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SEGNALAZIONE DI BOLETOPSIS MEDITERRANEENSIS
(BANKERACEAE, THELEPHORALES) PER IL LAZIO
E PRIMA RACCOLTA CONFERMATA MOLECOLARMENTE PER L'ITALIA

Riassunto

Boletopsis mediterraneensis, una specie recentemente istituita sulla base di raccolte provenienti da
Spagna, Francia e Cipro, viene segnalata per il Lazio. Viene fornita una completa descrizione macro
e micromorfologica delle collezioni laziali, corredata da immagini dei basidiomi e di microscopia.
L'analisi filogenetica molecolare effettuata sulla base di sequenze ribosomali nrITS e nrLSU (28S) indica
la strutturazione di B. mediterraneensis in quattro sottocladi e che le raccolte laziali appartengono al
subclade III. Inoltre, la specie e anche presente in Pantelleria (Sicilia), Algeria, Marocco e Turchia.
Boletopsis mediterraneensis viene comparata morfologicamente alle altre tre specie europee di Boletopsis
e a due specie descritte per la Cina. Infine, B. atrata viene trasferita, su base morfologica, nel genere
Corneroporus.

Abstract

Boletopsis mediterraneensis, a species recently established based on collections from Spain, France
and Cyprus is here reported from Lazio. A full macro- and micromorphological description of the
Italian collections are provided coupled with colour plates of basidiomes and micromorphological data.
Molecular phylogenetic analyses performed on ribosomal markers (nrITS and nrLSU/28S) recognized
four subclades within B. mediterraneensis and that the collections from Lazio are part of the subclade II1.
B. mediterraneensis is also present on the island of Pantelleria (Sicily), Algeria, Morocco and Turkey.
Boletopsis mediterraneensis is morphologically compared with the other three European Boletopsis species
and two species described from China. Finally, B. atrata is transferred to the genus Corneroporus on a
morphological basis.

Key words Agaricomycetes, Basidiomycota, Corneroporus, ribosomal markers, Mediterranean
area, taxonomy

Introduzione

Il genere Boletopsis Fayod 1889 (non Boletopsis Henn., Nat. Pflanzenfamilien: 194, 1898),
tipo della famiglia Boletopsidaceae Bondartsev & Singer ex Jiilich, fu eretto da Fayop (1889) in
un articolo su Malpighia, dopo una dotta dissertazione sulla filogenesi dell’habitus boletoide nei
funghi, per accogliere le caratteristiche peculiari di Boletus leucomelas Pers. 1801 (spore angoloso-
gibbose, carnicine in massa).

Il genere tradizionalmente comprende specie con basidiomi annuali, terricoli, imenoforo
poroide, stipite centrale o laterale, monomitici (ife generative con unioni a fibbia), spore angolose,
gibbose, tubercolate, talvolta spinose, non amiloidi, da ialine a crema-brunastro pallide in massa
(es. BREITENBACH & KrRANZLIN 1986; GILBERTSON & RYVARDEN 1986; NIEMELA & SAARENOKSA 1989;
BerniccHia 1990, 2005; GanNaz 1991; RyvArRDEN 1991; RYVARDEN & GILBERTSON 1993; STALPERS
1993; NUNEZ & RyvarRDEN 2001; NiEMELA 2005; WATLING & MILNE 2008; COOPER & LEONARD 2012;
RyVARDEN & MEeLo 2017; BerniccHiA & GorjoN 2020; Rivoire 2020; Zuou H.-M. et al. 2022).
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Sono specie ectomicorriziche (con micoclena che presenta clamidospore, placche amiloidi,
rizomorfe di tipo D e austori in ectomicorrize di altre specie non identificate; AGERER 1992, 1993,
2001; TrupkLL et al. 2004; 1zzo et al. 2005; BERGEMANN & GarBELOTTO 2006; RINALDI ef al. 2008;
TEDERs0O et al. 2010; KENNEDY et al. 2012; TEDERs0O & SmiTH 2013), in associazione con gimnosperme
[Pinaceae; Abies, Cedrus, Picea, Pinus, Tsuga (NIEMELA & SAARENOKsA 1989; StaLpers 1993;
BerniccHiA 2005; WATLING & MiLNe 2006, 2008; RyvVARDEN & MELO 2017; BErRNICCHIA & GORJON 2020;
Rrvorre 2020; Zuou H.-M. et al. 2022] ed angiosperme [Fagaceae; Fagus, Nothofagus s. 1., Quercus
spp.- (MATA & RyvarpeN 2007; CooPER & LEONARD 2012; BErRNICCHIA & GORJON 2020; Ericaceae,
Arbutus unedo L. (BErRNICCHIA & BerTUCCI 1995; BErNiccHIA 2005), A. menziesii Pursh (KENNEDY
et al. Sono distribuite in Europa, Asia, Nord e CentroAmerica e Nuova Zelanda (GILBERTSON &
RyvARDEN 1986; RYVARDEN & GILBERTSON 1993; NURNEZ & Ryvarpen 2001; Izzo et al. 2005; MATA &
RyvarDEN 2007; PorTER et al. 2008; WATLING & MILNE 2008; CooPER & LEONARD 2012; Znou L.-W.
et al. 2016; RyvARDEN & MEL0 2017; Rivoire 2020; Zuou H.-M. et al. 2022).

Attualmente nove sono le specie di Boletopsis riconosciute a livello mondiale e precisamente
B. atrata Ryvarden, Boletopsis grisea (Peck) Bondartsev & Singer, B. leucomelaena (Pers.) Fayod
[come ‘melaleuca’, tipo del genere], B. macrocarpa’Y.C. Dai, F. Wu & H.M. Zhou, B. mediterraneensis
G. Moreno et al., B. nothofagi J.A. Cooper & P. Leonard, B. smithii K.A. Harrison, B. tibetana Y.C.
Dai, F. Wu & H.M. Zhou e B. watlingii Blanco-Dios (= B. perplexa Watling & Jer. Milne, nom.
inval., vedi Blanco-Dios 2018).

B. grisea, B. leucomelaena, B. mediterraneensis e B. watlingii sono presenti in Europa
(es. BREITENBACH & KRANZLIN 1986; NIEMELA & SAARENOKSA 1989; BErnicchia 2005; Hroupa 2005;
WATLING & MILNE 2006; RoBIN 2015; RYVARDEN & MELO 2017; MoRENO ef al. 2019; BERNICCHIA &
Goryon 2020; Rivorre 2020); B. grisea, B. watlingii e B. smithii in Nord America (Harrison 1975;
GILBERTSON & RYVARDEN 1986; PORTER et al. 2008; WATLING & MILNE 2008; KRANABETTER ef al. 2009;
Znuou L.-W. et al. 2016; Ginns 2017); B. grisea in Costa Rica (Centro America; MATA & RYVARDEN
2007); B. atrata, B. grisea, B. leucomelaena, B. macrocarpa e B. tibetana Y.C. Dai, F. Wu & H.M. Zhou
in Asia (Figg. 1, 3 e HjorTsTAM & RYVARDEN 1982; NUREZ & RyvarRDEN 2001; Dar 2012; Zrou H.-M.
et al. 2022); Boletopsis nothofagi in Nuova Zelanda (CooPER & LEoNaRrd 2012).

Sette specie in totale sono state prese in considerazione in analisi filogenetiche molecolari
(WATLING & MILNE 2008; CooPER & LEONARD 2012; MorEeNoO et al. 2019; Zuou H.-M. et al. 2022)
e solo per B. atrata e B. smithii non esistono sequenze depositate nei database pubblici
(GenBank, UNITE, BOLDSYSTEMS).

Il nome B. subsquamosa (L.: Fr.) Kotl. & Pouzar (Boletus subsquamosus L. 1753, Fr. 1821)
(KoTLABA & Pouzar 1957) non andrebbe utilizzato in quanto s. Auctores corrisponderebbe a
B. grisea (Polyporus griseus Peck 1874), ma sensu Fr., dovrebbe essere considerato sinonimo
di Albatrellus ovinus (Schaeff.) Kotl. & Pouzar 1957 (Boletus ovinus Schaeff 1774) (Donk 1974;
NIEMELA & SAARENOKSA 1989; RYVARDEN & GILBERTSON 1993). Boletopsis subcitrina Corner descritta
dalla Thailandia (CornEr 1989) e stata considerata la specie tipo del nuovo genere Corneroporus
(Hatrori 2001, 2017).

Boletopsis viene considerato all’interno della famiglia Bankeraceae Donk (StarLpers 1993;
Hroupa 2005) dell’ordine Thelephorales Corner ex Oberw., in cui e facilmente distinguibile dagli
altri generi per I'imenoforo poroide. Filogeneticamente il genere e sister a Hydnellum (LarssoN
et al. 2004; BINDER ef al. 2010) o al clade Hydnellum + Sarcodon (COOPER & LEONARD 2012; VizzINI
et al. 2016; Larsson ef al. 2019; MoreNo ef al. 2019; Mu et al. 2021) alla luce anche della
rivalutazione dei limiti generici tra i generi Hydnellum e Sarcodon (LarssoN et al. 2019).

Scopo del presente lavoro & quello di descrivere e caratterizzare molecolarmente ritrovamenti
del Lazio di B. mediterraneensis, una specie recentemente descritta sulla base di collezioni
spagnole, francesi e cipriote (Moreno et al. 2019).
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Materiali e metodi

Analisi morfologica

La descrizione dei caratteri macromorfologici e stata effettuata su basidiomi freschi.
Le strutture microscopiche sono state osservate principalmente su materiale secco.
Le osservazioni sono state fatte usando due microscopi trinoculari Zeiss Universal R con oculari
10x e con obiettivi 10x, 25x, 50x, 60x a immersione in olio e 100x a immersione in olio in campo
chiaro. Il materiale & stato trattato con KOH 5% per rigonfiare e ammorbidire i tessuti e rosso
Congo ammoniacale per la colorazione. Per la determinazione dell’amiloidia e della destrinoidia
e stato usato il reagente di Melzer. Le spore misurate (n = 32) sono state prelevate dall’imenoforo
di basidiomi maturi. I valori delle dimensioni sporali sono espressi come: (un primo numero tra
parentesi che rappresenta la lunghezza minima riscontrata)-il valore minimo della lunghezza
derivante dalla deviazione standard-(+ deviazione standard)media-il valore massimo della
lunghezza derivante dalla deviazione standard-(un ultimo numero tra parentesi che rappresenta
lalunghezza massima riscontrata) x (un primo numero tra parentesi che rappresenta la larghezza
minima riscontrata)-il valore minimo della larghezza derivante dalla deviazione standard-
(+ deviazione standard)media-il valore massimo della larghezza derivante dalla deviazione
standard-(un ultimo numero tra parentesi che rappresenta la larghezza massima riscontrata);
il valore del quoziente Q, corrispondente al rapporto tra lunghezza e larghezza sporale,
¢ indicato con il valore medio seguito da +la deviazione standard; il volume sporale, V, ha il valore
medio che & accompagnato da + la deviazione standard. Le microfotografie sono state effettuate
con ottiche da 250%, 400x e 1000x. Il nome del colorante usato per le indagini microscopiche,
citato nelle didascalie delle fotografie, e abbreviato per ragioni di spazio, usando il seguente
acronimo: rosso Congo ammoniacale = RCA. Le citazioni degli autori seguono Index Fungorum,
Authors of Fungal Names (www.indexfungorum.org/authorsoffungalnames.htm). Le exsiccata
sono nell’erbario degli autori ed un campione sequenziato e stato depositato presso il Museo di
Storia Naturale di Venezia, MCVE 31742.

Estrazione del DNA, amplificazione PCR e sequenziamento

Il DNA genomico e stato estratto utilizzando il DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Milan Italy).
Per 'amplificazione della regione nrITS é stata utilizzata la coppia di primers ITS1F/ ITS4 (WHITE
et al., 1990; GARDES & BrRuns1993), mentre la coppia LROR and LR5 (ViLcaLys & Hester 1990) per la
regione nrLSU (28S). Le reazioni di amplificazione sono state condotte nel termociclatore PE9700
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems) secondo il protocollo usato in Vizzint ef al. (2015). I prodotti
PCR sono stati purificati con il kit AMPure XP (Beckman) e sequenziati dalla ditta MACROGEN
Inc. (Seoul, Repubblica di Corea). Le sequenze ottenute sono state depositate in GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) e il numero di accesso e riportato in Tabella 1 e Figg. 1-2.

Analisi filogenetiche molecolari

Le sequenze nrITS e nrLSU ottenute sono state controllate e assemblate utilizzando
il programma Geneious R11.1.5 (https://www.geneious.com). I dataset nrITS e nrLSU
per le successive analisi filogenetiche sono stati costruiti ricavando le sequenze del
genere Boletopsis e le sequenze ambientali similari a B. mediterraneensis, tramite la ricerca
tassonomica, i risultati di Blastn ed i lavori di Moreno et al. (2019) e Zuou H.-M. et al.
(2022). Le sequenze sono state poi scaricate dai database pubblici GenBank e UNITE
(https://unite.ut.ee). L’allineamento delle sequenze dei due dataset e stato effettuato con il
software MAFFT v.7 (KaToH & StaNDLEY 2013) ed editato manualmente con Geneious R11.1.5
(https://www.geneious.com). Le analisi filogenetiche sono state svolte tramite il metodo
Maximum Likelihood (ML) e Bayesian Inference (BI). Sono stati costruiti e analizzati tre dataset,
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Tabella 1. Dati sulle collezioni e sequenze utilizzate nelle analisi filogenetiche.

VOUCHER DATA DI RACCOLTA GENBANK ACCESS NO. RIFERIMENTO
cratl: AREA GEOGRAFICA LEGIT LY BIBLIOGRAFICO
nriTS nrLSU
Boletopsis ari AB 16-09-113 01/09/2016 Abies alba MN536743 - Moreno
0letopsis grisea | eRANCE, Haute-Loire, Cistrieres A Bidaud etal (2019)
Boletopsis arisea AB 17-09-52 24/09/2017 A alba MN536744 - Moreno
psis g FRANCE, Puy-de-Dome, Fournols A Bidaud etal, (2019)
AH 4291 14/01/2012 dunes with Pinus | MN536747 MNB535642 | Moreno
SPAIN, Huelva, Moguer, Cuesta Maneli Asoc. Bot. Micol. pinea, Cistus etal. (2019)
Boletonsis arisea Jaen salviaefolius,
psis g Halimium
calycinum and
H. halimifolium
Boletonsis arisea AH 44091 30/11/2013 Pinus pinaster MNB536748 MNB535643 | Moreno
psis g SPAIN, Madrid, Villa del Prado J.C. Campos etal (2019)
Boletonsis arisea AH 45508 12/10/2014 P sylvestris humus | - MNB535645 | Moreno
psis g SPAIN, Hueco de San Blas, Soto del Real | L. Fernandez Hermoso etal (2019)
AH 45535 23/10/2014 P, sylvestris humus | - MN535644 | Moreno
Boletopsis grisea | SPAIN, Madrid, La Barranca de M. Benito etal.(2019)
Navacerrada
Boletapsis cf. Dai 23070 - Pinus, Quercus 0L673003 01672990 | ZHou H.-M.
grisea CHINA, Yunnan - etal (2022)
Rec227658 (E) 23/09/2000 Tsuga canadensis | EF457899 - Waruing & Mine (2008)
Boletapsis grisea | USA, Connecticut, Bigelow Hollow State S. Hopkins
Park near Sturbridge (Massachusetts)
Boletonsis arisea Rec227659 (E) - P sylvestris EF457902 - Waruing & Mitne (2008)
psis g USA, New York -
Boletonsis arisea TAA159697 - - - AY586636 | Larsson
psis g ESTONIA - ot al. (2004
Boletonsis arisea TM03_471 2003 Tsuga - EU522836 | PorTer
psis g CANADA, Ontario - canadensis? etal. (2008)
Among mosses
and reindeer
Lo UPS F-120382 28/09/2005 lichens under Moreno
Boletopsis grisea | \yEpEN, Uppland, Alvkarleby par 6. Aronsson 120yearkold | MNSSBTST | MNSS66 | o o) o)
Pinus sylvestris
forest
UPS F-153996 22/09/2008 Pinus sylvestris | MN536742 MN535641 | Moreno
Boletonsis arisea SWEDEN, Medelpad, Njurunda par., S. Muskos forest near the etal. (2019)
psis g Sundsvall, Njurunda, Bergafjardens coast, on sand
camping dunes
AFTOL-ID 1527 PBM2678 - - - DQ154112 | Curmis J.M., MaTHENY
Boletopsis USA - PB. and Higgerr
leucomelaena D.S. (2007), direct
submission
Boletonsis UPS F-173290 12/09/2003 under Picea abies, | MN536739 MNB535638 | Moreno
P SWEDEN, Harg par, Kvarngardet pa Tvarno | G. Aronsson herb-rich old etal.(2019)
leucomelaena forest
Boletopsis UPS F-529270 27/08/2010 herb-rich Picea | MN536741 MNB535640 | Moreno
p SWEDEN, Medelpad, Tuna par., S. Muskos abies forest etal.(2019)
leucomelaena N
Vattjomasen
Boletonsis UPS F-575617 29/08/2005 acidic Piceaand | MN536740 MN535639 | Moreno
P SWEDEN, Uppsala par., Uppsala, Nasten | I. Olariaga & A. Felipe | Populous tremula etal.(2019)
leucomelaena forest
Boletopsis BJFC 037301 Dai 22728 (Holotype) 02/09/2021 Pinus yunnanensis | - NG_149024 | Zwou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan etal.(2022)

22



Tabella 1. Dati sulle collezioni e sequenze utilizzate nelle analisi filogenetiche (cont.).

GENBANK ACCESS NO.

VOUCHER DATA DI RACCOLTA RIFERIMENTO
e s AREA GEOGRAFICA LEGIT HABITAT BIBLIOGRAFICO
nriTS nrlSU
Boletopsis Dai 21780 29/08/2020 P yunnanensis 0L673004 01672991 | Zwou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal. (2022)
Boletopsis Dai 227121 02/09/2021 P yunnanensis 0L673007 01672994 | Zwou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal. (2022)
Boletopsis Dai 22728 02/09/2021 P yunnanensis 0L673005 - Zhou H-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal.(2022)
Boletopsis Dai 22729 02/09/2021 P, yunnanensis 0L673006 01672993 | Zwou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal.(2022)
Boletopsis Dai 22748 03/09/2021 P, yunnanensis 0L673008 01672995 | Zvou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal.(2022)
Boletopsis Dai 23064 23/09/2021 P yunnanensis 0L673009 01672996 | ZHou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal.(2022)
Boletopsis Dai 23065 23/09/2021 P yunnanensis 0L673010 01672997 | ZHou H.-M.
macrocarpa CHINA, Yunnan - etal. (2022)
Boletopsis MCVE 31742 19/10/2022 impianto con 00319219 0Q319223 | Questo lavoro
mediterraneensis | ITALY, LATIUM, Comune di Pozzaglia L. Perrone, M. Curti Abies cephalonica
Sabina (RI) e M. Cittadini e Pinus nigra e
in minor parte da
Picea abies
Boletopsis AB 15-11-97 01/11/2015 under Cedrus MN536736 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Ardeche, Lagorce A. Bidaud atlantica etal. (2019)
Boletopsis AB 16-11-198 01/11/2016 under Cedrus MN536738 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Drome, Ourches G. Essertier atlantica etal.(2019)
Boletopsis AB 06-10-343 01/10/2006 under Cedrus MN536717 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Vaucluse, Bonnieux A. Bidaud atlantica etal (2019)
Boletopsis AH 44044 15/11/2013 under Pinus nigra, | MN536715 MN535625 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Guadalajara, crta. Tamajon a J.L. Manjon basic soil etal (2019)
Majaelrayo
Boletopsis AH 42919 211272011 under Pistacia MNB536729 MN535633 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Cadiz, Sanlucar de Barrameda, M. Becerra & E. lentiscus with etal.(2019)
pinar de la Algaida, Donana Robles Pinus pinea
Boletopsis AH 44070 15/11/2013 under P nigra MN536724 MN535630 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Guadalajara, crta. Tamajon a J.L. Manjon etal. (2019)
Majaelrayo
Boletopsis AH 44080 (Holotype) 30/11/2013 under MN536723 MN535629 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Madrid, San Martin de J.C. Campos & M. P, pinaster, etal. (2019)
Valdeiglesias, Las Cruces Hinojosa P, pinea, Quercus
ilex subsp.
ballota and Cistus
ladanifer, on
acid soil
Boletopsis AH 44090 28/11/2009 under MNB536722 MN535628 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Badajoz, Fuenlabrada de los E. Andres P, pinaster etal.(2019)
Montes
Boletopsis AH 44092 14/11/2010 under MNB536721 MNS535627 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Segovia, El Espinar S. Mentrida P, pinaster etal. (2019)
Boletopsis AH 44093 05/12/2009 under MNB536725 MN535631 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Ibiza, Santa Eularia des Riu, Atoloia | J.L. Siquier P, halepensis, etal.(2019)
de Sant Llorenc basic soil
Boletopsis AH 44518 23/10/2014 under MN536733 MN535637 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Catalonia, Barcelona, Gava T.Melo P, pinaster etal.(2019)
Boletopsis AH 45534 26/10/2014 forest with MN536728 - Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Catalonia, Lleida, Llimiana J. Monton P, halepensis etal.(2019)
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Tabella 1. Dati sulle collezioni e sequenze utilizzate nelle analisi filogenetiche (cont.).

o VOUCHER DATA DI RACCOLTA WABITAT GENBANK ACCESS NO. RIFERIMENTO
AREA GEOGRAFICA LEGIT BIBLIOGRAFICO
nriTS nrlSU
Boletopsis AH 45821 16/11/2016 under MNB536732 MN535636 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Teruel, entre Valdelinares y T. Melo P sylvestris etal. (2019)
Mosqueruela
Boletopsis AH 45822 11/10/2015 under P pineaand | MN536730 MN535634 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Cuenca, El Cubillo, Ribazo Gordo P.P. Daniels C. deodara etal. (2019)
Boletopsis AH 45851 12/10/2015 under MNS536720 MN535626 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Huesca, San Saturnino, Rodellar, A. Palazon & L. Rubio | P sylvestris and etal. (2019)
Bierge Casas Quercus faginea
Boletopsis AH 45854 05/12/2015 under MNB536731 MN535635 | Moreno
mediterraneensis | SPAIN, Malaga, Montes de Malaga, Las P.P. Daniels P, halepensis etal.(2019)
Cantadoras
Boletopsis FR2011155 211117201 under MNB536735 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Vaucluse, Bonnieux J.-M. Bellanger C. atlantica etal.(2019)
Boletopsis FR2012376 15/11/2012 under MN536716 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Herault, Montarnaud F. Richard P, halepensis and etal.(2019)
Quercus spp.
Boletopsis FR2016250 21/10/2002 under MNB536726 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE V. Dumas P, halepensis, etal.(2019)
hasic soil
Boletopsis FR2016709 13/11/2015 under MNB536737 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Cote dOr, Dijon J.-M. Moingeon C. atlantica etal. (2019)
Boletopsis JLFA116140 01/11/201 under MNB536734 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Isére, Mens J.-L. Fasciotto P sylvestris and etal.(2019)
Picea abies
Boletopsis JMM2015-1030-01 30/10/2015 under MN536752 - Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Gard, Mialet Jean-Marc Moingeon | C. atlantica etal.(2019)
Boletopsis ML11118B 08/11/2011 under MN536718 - Moreno
mediterraneensis | CYPRUS, Troodos M. Loizides P, nigra subsp. etal (2019)
pallasiana
Boletopsis ML410112B 21/10/2014 under MN536719 - Moreno
mediterraneensis | CYPRUS, Troodos M. Loizides P, nigra subsp. etal. (2019)
pallasiana
Boletopsis PAM13112708 21/112013 under MN536727 MN535632 | Moreno
mediterraneensis | FRANCE, Herault, Lauret P-A. Moreau P halepensis and etal. (2019)
Cedrus sp.
Boletopsis PDD36007 (Holotype) 05/11/2010 Fuscospora fusca | JA417193 NG_081310 | Cooper & LeonarD
nothofagi NEW ZEALAND, South Island, St Araud S. Kerr, P. Leonard (2012)
02/05/2011
D. Batchelor,
det. J.A. Cooper
Boletopsis JAC12264 PDD96007 02/05/2011, Fuscospora fusca | - MW683890 | Cooper & LeonarD
nothofagi NEW ZEALAND, South Island, St Araud D. Batchelor, (2012)
det. P. Leonard
Boletopsis Holden E150627 (E) 11/04/2001 P, sylvestris DQ408766 - Waruing & Mitne
perplexa UNITED KINGDOM, Scotland E. Holden (2006)
Boletopsis Wat. 28788 (E) Holden 077897 09/10/2004 P, sylvestris DQ408767 - Waruing & Mitne
perplexa UNITED KINGDOM, Scotland E. Holden (2006)
Boletapsis sp. CM107 07/12/2013 Q. suberand KP826755 - Benazza M., Satan
ALGERIA, M'Sila forest, 50 km NW Oran, Brahim Salah, det. P halepensis ., BiLerte C., ForTas
325 asl M. Benazza &C. Z.and Savoie J.-M.
Billette (2018), Macromycete
fungi in semi-arid
climate of M'Sila cork
oak forest near Oran
(Algeria), unpublished
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Tabella 1. Dati sulle collezioni e sequenze utilizzate nelle analisi filogenetiche (cont.).

o VOUCHER DATA DI RACCOLTA WABITAT GENBANK ACCESS NO. RIFERIMENTO
AREA GEOGRAFICA LEGIT BIBLIOGRAFICO
nriTS nrlSU
Boletapsis sp. TUE000638, soil DNA 26/03/2015 - UDB01535113 | - Teoersoo L. et al.
TURKEY, Meseli - Global soil samples
(2015), unpublished
Boletapsis sp. TUF116418 21/11/2013 - UDB014981 | - Tepersoo (2013)
ITALY, Sicily, Pantelleria, Montagna Grande | L. Tedersoo Pantelleria,
unpublished
Boletopsis sp. TUF116745 09/12/2014 P pinaster UDB025522 | - Tepersoo (2014)
MOROCCO, Al-Hoceima L. Tedersoo Morocco,
unpublished
Boletopsis sp. HZ | Dai 22172 - Pinus 0L673011 01672998 | Zwou H.-M.
2021h CHINA, Liaoning - etal.(2022)
Boletopsis sp. Rec227649 (E) 01/10/2004 - EF457898 - Warune & Mine (2008)
Rec227649 USA, Washington, Wind River G. Pinchot
Boletopsis SMI350 - Pinus contorta, FJ845401 - KRANABETTER
subsquamosa CANADA, British Columbia, Smithers - Abies lasiocarpa et al.(2009)
and Picea glauca
x englemanni
forest
Boletopsis Dai 20896 BJFC 032554 (Holotype) 23/08/2019 Picea balfouriana | 0L673013 NG_149025 | Zwou H.-M.
tibetana CHINA, Tibet - etal.(2022)
Boletopsis Dai 20897 23/08/2019 P balfouriana 0L673012 01672999 | ZHou H.-M.
tibetana CHINA, Tibet - etal. (2022)
Sarcodon Dai 20314 - - 0L678542 0L676807 | Zwou H.-M.
imbricatus CHINA - etal. (2022)
Sarcodon NIFoS1676 - - MF421106 - Kang,J.A., Kim,S.H.
imbricatus - - and KaK.H. (2018)
Characterization of
the Mycelial Growth
of Domestically
Collected
Ectomycorrhizal Fungi
under the Influence
of Environmental
Factors
uncultured JQ393031, mycorrhizal root tip, 201 Arbutus menziesii | JA393031 - Kenneoy
Boletopsis clone | environmental sample - etal. (2012)
1_61P418S USA, Oregon, Ashland
uncultured ECM | AY702767, ectomycorrhizal root tip = Mixed-conifer AY702767 - lzz0
fungus TK3089F | USA, California, Sierra National Forest - forest, Abies et al. (2005)
concolor,
A. magnifica,
Pinus jeffreyi and
P lambertiana
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nrITS, nrL.SU e il dataset combinato nrITS+nrLSU. Sarcodon imbricatus voucher Dai 20314 e
S. imbricatus voucher NIFoS1676 sono stati utilizzati come outgroup per le analisi del dataset
nrlITS e il dataset combinato nrITS+nrLSU, mentre S. imbricatus voucher Dai 20314 per il solo
dataset nrLSU (vedi Tabella 1), secondo Zrou H.-M. et al. (2022).

Le analisi di Maximum Likelihood sono state condotte con l'utilizzo del software
RAXML-NG v. 1.0.1 (Kozrov et al., 2019), utilizzando il modello evolutivo TrN+G (dataset ITS)
e TIM2+I+G, con 1000 repliche di bootstrap (FELsENSTEIN 1985) per la validazione statistica dei
nodi dell’albero. Seed number 688727.

Le analisi di Inferenza Bayesiana sono state svolte tramite 1'uso di catene Monte Carlo Markov
(MCMQC) e l'uso del software MrBayes 3.1.2 (HueLsENBECK & RonqQuisT 2001). Quattro catene
MCMC simultanee incrementali sono state eseguite su 10 milioni di generazioni. Gli alberi
sono stati campionati ogni 1000 generazioni, risultando in un campionamento complessivo di
10.001 alberi. I primi 2500 alberi sono stati scartati come “burn-in” (25%). Il valore di "burn-in"
¢ stato valutato utilizzando Tracer 1.5 (RamBAUT & DrRuMMOND 2007). Per gli alberi rimanenti
e stato calcolato un albero di consenso “majority rule” che mostra tutte le partizioni compatibili
per ottenere stime per le probabilita posteriori bayesiane (BPP). Le lunghezze dei rami sono
state stimate come valori medi sugli alberi campionati. I valori di supporto dei nodi (bootstrap
-MLB- e probabilita posteriori bayesiane -BPP-) sono visualizzati sugli alberi filogenetici
(Figg. 1-3), con le soglie MLB > 0.70 e BPP > 0.9. I valori di Pairwise % identity a coppie/gruppi
per le sequenze nrITS del complesso B. mediterraneensis sono stati calcolati utilizzando Geneious
R11.1.5 (https://www.geneious.com).

Risultati molecolari

In questo studio sono state generate un totale di 2 sequenze, una nrITS e una nrLSU da
B. mediterraneensis voucher MCVE 31742 (Tabella 1). Le sequenze sono state registrate in
GenBank con i numeri di accesso OQ319219 e OQ319223 per la sequenza di nrITS e nrLSU
rispettivamente. L‘allineamento nrITS ha prodotto una matrice di 736 caratteri e 61 taxa,
con 46,1% di siti variabili (57 da GenBank, 3 da UNITE, 1 prodotta in questo studio), mentre
l’allineamento nrL.SU ha prodotto una matrice di 837 caratteri e 40 taxa, con 12,1% di siti variabili
(39 da GenBank, 1 prodotta in questo studio). Il dataset combinato (nrITS + nrLSU) ha prodotto
una matrice di 1573 caratteri e 68 taxa (Tabella 1).

Entrambe le analisi ML e Bl hanno prodotto le stesse topologie dei principali cladi riscontrati
in questo lavoro e in Moreno et al. (2019) e Zuou H.-M. et al. (2022), pertanto solo 1'albero ML
con i valori MLB e BPP e mostrato nelle Figg. 1-3, in accordo con gli autori precedenti.

Le nostre analisi filogenetiche molecolari appaiono congruenti con quelle di MoreNo et al.
(2019) e Znou H.-M. et al. (2022) con il riconoscimento di sette specie a livello molecolare.

Le analisi filogenetiche delle sequenze nrITS e nrITS/nrLSU combinate (Figg. 1-3) mostrano
che all'interno di B. mediterraneensis ¢ possibile individuare quattro gruppi, qui denominati
subcladi I-IV. L’insieme dei quattro subcladi costituisce il /mediterraneensis clade (MLB
=1 e BPP =1 in entrambe le analisi), definibile anche come B. mediterraneensis complex o B.
mediterraneensis s. 1. Nell’analisi nrLSU sono evidenziabili solamente i subcladi I, III-IV
(Fig. 2) in quanto non sono presenti in GB sequenze nrLSU per il clade II.

Per quanto riguarda le sequenze nrlTS, I'intero /mediterraneensis clade presenta un valore di
Pairwise identity = 99.8%; il subclade I, costituito da 12 sequenze (incluso I'holotype), Pairwise
identity = 99.8%; il subclade II e costituito da un’unica sequenza; il subclade III, costituito da
5 sequenze (include quella della raccola laziale), Pairwise identity = 99.9%; subclade IV, costituito
da 12 sequenze, Pairwise identity = 99.9%.
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TASSONOMIA

Boletopsis mediterraneensis G. Moreno, Carlavilla, Bellanger, Olariaga, P.-A. Moreau,
Bidaud, Loizides & Manjon, in Crous et al., Persoonia 43: 341 (2019)

= Boletopsis cf. grisea sensu Bidaud (2009)
= Boletopsis sp. sensu Robin (2015)

Descrizione macroscopica (Foto 1-2)

Pileo 5-20 cm, da convesso a quasi appianato con margine involuto multilobato a maturita;
superficie asciutta e con fibrille innate, nel giovane tende a maturita a frammentarsi dal centro
fino a meta raggio in piccole squamette appressate; il colore € bruno o grigio-brunastro non
uniforme, pit chiaro negli esemplari maturi, in alcuni casi si notano toni anche bruno-rossastri,
alla pressione la superficie imbrunisce, la parte trattata con il KOH al 5% diventa verde molto
scuro (Foto 2), quasi nerastro all’'apparenza.

Pori piccoli, 1-3 per mm, tondeggianti negli esemplari giovani, ma che acquistano
tendenzialmente una forma allungata negli esemplari maturi, biancastri, imbrunenti alla
pressione, reagenti al verde con KOH 5%.

Tubuli molto corti, fino a 4 mm, biancastri, poi grigiastri, decorrenti per lungo tratto.

Stipite 2,5-4 x 1,2-3 cm, centrale, corto, cilindrico, consistente, attenuato alla base, molto
fibrilloso, di colore brunastro, ma grigiastro chiaro in alto.

Carne biancastra, virante subito al rosa nel pileo e alla base dello stipite, grigio-verdastra
nell’essiccato, odore non significativo, sapore non testato; vira al verde con KOH al 5% (Foto 2).

Sporata non ottenuta (da incolore a giallo pallida, pallido ocracea secondo Moreno et al. 2019
e BerniccHIA & Gorjon 2000).

Descrizione microscopica (Foto 3-48)
Imenio ed imenoforo
La struttura imeniale € particolarmente complessa.

Spore Misurano (3,5) 44-(+ 0,594)5,0-6,1 (7,8) x (3) 3,5-(+ 0,531)4,3-52 (61) um, Q = 1,2
(£ 0,153), V =498 (+ 16,1) (n = 32), inamiloidi, non destrinoidi, costituite da una parte centrale a
contorni netti che pud assumere forme da decisamente circolare a largamente ellissoidale, sono
di colore scuro, rifrangenti, circondate da tubercoli irregolarmente frastagliati, alti 0,4-1,3 pm,
biancastri, con margine brunastro; non presentano un apiculo evidente (Foto 3-6).

Basidi Nella loro generalita sono polimorfici e variano da una forma ventricosa [tipo quello
dell’orifizio porale apparentemente ancora immaturo (Foto 13)] a una forma cilindrica o
flessuosa (Foto 10, 12), con peduncolo pili 0 meno lungo, e a una forma clavata (Foto 7, 11).
Sono tutti di tipo intercalare, formano dei grappoli (clusters) (Foto 13-14), nascono da una sola
ifa generatrice, misurano 17-25 x 7-9 um e sono pluriguttulati, con guttule ad alto indice di
rifrazione, a contenuto lipidico. Qualche basidio & presente anche nel punto di giunzione tra
tubuli decorrenti e apice dello stipite (caulobasidi?). Riguardo alle misure occorre far notare
che per la scarsita di basidi rilevati, in particolare quelli dell'orifizio porale, tenuto conto della
loro difformita, non e stato possibile valutare se ci fossse differenza nelle dimensioni tra questi
ultimi e quelli delle pareti dei tubuli. In generale i basidi sono presenti prevalentemente sotto
forma bisporica, poi in forma quadrisporica e monosporica e rarissimi in forma trisporica
(Foto 7-13). La misura degli sterigmi varia da 3 a 9,6 um.

30



Basidioli Nella parte apicale dei tubuli in corrispondenza dell’orifizio porale, oltre ai basidi,
sono presenti elementi sterili, pluriguttulati, con guttule rifrangenti, interpretabili come basidioli
(Foto 12-13, 15-16), provvisti di un peduncolo e di un capitulo, il quale misura in larghezza da
3a8,7 umeinlunghezza da30a 18 umcirca, ed e anche, a volte, posto ad angolo retto rispetto alla
struttura portante. Se si guardano le pareti interne dei tubuli, pleura, si osservano altre strutture
sterili, pluriguttulate, con guttule rifrangenti, a contenuto lipidico e citoplasma brunastro,
ma anche strutture similari, sempre a contenuto brunastro, pit o meno prive di guttule,
di dimensionia 17,4-30,4 x 5,2-7,8 um, da cilindriche e clavate a regolari o flessuose, individuabili,
anch’esse, come basidioli (Foto 14, 19-20). Questi due tipi di strutture appaiono diverse, per
morfologia, dai basidioli sopradescritti, posti all’apice dei tubuli.

Elementi sterili (non basidioli) Nella zona apicale dei tubuli, frammisti ai basidi e basidioli
gia descritti, si notano elementi sterili di natura apparentemente cistidioide, privi di guttule,
posti al termine delle ife, di forma cilindrica e affusolata, anche vagamente moniliforme,
e talvolta con un apice leggermente rigonfio, che misurano 30-43,5 x 2-3 (Foto 21-23). Riguardo
a questi ultimi elementi in letteratura si osserva che WATLING & MILNE (2006), nel loro lavoro
su Boletopsis perplexa, descrivono elementi sterili dell’orifizio porale, che appaiono simili
a quelli osservati in questa sede e li chiamano “Cystidioid elements in orifice”. Anche Znou
H.-M. et al. (2022) in un articolo su nuove specie dalla Cina, in particolare B. tibetana, descrivono
elementi simili, ma li interpretano come semplici basidioli. Numerose osservazioni del tessuto
imeniale, con riguardo alla pleura dei tubuli, hanno consentito di accertare la presenza di
alcune cellule sterili, mucronate, a forma di birillo o capitulate, di dimensioni 17,4 x 30-6,1 x 9,6,
attribuibili a pleurocistidi, in quanto tale morfologia li rende facilmente distinguibili dai basidioli
(Foto 24-26). Nello stesso luogo sono state osservate numerose strutture sterili aventi una natura
di difficile valutazione che potrebbero essere interpretate sia come basidioli in formazione
che forme cistidioidi (Foto 27). Elementi analoghi ai citati pleurocistidi sono risultati, presenti
in maggior quantita a seguito dell'esame di un prelievo effettuato nella parte alta dello stipite,
proprio a ridosso del limite estremo tra la fine dei tubuli decorrenti e I'inizio della stipitipellis.
Essi hanno una morfologia a forma di birillo, sono strangolati, di dimensione 20-25 x 3,5-4,5 um,
e sono accostati, in una sorta di palizzata, ad altre formazioni, delle quali alcune sono sicuramente
basidioli, altre, pitt o meno cilindriche, forse elementi di natura cistidioide (Foto 28-30).
Per la loro collocazione potrebbero essere interpretati sia come residui estremi del tessuto
imeniale (imenocistidi) che come caulocistidi. Con riferimento a quest'ultima rilevazione si osserva
che Watling & Milne (2006), nel gia citato lavoro, segnalano per la loro specie la presenza di elementi
sterili nella parte alta dello stipite e li chiamano “Cystidioid elements at stipe-apex”, che potrebbero
essere sovrapponibili agli elementi sterili trovati nelle collezioni laziali a livello del punto di contatto
tra tubuli decorrenti ed apice dello stipite.

Struttura delle ife

Sistema ifale Monomitico. La trama della parte apicale dei tubuli & composta da ife sottili
subparallele di diametro intorno a 1,7 pm, generalmente ialine, che sono di supporto, nella
parte terminale, a basidi, a basidioli e a elementi cistidiodi dell’orifizio porale (Foto 31).
La trama, invece, della parte interna dei tubuli (pleura), &€ composta da ife subparallele, ma
anche intrecciate, con brevi ramificazioni, a parete spessa circa 1 um, plurisettate, di forma
generalmente cilindrica, aventi un diametro leggermente maggiore, pari a 3,6 um (Foto 32).

Pileipellis La trama della suprapellis (Foto 33-34) e della subpellis (Foto 35) e costituita da
un sistema di ife intrecciate, per lungo tratto cilindriche, plurisettate, anche rigonfie ai setti,
a diametro variabile 6-20 um, a parete spessa 1 um, ialine, simili tra loro. I loro terminali hanno
una morfologia variabile. Si hanno terminali cilindrici ad apice arrotondato, misuranti mediamente
52,2-156,6 x 6-14 um (Foto 36), e terminali, collocati prevalentemente nella suprapellis, voluminosi,
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Foto 1. Boletopsis mediterraneensis in habitat. Foto di Luigi Perrone

rigonfi, di forma  ampiamente
clavata, ellissoidale, ovoidale e anche
mucronata, misuranti 98,3-260 x 21,7-
36,5 um (Foto 37-41). Sono presenti, ma
rarissimi, dei pileocistidi (Foto 42).

Stipitipellis e stipititrama La trama
del tessuto collocato nella parte di
congiunzione tra la superficie dello
stipite e la parte terminale dell'imenio
decorrente (Foto 43), e costituita da
ife cilindriche, plurisettate, intrecciate,
Foto 2. B. mediterraneensis. Reazione al KOH 5% della superficie del pileo ramificate, ialine, ma a contenuto
e della carne. Foto di Luigi Perrone . .

talvolta composto da trati di

citoplasma brunastro chiaro, a parete
spessa 1 pum, con terminali, anch’essi cilindrici e ad apice arrotondato o rigonfio, che misurano
mediamente 54,8-152,2 x 7-12,2 um (Foto 44). Nella parte mediana dello stipite le ife si presentano,
invece, con un diametro generalmente inferiore pari a 3,5-8,7 um, sono a parete spessa 1 um
(Foto 45), e hanno terminali ad apice arrotondato o leggermente rigonfio, misuranti 33-70 x
2,6-5,2 um (Foto 46). Sono presenti, altresi, degli elementi pit1 corti, generalmente cilindrici, di
dimensione 13-30,4 x 3,5-4,3 pm, non accostabili ad elementi cistidioidi, ma individuabili come
semplici ramificazioni ifali (Foto 47).

Unioni a fibbia numerosissime in tutti i tessuti, sia di tipo comune (chiuse) che a forma di
medaglione (Foto 48).
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B. mediterraneensis. Foto 3-6. Spore; 7. Basidi bisporici (pleura); 8. Basidio monosporico (orifizio porale); 9. Basidio quadrisporico
(pleura); 10. Basidio trisporico (caulobasidio?) (zona interposta tra imenio decorrente e stipite); 11. Basidi clavati e basidioli della

pleura; 12-13. Basidio e basidioli dell'orifizio porale. Tutti i preparati sono in RCA, tranne la foto 6 che & in KOH 5% con luce radente,
ea1000x. Foto di Luigi Perrone e Mariano Curti
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B. mediterraneensis. Foto 13-16. Basidioli dell'orifizio porale (1000%) tranne la 16 a luce radente (250x); 13-14. Esempi di cellule di
tipo intercalare che formano dei grappoli (clusters); 17-20. Basidioli della pleura (1000x). Tutti i preparati sono in RCA.
Foto di Luigi Perrone e Mariano Curti




Ais

B. mediterraneensis. Foto 21-23. Elementi sterili cistidioidi dell'orifizio porale. 24-26. Pleurocistidi dell'imenio in senso stretto;
27. Elemento sterile dell'imenio di dubbia valutazione; 28-29. Elementi di natura cistidioide a forma di birillo, strangolati, e altre
formazioni di dubbia valutazione, unitamente a basidioli, della zona interposta tra stipite e tubuli decorrenti. Tutti i preparati sono
in RCA e a 1000%. Foto di Luigi Perrone e Mariano Curti
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B. mediterraneensis. Foto 30. Elementi di natura cistidioide a forma di birillo, strangolati, e altre formazioni di dubbia
valutazione, unitamente a basidioli, della zona interposta tra stipite e tubuli decorrenti.; 31. Trama dell'imenio della
parte apicale dei tubuli; 32. Trama dell'imenio delle pareti dei tubuli; Foto 33-34. Trama della suprapellis; 35. Trama della
subpellis; 36. Terminali delle ife a diametro minore della subpellis e di parte della suprapellis; 37-38. Terminali delle ife a
diametro maggiore della suprapellis. Tutti i preparati sono in RCA e a 1000% tranne la 32 e la 34 a 400x e la 33 a 250x.

Foto di Luigi Perrone e Mariano Curti




B. mediterrancensis. Foto 39-41. Terminali delle ife a diametro maggiore della suprapellis; 42. Pileocistidio; 43. Trama del tessuto
interposto tra la superficie dello stipite e la parte terminale dell'imenio decorrente; 44. Terminali del tessuto precedente;
45. Trama della parte mediana dello stipite; 46. Ifa terminale della trama mediana dello stipite; 47. Ramificazione della trama dello
stipite; 48. Unione a fibbia a medaglione. Tutti i preparati sono in RCA e a 1000x tranne la 46 a 400x.

Foto di Luigi Perrone e Mariano Curti
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Habitat conifere miste da impianto composte principalmente da Abies cephalonica e Pinus
nigra e in minor parte da Picea abies.

Raccolte studiate Italia, Lazio, Comune di Pozzaglia Sabina (RI), rimboschimento in localita
Colle Piano, su terreno calcareo, 1000 m s.1.m., latit. 42° 9" 34” N /long. 12° 57’ 54” E, i1 19.10.2022,
tre esemplari, leg. L. Perrone, M. Curti e M. Cittadini (MCVE 31742); GB acc. n. sequenza
nrITS 0Q319219; GB acc. n. sequenza nrLSU OQ319223); ibidem il 20.10.2022, tre esemplari,
leg. M. Curti, in erbario degli autori.

Discussione

Note su B. mediterraneensis e sua distribuzione

Boletopsis mediterraneensis € una specie vicina morfologicamente a B. grisea (vedi confronto piti
sotto e MoreNo et al. 2019; BerniccHIA & GorjON 2020; Rivoire 2020) contraddistinta da un pileo
di color grigio, bruno, ocraceo bruno, bruno violaceo, talvolta con sfumature rosate, carne che
diventa distintamente rosa al taglio e poi inverdente con l'essiccazione, reazione al KOH verde
smeraldo su pori e carne, verde scuro (quasi nerastro) sulla superficie pileica, e distribuzione
prevalentemente mediterranea, in boschi con Pinus spp. (P. pinea L., P. pinaster Aiton, P. halepensis
Mill., P. nigra J.F. Arnold), Cedrus spp. [C. atlantica (Endl.) Manetti ex Carriere, C. deodara (Roxb.
ex (D.Don) G.Don], Quercus spp. (Q. ilex L., Q. suber L., Q. faginea Lam.) (Figg. 1-3, Tabella 1);
Bipaup 2009, come B. cf. grisea; Fasciorro 2012, come B. grisea; Rosin 2015, come Boletopsis sp.;
Mogeno et al. 2019; BerniccHIA & GorjoN 2020; Rivorre 2020; SiQuikEr et al. 2020); piu raramente
e rinvenibile in boschi con P. sylvestris L. o P. sylvestris e Q. faginea (Aragona, Spagna, MoreNo et al.
2019) e P. sylvestris e Picea abies (L.) H. Karst. (Isere, Francia, Fascrorro 2012). Le raccolte laziali,
effettuate in un rimboschimento, introdurrebbero come partner simbiontico anche Abies
cephalonica Loud. , specie originaria della Grecia (penisola ed isole) con ambiente di crescita simile
a quello di A. alba Mill. ma in aree piu aride e asciutte, unitamente a P. nigra.

La specie & stata istituita su base morfologica e molecolare analizzando collezioni francesi,
spagnole e cipriote (MoreNo et al. 2019). BErNnICcHIA & GORJON (2020) hanno successivamente
segnalato la sua presenza anche in Italia ma senza indicare gli estremi delle raccolte analizzate
e delle eventuali sequenze di conferma. La foto di B. mediterraneensis presentata nel loro libro
a corredo iconografico ¢ di M. Carbone ed illustra una raccolta toscana di una cipresseta di
Sant’Agnese, Castellina in Chianti (Siena), con Cupressus sempervirens L., Pinus halepensis Mill.
subsp. brutia (Ten.) Holmboe, Q. ilex e Cistus spp. (M. CARBONE, com. pers.). A nostra conoscenza,
il primo a rendersi contro dell’esistenza di una nuova entita gravitante attorno a B. grisea & stato
Bidaud che, in un articolo dedicato allo studio di raccolte francesi da lui effettuate nel 2006, riporta
come B. cf. grisea una collezione avvenuta a 700 m di altezza, sotto Cedrus atlantica (Bonnieux,
dipartimento Vaucluse della regione Provenza-Alpi-Costa Azzurra), caratterizzata da pileo bruno
vinoso, reazioni al verde col KOH su pileo, pori e carne, costituendo quindi, a suo dire, un‘entita
sicuramente non attribuibile alla tipica B. grisea delle foreste nordeuropee di conifere (Brpaup
2009). Questa raccolta e stata inserita da Rosin (2015) come Boletopsis sp. nella sua sinossi e chiave
delle specie europee di Boletopsis riproponendo per essa la foto di Bidaud gia pubblicata nel 2009.
Successivamente e stata sequenziata in Moreno et al. (2019) (fungario AB 06-10-343, GB nrITS acc.
n. MN536717; vedi anche Figg. 1, 3 e Tabella 1). La collezione francese di Mens (Isere), 800 m di
altezza, in bosco con P. sylvestris e Picea abies (Fasciorro 2012) originariamente identificata come
B. grisea (fungario JLFA116140) e poi validata molecolarmente come B. mediterraneensis in
Mogeno et al. (2019) (GB nrITS acc. n. MN536734; vedi anche Figg. 1, 3 e Tabella 1), costituisce la
segnalazione pitt “montana” di B. mediterraneensis.

Secondo il nostro parere e seguendo le indicazioni di altri autori (MoreNo ef al. 2019;
BerNICcCHIA & GoORrjON 2020; Rivorre 2020; SiQuIER et al. 2020), le segnalazioni mediterranee
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attribuite a B. leucomelaena (es. SIQUIER & SaLoM 2013) e B. grisea (es. LLISTOSELLA & AGUASCA
1990; BErNICCHIA & BERTUCCI 1995; BORGARINO & HURTADO 2001, 2005; MELIS ef al. 2017, SIQUIER
et al. 2019; la raccolta con Arbutus unedo L., Q. cerris L. ed Erica arborea L. in BERNICCHIA
2005, che fa riferimento a quella in BErNIccHIA & BErRTUCCI 1995), sarebbero da ricondurre a
B. mediterraneensis e dovrebbero essere analizzate su base molecolare. In una nota al fondo di
pag. 24 della Flore des Champignons superieurs du Maroc (vol. 1) Malengon & Bertault (1970),
tra le specie caratterizzanti le cedrete (C. atlantica) della citta berbera di Azrou all’interno del
Medio Atlante, hanno riportato una “Boletopsis leucogrisea (?)” (nomen nudumy) che dato I’habitat
e il partner fotobionte sembrerebbe essere sovrapponibile di nuovo a B. mediterraneensis.

Le nostre analisi filogenetiche (Figg. 1-3) hanno messo in evidenza all'interno di
B. mediterraneensis un’estrema eterogeneita molecolare, riconoscendo in essa quattro subcladi
(I-IV), gia precedentemente individuati da Moreno et al. (2019) e solo parzialmente da Zrou
H.-M. et al. (2002); gli autori cinesi ne individuano solo due perche nella loro analisi hanno
selezionato solo poche sequenze di B. mediterraneensis. Poiché non é stato ancora possibile
individuare un carattere morfologico, geografico e/o di partner ectomicorrizico comune a
tutte le collezioni all’interno di ogni singolo subclade (con I'eccezione del subclade II costituito
dalla sola collezione JLFA116140 MN536734 di Fasciorro 2012, caratterizzata da crescita in
bosco montano di P. sylvestris e Picea abies), seguiamo temporaneamente MoreNo ef al. (2019)
nel considerare questi subcladi all'interno di un’unica specie che puo essere denominata
B. mediterraneensis s. 1. e non come criptospecie. Chiaramente, ulteriori studi morfologici e
l'utilizzo anche di marcatori extraribosomiali (TEF-1, RPB1, RPB2) potrebbero in futuro portare
a cambiare questa visione e ad eventualmente riconoscere i subcladi come specie indipendenti.

La raccolta laziale (MCVE 31742) e sicuramente attribuibile a B. mediterraneensis s. 1.
ed in particolare cade nel subclade III insieme a quattro raccolte francesi trovate sotto
C. atlantica (le raccolte sotto C. atlantica non appartengono pero tutte al subclade III, Figg. 1-3).
Le sue caratteristiche sono ben sovrapponibili a quelle descritte in letteratura (Broaup 2009;
Moreno et al. 2019; BerniccHIA & Gorjon 2020; Rivorre 2020), con l'eccezione dei basidi.
Infatti noi abbiamo osservato quasi esclusivamente basidi intercalari, che non vengono citati
da Moreno ef al. (2019) e Rivoire (2020) ed indicati come rari da BErniccHIA & GORjON (2020)
(che li chiamano "pleurobasidi"), i quali, tra l'altro, presentano nelle nostre raccolte una
bisporia prevalente, mentre vengono riportati come per lo piu tetrasporici da questi ultimi
Autori..Alcune sequenze nrITS non presenti nell'analisi di Moreno et al. (2019) permettono
di estendere l'areale di distribuzione di B. mediterraneensis s. 1. anche ad Algeria (subclade
IV, fungarium CM107, GB acc. n. KP826755, Q. suber e P. halepensis), Marocco (subclade IV,
fungarium TUF116745, UNITE acc. n. UDB025522, P. pinaster), Turchia (subclade I, campione
TUEO000638, sequenza ambientale-DNA da suolo, UNITE acc. n. UDB01535113) e Pantelleria
(subclade I, fungarium TUF116418, UNITE acc. n. UDB014981) (vedi Figg. 1-3 e Tabella 1).
In particolare, per la collezione di Pantelleria effettuata da L. Tedersoo nel Parco di Montagna
Grande e Monte Gibele, non vengono riportati in UNITE le informazioni sulle possibili piante
ospiti, anche se sappiamo che in tale area sono principalmente rappresentate le serie di
vegetazione del Leccio (Erico-Querco ilicis sigmetum), legata ai substrati rocciosi lavici, oltre alla
serie del Pino marittimo (Genisto-Pino pinastri sigmetum), limitatamente agli andosuoli vulcanici
(https://www.wwfsicilianordoccidentale.it/riserve/siti-interesse-comunitario-sicilia/).

Problematica risulta la distinzione tra B. mediterraneensis e B. grisea. A parte le differenze
nelle sequenze ribosomiali (nrITS e nrLSU) e la diversa distribuzione geografica (B. grisea e
prevalentemente diffusa nell” area Eurosiberiana, soprattutto con Pinus spp. ma anche Abies
alba e Picea abies, NTEMELA & SAARENOKsA 1989; Hroupa 2005; Rivoire 2020), B. grisea possiede
un pileo pil chiaro, senza tinte vinoso brunastre, carne che non diventa rosa alla sezione ma
¢ ingrigente, superficie pileica, pori e carne che diventano solo leggermente verdastri in KOH
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per poi annerire (NIEMELA & SAARENOKSA 1989; RYVARDEN & GILBERTSON 1993; STALPERS 1993;
Berniccruia 2005; NiEMELA 2005; RYVARDEN & MEeLo 2017; BErNiccHIA & GORrRJON 2020; RivoIRE
2020). Rivorre (2020) indica come ulteriori differenze tra le due specie, ornamentazioni sporali
piu alte e basidi piu lunghi [fino a 30(40) um versus 25 pm in B. mediterraneensis] in B. grisea.
Secondo le nostre osservazioni sulle raccolte laziali, in effetti i basidi non supererebbero nel
loro complesso i 25 um di lunghezza e hanno una morfologia piuttosto differenziata. Come gia
sostenuto precedentemente, le raccolte di B. grisea segnalate per 'area mediterranea dovrebbero
essere testate molecolarmente.

Le rimanenti specie europee sono invece facilmente differenziabili da B. mediterraneensis.
Boletopsis watlingii descritta dalla Scozia (come B. perplexa) in associazione con Pinus sylvestris
e contraddistinta da un pileo marrone scuro-fuligginoso a grigio brunastro con sfumature
verdastre e fortemente annerente, un tomento miceliare arancione vivace alla base dello stipite,
carne inizialmente grigio violacea al taglio e che successivamente diventa grigio nerastra
soprattutto nello stipite, nero seppia con KOH, ife con unioni a fibbia abbastanza sparse e rare
e spore piu piccole 4,5-4,8 (5) x 3,5-4,5 pm (WATLING & MILNE 2006, 2008). Boletopsis leuicomelaena
e caratterizzata da un pileo grigio-seppia, bruno nerastro, da superficia pileica, pori e carne che
diventano violaceo nerastre con KOH, ed una associazione preferenziale con Picea (NIEMELA &
SAARENOKSA 1989; RYVARDEN & GILBERTSON 1993; StALPERS 1993; BERN1CCHIA 2005; N1EMELA 2005;
RyvarRDEN & MELO 2017; BErNICCHIA & GORJON 2020; Rivorre 2020).

Due specie descritte recentemente dalla Cina possono assomigliare a B. mediterraneensis.
Boletopsis macrocarpa, legata a Pinus yunnanensis Franch. fino a 3000 m di altitudine, presenta
un pileo con margine color crema, carne che non diventa rosa al taglio, superfici del basidioma
annerenti in KOH e sporata bianca; B. tibetana, associata a Picea balfouriana Rehder & E.H.Wilson
fino a 2900 m di altitudine, si distingue per la carne che non diventa rosa al taglio, superfici
annerenti in KOH e per i pori estremamente fitti (3-4 versus 1-3 per mm) (Zruou H.-M. et al. 2022).

Una curiosita riguarda la collezione di B. leucomelaena (come B. melaleuca) sulla quale Fayod ha
basato l'istituzione del genere Boletopsis (Fayop 1889). L'autore afferma, nelle note:

“Ho raccolto questa specie, che non era ancora stata trovata in Italia, nelle pinete di Pegli, nel mese di
Novembre 1888 e piit tardi, nella meta di Dicembre dello stesso anno, in abbondanza in quelle del Monte
Telegrafo, al di sopra di Portofino nella Riviera di Levante. Certi vecchi esemplari misuravano fin a 25
cm. di diametro; in media pero le dimensioni di questa specie sono minori, cioé da 12—18 cm. di diametro
del pileo, e collo stipite lungo di 4—>5 cm; il suo spessore era di 2 centimetri. Pare dunque che questa
specie possa acquistare in Italia molto maggiori dimensioni che non in Finlandia ed in Svezia, ove in
certi luoghi non é rara nelle pinete.” Queste citate da Fayod sono aree mediterranee (Liguria) che
ancora oggi possiedono pinete a P. pinaster e P. halepensis (F. Boccarpo, com. pers.). F. Boccardo
e M. Carbone hanno in questi ultimi anni effettuato alcune raccolte di B. mediterraneensis in aree
attigue a Sestri Levante (com. pers.).

Nella diagnosi originale Fayod riporta: “Hab. Gregatim ad terram in ericetis nemorum Pini.
Novembris et Dicembris mensibus.”

L’ambiente di raccolta farebbe quindi pensare a B. mediterraneensis. Fayod non indica il colore
pileico ma afferma che “Una buona figura di questo fungo si trova negli «Icones Hymenomycetum
nondum delineatorum» del Fries pl. 179.” dove, come Polyporus leucomelas viene raffigurata una
raccolta con pileo quasi nerastro (Fries 1882), conforme quindi piu alle cromaticita tipiche di
B. leucomelaena.

Lo status di Boletopsis atrata

StaLPERS (1993) mise in evidenza che morfologicamente e possibile riconoscere in Boletopsis
due gruppi distinti di specie, il primo rappresentato da B. leucomelaena e taxa viciniori
(B. grisea, B. smithii), con basidiomi solitari, generalmente dotati di stipite centrale, carnosi/
fragili, costituiti, almeno a livello della pileipellis da ife rigonfie (larghe fino a 18 um) e spore
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angoloso-nodulose ornamentate da gibbosita irregolari, larghe verruche; il secondo gruppo
contraddistinto da basidiomi pleuropodali, spesso ramificati, pitt 0 meno elastici, dotato di ife
non rigonfie (larghe fino a 5 um), con spore regolari, ornamentate da spine. Per quest’ultimo,
comprendente B. atrata, descritta da Ryvarden (in Hjorrstam & RyvarpeENn 1982; NUNEZ &
Ryvarpen 2001) dalla Thailandia, e per B. subcitrina Corner della Malesia (CorNER 1989, HaTTORI
2017), I'autore olandese stabili Boletopsis subgenus Boletopsina (tipificato con B. atrata).

Successivamente, HaTTori (2001) dopo l'esame dell’olotipo di B. subcitrina, riconosce in
questa specie un elemento aberrante in Boletopsis (sottolineandone anche la sporata biancastra)
ed istituisce per accoglierla, il genere Corneroporus. Riteniamo opportuno ricombinare in questa
sede anche B. atrata in Corneroporus.

Corneroporus atratus (Corner) Vizzini, comb. nov.
MycoBank MB847604
Basionym: Boletopsis atrata Ryvarden, in HjortsTaM & RYvARDEN, Nordic J. Bot. 2(3): 278 (1982).
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