MICOLOGIA ITALIANA anno XXXIX, n. 3, dicembre 2010

Prima segnalazione di due
basidiomiceti contaminanti il
substrato di coltivazione di
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Riassunto

Seno segnalati- per la prima volta, come funghi contami-
nanti il substrato di crescita di Pleurotus eryngii e potenzial-
mente pericolosi competitori del fungo coltivato, i basidiomi-
ceti Oxyporus latemarginatus e Schizophyllum commune. La
percentuaie di contaminazione delle confezioni di compost &
stata fortdnatamente bassa e ha causato danni economici irri-
levanti, E sottolineata | ‘importanza dell applicazione di rigide
norme igieniche da parte delle ditte che operano nel settore.

Summary

The basidiomycetes Oxyporus latemarginatus and Schizo-
phyllum commune are reported for the first time as poten-
tially dangerous competitive fungi for exploiting substrate
commonly used to cultivate Pleurotus eryngii. Percentage
of contaminated compost bags was fortunately low and
caused irrelevant economic damages. Importance of strict
hygienic rules application by farms which operate in this in-
teresting field is underlined.
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Introduzione

La filiera della produzione di funghi eduli freschi
della specie Pleurotus eryngii (D.C.: Fr.) Quel. (comu-
nemente denominato “cardoncello”) comprende va-
rie fasi, tra le quali la preparazione e la sterilizzazio-
ne del substrato e I'inoculazione dello stesso con il mi-
celio-seme sono fondamentali e, se non bene esegui-
te, possono indurre danni economici che si aggirano,
se sommati a quelli che possono verificarsi durante la
coltivazione, sul 30% - 40% dell'intera produzione.
Pertanto & indispensabile evitare il piti possibile, nelle
fasi successive alla sterilizzazione, la contaminazione
del substrato contenuto in buste fornite di tappo di ae-
razione (i cosiddetti “pani”) da parte di propaguli di
funghi competitori come Neurospora sitophila Shear
et B. Dodge [anamorfo: Chrysonilia sitophila (Mont.)

(teleomorfo: Hypocrea rufa (Pers.
nella fase d'incubazione (la cui

AN-

ernella'suddetta fase
i Trichoder-

spettivamente, segnalate :
lucana che produce “pani” infungati con micelio-se-
me di P eryngii, due alferazioni di probabile origine
fungina. In particolarebbraio 2009 I'alterazio-

a-comparsa, in una.Coltivazione sarda del fun-
go cardoncello, 20 giorni dopo la messa in col-

re (cioé sistemazione sui bancali e copertura
cm di terreno) dei suddeti “pa-

ni”. Nel giugno 2009, la seconda al-
terazione & stata notata, dopo il primo
e, in uno dei tun-

copo dalla ITAL-

mese d'incubdzio
nel utilizzati er lo

“pani’, sembravano non derivare da

inquinamenti causati dai mi iceti
sopra menzienati.
i itenuto,~pertanto, opportuno

Materiali e metodi

Soro stati pr;levati e sottoposti ad

no Y8x25x25 cm, pesavano 3 kg
ed erano costituiti da substrato stan-
dard apparentemente ben colonizza-
to dal micelio di P eryngii (FERRI et
al., 2007). I "pani”, la cui alterazione
¢ stata riscontrata nel febbraio 2009,
quando erano in fase di coltivazione
presso un'azienda agricola sarda, mo-
stravano in particolare, sul sottile stra-
to di terreno che ne ricopriva la su-
perficie superiore, e sulla parte piu
alta delle facce laterali, masse stro-
matiche di colore biancastro, tenden-
te, in alcuni punti, al ruggine, spesse
3-8 mm (Fig. 1 a) ed ampie da 25-50
a 180 cm?. Gli stromi osservati nel giu-
gno 2009 in uno dei tunnel d'incuba-
zione dell' ITALMIKO, sui “pani” inocu-
lati con micelio-seme di P eryngii era-
no pil spessi dei precedenti, di colore
bianco-rosato ed erano presenti sol-
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tanto sulle facce laterali, in corrispon-
denza della zona d'inoculazione del
micelio (Figg. 1 b, ¢).

Alcuni “pani” presentanti le sud-
dette masse stromatiche sono stati te-
nuti in incubazione, per 20 giorni a
18-24 °C e UR. del 90-95%, in una
serra ombreggiata al 75% con rete
nera. Sono stati parallelamente effet-
tuati isolamenti dei due miceti conta-
minanti, utilizzando come substrato di
crescita agar patata destrosio (PDA)
addizionato di 100 ppm di solfato di
streptomicina. Dalle prime colonie ne
sono state ottenute altre in coltura pu-
ra partendo da singoli apici ifali.

Successivamente gli stessi funghi
sono stati oggetto di: a) prove compa-
rative di accrescimento in vitro, a 23-
25 °C in 10 capsule Petri di 10 cm di
diametro contenenti PDA o agar
(AM), b) prove di antagonismo sji en-
trambi i substrati e verifica, utilizzando
lo stesso numero di piastre Petri,\dopo
7 e 14 giorni, dell'eventuale inibizione
della crescita del P eryngii e c) osser-
vazioni delle rispettive strutture micro-
scopiche (sistema ifale, basidi, cistidi
e basidiospore).

Sul DNA del fungo isolato dagli
stromi osservatisui “pani” nel febbraio
2009 sono state effettdate anche ana-
lisi molecglari/Per lo scopo, gli acidi

del relativo Dneasy plant‘mini kit:
quote di 3 pul del DNA estratto da ogni

campione sono state sottoposte a pro-
ve di amplificazione (polyme-

hain reaction, PCR)/utilizzando
i HTS4/1TS5 (WHITE et

egiorie ITS (Internal Transcribed

Spacer) del DNA ribosomale (rDNA). Come controllo

negativo, invece degli acidi nucleici, come materiale

oftenute sono state confrontate con
quelle presenti inb i, utilizzando ﬂam—
ma BLAST (ALTSCHUL et.al., 1997).
Risultati

Dopo il periodo d'incubazione in laboratorio, sul-
la superficie dei “pani” conti prelevati nel feb-
braio e giugno 2009:\si sono differenziati basidiomi
con caratteristiche morfologiche tali da renderne ve-

rosimile I'attribuzionie rigpettiva, alle specie Oxyporus
latemarginatus (DUR. & MONT.) DONK (Basidiomycota,

hanno formato, infatti, perpendicolarmente alla su-
perficie degli stessi, un imenoforo a tubuli monostra-
tificati lunghi 6-8 mm nelle porzioni centrali del basi-
di4 mm in quelle periferiche e terminanti con
pori per mm?) di forma e dimensioni molto diver-
se (ampi ed angolosi o piccoli e circolari) (Fig. 2 a) ed
allungato-stirati (BERNICCHIA, 2005) nelle porzioni di
basidioma crescenti sulle facce verticali dei paralle-
epipedi di substrato tenuti in incubazione (Fig. 2 b).
Le suddette peculiarita sono tutte riscontrabili nel pri-
mo dei suddetti basidiomiceti.

Gli stromi osservati sui “pani” in incubazione nel
giugno 2009 presso I'ITALMIKO hanno differenziato,
invece, un gruppo di basidiomi con pileo a forma di
conchiglia o ventaglio, superficie superiore fittamen-
te pelosa, bianca con riflessi cremei, piatta o legger-
mente ondulata ed orlo involuto ed irregolarmente
smerlettato (Fig. 3 a). Lesame macro- e microscopi-
co dell'imenoforo dei suddetti sporofori ha conferma-
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600 pb

Fig. 5 — Visualizzazione degli ampliconi oftenuti dopo PCR dal
DNA del primo basidiomicete contaminante, dopo corsa elettrofo-
retica in gel di agarosio all'l,2 %. M, marcatore di pesi moleco-
lari; colonne 1-4, amplificati ottenuti da DNA estratto da basidiomi
contaminanti il substrato infungato; colonne 5-8, amplificati otte-
nuti da DNA estratto da colture pure di O. latemarginatus; colon-
na 9, controllo: acqua distillata sterile.

amelle disposte
e, di colore rosa-

ioni-atibbia, basidiospore ellissoidali
) con parete liscia e traspare. 4
iali > ile, fusiformi /g cla-

vati (20- a perzione apicale in-
grossata 4 b) (BERNIC-
CHIA, 2005

nitivamente accertata sulla base/dei/risultati forni-
ti dell'analisi del DNA. Inifatti; & prove di PCR,
espletate sia sul DNA estratto dalle colture pure sia su
quello dei basidiomi formatisi sui “pani” alterati, so-
no stati sempre ottenuti, ampliconi di peso molecola-
re di circa 600 pb (Fiessun amplificato & sta-

prodotto dai testimoni.costituiti da acqua distilla-
sequenze ottenute sono risultate tra

& del'99%) con quelle della suddetta Polypora-

cea, presenti presso il National Center
for Biotechnology Information (NCBI)

i dall'inoculazione e risultatg;rispet-
tivamente, paria 7 e 7,3 cm la-

temarginatus edta 4,9 e 5,2 cmper S.

ha raggiunto Ty
su AM (Fig. 7).
Nelle prove di antagonismo in vi-
fro, nella zona d'incontro tra il micelio
di P eryngii ello di O. latemargi-
natus o S. céf??e, si & formata, do-

po laprima settimana dall'inoculazio-

fung6 contaminante (Fig. 8 a). Dopo
& seconda settimana, sono stati os-
servati, guardando sempre il lato ca-
povolto delle piastre Petri, i fenomeni
seguenti: a) il colore beige si & este-
so a quasi tutta la superficie inferiore
delle colonie di P eryngii a prescin-
dere dal fungo contaminante con cui
era stato appaiato (Fig. 8 b): b) il mi-
celio di O. latemarginatus, grazie al-
la sua maggiore velocita di crescita,
ha quasi completamente circondato
le colonie del fungo coltivato; c) tra
le colonie di S. commune e quelle di
P eryngii si & evidenziata, solo su AM,
una zona falciforme di micelio di colo-
re grigiastro con concavita rivolta ver-
so il punto d'inoculo iniziale del fungo
coltivato (Fig. 8 b); d) su PDA, la cre-
scita del micelio di P eryngii & risulta-
ta inibita in modo meno marcato dalla
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Fig. 6 - Sequenza nucleotidica della regione ITS di O. latemarginaty
logy Laboratory (EMBL, Inghilterra) con codice d'accesso FN 252852.

presenza dei due funghi contaminanti
(Fig. 8 b). Questo fenomeno & appar- se specie di piante arboree,

so piu chiaro osservando la superfi- pi ornamentali (DAI, 2005; CAPONER
cie superiore delle colonie dei funghi
contrapposti. Su PDA, infatti, il mice-
lio del P eryngii ¢ risultato sempre pi
abbondante e rilevato che non su/A

(Fig. 8 c).

Discussione

O. latemarginatus e S. commune,
segnalati nell'articolo come contami-
nanti e, data l'elevata rapidita di cre- 2009) e abbiano, infine, cominciato a formare i pro-
scita, come pericolosijcompetitori di  pri basidiomi sulla superficie degli stessi “pani”, ri-

ento del sub- spettivamente, nelle prime fasi di coltivazione e du-
i raubazione.

1Ssiti, Anchie se la percentuale d'inquinamento, riscon-

r ¥ trata nei due casi segnalati nell'articolo & stata mo-
desta e ha determinato scarsi o nulli danni economi-
i, questa esperienza suggerisce ai responsabili del-
e ditte specializzate nella produzione di substrato in-
CHIA, 2005). Negli ultimi anni essé &/ fungato per la coltivazione del prelibato fungo car-
doncello di non abbassare mai la guardia contro le
ridionale (provincia di Bdri possibili contaminazioni da parte dei numerosi mice-
al., 2004) e su palma (Phoenix cana- tile cui spore possono essere presenti nell'aria circo-
riensis Hort ex Chaba d) in Spagna lante nei vari ambienti aziendali e di rispettare sem-
(MARTIN & pre rigorosamente tutte le norme igieniche. In parti-
0 saggiato colare, a tale riguardo dovrebbero essere considerate
i delignificare se-  prioritarie, come succede nella filiera della produzio-

egno di'faggio e abete  ne del fungo prataiolo [Agaricus bisporus TE. (Lan-
ge) Imbach] (sin.: A. brunnescens Peck) quelle che
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prevedono l'uso di prefiltri a maglie larghe e filtri as- funghi d'ltalia, 2 Ed. Associazione
soluti del tipo EU 9 (con maglie di 2 um) o almeno EU Micologica Bresadola, Trento, 1036

7 (con maglie di 4 um) per purificare I'aria da spore pp.
fungine contaminanti, prima d'immetterla nei locali DAl Y.C. (2005
d'inoculazione del substrato sterile con il micelio-se- Rot of Peach
me del P eryngii. commune. Plant Dise
E da sottolineare, infine, che in passato non erano DE GIOIA T., CICCARONE €.,
mai state segnalate contaminazioni del substrato di (2006). Preliminary studies on a mimo
coltivazione di P eryngii da parte dei due basidiomi- sa-tree wilting in Apulia (Italy):
ceti (FERRI, 1985; CASTELLUCCIO e FERRI, 1990; FERRI e nal of Plant Pathology, 88 (3, Supple

CICCARONE, 1998; FERRI et al., 2007).
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Tavola II

I. CAMELE, L. ALTIERI, G.L. RANA
Prima segnalazione di due basidiomiceti contaminanti il substrato dj
tus eryngii

oltivazione di Pleuro-

Fig. 1 — a) Aspetto di una porzione della
E visibile la sottile massa stromatica biaf
ne” presentante la seconda alterazione
po aver tagliato la busta che lo avvolge

Fig. 2 - Particolare dei basidiomi resupinati differenziatisi sui “pani” contaminati trovati nell inverno 2009. Si notino i
pori di diversa forma e dimg ¢ a), i dissepimenti dentati ed a volte sfrangiati b) ed i margini biancastri e un po’
~flessi presenti su basidiomiMorpiatisi su una faccia laterale del parallelepipede di substrato.
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Tavola III

I. CAMELE, L. ALTIERI, G.L. RANA Q

Prima segnalazione di due basidiomiceti contaminanti il substrato di'coltivazione di Pleuro-
tus eryngii

Fig. 3—a) Gruppo di basidiomi a forma di conchiglia, formatisi, dopo incubazione di 3 settimane in laboratorio, sul-

la superficie laterale di uno dei “pani” cg inati in fase d'incubazione, /b) particolare delle lamelle con taglien-
te bifido di S. commune.

a o}

Fig. 4 — a) Microfotografie mestranti alcuni basidi e basidiospore; b) e i tipici cistidi imeniali con apice ornato da
cristalli; barrette = 10 um. 6
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Tavola IV

I. CAMELE, L. ALTIERI, G.L. RANA
Prima segnalazione di due basidiomiceti contaminanti il substrato dj
tus eryngii

Fig. 7 — Diverso diametro delle colonie di P eryngii (al cen . *a- o a quelle di O. latemarginatus (a sinistra) e S.
commune (a destra) dopo 5 gg di accrescimento a
scattata dopo aver scoperchiato le piastre Petri).

Fig. 8 — a) Diverso comportamento inibitorio di S. commune (piastre in alto) e O. latemarginatus (in basso) nei con-
fronti di P eryngii. Le scatolé isono state fotografate dopo essere state capovolte, dopo un periodo d'incubazio-
rre-di una settimana. Mezzo ¢eltutale: AM a sinistra, PDA a destra; b) foto scattata dopo due settimane d'incubazio-
olto le stesse piastre Petri della figura precedente. E evidente la zona grigiastra a forma di falce

basidiomiceti ai quali é stato contrapposto.
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