
taxa potevano essere differenziati, abbiamo sequen-
ziato la regione ITS di 15 ascomi di 7" uncinatum e
1. aestivum e costruito un albero genico in cui abbia-
mo considerato anche le sequenze di altre specie di
Tuber (Fig. 2). T. aestivum e T. uncinatum formavano
due gruppi, in accordo con i risultati ottenuti dall’a-
nalisi dei microsatelliti. La variabilita intraspecifica
del 7 uncinatum, risultante dalle posizioni non con-
servate nell’allineamento con il programma Clustal
W di 12 sequenze, ¢ risultata essere elevata (6%) se
confrontata con quella della specie 7. melanosporum
(2%).

Parallelamente abbiamo voluto considerare un altro
locus, noto per la sua capacita di discriminare a livel-
lo inter ed intraspecifico: il DNA ribosomale mito-
condriale.

Fig. 1
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Il DNA estratto dai campioni di 7. aestivum e T
uncinatum & stato amplificato con 1 primers
NMS1/NMS2, disegnati su 25 sequenze mitocon-
driali di Ascomiceti (LI et al., 1994), che hanno dif-
ferenziato varie specie di Verticillium e Fusarium.
Lamplificazione ha dato una banda di 575 pb in
tutti i campioni ed una seconda banda di 620 pb in
soli 3 campioni di 7 uncinatum. Entrambe le bande
sono state sequenziate da alcuni campioni di 77 unci-
natum e 1. aestivum: la sequenza relativa alla banda
addizionale ha rivelato un’alta similaritd con quella
del 16S rDNA del gruppo Cyrophaga-Flexibacter-
Bacteroides; 1a sequenza relativa al frammento comu-
ne di 7 aestivum ha rivelato una similarita del 99.20
% con quella ottenuta da 7 uncinatum. Inoltre la
digestione con 'enzima Msel della banda comune ha
rivelato un profilo omogeneo per tutti i campioni,
indipendentemente dalla loro classificazione morfo-
logica. Questi risultati suggeriscono che i primer
NMS1/NMS2 non discriminano specie di tartufo
molto simili morfologicamente. In un ulteriore espe-
rimento gli stessi primer sono stati utilizzati per
amplificare il DNA estratto da micelio di 77 borchii,
un tartufo morfologicamente molto diverso da 7
aestivum e 1. uncinatum. La sequenza del prodotto
amplificato ha rilevato il 99.45% di similaritd con
quelle di 77 aestivum e 1. uncinatum.

Albero Neighbour-joining ottenuto dall’analisi dei microsatelliti su dodici campioni di 7. uncinatum e T. aestivum.
Neighbour-joining tree obtained from microsatellite analysis on twelve samples of 7. uncinatum and 1. aestivum.
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Fig. 2
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Albero Neighbour-joining ottenuto dall’allineamento dello spaziatore interno trascritto (ITS). La sequenza di Pithya vul-

garis & inserita come outgroup.

Neighbour-joining tree obtained from the alignment of the internal transcribed spacer (ITS) region. The sequence of

Pithya vulgaris is added as outgroup.

Quindi i primer NMS1/NMS2 non sono un buono
strumento per discriminare il genere Ziber, dato che
non distinguono nemmeno specie morfologicamen-
te diverse di tartufo.

In conclusione ¢ stato possibile separare dal punto di
vista molecolare 7" aestivum da T uncinatum in
accordo con le caratteristiche morfologiche delle loro
spore e valutare il livello di polimorfismo in 77 unci-
natum.
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RIASSUNTO - In questo lavoro abbiamo analizzato la
variabilita genetica di 7" uncinatum Chatin e le relazioni di
questa specie con 17 aestivum Vittad., dalle caratteristiche
morfologiche molto simili. Per questo studio abbiamo
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considerato sia marcatori dominanti, che considerano separano, in accordo con I'analisi morfologica degli alveo-
molti geni contemporaneamente, quali le sequenze micro- li sporali, i campioni di 7. aestivum da quelli di 7. uncina-
satelliti utilizzate come primer in PCR, che marcatori tum. Inoltre i campioni di 7. uncinatum mostrano un ele-
codominanti, quali il DNA ribosomale nucleare e mito- vato polimorfismo rispetto a quelli di 7" melanosporum,
condriale. Lalbero genico basato sulle sequenze ITS ed il una specie tra le pit studiate in Tuber.

dendrogramma ottenuto dall’analisi dei microsatelliti
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Funghi predatori di nematodi in Antartide Continentale

S. Tosi, G. DEL FrRATE, G. CARETTA e G. VIDARI

ABSTRACT - Nematode-trapping fungi from Continental Antarctica — Floristic and ecophysiological data on predaceous
fungi isolated in Continental Antarctica are reported. Thirty strains of Arthrobotrys sp. and one of Nematoctonus sp. were
isolated mainly from moss samples collected in Victoria Land. Nemaroctonus sp. 1s the first record of this genus for
Antarctica. The antarctic strain of Arthrobotrys tortor is resulted to be the most active nematode-trapper compared with
other european strains of Arthrobotrys, producing adhesive nets within 5 hours after adding nematodes. In this strain the
production of adhesive nets is recorded also in absence of nematodes. During the Arthrobotrys tortor pradatory activity the
production of linoleic acid, nematicidal compound, increases ten times in comparison with the controls.

Key words: Antarctica, Arthrobotrys, linoleic acid, nematode-trapping fungi, Nematoctonus

INTRODUZIONE

I funghi predatori di nematodi sono organismi dal
fascino indiscusso, capaci di attaccare nematodi vivi
e di consumarli in poche ore. I diversi tipi di organi
di cattura e le implicazioni ecologiche ed evolutive
della loro peculiare nematofagia, sono oggetto di stu-
dio di molti micologi.

Tra i funghi antagonisti di nematodi, si possono
individuare diversi gruppi: funghi predatori, endo-
parassiti, parassiti di uova e cisti di nematodi, nonché
funghi nematotossici in grado di produrre metaboli-
ti tossici. In ognuno di questi gruppi si ritrovano spe-
cie appartenenti a ordini e famiglie tassonomicamen-
te molto lontane tra loro. Il gruppo costituito dai
funghi predatori ¢ forse il pil interessante per le sue
peculiari modalita di predazione. Esso ¢ rappresenta-
to principalmente da specie dei generi anamorfi
Arthrobotrys, Dactylella e Monacrosporium che hanno
il loro teleomorfo nell’ ascomicete Orbilia e da specie
del genere Nematoctonus con teleomorfo nel basidio-
micete Hohenbuehlia. Essi sono capaci di sviluppare
lungo le loro ife, veri e propri organi di cattura di
diverse forme e complessita a seconda della specie
considerata, quali bottoni adesivi, colonne adesive,
reti adesive, anelli costrittivi e non costrittivi, circon-
dati da sostanza adesiva. Questi funghi possono vive-
re come saprotrofi nel terreno ma la presenza di
nematodi stimola la formazione di trappole per la
cattura, immobilizzazione e invasione.

Funghi predatori di nematodi sono stati trovati
anche in Antartide. GRAY, LEwWIS SMITH (1984)
hanno riportato per I'’Antartide marittimo 17 specie
di funghi nematofagi appartenenti a diversi generi,

comprensivi anche di specie strettamente endoparas-
site. In Antartide Continentale da campioni di suolo
dalla Terra Vittoria ¢ stato isolato un ceppo del gene-
re Arthrobotrys, predatore di collemboli e descritto da
ONOFRI, TOsI (1992) come specie nuova A. ferox.
Da materiale antartico vario (piume di pinguino, ter-
reno, muschio) venne pure isolata A. fortor Jarowaja
(CARETTA et al., 1994), una specie che si ¢ rivelata
spiccatamente nematofaga. Indagini parallele esegui-
te sull’ecofisiologia di queste 2 specie hanno portato
a risultati indicativi sull'adartabilita di questo gruppo
fungino. Ambedue le specie sono capaci di vivere
saprotroficamente, ma come predatori di piccoli ani-
mali presentano organi specifici per attivita biotrofa.
Ambedue le specie hanno un optimum di tempera-
tura tra i 20 e i 25°C con un range che va da 5 a
28°C (CARETTA et al., 1994; ZUCCONI et al., 1996).
Lo screening enzimatico (CARETTA et al., 1996;
FENICE ez al., 1997) ¢ relativamente basso rispetto a
ceppi di altre specie isolate in Antartide, indicando
quindi una limitata versatilita nutrizionale. Per quan-
to riguarda A. ferox, indagini sugli effetti degli UV su
questo fungo (ARCANGELI ez al., 1997; ARCANGELI,
CANNISTRARO, 2000; ARCANGELI e al., 2000;
ZUCCONI et al., 2002) hanno mostrato una maggio-
re resistenza di questo fungo alla radiazione UV-B
grazie alla presenza di sostanze fotoprotettive (pig-
menti tipo carotenoidi) quantificabile con una piu
alta percentuale di germinabilita e un diverso spettro
di emissione fluorescente rispetto a specie simili ma
provenienti da medie latitudini (4. oligospora). In
coltura A. rortor si sviluppa rapidamente e rigogliosa-
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mente su muschio (CARETTA et al., 1995) dove la
presenza di nematodi induce la formazione di reti tri-
dimensionali tipiche, ricche di anelli e di ife fascico-
late. Risultati di prove in vitro effettuate con ceppi
antartici di diverse specie nei confronti degli antimi-
cotici pilt noti hanno evidenziato la sensibilita ai
composti azolici ed imidazolici, ai polieni nistatina
ed amfotericina B (CARETTA et al, 1996).
Arthrobotrys tortor ¢ risultato resistente alla 5-fluoro-
citosina, griseofulvina, terconazolo e fluconazolo. Su
questo ceppo sono state portate avanti indagini bio-
chimiche che hanno dato risultati di rilievo sulla pro-
duzione della collagenasi (Tosl ez al., 2001). Il ceppo
antartico di A. tortor infatti presenta una produzione
di questo enzima tre volte superiore rispetto al ceppo
europeo ed a specie simili. Tale produzione, inoltre,
¢ risultata costitutiva.

In questa nota riportiamo risultati ottenuti sui fun-
ghi predatori di nematodi dell’Antartide continenta-
le, ottenuti in ricerche che hanno contemplato: ana-
lisi floristica, tipologia delle trappole prodotte, tempi
e condizioni trofiche per la produzione delle trappo-
le, individuazione di sostanze nematocide coinvolte
nel processo di predazione.

MATERIALI E METODI

Coltura di nematodi

Per le analisi qui di seguito riportate ¢ stata utilizzata
una coltura di nematodi della specie Caenorhabditis
elegans fatta crescere su NGM (Tosl ez al., 2002) con
Escherichia coli 0P50, forniti dal Caenorhabditis
Genetic Center dell’'Universita del Minnesota. I
nematodi sono stati aggiunti alle colture fungine
come sospensione in acqua distillata sterile in ragio-

ne di 100 individui/ml.

Indagine floristica
L indagine floristica sulla presenza di funghi preda-

tori di nematodi in Antartide Continentale ¢ stata
effettuata su 43 campioni di muschio e materiale
ornitogenico raccolti in un periodo che va dal 1987
al 1999 in un’area della Terra Vittoria estesa dal 74°
al 76°S e dal 162° al 165°E. Ogni campione ¢ stato
sminuzzato e distribuito in piastre Petri contenenti
Agar acqua e mantenuto a temperatura ambiente
(20°). Dopo 3-4 giorni ad ogni piastra ¢ stata aggiun-
ta una sospensione di nematodi come esca, secondo
quanto suggerito da BARRON (1977). Le piastre sono
state controllate ogni settimana per 1 mese. I ceppi
isolati sono stati trasferiti su Corn Meal Agar e man-
tenuti a 5 °C.

Tipologia delle trappole prodotte
La produzmne e il tipo di trappole prodotte dai ceppi

fungini ¢ stata valutata in coltura su Corn Meal Agar
(CMA, DIFCO) e in presenza di nematodi. La pro-

duzione di trappole ¢ stata controllata settimanal-
mente allo steroscopio ed al microscopio in prepara-
ti su vetrino allestiti con lattofenolo-fucsina acida

1%, lattofenolo e lattofenolo- cotton blue.
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Tempi e condizioni trofiche per la produzione delle
trappole

Tempi e condizioni trofiche per la produzione delle
trappole sono state comparativamente valutati in
ceppi antartici di Arthrobotrys, incluso A. tortor e in
ceppi europei (A. conoides, tortor, isolato in
Polonia e A. oligospora) in presenza ed in assenza di
nematodi, su AA ¢ CMA, a temperatura ambiente
(20°C). La produzione di trappole ¢ stata controllata
al binoculare ed al microscopio ogni 5 ore per le
prime 15 ore poi ogni 8 ore fino a tre giorni ed ogni
24 ore fino a 15 giorni.

Produzione di sostanze nematocide

In particolare questa ricerca ¢ stata effettuata solo su
A. tortor isolato in Antartide. Colture fungine di que-
sta specie sono state allestite su membrana semiper-
meabile posta in piastre Petri contenenti PDA con e
senza nematodi e mantenute a temperatura ambien-
te. Dopo 2 settimane ogni coltura fungina ¢ stata rac-
colta con una spatola sterile quindi liofilizzata. Il lio-
filizzato ¢ stato sospeso in acetato di etile con aggiun-
ta di solfato di magnesio anidro, quindi filtrato. 4.1
g di liofilizzato hanno dato 145 mg di estratto totale
con una resa del 3.5 %. Lestratto ¢ stato separato per
cromatografia su una colonna di gel di silice ed ¢
stata cosl isolata la frazione di acidi grassi liberi. Per
mettere in evidenza la presenza di acido linoleico,
sostanza nematocida gia evidenziata in altri funghi
predatori (STADLER ez al., 1993), ¢ stata effettuata
una metilazione degli acidi grassi per permetterne
una migliore separazione mediante gas-cromatogra-
fia seguita da un’analisi allo spettrometro di massa. I
identificazione del metil estere dell’acido linoleico &
avvenuta per confronto dei tempi di ritenzione e
dello spettro di massa con un campione autentico.

RISULTATI E DISCUSSIONE
Indagini floristiche

Dai campioni di materiale muscicolo ed ornitogeni-
co esaminati sono stati isolati 30 ceppi di funghi pre-
datori di nematodi. Essi sono stati isolati da 12 dei
43 campioni analizzati e per '80% da muschio. Uno
di questi ceppi ¢ stato identificato come specie del
genere Nematoctonus; presentava ife con connessioni
a fibbia e trappole per i nematodi con tipica forma a
clessidra. Esso rappresenta la prima segnalazione di
questo genere in Antartide sia marittimo che conti-
nentale. Gli altri ceppi erano rappresentanti di specie
del genere Arthrobotrys con trappole tipiche a rete tri-
dimensionale adesiva sulla base della nuova defini-
zione proposta da SCHOLLER ez a/. (1999). Lievi dif-
ferenze nell'ambito dei ceppi riguardavano il colore
della colonia che variava dal bianco rosato all’aran-
cione intenso e zonazioni della colonia, costanti nel
tempo. I conidi, 1 settati, dalla forma ovoidale ad
ellissoidale presentavano dimensioni con range
ristretti in alcuni ceppi e molto ampi in altri. Dalla
forma del conidioforo e dei conidi i ceppi rientrano
per certi aspetti in Arthrobotrys superba per altri in
quella di A. zortor . Alcuni ceppi presentavano fusio-
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ne dei conidi e dei conidi alle ife, fenomeno gia
osservato da HAY (1995) su A. conoides ed A. clado-
des. Grazie all'uso di una tecnica selettiva ¢ stato pos-
sibile isolare un alto numero di ceppi che fino ad ora
erano comparsi sporadicamente in letteratura nel
panorama degli isolamenti fungini antartici. Dai
risultati ottenuti si deduce che i funghi predatori di
nematodi sono ampiamente distribuiti in Antartide e
rappresentati principalmente dal genere Arzhrobotrys.
La presenza di Nematoctonus in questo continente &
molto interessante nell'ambito del problema relativo
al mondo della biodiversita dei funghi predatori di
nematodi.

Tipologia delle trappole prodotte
Tutti i ceppi di funghi predatori isolati in Antartide,

compresa Arthrobotrys ferox, hanno prodotto trappo-
le a rete tridimensionale adesiva, eccetto
Nematoctonus sp. Nella revisione del genere
Arthrobotrys pubblicata da SCHOLLER ez al. (1999).
Arthrobotrys ferox, ¢ stata inclusa in Dactylellina per la
produzione di bottoni adesivi. I ceppo in questione,
sulla base delle nostre ricerche, ¢ capace di produrre
anche tipiche trappole a rete tridimensionale adesive,
quando coltivato in presenza di nematodi. La sua
eventuale posizione nel dendrogramma di HAGE-
DORN, SCHOLLER (1999) merita forse una conferma
da un’analisi biomolecolare del ceppo.

Tempi e condizioni trofiche per la produzione delle
trappole

I risultati hanno messo in evidenza che la formazio-
ne di trappole a reti tridimensionali adesive avviene
entro le prime 5 ore dall’ inoculo di nematodi in pia-
stra solo per il ceppo antartico di Arthrobotrys tortor.
Il ceppo europeo polacco della stessa specie, produce
le trappole dopo 10 hr dall'inoculo dei nematodi.
Altre specie, di varia provenienze non antartiche,
sono in grado di formare reti solo dopo intervalli
compresi tra le 15-40 ore dall’aggiunta dei nemarto-
di. Questi risultati mettono in evidenza come il
ceppo antartico di A. rortor rispetto ad altri ceppi
antartici ed europei risulta particolarmente attivo
contro i nematodi. Va inoltre segnalato che A. rorror
¢ la sola specie in grado di produrre trappole anche
in assenza di nematodi, preferibilmente su terreni
poveri come AA o CMA, caratteristica questa di
aggressivita distintiva nel panorama del comporta-
mento dei funghi predatori che di norma producono
trappole solo se in presenza di nematodi.

Produzione di sostanze nematocide

Lanalisi condotta sui metaboliti secondari del ceppo
antartico Arthrobotrys tortor ha messo in evidenza
una produzione di acido linoleico sia nei trattati con
nematodi che nei controlli senza nematodi.
Laggiunta di nematodi non ha messo in evidenza la
comparsa di metaboliti secondari diversi, ma diversa
produzione in termini di quantita relative. Si verifi-
ca, infatti, nel trattato un aumento dell’ergosterolo e
degli acidi grassi, compreso I'acido linoleico, pari a
10 volte il controllo. Lacido linoleico ¢ un composto
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nematocida prodotto dai funghi predatori di nema-
todi e potrebbe essere quindi coinvolto nel processo
di predazione anche del ceppo antartico di A. rortor.

CONCLUSIONI

Nell'ambito del genere Arthrobotrys, il gruppo dei
funghi antartici predatori di nematodi presenta un
elevato potenziale biologico di indagine. La spiccata
attivita predatoria evidenziabile dai dati ottenuti
negli studi sulle caratteristiche biochimiche ed ecolo-
giche, rende ragione di un gruppo altamente specia-
lizzato a vivere in un ambiente estremo come
I’Antartide. Indagini tassonomiche, biochimiche e
biomolecolari verranno da noi eseguite sui numerosi
ceppi recentemente isolati; indagini queste che sono
fondamentali anche per le importanti prospettive
applicative nell'ambito della lotta biologica verso gli
organismi patogeni.
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RIASSUNTO - Vengono riportati dati floristici ed ecofi-
siologici sui funghi predatori di nematodi dell’Antartide
Continentale. Trenta nuovi ceppi di Arthrobotrys ed un
ceppo di Nematoctonus sono stati isolati da campioni pre-
valentemente di muschio, provenienti dalla Terra Vittoria.
Il ceppo di Nematoctonus rappresenta la prima segnalazio-
ne di questo genere per I'Antartide. Il ceppo antartico di
Arthrobotrys tortor ¢ risultato il pili attivo nella predazione
producendo le trappole adesive in meno di 5 ore dall’ag-
giunta di nematodi. In questo ceppo la produzione di
trappole avviene anche in assenza di nematodi. Durante la
predazione, nel ceppo antartico di Arthrobotrys tortor, la
produzione di acido linoleico, sostanza nematocida, incre-
menta di un fattore 10 rispetto ai controlli.
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La biodiversita dei lieviti isolati da ambienti tropicali: una fonte

potenziale di molecole di interesse biotecnologico

P. Buzzini, A. E. VAUGHAN, B. TURCHETTI e A. MARTINI

ABSTRACT - The biodiversity of yeasts isolated from tropical environments: a potential source of biotechnologically interesting
molecules -Although the current literature underlined the potential represented by the microbial biodiversity of unexplored
(often extreme) environments, only a few studies have been carried out on the metabolic properties possessed by yeasts
isolated from natural ecosystems of tropical origin. In the present paper, the results of the isolation of yeasts from natural
habitats of Brazilian rain forests and the screening of their ability to produce different kinds of industrially relevant
melecules (killer proteins, extracellular enzymes, volatile organic compounds) are presented.

Key words: ambienti tropicali, , composti volatili, enzimi extracellulari, lieviti, proteine killer

INTRODUZIONE

Nel corso degli ultimi decenni gli sforzi rivolti allo
studio ed alla selezione di lieviti per uso industriale
sono stati prevalentemente condotti, salvo alcune
eccezioni, secondo uno schema di successivo reim-
piego dei ceppi selezionati in tecnologie di tipo tra-
dizionale, legate soprattutto all'industria alimentare
(starters per la produzione di vino, birra, pane, ecc.).
Recenti studi hanno tuttavia dimostrato che questo
gruppo di microrganismi possiede vaste ed interes-
santi potenzialita metaboliche che potrebbero essere
utilmente impiegate in rilevanti applicazioni biotec-
nologiche (DEMAIN ez al., 1998).

Nonostante i grandi progressi compiuti negli ultimi
anni negli studi di genetica e fisiologia microbica, la
crescente utilizzazione di microrganismi selezionati
per la produzione di composti di interesse industria-
le continua a stimolare un notevole interesse nei
riguardi della esplorazione della biodiversita microbi-
ca (BULL ez al, 1992). In questo senso, nuove ed
interessanti opportunitd potrebbero essere messe in
evidenza da programmi di screening orientati verso la
ricerca di ceppi produttori di ben definiti gruppi di
molecole di interesse commerciale (CHEETHAM,
1987; STEELE, STOWERS, 1991; BULL ez al, 1992;
COLWELL, 1997). Sebbene la letteratura recente sot-
tolinei I'enorme potenziale rappresentato dallo stu-
dio della biodiversita microbica presente in ambienti
inesplorati, spesso estremi, 0 comunque poco antro-
pizzati, solo pochi studi sono stati finora condotti
relativamente alle proprieta metaboliche possedute
da lieviti isolati da ecosistemi naturali di origine tro-

picale.

Nel presente studio sono riportati i risultati di una
esplorazione di carattere pluriennale relativa alla pro-
duzione, da parte di lieviti isolati da habitats natura-
li caratteristici di foreste pluviali brasiliane, di mole-
cole di vario tipo (proteine killer, enzimi extracellu-
lari, composti volatili) utilizzabili dall'industria chi-
mica, alimentare e farmaceutica

PRODUZIONE DI PROTEINE KILLER

Vengono comunemente denominati “killer” quei lie-
viti che producono specifiche tossine (micocine) in
grado di uccidere altri ceppi (chiamati “sensibili”)
appartenenti alla stessa o ad altra specie. Allo stesso
modo, i lieviti che non producono micocine e non
sono sensibili a quelle prodotte da altri ceppi vengo-
no denominati “neutri’ (GOLUBEV, 1998). A partire
dalla prima scoperta del fenomeno killer, avvenuta
circa 40 anni or sono in ceppi appartenenti alla spe-
cie Saccharomyces cerevisine (BEVAN, MAKOVER,
1963), la presenza di questo carattere ¢ stata osserva-
ta in oltre 90 specie di lieviti ascomiceti e basidiomi-
ceti (ROSINI, 1983, 1985; YOUNG, 1987; GOLUBEV,
1998; BuzziNi, MARTINI, 2000a).

In tutte le micocine finora studiate ¢ stata evidenzia-
ta una struttura proteica o glicoproteica, con pesi
molecolari generalmente compresi tra 5.000-10.000
e 100.000 Da o superiori (YOUNG, 1987; GOLUBEV,
1998). Per quanto riguarda la loro

modalita di azione, due sono i meccanismi finora
ipotizzati (YOUNG, 1987; GOLUBEV, 1998):
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- formazione di pori attraverso la membrana
cellulare con successiva perdita di ioni K+,
molecole di ATP e conseguente riduzione del
potenziale elettrochimico transmembrana;

- arresto del ciclo di sviluppo cellulare a livello
della fase G1.

Studi condotti su ceppi appartenenti a differenti spe-
cie hanno messo in evidenza che il carattere killer
pud essere espressione di geni localizzati sia su cro-
mosomi che su plasmidi (YOUNG, 1987; GOLUBEV,
1998).

Tra i differenti parametri in grado di influenzare le-
spressione delle differenti proteine killer, i pitt impor-
tanti sono pH e temperatura. Anche una differente
azione osmotica, sotto forma di concentrazioni cre-
scenti di glicerolo o di NaCl, sembra esercitare una
moderata influenza (LEHMANN et 4., 1987; YOUNG,
1987; GOLUBEV, 1998).

Sebbene I'espressione di questo carattere da parte dei
lieviti killer sia universalmente vista come un vantag-
gio di tipo selettivo nei confronti di ceppi sensibili,
(YOUNG, 1987; GOLUBEV, 1998), la capacita di pro-
durre micocine ¢ ancora lontana da essere considera-
ta un carattere diffuso in natura. Esistono tuttavia
evidenze scientifiche che hanno messo in evidenza
una elevata frequenza di ceppi killer tra isolati di ori-
gine ambientale. Studi compiuti su ceppi di origine
tropicale (ambienti forestali umidi di Brasile ed
Argentina) hanno evidenziato una incidenza di ceppi
killer decisamente superiore a quanto precedente-
mente rilevato in precedenti esplorazioni (BuzziNi,
MARTINIL, 2000a). Parallelamente a questo, I'espres-
sione del carattere killer in ceppi appartenenti ad un
considerevole numero di specie mai precedentemen-
te viste prima come produttrici di tossine killer sem-
bra confermare che questo fenomeno sia molto piu
diffuso negli ecosistemi naturali di quanto preceden-
temente supposto (BUZZINI, MARTINI, 2000a).

TABELLA 1
Attivita killer a 37°C di lieviti isolati da ambienti tropicali.
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Il biocontrollo di processi fermentativi nei confronti
di contaminanti di origine ambientale (ROSINI,
CANTINI, 1987; PALPACELLI ef al., 1991; ALFENORE
et al., 2000) cosi come l'uso di pannelli di ceppi kil-
ler per la caratterizzazione intraspecifica di lieviti di
interesse industriale o clinico (MORACE et al., 1983;
POLONELLI ¢t al., 1983; VAUGHAN-MARTINI ¢t al.,
1988; VAUGHAN-MARTINI, ROSINI, 1989; BUZZINI,
MARTINI, 2000b, c) sono state proposte quali possi-
bili applicazioni del fenomeno killer.

La scoperta di proteine killer attive contro lieviti
patogeni causanti micosi sistemiche ha inoltre sugge-
rito 1l loro impiego come agenti di tipo antimicotico
(POLONELLI et al., 1986; HODGSON et al, 1995).
Tuttavia, le micocine finora studiate hanno manife-
stato, con solo alcune eccezioni (MATTEWS et al.,
1998), una perdita pressoché totale di attivita al di
sopra di una soglia di temperatura pari a 25-30°C. I
dati riportati in letteratura, ottenuti saggiando tossi-
ne killer, molto spesso inattive a 37°C, contro un
piccolo numero di lieviti patogeni, scelti talvolta
secondo criteri del tutto empirici (LEHMANN et al.,
1987; YAMAMOTO ez al., 1988; HODGSON ez al.,
1995), presentano pertanto una utilitd estremamen-
te limitata.

Lisolamento di lieviti di origine tropicale ha portato
alla selezione di ceppi in grado di esprimere il carat-
tere killer contro lieviti patogeni anche a temperatu-
re intorno a 37-40 °C (BUZZINI MARTINI, 2001). I
risultati di un recente screening condotto su larga
scala utilizzando tossine killer attive a 37°C su ceppi
di lievito patogeni ¢ riportato in Tabb. 1 e 2.

La disponibilita di tossine killer attive a 37°C o a
temperature superiori potrebbe quindi aprire nuove
prospettive per il loro sfruttamento commerciale
come agenti di tipo antimicotico. Attualmente sono
in corso studi di purificazione e caratterizzazione di
alcune tossine prodotte da questi ceppi.

Killer activity at 3 °C of yeasts isolated from tropical environments.

specie ceppl ceppi killer
F17 G7A  Di29 P41 C33 (C8 Di8 Di28 3649
numero ceppi uccisi

Candida albicans 72 36 15 13 30 36 24
Candida glabrata 38 24 38 8 15 18 25 22
Candida parapsilosis 20 1 1 14 20 6 9 12 15 13
Candida tropicalis 13 12 13 13 13 13 13 13 13
Candida zeylanoides 18 9 10 16 13 8 11 15 16 15
Cryptococcus laurentii 25 1 2 1 1
Issatchenkia orientalis 41 10 5 12 39 10 12 11 14 14
Kluyveromyces marxianus 53 1 1 50 52 42 47 48 50 48
Pichia guilliermondii 26 7 8 20 21 15 15 19 20 16
Saccharomyces cerevisiae 15 13 15 6 5 13 13 9
Trichosporon spp. 19 1 9 1 1 1 1 1
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TABELLA 2
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Gradiente di attivita killer a differenti temperature di lieviti isolati da ambienti tropicals.
Killer activity of yeasts isolated from tropical environments at different temperatures.

attivita temperatura (°C)
specie ceppo killer specie ceppo massima
sensibile (mm?2)* 20 25 30 37 40
% della attivith massima**

C. maltosa  F17 C. tropicalis DBVPG 3223 124.5 85b 1002 876  (9c 0
C. maltosa  GT7A C. tropicalis DBVPG 3223 129.9 1000 66>  G6lb  56b 0
Deb. hansenii P41 C. glabrata DBVPG 6518  188.5 1002 85> 79>  65¢  40d
Deb. hansenii P41 L orientalis DBVPG 6782 311.3 1002 84b 850  74c  43d
Deb. hansenii P41 K. marxianus  DBVPG 6023 180.8 100 952 86 68 514
Deb. hansenii P41 S. cerevisiae DBVPG 1850 229.8 1002 942 71b  46¢ 0
Deb. hansenii Di29 K. marxianus  DBVPG 6023 109.2 922 100 38>  12¢ 0
P anomala  Di28 C. albicans DBVPG 3210 221.2 1002 992 962 G4b 0
P anomala  C33 C. albicans DBVPG 3210 196.2 1002 952 66b  36c 0
P anomala  C85 C. albicans DBVPG 3210 175.1 942 1002 67>  23c 0
P anomala  DBVPG 3649 K marxianus  DBVPG 6023 166.6 1002 89> 48  33d 0
P anomala  Di8 S. cerevisiae DBVPG 1850 124.5 1002 932 30b  19c 0

*area di inibizione misurata con ADWB; **differenti lettere indicano differenze significative (P < 0.01)

PRODUZIONE DI ENZIMI EXTRACELLULARI

Il potenziale rappresentato dall'uso di lieviti food-
grade come fonti di enzimi di rilevante interesse
commerciale ha stimolato nel corso degli ultimi anni
un gran numero di studi sulla presenza di enzimi
extracellulari nei lieviti (BILINSKI, STEWARD, 1990;
BURDEN, EVELEIGHT, 1990; DE MoT, 1990;
RATLEDGE, TaN, 1990). Tuttavia, nuove ed interes-
santi opportunita potrebbero essere rivelate da pro-
grammi sistematici di screening per la selezione di
ceppi possedenti attivita enzimatiche di interesse
industriale ben definite. Infatti, se si escludono gli
studi condotti su ceppi di interesse enologico (ROSI
et al., 1994; STRAUSS et al., 2001), solo un ridotto
numero di lieviti sono stati finora saggiati (BURDEN,
EVELEIGHT, 1990).

Recenti investigazioni hanno messo in evidenza il
potenziale rappresentato da lieviti di origine ambien-
tale, in particolare di quelli isolati da ambienti tropi-
cali (BuzziNi, MARTINI, 2002).

In particolare, i dati riportati in Tab. 3 dimostrano
che la presenza di attivitd enzimatiche extracellulari
rappresenta un carattere estremamente diffuso tra i
lieviti ascomiceti e basidiomiceti.

PRODUZIONE DI COMPOSTI VOLATILI

La domanda di composti volatili (VOCs), alcoli ed
esteri in particolare, ha presentato in anni recenti un
trend in continua crescita principalmente a causa del
loro impiego come ingredienti nell'industria alimen-
tare, farmaceutica e cosmetica. Recenti dati (1994)

stimano infatti il giro d’affari del mercato dei VOCs
intorno ai 10 miliardi di $ (CHEETHAM, 1997).

Sebbene la sintesi per via chimica rappresenti ancora,
per molti di essi, la tecnologia di produzione econo-
micamente pill conveniente, in anni recenti ¢ stato
evidenziato un notevole incremento nel consumo di
prodotti “biologici”, utilizzanti cio¢ solo ingredienti
di origine naturale (CHEETHAM, 1997). Tuttavia,
poiché i VOC:s di origine vegetale (es. estratti da frut-
ti) presentano sia una marcata variabilita in funzione
delle differenti provenienze nonché problemi legati a
produzioni di tipo stagionale (LOMASCOLO ez al.,
1999; HarRl KRISHNA, KARANTH, 2002), & stata
esplorata la possibilita di utilizzare differenti gruppi
di microrganismi food-grade per la produzione di
composti volatili di interesse industriale. Di conse-
guenza, nel corso degli anni passati, molte industrie
hanno condotto screening su larga scala utilizzando
differenti gruppi di microrganismi per la selezione di
ceppi produttori di VOCs (CHEETHAM, 1997).

Recenti ricerche hanno messo in evidenza il poten-
ziale rappresentato da lieviti di origine ambientale
(BUZZINI et al., 2003). Studi condotti su lieviti di
origine tropicale hanno rivelato una apprezzabile
capacita biosintetica in termini di produzione di
alcoli superiori (amilico ed isoamilico), aldeidi (2-
metil-2-esenale e 2-isopropil-5-metil-2-esenale) ed
esteri (etil isobutirrato, isobutil acetato, isoamil ace-
tato, 2-metilbutil acetato, etil isovalerato, isoamil
propionato, fenilmetil acetato) (Tab. 4). Le percen-
tuali di ceppi produttori di particolari classi di VOCs



Atti Convegno “La ricerca micologica nella S.B.1. Anno 2002” 289

TABELLA 3

Attiviti enzimatiche extracellulari di lieviti isolati da ambienti tropicali.
Extracellular enzymatic activities of yeasts isolated from tropical environments.

genere specie ceppi % di ceppi positivi

SDA EsA LipA PrA PectA ChA
Candida 6 49 0 30.6 69.4 4.1 2.0 0
Debaryomyces 2 25 0 16.0 84.0 0 0 0
Geotrichum 1 10 10 0 50 10 0 0
Hanseniaspora 2 8 12.5 0 50.0 0 0 0
Pichia 9 90 5.5 7.8 58.9 4.4 2.2 0
Saccharomyces 1 0 0 25.0 0 0 0
Torulaspora 1 5 0 20.0 20.0 0 0 0
Zygosaccharomyces 1 0 33.3 0 0 0 0
Cryptococcus 4 66 12.1 90.9 21.2 9.1 0 15.1
Pseudozyma 2 54 1.8 77.8 0 75.9 53.7 0
Rhodotorula 4 36 8.3 69.4 19.4 2.8 0 0

¢ risultata, nelle condizioni sperimentali considerate,
estremamente elevata (Tab. 4) (BUZZINI et al., 2003).

CONSIDERAZIONI FINALI E PROSPETTIVE FUTURE

Come sottolineato da vari autori (CHEETHAM, 1987;
STEELE, STOWER, 1991; BULL ez a/., 1992), i meta-
boliti primari e secondari di origine microbica hanno
rappresentato e tuttora rappresentano una sorgente
di nuovi prodotti chimici di rilevante interesse in
campo alimentare, chimico e farmaceutico. La pro-
duzione di antibiotici rappresenta in tal senso il caso
pil eclatante, con oltre 10.000 nuovi composti sco-
perti nel corso degli ultimi 50 anni (BULL ez al.,
1992; PORTER, Fox, 1993). Piu di recente, screening
sono stati condotti su differenti gruppi microbici per
la messa in evidenza di varie classi di molecole ad
attivita antimicotica, antivirale ed antitumorale
(CHEETHAM, 1987; BULL ez al., 1992). I funghi (lie-
viti e muffe) sono anche risultati particolarmente
utili nella produzione di composti ad attivitd auxini-
ca cosi come nella produzione di composti di tipo
insetticida (CHEETHAM, 1987; BULL et 4l., 1992).
Le applicazioni biotecnologiche hanno avuto nel
corso degli ultimi anni sviluppi, talvolta spettacolari,
legati principalmente all’uso di tecnologle di ricom-
binazione del DNA. Tutto cid ha indubbiamente
prodotto grandi opportunita di tipo economico lega-
te alla commercializzazione di nuove molecole pro-
dotte da organismi modificati.

Tuttavia, questo tipo di approccio potrebbe talvolta
rivelarsi poco appropriato per alcuni tipi di processi
a causa di: i) problemi legati alla utilizzazione ed alla
immissione nell’'ambiente di microrganismi genetica-
mente modificati; ii) problemi legati alla crescente
domanda, da parte di una societa sempre pil attenta
verso questo tipo di problematiche, di composti di
origine naturale, prodotti cio¢ da microrganismi
naturalmente presenti in natura e che non abbiano

subito alcun tipo di modificazione del proprio corre-
do genetico.
In tal senso, come hanno recentemente sottolineato
alcuni ricercatori (BULL ez al., 1992), sebbene i pro-
gressi delle conoscenze legate alla genetica ed alla
fisiologia microbica possano aver avuto un notevole
impatto sulla produzione di nuovi composti, i pro-
grammi di screening e selezione di microrganismi in
grado di produrre nuove molecole continuano quin-
di a rappresentare un aspetto basilare della biotecno-
logia. Il punto di partenza di ogni tipo di sviluppo
biotecnologico ¢ pertanto rappresentato dalla ricerca
e dalla scoperta di fenomeni biologici di potenziale
sfruttamento commerciale e la effettiva pianificazio-
ne ed ottimizzazione dei programmi di screening
rappresenta pertanto un punto cruciale nella proce-
dura di scoperta di bioprocessi di rilevante interesse ¢
puo essere organizzata secondo una sequenza caratte-
rizzata dalle seguenti fasi (CHEETHAM, 1987; BULL e#
al., 1992):
- scelta di appropriati sorgenti di biodiversita
microbica;
- screening per la ricerca di ceppi possedenti la
proprieta desiderata;
- selezione dei ceppi produttori tra quelli ogget-
to di screening;
- sviluppo del processo tramite utilizzazione del
ceppo/i selezionati.
Per quanto riguarda la scelta di appropriati sorgenti
di biodiversita microbica, essa in genere deriva dall’i-
solamento di nuovi ceppi da matrici di origine
ambientale. Tuttavia, allo scopo di focalizzare il lavo-
ro di isolamento da ecosistemi naturali caratterizzati
da un potenziale di biodiversita microbica e di diver-
sita metabolica intatto, ¢ necessario scegliere con
cura la matrice dalla quale isolare i microrganismi. In
tal senso, sempre nuovo interesse viene rivolto verso
I'investigazione della biodiversita microbica di
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TABELLA 4
VOCs prodotti da lieviti isolati da ambienti tropicall.

VOCs produced by yeasts isolated from tropical environments.
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genere % ceppi positivi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Candida 100 100 0 10.0 5.0 20.0 75.0 15.0 0 5.0 5.0
Debaryomyces 100 100 0 0 0 0 87.5 0 12.5 0 0
Geotrichum 80.0 80.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hanseniaspora 100 100 0 0 0 50.0 100 50.0 0 0 0
Issatchenkia 100 100 0 0 0 100 100 100 0 0 66.6
Pichia 92.4 96.2 1.9 1.9 0 20.7 67.9 18.9 0 26.4 16.9
Torulaspora 100 100 0 0 0 0 50.0 0 0 0 0

1 = alcol isoamilico; 2

= alcol amilico; 3 = 2-metil-2-esenale; 4 = 2-isopropil-5-metil-2-esenale; 5 = etil isobutirrati; 6 = isobutil acetato; 7 = isoamil

acetato; 8 = 2-metilbutil acetato; 9 = etil isovalerato; 10 = isoamil propionato; 11 = fenilmetil acetato

ambienti non-convenzionali, spesso estremi, comun-
que poco antropizzati. In altre parole, come sottoli-
neato da STEELE, STOWER (1991), invece di procede-
re all’arricchimento ed all'isolamento di microrgani-
smi da campioni anonimi di suolo e/o acqua, i ricer-
catori dovrebbero rivolgere il loro interesse verso
ambienti nei quali si presume che siano avvenuti pro-
cessi di arricchimento di tipo naturale o che si presu-
me racchiudano, in quanto poco o talvolta affatto
inesplorati, una peculiare biodiversita microbica.
Lisolamento di nuovi microrganismi da questo tipo
di ambienti ¢ infatti considerato da alcuni autori
“imperativo” per incrementare le chances di trovare
nuove ed interessanti attivita metaboliche (BULL ez
al., 1992).

Per quanto concerne gli screening, un aspetto fonda-
mentale per la riuscita di questi ¢ rappresentato dalla
scelta dei criteri di selezione per la ricerca di compo-
sti di interesse commerciale prodotti da microrgani-
smi. La presenza di risultati deludenti o la difformita
di risultati ottenuti tra screening differenti ¢ stata tal-
volta imputata alla utilizzazione di metodologie
empiriche, poco standardizzate e talvolta obsolete
(STEELE, STOWER, 1991; BULL et 4/, 1992). In tal
senso, la disponibilita di sistemi automatizzati di
“bioassay”, talvolta in collegamento con sistemi di
rilevazione tipo CG-MS o HPLC-MS e la recente
introduzione di nuovi approcci metodologici di “tar-
get-directed screening” e di disegni sperimentali
innovativi hanno notevolmente incrementato il
potenziale relativo alla scoperta di nuove e particola-
ri tipi di molecole (MONAGHAN, KoupAL, 1989;
BULL ez al, 1992). Inoltre, il coinvolgimento di
gruppi di ricerca caratterizzati da differenti compe-
tenze scientifiche, potrebbe facilitare 'organizzazione
di una “filiera di screening”, rappresentata dalle
seguenti fasi (BULL ez a/, 1992):

- isolamento dei microrganismi da ambienti non-

convenzionali ed estremi;
- screening dei ceppi isolati per la produzione di
ben definiti gruppi di molecole;

- identificazione, coltivazione dei ceppi selezionati
e loro inserimento all’interno di collezioni micro-
biche di servizio;

- sistemi di analisi e identificazione e caratterizza-
zione chimica dei composti prodotti.

Per quanto riguarda il ruolo delle collezioni microbi-

che quali “gene bank” della biodiversita e diversita

metabolica dei microrganismi isolati e selezionati nel
corso delle fasi sopra descritte, negli ultimi anni
molte sono state le raccomandazioni fatte dai grandi
organismi internazionali di ricerca nei riguardi della
esplorazione e conservazione della biodiversita
microbica. La U.S. National Science Board ha stilato

il seguente decalogo in proposito (BULL ez al., 1992):

a) produzione di un completo inventario globale
della biodiversita (inventario di tutte le specie
microbiche conosciute);

b) censimento di specifici e rappresentativi ecosiste-
mi naturali meritevoli di conservazione;

c) sviluppo di metodologie standard per il campio-
namento, coltivazione e criopreservazione di
microrganismi isolati da comunita microbiche di
origine naturale;

d) incremento degli sforzi per la classificazione dei
rnicrorganismi isolati;

e) incremento della quota di microrganismi conser-
vati nelle collezioni di servizio locali ed interna-
zionali e sviluppo di database accessibili online;

f) promozione di programmi internazionali per lo
scambio e la valorizzazione della biodiversita iso-
lata e conservata tramite programmi di screening
su larga scala.
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RIASSUNTO - Nonostante gran parte della letteratura
recente abbia da tempo messo in luce 'enorme potenziale
rappresentato della biodiversita microbica esistente in
ambienti inesplorati, spesso estremi, relativamente pochi
studi sono stati finora condotti nei riguardi delle proprie-
ta metaboliche possedute da lieviti isolati da ecosistemi
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naturali di origine tropicale. Nel presente lavoro sono produzione di molecole di vario tipo (proteine killer, enzi-
riportati i risultati, ottenuti in alcuni anni di studio, rela- mi extracellulari, composti volatili) utilizzabili dall'indu-
tivi all'isolamento di lieviti da habitats naturali caratteri- stria chimica, alimentare e farmaceutica.

stici di foreste pluviali brasiliane ed allo screening per la
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Caratterizzazione biologica dei funghi del compost e del vermicompost

A. ANASTASI, G.C. VARESE, S. SCANNERINI e V. FILIPELLO MARCHISIO

ABSTRACT - Biological characterization of fungi from compost and vermicompost - Composting is being increasingly
applied for the disposal of wastes. The end product, the compost, has a high organic matter content and its biological
activity can be readily exploited in agriculture and for revegetation and bioremediation. The ability of fungi to break down
complex carbon sources makes them of vital importance in both the generation and application of compost. This paper
illustrates the composition and functions of the mycoflora of both a compost (made solely thermophilically from plant
debris) and a vermicompost (made mesophilically by the action of earthworms on plant and animal wastes). The soil dilu-
tion plate technique and different media and incubation temperatures were applied to isolate and identify fungal entities.
Metabolic activities (amylase, cellulase, chitinase, ligninase, lipase, pectinase, phosphate solubilization and xylanase) of
most species from both composts were evaluated with a semi-quantitative method on 14 substrates. There were substan-
tial quali-quantitative differences in the species composition of the two composts. A total of 194 fungal entities were iso-
lated: 52 from compost, 76 from vermicompost, 66 from both of them. This taxonomic diversity was reflected in the
metabolic potential. Both mycofloras showed a good metabolic potential, but degradation activities were higher in com-

post.

Key words: compost application, compost hygiene, enzymatic activities, fungi, vermicompost

INTRODUZIONE

Il processo biologico del compostaggio riveste oggi
un ruolo importante nelle strategie di recupero della
frazione organica dei rifiuti. Esso permette di assol-
vere alla duplice esigenza di ridurre la mole dei rifiu-
ti da smaltire in discarica e di convertire il rifiuto in
una risorsa preziosa da impiegare in agricoltura e in
numerosi settori ambientali (ALEXANDER, 1999).

I funghi, per la loro capacita di degradare anche
sostanze organiche complesse e di sopravvivere in
condizioni estreme, svolgono un ruolo di primo
piano, sia nel processo di compostaggio, sia nelle
applicazioni dei compost (SHEKAR SHARMA, JOHRI,
1992).

Nel processo tradizionale di compostaggio termofilo,
i funghi sono principalmente attivi nella fase succes-
siva al picco di temperatura (70-80°C), quando la
temperatura scende al di sotto di 40-50°C, e sono
responsabili della degradazione della maggior parte
dei polimeri complessi (MILLER, 1996).

Un metodo alternativo a quello termofilo e sempre
pilt impiegato per la produzione di compost, ¢ il ver-
micompostaggio, un processo mesofilo basato sul-
I'impiego di anellidi (dei generi Eisenia e Lumbricus)
che interagiscono con la microflora e concorrono a
stabilizzare la sostanza organica (BEFFA er al., 1998).
In conseguenza del diverso processo di compostag-

gio, e in particolare delle interazioni fungo-inverte-
brato, la micoflora dei vermicompost pud presentare
importanti differenze rispetto a quella dei compost
tradizionali (BEFFA ez 2/, 1998).

Una migliore conoscenza della biodiversita fungina
presente in diversi tipi di compost puo essere di fon-
damentale importanza per indicare i migliori campi
di applicazione. I funghi, infatti, possono intervenire
nei processi di fertilizzazione del suolo, nei fenomeni
di repressione di patologie vegetali, nello stimolare lo
sviluppo di corpi fruttiferi dei funghi mangerecci
coltivati, nei processi di degradazione di inquinanti
per il biorisanamento di siti contaminati (STRAATSMA,
SAMSON, 1993; KASTNER, MAHRO, 1996).

D’altro canto, la presenza nei compost di funghi
potenzialmente patogeni e produttori di micotossi-
ne, e la loro conseguente liberazione nell’'ambiente
atmosferico durante le fasi di lavorazione o spandi-
mento e utilizzo dei compost, pud comportare un
rischio per la salute dei lavoratori degli impianti di
compostaggio e per gli utilizzatori dei compost
(BEFFA ez al., 1998). Da qui, la necessita di monito-
rare la composizione della micoflora, con particolare
attenzione ai compost ottenuti tramite processi
mesofili, quali il vermicompostaggio, a cui manca il
ruolo igienizzante svolto dalle elevate temperature
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(BEFFA et al., 1998). In questo studio si prende in
esame la biodiversita fungina presente in due diversi
compost maturi:

* un compost, Ottenuto attraverso un processo ter-
mofilo tradizionale a partire da scarti di origine
esclusivamente vegetale, applicato principalmente
come bioattivatore e deodorizzante nelle discari-
che;

* un vermicompost, ottenuto attraverso un proces-
so mesofilo con I'impiego dell'anellide Lumbricus
rubellus Hoffmaister, a partire da residui vegetali
miscelati a diversi tipi di letame e impiegato prin-
cipalmente in agricoltura.

Lo studio della biodiversita fungina presente nei due
compost ¢ stato affrontato a diversi livelli. Una prima
fase di studio ha riguardato I'analisi floristica delle
due micoflore, con particolare attenzione agli aspetti
igienici relativi alla presenza di funghi potenzialmen-
te patogeni per 'uomo, gli animali e le piante. Una
seconda fase ¢ consistita nello studio delle attivita
metaboliche delle due micoflore e della loro poten-
zialitd degradativa nei confronti di numerosi substra-
ti naturali e di sintesi.

MATERIALI E METODI

Dieci campioni per compost sono stati analizzati
sospendendo 10 g di ogni campione in 90 ml di una
soluzione allo 0.1% di pirofosfato di sodio
(NayP,0,10H,0) per disperdere i colloidi organici
e inorganici. Le diluizioni successive sono state effet-
tuate in soluzione fisiologica (0,9% di NaCl). Un ml
della diluizione finale (1:20000) & stato inoculato in
capsule contenenti Potato Dextrose Agar (PDA - 5
ripetizioni), agar alla carbossi-metil cellulosa (CMC
- 3 ripetizioni) per I'isolamento di funghi cellulosoli-
tici; PDA addizionato di cicloesimide (CX - 3 ripeti-
zioni) per favorire I'isolamento dei funghi a piti lenta
crescita e di quelli di interesse medico (AIRAUDI,
FILIPELLO MARCHISIO, 1996; FILIPELLO MARCHISIO
et al., 1996). Le capsule sono state incubate a tre
temperature (24, 37, 45°C) per consentire la crescita
di funghi mesofili e termotolleranti o termofili. Nel
complesso, quindi, sono state eseguite 33 ripetizioni
per campione. Per la micoflora totale e per le singole
entita fungine, identificate con tecniche tradizionali,
¢ stato calcolato il numero di unita formanti colonia
(CFU) per grammo di peso secco di compost.

I miceli sterili sono stati classificati in base alla pre-
senza di pigmenti e alla produzione di clamidospore,
sclerozi e vescicole, e sono stati sottoposti alla colora-
zione con i sali di Blu di Diazonio (DBB) per discri-
minare tra ascomiceti e basidiomiceti (SUMMERBELL,
1985).

Lanalisi funzionale ¢ stata condotta su 122 isolati del
compost e 142 del vermicompost, rappresentativi
delle due micoflore, inoculandoli su 14 differenti
substrati per valutare la produzione dei seguenti enzi-
mi: amilasi (amido), endocellulasi (carbossi-metil
cellulosa - CMC), esocellulasi (avicel), chitinasi (chi-
tina), lipasi (tween 20, tween 40, tween 60, tween
80), ligninasi (Poly R-478), pectinasi (pectina di
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Citrus), proteasi (latte scremato), xilanasi (xilano) e la
capacita di solubilizzare 1 fosfati inorganici
[Caz(PO4), — TCP, e CaHPO, - DCP] (CALDWELL
et al., 1996; CHABOT ez al., 1993; EGGER, 1986,
KELLEY, YAGHMAIE, 1988; SIERRA, 1956; PATERSON,
BRIDGE, 1994). Linoculo era un disco di micelio (del
diametro di 0,5 cm) prelevato dal margine di colonie
in attiva crescita e le temperature d’incubazione
erano 24°C e 37°C. Per ogni substrato e per ogni
temperatura d’incubazione sono state allestite 3 ripe-
tizioni. La degradazione del substrato ¢ stata valutata
misurando la crescita radiale su avicel e Ca3(POy), e
il diametro dell’alone di chiarificazione sugli altri
substrati. In funzione dell’attivitd degradativa, i fun-
ghi sono stati assegnati a 4 classi (da 0 a 3) corri-
spondenti rispettivamente ad un diametro di degra-
dazione o di crescita radiale compreso tra 0 ¢ 0.5 cm,
tra 0.6 e 2.5cm, tra 2.6 e 4 cm e tra 4.1 ¢ 5.5 cm.
Per ottenere una valutazione delle capacita funziona-
li dei funghi di un compost, ¢ stata calcolata, per
ogni substrato, una media dei valori di degradazione
dei funghi saggiati. Il test non parametrico di Mann-
Whitney per gruppi indipendenti ¢ stato impiegato
per valutare le differenze (p£0.05) nelle attivita meta-
boliche espresse dai funghi isolati dal compost e dal
vermicompost e dai funghi di ogni compost alle due
temperature (SYSTAT, 1992).

RISULTATI E DISCUSSIONE

In entrambi i compost ¢ presente un'elevata carica
fungina e una notevole ricchezza in specie. Nel com-
post & stata osservata una carica fungina (fino a
8.2:105 CFU/g di peso secco) circa doppia rispetto al
vermicompost (fino a 4.0:10> CFU/g di peso secco).
La minore densita fungina del vermicompost si
accompagna ad una maggiore biodiversita. Sono
state identificate nei due compost 194 entita fungi-
ne, di cui 52 isolate esclusivamente dal compost, 76
dal vermicompost e 66 comuni a entrambi. Percio, il
diverso processo di compostaggio e la diversa com-
posizione dei materiali di partenza sembrano tradur-
si in importanti differenze quantitative e qualitative.
La micoflora totale ¢ composta da 117 funghi mito-
sporici, 45 funghi appartenenti al phylum Ascomycota
(di cui 18 presenti solo in fase anamorfica), 15 fun-
ghi appartenenti al phylum Zygomycota, 14 morfotipi
di miceli sterili e 3 morfotipi riconducibili al phylum
Basidiomycota. La maggiore biodiversita fungina ¢
stata osservata su PDA incubato a 24°C, dove ¢ stato
campionato il 90% delle entita fungine.

Circa il 50% della micoflora isolata da entrambi i
compost ¢ composta da funghi appartenenti ai
generi Acremonium, Aspergillus, Cladosporium,
Malbranchea, Penicillium, Pseudallescheria,
Thermomyces. E noto che molti di questi funghi,
per le loro caratteristiche enzimatiche e di termotol-
leranza, svolgono un ruolo primario nel processo di
compostaggio e nelle applicazioni dei compost
(MILLER, 1996).

Nel vermicompost ¢ presente un maggior numero di
ascomiceti e basidiomiceti: gli anellidi attivi durante



Atti Convegno “La ricerca micologica nella S.B.1. Anno 2002”

il processo di vermicompostaggio potrebbero aver
svolto un ruolo importante per la loro selezione.
Secondo MOODY ez al. (1992), infatti, questi funghi
sarebbero favoriti dall’ingestione selettiva, da parte
degli anellidi, di funghi a pili rapida crescita. Inoltre,
Iazione di stress durante il passaggio nel tratto dige-
rente degli anellidi o I'instaurarsi di altre condizioni
sfavorevoli potrebbero spiegare come solo dal vermi-
compost sia stato isolato il telomorfo di Corynascus
sepedonium (C.W. Emmons) von Arx e Pseudalle-
scheria boydii (Shear) McGinnis ez al. benché presen-
ti in entrambi i compost come anamorfi.

Nel vermicompost ¢ stata osservata anche una mag-
gior presenza di miceli sterili demaziacei. Secondo
I'interpretazione di STRIGANOVA ez al. (1988), la pre-
senza di composti melanino-simili nelle pareti ifali di
questi funghi sarebbe un deterrente, in grado di sco-
raggiare la loro ingestione.

Gli zigomiceti, invece, sono risultati meno abbon-
danti e meno vari nel vermicompost in accordo con
le osservazioni di BROWN (1995) e TIUNOV, SCHEU
(2000).

In entrambi i compost ¢ risultata elevata (> 105
CFU/g) la carica di funghi di interesse medico, quali
Scedosporium anamorfo di Pseudallescheria boydii e
Aspergillus  fumigatus Fresenius var. fumigatus,
entrambi responsabili di numerose malattie dell’uo-
mo e degli animali (DOMSCH ez al., 1980; RUCHEL,
REICHARD, 1999), mentre soltanto nel vermicom-
post & stata ritrovata una carica pil elevata e una
maggiore ricchezza in spec1e di funghl cheratinofili e
potenziali patogeni appartenenti ai generi
Aphanoascus, Chrysosporium, Scopulariopsis, Mycelio-
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phthora (DOMSCH et al., 1980; FILIPELLO MARCHI-
S10, 2000).

Esiste, quindi, un reale rischio di sviluppo di funghi
potenzialmente patogeni durante i diversi processi di
compostaggio e di permanenza degli stessi nei pro-
dotti finiti. Particolare attenzione va rivolta ai vermi-
compost, che essendo prodotti attraverso processi
mesofili, possono presentare maggiori problemi di
carattere igienico.

Un altro aspetto interessante ¢ la presenza in entram-
bi i compost di basse concentrazioni di funghi
potenzialmente fitopatogeni, quali Alrernaria alter-
nata (Fries:Fries) von Keissler, Botrytis anamorfo di
Botryotinia fuckeliana (deBary) Whetzel (presente
solo nel vermicompost), Fusarium spp. Questi dati,
insieme all’assenza di fitotossiciita, come dimostrato
da Caccavo (2002), forniscono una buona indicazio-
ne per I'applicazione dei due prodotti in campo agra-
rio.

La diversa composizione quali e quantitativa delle
due micoflore si riflette in un diverso potenziale
metabolico. I funghi isolati dal compost posseggono
infatti valori piti elevati di attivitd; tuttavia entrambe
le micoflore presentano, nel complesso, buone capa-
cita idrolasiche nei confronti di polimeri complessi
di natura vegetale, quali pectina, xilani e cellulosa,
quest’ultima degradata in particolare ad opera di
endoglucanasi (Tab. 1). Lamido ¢, invece, risultato
un substrato scarsamente degradato da entrambe le
micoflore, con valori di attivita pit elevati a carico
dei funghi del compost.

Lattivita ligninasica, saggiata valutando la capacita
dei funghi di decolorare il colorante polimerico

Valori di attiviti metaboliche a 24°C e 37°C del compost (C) e del vermicompost (VC) espressi come media dei valori di

degradazione dei funghi saggiati.

Metabolic activites at 24°C and 37°C of compost (C) and vermicompost (VC) expressed as average of the degradation values

obtained from fungi tested on different substrates.

Attivita Substrato 24°C 37°C
C VC C VC
Amilasica amido 1.3a 1.2b* 1.2a 1.0b*
Esocellulasica avicel 1.5a* 1.3b* 1.3a* 0.8b*
Endocellulasica CMC 2.0a 2.0a* 2.0a 1.1b*
Chitinasica chitina 1.8a 1.5a 1.6a 1.1b
Ligninasica Poly R-478 0.1a* 0.2a* 0.03a* 0.05a*
Lipasica tween 20 2.0a* 1.7b 1.5a* 1.5a
tween 40 2.3a* 1.7b* 1.9a* 1.4b*
tween 60 2.1a* 1.5b 1.7a* 1.6a
tween 80 1.1a 0.9a 0.8a 0.8a
Pectinasica pectina di Citrus ~ 2.3a* 2.2a* 1.9a* 1.9a*
Proteasica latte scremato 2.6a* 2.3b* 2.2a* 2.0a*
Solubilizzazione fosfati Ca;(POy), 2.6a* 2.3b* 1.7a* 1.9a*
CaHPO, 2.2a* 2.1a* 1.5a* 1.6a*
Xilanasi xilano 1.9a 1.7a 1.7a 1.8a

Lettere diverse indicano differenze significative nell’attivith media tra C e VC alla stessa temperatura e I'asterisco (*) indica differenze

significative nell’attivith media dello stesso compost a 24°C e 37°C.
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antrachinonico Poly R-478, ¢ stata espressa, anche se
in forma intensa, da pochi funghi isolati da entram-
bi i compost, principalmente basidiomiceti. La capa-
cita di decolorare questo polimero particolarmente
recalcitrante ¢ considerata predittiva, non solo di
attivitd ligninolitica, ma, data la bassa specificita dei
possibili enzimi coinvolti, anche della capacita di
degradare numerosi inquinanti, come gli idrocarburi
policiclici aromatici (ZHENG ez al., 1999). La selezio-
ne di ceppi fungini capaci di degradare estesamente il
colorante Poly R-478 costituisce, quindi, il punto di
partenza per una possibile indagine di applicabilita di
questi organismi nei processi di biorisanamento
ambientale.

Lattivita lipasica ¢ stata espressa in forma pili inten-
sa dai funghi del compost, in particolare nei con-
fronti di tween 20, tween 40 e tween 60 a 24°C e
solo nei confronti di tween 40 a 37°C. Il tween 80,
invece, ¢ un substrato poco degradato dai funghi di
entrambi i compost (Tab. 1).

Anche la capacita di solubilizzare i fosfati inorganici
¢ risultata elevata, con valori maggiori per i funghi
del compost a 24°C nei confronti di Ca3(POy),;
buona lattivitd proteasica, anch’essa maggiormente
espressa dai funghi del compost a 24°C; discreta l'at-
tivita chitinolitica dei funghi di entrambi i compost,
con valori significativamente maggiori per i funghi
del compost a 37°C (Tab. 1).

La capacita di solubilizzare i fosfati inorganici e di
mineralizzare composti contenenti azoto da parte dei
funghi isolati da entrambi i compost, pud svolgere
un ruolo importante nelle applicazioni in campo
agrario per la fertilizzazione del suolo, la nutrizione
delle piante e, nel caso degli enzimi chitinolitici, per
il biocontrollo di patogeni vegetali (TIQUIA e al.,
2001; SzMIDT, 2002).

I risultati ottenuti dimostrano, quindi, la fondamen-
tale importanza degli studi di questo tipo.
Attualmente gli standard di qualita dei prodotti di
compostaggio tengono conto soltanto di parassiti e
batteri patogeni. Invece, non puo essere trascurato il
potenziale fitopatogeno e patogeno dei funghi, que-
stultimo risultato di una certa portata, cosi come
non si puo ignorare il potenziale metabolico delle
intere micoflore in grado di fornire indispensabili
indicazioni circa la migliore applicazione dei prodot-
ti. Inoltre, I'isolamento di ceppi con spiccate attivita
degradative nei confronti di particolari substrati apre
la strada verso mirati esperimenti di bioremediation e
bioaugmentation.
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RIASSUNTO - Lanalisi floristica condotta sulla micoflo-
ra di un compost e un vermicompost ha messo in eviden-
za la presenza di un’elevata carica fungina accompagnata
da una notevole ricchezza in specie (194 entita fungine). Il
diverso processo di compostaggio e la diversa composizio-
ne delle materie prime impiegate per la produzione dei
compost si traducono in importanti differenze nella com-
posizione quali-quantitativa delle due micoflore e nel loro
potenziale metabolico, saggiato a due temperature su 14
diversi substrati. La conoscenza degli aspetti floristici e
funzionali delle comunita fungine presenti nei diversi tipi
di compost ¢ indispensabile, oltre che per definirne la qua-
litd da un punto di vista igienico, per indicarne le possibi-
li applicazioni in campo agricolo e ambientale.

Antonella Anastasi, Giovanna Cristina Varese, Silvano Scannerini, Valeria Filipello Marchisio®, Dipartimento di Biologia

Vegetale, Universita di Torino, Viale Mattioli 25, 10125 Torino
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Funghi di interni implicati in processi di degradazione

A. MONTEMARTINI CORTE, M. ZOTTI e M. DE FERRARI

ABSTRACT — Indoor fungi involved in biodeterioration -The moulds studied were chiefly isolated from paper material in
enclosed covered areas in Genoa. The town of Genoa is characterized by a relatively warm humid climate. The presence
of fungi can be attributed to two factors: they are peculiar substratum suitable for the growth of fungi and the environ-
ment. The fungi should be introduced from the outside. Furthermore, the work reports the species of fungi found on
paper and books for the first time. A list of pathogenic and rare fungi is also included.

Key words: environments parameters, microfungi and paper, pathogenic fungi

INTRODUZIONE

E’ noto che i funghi crescono bene in presenza di
notevole umidita e di temperatura (T) relativamente
alta; tali condizioni possono verificarsi anche all’in-
terno di edifici (MATTSON, 2002; GRAVESEN, 2002).
Gia nel 1980 KOVALIK (Varsavia) ha asserito che, per
evitare la germinazione e, quindi, lo sviluppo di colo-
nie fungine, la T e 'umiditd relativa percentuale
(U.R.% ) dovrebbero essere mantenute rispettiva-
mente tra i 16° ed 1 20° C e tra il 40% ed il 65%.
Nel 1992 GALLO, dell'Istituto di Patologia del Libro
ha abbassato, per i nostri climi normalmente piu
caldi, il limite dell’'U.R.% intorno al 60%; mentre
NYUKSHA (1994, St. Pietroburgo), consiglia valori di
Ttrail8°Ce +2°C, edi UR tra 55% e + 5%.
Naturalmente, in ambienti ove manca una ventila-
zione adeguata, possono formarsi zone con aria sta-
gnante, umida e, in prossimita di fonti di calore, piu
calda, ossia microclimi pil favorevoli alla germina-
zione delle spore.

Genova ha un clima caldo umido (Fig. 1), che favo-
risce lo sviluppo di muffe soprattutto in microam-
bienti poco aerati. Gli studi condotti a partire dal
1979 fino ad oggi ne sono una valida conferma
(MONTEMARTINI CORTE, FOGGI LEPORE, 1984;
MONTEMARTINI CORTE et al., 2002).

In questo lavoro vengono riportati i risultati di studi
condotti negli ultimi cinque anni a Genova in inter-
ni, nello specifico in due biblioteche pubbliche, in
un magazzino di libri e in un archivio comunale.
Inizialmente, sono descritti gli ambienti di studio e le
metodologie impiegate per I'isolamento dei diversi
ceppi fungini, sia da materiale cartaceo, che dalle
pareti. Vengono poi elencate le specie isolate, con
particolare riferimento a quelle segnalate per la prima

Fig. 1
Diagramma ombrotermico di Genova.
Ombrothermic diagram of Genoa.

volta su materiale cartaceo o rare, ed i risultati otte-
nuti sono messi a confronto con quelli del passato.
Infine, sono riportate alcune considerazioni riguar-
danti i parametri ambientali che influenzano la cre-
scita fungina in locali chiusi ed eventuali danni ai
materiali e per 'uomo.

AMBIENTI STUDIATI E CLIMA
Nel 1998, a Genova, siamo stati chiamati ad interve-
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nire a causa dell'improvvisa insorgenza di numerose
muffe su libri di due biblioteche genovesi: la biblio-
teca comunale e quella della sezione botanica del
Dip.Te.Ris.

Nel 1999 siamo stati incaricati di analizzare i funghi
presenti in un magazzino di libri della biblioteca
comunale e recentemente (estate 2002) abbiamo ese-
guito i medesimi controlli su materiale cartaceo e sui
muri di un archivio del Comune di Genova.

La richiesta di intervento era motivata da un lato per
fermare, o cercare di prevenire il deterioramento del
materiale cartaceo, dall’altro per verificare la presen-
za di funghi potenzialmente dannosi per la salute
umana.

Nella biblioteca comunale la rottura dell'impianto di
condizionamento, nel caldissimo agosto del 1998,
aveva creato le condizioni adatte allo sviluppo di
colonie fungine. Il monitoraggio dei dati di T ed
U.R.% (riattivato dal mese di settembre), ci ha per-
messo di comparare le T degli interni con quelle rile-
vate per la citta dalla sezione geofisica del Dip. Te.Ris.
Le T procedevano parallelamente con gli stessi valo-
ri: vi era solo una sfasatura di due giorni di quelle
interne rispetto a quelle esterne. LU.R.% negli inter-
ni poteva perd, nei periodi pit caldi, raggiungere
valori molto elevati, intorno al 70% con picchi dell’
80%!

Nella biblioteca della sezione botanica, I'intervento
di un’'impresa di pulizie, eseguito all’inizio di ottobre,
aveva aumentato U.R.% lavando e non asciugando
adeguatamente gli scaffali su cui erano stati riposti i
libri.

Tra i diversi locali esaminati il magazzino di libri
posto al pianterreno ed al primo piano in un palazzo
di una zona molto edificata ¢ 'unico a non essere
vicino a spazi verdi.

I locali dell’archivio comunale sono, invece, in pros-
simita di un giardino pensile in una zona ben venti-
lata e soleggiata, dove pero a causa di violenti tem-
porali si erano verificati ripetuti allagamenti.

La frequenza di sviluppo fungino in interni ¢ da cor-
relare, a nostro avviso, alle condizioni climatiche di
Genova. Dal diagramma ombrotermico in Fig. 1 si
nota, oltre ad un’alta piovosita, un periodo arido
molto modesto ridotto ai mesi estivi. Anche i valori
termoigrometrici trentennali mostrano come spesso
sia la T che 'U.R.% superino i livelli di sicurezza;
sono anche riportati i valori di T ed U.R.% degli
anni 1978-1981 e quelli relativi agli anni recenti
1997-2002 nei quali si sono svolte le ricerche in
oggetto.

In questi ultimi anni I'U.R.% ¢ stata spesso abbon-
dantemente al di sopra di quella registrata negli anni
precedenti ed anche la T ¢ stata un po’ piu alta.

MATERIALI E METODI

Negli ambienti esaminati sono stati fatti i prelievi dai
muri, dai diversi materiali con i quali erano rilegati i
libri (raramente dalle pagine interne), e dagli incarta-
menti di archivio. Due i diversi terreni di coltura
usualmente impiegati: agar malto (al 2%) ed agar

299

carota; nel 2002 sono stati usati agar malto e CYA
(PrTT, 1979). Luso di differenti terreni di coltura &
opportuno per evitare di perdere alcune specie a
causa delle diverse esigenze nutrizionali. Non sempre
si riusciva ad isolare singole specie, spesso sono state
necessarie diluizioni successive per avere colture
pure. Lidentificazione dei generi e delle specie, in
base ai caratteri morfologici, ¢ stata fatta basandosi
su opere generali e su monografie specifiche
(DOMSCH et al., 1980; ELLIS, 1971).

RISULTATI E DISCUSSIONI

I risultati ottenuti dalle indagini condotte nelle
biblioteche vengono illustrati nelle Tabb. 1,2. In que-
ste ultime sono riportate le specie isolate, con I'indi-
cazione (S) per quelle comprese fra i funghi del
suolo, segue il numero delle colonie isolate per le sin-
gole specie (dato non molto indicativo perché si ¢
cercato di isolare solo le alterazioni piu evidenti),
infine I'indicazione del materiale dal quale sono state
prelevate e la correlazione fra le specie e gli scaffali
dove erano collocati i singoli libri deteriorati. La sigla
D, inoltre, sta ad indicare specie fungine (o generi che
comprendono specie) implicate nella patologia
umana, probabili agenti di micosi o manifestazioni
allergiche, sia in presenza di fattori predisponenti che
in soggetti sani. Nella Tab. 3 sono riportate le specie
isolate dai libri provenienti da diversi Fondi (= rac-
colte) del magazzino esaminato. Nella Tab. 4 i funghi
isolati nell’archivio comunale.

Per completare e confrontare questi risultati con
quelli di altri studi sono riportate: la Tab. 5 (A e B)
(da MONTEMARTINI CORTE et al., 2002), che riguar-
da ricerche sul “foxing” (alterazione di materiale car-
taceo con macchie rossastre,”fox”); e la Tab. 6 (riela-
borata da MONTEMARTINI CORTE, FOGGI LEPORE,
1984), che riporta i dati di analisi condotte negli
anni ‘80, sempre in interni, su muri e tubature.

I locali esaminati sono localizzati in zone a pochi chi-
lometri di distanza gli uni dagli altri e risentono delle
stesse condizioni climatiche.

Dall’osservazione delle Tabb. 1 e 2 si nota che le rile-
gature in tela (probabilmente con colla) sono le piu
attaccate dagli agenti fungini, quelle in pelle risulta-
no mediamente alterate e poco o per nulla danneg-
giate quelle in pergamena, su cui sono state osserva-
te solo piccole colonie. Cid era prevedibile dato che
la pelle per essere trasformata in pergamena ¢ tratta-
ta con calce ed ¢ noto che i funghi preferiscono sub-
strati moderatamente acidi.

Sempre in Tab. 1 si puo vedere la distribuzione spar-
sa delle diverse colonie fungine e come le stesse spe-
cie siano, invece, presenti su libri adiacenti, posti
sugli stessi scaffali. Questo indica come l'infezione
possa essersi propagata da un volume all’altro. Nella
biblioteca di Botanica (Tab. 2) & stata osservata, sui
libri collocati vicino all’entrata, una maggiore infe-
stazione, che diminuisce allontanandosi da questa,
facendo supporre che le spore fungine possano essere
state introdotte dai frequentatori della biblioteca. In
quella della sezione botanica, infatti, su undici specie
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TABELLA 1

Biblioteca Comunale; a fianco delle specie isolate viene riportata: [S] lappartenenza a funghi del suolo; [P] la parogeniciti; la
[frequenza degli isolamenti; il materiale da cui sono stati fatti i prelievi; lindicazione degli scaffali (numeri romani) e dei libri
(numeri arabi) infestati.

Municipal library; near the isolated species is reported: the belonging to soil fungi [S]; the pathogenicity [P]; the frequency of iso-
lations; the material from which samples have been made; the marks of bookcase (Roman numbers) and the marks of infested
books (Arab numbers).

TABELLA 2

Biblioteca del DIPTE.RIS.; le stesse indicazioni della Tab. 1; gli scaffali, pero, hanno due indicazioni: in numeri arabi fer il
pianterreno ed in numeri romani per il piano superiore (17C..., 21D..., IIID...); i numeri successivi si riferiscono ai libri.
Library of the DIRTE.RIS.; same marks as 1ab. 1; but the bookcases have two different marks: in Arab numbers for the first floor
and in Roman numbers for the upper floor (17C..., 21D..., IIID...); the remaining numbers refer to the books.
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TABELLA 3
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Sono riportate le specie rinvenute nei due piani del magazzino ove era la stessa U.R. %; sono indicati i diversi Fondi (Raccolte).
The species founded in the two floors of the book warehouse have been reported; the different properties have been pointed out.

TABELLA 4

Nei funghi rinvenuti nell archivio comunale viene indicato se
sono stati isolati da materiale cartaceo o dall’intonaco.

In species founded in municipal archives has been specified if
they have been isolated from paper or from wall plaster.

isolate, dieci sono funghi del suolo; nella biblioteca
comunale (Tab.1), vicina ad un cortiletto erboso, su
sette specie isolate, sei sono funghi del suolo.
Queste osservazioni possono essere avvalorate da
quelle fatte sul “foxing” delle carte topografiche (Tab.
5B); anche da queste carte sono state isolate tredici
diverse specie delle quali dieci sono funghi del suolo,
infatti queste carte erano conservate in un Museo
comunale contiguo ad un chiostro all'interno del
quale vi ¢ un giardino coltivato.

Confrontando le Tabb. 1 e 2 con la Tab. 3 si puo
notare, invece, che ci sono pilt specie del suolo nel
Fondo Morano, che raccoglie libri di diverse origini,
che negli altri Fondi.

Dalla Tab. 6 appare evidente come i funghi del suolo
siano pil frequenti nei prelievi fatti nell’Ex Istituto
Botanico ed in quello di Anatomia comparata, ai
tempi delle ricerche entrambi contigui all'Orto

Botanico. Questo avvalora I'ipotesi che buona parte
delle specie fungine, che si sviluppano in microam-
bienti interni simili, vengano introdotte dall’'ambien-
te esterno dai visitatori; la diversita ed il numero
variabile di funghi dipenderebbe proprio dal tipo di
ambiente esterno. Se le spore introdotte trovano,
anche casualmente, le condizioni adatte si sviluppa-
no e si diffondono, ma fortunatamente le colonie
regrediscono e seccano se si riesce a far diminuire
drasticamente I'umidita relativa.

Per quanto concerne i funghi considerati patogeni
per I'uomo, si pud osservare che nell’abitazione di
Via Lanata (Tab. 6 ), dove gli abitanti hanno avuto
disturbi respiratori e prolungate allergie agli occhi,
sono stati isolati Aspergillus niger, Cladosporium e
Fusarium; nell’archivio comunale (Tab. 5) sono pre-
senti Emericella nidulans e Cladosporium.

La ridotta frequentazione dell’archivio comunale
rende meno probabile I'introduzione di funghi da
parte di visitatori e fa supporre che le specie fungine
possano essere introdotte dalla circolazione dell’aria e
favorite dalla presenza dei numerosi volatili presenti
nel giardino limitrofo. Cid potrebbe spiegare anche
la presenza, sempre nell’archivio, di A. puniceus, spe-
cie rara per i nostri climi, probabilmente mai segna-
lata in Italia. Questa specie ¢ stata descritta per la
prima volta a Panama e successivamente in India
(KuicH, PrrT, 1988) Proprio nel suddetto giardino
adiacente larchivio, ¢ presente una comunita di
DPsittacinidi di ceppo Afro-Asiatico (comunicazione
verbale SPANO), cio fa supporre che proprio questi
animali possano essere stati veicolo di tale specie.
Infine, in Tab. 7 sono riassunte le entita fungine rin-
venute per la prima volta su materiale cartaceo o
legature di libri e non segnalate in letteratura da
GALLO (1992) e da GALLO ez al. (1998), da NYUKSHA
(1994) e da Zyska (1997). Cid comunque era abba-
stanza prevedibile, vista anche I'influenza che 'am-
biente esterno, per le sue caratteristiche ecologiche e
climatiche, ha sulla fluttuazione delle spore nell’aria
(SERGEVA, 2002).
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TABELLA 5

A) = ceppi rinvenuti su stampe di diversa origine, alterate da “foxing”, usate come materiale di prova per realizzare prelievi non
invasivi, ma efficaci. B) = ceppi rinvenuti sulle carte topografiche.

A) = strains founded on “foxed” prints, coming from different sources, have in order to carry out non invasive but efficient sam-
ples. B) = strains kept on maps.

TABELLA 6

Negli Istituti posti nelle immediate vicinanze dell'orto Botanico (Ex Istituto Botanico ed Ist. di Anatomia Comparata) si puo
osservare una maggiore abbondanza di funghi del suolo (70%) rispetto ad altre zone (46%). Da notare, nell appartamento di
Via Lanata 6, la presenza di Aspergillus niger, Cladosporium sp. and Fusarium sp.

A great abundance of soil fungi can be remarked in the Institutes placed near to the Botanical Garden (70%) instead of other
areas (46%). 1o note that in a Via Lanata 6 flat there are Aspergillus niger, Cladosporium sp. and Fusarium sp.
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TABELLA 7

Specie isolate per la prima volta su carta e legature di libri e
quindi non segnalate in letteratura.

List of the species isolated for the first time from paper and
books.

Come gia evidenziato, quindi, non dovrebbe stupire
la grande varieta di funghi che possono svilupparsi in
ambienti interni visto quali e quanti possono essere i
fattori predisponenti (parametri ambientali, ecologia
della specie, veicoli di infezione...).

CONCLUSIONI

Sono stati illustrati i risultati delle analisi condotte in
alcune biblioteche, magazzini di libri e archivi geno-
vesi, i cui Curatori avevano osservato la presenza di
diverse colonie fungine.

Le colture in vitro hanno evidenziato la presenza di
numerosi ceppi alcuni dei quali patogeni per 'uomo,
altri specie rare come A. puniceus.

Sono stati presi in considerazione ed analizzati i para-
metri ambientali che influenzano direttamente la
crescita fungina. Le diverse infezioni fungine sono
verosimilmente da attribuirsi alla frequentazione ele-
vata e alla presenza di giardini o aree verdi in prossi-
mita dei locali analizzati.

Probabilmente il controllo dei parametri ambientali
(T, UR%) potrebbe ridurre I'insorgenza delle nume-
rose muffe.

Viceversa in presenza di colonie fungine patogene
per 'uomo sarebbe opportuno un periodico monito-
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raggio per stimare la carica sporale al fine di stabilire
i possibili danni per 'uomo e fissare adeguate politi-
che di accesso.
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te patogene per 'uomo e quelle rare.
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Funghi saprotrofi e patologia dermatologica: onicomicosi da Aspergillus

M. ZOT1T1, G. BARABINO e A. PERSI

ABSTRACT - Saprotrophic fungi and dermatologic pathology: Aspergillus onychomycosis — According to medical mycology,
the fungi isolated in dermatological pathogenesis can decompose keratin 77 vivo and they are defined as keratinophilic and
keratinolytic. Although several fungi can metabolize keratin, they are rarely agent of onychomycosis. On the contrary,
some skin diseases do not show keratinophilic fungi; their etio-pathogenic rule is unknown. The fungi belonging to the
genus Aspergillus are neither regarded as keratinophilic nor keratinolytic, therefore, in most cases their presence in a skin
lesion is considered to be due to contamination. This paper reports two cases of onychomycosis caused by two different
Aspergillus species. The first isolated species is A. flavus and it only showed a saprotrophic behavior. The second kind was
a new species of Aspergillus and it was proved that the new Aspergillus was the only cause of the lesion.

Key words: Aspergillus, sp. nov., non-dermatophytic fungi, onychomycosis

INTRODUZIONE

La patologia ungueale dovuta a miceti filamentosi
rappresenta una problematica molto diffusa e sicura-
mente in crescita. Il numero di pazienti affetti da
onicomicosi raggiunge percentuali variabili dal 3 al
5% della popolazione totale, a seconda delle statisti-
che (ROBERTS, 1992; ELLIS et al., 1997; PIERARD,
2001). Inoltre, si assiste ad un continuo aumento
delle specie dei miceti a cui viene riconosciuta la
capacita di aggredire direttamente la lamina unguea-
le (GREER, 1995).

Nelle nostre regioni i funghi filamentosi che con
maggiore frequenza si riscontrano nelle infezioni
localizzate alle unghie sono i dermatofiti, miceti
appartenenti al gruppo di funghi capace di degrada-
re la cheratina (i generi e le specie pit comunemente
isolati vengono indicati in Tab. 1). Questi microrga-
nismi ricoprono un importante ruolo ecologico dal
momento che la cheratina, proteina presente nella
cute e negli annessi cutanei, ¢ dotata di una elevata
stabilitd, dovuta alla particolare conformazione chi-
mica. Occorre segnalare che per quanto riguarda i
dermatofiti sembra possibile individuare un’evolu-
zione filogenetica propria, la cui finalith sembra esse-
re il passaggio dal saprotrofismo al parassitismo
(CHABASSE et al., 1994).

Nei paesi a clima temperato i dermatofiti sono
responsabili della maggior parte delle onicomicosi
mentre nei paesi tropicali la stessa patologia & spesso
provocata da miceti diversi. In questi ultimi anni
anche nelle nostre regioni si ¢ assistito ad un notevo-
le incremento delle onicomicosi dovute ad agenti

fungini usualmente definiti saprotrofi, diffusi in
diversi ambienti e spesso considerati comuni conta-
minanti di laboratorio (CHABASSE, 1994; GUPTA,
ELEWSKI, 1996; GIANNI ez al., 2000). Tra i generi pit
riscontrati ricordiamo Scopulariopsis, Aspergillus,
Fusarium, Alternaria, Acremonium.

Lesperienza di seguito riportata si riferisce all’isola-
mento da patologie ungueali di due miceti apparte-
nenti entrambi al genere Aspergillus. Verranno
descritte le modalita di isolamento, di identificazione
delle specie ed evidenziate le relative problematiche.
Inoltre, verranno formulate ipotesi sulle probabili
cause della diffusione di onicomicosi da funghi non-
dermatofiti e prospettate alcune soluzioni per ade-
guare i procedimenti del laboratorio micologico alla
nuova situazione epidemiologica.

MATERIALI E METODI

I prelievi sono stati effettuati presso il Laboratorio di
Micologia Dermatologica (Dipartimento di Scienze
della Salute - Sezione di Dermatologia Tropicale -
Universita degli Studi di Genova )

Il metodo adottato per i campioni patologici prove-
nienti da casi di sospetta onicomicosi prevede che i
frammenti ungueali, costituiti dalla cheratina altera-
ta prelevata sul fronte di avanzamento della lesione,
vengano suddivisi in due aliquote. Una viene utiliz-
zata per effettuare le colture sia su terreno di
Sabouraud modificato sia semplice che addizionato
con cloramfenicolo (50mg/l) ed actidione
(0,5mg/ml). Con la seconda aliquota vengono alle-
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TABELLA 1

Elenco dei dermatofiti isolati nelle onicomicosi.
List of dermatophyte isolated in onychomycosis.

stiti i vetrini da esaminare al microscopio. Come rea-
gente per la chiarificazione del preparato si utilizza
una soluzione di KOH al 30%, in considerazione
dello spessore e della resistenza del materiale da esa-
minare.
Losservazione al microscopio del preparato chiarifi-
cato consente di individuare eventuali strutture
miceliali. Il risultato dell’osservazione microscopica
viene integrato da quello colturale che, consentendo
di individuare il micete responsabile dell’onicomico-
, permette di formulare una diagnosi micologica
completa.
I tempi necessari allo sviluppo in vitro dei miceti
richiedono che la coltura venga incubata a 25 °C per
almeno tre settimane, con controlli intermedi, ogni
sette giorni.
Il terreno di Sabouraud addizionato con cloramfeni-
colo ed actidione consente in genere la crescita dei
soli dermatofiti, inibendo batteri e altri miceti.
Le regole generalmente accettate nei laboratori di
micologia prevedono che, nell’eventualita in cui I'e-
same microscopico risulti positivo ed in coltura si
siano sviluppate colonie di miceti non-dermartofiti, i
prelievi vadano ripetuti altre due volte. Solo dopo
aver isolato per almeno tre volte lo stesso ceppo fun-
gino si pud ritenere che lo stesso sia responsabile
della patologia ungueale.
Nei nostri due casi, accertata la presenza di miceti
appartenenti al genere Aspergillus, come gia eviden-
ziato spesso comune contaminante dei terreni di col-
tura, ¢ stato ripetuto pil volte il prelievo ungueale e
quindi il successivo isolamento in coltura pura del-
I'agente patogeno.
Lidentificazione della specie ¢ stata effettuata secon-
do le metodologie classiche di micologia (RAPER,
FENNELL, 1977; SAMSON, PITT, 1985; KLICH, PITT,
1988) basate sull’analisi dei caratteri morfologici dei
ceppi fungini sviluppati a differenti temperature (18-
25-37 °C) e su diversi terreni di coltura (Czapek
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Agar (Cz), Czapek Yeast Extract Agar (CYA), Czapek
Yeast Extract Agar con 20 % di saccarosio (CY20S),
Malt Extract Agar (MEA); Sabouraud modificato
(Sab): 15% agar, 10% glucosio, 5% neopeptone).

RISULTATI

Nei due casi di onicomicosi, oggetto del presente
lavoro, sono stati isolati due ceppi di Aspergillus: A.
flavus Link ed A. persii AM. Corte et Zotti sp. nv.
(ZOoTTI, MONTEMARTINI, 2002).

A. flavus & una specie geofila, cosmopolita ma pil
comune in zone tropicali e subtropicali, ¢ un impor-
tante contaminante di derrate alimentari descritto
anche come patogeno per insetti ed animali.

A. persii, in base alle caratteristiche morfologiche e a
studi condotti sui suoi metaboliti secondari ¢ risulta-
to essere una specie nuova ascrivibile alla sezione
Circumdati (ZOTTIL, MONTEMARTINI, 2002).
Lisolamento delle due specie ¢ stato effettuato in
accordo ai criteri normalmente accettati in micologia
medica. Per entrambi i casi 'esame microscopico ¢
risultato positivo rivelando la presenza di filamenti
miceliali settati e ramificati. In particolare, nel caso
in cui ¢ stato isolato A. flavus, sono state osservate al
microscopio anche evidenti teste aspergillari (Fig. 1).

DiscussioNT E CONCLUSIONI

Le onicomicosi da non-dermatofiti sono frequenti
nei paesi tropicali, ma attualmente si deve registrare
un aumento di questi agenti patogeni anche nelle
nostre regioni a clima temperato. I non-dermatofiti
isolati pit frequentemente dai casi di onicomicosi
nelle nostre regioni sono: Scopulariopsis brevicaulis,
Fusarium oxysporum, Acremonium sp., Aspergi/[us sp.,
Alternaria alternata, Curvularia sp.

Tale fenomeno crea diversi problemi in particolare
per quanto riguarda le procedure di laboratorio e la
definizione del loro ruolo nel determinare la patolo-
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Fig. 1.
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Teste aspergillari di A.flavus all’esame microscopico di un frammento ungueale.
Conidial heads of A.flavus present in the analyzed ungual fragment.

gia ungueale. Naturalmente anche I'identificazione
di questi miceti presenta non poche difficolta,
soprattutto per un classico laboratorio di micologia
medica.

I criteri attualmente utilizzati suggeriscono di ritene-
re patogeno un micete non-dermatofita solo in pre-
senza di un esame microscopico positivo e dopo aver-
lo isolato dalla lesione almeno tre volte.

Ambedue i nostri casi rispondono a questi requisiti,
ma nel caso in cui ¢ stato isolato A. flavus la ripeti-
zione dei prelievi ha consentito di appurare che il
micete era proliferato nello spazio compreso tra la
vecchia lamina ungueale in procinto di essere elimi-
nata e la nuova in fase di crescita. Un danno trauma-
tico della lamina aveva quindi creato le condizioni
per uno sviluppo del micete che, senza invadere la
cheratina dell’'unghia, si era limitato a crescere utiliz-
zando il materiale presente nello spazio tra le due
lamine. Leliminazione di tale materiale ha consenti-
to di estinguere anche il micete senza dover ricorrere
ad altri interventi terapeutici, confermando in questo
caso il ruolo esclusivamente saprotrofo del ceppo di
A flavus.

Al contrario, nel caso dovuto ad A. persii il micete ¢
stato isolato ripetutamente per un periodo di tempo
superiore ai due anni, perché il fungo, che aveva

invaso profondamente la lamina ungueale, si ¢ rive-
lato resistente agli antimicotici disponibili. La mico-
si infatti ¢ recidivata per due volte ed ¢ stata eradica-
ta, infine, associando alla terapia antimicotica siste-
mica e locale, un trattamento con urea al 40% che
provoca una onicolisi chimica.

Nel secondo caso si tratta quindi senza dubbio di una
patologia ungueale dovuta ad un non-dermatofita;
patologia che risulta in aumento a causa di fattori
ancora non precisati. I motivi di tale fenomeno
potrebbero risiedere, ad esempio, nel miglioramento
qualitativo delle prestazioni dei laboratori di micolo-
gia o nell’'aumento di soggetti con problemi immu-
nologici. In realta un controllo sui pazienti visti negli
ultimi anni nel Laboratorio di Micologia Dermato-
logica (Dipartimento di Scienze della Salute -
Sezione di Dermatologia Tropicale - Universita degli
Studi di Genova ) ha permesso di confermare che i
casi di soggetti con problemi immunologici sono
estremamente rari. Invece un’indagine statistica con-
dotta sui risultati degli esami micologici effettuati su
sospetti casi di onicomicosi dal 1996 al I semestre
2002 ha permesso di rilevare che i casi di sospetta
onicomicosi, in cui alla presenza di ife miceliali del-
'esame microscopico corrisponde un esame coltura-
le negativo su terreno selettivo per i dermatofiti, sono
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in significativo aumento. Questo dato indurrebbe a
ritenere che si stia verificando un reale ampliamento
del numero di specie responsabili delle onicomicosi.
Il numero crescente di isolamenti di non-dermatofi-
ti, confermato anche da numerosi autori, potrebbe
essere correlato alle variazioni climatiche (aumento
di temperatura ed umidita) che, per quanto minime,
consentirebbero a funghi abitualmente saprotrofi
una maggiore diffusione, incrementando la possibili-
ta di colonizzare nuovi ambienti e diventare patoge-
ni.

Inoltre, come gia ampiamente sottolineato, i criteri
attuali consentono di sospettare una micosi dovuta a
questi “nuovi” patogeni quando si ha una coltura
negativa unita ad un esame microscopico positivo. Il
primo dei nostri casi dimostra perd che tali criteri
possono in certi casi essere fuorvianti e non piena-
mente affidabili. In effetti i laboratori che si occupa-
no di micosi dermatologiche adottano per i funghi
filamentosi procedure ottimizzate per I'isolamento
dei dermatofiti e la sola ripetizione dei test non sem-
bra garantire una grande affidabilita nella attuale
situazione epidemiologica, caratterizzata dall'indub-
bio aumento del potere patogeno di funghi diversi
dai dermatofiti.

La situazione epidemiologica si presta ad alcune con-
siderazioni di carattere ecologico: ad esempio, se dav-
vero le mutate condizioni atmosferiche o altri fattori
stanno facilitando la comparsa del potere patogeno
emergente di miceti considerati saprotrofi dovrem-
mo allora attenderci tra questi ultimi un certo nume-
ro di funghi privi di teleomorfo, in quanto la perdi-
ta di tale forma viene da molti autori correlata con
una propensione a passare piu facilmente al parassiti-
smo.

Lidentificazione di nuove specie potrebbe fornire
dati utili a chiarire alcuni di questi interrogativi.
Sicuramente, perd, in micologia medica le tecniche
di identificazione vanno migliorate per affrontare la
nuova situazione. La letteratura riporta, ad esempio,
numerosi casi di onicomicosi sostenute da ceppi
appartenenti al genere Aspergillus: A. wversicolor
(TORRES-RODRIGUEZ ez al., 1998), A. niger (TOSTI,
PIRACCINI, 1998; NG ez al., 1999), A. nidulans (NG
et al, 1999), A. terreus (GUPTA, ELEWSKI, 1996;
GIANNI et al., 2000). Nel caso di A. terreus le cui
caratteristiche macromorfologiche, per quanto
riguarda il colore della colonia, sono molto simili a
quelle di A. persii, la possibilita che in qualche caso
si sia verificato un errore di identificazione non appa-
re del tutto improbabile.

La situazione epidemiologica richiede a nostro avvi-
so un aggiustamento delle metodiche di laboratorio
atto a fronteggiare la comparsa di nuovi patogeni e
nel contempo ad evitare risultati falsamente positivi.
In particolare, I'identificazione dei miceti potrebbe
sicuramente giovarsi delle tecniche di biologia mole-
colare che porterebbero probabilmente alla scoperta
di altre specie nel ruolo per ora inusuale di patogeni
e forse, come nel nostro caso, alla scoperta di qualche
specie nuova.
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RIASSUNTO - I miceti isolati nelle patologie dermatolo-
giche sono in grado di aggredire la cheratina in vivo e ven-
gono tradizionalmente definiti in micologia medica come
cheratinofili e cheratinolitici. In natura esistono numerosi
funghi che non provocano usualmente lesioni sull'uomo
pur essendo in grado di metabolizzare la cheratina presen-
te nell’'ambiente. Al contrario, da lesioni cutanee si isola-
no a volte funghi generalmente ritenuti incapaci di utiliz-
zare la cheratina, ai quali ¢ quindi difficile attribuire un
ruolo eziopatogenetico. I miceti appartenenti al genere
Aspergillus non sono compresi tra i funghi ritenuti chera-
tinofili e cheratinolitici e quindi il loro isolamento da una
lesione cutanea viene considerato nella maggior parte dei
casi una contaminazione. Nel lavoro che presentiamo ven-
gono descritti due casi riguardanti I'isolamento di due
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ceppi diversi di Aspergillus da lesioni ungueali. Il primo ["Aspergillus non solo si ¢ dimostrato causa diretta e unica
ceppo isolato ¢ un A. flavus il cui comportamento si ¢ rive- della lesione, ma ¢ risultato essere una specie nuova.
lato esclusivamente saprotrofo. Nel secondo caso invece
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