Pseudaleuria fibrillosa (Pezizales), una specie poco comune
rinvenuta per la prima volta in Sicilia
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Riassunto: Viene segnalata la presenza in Sicilia (Italia) di Pseudaleuria fibrillosa, specie piuttosto rara e lo-

calizzata, con poche segnalazioni sparse in tutta Europa. Si forniscono una scheda con le caratteristiche
macro- e microscopiche della raccolta e i risultati dell’analisi filogenetica, il tutto corredato da foto a colori
di materiale fresco in habitat e dei caratteri microscopici.
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Pseudaleuria fibrillosa (Pezizales), an uncommon species found for the first time in Sicily
Abstract: The occurrence of Pseudaleuria fibrillosa in Sicily (Italy) is reported for the first time. This species is

rather uncommon and localised, with few records, scattered in Europe. A detailed description with macro-
and microscopical features of the collection is provided with the results of a phylogenetic analysis, all toge-
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Introduzione

Il genere Pseudaleuria viene creato da Lusk (1987), e basato su
un’unica specie, Pseudaleuria quinaultiana Lusk. Di seguito la descri-
zione originale: “Apothecia scattered or in clusters, medium sized,
sessile to substipitate, discoid to repand, thick-fleshed, texture firm
fleshy to rubbery, becoming corky when dry; hymenium bright red-
dish orange; exterior concolor or lighter when fresh, with flexuous
hyphoid hairs, these hairs forming a felty layer; excipulum two-la-
yered, medullary layer is textura intricata, ectal layer is textura an-
gularis; asci operculate, non-amyloid, eight-spored, cylindrical,
tapering to the base, thin-walled, not protruding at maturity; asco-
spores ellipsoid, smooth, hyaline, eguttulate, uninucleate, medium
sized; paraphyses slender, slightly to greatly and abruptly enlarged
above, rarely branching. Soil and/or wood saprobe, or mycorrhizal.
Thus far, only known from the Olympic Peninsula, Washington State,
US.AY

Tassonomicamente |'autore colloca il suo nuovo genere all’in-
terno dell'ordine Pezizales J. Schrot., per gli aschi opercolati, e nella
famiglia Pyronemataceae Corda per la pigmentazione e forma degli
apoteci, la nucleazione delle spore, e la struttura dell'excipulum e
dell'opercolo. Le somiglianze degli aschi, della struttura dell'excipu-
lum, delle parafisi e, in misura minore, delle dimensioni degli ascomi,
la loro forma e colore, pongono il genere Aleuria Fuckel come quello
pil prossimo. La creazione di un nuovo genere si & resa quindi ne-
cessaria (Lusk, 1987) poiché nessuno dei generi della tribu Aleurieae
sensu Korr (1972) possiede peli con le caratteristiche citate, insieme
alle altre differenze, tra le quali soprattutto I'ornamentazione sporale
e I'assenza di guttule.

Sempre Lusk (1987) palesava le somiglianze tra P. quinaultiana e
la rara specie europea Tricharina fibrillosa (Currey) Yang & Korf, di-
stinguendo le due specie principalmente per i colori piu giallastri
della seconda e per la differente struttura dell'excipulum ectale (tex-
tura angularis nella prima, textura globulosa nella seconda). MORAVEC
(2003), nella sua revisione del genere Pseudaleuria (trattato come
Pseudoaleuria), evidenzia come la struttura dell'excipulum ectale sia
pero identica, essendo composta da cellule da subglobose ad an-
golari, come & del resto ben evidente nelle illustrazioni dello stesso
Lusk (1987, fig. 2a, b) e GALAN & RaTviRr (1995, fig. 5, 7).

SCHUMACHER (1992) cita caratteristiche comuni tra P. quinaultiana
e Cheilymenia sclerotiorum T. Schumacher senza perd evidenziarle
esplicitamente, probabilmente per la presenza dello sclerozio e
nota come i limiti tra i due generi non siano cosi netti. MORAVEC
(2003) tiene il genere Pseudaleuria separato dal genere Cheilymenia
soprattutto per la tipologia dei peli e la loro distribuzione sulla su-
perficie del ricettacolo, e pone Tricharina fibrillosa nel genere Pseu-
daleuria poiché essa possiede la stessa tipologia di peli marginali di
P.quinaultiana: spessi, ottusi, a parete sottile, da settati ad articolati-
settati, ben differenziati dai peli laterali piu fini e densamente intrec-

ther with colour pictures of fresh specimens and microscopical elements.
Keywords: Ascomycota, Pyronemataceae, Pseudaleuria quinaultiana, Monti Peloritani, taxonomy.

ciati. Le altre caratteristiche comuni tra le due specie sono la gran-
dezza dell'apotecio, gli strati dell'excipulum ben differenziati e le pa-
rafisi da clavate a capitulate (Moravec, 2003). In uno studio recente
I'analisi filogenetica ha confermato questo spostamento (VAN VOOREN
etal., 2017), risultato che, come riportato in dettaglio in seguito, con-
corda pienamente con i dati ricavati nel presente articolo.

Il genere conta quindi, ad oggi, due sole specie: P. quinaultiana,
specie americana, e P. fibrillosa che cresce in Europa. Quello qui ri-
portato € il primo ritrovamento documentato della specie in Sicilia,
e il secondo per I'ltalia (JAmonI, 1997).

Materiali e metodi

La descrizione delle caratteristiche macroscopiche e microscopi-
che e basata sull'osservazione sia di materiale fresco che d'erbario.
Lindagine microscopica & stata condotta con microscopio ottico tri-
noculare Motic BA310 e tutte le foto realizzate con fotocamera
Canon EOS 7D e adattatore dedicato. Le osservazioni e le misura-
zioni del quadro microscopico sono state effettuate con obiettivi
4%, 10, 40x e 100x a immersione d'olio. Sono stati infine impiegati
i seguenti reagenti/coloranti: blu cotone in acido lattico a freddo
per l'osservazione della parete sporale; rosso Congo per la colora-
zione degli elementi imeniali e dei tessuti dell'excipulum; rosso
Congo ammoniacale per la reidratazione del materiale in erbario.
Le spore sono state misurate in acqua, e dalla sporata su vetrino di
diversi esemplari maturati in frigorifero, tramite I'utilizzo del soft-
ware Mycometre VA, dal quale sono stati rilevati anche i dati stati-
stici.

L'estrazione del DNA, il sequenziamento e I'analisi filogenetica
sono stati eseguiti da Pablo Alvarado (ALVALAB, Spagna) da un cam-
pione essiccato della raccolta.

I DNA totale é stato estratto utilizzando un protocollo modificato
basato su MuRRAY & THOMPSON (1980). Lamplificazione PCR & stata
condotta con i primer ITSTF e ITS4 (WHITE et al., 1990; GARDES & BRUNS,
1993) per la regione ITS, LROR e LR5 (ViLGALYS & HESTER, 1990; CUBETA
etal., 1991) per la regione 28S, EF1-983F e EF1-1567R (REHNER & Buc-
KLEY, 2005) per il gene del fattore di allungamento 1-alfa (tef1), e
bRPB2-6F e bRPB2-7R2 per il gene della seconda subunita piu
grande dell’/RNA polimerasi Il (rpb2) (Liu et al., 1999; MATHENY et al.,
2007). La reazione a catena della DNA polimerasi (MuLLIS & FALOONA,
1987) ha incluso 35 cicli con una temperatura di annealing di 54 °C.
| prodotti della PCR sono stati controllati in gel di agarosio all"1%, e
le reazioni positive sono state sequenziate con uno o entrambi i pri-
mer PCR. | cromatogrammi sono stati controllati alla ricerca di pre-
sunti errori di lettura, e questi sono stati corretti.

BLAST (ALTscHUL et al., 1990) é stato usato per selezionare le se-
quenze piu vicine dai database pubblici INSDC (International Nu-
cleotide Sequence Database Collaboration). Le sequenze
provengono principalmente da Perry et al. (2007), HANSEN et al. (2005,
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2013), LINDEMANN & ALVARADO (2017), KusaN et al. (2018), e LINDEMANN
et al. (2019). Esse sono state prima allineate con il software MEGA
5.0 (Tamura et al., 2011) con la sua applicazione Clustal W e dopo cor-
rette manualmente. L'allineamento finale ha incluso 419/793 (28S
rDNA), 381/866 (rpb2), e 329/591 (tef1) siti variabili. | loci allineati
sono stati caricati in MrBayes 3.2.6 (RoNQuisT & HUELSENBECK, 2003),
dove é stata condotta I'analisi bayesiana (data partitioned, modello
GTR+G, due serie simultanee, sei catene, temperatura a 0.2, campio-
namento ogni 100 generazioni) finché non sono stati raggiunti i pa-
rametri di convergenza dopo circa 0.44M di generazioni, con la
deviazione standard caduta al di sotto di 0.01. Infine, una ricerca
completa per il migliore albero di massima verosimiglianza (ML) &
stata condotta in RAXML (Stamatakis, 2006) tramite Ialgoritmo di ri-
cerca standard (data partitioned, modello GTRMIX, bootstrap impo-
stato a 2000). Il livello di significativita e stato impostato sopra 0.95
per la probabilita a posteriori (PP) e 70% bootstrap proportions (BP).

Tassonomia

Pseudaleuria fibrillosa (Massee) J. Moravec, Acta Musei Moraviae,
Sci. biolog., 88 (1/2): 51 (2003).

Basionimo: Otidea fibrillosa Currey ex Massee, British Fungus-Flora,
4:449 (1895).

Sinonimi

= Peziza fibrillosa Currey, Transactions of the Linnean Society of Lon-
don, 24: 153 (1863), illeg.

= Cheilymenia fibrillosa (Massee) Le Gal, Annales des Sciences na-
turelles, Botanique, 8: 287 (1947).

= Tricharina fibrillosa (Massee) Chin S. Yang & Korf, Mycotaxon, 24:
487 (1985).

= Peziza campestris P. Crouan &H. Crouan, Flore du Finistére: 53
(1867), fide Moravec (2003).

Descrizione originale (CURREY, 1863)

“Peziza fibrillosa — Cup 1 inch broad, nearly sessile, irregular,
orange, clothed externally with dingy-white downy fibrillae, which
form a rather dense tomentose edging to the cup. Spores quite smo-
oth, elliptical, without nuclei, 0-0006 to 0-0007 inch in length. Para-
physes filiform, enlarged spherically at the apex. Hanham Wood,
near Bristol, October 1861.C. E. Broome, Esq.

This species is allied to P. aurantia, from which it differs in the wo-
olly external covering and smooth sporidia. In some of the ascil no-
ticed a cupulate depression at the summit.”

Descrizione della raccolta studiata

Ascoma 7-18 mm di diametro, con unaltezza di 5-10 mm, ini-
zialmente a forma di coppa regolare, poi piu aperto, con l'orlo
spesso lacerato, sessile 0 vagamente stipitato; superficie imeniale
liscia, di colore principalmente arancio, piu 0 meno carico; superficie
esterna concolore, per lo piu liscia anche essa, ma distintamente e
finemente fibrillosa soprattutto al margine che si presenta cosi piu
chiaro, fino a biancastro. Carne esigua, molto sottile, concolore al
resto dell'ascoma e senza odore e sapore particolari.

Aschi cilindrici e attenuati alla base, ottasporici con all'interno
spore uniseriate, opercolati, inamiloidi, lunghi fino a 230 um e larghi
10,2-14,24 pm, a base pleurorinca, con parete sottile finoa 1 um.
Parafisi lunghe pili 0 meno quanto gli aschi, fino a 230-250 um, ci-
lindriche, sottili, settate, larghe fino a 3,4 um e con apice da appena
allargato a nettamente globoso, 4,6-8,1 um, ricche di pigmenti ca-
rotenoidi ben visibili in acqua. Ascospore (14,3) 15,9-16,7-18,2
(19,3) x (8) 8,9-9,1-10,1 (10,3) um, Q = 1,7-1,8-1,9 (2,0), elissoidali,
senza guttule, lisce al microscopio ottico dove si riescead eviden-
ziare un perisporio vagamente corrugato solo tramite colorazione
con blu cotone in acido lattico a freddo. Subimenio poco differen-
ziato e compatto, a textura intricata. Excipulum medullare a textura
intricata, con ife larghe fino a 10-15um. Excipulum ectale a textura
globulosa, con cellule larghe 28,5-60,1 um, solitamente progressi-

Tavola 1 - Pseudaleuria fibrillosa in habitat. (MCVE-30135). Foto S. Saitta
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vamente piu grandi verso l'esterno. Peli marginali molto fitti, riuniti Habitat e raccolta studiata

in ciuffi,in maggior parte cilindrici e snelli, talvolta un po’ piriformi ITALIA. Sicilia, Messina (ME), Monti Peloritani, Dinnammare, Bella-
nel primo articolo specialmente quelli in formazione che sono piu
tozzi e larghi, con l'apice arrotondato, plurisettati, a parete sottile,
larghi (8,3) 10,8-11,9-21,4 (28,1) um e lunghi fino a 320 (350) um.
Peli laterali cilindrici e sottili, un po’ flessuosi, larghi fino a 6-8 um  9ruppi, 31.X.2018, leg. e det. S. Saitta (MCVE-30135); Codici Genbank:
e lunghi circa quanto i peli marginali. scheda 1.

more, 850 m s.l.m. In bosco con prevalenza di Cedrus sp. su terreno
umido e probabilmente ricco di escrementi degradati, in piccoli

3 - A . o5 P -

Tavola 2 - Microscopia. a, b: ascospore mature in acqua. ¢: ascospore mature in blu cotone in acido lattico a freddo. d: aschi in rosso
Congo. e: base degli aschi pleurorinca in rosso Congo. f: apice delle parafisi in rosso Congo. g: excipulum ectale in acqua. h, I, m: peli
marginali a vari stadi di sviluppo in rosso Congo ammoniacale. i: peli ifoidi laterali del ricettacolo in rosso Congo ammoniacale. Barre: a, b,
¢, e, f=10um;d, g, i=100 um; h, |, m =20 um. Foto S. Saitta.
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Scheda 1 - Raccolta sequenziata - Codici GenBank

ITS

28S rDNA tef1 rpb2

Pseudaleuria fibrillosa MCVE-30135 MK720105

MK720106 MK722152 MK722153

Ecologia

Solitaria o a piccoli gruppi, su terreno o tra il muschio, anche sul
suolo nei pascoli, ricco di escrementi, ma non strettamente coprofila
(MoRAVEC, 2003).

Distribuzione conosciuta

Inghilterra (Currey, 1863; DEnNis, 1978); Portogallo (Torrenn, 1910);
Spagna (ORTEGA & Viz0so, 1991; GALAN & RAITVIIR, 1995); Germania (BEN-
KERT, 2010; VAN VOOREN et al., 2017; Genbank KY364035); Estonia
(GALAN & RAITVIIR, 1995); Norvegia (SCHUMACHER, 1979); Francia (CROUAN
& CROUAN, 1867, sub Peziza campestris; GRELET, 1945; CoRrrioL, fonte
Ascomycete.org); Georgia (EGERTOVA, fonte Ascomycete.org); Paesi
Bassi (ARNOLDS, 1982); Marocco (MoRAVEC, 2003). In Italia & stata do-
cumentata per il Piemonte (JAmoni, 1997), e vi sono altre segnala-
zioni certe ma non ancora ufficialmente pubblicate per la Sardegna
e il Lazio.

Discussione

Originariamente descritta nel genere Peziza Fr. (CURREY, 1863) —
nome illegittimo secondo I'art. 53.1 ICN —, Pseudaleuria fibrillosa fu
prima trasferita nel genere Otidea (Pers.) Bonord. (MAsseg, 1895), poi
nel genere Cheilymenia Boud. (LE GAL, 1947) e successivamente nel
genere Tricharina Eckblad (YANG & KorF, 1985). Infine MoRravec (2003)
la inseri nel suo attuale genere di appartenenza per le motivazioni
gia elencate nell'introduzione. Lo stesso autore la pone in sinonimia
con Peziza campestris P. Crouan & H. Crouan dopo aver esaminato
gli holotypi di entrambe le specie, concludendo che la piccola diffe-
renza esistente nelle misure sporali non é sufficiente per conside-
rarle specie indipendenti.

Pseudaleuria fibrillosa possiede senza dubbio caratteristiche pe-
culiari che la rendono facilmente distinguibile, le piu importanti
sono: grandezza e colorazioni dell'apotecio, con tipico bordo bian-
castro, ascospore lisce (al microscopio ottico) e peli con apice arro-
tondato. La sua congenere P. quinaultiana, finora rinvenuta solo in
America (U.S.A., Oregon e Washington, CASTELLANO et al., 1999), con-
divide queste caratteristiche ma ha ascomi di colore piu carico, da
arancio-rossastro fino a rosso scarlatto, pit grandi (fino a 3,5 cm)
(Lusk, 1987; CASTELLANO et al., 1999; BeuG et al., 2014), spore con orna-
mentazione evidenziabile gia in microscopia ottica e soprattutto
peli marginali che, oltre ad essere piu densi, raggiungono i 600 um
di lunghezza (Moravec, 2003), fino a 1 mm (Lusk, 1987; Beuc et al.,
2014).

La raccolta studiata rientrava perfettamente nel quadro macro- e
microscopico della specie e la determinazione é stata piuttosto age-
vole: macroscopicamente, I'impressione avuta sul campo era quella
di essere di fronte ad esemplari di Aleuria aurantia (Pers. : Fr.) Fuckel,
sia per i bei colori arancio accesi che per le dimensioni, ed & proba-
bile che molte osservazioni superficiali portino ad una sottostima
del vero areale di distribuzione di questa specie che potrebbe essere
molto pill comune di quanto si pensi. Losservazione microscopica
delle spore lisce e dei tipici peli ha poi pero portato immediata-
mente a P. fibrillosa.

Geneticamente, relativamente alle regioni ITS e LSU dell'tDNA, le
sequenze ottenute dalla raccolta sono risultate altamente simili (ri-
spettivamente 99,8% e 100%) alle uniche altre sequenze di questa
specie attualmente depositate in GenBank (ITS: KY364035; LSU:
KY364068). Esse sono tutte significativamente correlate fra loro
nell’analisi bayesiana e della massima verosimiglianza basata sui dati
LSU, rpb2 e tef1 (Fig. 1), e, in misura minore, con le sequenze LSU di

P.quinaultiana che non forma un clado monofiletico probabilmente
a causa della mancanza di sequenze rpb2 e tef1 per questa specie.
Inoltre, I'analisi filogenetica suggerisce che Pseudaleuria costituisca
un genere monofiletico all'interno del clado Aleuria, probabilmente
vicino al genere Melastiza [tef1 ha mostrato un‘'omologia del 97,92%
con KC109250, Melastiza contorta (Massee & Crossl.) Spooner & Y.J.
Yao]. Come gia accennato, tale risultato era gia stato pubblicato in
VAN VOOREN et al. (2017) utilizzando sequenze ITS e LSU; I'analisi ag-
giuntiva dei geni rpb2 e tef1 realizzata in questa pubblicazione lo
conferma e fornisce la ricostruzione filogenetica pit accurata con i
dati attualmente disponibili (ALvARADO, com. pers.).

Come gia detto dunque le specie pil simili sono certamente
quelle appartenenti al genere Aleuria, che perd possiedono spore
guttulate, piu 0 meno reticolate.

Il genere Cheilymenia ha specie con ascomi solitamente molto piu
piccoli, e con peli in massima parte piu scuri e appuntiti, a parete
ispessita e anch’esso presenta spore lisce, non guttulate (Moravec,
2003).

Il genere Geopyxis (Pers) Sacc. puo avere specie somiglianti, sia
per dimensioni che colorazioni, che solitamente presentano l'orlo
nettamente crenulato (Dennis, 1978).

Il genere Scutellinia (Cooke) Lambotte possiede specie con ascomi
di piccole dimensioni, per lo piu subdiscoidi, dai colori il pit delle
volte accesi, r0sso 0 rosso arancio, con spore pii 0 meno verrucose
e peli scuri appuntiti a parete spessa, ben evidenti macroscopica-
mente e simili a ciglia (SCHUMACHER, 1990).

Il genere Tricharina condivide spore non guttulate e peli fascico-
lati con apice smussato-ottuso, ma ha specie solitamente di dimen-
sioni piu piccole, dai colori meno accesi, largamente sessili e
parzialmente infisse al substrato (VAN VOOREN et al., 2017).

Il genere Melastiza ha spore vistosamente reticolate o crestato-
verrucose (LE GAL, 1958).
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44127 (AH) Genea fragrans
KH.04.22 (FH) Miladina lecithina
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DHP 04.565b (FH)/ DHP 06.608 (FH) Ramsbottomia crechqueraultii
1007100 1 2003040401 (SESTAO) Lotinia verna TYPE
2002061101 (SESTAO) Lotinia verna . .
KH.03.116 (FH) Scutellinia hyperborea / Scutellinia
KH.03.26 (FH) Scutellinia scutellata
HD Alta 00.014 (C) ‘Kotlabaea deformis’
UL240 ‘Cheilymenia stercoraria’
CBS 606.70 ‘Cheilymenia pulcherrima’
100026 (OSC) Anthracobia macrocystis
TL-11709 (QCNE, dubl. C) Anthracobia sp.
KH.01.036 (C) Trichophaea abundans
KH.03.04 (FH) Sphaerosporella brunnea
HD Rana 81.104 (C) Sphaerosporella hinnulea
CBS 236.57 Trichophaea minuta
CBS 804.70 Trichophaea saccata
00262366 (G) Cupulina montana TYPE
KH.04.21 (FH) Cupulina ascophanoides
R.D. 25.09.227.98 Sepultariella semi-immersa
KH.03.73 (FH) Sepultariella patavina
100/100 | UL178 14 Paratricharina poiraultii
NV 2014 03 24 Paratricharina poiraultii
DED 7356 Ascorhizoctonia praecox
8285 (JA-CUSSTA) Pseudotricharina intermedia / Tricho p haea
/100- GK 6904 Pseudotricharina intermedia
41297 (BCCM/MUCL) Tricharina striispora
TL10051 (QCA) Tricharina sp.
UL148 Tricharina aethiopica TYPE

1.00/100

PYRONEMATACEAE

/Sowerbyella

1.00/100

0.99/89

1.00/29 1.00/96

1.00/81 [1.00/100]

1.00/98

1.00/100

0.95/65
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0.99/79
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1.00/87

1.00/93 [

0.99/64

KH.03.101 (FH) Tricharina praecox
P-19995 (MSTR) Tricharina glabra TYPE
CBS 238.85 Tricharina ochroleuca
KH.03.109 (FH) Geopora sp.
KH.01.2 (C) Geopora sp.
KH.03.61 (FH) Geopora cervina
KH.08.52 (S) Geopora sp.
BAP 517 (FH) Geopora cooperi
—_— 1.00/99 39247 (AH) Picoa sp

0.05 1oo/100 L[~ 39268 (AH) Picoa sp

1.00/100 - 37802 (AH) Picoa sp

1.00/98

Fig. 1 - Filogramma di consenso del genere Pseudaleuria e dei generi vicini della famiglia Pyronemataceae ottenuto in MrBayes 3.2.6 con
3300 alberi prodotti dall’allineamento combinato di 28s rDNA, tef1 e rpb2. | rami basali sono stati accorciati per la pubblicazione. A livello
dei nodi sono stati annotati i valori di ML BP >70% o Bayesian PP >0,95. La raccolta sequenziata nel presente articolo € in grassetto.
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