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1. INTRODUZIONE

1.1.L’ANTARTIDE

La storia dell’Antartide risale almeno all'anticagsia, ben prima della sua scoperta. L'uomo
era, infatti, gia affascinato dalle speculazionigsiesto continente. Gli antichi Greci furono i
primi ad ipotizzare la sfericita della terra e athiaginare un emisfero australe piu 0 meno
simile al boreale. Questa supposta terra meridéofuatia loro dettdntarktosperché opposta
ad Arktos (orso, riferito alla costellazione dell’Orsa Mimoche indica, appunto, il Nord).

Oggi noi la conosciamo come “Antartide” (Figura)l(RErank, 1957).

Fig.1.1. L’Antartide

L’esistenza di terre a sud e stata pero confermalia nei primi decenni del XIX secolo,
guando inizid I'esplorazione della regione dellaniBela Antartica e di altre aree a sud del
Circolo Polare Antartico. Tuttavia, a causa deti$pitalita del continente, della mancanza di
risorse e dell’isolamento, la scoperta venne igiaopar il resto del XIX secolo.

Solo piu tardi, dopo la Seconda Guerra Mondialeoittinente antartico € stato oggetto di
crescente interesse. Molti Paesi hanno stabilitdagpropria stazione di ricerca e alcuni di
essi hanno cominciato a manifestare rivendicazilha. luce di questo, il 1° dicembre 1959 a
Washington e stato negoziato e infine firmato ddicd@aesi ilTrattato Antartico entrato in
vigore nel 1961. Questo trattato ha definito I'Atitte come continente dedicato a ricerche
scientifiche a scopi pacifici e ha congelato rivieadioni territoriali. Al giorno d’oggi, la
maggior parte delle attivita umane in Antartideudgdano attivita scientifiche e di supporto

logistico relativo.



E ormai un fatto accettato che I'Antartide ha valscientifici e ambientali unici e
inestimabili. Qui gli scienziati studiano I'evohgrdel clima, il Big Bang che ha dato origine
all'universo, lattivitd del sole, la deriva dei minenti, gli adattamenti della vita alle
condizioni ambientali piu ostili. Cio che rende emil’Antartide e, tra I'altro, il fatto che
racchiude informazioni sulla storia dell’'evoluzionerrestre per milioni di anni. Questo
potrebbe rivelarsi una conoscenza molto utile peire i problemi ambientali di domani.

Negli ultimi anni, la consapevolezza ambientalé abtevolmente sviluppata all'interno della
comunita scientifica; sempre piu azioni sono statiaprese al fine di preservare I'ambiente
dell’Antartide. Di conseguenza, nel 1991 é statondito a Madrid il Protocollo sulla
Sicurezza Ambientale del Trattato Antartico, notoctee come Protocollo Ambientale
Antartico, che promuove a sua volta il rispettadutela dell’ambiente in Antartide e degli
ecosistemi associati, rafforzando la responsahiiaMembri Consultivi nell’assicurare che
ogni attivita intrapresa sia conforme al Trattatotatico e che venga svolta nell'interesse
della comunita internazionale.

Per quanto riguarda la posizione italiana, il rm$&taese € membro consultivo (con diritto di
voto) del Trattato Antartico (che ha sottoscrited h981), e ha istituito con legge n. 84/1985
il Programma Nazionale di Ricerche in Antartide B individuando contemporaneamente

il sito della Stazione Italiana, la Baia di Terraamella regione del Mare di Ross.

1.1.1.LA GEOGRAFIA

L’Antartide & il quarto continente per dimensioestendendosi per 13.5 milioni di knE’
formato da due masse di terareater, o East Antarctica e Lesser o West Antarcticache
hanno entrambe raggiunto il Polo Sud nella pos&iattuale circa 60 milioni di anni fa.
L’Antartide include tutte le terre localizzate sapl livello del mare a sud del 60°S (Figura
1.2)
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Fig.1.2. Mappa del continente antartico

E’ il continente piuisolato fisicamente a causa della distanza dagii @ntinenti « dalle
correnti oceaniche ed aeree (E-Evans, 1985)Le sue coste si trovano a 950 km
Sudamerica, 2300 km dalla Tasmania, 2200 km daliavhl Zelanda, 3600 km II'Africa.
Nell'oceano, attorno a questo continente, si viene a creasebarriereébiogeografiacausata
dall’'alto gradiente termico; esso € creato daleperature basse dell’oce: Antartico (-2°C)
che sono separate, attraversoConvergenza Antartica, dacque piu caldee ricche di
nutrienti, la cui temperatura in superficie raggjen 15°C

Strati di ghiaccio perenne, con uno spessore noid?600 m, ricoprono la maggior parte
continente, all'incirca il 98%pari al 90% delghiaccio terrestre ed il 70% dell’'acquolce
totale,nascondendone la morfologia interna. Le coste poco articolate ad eccezione de
frastagliata Penisola Antartica e delle due gransienature del mare di Ross e del mar
Weddell.

Il continente é attraversato per quasi 4000 kmrdanponente sistema montuoso, la Cat
Transantartica, con cime elevate fino a 4500 mltd '@atena divide I'Antartide in dt

subcontinenti: ’Antartide Occidentale e I'’AntagidOrientale. L’Antartide Occidentale &



realta costituito da una serie di isole, la cuissapione € nascosta dalla coltre di ghiaccio; con
una superficie complessiva di circa 2,5 milionkdi2, comprende anche la Penisola Antartica
protesa verso I'’America Meridionale e percorsa da gatena montuosa che costituisce |l
prolungamento geologico della catena delle AndAntartide Orientale, con oltre 10 milioni
di kmz2 di superficie, € un’alta e ininterrotta @isa di altipiani glaciali.

La calotta di ghiaccio che copre quasi interamérdentinente si protende oltre la terraferma
a creare tavolati di ghiaccio che invadono i marofa 150 km dalla costa. Le piattaforme

maggiori occupano i due mari interni di Ross e diddell.

1.1.2.IL CLIMA

Alla base del clima e del paesaggio inusuale eotmé dell’Antartide, vi sono la sua
posizione sulla Terra e la distribuzione dell'illimazione solare in due periodi di luce e di
buio alternati nell’arco dell’anno.

Per via dell'inclinazione dell'asse di rotazioneréstre rispetto al piano dell’eclittica (ovvero
I'orbita che il nostro pianeta percorre intornaala stella), la calotta polare antartica si trova
rivolta verso il sole durante la primavera e I'éstaustrali (21 settembre-23 marzo), mentre e
orientata verso I'esterno durante le altre dueictag

Per questo motivo, durante l'anno si alternano dexiodi di illuminazione, uno
prevalentemente diurno ed uno prevalentementemot{iNienow & Friedmann, 1993).

Nel corso della primavera e dell’'estate, sopraitagfostandosi con la latitudine verso il polo,
i giorni si allungano fino a durare anche mesi, treele notti diventano sempre piu brevi. Al
contrario, in autunno ed in inverno, le notti steeslono progressivamente e i giorni si
accorciano; al polo sud, in un anno, ci sono uha allba ed un solo tramonto, e sei mesi di
notte continua si alternano a sei mesi di giornatiooo.

Il clima Antartico € il piu rigido sulla Terra. Leemperature non superano mai, se non
eccezionalmente in qualche punto lungo la costa QYL e possono raggiungere punte
estreme che sfiorano i -90°C. Le precipitazionicseoarse e quasi esclusivamente nevose. Le
nevicate, principalmente distribuite lungo le costaninuiscono verso I'entroterra e sono
pressoché inesistenti nella regione centrale. La&ide e anche il continente piu ventoso
(Onofri et al., 2007b). | venti catabatici, cioediscesa dal Plateau Polare, sono generati dallo
scontro di aria fredda e densa che scende dagiaait centrali con aria piu calda che
proviene dall’oceano; questi venti raggiungono wgi#o di 200-250 km/h. Nel 1972 alla

stazione francese Dumont d’Urville furono superr@20 km/h (Manzoni, 2001).



L’Antartide pu0 essere suddiviso in tre regionn@tiche, denominate regione sub-antartica,
regione antartica marittima e regione continengadtartica, corrispondenti a differenti aree
biogeografiche (Holdgate, 1977) (Figura 1.3).
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Fig.1.3. Mappa del continente Antartico e dell Guederidionale circostante, con indicazione delle
tre regioni biogeografiche terrestri comunemertdenosciute all'interno della regione (Convey 2010)

La regione sub-antartic& composta dalla maggior parte delle isole antata nord del 60°
sud. E caratterizzata da un fresco clima oceasmo temperature medie mensili oltre lo zero
per almeno sei mesi, precipitazione media annuaf@asi 1000 mm e tundra come
vegetazione. La vegetazione € dominata da piargeolaxi a basse altitudini e da briofite e
licheni a piu alte altitudini.

La regione antartica marittima caratterizzata da un freddo clima marittimo,domell’area
settentrionale e secco in quella meridionale. beperature medie mensili sono sopra gli 0°C
nei periodi piu caldi e raramente inferiori a -15%Cinverno a sud e a -10/-12°C a nord. Le
precipitazioni annuali oscillano fra meno di 35pia di 500 mm. Spettacolari associazioni di
muschi e licheni multicolori, fogliosi e fruticosappartenenti ai generfHimantormia,
Umbilicaria ed Usnea altri crostosi tra cui i generAcarospora Buellia, Caloplaca
Lecanora Lecidea RizhoplacaFigura. 1.4), sono prevalenti nelle aree roccusstiere della
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zona marittima dove il clima fred marittimo, umido nel versante nord e secco in guslid,
raggiunge temperaturaedie mensili sopra gli 0°C per circa 3 mesi dwd'anno. Le piante
superiori son@resenti in Antartide con sole due speColobanthusquitensis(Kunth) Bartl.
(Caryophillaceag e Deschampsia antarticDesv. Poaceag (Onofri, 2007b), la cui presenza

€ comungue confinata nell’Antartide marittima ele€ zone subantartich#igura 1.5).

Fig.1.5. A sinistraColobanthus quitens (Kunth) Bartl. Caryophillaceag a destraDeschampsia
antartica Desv. Poaceag a King Gorge Island, South Shetland Islands, Aida marittima (barra :
10 cm).Foto Silvano Onofri, 20(

L’ Antartide continentaleomprende tutto il continente antarticc esclusione sidelle isole
che delle zone costiere e nagst della penisola Antartice;caratterizzata da un clima frec
arido nelle aree costiere; qui crescono lichenischue alghe mentre le piante a fie le
felci sono assenti e le marcanzie sono molto rare. Lsepra di forme di vita aumenta €



popolazioni diventano piu abbondanti andando dateau polare, dove non c’e vita, verso la
costa, poiché le condizioni diventano meno ostiliperiodo con la superficie del suolo sopra
il punto di congelamento diventa piu lungo. Uneets#r striscia di costa del continente
antartico € libera dai ghiacci ed € qui che si eotr@a la vita degli ecosistemi terrestri. |
produttori primari sono cianobatteri, alghe, lichen briofite; i muschi sono per lo piu
incapaci di completare il loro ciclo vitale e quirsi riproducono quasi solo asessualmente. |
licheni riescono a sopravvivere a condizioni esamrente secche e fredde, e quindi
costituiscono la parte piu cospicua della floraadita. Durante l'inverno antartico, il loro
metabolismo é ridotto o inattivo ed essi sopravetvan uno stato disidratato; quando le
temperature aumentano, I'acqua € nuovamente disifmeii licheni lentamente si reidratano
e metabolizzano (Onofri et al., 2007b).

In generale, comunque, 'umidita € sempre moltassca causa delle basse temperature: il
clima continentale dell’Antartide ha le basse qitarti precipitazioni e di umidita tipiche dei
deserti; paradossalmente, quindi, malgrado contémgaaggior parte delle riserve di acqua
dolce globale (circa 70%), mai disponibile in forlipida, risulta il piu grande deserto della
Terra (Manzoni, 2001).

Le prevalenti condizioni Antartiche di bassa terapaia, bassa disponibilita di acqua allo
stato liquido, frequenti cicli di gelo-disgelo, s&a precipitazioni, forti venti, alta incidenza
solare e specialmente radiazione UV, costituisagoseme importanti fattori limitanti per la
vita (Ruisi et al., 2007). Per questo la biolog&l'dntartide continentale, piu che quella di
qualsiasi altro continente, € dominata da micrasgan(Nienow & Friedmann, 1993), che

presentano un alto livello di adattamento e resrstalle estreme condizioni ambientali.

1.1.3.LA TERRA VITTORIA

La Terra Vittoria € una regione dell’Antartide cioieintale, individuabile nella parte inferiore
del continente, cosi chiamata da James Clark Rbssl& scopri nel gennaio 1841), in onore
della sovrana britannica Vittoria. Si estende siana@ di circa 140 mila kf confina ad est
con il Mare di Ross e ad ovest con la Terra di M8lkQuesta regione viene normalmente
“suddivisa” in due aree (Terra Vittoria del Nord erra Vittoria del Sud).

L’area della Terra Vittoria del Nord si estendeuimiarea che va da 72°'19 170° 16E a 75°

59 S 159° 30E mentre I'area di Terra Vittoria del Sud e congar&ra 76° 55S 160° 55E e
78° 12 166° 25 e include le caratteristiche Valli Secche di Mcllu(Figura 1.6).
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Fig.1.6. Terra Vittoria

Il clima della Terra Vittoria del Nord e tipico dielzone costiere dell’Antartide Continente

la temperatura media mensile oscilla -2°C e 5°C durante il mese gennaio, e puo
raggiungere -26°C30°C durante il mese piu freddo (agosto), con madieuali comprese ti

-17°C/-19°C. Le precipitazioni, presenti soltanto sottonfa nevosa, sono piosto scarse,
con medie annue che oscillano tra 100 e 200 mmmidiwa dell’aria invece tende ¢

aumentare durante la stagione estiva, grazie allesendi aria umida provenienti dal m

(Grigioni et al.,1992). La Terra Vittoria del Nord include il ritorio di Baia Terra Nov

(Figura 1.7 che € la zona piu ventosa della regione, carattgn da venti particolarmer

intensi (venti catabatici) che si incanalano nghldli con velocita pari a circa 160 km or.

(Kurtz & Bromwich, 1985). Nelle zone piinterne, a causa della distanza dal ma

'aumentare dell'altitudine, le condizioni si fanmoolto piu stringenti e le temperatt

scendono significativamentén alcune zone montuose ad elevata altitudineeaperatur:

raramente supera BO°C anchen piena estate australe. Nella Terra Vittoria deldnsonc

presenti aree periodicamente prive dai ghiacceresalmente rappresentate da zone lung

coste e vette di montagne; il substrato roccios@ guuttosto vario e include arenarie, gra

rocce vulcaniche, basalti e¢d©rombelli, 1986
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Fig.1.7. Terra Nova Bay, Terra Vittoria del NorchtArtide

Le Valli Secche di McMurdo (Figura 1.8), note ancloene Deserto di Ross, situate ad ovest
dello Stretto di McMurdo, all'interno della Terratioria del Sud, rappresentano il piu grande
e caratteristico deserto del Continente Antarthie € estende su una superficie di circa 7.000
Km?. Il paesaggio & dominato da un'alternanza di eateontuose e valli glaciali, o “valli
secche”, costituite da depositi sedimentari di arendelBeacon Supergroufil substrato
roccioso piu importante per la colonizzazione ddepdi organismi) che giacciono su rocce
metamorfiche e intrusive (prevalentemente granitiokeriti). Nel Deserto di Ross le Valli
Secche di McMurdo in particolare costituiscono loed insieme, la piu grande regione del
Continente relativamente libera dai ghiacci. Dadneerso sud, le valli piu importanti sono

Victoria Valley, Wright Valley, Taylor Valley e Bean Valley.
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Fig.1.8. Wright Valley, Valli Secche di McMurdo

Questa regione rappresenta un ecosistema desketiltin. Il clima € uno dei piu rigidi della
Terra a causa delle basse temperature che sireggistiurante I'intero anno, delle scarse
precipitazioni e dei forti venti. Durante la staggoinvernale la temperatura esterna oscilla tra
-20°C e -50°C, ma puo raggiungere anche valori anplli bassi. In estate la temperatura
aumenta e puo raggiungere -15°C; durante quesiodopele condizioni climatiche diventano
favorevoli per i processi biologici degli organisehie vivono in questo ambiente. L’'unica
forma di precipitazione nel Deserto di Ross € taiti da neve; nell’arco di un anno si
raggiungono in totale meno di 10 cm circa di neekervalli e una quantita forse leggermente
superiore sulle montagne.

Per gli scienziati questa regione risulta essamalbiente terrestre piu simile al Pianeta Marte,
in virtu del suo clima estremo; viene percio coasidia un importante modello terrestre per
gli studi relativi alla possibile esistenza di witetraterrestre (Onofri et al., 2004).

Gli studi sugli organismi che occupano la Terratdfib sono costantemente aumentati nel
tempo (Friedmann et al., 1988; Onofri & Tosi, 19@2ofri & Friedmann, 1998; Green et al.,
1999; Onofri, 1999; Onofri et al., 1999, 2000, 2808005b, 2007a, 2007b; Smith, 2000; Tosi
et al., 2002; Castello, 2003; Selbmann et al., 22088, 2013; Adams et al., 2006; Zucconi
et al., 2014) aprendo una finestra sulla loro bhiediita ed incredibile capacita di

sopravvivenza. Molto importanti sono tutti gli studhe forniranno informazioni sui
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meccanismi biologici di tolleranza e adattamentituppati dagli organismi che colonizzano

guesta regione, caratterizzata da stress ambiégudd spinti.

1.1.3.IMPATTI UMANI IN ANTARTIDE

Oggi I'Antartide e considerato uno dei luoghi menfiuenzati dalla presenza umana e per
guesto piu naturale, un vero simbolo per la cormmone globale. In realta il suo ambiente
non & incontaminato, in quanto esposto all'impatitie attivitd antropiche globali e locali
(Bargagli et al., 2005; Bargagli, 2008). Tra le seguenze delle attivita umane che agiscono
indirettamente sull’Antartide troviamo il buco rielono, il riscaldamento globale e la
diffusione di inquinanti.

L'attivita umana in Antartide € aumentata notevaiteedal 1950, inizialmente a causa di
crescenti interessi geo-politici e scientifici darge delle nazioni nella regione e la
conseguente creazione di stazioni di ricerca eltde anfrastrutture, seguita dalla rapida
espansione del settore turistico dall'inizio debwo millennio (Hughes et al., 2015).

Anche [I'ltalia, negli ultimi anni, ha aumentato fi@erca scientifica in quest’area mentre |
primi turisti sono comparsi nel 1993 (Harris, 1998a anni si cerca di sviluppare procedure
appropriate per valutare e limitare il danno pratoadall'impatto della ricerca e del turismo
nellambiente antartico (Onofri et al., 2007b). gensibilita di questo ambiente all'impatto
antropico e dovuta anche alla sua bassa capac#éasdrbire e recuperare dai cambiamenti
(Harris, 1998); questo e dovuto in primo luogo dh@sse temperature e quindi ai tassi
metabolici lenti della componente biologica, matenal territorio che si € evoluto attraverso
migliaia di anni in assenza di presenza umanagr&atper il quale I'Antartide e di estremo
interesse scientifico (Harris, 1998).

Alcune aree sono classificate come ASPA (AntarSpecially Protected Areas, secondo il
Protocollo di Madrid del 1991); in esse l'accessdingitato per preservare la natura e
I'ambiente oltre ai valori scientifici, storici eestetici (Onofri et al., 2007; Terauds et al.,
2012). Nonostante questi tentativi, spesso la florgina riflette proprio la presenza umana.
Infatti, esaminando ad esempio la distribuziondi@riti in numerosi campioni di suolo
antartico (prelevati dalle Valli Secche, lungo leadsantarctic Mountains e a Mt. Howe), il
maggiore numero e stato riscontrato proprio vicatia stazione di McMurdo, contaminata
dalle attivita umane (Meyer et al.,, 1962). Anchacte di contaminati, che possono
influenzare negativamente la composizione delle wota fungine del suolo, quali metalli
pesanti (piombo, zinco e rame) derivanti dallevaétiumane, sono stati rinvenuti in alcuni

suoli della regione di McMurdo Sound (Claridge let H995).
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L’impatto dei cambiamenti climatici sullAntartidé un tema trattato in molti articoli
scientifici (Turner et al., 2005; Convey, 2011; ldo§ Wall, 2011), in particolare gli effetti
dellaumento della temperatura, che causa lo somnagito dei ghiacci e dei ghiacciai, e
I'assottigliamento dello strato di ozono, che autadiesposizione ai raggi UV da parte di
molti organismi (Day et al., 1999; Ferreyra et 8899; Onofri et al., 2007).

Nel corso degli ultimi 50 anni, in alcune aree #ithe e sub-antartiche si & assistito ad uno
degli aumenti della temperatura media dell’aria grammatici del pianeta. Per esempio,
recenti dati diffusi dalla NASA hanno mostrato deetemperature medie dell’aria annuali
lungo la Western Antarctic Ice Sheet (WAIS) sona gumentate di circa 1°C e piu di 2°C
nell’Antartide marittima (Turner et al. 2005; Stagal., 2009), valori molto piu alti rispetto
all'aumento generale della temperatura della sigierdiella Terra che é stato tra 0,3 e 0,6° C
nel secolo scorso (Cane et al., 1997).

Nello stesso periodo, le introduzioni di specie mutigene sono continuate ad aumentare in
particolare nelle isole sub-antartiche (FrenotlgtZ905), con conseguente scomparsa degli
ecosistemi limite preesistenti (Parmesan & Yohe)320Pimm, 2008; Root et al., 2003;
Thomas et al., 2004); gli organismi adattati aldtigolari condizioni ambientali intanto,
possono essere facilmente sostituite da specie nspmoializzate, ma piu competitive
(Selbmann et al., 2012).

Nei siti terrestri antartici, I'introduzione di pitee e animali invasivi non autoctoni o
I'inquinamento chimico possono essere ben visibin un impatto chiaro. Al contrario, la
contaminazione microbica o genetica non e visivamavidente e non e considerata di
routine dai non microbiologi. Tuttavia, si possoverificare impatti a lungo termine sulla
biodiversita microbica (Hughes et al., 2015). | maiganismi non-nativi introdotti da aree al
di fuori dell’Antartide, o da altri territori biolgicamente distinti dall’Antartide, possono
possedere capacita ecologiche, biochimiche o digiohe che alterano la struttura e la
funzione della comunitd indigena. L’introduzione diicrorganismi invasivi alloctoni
potrebbe potenzialmente portare ad una perditéodiersita microbica nativa. In aggiunta a
questo, specie non indigene possono contenerecgentodificano per proprieta che non si
trovano normalmente nelle comunita microbiche aictze incontaminate (ad esempio, la
resistenza agli agenti antimicrobici o altri vamgfiagjsiologici o biochimici). Questi geni
possono essere trasferiti dalle specie non indigenmicrorganismi autoctoni attraverso
trasferimento genico laterale. Se questi geni sespressi nei microrganismi autoctoni,
potrebbero alterare le proprieta funzionali delilegsle specie e della comunita nel suo
insieme (Baker et al, 2003; Storrie-Lombardi e Witison, 2010; Cowan et al, 2011).
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Mentre il dibattito in corso, spesso motivato podimente, continua a dominare la
discussione sul cambiamento climatico e le sue egprenze, € praticamente certo che
laumento della temperatura e le introduzioni diedp aliene si intensificheranno e
continueranno ad influenzare gli ecosistemi terresil’ Antartide nei prossimi 50 anni.
Pertanto € oggi di primaria importanza approfontBreonoscenze sugli ecosistemi terrestri
antartici prima che qualunque cambiamento ulterreealteri I'equilibrio in modo da poter

utilizzare questi dati per monitorare variaziortuie dell’ecosistema (Hogg & Wall, 2011).

1.2.LA VITA NELLA ROCCIA

1.2.1.IL SUBSTRATO ROCCIOSO

La roccia puo essere definita come composto natersle formato, consolidato da uno o piu
minerali. | minerali sono solidi cristallini inorg&i con una definita composizione chimica
(Plummer & McGeary,1996).

La superficie della roccia, nell'interfaccia traratsfera e litosfera, € un esempio di antica
nicchia terrestre poiché i microrganismi iniziaram@olonizzarla gia da quando la terra era
popolata unicamente da biofilm microbici. Questemuaitda microbiche altamente
specializzate, chiamate biofilm subaerei (SAB; Gagtbna & Krumbein, 2000; Gorbushina,
2007), rappresentano un gruppo di colonizzatorquibtari dei sedimenti e delle superfici
rocciose in una varieta di ambienti estremi caldireldi come pure nelle piu avverse
condizioni chimiche e fisiche misurabili su quegianeta.

La superficie rocciosa puo essere considerata Uneate estremo esposto ad alta radiazione
solare, elevate temperature, bassa disponibilitzuttienti, alte concentrazioni di elettroliti e
bassa umidita (Cary et al., 2010).

| SAB sono composti da un complesso consorzio ttebaalghe, funghi e licheni, la cui
composizione varia nel tempo in rapporto alla dmspitita di nutrienti e delle fluttuazioni dei
fattori di stress, anche se i meccanismi di interse tra i componenti e con il substrato
minerale sono ancora poco conosciuti (Gorbushir@7R Le comunita litiche sono
caratterizzate dalla produzione di matrici extrbuta&i di natura polisaccaridica (EPS)
(Wimpenny, 2000; de los Rios et al 2002; Kemmlirtigak 2004; Omelon et al 2006),
fondamentale nel promuovere le interazioni traogganismi, I'atmosfera e il substrato. In
particolare, la matrice esopolisaccaridica (i) lfeecile connessioni tra i microrganismi, che
stimolano la crescita batterica e il contatto céwtabionti (Gorbushina et al., 2005); (ii) varia

in base a modificazioni atmosferiche e climaticfii€; limita lo stress osmotico, grazie alla
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capacita di ritenzione idrica, permettendo la sogrenza della comunita durante i periodi di
scarsa disponibilita di acqua (Neu, 1996; Pott991®Decho, 2000; Gorbushina, 2007). |
biofilms subaerei producono anche dei pigmentiisaame ad esempio i carotenoidi e le
melanine, che proteggono dall’esposizione agli Udadattori chimici e biologici. Pigmenti
ed EPS costituiscono insieme i piu importanti marai di sopravvivenza dei
microrganismi epilitici.

Gli habitat offerti dalle rocce per la crescita dacrorganismi sono diversi (Golubic et al.,
1981). Il primo, partendo dalla superficie, e I'fiabepilitico costituito dalla stessa superficie
rocciosa. L'interno della roccia invece rappresemda “nicchia endolitica” e viene
diversamente sfruttata dalle comunita microbichéstesti: cosi mentre gli organismi
euendolitici(prevalentemente licheni) penetrano attivamenlia meccia formando una sorta
di tunnel (anche se continuano a possedere un#&perepilitica) mediante processi attivi di
dissoluzione della matrice,casmoendoliticFig. 1.9) colonizzano spaccature e fessure gia
esistenti di rocce che hanno subito una qualchmdadi erosione. triptoendolitici infine,
vivono negli interstizi di rocce porose (compresitunnel lasciati dagli organismi
euendolitici), completamente al di sotto della sfipe rocciosa (Friedmann & Ocampo-
Friedmann, 1984).

EPILITICI \

Fig.1.9. La vita nella roccia (Golubic et al., 1981

Nella zona costiera dell’Antartide continentaletaterizzata da un clima relativamente piu
mite, la superficie delle rocce offre un ambieraeoirevole per la crescita di muschi e licheni
che svolgono il ruolo di produttori primari, ma pealendo verso l'interno, il clima diventa
piu rigido e i microrganismi endolitici, adattatvevere dentro la roccia, sono la forma di vita

dominante (Nienow & Friedmann, 1993).
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Sebbene esistano altri tipi di habitat estremij, esslifferenza delle rocce, sono raramente
soggetti a fluttuazioni cosi rapide nei parametsicb-chimici. In generale, differenze
considerevoli nelle condizioni microclimatiche demo dall’esposizione della roccia. La
temperatura di superficie pu0 mostrare cambiamgiontinalieri e annuali, spesso variando
all'interno di ampi intervalli. Il nanoclima risalhte (clima su scala millimetrica), dipende
sostanzialmente dalla radiazione solare incidentdaka temperatura dell’aria. Durante
I'inverno antartico, da meta aprile ad agosto, aesendoci luce solare, la temperatura delle
rocce e solitamente 1°C o 2°C piu bassa di quedlBada circostante, mentre in estate la
temperatura puo essere addirittura 20°C superigueeha dell’aria (Friedmann et al., 1987).

Il substrato roccioso € caratterizzato anche daziane nel tasso di irraggiamento e nella
disponibilita idrica. La presenza di acqua alldesiauido non € costante: si passa da fasi di
congelamento (I'acqua € assente o0 presente sotttafdi ghiaccio o neve) a momenti del
giorno o a periodi dellanno in cui I'acqua ricopiréiofilm. Questi estremi cambiamenti
ambientali, costringono gli abitanti delle roccpaiodi di dormienza indotti dallo stress, dai
quali possono rapidamente riattivarsi a seguitorigeésentarsi di condizioni piu permissive.
Solo organismi con un ampio range di tolleranzao#teplici e variabili stress possono vivere
stabilmente in queste condizioni; i microrganismegentano infatti un elevatissimo grado di
specializzazione e di adattamento. Il termine poitollerante (resistente a variabili stress;
dal grecopoikilos variegato) & stato coniato per descrivere il corigmento di organismi
che vivono in ambienti in cui la tolleranza a paeammultipli e variabili € essenziale per la
sopravvivenza (Gorbushina, 2007).

Al fine di colonizzare con successo le superfi@gciose, i microrganismi impiegano diverse
strategie fisiche di penetrazione della roccia, penquistare un riparo contro gli agenti
ambientali estremi. Possono insinuarsi in fessumepe esistenti (Pinna & Salvadori, 1999) o
negli spazi intercristallini del materiale rocciofieriedmann, 1982; Urzi & Realini, 1998;
Sterflinger et al., 1997). E stata anche osseneafgenetrazione intracristallina (Gorbushina,
2007; Favero-Longo et al., 2011).

Sebbene i microrganismi siano particolarmente Wirseella colonizzazione delle rocce e
bene specificare che molto dipende anche dalldtedastiche della roccia stessa. Infatti, le
proprieta fisiche, come per esempio la porosit@ji elementi che compongono la roccia
ospite (per esempio C, P, K, S ed il contenuto ietath) possono essere determinanti
nell'iniziale colonizzazione come pure nella crésce sopravvivenza delle comunita
microbiche (Gleeson et al., 2005). Per esempi@® stimostrato che Al, Si, e Ca hanno un

impatto significativo sulla struttura della comanfungina dimostrando che la composizione
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chimica dei substrati minerali € in grado di edarei una pressione selettiva sulle popolazioni
funginein situ (Gleeson et al., 2005).

I microrganismi viventi sulla superficie rocciosaramente crescono come colonie
comprendenti singole specie: essi formano comwaitdplesse da cui deriva il loro successo
e la loro sopravvivenza (Cary et al., 2010).

In Antartide sono state descritti numerosi tipcdmunita endolitiche (Nienow & Friedmann,
1993; Hughes & Lawley, 2003), ma la piu diffusataedgata € sicuramente la comunita

criptoendolitica.

1.2.2.LE COMUNITA CRIPTOENDOLITICHE

Nelle zone piu proibitive dei freddi deserti ani@rtle comunita microbiche criptoendolitiche
rappresentano la forma predominante di vita teeedia roccia come substrato, riveste un
ruolo preponderante nei deserti freddi dell’An@eti(Nienow & Friedmann,1993) poiché
guando le condizioni sulla superficie rocciosa dteaao proibitive per la vita microbica,
gueste comunita formano un particolare ecotipo \(@iol et al., 1981) concentrando la
crescita in microscopiche nicchie sotto la supmfidi rocce porose (Nienow &
Friedmann,1993).

All'interno del substrato roccioso, si assiste ttifad importanti cambiamenti di luce, di
temperatura e di umidita (nanoclima) tali da caratare un ambiente con differenti
condizioni fisico-chimiche. Quindi, dove i licheepilitici sono rari o assenti e organismi
casmoendolitici si trovano solo occasionalmentéerfelssure e nelle spaccature delle rocce,
gli organismi criptoendolitici colonizzano frequentente le porosita delle rocce. Sono state
descritte comunita criptoendolitiche dominate deihdni e cianobatteriche nel Deserto di
Ross, sensibilmente influenzate dal livello di uitdidiei substrati (Friedmann et al., 1988).

I microrganismi criptoendolitici antartici costisgiono comunita molto semplici comprendenti
solo poche specie (Blackhurst et al., 2003). Lawdta dominata da licheni nel Deserto di
Ross é quella piu intensamente studiata (Friedmd®82). | licheni possono essere
considerati gli organismi pionieri di ambienti &stri estremi (Kappen,1974) mostrando
diverse strategie di crescita e distribuzione (KappP1993); nonostante i licheni siano
comunemente descritti come il prodotto di una sosbmutualistica tra funghi e alghe,
diversi studi basati su metodi coltura-dipendentirglipendenti hanno messo in luce la
presenza di diverse popolazioni batteriche e fumgissociate ai licheni ed i loro potenziali
ruoli nella simbiosi (Grube et al., 2009; Selbmanal., 2010; 2013b).
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La transizione da un morfotipo epilitico ad uno @litcco, dovei licheni perdono le proprie
caratteristiche morfologiche e modificano la lomrmale modalita di crescita per occupare
gli spazi tra cristalli di rocce porose, € uno deglattamenti piu sorprendenti alle proibitive
condizioni di queste aree (Friedmann et al., 198%) ogni modo questi licheni
(criptoendolitici) sembrano aver conservato la poi@e capacita di formare il tallo: quando
colonizzano la superficie in nicchie protette, cqoexole depressioni e crepe poco profonde,
formano nuovamente le strutture sessuali epilitichke apoteci. Nelle Valli Secche di
McMurdo, il ritrovamento di licheni epilitici Ruellia griseaDodge et BakerB. pallida
Dodge et BakerCarbonea capsulatéDodge et Baker) Hald,ecanora fuscobrunneBodge

et BakerLecidea cancriformi®odge et Baker &. sipleiDodge et Baker) (Friedmann, 1982;
Hale, 1987), presenti in nicchie protette sullaestipie di rocce colonizzate da forme
criptoendolitiche, sembra dimostrare una qualchanessione fisica, anche se non sempre
chiara, tra la forma criptoendolitica e quella gk al cambiamento delle condizioni
estreme.

All'interno della roccia il nanoclima e assai pavbrevole rispetto alle condizioni esterne: la
luce del sole puo penetrare attraverso la rocera-gaslucida grazie alla sua natura quarzica
e fornire abbastanza energia per la fotosintealglie e cianobatteri; i minerali sono garantiti
dalle rocce stesse o da minime deposizioni di pelsa queste; piccole quantita di acqua
penetrano grazie alla porosita e 'umidita inteshn@ud mantenere per periodi considerevoli
(Friedmann & Weed, 1987); la temperatura € maggotmstabile che sulla superficie grazie
all'inerzia termica delle rocce e alla non espasiei diretta ai venti raggiungendo spesso
livelli significativamente piu alti rispetto a qlelesterna (McKay & Friedmann, 1985).
Tipicamente, in risposta ad un gradiente di luegecoémunita forma strati diversamente
colorati e biologicamente distinti sotto la crogkagura 1.10): nell’'ordine, dalla superficie
verso l'interno della roccia, c’e una zona neraadsono presenti funghi lichenizzati insieme a
funghi neri meristematici non lichenizzati, una @obianca occupata da un’associazione
lichenica composta da funghi e alghe clorofice@iporate nella matrice rocciosa, una zona
verde, caratterizzata dalla presenza di alghe fobe® endemiche non lichenizzate e,
occasionalmente, una zona bluastra dove predominemmbatteri. Le alghe includono i
generi Trebouxia e Pseudotrebouxia che sono i fotobionti dell’associazione lichenica
presenti nella banda bianca, lemicloris antarctica un’alga verde endemica non
lichenizzata, nella zona verde.

Il cianobatterioChroococcidiopsispp. € spesso presente nella zona verde, occasemtal

con il genereGloeocapsa Nelle zone bianche e nere, si trovano ife fuagiigmentate e
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ialine; la pigmentazione nel livello piu alto semlmostituire un adattamento ad una maggiore
intensita di luce (Nienow & Friedmann, 1993).

Altri funghi non lichenizzati dalla parete spessapggmenti scuri, che mostrano una crescita
meristematica, sono stati isolati nella zona neralescritti come nuovi taxa, alcuni

probabilmente endemici per I'Antartide.

Fig.1.10.Colonizzazione criptoendolitica di una comunita dwata dai licheni lungo una frattura di
arenaria (Battleship Promontory, Convoy Range,i\&dtche di McMurdo). (barra = 10 mm) (Onoffri
et al., 2007b)

A volte, in relazione all’'ambiente, una o due daltme precedentemente descritte possono
essere assenti; quando lintensita della luce & plio capitare che sia presente soltanto la
zona nera; laddove l'intensita sia bassa, puo @sselo la zona verde (Friedmann, 1982).
Questa particolare stratificazione € mantenutausacalei differenti requisiti fisiologici; ad
esempio la tolleranza a differente radiazione sola delle diverse competenze degli
organismi membri della comunita; la produzione dstanze antibiotiche che regolano la
crescita di altri componenti.

| funghi, sia lichenizzati che non, producono seatabiologicamente attive, che inibiscono
almeno alcuni dei membri fotosintetici della contaré sono responsabili della suddivisione
zonale degli organismi nella comunita (Friedmar893). | cianobatteri e i fotobionti sono i
produttori primari, i micobionti sono i consumateri batteri incolori sono i decompositori.
Comunita endolitiche con la tipica stratificazicugora descritta per le rocce arenarie, con una
crosta marrone-rossastra seguita da una zonaur&djianca, una verde non ben delineata e
discontinua, e una zona basale marrone-rossast@acdimulo, sono state trovate anche in
campioni di pegmatite, una roccia vulcanica e quisdarsamente porosa (Onofri &
Friedmann, 1998).
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1.3. FUNGHI NERI MERISTEMATICI DELLE ROCCE (RIF)

1.3.1.CARATTERI GENERALI

| funghi neri meristematici (de Hoog & Hermanideghidf, 1977), o lieviti neri (Sterflinger,
2006), rappresentano un gruppo ubiquitario di furegtremofili o estremotolleranti, capaci di
formare aggregati di cellule con pareti ispessiteetanizzate.

Per la loro capacita di formare colonie microschpisul substrato roccioso sono stati anche
definiti funghi microcoloniali knicrocolonial fungi, MCF, Staley et al., 1982) o funghi neri
delle rocce rock inhabiting fungi RIF, Ruibal et al., 2009) mentre la denominaziaine
funghi meristematici deriva dalla loro capacitafdimare aggregati lenta espansione che
assumono la tipica forma a cavolfiore a seguito lded accrescimento isodiametrico non
polare (Sterflinger et al., 1999).

Sono stati ritrovati dapprima nei deserti caldi I'deizona (Stanley et al., 1982), e
successivamente nei freddi deserti antartici (Fnigaoh et al., 1987). Oggi, € noto che i RIF
hanno una distribuzione assai piu ampia, in ambiesratterizzati da condizioni estreme
come scarsa disponibilita di nutrienti, mancanzacdjua, alta radiazione solare e temperature
estreme: regioni semi-aride del Mediterraneo, Idi\&ecche antartiche, ghiacciai artici e
regioni alpine (Urzi et al., 1995; Wollenzien et 4B95; Sterflinger et al., 1997; Sterflinger &
Prillinger, 2001; Ruibal et al., 2005; Gorbushig@07; Sert et al., 2007a; Selbmann et al.,
2008, 2014e; Ruibal et al., 2009).

Un tipico habitat per questi organismi e costitui® superfici rocciose in zone desertiche
calde o in climi piu miti quali quello mediterrandove pero rocce naturali @ monumenti sono
soggetti a forte irraggiamento solare e periodiyrgati di assenza di acqua e nutrienti. Nelle
aree mediterranee generi quBseudotaeniolinaConiosporium Knufia e Capnobotryella
sono i piu frequenti sia su rocce naturali che smumenti (Sterflinger et al., 1999; De Leo et
al., 2003; Sert et al., 2007a, b, c; Sterflingesle2012; Tsuneda et al., 2011).

Nei freddi deserti polari e nelle regioni di altaomtagna i funghi neri sono altamente
specializzati e mostrano un optimum di crescitormd ai 12°C. Nuovi taxa sono stati
recentemente descritti da rocce raccolte al dissam 3000 m di quota sulle Alpi quali
Cryomyces montanue C. funiculosus Saxomyces alpinusS. penninicuse Bradymyces
alpinus(Selbmann et al., 2014e; Hubka et al., 2014). fdtta, qualiRecurvomycesnirabilis

ed Elasticomyce®lasticus pur essendo stati rinvenuti sempre ad alta quoesentano una
diffusione pit ampia e sono stati isolati da rocaecolte in diversi continenti, incluso

I’Antartide (Selbmann et al., 2008). | funghi nereristematici sono una presenza ricorrente
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nella comunita endolitiche antartiche dalle quan® stati descritti diversi nuovi taxa
(Selbmann et al., 2005, 2008; Egidi et al., 2014).

1.3.2.STRATEGIE DI SOPRAVVIVENZA

| funghi neri meristematici mostrano alcune caratiehe peculiari estremamente importanti
per la loro sopravvivenza nell’ambiente litico (Hteger et al., 1999).

La crescita meristematica, ad esempio, assicuraottumizzazione del rapporto
superficie/volume; caratteristica questa che, dataninore superficie esposta, migliora
I'abilita di sopravvivenza in condizioni di stressme alta e bassa temperatura (Wollenzien et
al., 1995), elevato irraggiamento UV (Urzi et 4B95), mancanza di nutrienti (Sterflinger et
al., 1999) e alta concentrazione salina (Zalat.e1899).

Un altro importante fattore nella stress-tolleradea funghi neri e la presenza di melanina
nelle pareti cellulari. La melanina, responsabikldlad colorazione marrone e nera degli
organismi, gioca un ruolo decisamente importantgroola radiazione UV. Nelle comunita
criptoendolitiche dell’Antartide, i funghi neri vtno in associazione con organismi allo stesso
modo resistenti agli stress come i licheni (Onetfrial., 2007a; Harutyunyan et al., 2008;
Selbmann et al., 2013) e i cianobatteri (de losRical., 2014). E stato suggerito che i funghi
neri possono giocare un anche ruolo nell’idrataziennella protezione dei fotobionti nei
licheni epilitici dissipando I'eccessiva radiazioselare (Harutyunyan et al., 2008); nelle
comunita criptoendolitiche antartiche, i funghi inflarmano una barriera proprio sopra la
stratificazione del foto bionte che lo proteggdaldannosa esposizione alla radiazione solare
(Selbman et al., 2013b).

Le melanine risultano importanti non solo nell’amo foto-protettiva, ma anche nella
tolleranza al disseccamento e allo stress osmagi@azie alla riduzione della permeabilita
della parete e maggiore ritenzione di zuccheri gswtettori. La presenza di melanina nella
parete cellulare e la morfologia meristematica rapgntano dunque meccanismi utili a
limitare la perdita di acqua intracellulare, urchi® che si presenta in ambienti estremamente
secchi sia caldi che freddi (Gorbushina et2008).

La melanina non € la sola sostanza coinvolta melfosta allo stress idrico. Esistono infatti
diversi soluti osmo-regolatori con il ruolo di peatone dell'attivita enzimatica. | polioli
(glicerolo e mannitolo), ad esempio, che agisconme osmoliti intracellulari volti a
stabilizzare il potenziale osmotico delle celluleantenendo l'integrita e le funzioni cellulari

(Crowe et al., 1984). Il disaccaride trealosio éaltro importante composto dtoragenelle
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cellule, che permette di stabilizzare la membraramtenendone struttura e funzionalita in
risposta alle basse temperature e alla disidratagi@oodrich et al., 1988).

Ci sono considerevoli evidenze che suggerisconoectancomposizione della membrana
plasmatica possa determinare l'abilita di questghi a crescere a basse temperature (Cooke
& Whipps, 1993). La strategia utilizzata da quesittrorganismi, in Antartide, come in altri
ambienti freddi, passa attraverso un’alterazioné dmmposizione nei lipidi di membrana
(Russel, 1990). In particolare, la considerevolesenza di acidi grassi insaturi che
sostengono le funzioni cellulari a basse tempegatun aumento nella produzione di acido
linoleico e arachidonico e stato osservato in acsjpecie antartiche conMortierella alpina
Peyronel éM. antarticaLinnem, coltivate a basse temperature (Maggi ¢f18P1).

La produzione di esopolisaccaridi (EPS) rappresantaltra risposta a condizioni di stress:
essi sono coinvolti nel proteggere le cellule atican cicli di gelo-disgelo e nella cattura di
sostanze nutritive (Selbmann et al., 2002, 2005b@hina, 2003).

La scoperta di enzimi attivi anche a basse tempergirodotti da alcune specie antartiche
pud condurre alla comprensione di come questitfuogescano a basse temperature: specie
fungine antartiche mostrano ampie competenze etizimeache, di certo, aumentano le
possibilita di sopravvivenza in ambiente ostiler(iEe et al., 1997).

| funghi neri meristematici mostrano una notevadenplificazione del loro ciclo vitale: la
maggior parte, infatti, non produce strutture raarttive ben differenziate e non € mai stata
osservata in loro una fase teleomorfa (Sterflirgexl., 2012). | funghi delle rocce sono infatti
invariabilmente asessuati: mantenere il meccanigemetico per la ricombinazione attivo
implica una elevata spesa energetica, dato chasledleomorfe fungine tendono ad essere
elaborate, con strutture specializzate in cui awik ricombinazione. Cosi, in un contesto in
cui tutti gli sforzi della cellula si concentranalla produzione di alcuni metaboliti cruciali per
proteggersi da stress ambientali, la sessualitareapnta un costo energetico che un fungo
che risiede in condizioni estreme non puo pernetter

Percio i funghi neri hanno la capacita di sopragkévper lunghi periodi riducendo il loro
metabolismo. In questo modo, non producendo metapoksono rimanere per decenni in
resting staten attesa di condizioni piu permissive (GorbushR@07).

Inoltre i funghi neri sono poco esigenti da un pudt vista nutrizionale, essendo a crescita
lenta e in grado di passare a stato latente anehéupghi periodi; hanno solo bisogno di
zuccheri semplici per la crescita o di polimeri ill@aente degradabili derivanti dalla

fotosintesi delle alghe e dei cianobatteri viclBelomann et al., 2013).
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La maggior parte dei lieviti neri hanno un tassocdiscita molto lento, che non mostra
aumenti significativi neanche quando sono coltigatisubstrati ricchi e in condizioni fisiche
ottimali; sono cosi ben adattati alle condiziongotrofiche dei loro ambienti naturali che
alcuni mantengono una crescita visibile del migediache per brevi periodi, quando coltivati
su terreni privi di fonti di carbonio.

Recentemente, Gostiar et al. (2012) hanno ipotizzato l'esistenza dihpays non
convenzionali per I'acquisizione di carbonio comaté supplementare di energia alternativa
alla loro convivenza con le alghe. E stato ossenatraverso il metodo d&iC, che i funghi
neri isolati da comunita criptoendolitiche antdrécdelle McMurdo Dry Valleys, I'analogo
terrestre piu vicino a Marte, possono realmenterbge CQ (Palmer & Friedman, 1988).
L'ipotesi degli autori € che i funghi antartici posio effettivamente incorporare ¢@er
carbossilazione del piruvato (Moses et al., 19%9)& e stato riportato in precedenza per un
certo numero di funghi (Selbmann et al., 2014b)i ifeccanismi potrebbero rappresentare
una possibilita di sostegno vitale per i funghiinarcrescita lenta in ambienti estremi
oligotrofici e senza competitori. La sorprendenspacita di sopravvivere, ma anche di
prosperare in ambienti normalmente trascurati @lpse alla maggior parte delle forme di
vita, come le superfici rocciose esposte, pud esspiegato da queste insolite abilita
utilizzate dai funghi delle roccia per di ottenerergia. (Selomann et al. 2014b)

Negli ultimi anni, I'adattamento dei funghi nerifattori di stress e stato indagato anche a
livello proteomico. L'aumento dell’espressione diaperoni come lédeat Shock Proteins
(HSPs) eCold Shock Protein@CSPs) rappresenta uno dei principali effetti’dsfiosizione a
temperature sub-ottimali di funghi mesofili. Vicesa, I'analisi dell’espressione effettuata sui
funghi neri delle rocce antartiche ha messo in luna down-regulationdell’espressione
genica quando messi a temperature sub-ottimaliQR88d un aumento dell€old
Acclimatation Proteins(CAPs) (Tesei et al., 2012). Questa risposta auirs@ questi
organismi di entrare rapidamente in uno stato dimilenza piuttosto che “reagire”
attivamente ad uno stress esterno dovuto ad eldeatperature, permettendo anche un
notevole risparmio energetico. Viceversa la proooeidi CAPs a basse tamperature ha un
effetto protettivo per il congelamento.

La pressione ambientale e l'isolamento geneticoeegmfico promuovono la radiazione
adattativa ed i processi di speciazione. | nuoxa tdescritti per i funghi neri criptoendolitici

antartici ne sono un esempio significativo.
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1.3.3.STUDI FILOGENETICI SUI FUNGHI NERI ANTARTICI

I funghi neri delle rocce rappresentano un gruppdudghi le cui relazioni filogenetiche
rimangono ancora non completamente chiarite.

Inizialmente la loro descrizione e stata effettuaaclusivamente sulla base delle
caratteristiche morfologiche osservate (Onofrilgtl®99), ma in seguito, con I'affinarsi delle
tecniche molecolari applicate alla sistematicaaa#rso studi filogenetici basati su geni target
ed in particolare le regioni ITS e SSU dellrDNAg(Bmann et al., 2005).

Durante studi micologici effettuati in Antartidegreo stati isolati in differenti siti molti funghi
neri endolitici.

Anche i RIF isolati in Antartide ricadono principante nella classe Dothideomycetes; e
questa correlazione con temperature antartiche konpoobabilmente legata alla storia
evolutiva del gruppo: i funghi in questa classéatin si sono evoluti nel periodo Siluriano-
Devoniano, circa 430 milioni di anni fa quando éenperature erano molto basse rispetto a
qguelle odierne; i RIF appartenenti all'ordine Clodleyriales invece hanno subito
un’estinzione di massa nel Permiano-Triassico esucaessiva espansione in terre aride circa
250 milioni di anni fa, quando la temperatura glebera relativamente elevata (Gueidan et
al., 2011).

Alcuni RIF isolati in Antartide sono stati desdritome le specieFriedmanniomyces
endolithicusOnofri (Onofri et al., 1999)F. simplex Selomann et al.Cryomyces minteri
Selbmann et al. €. antarcticusSelbmann et al. (Selbmann et al., 2005) all'indedn due
nuovi generiFriedmanniomyce®©nofri (Onofri et al., 1999) €ryomycesSelbmann et al.
(Selbmann et al.,2005).

Il genereCryomycese stato recentemente ritrovato nelle Alpi, cordl® nuove speci€.
funiculosusSelbmann & de Hoog ar@d. montanudsola & Zucconi(Selbmann et al., 2014e).
Specificatamente il genefériedmanniomyceschericade nell’ordineCapnodiales & stato
isolato in diversi siti della Terra Vittoria del Kbe del Sud in Antartide continentale. Le
specie C. antarcticuse C. minteri presentano una limitata distribuzione; una poksibi
spiegazione risiede nel fatto che rocce arenari® soaggiormente presenti nelle Valli
Secche di McMurdo piuttosto che nella Terra Viagodel Nord, e i substrati rocciosi in
guest’area sono maggiormente rappresentati da met@morfiche e vulcaniche scarsamente
porose (Selbmann et al., 2005).

Sono stati istituiti su base morfologica e molemlgbasate su porzioni geniche ITS e SSU
dell'rDNA) anche nuovi generi e specie tra cRiecurvomyces mirabiliSelbmann & de

Hoog, Elasticomyces elastici&icconi & Selbmann (Selbmann et al. 2008).
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Recurvomyces mirabili€apnodiale} € un esempio di fungo nero ad ampia distribuzion
essendo stato isolato sia in Antartide che in anediterranee. Questi ambienti presentano
differenti regimi di temperatura, ma condividono’alevata radiazione solare e scarsita
d’acqua in alcuni periodi dellanno, suggerendo Ehéolleranza a questi stress € promossa
dallo stesso set di fattori morfo-fisiologici (Ruist al., 2007). Pertanto sembra che
I'adattamento ad altre condizioni estreme sia ilssipurché si inserisca nello stesso quadro
generale di estremotolleranza (Selbmann et al8200

Elasticomyces elastic €apnodialey, isolato anche da licheni epilitici antartici, hmstrato
una piu ampia gamma di temperature per la cres@tgetto al ceppo criptoendolitico
antarticoR. mirabilis La capacita di crescere a 0°C cosi come a 251G,essere spiegata
come una strategia adattativa per resistere n@nastémperature molto basse, ma anche alle
ampie fluttuazioni termiche molto piu marcate irbitat epilitico piuttosto che endolitico
(Selbmann et al., 2008).

Recentemente, mediante analisi multilocus, sortoistéuiti nuovi generi e specie di funghi
antartici: Extremus antarcticugSelbmann & de Hoog) Quaedvlieg & Crous, isolato da
Linnaeus Terrace nelle Valli secche di McMurdf@rmiconia antarticaEgidi & Selbmann,
anche questo nelle Valli secche di McMur@deoguttula mirabilisSelbmann & de Hoog dal
sito Lachman,Rachicladosporium antarcticur®nofri & Egidi dalla Penisola Antartica, e
Rachicladosporium mcmurd8&elbmann & Onofri, da Battleship Promontory, Vabicche di
McMurdo (Egidi et al., 2014).

1.4.ANALISI MOLECOLARI APPLICATE ALLA SISTEMATICA

La classificazione tassonomica e l'identificaziaied funghi si basano tradizionalmente sui
classici criteri morfologico-morfometrici, sui panetri di crescita, sulla compatibilita
sessuale e/o caratteristiche biochimiche. Quesénpetri possono non essere sufficienti per
una identificazione univoca a livello di specie,faii molti caratteri morfologici
precedentemente ritenuti indicativi di parentelasseno dimostrati essere omoplasie o
comunqgue non informativi (Begerow et al., 2007; lbsch & Huhndorf, 2007); inoltre casi di
evoluzione morfologica convergente cosi come glatcarattere plesiomorfici sembrano
essere diffusi in tutti i funghi (Blackwell et a2006; Hibbett et al., 2007). Nel caso dei funghi
neri, una differenziazione morfologica scarsa graduzione massiccia di melanina nella
parete cellulare, che e responsabile della pigmenmta scura (nero, verde, marrone), sono

tratti comuni (Jacobson, 2000).
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L’identificazione su base morfologica (fenetica)gatato, in passato, a raggruppare assieme
organismi che poi con la filogenesi molecolarecsicsrivelati tra loro evolutivamente molto
distanti: i funghi possono assumere morfologie mdifferenti in funzione delle condizioni
ambientali, possono accrescersi senza sporificagsenea produrre alcuna struttura che ne
consenta il riconoscimento, presentano fasi anaoherfe teleomorfiche morfologicamente e
talvolta ecologicamente distinte.

La scarsita di caratteri morfologici discriminato® facilmente accessibili rende
I'identificazione di un compito difficile, che parta possibili errori di classificazione, se
I'approccio tradizionale non e associato a metodiehtificazione alternativi.

Per queste ragioni lo studio sistematico dei furegjgi si avvale necessariamente di tecniche
molecolari e tutti gli studi filogenetici sono oggpndotti utilizzando come caratteri sequenze
di DNA. Studi basati sul confronto delle sequenerighe offrono non solo un rapido metodo
per il riconoscimento di specie ma anche un apjwoottimale per lo studio delle loro
relazioni filogenetiche. Nelle ricerche filogenéi; sono confrontate le sequenze
nucleotidiche di geni selezionati e si presume wh& similarita elevata rifletta un antenato
comune recente (Olsen & Woese, 1993).

Le tecniche di biologia molecolare applicate alfdesnatica costituiscono dunque un potente
mezzo di indagine nello studio della filogenesisdlquenziamento del DNA ha rivoluzionato
la visione del processo dell’'evoluzione, fino aldra limitata alla comparazione morfologica
degli organismi in esame; esso ha permesso diesdama quantita enorme di informazioni e
ha permesso di indagare piu in dettaglio le refdazievolutive tra gli organismi ed i
meccanismi evolutivi; gli studi filogenetici quindion mirano solo alla classificazione
tassonomica delle specie ma anche a ricostruirgdeioni evolutive tra gli individui (Moore

& Frazer Novak, 2002).

La filogenesi non rappresenta dunque soltanto tmonento tassonomico; sulla base delle
relazioni filogenetiche &, infatti, possibile faigotesi sulle potenzialita di un determinato
organismo in esame, dato che le tendenze genéiialieano di un gruppo filogenetico sono
similari. Pertanto le filogenesi rappresenta unangnte strumento di predittivita.

Grazie ad approcci di questo tipo, negli ultimiadianni, la sistematica dei funghi ha subito
un forte riarrangiamento. Gli schemi di classificaz sono stati ridefiniti su base biochimica,
ultrastrutturale e, soprattutto, molecolare. Questhbiamenti sono il risultato di un intenso
lavoro nell’ambito del progetto AFTOLA&sembling the Fungal Tree Of lifeche ha
prodotto una vera e propria rivoluzione nella srtica di questo Regno (Lutzoni et al.,
2004).
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1.4.1.GENI TARGET

La scelta dei target genici deve essere effettigpattando alcuni criteri. Innanzitutto devono
essere presenti in tutto il gruppo in esame; ésse® che siano funzionalmente omologhi in
ogni organismo, quindi che svolgano la stessa tuneziPiu specificatamente devono essere
ortologhi in quanto le differenze accumulate neredsi geni devono essere frutto della
speciazione. | geni paraloghi, di contro, non possessere utilizzati perché essendo frutto di
una duplicazione genica possono assumere nel teragteri e funzioni completamente
diversi rispetto al gene originario. La duplicazavincola la sequenza dalla costrizione della
selezione naturale e le due copie del gene tenddmwolvere in modo differente.

L'uso dei geni ribosomali per analisi molecolarifref diversi vantaggi: sono (i)
invariabilmente presenti in tutti gli organismij)(in piu copie, e (iii) I'evoluzione delle
sequenze € omogenea secondo la teoria dell’evoleizioncertata (Feliner & Rosselo, 2007).

I geni ribosomali nucleari (rDNA) comprendono daalphe centinaio a qualche migliaio di
copie e sono organizzati in disposizioni tandengf 1.11). Negli organismi eucarioti, ogni
unita ripetuta consiste in una regione trascrit@asata dalla successiva da regioni non
codificanti e di dimensione variabile, chiamate zgiri intergenici (IGS). La subunita
piccola, SSU $mall SubUnib 18S), e la subunita grande, LIla(ge SubUnib 26 S), sono
separate da un gene piu piccolo (5.8S) e I'intesieime di geni viene trascritto come singola
unitd. Ci sono sequenze non codificanti tra i temigchiamate spaziatori trascritti interni
(Internal Transcribed Spacer$l'S): I'l'TS1 € compreso tra le sequenze 18S e 3 BR2 e
compreso tra le sequenze 5.8S e 28S. Ogni insienne deni € separato dal seguente oltre
che dalla sequenza IGS, anche dallo spaziatoragextiico (EGS) e dallo spaziatore non
trascritto (NTS).

\E Small Subunit (nSSU/18S) Large Subunit (nLSU/28S) ies1 (85 | i6s2 \

Fig.1.11. Struttura dei geni ribosomali eucarioti
| geni ribosomiali nucleari mostrano al loro interan diverso grado di variabilita: mentre le

regioni 5.8S, 18S e 28S (codificanti) hanno seqeattamente conservate, le regioni ITS1 e
ITS2 (non codificanti) vengono escisse dal’RNA nagde splicing post-trascrizionale e
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quindi, non codificando per nessun prodotto genmatano piu velocemente rispetto alle
regioni conservate.

Mentre le regioni codificanti possono essere w#ite per il confronto di organismi distanti
filogeneticamente, le ITS sono piu adatte allo istulil relazioni tra organismi evolutivamente
piu vicini permettendo di distinguere anche vaoazintraspecifiche.

Recentemente la regione ITS é stata eletta convedrufficiale per i funghi (Schoch et al.,
2012) dal momento che ha una lunga storia comeatmecmolecolare per I'identificazione a
livello specifico dei funghi in studi ecologici agsonomici (Hibbett et aR011).

Nonostante il suo impiego universale, I'I'TS €& urmione che, in qualita di barcode
universale per i funghi, presenta potenziali congrize. Infatti € presente una variabilita
intra-specifica e intra-individuale (Smith et al (20 Simon & Weil3, 2008), che puo
complicare lidentificazione delle specie. Inoltriy regione multicopia ITS mostra una
variabilita non uniforme tra specie di diversi goupassonomici (Nilsson et al. 2008). Nello
stesso operone, sono presenti le subunita ribo§omialeari grande (nLSU) e piccola
(nSSU). L'LSU contiene due regioni ipervariabilihiamate domini D1 e D2, che si
affiancano alle regioni relativamente conservatdanmaggior parte dei funghi. Questa
disposizione consente alle sequenze geniche Lt$gire facilmente allineate per I'analisi
filogenetica; queste regioni rappresentano un n@reacomunemente utilizzato in alcuni
gruppi tassonomici, come le linee che si sono sepgrecocemente e i lieviti ascomiceti,
poiché danno una risoluzione maggiore (James etl@86; Kurtzman & Robnett, 2003).
Appare utile, quindi, sequenziare sia il D1/D2 $id@S quando si paragonano specie
strettamente imparentate.

Relativamente ai metodi di identificazione molece]ai &€ cercato di definire un valore soglia
per determinare quando una sequenza di studio astniza vicina a una sequenza di
riferimento da essere considerata conspecificalaN=insuetudine della pubblicazione di
nuove specie batteriche, la soglia per la vari@bititraspecifica per I'intera sequenze SSU
batterica é fissata al 3% (Sneath, 1992). Il vakwglia del 3% e considerato uno standard
valido anche per i funghi: se due sequenze IT®rmisEono di meno del 3%, sono tipicamente
considerate conspecifiche (Hughes et al., 2009)ntideil valore del 3% pud essere
considerato valido per alcuni gruppi di funghiutia essere non applicabile per altri (Nilsson
et al., 2008). Per gli organismi comspergilluse Penicillium (Nilsson et al., 2009) questo
valore é troppo alto, mentre e troppo basso per(alt esempioCantharelluse Craterellus
Feibelman et al., 1994). Le differenze nel tasseadiabilita intraspecifica ITS all’interno del

Regno dei funghi suggeriscono cautela nei confrahtiapprocci semplificati per la
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delimitazione di specie basata sull'lTS e di preade considerazione un approccio "caso per
caso" basato sulle caratteristiche dei taxa.

La descrizione di specie su base molecolare e dasatizionalmente su dati provenienti da
un singolo locus; nel corso degli ultimi 20 anniltnstudi hanno suggerito che la genealogia
di un singolo gene non rappresenta necessariart@fitegenesi di un organismo (Pamilo &
Nei 1988; Takahata 1989; Avise & Wollenberg 19®Rfsenberg 2002).

A causa delle difficolta di allineamento, le regi@enrami basali sono mal risolti e I'I'TS da
solo risulta essere scarsamente informativo (Maacakt al., 2002). Tuttavia, l'uso
dell'analisi simultanea di diversi geni (analisi ltdacus) per ottenere un’ipotesi ben risolta e
solidamente sostenuta per la classificazione reosgrite ha dimostrato di essere efficace per
I'identificazione a livello di specie come pure pkr classificazione a piu alti ranghi
tassonomici.

Taylor et al. (2000) ha proposto I@enealogical Concordance Phylogenetic Species
Recognition(GCPSR), un criterio basato sulla concordanzaditetica di geni multipli non
collegati, per identificare le specie che non possessere riconosciute con altri criteri. Il
criterio GCPSR si e rivelato estremamente utile fagighi, perché in molti casi € piu
finemente discriminante rispetto agli altri critexd € attualmente il piu utilizzato nel Regno
fungino (es Dettman et al., 2003; Fournier et24Q5; Koufopanou et al., 2001; Le Gac et al.,
2007; Pringle et al., 2005).

In un recente studio, Schoch et al. (2009) ha stapon approccio multilocus per risolvere le
relazioni filogenetiche nella clasBmthideomycetesSono stati considerati quali target genici
i geni codificanti proteine, comprese la subunitange e la seconda piu grande dellRNA
polimerasi Il (RPB1 e RPB2) e il fattore di allatigamento-& (TEF1), le subunita
ribosomiali nucleari grande (nLSU) e piccola (hSS&JJa subunita mitocondriale piccola del
gene ribosomiale (mSSU); 'RPB2 é stato identificadme il gene piu informativo, tuttavia e
importante anche dell'utilizzo dei geni ribosomatella risoluzione delle relazioni

filogenetiche.

1.4.2. ANALISI FILOGENETICA

Passo preliminare per lo studio dei geni oggettiiadalisi filogenetica, & la reazione di
amplificazione del DNA, laPolymerase Chain ReactiofPCR; Mullis et al., 1986), un
processo in grado di amplificare un miliardo diteal DNA di una regione selezionata.

Una volta amplificato, il prodotto di reazione wersequenziato per la determinazione

dell'ordine, o sequenza, dei suoi nucleotidi. Lgusnze vengono ricostruite utilizzando

30



programmi dedicati che consentano di leggere edteabnente correggere i cromatogrammi
ottenuti con il sequenziamento. Viene poi effeduana ricerca nelle Banche Dati dedicate
per similarita di sequenza.

Esistono vari programmi che permettono di confrentia sequenza fornita con quelle
depositate nelle Banche Dati. Tra i diversi algoritisponibili in rete, BLAST permette di
effettuare ricerche nella Banca Dati NCBlagional Center for Biothecnology Informatjon
Per determinare il grado di distanza filogeneti@adli organismi studiati, si procede con
I'allineamento delle sequenze di interesse, conl@searicate dalla Banca Dati. Il concetto
alla base é di trovare l'allineamento ottimalanibliore tra tutti quelli possibili. Allineare le
sequenze spesso non é un’operazione semplice a dagelezioni o inserzioni che fanno
slittare la posizione di alcune basi tra le seqaeazconfronto. Esistono programmi che
effettuano tali allineamenti automaticamente ma ganere € necessario correggerli
manualmente.

Il fine dell’analisi filogenetica € di rappresergde relazioni evolutive tra gruppi attraverso la
produzione di un albero filogenetico (Figura 1.12albero filogenetico e la rappresentazione
grafica del percorso evolutivo che ha riguardatagymppo di organismi e si configura come
un grafico bidimensionale costituito da nodi, raennodi terminali o foglie, in un albero
risolto ogni ramo mette in relazione tra loro dodé sodi. | nodi terminali rappresentano le
unitd tassonomiche ovvero le specie in esame e dettb ancheOperational Taxonomic
Units (OTU). | rami definiscono le relazioni tra queste termini di discendenza e di
progenitore e la lunghezza e proporzionale al nardemutazioni che ha avuto luogo, mentre

gli internodi rappresentano la specie ancestrigbepgenitore comune di due stirpi.

sister ingroup
OHrgErann argp

nodo

\ /internpdo
#

rannticazionc
radice

Fig.1.12. Struttura di un albero filogenetico
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Possiamo distinguere tre tipi di alberi filogenetit cladogramma, l'albero additivo o
filogramma e l'albero ultrametrico (Figura 1.13).cladogramma da solo una indicazione
delle condivisioni dellancestore comune piu reeent’albero additivo o filogramma
contiene informazioni aggiuntive riguardo alla qt@ndi cambiamenti evolutivi mentre

I'albero ultrametrico esprime il tempo relativo ptocesso evolutivo usando I'orologio

molecolare.
Cladogram Phylogram Ultrametric tree
Taxon B E Taxon B
= W Taxon C Taxon C
Taxon A i Taxon A
L TaxonD e Taxon D
— [ B —

Fig.1.13. Tipi di alberi filogenetici

I metodi principalmente utilizzati per la costruzéo di alberi filogenetici possono essere
distinti in due categorie: i metodi basati sullatmea delle distanzed{stance methodse
quelli basati sull’'uso di caratteri discredigcrete methoggSalemi &Vandamme, 2003).

Nei distance methodi distanza tra le specie viene misurata semplioggneome “quantita

di differenza” nelle sequenze esaminate tra i @atiuvi sono iINeighbourJoining (NJ) e
'TUPGMA. Il metodoNeighbourJoining(NJ) analizza il numero di differenze tra le seqeen

a confronto paragonandole a due a due; la coppisequenze con il minor numero di
cambiamenti € denominateighborse le coppie dneighborscondividono un nodo in un
sottoalbero risultante. Ogni confronto viene quittdsformato in una misura di distanza e ad
ogni passaggio vengono uniti i sottoalberi finco#ténere I'albero completo.

L'UPGMA (acronimo diUnweighted Pair Group with Arithmetic Means)il metodo piu
semplice fra quelli basati sul clustering. Essouass come valida l'ipotesi dell’orologio
molecolare, cioé che la velocita di evoluzione elskkquenze sia costante lungo tutti i rami
degli alberi. Per questo motivo tale metodo vierénito ultrametrico, cioe impone che la
lunghezza di tutti i rami discendenti da un noderino fino ai nodi piu esterni sia la stessa. Il
metodo lavora utilizzando un algoritmo interattisfoe raggruppa due unita tassonomiche o
gruppi di unitd ad ogni interazione, partendo dellguche inizialmente appaiono come le piu
simili e proseguendo fino a determinare una radetBalbero.

La caratteristica saliente daistance methodsyvvero la traduzione delle sequenze in misure
di distanze, rappresenta allo stesso tempo ancheifetto in quanto determinala perdita

dell'informazione relativa alle sequenze stesse.

32



| discrete methodsperano invece direttamente sulle sequenze piattst su misure di
distanza. Ogni posizione nelle sequenze allineagmev considerata un “carattere” ed
inucleotidi o gli amminoacidi in quella posizionen® detti “stati”. Tutti i caratteri vengono
di norma analizzati separatamente ed indipendemtenaagli altri. Tra idiscrete methods
ricordiamo i metodi Massima parsimonia e Massimasieniglianza (Salemi & Vandamme,
2003; Baxevanis & Oullette, 2005).

La Massima parsimonia (MP) parte dal principio &henigliore spiegazione dei dati € anche
la piu semplice e quindi tende a ricercare qudléab la cui topologia puo essere spiegata con
il piu piccolo numero di mutazioni (cioe cambiamettcarattere).

Nella Massima verosimiglianza (MLMaximum likelihoo)l 'esame di ogni possibile
topologia dell'albero viene fatta valutando ognisp@mne della sequenza e porta alla
creazione dell’albero filogenetico che piu verosng@nte € in grado di produrre i dati
osservati.

Al fine di determinare la robustezza dell’'albermexessario utilizzare dei metodi statistici,
quali per esempio I'analisi di bootstrap. Utilizagter la prima volta da Felsenstein (1985) in
applicazione all'analisi filogenetica € un sistethaicampionamento casuale di sequenze a
cui vengono applicate le stesse procedure appliahgéesequenze vere. In questo modo
ottengo due risultati: uno effettivo, quello deflequenze in analisi e uno che rappresenta il
valore che otterrei con un campione casuale. Daldonfronto & possibile ottenere una stima
della veridicita del risultato. Maggiore € il nuroeti operazione di bootstrapping, maggiore é
I'attendibilita dei valori. Di seguito e stato ripato lo schema che viene di norma seguito per

la costruzione di un albero filogenetico (Figura4).

Scelta dell/i marcatore/i molecolarel/i
Amplificazione/ SequetziamentofAssemblaggio
seixenze
Blast/ Allineamento sequenze
¥
Scelta del modello evolutivo
Analisi filogenetica
¥
Albero filogenetico

Fig.1.14. Procedimento per I'analisi filogenetica
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1.5.METODICHE PER LO STUDIO DI COMUNITA MICROBICHE

1.5.1.METODICHE COLTURA-DIPENDENTI

Per metodi coltura-dipendenti si intendono metadiucali tradizionali in combinazione con
analisi fenotipiche (fisiologiche e biochimicheyjenotipiche (PCR specie-specifica 0 RAPD)
necessarie per la corretta identificazione e tgurme. | metodi colturali consistono nella
coltivazione di microrganismi su terreni selettivgl successivo isolamento dei ceppi e nella
loro identificazione. Questi metodi possono fallirel descrivere la diversita di comunita
microbiche nella loro interezza, a causa della @madanza di alcune specie e dell'incapacita
di altre di svilupparsi al di fuori del loro ambtennaturale (Head et al., 1998). | terreni di
coltura permettendo tipicamente la crescita solandi piccola frazione di microrganismi, non
sono in grado di riprodurre le nicchie ecologichéeeinterazioni simbiotiche presenti in
ambienti naturali complessi. A parte il fatto dedielezione che permette la crescita solo di
alcune specie sopprimendo la crescita di altreplaposizione della comunita della frazione
coltivabile é distorta durante la semina perche&mi di replicazione variano e le specie che
crescono efficientemente mandano fuori competizienaltre. Inoltre la maggior parte dei
terreni di coltura sono fonti estremamente ricchecatbonio rispetto ai substrati che si
ritrovano normalmente in situ, e questo potreblfieenzare la composizione della comunita
microbica coltivata verso copiotrofi (microorganisohe crescono in presenza di elevati
livelli di fattori nutritivi) (Nocker et al., 2007)

1.5.2.METODICHE COLTURA-INDIPENDENTI

Negli ultimi due decenni, i metodi utilizzati perestrivere la diversita di comunita
microbiche, hanno subito un forte cambiamento askpre da approcci coltura-dipendenti ai
metodi coltura-indipendenti. Questo € di primangportanza, poiché i tradizionali metodi
colturali per l'isolamento di microrganismi rendooconto solo di una frazione limitata di essi
(ValdSkovéa & Baldrian, 2009).

La tendenza verso queste nuove metodiche é legsti@eramento di problematiche associate
alle coltivazioni selettive ed isolamenti di migyanismi dai loro ambienti naturali. La
principale ragione nell’'uso di metodi coltura-indiglenti € la mancanza di conoscenza
riguardo le reali condizioni sotto cui molti micgamismi crescono nel loro habitat naturale e,
di conseguenza, la difficolta a sviluppare terdirgoltura che simulino con precisione queste
condizioni (Ercolini, 2004).
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Questi metodi sono caratterizzati dal fatto chedramganismi non vengono piu coltivati ed
isolati, ma si rilevano direttamente all'internd dampione attraverso I'analisi del loro DNA
ed RNA. La principale novita di questi procedimentiestrazione diretta degli acidi nucleici
dalle matrici in esame, i quali, successivamendg@geno analizzati con strumenti molecolari
in grado di definire la loro diversita, la qualeirestretta connessione con la complessita
microbica del sistema in studio (Giraffa et al.02))

Queste metodiche si basano sia sul clonaggio eese@mento diretto dei frammenti di DNA
0 spesso sullamplificazione di sequenarget utilizzando la PCR. Nel secondo caso il pool
dei prodotti di PCR pu0 essere clonato e sequenpigpure gli ampliconi possono essere
soggetti a varie tecniche djénetic profiling (Nocker et al., 2007).

Per determinare come possono influire determinatampetri ambientali nella diversita di
comunita microbiche, sono necessarie rapide e oa@tipa analisi di molti campioni; a
questo proposito le tecniche é&ingerprinting sono in grado di fornire un profilo che
rappresenta la diversita genetica di una comunitiidato ambiente (Muyzer et al., 1997).
Le metodiche coltura-indipendenti su cui si basghostudi di ecologia microbica sono:
Denaturing Gradient Gel ElectrophoresiSsDGGE), Temperature Gradient Gel
Electrophoresis(TGGE), Single Strand Conformation Polymorphigf8SCP), Restriction
Fragment Length Polymorphism(RFLP), Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism (T-RFLP), Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analy@RISA),
clonaggio e sequenziamento di librerie.

Tecniche difingerprinting quali la DGGE e la TGGE, si basano sulla sepan&zio
elettroforetica di molecole di dsDNA in base aloatomportamento di dissociazione in
presenza di un gradiente denaturante e di tempanaspettivamente. L’elemento comune fra
queste procedure € il fatto che entrambe si basatla separazione di prodotti di PCR
derivati dallamplificazione di geni marcatori pegsi in tutti i membri della comunita
microbica studiata. Vengono quindi prodotti unaietar di profili, chiamati appunto
fingerprint, che rappresentano la diversita dei geni polirobdi interesse, ossia la diversita
delle specie microbiche della comunita esaminataesfg¢ tecniche presentano diversi
vantaggi quali: rapidita e possibilita di processanolti campioni contemporaneamente;
affidabilita ed alta riproducibilita; possibilitai attenere sia informazioni qualitative che
guantitative; possibilita di comprensione dellear@bni filogenetiche tra i membri della

comunita che si sta analizzando (Duarte et al.2p01
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DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
La DGGE é la piu comune tecnica utilizzata fra itedé coltura-indipendenti; la

combinazione PCR/DGGE di DNA ribosomale é stateodutta in ecologia microbica da
Muyzer et al. (1993), ed e stata usata con sucdéessolti campi: frequentemente utilizzata
per I'analisi di comunita batteriche del suolo (N®ret. al., 2002), del mare (Bano &
Hollibaugh, 2002) e di campioni clinici (Burton at., 2003), oggi € anche applicata a
comunita fungine del suolo (Van Elsas et al., 2068) compost (Marshall et al., 2003) e di
opere d'arte (M6hlenhoff et al., 2001).

La tecnica di DGGE si basa sulla separazione digitodi PCR dello stesso peso molecolare
ma di diversa sequenza di basi nucleotidiche, agaaedo questa differenza é rappresentata
da una sola coppia di basi; tale separazione thrfranti di DNA avviene in base alle loro
differenti proprieta di dissociazionenaelting Essa si basa sul principio secondo cui molecole
di DNA, sottoposte ad un gradiente di agenti dawaatiichimici (urea e formammide), vanno
incontro a denaturazione e quindi ad un cambiamastla conformazione che rallenta la
velocita di migrazione sul gel. La concentraziomeagienti denaturanti per I'apertura della
doppia elica varia in molecole caratterizzate dqueaze diverse, infatti, € inversamente
proporzionale all'energia di legame tra i due fiErti. Poiché le condizioni richieste per la
denaturazione delle molecole di DNA sono strettameanrrelate con la loro sequenza e, dato
che la denaturazione influisce sulla velocita dgmazione degli ampliconi, molecole con
sequenza diversa migreranno diversamente in qtipstdi gel.

Tutti i prodotti di PCR, caricati 'uno accanto’altro su gel di DGGE, si dissoceranno quindi
in punti diversi del gradiente denaturante e saradistinguibili in base alla diversa
migrazione elettroforetica, delineando in questalaan profilo di composizione microbica.
Una ottimale risoluzione e ottenuta quando le na&oon sono completamente denaturate,
infatti per la reazione di PCR vengono utilizzatimers specifici per I'amplificazione delle
regioni bersaglio, che hanno un “GC CLAMP” di cirgaaranta basi, ossia una pinza di basi
formate unicamente da G e C per ottimizzare laecedsimpedire che il frammento di dsDNA
si dissoci completamente.

Dopo la colorazione del gel, il numero di bandeasadicativo della diversita genetica del
campione iniziale (Muyzest al, 1993).

| vantaggi offerti da questa tecnica sono moltépl@mpia varieta di scopi per cui pud essere
impiegata come analisi di complesse comunita, rooamfgio di cambiamenti strutturali e
funzionali nelle popolazioni, analisi di eterogdaeali sequenza e la possibilita di ottenere in
modo rapido un profilo delle popolazioni princip&nte rappresentative delle comunita

stesse; in aggiunta a questo un grande vantagdi@ téenica € che e possibile ottenere
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informazioni tassonomiche poiché le bande possasere escisse dal gel, ri-amplificate e
sequenziate; inoltre specifiche bande possono essdridizzate con specifiche sonde
oligonucleotidiche (Heueet al., 1999; Riemann & Widing, 2001). Pertanto, D&GE
combina i vantaggi del clonaggio, sequenziamentd-RFLP (Nikolcheva & Bérlocher,
2005).

| principali svantaggi nelluso di questa tecniama: efficienza variabile di estrazione del
DNA metagenomico; errori di amplificazione e fornwae di eteroduplex durante la reazione
di PCR; variazioni da gel a gel (soprattutto nesi ck profili complessi). In aggiunta a questo,
solo piccoli frammenti (<500 bp) possono esserarsgpin DGGE e cio limita fortemente le
informazioni di sequenza. Inoltre, differenti seee di DNA possono avere stessa mobilita
elettroforetica dovuta ad un identico contenutoGE e, pertanto, una banda pud non
necessariamente rappresentare una singola speiciga@sen et al., 2006).

Questi metodi sono difficilmente applicabili alludio di comunita estremamente complesse
che producono profili con centinaia di bande, eedt@no quindi praticamente impossibili da
distinguere. Un altro importante limite di questartica riguarda la capacita risolutiva: solo
DNA derivati da organismi che rappresentano pid'i#él nella comunita studiata possono
essere visualizzati (Muyzer et d993).

Nonostante queste limitazioni, la DGGE offre uninatt compromesso tra il numero dei
campioni da analizzare e I'informazione ottenuisyltando fondamentali in situazioni in cui

si conosce poco o nulla della comunita stessa.
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2. SCOPO DELLA RICERCA

L’aumento della temperatura media sulla Terra atssando la riduzione o la scomparsa di
ecosistemi marginali e delle specie ad essi agsoci ambienti polari sono estremamente
sensibili agli effetti dei cambiamenti climatici.eanto € oggi di primaria importanza
approfondire le conoscenze sugli ecosistemi terremttartici prima che qualunque
cambiamento ulteriore ne alteri I'equilibrio in nmodla poter utilizzare questi dati per
monitorare variazioni future.

L’endolitismo € uno degli adattamenti piu spettadoldei microrganismi alla pressione
ambientale ed é la forma di vita predominante rnatiee interne del continente antartico. Le
comunita endolitiche, vivono al limite del loro patiale biologico e sono tra i piu resistenti
0ggi conosciuti. Per quanto molto resistenti, lecg microbiche che compongono queste
comunita sono fortemente minacciate dal cambiamehiwatico in atto. Lo stabilirsi di
condizioni piu permissive, infatti, potrebbe poetall’insediamento di specie alloctone piu
competitive, con conseguente possibile estinziatle dpecie autoctone, fortemente adattate.
La presente ricerca si colloca all'interno di um Ipél ampio progetto inserito nel Programma
Nazionale di Ricerche in Antartide (PNRA) che pa@n approccio multidisciplinare per lo
studio della distribuzione delle comunita epi- edi@itiche e della biodiversita dei diversi
compartimenti biologici che le comunita endolitiobgpitano, studiando come questa vari in
funzione di parametri quali latitudine, altitudiree distanza dal mare, fino al limite di
estinzione della comunita stessa, non trascurdmdolo della natura del substrato.

Al fine di ottenere un quadro completo della bi@dsita fungina delle comunita endolitiche,
campioni di roccia raccolti durante la XXVI Spedize Antartica Italiana in diverse localita
della Terra Vittoria del Nord e del Sud (Antartictentinentale) sono stati analizzati attraverso
metodi coltura-dipendenti, quali isolamento direth® funghi delle rocce, inclusi lieviti e
licheni, seguito da analisi molecolari degli isolar risolverne la posizione tassonomica, e
metodi coltura-indipendenti, DGGE (Denaturing Gesdi Gel Electrophoresis), che
rappresentano un primo approccio di studio del&driBuzione della biodiversita fungina in
funzione di diversi parametri ambientali.

| dati ottenuti, oltre a fornire una conoscenza ppprofondita sulla biodiversita degli
organismi endolitici antartici, ancora per lo pjinota, e a garantire la conservazioar Situ
presso laCulture Collection of Fungi From Extreme Environne(CCFEE), Sezione di
Micologia del Museo Nazionale dell’Antartide “Fediclppolito” (DEB, Universita della
Tuscia), rappresenteranno il punto di partenzanpamitorare eventuali future variazioni di

tali peculiari forme di vita dovute ai cambiametitmatici.
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3. MATERIALI E METODI

3.1.CAMPIONI DI ROCCIA

| campioni di roccia oggetto di questo studio setati raccolti dall’l1l Dicembre 2010 al 2
Febbraio 2011 nella Terra Vittoria, Antartide Caoetitale, durante la XXVI Spedizione
Antartica Italiana (2010/2011) da Laura Selbmanba&ira Zucconi (Universita della Tuscia).
Sono stati ispezionati 72 siti relativi a 48 lotaliella Terra Vittoria.

| siti di campionamento sono distribuiti lungo uarsetto latitudinale che va da 7348S
(Chisholm Hills, Cosmonaut Glacier) a 76°3&I'S (Battleship Promontory, McMurdo Dry
Valleys) e un gradiente altitudinale dal livellol deare fino a circa 3.600 m sim (Mt
Adamson). E stata inoltre considerata una distatstanmare da 0 (Kay Island, Vegetation
Island, Inexpressible Island, Prior Island) a cid@0 km (Chisholm Hills, Archambault
Ridge, Ambalada Peak, Trio Nunatak, Ricker HillgbBy Rocks). Sono stati raccolti piu
campioni (da 1 a 8, vedere Tabella 3.1) per odaj per un totale di piu di 200 campioni.

| campioni di roccia sono stati prelevati asettieate con uno scalpello sterile e riposti in
buste di plastica sterili. Fino al momento dellala sono stati conservati a -20°C.

Per ogni campione sono stati verificati la preseaza tipo di colonizzazione attraverso
osservazione diretta utilizzando lenti di ingraneinto.

La classificazione e la porosita delle rocce sotaiesdeterminate utilizzando lenti di
ingrandimento o osservando piccoli frammenti alieresomicroscopio. Le rocce sono state
classificate come arenaria (S), conglomerato dnara (CS), granito (G), quarzo (Q), e
dolerite (D), mentre il grado di porosita defindome basso (I), medio (m) e alto (h).

Nella Figura 3.1 é riportata la mappa relativa dlistribuzione dei siti di campionamento

nella Terra Vittoria del nord con indicazione dpbtdi colonizzazione trovata.
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Fig.3.1. Mappa dei siti visitati (con I'esclusiodeBattleship Promontory nelle McMurdo Dry Valleys
non incluso nella mappa). Le lettere indicano laizpone delle stazioni meteorologiche (A Modesta,
B Lola, C Zoraida; D Eneide, E Sofia-b). Le localitanno lo stesso numero riportato nella Tabella 1

Per questo studio sono stati analizzati 72 campdbmrioccia; 70 provenienti dalla Terra
Vittoria del Nord e 2 dalla Terra Vittoria del S@Battleship Promontory). | campioni di
roccia analizzati nel corso del presente lavoroosaoiportati in Tabella 3.1, insieme

all'indicazione del sito di campionamento, all’'altline e alla distanza dal mare. Nella Figura

O Colonizzazione epilitica
A Colonizzazione endolitica

I:I Assenza di colonizzazione

3.2 sono riportate alcune rocce da cui sono dtfetiteati gli isolamenti.
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Fig.3.2. Immagini prese allo stereomicroscopio Iduai dei campioni di roccia da cui sono stati
effettuati gli isolamenti. A: Quarzo, Inexpressibdidand, Terra Vittoria del nord, Antartide. B:

Granito, Mt McGee, Terra Vittoria del nord, Antaei C:Granito, Archambault Ridge sito 2, Terra
Vittoria del nord, Antartide. D: Arenaria, Mt Namsesito 2, Terra Vittoria del nord, Antartide.

E:Conglomerato di arenaria, Archambault Ridge s<lto Terra Vittoria del nord, Antartide.

F:Conglomerato di arenaria, Pudding Butte, Terttovia del nord, Antartide
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3.2.ISOLAMENTI

Sono stati processati 63 campioni di roccia proeamtnida 42 delle 48 localita campionate. |
campioni di roccia sono stati frantumati in condigidi sterilita e i singoli frammenti sono
stati seminati su Piastre Petri contenévidlt Extract Agar MEA (Malt extract 3%, agar
1.5%) (AppliChem GmbH, Darmstadt-Germany) con aggiwi cloramfenicolo 100 ppm per
inibire la crescita batterica. Le piastre sonoesiatubate a 10°C e per diversi mesi ogni
settimana e stata verificata la crescita di evéntuganismi. Le colonie sviluppatesi sono
state isolate in Piastre Petri sterili conteneriA1Una volta ottenuta biomassa sufficiente, si
e proceduto all’estrazione del DNA.

Tutti i ceppi fungini ottenuti sono stati coltivagu agar slant (MEA) in tubi di vetro (15x2
cm) e depositati nell&€ulture Collection of Fungi from Extreme Environrne(CCFEE)
dell’'Universita degli Studi della Tuscia (DEB), $mze micologica del Museo Nazionale

dell’Antartide “Felice Ippolito”.

3.3.ANALISI MOLECOLARI DEGLI ISOLATI

3.3.1.ESTRAZIONE DEL DNA E AMPLIFICAZIONI

L'estrazione del DNA é stata effettuata da coltdres mesi mediante I'utilizzo di un kit
specifico, il NUCLEOSPIN PLANT (Macherey-Nagel, GmB Co. KG, Duren, Germany),
seguendo il protocollo ottimizzato per i funghi.

Il DNA estratto dai campioni e stato utilizzato Ieeteazioni diPolymerase chain reaction
(PCR) per I'amplificazione di diverse regioni ddINA, Internal Transcribed SpacdgiTS)
compreso il gene 5.8%arge SubUnit(LSU), Small Sub Uni{SSU) e la seconda subunita
maggiore (RPB2) dell’ RNA-polimerasi.

Ciascuna reazione di PCR, dajbé stata preparata utilizzando le seguenti qteartPul di
miscela Mastermix (Biomix, BioLine Ltd. London: Biaq DNA Polymerase, 32 mM (N}
SQ,, 125 mM Tris HCI, pH 8.8 a 25°C, 0.02% Tween 2@n®1 dNTPs, stabilizzatore,
colorante inerte della BioMix), il di ciascun primer (alla concentrazione di5 pmip)/1 pl

di DNA (10-50 ng), I'acqua distillata sterile € tstaaggiunta in quantita tale da portare il
volume della soluzione a 26 (10 pl).

Nella tabella 3.2 sono riportati i nomi e la seqaaedei primers utilizzati.
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Tab. 3.2. Primers utilizzati per lo studio moleceldei campioni e relative sequenze.

Locus Primer Sequenza primer (5— 3) Riferimento bibliografico

ITS ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White et al., 1990.

ITS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990.

ITS ITS4a GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White et al., 1990.

LSU  LROR ACCCGCTGAACTTAAGC Vilgalys unpublished
[http://www.botany.duke.edu/fungi/mycolab]

LSU LRY TACTACCACCAAGATCT Vilgalys and Hester, 1990.

SSU  SRIR TACCTGGTTGATQCTGCCAGT Y igalys unpublished
[http://www.botany.duke.edu/fungi/mycolab]

SSuU NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA White et al., 1990.

RPB2 fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG Liu et al. (1999)

RPB2 fRPB2-414R ACMANNCCCCARTGNGWRTTRTG Quaedvlieg et al. (2011)

Per le reazioni di amplificazione ci si & servifi th apparecchio termociclatore T100
THERMAL™ CYCLER (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,Germany) e
dell'apparecchio BIORAD MYCYCLER™ Thermal Cycler i(BRad Laboratories GmbH,
Munich, Germany).

| cicli termici seguiti per le reazioni di amplifizione delle regioni ITS, LSU e SSU sono

riportati nella Tabella 3.3.

Tab. 3.3. Condizioni di amplificazione.

Denaturazione . ) ) Estensione
o o Denaturazione Annealing Estensione ]
Coppie di iniziale No. finale
. o temp. (°C), temp. (°C), temp. (°C),
primer temp. (°C), cicli temp. (°C),
. tempo (s) tempo (s) tempo (s)
tempo (min) tempo (m)
ITS5/ITS4-
95,3 35 95,30 55,30 72,32 72,5
ITS4a
LROR/LR7 94,5 35 94,45 52,30 72,2 72,7
SR1R/NS8 95,5 35 95,45 52,30 72,3 72,3
fRPB2-5F/ 95,3 35 95,45 52,90 72,2 72,10
fRPB2-414R
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3.3.2.ELETTROFORESI SU GEL D'’AGAROSIO

Mediante un’elettroforesi su gel di agarosio stati successivamente in grado di valutare i
risultati delle amplificazioni.

Il gel di agarosio all'l,5% é stato preparato skerglo 0,75 g di agarosio (Agarose IBI-
Shelton Inc., Shelton, Conn. USA) in 50 ml di buffBAE 1x (40 mM Tris acetato, 1
MmMEDTA, pH 8,0 della Brinkmann Instruments, INC.-N¥ aggiungendo Gel Red™
Nucleic Acid Gel Stain; questo ha la funzione dndere il DNA visibile se esposto a
radiazioni ultraviolette, indicando cosi I'esattaszione dei frammenti sul gel. La soluzione é
stata cosi versata nella cella elettroforetica,termante un pettine che, a solidificazione
avvenuta e stato estratto formando una fila di ptiz4a cella & stata riempita con il tampone
di corsa (TAE 1x) facendo attenzione a che il loveli quest’ultimo coprisse il gel, che deve
risultare, infine, sommerso.

In ogni pozzetto sono stati caricatiyb di DNA amplificato miscelati con 1l di loading
buffer (tampone di caricamento al 25% di blu dirboofenolo e 40% w/v di saccarosio in
acqua). In un altro pozzetto, a titolo di riferi@ené stato sempre caricato un marker
(GeneRuler™ 100 bp Ladder Plus) che genera nelugel serie di bande con cui poter
effettuare un confronto.

La corsa é avvenuta applicando una differenza tinzéale di 30 V fino alla fuoriuscita dal
pozzetto da parte dei campioni per poi prosegureun voltaggio pari circaa 80 V.
Terminata la corsa, il gel e stato esposto ad weewllltravioletta con lunghezza d’onda di 260
nm (mediante un transilluminatore Vilber Lourmatn@eco), al fine di valutare la presenza,
la dimensione e, approssimativamente, la quanti2NA, che e direttamente proporzionale
all'intensita della fluorescenza delle bande chpprasentano il frammento amplificato.

3.3.3.SEQUENZIAMENTO, RICOSTRUZIONE DELLE SEQUENZEONFRONTO IN
BANCA DATI NCBI

Le reazioni di sequenziamento sono state effettaate il metodo Sanger et al., (1977)
utilizzando il kit BigDye™ terminator (Applied Bigstems-Perkin-Elmer, Foster City-CA
U.S.A).

Per la seguente ricerca, il sequenziamento deinfigmi € stato condotto dalla Ditta
MACROGEN, Pathfinder in Genomics Research, 1001ldVderidian Center, Seoul, Korea

(http://www.macrogen.cojm

L’analisi delle sequenze e stata effettuata ufiimdo il programma CHROMAS
(versionel.45, 32-bit, 1996-1998, Griffith UniveysiSouthport, Queensland, Australia), che
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permette di visualizzare il risultato del sequem&ato come cromatogramma, ovvero come
una serie di picchi corrispondenti ciascuno ad uclgotide della sequenza. In questo modo e
stato possibile correggere manualmente eventuadiriedovuti a letture inesatte delle
sequenze durante il sequenziamento, che si mamfestome picchi incerti, poco definiti, a
volte anche sovrapposti.

Una volta ricostruite, le sequenze sono state oatdte con quelle depositate presso Banche
Dati internazionali on-line, al fine di individuake specie con cui le nostresequenze mostrano
il grado di similarita piu elevato. La Banca Datilimzata nella presente ricerca € stata la
NCBI Genbank National Center for Biotechnology Informatjoed e disponibile on-line
all'indirizzo web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Iprogramma BLASTN Basic Alignment
Search Tool Nucleotijeé stato utilizzato per il confronto delle sequere la ricerca di

massima similaritahttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

3.3.4.ALLINEAMENTO SEQUENZE E COSTRUZIONE DEGLIRRB
Le sequenze dei funghi neri sono state confrontadiante allineamento con le sequenze

disponibili nella banca dati NCBh{tp://www.ncbi.nlm.nih.goV/ quelle piu simili sono state

utilizzate per costruire allineamenti utilizzandd programma MEGA6 Nlolecular
Evolutionary Genetics Analysisitilizzando I'opzione di allineamento automatiddJSCLE.

Gli allineamenti sono stati poi migliorati manuaime

Gli alberi ITS sono stati costruiti utilizzando fppione NJ Neighbour Joininljin Mega6 con
un’analisi di bootstrap (Felsenstein, 1985) conQL@@&ampionamenti.

L’analisi multilocus basata sulle sequenze ITS, SES8U e RPB2 é stata effettuata su un
gruppo ampio di organismi. Le sequenze sono stateatenate, utilizzando il software
sequence joiner disponibile in rete Http://users-

birc.au.dk/biopv/php/fabox/alignment_joiner.phge successivamente allineate mediante |l
programma MEGA 6, utilizzando l'opzione di allineamo automatico MUSCLE. Gli
allineamenti sono stati poi migliorati manualmerite. regioni ambigue sono state escluse
dagli allineamenti. L’allineamento e stato espartatl il miglior modello evolutivo & stato
determinato, su 56 testati, utilizzando il prograaniodeltest MrAic.pl 1.4.3 (Nylander,
2004) stimato utilizzando Phyml (Guindon & Gasc@€l03) attraverso il test che determina
la verosimiglianza gerarchica. Gli alberi filogeioesono stati costruiti con il principio della
massima verosimiglianza (ML) utilizzando Treefind@obb et al., 2004) e i risultati sono

stati visualizzati utilizzando Treeview 1.6.6 (Pad®©96). La robustezza dell'inferenza
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filogenetica é stata effettuata utilizzando I'asialdi bootstrap con 1000 pseudorepliche

generate ed analizzate con Treefinder.

3.4.METODI COLTURA-INDIPENDENTI

L’analisi della biodiversita fungina sui diversinspioni oggetto di questo studio e stata
condotta mediante [l'applicazione della tecnica DGGQGBenaturing Gradient Gel
Electrophoresis

3.4.1. ESTRAZIONE E QUANTIFICAZIONE DEL DNA METAGENCO

I DNA metagenomico é stato estratto direttamet& 2 campioni di roccia, dopo essere stati
macinati in condizioni di sterilita con il Vibromnb MM 400 RETSCH (Verder Scientific,
Bologna, Italia), utilizzando il KIT NUCLEOSPIN PLMAT (Macherey-Nagel, Gmbh & Co.
KG, Duren, Germany) come descritto nel paragra8ol3ll DNA estratto e stato quantificato
utilizzando il fluorimetro Qubit" Quantitation kit (Invitrogen molecular probes- Eug,
Oregon, USA).

3.4.2.REAZIONI DI PCR

Una prima reazione di PCR e stata condotta perifapé il gene ITS utilizzando i primers
ITS1F/ITS4. Ciascuna reazione di PCR, da|25é stata preparata come descritto nel
paragrafo 3.3.1.

| prodotti di questa prima amplificazione sonoigtétizzati come stampo per una successiva
amplificazione (Nested-PCR) della porzione ITS1'@& con i primers ITS1F-GC/ITS2.
Ciascuna reazione di PCR, da 100¢é stata preparata utilizzando le seguenti qtear&Dpul

di miscela Mastermix (Biomix, BioLine Ltd. Londorul di ciascun primer (5 pmall), 4 ul

di DNA (10-50 ng), I'acqua distillata sterile e tstaaggiunta in quantita tale da portare il
volume della soluzione a 26 (38 pl).

Nella tabella 3.4 sono riportati i primers utilizizaelle reazioni di PCR.

Il protocollo termico per le reazioni di Nested-PE€Rtato il seguente: denaturazione iniziale
a 94°C per 5 minuti seguita da 35 cicli consecuiv@4°C per 30 secondi, annealing dei
primers a 55°C per 30 secondi ed estensione datena a 72°C per 30 secondi e la fase
finale di estensione a 72°C per 5 minuti.
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Tab. 3.4. Primers utilizzati per I'analisi DGGE.

Locus Primer Sequenza primer (5— 3') Riferimento
bibliografico
ITS ITS1F CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTA A Gardes & Bruns, 1993

cge cog cog cge geg geg ggc 9gg geg 9gg gea cgg
ggg gcT TGG TCA TTT AGA GGA AGT AA
ITS  ITS2 GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC White et al., 1990

ITS ITS1F-GC rdes & Bruns, 1993

Per impedire la completa denaturazione del framentante la corsa elettroforetica, una
coda GC é attaccata all’estremita 5 di uno dei gueners usati nella reazione di PCR
(Muyzer et al., 1993).

E stato inoltre creato un marker di riferimento eeiando i DNA di 7 ceppi fungini noti
ottenuti dalla CCFEE per permettere le analisi camrajive dei profili DGGE derivati da
diversi gel e come controllo della qualita dellaseo | risultati delle amplificazioni sono stati
valutati mediante un’elettroforesi su gel di agayds5% come descritto nel paragrafo 3.3.2.

le specie di riferimento utilizzate sono riportatdla Tabella 3.5.

Tab. 3.5. Specie di riferimento utilizzate come kear

] Numero ] o ]
Ceppi Campione Localita di campionamento
CCFEE
) ) Linnaeus Terrace, Terra Vittoria del
Cryomyces antarticus 515 arenaria )
Sud, Antartide
] . o Linnaeus Terrace, Terra Vittoria del
Friedmanniomyces endolithicus 524 suolo )
Sud, Antartide
_ ) tallo Usnea Key Island, Terra Vittoria del Nord,
Elasticomyces elasticus 5313 ) )
antarctica Antartide
. ] Ford Peak, Terra Vittoria del Nord,
Debaryomyces hansenii 5366 roccia ]
Antartide
o ) Morris Basin, Terra Vittoria del Nord,
Cryptococcus vishniacii 5375 roccia ]
Antartide
Recurvomyces mirabilis 5391 roccia P.ta Indren, M.te Rosa, Italia
Saxomyces penninicus 5495 roccia P.ta Indren, M.te Rosa, Italia

| singoli prodotti di amplificazione ottenuti sorstati purificati e concentrati direttamente
dalla miscela di PCR, allo scopo di rimuovere daitéscela residui di primers, sali,

oligonucleotidi di polmerizzazione ancora preseuntilizzando il kit di purificazione KIT
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NUCLEOSPIN EXTRACT Il 2007 (Macherey-Nagel, GmbhG®. KG, Duren, Germany). |

prodotti di PCR purificati sono stati caricati igro pozzetto per DGGE

3.4.3.DGGE (DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS

L’analisi DGGE dei frammenti e stata effettuata ¢bsistema DGGE-1 (ELETTROFOR,
Scientific Instruments, Rovigo, Italia). Per la sarelettroforetica & stato utilizzato un gel di
poliacrilammide al 7.5% in TAE 1X (40 mM Tris-acetal mM EDTA, pH 8,0) contenente
un gradiente denaturante di urea-formammide da&la

La corsa elettroforetica e stata condotta per 5aa280 V alla temperatura costante di 60°C.
Terminata la corsa il gel é stato colorato in unlazone (1.36g NaCl, 200mlH) di GelRed
0.03% (Gelred Nucleic Acid Gel Stain, Biotium) anigeratura ambiente per 40 minuti e
'immagine e stata rilevata per mezzo di un tramsilnatore UV dotato di macchina
fotografica (ChemiDoc, BioRad). Dal gel sono statagliate le bande di interesse con un
bisturi sterile e poste in 100 pl di elution buffE. E stata effettuata una re-amplificazione
con lo stesso protocollo di NESTED-PCR descrittbpagagrafo 3.4.2 ed effettuato il gel di
controllo come descritto nel paragrafo 3.3.2. Idotti di PCR sono stati sottoposti a
sequenziamento, ricostruzione delle sequenze e ratdof in banca dati NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

3.4.4.ANALISI DEI PROFILI DGGE

L’analisi d'immagine é stata effettuata mediantedftware Phoretix 1D Pro (TotalLab Ltd,
Newcastle, UK).

La similarita tra i profili di DGGE e stata detemata calcolando il coefficiente di DICE.
Questo indice di similarita si basa su presenzevassdelle bande in ogni profilo, senza tener
conto della loro intensita (Liu et al., 2007).

Il band-matching (assegnazione di banda) viene ug®e@utomaticamente dal software
Phoretix 1D Pro e poi migliorato manualmente. Nel$egnazione delle bande, & stata
applicata una tolleranza di posizione del 2% (tispalla lunghezza totale del gel), che indica
lo spostamento massimo consentito affinché due dgamd diverse lanes DGGE, siano
considerate identiche. Il dendrogramma relativgpattern di similarita delle bande e stato
automaticamente calcolato mediante algoritmo UPG{WAweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean). La significativita del climing UPGMA é stata stimata calcolando i
coefficienti di correlazione cofenetica (Sokal, 2R6Per verificare la riproducibilita dei

profili DGGE, le reazioni PCR e la corsa sono sédtettuate in duplicato.
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Anche le intensita relative delle bande sono stakeolate utilizzando Phoretix 1D Pro.

La biodiversita fungina dei campioni e stata mitanatilizzando diversi indici teorici basati
sui profili delle bande ottenuti. Gli indici sontas calcolati per ciascun campione utilizzando
il numero e lintensita delle bande in ogni profitmme rappresentazioni del numero e
dell’abbondanza relativa delle diverse specie iel gampione.

L’indice RichnesgS) rappresenta il numero di bande in ogni linea.

L'indice di diversita di Shannon-Weaver’\HShannon & Weaver, 1963), € stato calcolato

per ogni lanes DGGE utilizzando la formula di séguiportata.

H'=-Zpilnp

Questo indice e calcolato tramite l'intensita nekatdi una determinata banda nella curva
densitometrica corrispondente. Infine, le abbondaredative delle specie presenti in un
campione (M sono state calcolate sommando le intensita velali ciascuna banda presente
sulla corrispondente lane.

H' assume valori crescenti allaumentare della rizebedi specie e dell'uniformita
dell’'abbondanza relativa delle diverse specié.téhde a O quanto piu la ripartizione
all'interno della comunita e sbilanciata a favoreila specie.

L’indice di Pielou (9 (Pielou, 1966) o di equiripartizione prende innsiderazione la
modalita di distribuzione dei singoli individui thelvarie specie ed e calcolato in base al

valore dell'indice di Shannon secondo la seguemntadila:

J=H'/InS

dove H e il valore dell'indice di diversita di Shannon-#er e S € il numero di bande
presenti in un profilo.
L’equiripartizione tende a 1 quanto piu gli orgamissono distribuiti uniformemente tra le
specie. Tende a 0 quanto piu alcune specie domimamericamente sulle altre.
Inoltre e stato calcolato I'indice di diversita 8impson (Simpson, 1949). Questo indice
misura la probabilita che due individui scelti a@ala un campione appartengano alla stessa
specie ed e fortemente influenzato dallabbondadebe specie dominanti. Puo essere
calcolato dalla seguente formula:

1-D=13(pi%)
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dove p € la proporzione di intensita della sindgmada rispetto alla somma delle intensita di
tutte le bande. Il valore 1-D € compreso tra 0 €dn questo indice, 1 rappresenta la diversita
infinita e 0, nessun diversita. Piu alto € il valdii 1-D, piu alta € la diversita.

Le curve di Pareto Lorenz (PL) sono state utiliezgter stimare I'uniformita e
I'organizzazione funzionale allinterno delle conman endolitiche, come descritto da
Marzorati et al., 2008 (Figura 3.3). Sugli assi ¥ sono state riportate rispettivamente, le
bande cumulative normalizzate e le intensita cutivélanormalizzate di ogni banda. Le curve
sono state numericamente interpretate attraversdide organizzazione funzionale (Fo).

~

L’intercetta e stata fissata al 20% della popolagiq0,2 sull’asse x) per determinare
l'intensita cumulativa proporzionale, mentre I'wmifita perfetta € rappresentata a 45°
(Marzorati et al., 2008). Piu la curva PL si dideodalla diagonale a 45° (perfetgenness
teorica), minore uniformita puo essere osservalla sguttura della comunita studiata. Tanto
maggiore € il parametro Fo, misurato come valoréa#tp piu una comunita e specializzata e
adattata alle condizioni ambientali in cui vive.dJtomunita di questo tipo puo avere una alta
organizzazione funzionale, ma d’altro canto e feagi cambiamenti esterni in quanto ogni

perturbazione puo richiedere tempi di recupero onloihghi.

DGGE
DGGE intensities Cumulative
with band ranked from Normalized normalized
intensities highto low intensities intensities Pareto-Lorenz curve
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Fig.3.3 Construzione delle curve di distribuziom®dreto-Lorenz(Marzorati et al., 2008)
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3.4.5.ELABORAZIONE STATISTICA DEI DATI

E stata effettuata un’analisi statistica multivieriper determinare l'influenza dei parametri
ambientali sulla comunita fungina in termini di teersita utilizzando il software PAST
(PAleontological STatistics, ver. 2.17, Hammerlet2001). | dati ottenuti sono stati ordinati
mediante analisi n-MDS (Non-metric multidimensiorsalaling) utilizzando il metodo di
distanza Bray-Curtis. Le seguenti variabili ambaéirdono state incluse nella mappa n-MDS:
altitudine (m slm), distanza dal mare (Km), tipabog porosita del substrato roccioso, tipo di

colonizzazione.

51



4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1.ISOLAMENTI

Le rocce da cui sono stati effettuati gli isolamemovengono tutte da diverse localita
dell’Antartide continentale, in particolare 61 @allTerra Vittoria del Nord e 2 dalla Terra
Vittoria del Sud.

Dai 63 campioni di roccia analizzati € stato passiisolare in coltura pura 90 ceppi fungini,
tra cui 55 funghi neri meristematici, 8 meristeriabianchi e 23 lieviti.

Le colonie si sono sviluppate in tempi diversi péliversi isolati: le prime colonie fungine
sono comparse dopo un intervallo di tempo variatige mai inferiore a un mese e in alcuni
casi anche dopo 5 o 6 mesi, mentre i primi liesttho stati osservati dopo circa 15 giorni
dalla data della semina. Tutti i ceppi fungini atié sono stati inseriti nella CCFEE\{lture
Collection of Fungi from Extreme EnvironmentSezione Tematica di Micologia del Museo
Nazionale dell’Antartide “Felice Ippolito”, custddi presso I'Universita degli Studi della
Tuscia (DEB). | lieviti sono stati depositati anghiesso la Collezione dei Lieviti Industriali
DBVPG (Dipartimento  di Biologia  Applicata, Univetai di Perugia,
http://www.dbvpg.unipg.)t

Nella Tabella 4.1 sono riportati i siti di campiomento selezionati e i campioni di roccia
raccolti con indicazione dei microrganismi isolddi ogni campione.

Di seguito si riportano inoltre foto rappresentattli alcuni dei microrganismi fungini isolati

in coltura, allo scopo di evidenziare la grandeedsita di microrganismi associati ai campioni
esaminati (Figura 4.1).

Da 18 campioni, l'isolamento eseguito con le telcaiadescritte in materiali e metodi

(paragrafo 3.2) non ha permesso di ottenere isalabltura.
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Fig.4.1. Immagine rappresentativa della biodivarditi funghi isolati dalle rocce antartiche: A) dion
ialino; B,C,D,F,G) funghi neri; E,H) lieviti
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Tab. 4.1. Lista degli isolati ottenuti dai campiesaminati.

Localita e siti di Altitudine  Distanza dal Roccia N° Funghi Funghi Lieviti
campionamento (m) asl mare (km) isolati neri ialini
1  Chisholm Hills
sito 1 2500 81 S 1 1 - -
sito 1 2500 81 D 1 1 - -
sito 2 2580 80 S - - - -
2  Stewart Heights
sito 1 2670 74 Cs 4 3 1 -
sito 1 2670 74 G - - - -

4 Archambault Ridge

sito 1 3200 90 CS 2 1 - 1

sito 2 2725 80 G 6 3 1 2

sito 3 3400 87 Cs 1 1 - -
5 Mt Adamson

sito 1 3600 60 S - - - -
7 Mt McGee

sito 1 1350 18 G 2 1 - 1

sito 2 1000 19 G 1 1 1

sito 3 230 13 G 5 1 1 3
8 Shafer Peak

sito 1 3100 59 Cs - - - -
9  Harrow Peak

sito 1 1230 6.5 G 2 2 - -
10 Kay lIsland

sito 1 80 0 Q 11 5 1 4
12 Pinkard Table

sito 1 1550 13.5 G 1 - - 1

13 Random Hills

sito 1 1700 13 G 3 2 - 1
14 Bier Point

sito 1 1460 8 G 1 1 - -
15 Timber Peak

sito 1 2800 49.5 CS - - - -

sito 2 2800 50 CS 1 1 - -
16 Mt New Zealand

sito 1 2888 47 S 1 1 - -
17 Mt. Meister

sito 1 1632 41 G 1 1 - -
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18 Unnamed site

sito 1 2700 40.5 S
19 Eskimo Point

sito 1 1816 37 Q
20 Mount Burrows

sito 1 2000 26.6 G
21 Mt Dickason

sito 1 1840 21 G

sito 2 1586 215 G
22 Wishbone Ridge

sito 1 1396 17 G
23 Mt Keinath

sito 1 385 5.2 G
24 Mt Nansen

sito 1 2240 12.5 G

sito 2 2349 20 S

sito 3 1200 23.2 CS
25 Thern Promontory

sito 1 1500 29 S
26 Anderson Ridge

sito 1 500 4.7 G
27 Campo Icaro

sito 1 60 0.1 G
28 Vegetation Island

sito 1 200 0 G
29 Reed Nunatak

sito 1 1133 19 G
30 Mt Larsen

sito 1 935 10 G
31 Inexpressible Island

sito 1 Q

sito 1 0 G
32 Olson Nunatak

sito 1 200 2 G
33  Trio Nunatak

sito 1 1025 85.3 S

sito 1 1025 85.3 S

sito 3 1000 82 S

sito 4 1400 84.5 S
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34 Mt Howard

sito 1 1200 33.8 CS 1 1 - -

sito 2 1352 33.8 CS 1 1 - -

sito 2 1352 33.8 CS 1 1 - -
35 Prior Island

sito 1 50 0 G 2 1 - 1
36 Ford Peak

sito 1 1190 57 CS 1 1 - -
38 Mt Billing

sito 1 1300 44 CS - - - -

39 Ricker Hills

sito 3 1820 91.5 S 2 1 - 1
40 Mt Bowen

sito 1 1874 30.5 S 1 1 - -
41 Bobby Rocks

sito 1 1680 91 S - - - -
42  Pudding Butte

sito 2 1600 58.6 CS 1 1 - -

sito 3 1600 64 S 1 1 - -
43  Starr Nunatak

sito 1 1420 3.2 G 2 2 - -
44  Richard Nunatak

sito 3 2000 70.2 Cs - - - -

sito 3 2000 70.2 Cs 1 1 - -

45 Ambalada Peak

sito 1 1800 105.5 CS - - - -
46  MclLea Nunatak

sito 1 2100 75.6 S 1 1 - -

sito 1 2100 75.6 D - - - -

48 Battleship Promontory
sito 1 1000 335 S 2 2 - -

Tipo di roccia: CS:conglomerato di arenaria; D:adlité; G: granito; S:arenaria; Q:quarzo; LD: laviked
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Di seguito (Tabella 4.2.) sono riportati in dettaglfunghi isolati, con numero di isolamento

e relativo numero di collezione (CCFEE), insiemép di roccia e alla localita geografica.

Tab. 4.2. Elenco dei funghi neri isolati con coddiesolamento e numero di accesso alla CCFEE
(Culture Collection of Fungi from Extreme Environrsgn

CCFEE Numero Descrizione Campione Roccia
isolamento

6074 CO1-A fungo nero Stewart Heights campione 3 Cs
6075 CO01-B fungo nero
6076 CO1-H fungo nero
6290 CO01-H2 meristematico ialino
6077 CO02-A fungo nero Mt New Zealand campione 4 S
6078 CO03-A fungo nero Mt Nansen sito 2 campione 1 S
6079 C04-C fungo nero Ricker Hills sito 3 campione 2 S
6080 CO4-F lievito
6081 CO5-A fungo nero Mt Bowen campione 1 S
6082 CO06-A fungo nero Pudding Butte sito 3 campione 1 S
6083 CO7-A fungo nero McLea Nunatak S
6084 CO09-A fungo nero Kay Island campione 1 Q
6085 C09-C
6086 C09-D fungo nero
6087 CO09-E fungo nero
6088 CO09-F meristematico ialino
6089 CO09-G lievito
6090 CO09-H lievito
6091 CO09-L lievito
6092 C09-O lievito
6247 CO09-B fungo nero verde
6248 CO09-R colonia rosa
6093 C10-A fungo nero Random Hills campione 2 G
6095 C10-C lievito
6094 C10-B fungo nero
6291 C11-A fungo nero Mt Nansen sito 1 campione 4 G
6301 C11-C lievito bianco
6096 C12-D fungo nero Anderson Ridge campione 2 G
6097 C13-C fungo nero Inexpressible Island campione 9 Q
6098 C13-E lievito
6099 C13-G lievito
6100 SS13 fungo nero
6292 C13-N lievito rosa
6101 Ci15-A fungo nero Starr Nunatak campione 2 G
6102 C15-B fungo nero
6103 C17-A lievito Archambault Ridge sito 1 campione 4 CS
6104 C17-D fungo nero
6105 C18-A lievito Archambault Ridge sito 2 campione 3 G
6106 C18-B lievito
6107 C18-D fungo nero
6293 Ci18-P fungo nero
6108 C18-Q fungo nero
6109 C18-T meristematico ialino
6110 C19-A fungo nero Archambault Ridge sito 3 campidne CS
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6112 C21-D fungo nero Mt McGee sito 2 G
6113 C21-A meristematico ialino

6111 C21-B lievito

6294 C22-A fungo nero Vegetation Island campione 1 G
6302 C22-B meristematico ialino

6249 C27-E fungo nero Timber Peak sito 2 campione 4 CS
6250 C28-A fungo nero Trio Nunatak sito 3 campione 5 S
6251 C29-D fungo nero Trio Nunatak sito 4 campione 3 S
6158 C29-C fungo nero

6159 C30-A fungo nero Mt Howard sito 2 campione 1 CS
6160 C31-A fungo nero Pudding Butte sito 2 CS
6114 C33-A fungo nero Richard Nunatak sito 3 campione 2 CS
6161 C34-E fungo nero Mt Howard sito 2 campione 2 CS
6295 C35-A fungo nero Mt Larsen campione 2 G
6252 C35-D lievito rosa

6116 C36-D Prior Island campione 1 G
6115 C36-C lievito rosa

6296 C37-A fungo nero Ford Peak campione 3 CS
6253 C38-A fungo nero Mt Dickason sito 1 campione 5 G
6297 C38-B fungo nero

6162 C39-E fungo nero Battleship Promontory campione 9 S
6270 C39-C fungo nero

6254 C41-A lievito Campo Icaro/Base campione 1 G
6163 C44-A fungo nero Olson nunatak (Widow. Pass) campi G
6255 C44-B meristematico ialino 3

6164 C45-B fungo nero Mt Burrows G
6257 C46-A fungo nero Mt Howard sito 1 campione 8 CS
6165 C47-A fungo nero Harrow Peak G
6259 C47-B fungo nero

6166 (C48-B fungo nero Chisholm Hills sito 1 campione 2 S
6260 C49-A fungo nero Chisholm Hills sito 1 campione 1 D
6261 C51-A lievito arancio Mt McGee sito 1 campione 1 G
6262 C51-B fungo nero

6303 C51-C lichene arancio

6263 C52-A lievito bianco Mt McGee sito 3 campione 1 G
6264 C52-B lievito rosa

6265 C52-C lievito arancio

6256 C52-D fungo nero

6304 C52-E meristematico ialino

6266 C55-A fungo nero Trio Nunatak sito 1 campione 2 S
6267 C61-A lievito chiaro Pinkard Table G
6298 C62-A fungo nero Bier Point G
6299 C63-A fungo nero Mt Meister G
6300 C66-A fungo nero Wishbone Ridge G
6268 C66-B lievito chiaro

6269 C67-A meristematico ialino Reed Nunatak G

Tipo di roccia: CS:conglomerato di arenaria; D:ed
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4.2.ANALISI MOLECOLARI

Per tutti gli isolati fungini riportati in Tabelld.2. (esclusi i lieviti) e stato amplificato e
sequenziato il target genico ITS. Le analisi mol@cce fisiologiche sui lieviti isolati sono
state condotte dal DPVG di Perugia. Sul totaleGdd&i microrganismi fungini isolati, 8 erano
costituiti da funghi ialini non riconducibili a taxspecifici dal confronto delle sequenze
variabili ITS. Il resto degli isolati (esclusi ieNiti) invece era costituito da funghi neri che
sono stati sottoposti ad analisi approfondite madide quali € stato possibile individuare 16
taxa distinti, come verra descritto nei succegsaragrafi. Nel caso in cui non si era ottenuta
una identificazione certa dell'isolato si € deais@stendere lo studio ad altri markers genici
quali SSU, LSU e RPB2. | risultati del confrontobanca dati delle sequenze ITS ottenute

sono riportati nella Tabella 4.3.

Tabella 4.3. Percentuali di similarita piu elevateenute dal confronto delle sequenze ITS dei 90
ceppi fungini con le sequenze depositate in Baned DCBI Genbank National Center for
Biotechnology Information

CCFEE e Max Numero di
Identificazione Copertura . o
N. identita accesso
6074  Friedmanniomyces endolithicus  97% 99% JN885543.1
6075 Friedmanniomyces endolithicus  98% 99% JN885543.1
6076 Botryosphaeriales - 87-88% -
6077  Friedmanniomyces endolithicus  97% 99% JN885543.1
6078 Friedmanniomyces endolithicus  100% 100% JN885567.1
6079  Friedmanniomyces endolithicus  97% 99% JN885543.1
6081 Friedmanniomyces endolithicus 100% 100% JN885564.1
6082  Friedmanniomyces endolithicus  97% 99% JN885543.1
6083  Oleoguttula mirabilis 100% 98% KF310031.1
6084 Helotiales - 81-82% -
6085 Cladosporium cladosporioides 100% 100% KM816685.1
6086 Elasticomyces elasticus 93% 99% KF309952.1
6087 UnculturecCladophialophora 97% 90% KC876149.1
6088 Lecanoromicetidae - 86% -
6093 Botryosphaeriales - 87-88% -
6094  Chaetotyriales - 87-88% -
6096 Friedmanniomyces endolithicus  100% 99% JN885567.1
6097  Oleoguttula mirabilis 87% 94% KF310031.1
6100 Herpotrichiellaceae - 90% -
6101 Botryosphaeriales - 86-87% -
6102 Botryosphaeriales - 86-87% -
6104  Oleoguttula mirabilis 88% 98% KF310031.1
6107 Dothideales - 88-91% -
6108 Botryosphaeriales - 87-88% -
6109 Verrucariales 99% 92% EF373588.1
6110 Friedmanniomyces endolithicus - 81-82% -
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6112
6113
6114
6115
6158
6159
6160
6161
6162
6163
6164
6165
6166
6247
6248
6249
6250
6251
6253
6255
6256
6257
6259
6260
6262
6266
6269
6270
6290
6291
6293
6294
6295
6296
6297
6298
6299
6300
6302
6303
6304

Botryosphaeriales
Lecanoromicetidae
Friedmanniomyces endolithicus
Cladosporium cladosporioides
Friedmanniomyces endolithicus
Oleoguttula mirabilis
Oleoguttula mirabilis
Botryosphaeriales
Friedmanniomyces endolithicus
Botryosphaeriales

Oleoguttula mirabilis
Botryosphaeriales

Cryomyces antarcticus
Elasticomyces elasticus
Thelebolus microsporus
Friedmanniomyces endolithicus
Friedmanniomyces endolithicus
Friedmanniomyces endolithicus
Dothideales

Verrucariales

Dothideales

Cryomyces antarcticus
Elasticomyces elasticus
Cryomyces antarcticus
Vermiconia antarctica
Oleoguttula mirabilis
Lecanoromicetidae
Friedmanniomyces endolithicus
Verrucariales
Friedmanniomyces endolithicus
Helotiales

Botryosphaeriales

Extremus antarcticus
Friedmanniomyces endolithicus
Extremus antarcticus

Extremus antarcticus

Extremus antarcticus
Friedmanniomyces endolithicus
Verrucariales

Xanthoria elegans
Verrucariales

99%
100%
99%
87%
91%

100%
99%

100%
93%
100%
100%
100%
100%

100%
93%
100%
90
88%

100%
99%

91%
85%
98%
86%
86%
87%
98%
97%

87-88%
90%
100%
100%

99%
98%
98%
87-88%
99%
87-88%
99%
87%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

90-91%

81-82%

90-91%

99%
99%
99%
99%
98%
86%
99%

81-82%
99%
81%

90%
99%
100%
100%
99%
100%
99%
92%
81-82%
81-82%

JN885560.1
KM816685.1
JN885567.1
KF309972.1
KF309972.1

JN885564.1
KF310031.1

KC315855.1
KF309952.1
KM822751.1
JN885564.1
JN885565.1
JN885567.1

KC315855.1
KF309952.1
KC315855.1
KF309983.1
KF310031.1

JN885564.1
JN885565.1

FR682251.1
KF309980.1
JN885560.1
KF309980.1
KF309980.1
KF309980.1
JN885543.1
EF373588.1
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Tramite l'analisi con Blastn delle sequenze ITS tatos possibile identificare a livello
specifico 35 dei ceppi studiati: di questi 19 coRreedmanniomyces endolithicu6 come
Oleoguttula mirabilis 3 comeElasticomyceslasticus, 3Cryomyces antarcticlils2 come
Cladosporium cladosporioidesl come Thelebolus microsporug infine 1 lichene come
Xanthoria elegangTabella 4.3). Come gia osservato, questi datibsano confermare che il
genereFriedmanniomycesed in particolare la specie. endolithicus sia particolarmente
diffuso nelle comunita endolitiche della Terra Wita (Selbmann et al., 2014c). Un dato da
segnalare riguardava la spe€le antarcticus infatti questa specie fino ad oggi era sempre
stata ritrovata nella Terra Vittoria del Sud, menin questo studio & stata isolata da rocce
raccolte nella Terra Vittoria del Nord (Chisholmlislie Mt Howard).

Per tutti gli altri le similarita trovate in Banciti erano molto basse oppure dubbie in quanto
erano presenti match con molte specie diverseamerte stato possibile avere solamente un
inquadramento a livello di classe, ordine o fanaigli

Nella Figura 4.2 e mostrato un grafico in cui soiportate le percentuali delle principali
tipologie fungine isolate (A) e delle specie didinneri identificate (B).

m funghi neri
W meristematiciialini

m lieviti

B Friedmanniomyces endolithicus
W Cryomyces antarcticus

W Elasticomyces elasticus

W Oleoguttula mirabilis

W Extremus antarcticus

W Vermiconia antarctica

W nuovi taxa

Fig.4.2. Frequenza (%) di funghi neri, meristematitini e lieviti isolati (A); frequenza delle spie
di funghi neri (B)
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Per quanto riguarda i lieviti, la maggior parte deppi caratterizzati in questo studio
appartenevano ai genetiryptococcus(ordine Filobasidialese Tremellale$ e Rhodotorula
(ordine Cystobasidialgsche rappresentano i generi piu frequentementatisa Antartide,
ma anche da altri ecosistemi freddi. La capacita fi@a diCryptococcusdi produrre una
capsula polisaccaridica extracellulare (Vishnia®6) Selbmann et al., 2014b) e la sua
superiore abilita di assimilare fonti di carbonialieazoto (Connel et al., 2008) sono tra le
caratteristiche che facilitano la sua apparenteid@anza nelle popolazioni di lieviti coltivabili
all'interno degli ecosistemi freddi.

Entrambi i generi appartengono al Phylum BasidiamteycAltri lavori incentrati sullo studio
delle popolazioni di lieviti da ambienti freddi hem gid evidenziato come la presenza di
lieviti basidiomiceti rispetto agli ascomiceti imaienti freddi sia prevalente (Buzzini et al.,
2012, Selbmann et al., 2014a).

Significativo e stato il ritrovamento di due cepmppartenenti al gener€éaphring che
rappresenta la seconda segnalazione di questoegenéntartide; Selbmann et al. (2014d)
riportano infatti per la prima volta I'isolamento ckppi appartenenti al genefaphrinanel
continente antartico e da substrati diversi datpialh genereTaphrinaappartiene all’'ordine
Taphrinalese al subphylum Taphrinomycotina e rappresentalumea basale del Phylum
Ascomycota (Hibbett et al., 2007); comprende spetie, nella forma filamentosa, sono
parassite di diverse piante vascolari, mentre relto di lievito sono saprotrofe e possono
essere coltivate su terreni artificiali (RodrigugsFonseca, 2003); questo comportamento
potrebbe spiegare la loro presenza in Antartidensregione dove non sono presenti piante.
In particolare il ceppo CCFEE 6252, isolato da ampione di granito proveniente dalla
localita Mt Larsen a 935 m s..m. e a 10 Km dalista, appartiene alla specie psicrofila
Taphrina antarticaSelbmann & Turchetti recentemente descritta ereggmtata da due soli
ceppi isolati appunto per la prima volta in Antdeti nella Terra Vittoria del Nord e del Sud
(Selbmann et al. 20144d).

Per i funghi neri per cui é stata ottenuta un’idanbassa con le porzioni ITS, che sono
altamente variabili, si € proceduto con l'amplii@ne dei geni ribosomali conservati
nud_SU enucSSU e della seconda subunita maggiore (RPB2) déN4Rolimerasi II.

| risultati del confronto in banca dati delle seqze LSU, SSU e RPB2 ottenute sono riportati
nelle tabelle 4.4 e 4.5.
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Tabella 4.4. Percentuali di similarita piu elevateenute dal confronto delle sequenze LSU con le
sequenze depositate in Banca Dati NCBI Genbblakignal Center for Biotechnology Informatjon

CCFEE . Max Numero di
Identificazione Copertura . o
N. identita accesso

6076 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6083 Capnodialessp. 100% 99% GU250384.1
6084  Coniosporium apollinis 99% 94% GU250898.1
6087  Exophiala dermatitidis 100% 93% DQ823100.1
6093 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6094 Chaetothyriomycetidae sp. 99% 93% FJ358257.1
6097 Capnodialessp. 100% 99% GU250384.1
6100 Exophiala dermatitidis 100% 93% DQ823100.1
6101 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6102 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6104  Capnodialessp. 100% 99% GU250384.1
6107  Teratosphaeriaceasp. 100% 98% EU019252.2
6108 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6112 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6159 Capnodialessp. 100% 99% GU250384.1
6160 Capnodialessp. 99% 99% GU250384.1
6161 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6163 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6164  Capnodialessp. 99% 99% GU250384.1
6165 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6253  Catenulostroma elginense 100% 98% EU019252.2
6256  Catenulostroma elginense 100% 98% EU019252.2
6262  Vermiconia foris 100% 99% GU250390.1
6266  Capnodialessp. 99% 99% GU250384.1
6293 Cf.Arthonialessp. 99% 94% GU250896.1
6294 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250373.1
6295  Dothideomycetesp. 99% 99% GU323973.1
6297  Extremus antarcticus 99% 99% GU250360.1
6298  Extremus antarcticus 99% 99% GU250360.1
6299  Extremus antarcticus 99% 99% GU250360.1

Tabella 4.5. Percentuali di similarita piu elevateenute dal confronto delle sequenze SSU con le
sequenze depositate in Banca Dati NCBI Genbblakignal Center for Biotechnology Informatjon

CCFEE . Max Numero di
Identificazione Copertura . s
N. identita accesso
6083  Meristemomyces frigidum 100% 99% GU250358.1
6084  Botryosphaeria dothidea 99% 97% AB454201.1
6093 Cf.Arthonialessp. 100% 100%  GU250330.1
6097  Meristemomyces frigidum 100% 99% GU250346.1
6101 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1
6102 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1
6104  Capnodialessp. 100% 99% GU250341.1
6107  Teratosphaeriaceasp 100% 99% GU250351.1
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6108 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1

6112 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1
6159  Teratosphaeriaceasp. 100% 99% GU250358.1
6160 Capnodialessp. 100% 99% GU250341.1
6161 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1
6163 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1
6164  Capnodialesp. 100% 99% GU250341.1
6165 Cf.Arthonialessp. 99% 99% GU250330.1
6253  Teratosphaeriaceasp 100% 99% GU250353.1
6256  Teratosphaeriaceasp 99% 99% GU250351.1
6266  Teratosphaeriaceasp. 100% 99% GU250358.1
6293  Dothideomycetesp. 76% 97% GU324000.1
6294 Cf.Arthonialessp. 100% 99% GU250330.1

Tabella 4.5. Percentuali di similarita piu elevateenute dal confronto delle sequenze RPB2 con le
sequenze depositate in Banca Dati NCBI Genbblakignal Center for Biotechnology Informatjon

CCFEE Identificazione Copertura  Max Numero di

N. identita accesso
6083 Teratosphaericola pseudafricana 98% 79% KF902499.1
6097 Teratosphaeria fimbriata 94% 78% KF902430.1
6104 Ramularia eucalypti 99% 78% KF252333.1
6107 Hyphoconis sterilis 84% 79% KF310045.1
6159 Teratosphaericola pseudafricana 98% 79% KF902499.1
6160 Teratosphaericola pseudafricana 98% 79% KF902499.1
6164 Teratosphaericola pseudafricana 98% 79% KF902499.1
6253 Davidiellaceaesp. 78% 85% GU371755.1
6256 Davidiellaceaesp. 78% 85% GU371755.1
6262 Vermiconia antarctica 81% 91% KF310089.1
6266 Teratosphaericola pseudafricana 97% 79% KF902499.1
6295 Extremus antarcticus 82% 96% KF310087.1
6297 Extremus antarcticus 100% 99% KF310086.1
6298 Extremus antarcticus 87% 99% KF310073.1
6299 Extremus antarcticus 85% 96% KF310087.1

Tramite I'analisi Blastn sui geni conservati LSUSSU si e potuto inquadrare meglio la
posizione di alcuni ceppi. Ad esempio, i ceppi CEFRED76, 6093, 6101, 6102, 6108, 6112,
6161, 6163, 6165, e 6294, ottenevano valori dilanité del 99% con I'ordinérthoniales
mentre dal confronto delle sequenze ITS avevanenott basse similarita con I'ordine
Botryosphaeriale87-88%), mentre per i ceppi CCFEE 6107, 6253 %662 stato possibile
passare da una identificazione a livello di ordi@apnodiales) ad una a livello di famiglia
(Teratosphaeriaceae) con valori di similarita 9

Orientandosi con quanto ottenuto dall’analisi Biaststato possibile effettuare una selezione

degli organismi su cui basare le analisi filogestetisuccessive.
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4.3.ANALISI FILOGENETICHE

Inizialmente é stata effettuata un’analisi multilecbasata sulle sequenze conservate SSU e
LSU, che per questo permettono di dirimere i rapgidogenetici piu particolareggiati tra gli
organismi, per delineare I'affiliazione tassonomibegli isolati e stabilire, sulla base dei
raggruppamenti ottenuti, le successive analisgyélwetiche.

La Figura 4.3 mostra l'albero generale basato sallimeamento combinato delle sequenze
conservate SSU e LSU, generato utilizzando l'opzidieigbour-Joining (NJ) in Megaé.
L’albero € stato costruito sulla base di una sefezidi 96 organismi e 3023 posizioni, inclusi
I gaps necessari all'allineamento. Consideranddidtanza filogenetica delle classi inserite
nell'analisi, si & deciso di radicare I'albero cbaphrina deformansuna specie appartenente
ad una linea filetica basale del phylum Ascomycbtasultato ottenuto evidenziava come la
maggior parte degli organismi isolati ricadeva ’'@elline Capnodiales (classe
Dothideomycetgs in particolare 31 ceppi ricadono nella famigliaratosphaeriaceaehe
include le specie rappresentativieeratosphaeriacome pure funghi neri delle rocce
appartenenti ai geneliriedmanniomyces, Elasticomyce&ecurvomyces 5 nella famiglia
Extremaceaeecentemente introdotta da Quaedvlieg et al. (R0 membiri si ritrovano in
habitat estremi e sono ecologicamente molto diversjuanto lichenicoli, acidofili, abitanti
delle rocce, endofitici, saprobi o fitopatogenieTeeppi risultavano appartenere al genere
Cryomycesche, insieme al genei@axomycesricade nella sottoclasdeothideomycetidae
anche se finora non sono stati chiaramente attrdoumessun ordine o famiglia.

Solo 3 ceppi ricadevano nell’ordirighaetothyrialeqclasseEurotiomycetesche comprende
taxa con diverse ecologia e morfologia, dai furlgiienizzati mutualistici ai patogeni umani
opportunisti. Molte specie appartenenti alle famidderpotrichiellaceaee Trichomeriaceae
sono da ambienti estremi, come la superficie deltee.

Ben 12 isolati ricadevano nella clagsghoniomycetescostituita per la gran parte da funghi

lichenizzati.
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Teratosphaeriaceae

Extremaceae Capnodiales

” Mycosphaerellaceae

% Cladosporiaceae

98
—100"" Capnodiaceae

_|: Fhaeotheca fissurella CBS 520.89
I Ramimonilia apicalis TR437

™ Saxomyces

o ey Myriangiales

100
Dothideales

100
100

Cryomyces
Botryosphaeriales

Coniosporium uncinatum CBS 100219

Coniosporium apollinis CBS 100213

2 100| [ Coniosporium apollinis CBS109860 Incertae sedis
96 L~ Coniosporium apollinis CBS 352.97

96" Coniosporium apollinis CBS 100214

3 Chaetothyriales

100

m Arthoniomycetes

Taphrina deformans AFTOL 1234 Qutgroup

0.01

Fig. 4.3. Albero multilocus SSU-LSU ottenuto coralisi Neighbour Joining. | valori di bootstrap
sono stati calcolati su 1000 pseudoreplicati e @angmnostrati i valori superiori all’'80%. | rami son
collassati a livello di ordine e famiglia. | grupmei quali ricadono i funghi oggetto del preseniteli®
sono riportati in grassetto
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4.3.1.ALBERI ITSNEIGHBOUR JOINING

Sono stati costruiti due alberi ITS separati corcriterio NJ per illustrare la posizione
sistematica delle speciiedmanniomycesndolithicused Elasticomyceglasticus(Famiglia
Teratosphaeriaceae ordine Capnodialey e della specie Cryomyces antarcticus
rispettivamente (Fig. 4.4 e 4.5), dove ricadevanerdi dei funghi neri isolati in questo
studio.

Il genere Friedmanniomycescon le due speci€&. endolithicusOnofri and F. simplex
Selbmann et al., é strettamente endemico di urla dajioni piu fredde della Terra, la Terra
Vittoria in Antartide (Selbmann et al., 2005).

| generi Cryomycese Elasticomycesisolati originariamente da rocce antartiche, mawsi
una piu ampia distribuzione (Selbmann et aDP5; 2013a), anche se sempre legata ad
ambienti freddi. Il gener&€ryomycesSelbmann et al., riportato per la prima volta elall
McMurdo Dry Valleys con le speci€. antarcticusSelbmann et al. €. minteriSelbmann et
al., é stato recentemente ritrovato nelle Alpiraai3200 m s.l.m., con le due nuove sp&kie
funiculosusSelbmann & de Hoog and. montanudsola & Zucconi. Queste specie mostrano
una differenza dell’8-10% nelle sequenze ITS rigpatle specie antartich&lastycomyces
spp. € stato isolato da rocce delle Ande e dellddaya, le piu alte cime montuose del
mondo.

L’analisi filogenetica ha confermato che i ceppiKEE 6074, 6075, 6077, 6078, 6079, 6081,
6082, 6096, 6110, 6114, 6158, 6162, 6249, 6250,168270, 6291, 6296 e 6300
appartenevano tutti alla spedeiedmanniomyces endolithicushe come gia sottolineato,
risultava essere la specie isolata predominantedifferenze del 3.7% nelle sequenze ITS
rispetto al ceppo tipo rientrano nella variabiitdraspecifica del 4.5% mostrata dalla specie
F. endolithicus Questa specie € stata isolata nella maggior meiecasi da arenarie e
conglomerati di arenaria raccolte in localita dlajuota e distanti dal mare oltre 20 Km, ma
anche da 3 campioni di granito, che pero provengianocalita piu vicine alla costa.

| ceppi CCFEE 6086, 6247 e 6259, isolati da un ¢angpdi quarzo di Kay Island e un
campione di granito di Harrow Peak, due localitiuage sulla costa, clusterizzavano con
Elasticomyces elastici&icconi & Selbmann con il 100% di bootstrap e sstad assegnati a
guesta specie (Fig. 4.4). | ceppi antartidetiisticomycesono stati isolati da talli lichenici.
Mentre i ceppi sopra elencati ricadevano nellasgaBothideomycetes ed in particolare
nell'ordine Capnodiales ceppi CCFEE 6166, 6257 e 6260 clusterizzavanoict®@9% di
bootstrap corCryomyces antarcticuSelomann, de Hoog, Mazzaglia, Friedmann & Ondfri, i

cui posizionamento sistematico resta ancora incéfig 4.4). Questo e sato il primo
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ritrovamento della speci€. antarcticusal di fuori della Terra Vittoria del Sud. | ceppi

CCFEE 6166 e 6260 sono stati isolati da due diveasipioni, arenaria e dolerite mista ad
arenaria, raccolti nella localita di Chisholm Hilthe rappresentava il sito di campionamento
pit a nord e uno dei piu distanti dalla costa (2608.I.m. e a 81 Km). Da una prima analisi

questo sito era risultato non colonizzato; le cel@i sono sviluppate dopo piu di 6 mesi di

bY

incubazione. Il ceppo CCFEE 6257, invece, e statdaio da un campione di arenaria

proveniente da Mt Howard a 1200 m s.l.m. e 34 Kitadasta.
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Teratosphaeria micromaculata CBS124582
Teratosphaeria foliensis CBS124581
92" Teratosphaeria majorizuluensis CBS120040
Teratosphaeria ohnowa CBS112896
96 Teratosphaeria flexuosa CBS111012
99 Teratosphaeria secundaria CBS118507
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Pseudotaeniolina globosa CBS113249
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Fig. 4.4. Albero ITS delle specieriedmanniomyces endolithicesElasticomyces elasticusttenuto
con analisi Neighbour Joining. | valori di bootgtraono stati calcolati su 1000 pseudoreplicati e
vengono mostrati i valori superiori all’'80%. | fumigoggetto del presente studio sono riportati in

grassetto di colore rosso
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Dothidea hippophaeos CBS186.58

Dothidea insculpta CBS189.58 Dothideales
Dothidea sambuci CBS198.58

I Dothiora cannabinae CBST37.71

Sydowia polyspora 10666

Aureobasidium pullulans CBS584.75

Botryosphaeria ribis CMWT773
ﬁ@ryosphaeﬁa dothidea NW901 Botryosphaeriales
Macrophomina phaseolina
Cryomyces montanus CCFEE5476

—Cryomyces minteri CCFEE5187 Incertae sedis
Cryomyces antarcticus CCFEEG257
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99

98 Cryomyces antarcticus CCFEE535

100 Cryomyces antarcticus CCFEE6166
Cryomyces antarcticus CCFEE690

Cryomyces antarcticus CCFEEG260
— Saxomyces penninicus CCFEE5495

Saxomyces alpinus CCFEE5491 Incertae sedis
Saxomyces alpinus CCFEE5470
Saxomyces alpinus CCFEE5466
Saxomyces alpinus CCFEES470
| Knufia chersonesos UAMH8970
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Fig. 4.5. Albero ITS della speci@ryomyces antarcticusttenuto con analisi Neighbour Joining. |
valori di bootstrap sono stati calcolati su 100@yaoreplicati e vengono mostrati i valori superiori
all’80%. | funghi oggetto del presente studio sdportati in grassetto di colore rosso
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4.3.2.ALBERMAXIMUM LIKELYHOOD

Non avendo ottenuto una identificazione certa p#ti i ceppi studiati, si € deciso di
procedere con un’analisi filogenetica multilocusdta sulle porzioni variabili ITS, sui geni
ribosomali conservatinud.SU e nucSSU e sulla seconda subunita maggiore (RPB2)
del’lRNA-polimerasi Il. L'ITS e le regioni intronlee di nucSSU, nud.SU e RPB2 hanno
mostrato un alto grado di polimorfismi, e spessa sono state allineabili con sufficiente
confidenza quando si consideravano ceppi filogeaetente distanti, per questa ragione le
regioni ambigue sono state rimosse dagli allinedamd®er quanto riguarda la classe
Dothideomycetes, i ceppi appartenenti alla famigkaatosphaeriaceasono stati analizzati
insieme nello studio filogenetico, mentre i ceppaduti nella famigliaExtremaceaesono
stati analizzati separatamente. Anche i ceppi appanti all’ordineChaetothyrialesessendo
inclusi in una diversa classe (Eurotiomycetes)imstdalla precedente, sono stati analizzati

separatamente. Infine é stata effettuata una asa$ isolati della classArthoniomycetes

Analisi filogenetiche relative alla famiglia Terajghaeriaceae basate sull’allineamento dei
geni ITS-SSU-LSU-RPB2

Le analisi sono state basate sullo studio delleegze ITS, SSU, LSU e RPB2. La Figura 4.6
mostra I'albero multi-locus generato usando il nlledevolutivo GTR+G, calcolato in base al
criterio Maximum Likelyhood. La frequenza delle basimata da Treefinder e stata la
seguente: T=0,2342122; C=0,2395638; A=0,24602890,Z801951. L’'albero e stato
costruito sulla base di una selezione di 57 orgaings3918 posizioni, inclusi i gaps necessari
all'allineamento, le cui sequenze potevano essendidentemente allineate con quelle dei
funghi oggetto di studio. Gli organismi di tale essbne appartenevano alla famiglia
TeratosphaeriaceaerdineCapnodialeqclasse Dothideomycetes). L’albero e stato radicat
con la speci®othidea insculptaappartenente ad un diverso ordibethideales.

Come risulta dall’albero in Fig. 4.6, i ceppi CCFBE83, 6104, 6159, 6160, 6164 e 6266
raggruppavano con il 99% di bootstrap con la sp@&temguttula mirabilisSelbomann & de
Hoog. Questa specie, recentemente descritta (Egiali., 2014), e rappresentata da due soli
ceppi (CCFEE 5522 e 5523) isolati da campioni dci@ della Penisola Antartica. L'intero
raggruppamento, € pero diviso in due distinti gptippi. Il fatto che i ceppi oggetto di questo
studio, isolati dall’Antartide continentale, si¥no in un gruppo sister a quello costituito dai
ceppi della Penisola Antartica puo essere spiedalia distanza geografica. La variabilita
della porzione ITS interno dell'intero gruppo € d&l08% e rientra nella variabilita

intraspecifica del 4.5% riscontrata nella speEiedmanniomyces endolithicusi puo
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ragionevolmente dire che i ceppi CCFEE 6083, 660589, 6160, 6164 e 6266 appartengano
alla specieD. mirabilis

Il ceppo CCFEE 6097 si trovava, invece, in un rgoatosto lungo ed esterno a questo
gruppo. La variabilita tra questo ceppo e il ceppo era del 6.5%, cio lascia supporre che si
tratti di una specie appartenente al ger@eoguttula Inoltre, mentre i ceppi CCFEE 6083,
6104, 6159, 6160, 6164 e 6266 sono stai isolatidatrocce raccolte in localita che vanno da
1000 a 3200 m s.l.m. e ad una distanza dalla clas2¥ a 85 Km circa, il ceppo 6097 é stato
isolato da un campione di quarzo prelevato neltalita di Inexpressible Island che si trova
sulla costa. Questo risultato si accordava perfedtde con le similarita ritrovate in banca dati
(Tabella 4.3.), in cui il ceppo CCFEE 6097 preseatana percentuale piu bassa di similarita
in ITS (94%) con la speci®. mirabilis rispetto ai restanti ceppi di questo gruppo (98%).
Evidentemente in questo caso la distanza genefietter una distanza geografica; una tale
separazione geografica dei genotipi ritrovati pusseee una conseguenza legata alla
dispersione di questi funghi. Generalmente, infédtcolonizzazione fungina di nuovi habitat
avviene attraverso il trasporto aereo di sporegpraaesso che pud operare su lunghe distanze
e permette I'instaurarsi di flussi genici (VinceR000). Tuttavia i funghi delle rocce non sono
in grado di formare spore aerodisperse ma un mexoan alternativo associato alla
dispersione € stato descritto da Friedmann (1982)dedinito come fenomeno
“dell’esfoliazione biogena” della roccia nelle comia criptoendolitiche antartiche. Gli
organismi criptoendolitici, infatti, crescendo adterno delle rocce, destabilizzano la coerenza
del substrato litico che con il tempo si disgregagdmann, 1982; Nienow & Friedmann,
1993), in questo modo dalla superficie rocciosatatcano dei frammenti. Alcuni di questi,
contenendo piccole porzioni della comunita, posseasere funzionali alla propagazione
vegetativa della componente fungina (Friedmann,2198 frammento stesso di roccia
colonizzata, agendo da propagulo, potrebbe quordire un mezzo di dispersione alternativo
alle spore, sebbene meno efficiente, pur esseriidaed per distanze ridotte.

| ceppi CCFEE 6107, 6253 e 6256, isolati tutti dan@i provenienti da tre localita differenti
(Archambault Ridge, Mt Dickason e Mt McGee), forrmaag un gruppo supportato dal 100%
di bootstrap all’interno del clade costituito d@ngreConstantinomyces in cui si ritrovava

la specieConstantinomyces macerads Hoog & Onofri. Questo genere é stato recentement
descritto (Egidi et al., 2014) e comprende 4 sp&ntate da rocce provenienti dal Sistema
Montuoso Centrale della Spagna (Ruibal et al.,2008f ceppi mostravano una variabilita

del 10.9% nella regione ITS rispetto alla spé&mstantinomyces macerarertanto, molto
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probabilmente, rappresentano una nuova specieet@rgConstantinomycesonsiderando,
inoltre, una variabilita intraspecifica dell'l,32 8élla regione ITS.

Dothidea insculpta CBS189.58 Outgroup
91 100 — Incertomyces perditus CCFEE5385
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e CCFEE6159
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gg:; Eggzlgg Oleoguttula
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Oleoguttula mirabilis CCFEES5523
L] 95— Oleoguttula mirabilis CCFEE5522
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Meristemomyces frigidum CCFEE5507 .
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Fig. 4.6. Albero multilocus ITS-SSU-LSU-RPB2 def&aniglia Teratosphaeriaceaeostruito usando
il criterio Maximum Likelyhood. | valori di bootsip sono stati calcolati su 1000 pseudoreplicati e

vengono mostrati i valori superiori all'80%. | fumgoggetto di studio sono riportati in grassetto di
colore rosso
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Analisi filogenetiche relative alla famiglia Extraweae basate sull’allineamento dei geni
ITS-LSU-RPB2

Le analisi sono state basate sullo studio delleexeze ITShud_SU e RPB2. La Figura 4.7
mostra I'albero multilocus generato usando il mimdelolutivo GTR+G, calcolato in base al
criterio Maximum Likelyhood. La frequenza delle basimata da Treefinder e stata la
seguente: T=0,227089; C=0,2471648; A=0,2466248;2591183. L'albero & stato costruito
sulla base di una selezione di 70 organismi e 208Sizioni, inclusi i gaps necessari
all'allineamento, le cui sequenze potevano essendidentemente allineate con quelle dei
funghi oggetto di studio. Gli organismi di tale esbne appartengono alle due famiglie
Extremaceaee Neodevriesiaceaerecentemente introdotte da Quaedvlieg et al. 4pQkr
accomodare un gruppo di funghi estremofili cheitsbvano in diversi substrati. L'albero e
stato radicato con le specféladosporium langeronji Cladosporium sphaerospermum
Davidiellatassiana appartenenti alla famigliaavidiellaceae

| ceppi CCFEE 6295, 6297, 6298, e 6299 sono staégnati alla speckextremus antarcticus
(Selbmann & de Hoog) Quaedvlieg & Crous, in quarggruppano in un clade costituito
esclusivamente da tale specie e supportato conalorevdi bootstrap pari a 100. Questa
specie, recentemente istituita mediante analistilmelis, € stata esclusivamente isolata in
Antartide, a Linnaeus Terrace nelle Valli secchidMurdo.

| ceppi qui studiati, sono stati isolati da campidngranito di Mt Larsen (935m s.l.m.), Mt
Dickason (1840), Mt Meister (1632) e Bier Point§0% non sono stati ritrovati quindi a oltre
2000 m di altitudine.

Il ceppo CCFEE 6262, isolato da un granito di MtG#ée, tramite I'analisi Blastn aveva
ottenuto un valore di similarita del 99% con il pepCCFEE 5489. Quest'ultimo, isolato a
Battleship Promontory nella Terra Vittoria del Suappresenta la nuova spedermiconia
antarcticarecentemente descritta (Egidi et al., 2014).

L’analisi filogenetica multilocus basata su ITi&id_SU e RPB2 ha permesso di confermare
I'appartenenza a questa specie del ceppo CCFEEB268anto ricadeva nel gruppo formato
da Vermiconia antarticae Capnobotryellasp. e considerando una differenza dello 0.65%

nella sequenza ITS rispetto al ceppo tipo.
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Fig. 4.7. Albero multilocus ITS-LSU-RPB2 della fagha Extremaceaecostruito usando il criterio
Maximum Likelyhood. | valori di bootstrap sono stealcolati su 1000 pseudoreplicati e vengono
mostrati i valori superiori all’'80%. | funghi oggetdi studio sono riportati in grassetto di coloveso
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Analisi filogenetiche relative all’ordine Chaetotigles basate sull’allineamento dei geni
ITS-LSU

Le analisi sono state basate sullo studio delleiesze ITS e LSU. La Figura 4.8 mostra
I'albero multi-locus generato usando il modello letiwo GTR+G, calcolato in base al
criterio Maximum Likelyhood. La frequenza delle batimata da Treefinder & stata la
seguente: T=0,2402532; C=0,233773; A=0,249; G=@1296. L'albero & stato costruito sulla
base di una selezione di 74 organismi e 2169 mosjziinclusi i gaps necessari
all'allineamento, le cui sequenze potevano essendidentemente allineate con quelle dei
funghi oggetto di studio. Gli organismi di tale esgbne appartenevano agli ordini
Chaetothyriales e Verrucariales nella sottoclasse Chaetothyriomycetidae (Classe
Eurotiomycetes). L'albero €& stato stato radicatan da specie Aspergillus nidulans
appartenente ad un diverso ordig@itiales sottoclasse Eurotiomycetidae).

All'interno  dell'ordine Chaetothyriales € possibile distinguere cinque famiglie,
ChaetothyriaceaeHerpotrichiellaceag CyphellophoraceaeEpibryaceaee Trichomeriaceag
delle quali le ultime tre sono state introdotteerdemente sulla base di dati molecolari
(Gueidan et al., 2014; Chomnunti et al., 2012; Béblet al., 2013).

Sul totale di 90 ceppi fungini isolati in questadib, solo 3 ricadevano all'interno della classe
Eurotiomycetese in particolare nell’ordin€Chaetothyriales Quest'ordine che comprende
taxa con diversa ecologia e morfologia, rappresantansieme vario di specie oligotrofiche
ritrovate in diversi substrati (rocce, piante, aembi interni) o in differenti ospiti animali
(invertebrati e vertebrati, inclusi gli esseri umdueidan et al., 2014).

| ceppi CCFEE 6087 e 6100 formavano un gruppo staipoda un valore di bootstrap di 100
all'interno della famiglia Herpotrichiellaceae Molto probabilmente questi due ceppi
rappresentano una nuova specie del geieophiala Sorprendentemente i due ceppi CCFEE
6087 e 6100 ricadevano all'interno di un cladeudighi fortemente pigmentati opportunisti di
animali a sangue caldo. Non si tratterebbe, comelagun caso isolato: altri funghi da roccia
o siti inquinati sono risultati inclusi in questarpcolare famiglia (Isola et al., 2013); la
presenza di pareti melanizzate costituisce evidesmée un carattere che permette a questi
funghi di adattarsi a condizioni ambientali stressanche molto diverse tra lordnoltre
bisogna considerare che i due ceppi in questiome stati isolati da campioni di quarzo
raccolti in due localita costiere, Kay Island eXpeessible Island, rispettivamente, dove é
stabile la presenza di uccelli marini che si nutroell’oceano circostante e si riproducono e

riposano a terra. Questi animali, che depositaaadjrquantita di escrementi (guano) e altro
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materiale organico, come piume, uova e carcassepovad eutrofizzare un ecosistema
terrestre altrimenti povero di nutrienti e potrefadbaver veicolato queste specie.

Il ceppo CCFEE 6094 e stato isolato da un granifeashdom Hills, a 1700 m di altitudine e
13 Km dal mare. Questo ceppo formava un clade éasdliordineChaetothyrialesnsieme a
funghi neri delle rocce precedentemente isolatioa ancora identificati, depositati nella
CCFEE. Questo gruppo, che si trova in una posizéaparata con un alto valore di bootstrap,
non mostrava chiare relazioni con nessuna spederite o non ancora descritta presente
nell'albero. All'interno del clade e possibile indiuare due sottogruppi: uno formato da due
ceppi isolati dal Mt Rosa, Alpi (CCFEE 5411 e 5412ltro costituito esclusivamente da
ceppi isolati in Antartide. E in questo gruppo clvadeva il ceppo isolato in questo studio, il
quale raggruppa con un bootstrap di 100 con il cepPFEE 5317. E evidente che questi due
sottogruppi possiedono una chiara connotazionergéog e ambientale; € noto, infatti, che
le forti pressioni ambientali e I'isolamento gedg@a e genetico a cui gli organismi sono
sottoposti per tempi significativamente lunghi gund la radiazione adattativa e i processi di
speciazione (Vincent, 2000\I'interno del clade é probabile individuare unave genere e

4 nuove specie.
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Fig.4.8.Albero multilocus ITS-LSU dell'ordin€haetothyrialesostruito usando il criterio Maximum

Likelyhood. | valori di bootstrap sono stati cakiblsu 1000 pseudoreplicati e vengono mostrati i
valori superiori all’'80%. | funghi oggetto di stwdsono riportati in grassetto di colore rosso
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Analisi filogenetiche relative alla classe Arthomgcetes basate sull’allineamento dei geni
ITS-SSU-LSU

Le analisi sono state basate sullo studio dellee®ze ITS, SSU e LSU. La Figura 4.9 mostra
I'albero multilocus generato usando il modello exmo GTR+G, calcolato in base al criterio
Maximum Likelyhood. La frequenza delle basi stimdta Treefinder € stata la seguente:
T=0.2437714; C=0.224697; A=0.2530445; G=0.27848dlbkro é stato costruito sulla base
di una selezione di 78 organismi e 3886 posizimeiusi i gaps necessari all'allineamento, le
cui sequenze potevano essere confidentemente addliredn quelle dei funghi oggetto di
studio. Gli organismi di tale selezione appartenevaalle classi Dothideomycetes,
Lecanoromycetes, Eurotiomycetes e Arthoniomycetesisiderando la distanza filogenetica
delle classi inserite nell’analisi, I'albero & stafidicato con la speciBaphrina deformans
classe Taphrinomycetes (Subphylum Taphrinomycatina)

Ben 12 ceppi ricadevano nella classe Arthoniomycete é rappresentata da un unico ordine
(Arthonialeg. Come risulta dall'albero multilocus ITS-SSU-LSId Figura 4.8 i ceppi
CCFEE 6076, 6093, 6101, 6108, 6102, 6112, 61613683165 e 6294 risultavano
appartenere con il 100% di bootstrap ad un grugpfurdghi neri delle rocce non ancora
identificati e depositati nella CCFEE, costituiteckisivamente da funghi neri delle rocce
antartici inclusi nella classe Arthoniomycetes @Fliet al., 2009). Data la variabilita
intraspecifica del 3.85% riscontrata all'internd deuppo, si pud affermare che questi ceppi
rappresentano una nuova specie e un nuovo genere.

La classe Arthoniomycetes € costituita per la grame da funghi lichenizzati ed € la seconda
piu ampia, dopo quella Lecanoromycetes, costituitizece esclusivamente da funghi
lichenizzati (Honegger, 2012); pertanto, non pusess esclusa una analoga ecologia per
organismi inclusi in questo gruppo filogenetico.eSta considerazione sembrerebbe essere
confermata dal fatto che, pur potendo essere isatatcoltura pura, questi funghi
invariabilmente perdono dopo pochi mesi la loralitd; questo potrebbe far supporre che tali
organismi potrebbero non essere in grado di coaduita completamente autonoma ma
necessitare della presenza di un partner fotogiotepuest’ultima considerazione rimane una
supposizione ed andrebbe comunque confortata deouitindagini. Di certo e il fatto che
guesti funghi presentano una distribuzione abbaatampia, essendo stati isolati da diversi
tipi di substrato roccioso (conglomerati di areaagranito e quarzo) e da campioni con una
altitudine che va da 0 a oltre 2700 m s.I.m. ewom distanza dal mare da 0 a 74Km.

| ceppi CCFEE 6084 e 6293, che raggruppavano iresieom il con il 100% di bootstrap,

ricadevano in un ramo esterno al clade formato gtappo sopra citato e dalle specie
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dell'ordine Arthoniales Le sequenze ITS di tali ceppi hanno mostrato diff@renza da
6.73% che potrebbe indicarle come specie sistenimuovo genere all'interno della classe
Arthoniomycetes. Questa ipotesi va confermata cwlis basate su una selezione di OTU
piu rappresentativa della Classe.
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Fig.4.9. Albero multilocus ITS-SSU-LSU della clasdghoniomycetes costruito usando il criterio
Maximum Likelyhood. | valori di bootstrap sono stealcolati su 1000 pseudoreplicati e vengono
mostrati i valori superiori all'80%. | funghi ogdetdi studio sono riportati in grassetto di coloreso
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4.4 ANALISI DELLE COMUNITA FUNGINE ENDOLITICHE MEDANTE DGGE

La comprensione della diversita microbica € essdmzier capire la relazione tra i parametri
ambientali e la funzione degli ecosistemi.

Tecniche di fingerprinting genetici forniscono uengplice approccio per ottenere profili di

comunita microbiche che possono essere utilizzati igentificare differenze spaziali e

temporali nella struttura delle comunita o per rnmmaire variazioni nella struttura che
occorrono in risposta a perturbazioni ambientali.

In questo lavoro, l'analisi della biodiversita fung delle comunita endolitiche antartiche
presenti nella Terra Vittoria e stata condotta metdi I'applicazione della tecnica DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophorekis

Dall’analisi DGGE € stato possibile ottenere il fdoodella comunita fungina relativa a 72

campioni di roccia provenienti da 45 localita (Tidod.6).

Cinque campioni avevano mostrato un profilo negatlwestanti profili variavano molto sia

relativamente alla distribuzione che al numeroatide.
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Tab.4.6. Campioni di roccia analizzati.

Numero Campione Altitudine  Distanza dal Coordinate Roccia  Porosita Colonizzazione
DGGE m s.l.m. mare km
1 Campo Icaro campione 1 60 0,1 74°4257'S 164°0641"E G I BC
2 Vegetation Island campione 4 200 0 74°4703"S 163°3BS'E G I BC
3 Pudding Butte sito 2 1.600 58.6 75°5202'S 159°5&%8'E CSs m CD
4 Harrow Peak 1230 6,5 74°0433'S 164°4832'E G m BC
5 Ambalada Peak campione 3 1800 105,5 75°5705"S 158°225'E CS h A
6 Mt Howard sito 2 campione 1 1352 33,8 75°4050'S 161°1615'E CS m D
7 Mt Larsen campione 2 935 10 74°5303'S 162°0%4"'E G m C
8 Random Hills campione 2 1700 13 74°0611"S 164°253'E G I BC
9 Timber Peak sito 1 campione 3 2800 49,5 74°1013'S 162°2531"'E CS m D
10 Mt New Zealand campione 4 2888 47 74°1046"'S 162°3101"E S m BC
11 Thern Promontory 1500 29 74°33S 162°04 S m A
12 Mt Howard sito 2 campione 2 1352 33,8 75°4050'S 161°1615'E CSs m D
13 Prior Island campione 1 50 0 75°4131"'S 162°5249'E G I BC
14 Mt McGee sito 2 2725 19 73°4426'S 162°4B2'E G I BC
15 Mt Billing campione 2 1300 44 75°4212'S 160°528'E CSs m D
16 Bobby Rocks camppione 1 1680 91 75°4835'S 159°1115"E S h A
17 Mt Bowen campione 1 1874 39,5 75°4824"'S 161°0%6'E S h CD
18 Mt Dickason sito 1 campione 5 1840 21 74°2358'S 164°0@R1"E G I C
19 Ford Peak campione 3 1190 57 75°4129'S 160°2%7'E CS m C
20 Timber Peak sito 2 campione 4 2800 50 74°1011'S 162°2534'E CS m D
21 Trio Nunatak sito 4 campione 3 1400 84,5 75°2859'S 159°3%1"E S m CD
22 Ricker Hills sito 3 campione 2 1820 91,5 75°4325"S 159°1(65"'E S [ C
23 Archambault Ridge sito 1 campione 4 3200 90 73°4106"S 162°2%0'E CS hm BC
24 Anderson Ridge campione 2 500 4,7 74°4251"S 162°304"E G m C
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Numero Campione Altitudine  Distanza dal Coordinate Roccia  Porosita Colonizzazione
DGGE m s.l.m. mare km

25 Shafer Peak sito 1 3100 59 74°0219'S 162°3716"E CSs m A
26 Battleship Promontory campione 9 1000 33,5 76°5436"'S 160°5605'E S Im CD
27 Mt Burrows 2000 26,6 74°18S 163°39E G I C
28 Mt Nansen sito 1 campione 4 2240 12,5 74°3743'S 162°3538'E G [ C
29 Starr Nunatak campione 2 1420 3,2 75°5356"S 162°388"E G I BC
30 McLea Nunatak 2100 75,6 75°5947"S 159°3M5"E S Im CD
31 McLea Nunatak 2100 75,6 75°5947"S 159°3M5"E LD I C
32 Trio Nunatak sito 3 campione 5 1000 82 75°3002'S 159°4@8'E S Im CD
33 Inexpressible Island campione 9 0 0 74°5321"'S 163°443'E Q I BC
34 Olson nunatak campione 3 200 2 74°5855'S 162°2408'E S mh BD
35 Archambault Ridge sito 3 campione 1 3400 87 73°4009"S 162°387"'E CS m BC
36 Kay Island campione 1 80 0 74°0413'S 165°1&7'E Q m BC
37 Mt Nansen sito 2 campione 1 2349 20 74°3211"S 162°3%H5'E S h CD
38 Inexpressible Island campione 3 0 0 74°5321"'S 163°4443'E G I C
39 Richard Nunatak sito 3 campione 2 2000 70,2 75°5600'S 159°4738'E CS Im CD
40 Pudding Butte sito 3 campione 1 1600 64 75°5251"S 160°0&%6"'E S m CD
41 Mt Keinath 385 5,2 74°3303'S 164°032"E G I BC
42 Archambault Ridge sito 2 campione 3 2725 80 73°4426"S 162°4(B2'E G I C
43 Mt Howard sito 1 campione 8 1200 33,8 75°4022'S 161°1M1"E CS m D
44 Richard Nunatak sito 3 campione 1 2000 70,2 75°5600'S 159°4738'E CS Im CD
45 Stewart Heights campione 3 2670 74 73°2926"S 163°544"E CS m C
46 Mt Adamson 3600 60 73°5859"S 162°583'E S I A
47 Stewart Heights campione 4 2670 74 73°2926"S 163°544"E G m C
48 Ricker Hills sito 1 campionel 1115 96 75°3839'S 159°0M42'E S m CD
49 Mt Nansen sito 3 1200 23,2 74°3444'S 162°18B7'E CSs I A
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Numero

Altitudine

Distanza dal

Campione Coordinate Roccia  Porosita Colonizzazione
DGGE m s.l.m. mare km
50 Chisholm Hills sito 1 campione 2 2500 81 73°2646"S 163°1860'E S m A
51 Chisholm Hills sito 1 campione 1 2500 81 73°2646"S 163°18%0'E D m A
52 Pinkard Table 1550 13,5 74°0430'S 164°0305"E G m A
53 Bier Point 1460 8 74°0811"S 164°080"E G I BC
54 Mt Meister 1632 41 74°1238'S 162°4453'E G I C
55 Eskimo Point 1816 37 74°1614"S 162°3&63"E Q I BC
56 Wishbone Ridge 1396 17 74°2824'S 163°581"E G m BC
57 Campo Icaro 60 0,1 74°4257"S 164°0641"E Q I BC
58 Reed Nunatak 1133 0 74°4919'S 161°581"E G I B
59 Olson nunatak campione 4 200 2 74°5855'S 162°2408'E G I BC
60 Mt Howard sito 1 1200 33,8 75°4022'S 161°1M1"E D I C
61 Mt Howard sito 1 1200 33,8 75°4022"S 161°1M1"E Q I C
62 Prior Island 50 0 75°4131'S 162°5249'E Q m BC
63 Mt Stephen 532 20,3 75°4149'S 161°4512"E LD I B
64 Mt Billing 1300 44 75°4212'S 160°528'E D I C
65 Bobby Rocks 1680 91 75°4835'S 159°1115"E D I BC
66 Unnamed Site 2700 40,5 74°1813'S 162°3(2'E S I A
67 Tinker Glacier 600 27 73°5608'S 164°2409"E LD I B
68 Mt McGee sito 3 camp 1 230 13 74°0142'S 164°4245'E G I BC
69 Shafer Peak sito 2 3300 48 74°0238'S 162°3K46"E G I A
70 Mt Dickason sito2 1586 215 74°2329'S 164°0113"E G m C
71 Battleship Promontory campione 8 1000 33,5 76°5436"'S 160°5605'E S Im CD
72 Vegetation Island campione 1 200 0 74°4703"S 163°3BS'E G I BC

Tipo di roccia: CS:conglomerato di arenaria; D:adité; G: granito; S:arenaria; Q:quarzo; LD: laviked
Porosita della roccia: I: bassa; m: media; h:alta.
Tipo di crescita litica:A: assente; B: epilitica; €hasmoendolitica; D: criptoendolitica; BC: epésimoendolitica; BD: epi/criptoendolitica; CD: chagrariptoendolitica.
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4.4.1CLUSTER ANALYSISDEI PROFILI DGGE

| profili generati dalla separazione della regidm& delle comunita fungine nel gel DGGE
sono stati sottoposti ad analisi di immagine cosoiftware Phoretix 1D Pro (TotalLab Ltd,
Newcastle, UK) per essere confrontati tra loro @iamare la struttura delle comunita.

Per effettuare un’analisi di clustering € statoceklto I'indice di correlazione di DICE
mediante il software Phoretix 1D. Il coefficiente DICE é stato calcolato in base alla
presenzal/assenza di ogni banda nel profilo. Il sgrdmma relativo al coefficiente di DICE
e rappresentato in Figura 4.11.

Per testare la riproducibilita dei pattern eletiretici, sono state fatte correre reazioni PCR
dello stesso campione in duplicato. Il confrontardi campioni (43, 62, 70) in duplicato &
visualizzato nella Figura 4.10 A, che mostra chevdaiabilita intrinseca nel metodo é
abbastanza buona, essendo inferiore al 20%.

Come gia detto, 5 campioni su un totale di 72 amevenostrato un profilo negativo.
Attraverso l'analisi non si erano evidenziati cérstben definiti in relazione al sito di
campionamento o alle caratteristiche del substratqrofili 36 e 39, corrispondenti
rispettivamente al campione di quarzo di Kay Islandl campione di arenaria di Richard
Nunatak risultavano i profili con il maggior numetobande, in particolare il profilo 36 con
14 bande ed il profilo 39 con 15 bande; per iladatquantita e la distribuzione delle bande
variava notevolmente da profilo a profilo indipentiamente dai parametri ambiental
considerati di altitudine e distanza dal mare. Dasyj dati, pertanto, € emerso come non ci
sia una correlazione fra il sito di campionamentia guantita di bande ritrovate poiché il
profilo con il maggior numero di bande risultavaes® un sito a 2000 m di altitudine e a 70,2
Km dal mare. Dal clustering ottenuto mediante coeffite di DICE, inoltre, risulta evidente
come non ci sia una relazione lineare fra la biexiia, i siti di campionamento e i parametri
ambientali, poiché la biodiversita risultava vagiarotevolmente da campioni provenienti
dalla stessa localita ma anche tra due stessi caimghi roccia di una stessa localita e stesso
sito, come nel caso dei due campioni di conglomeratcolti entrambi dal sito 2 della
localita Mt Howard. | due campioni, corrispondeati profili 6 e 12 del gel di DGGE,
mostravano dei profili assai diversi, con una Mali del 38% (Fig. 4.10B).

Anche in siti vicini alle coste, dove le condiziambientali si presentano meno difficili, la
variazione della biodiversita € risultata drammafic siti di campionamento poco distanti,
come nel caso dei siti Inexpressible Island e Kdgnid a 0 Km dal mare; o nel caso di Starr

Nunatak a 3,2 Km dal mare e del sito Harrow Pe@}6&m dal mare.
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| dati ottenuti,quindi, evidenziano che la biodiversita che nonoératata unicamente ¢
altitudine, latitudine e distanza dal mare ma puieedipendere da molteplici altri fattc
come disponibilita d’'acqua, temperatura della re@x esposizione al sole ad esem| che
dovranno essere presi in considerazione nelle indfgure.

Evidentemente, in ambienti limite come quello aitar tutti questi fattori incidon
fortemente sulle condizioni micro e nanoclimatiéreogni minima variazione, dovuta ant
semplicemate alla topologia della roccia che consente unongiro maggiore accumulo
umidita, € determinante per la sopravvivenza deicroorganismi delle comuni
criptoendolitiche. Questo studio di comunita hanpesso, comunque, di effettuare un pri

screenig sulla biodiversita fungina in Antartide mettendaon risalto I'enorme variabilit
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Fig.4.10.Analisi dei profili DGGE basata sul coefficiente MICE. A: riproducibilita del metodo: |
variabilita e inferiore al 20%. 46A e 46B= duplicd®CR del campione 46; 62A e 62B = duplic
PCR del campione 62; 70A e 70B = duplicato PCRcdeipione 70B: Confronto dei profili relativi
ai campioni 6t Howard, sito | campione 2 conglomerato e 12= Mt Howard, sito 2 mane 1
conglomerato generatiediante DGGE (M=marke
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mediante DGGE (M=marker)
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4.4.2.AFFILIAZIONE TASSONOMICA DELLE BANDE PRINQLPA

Per ottenere una panoramica dettagliata relatila specie fungine predominanti nelle
comunita endolitiche, dal gel sono state ritaglid®ebande che, dopo una re-amplificazione
attraverso il protocollo di Nested-PCR descrittd peragrafo 3.4.2, sono state sottoposte a
sequenziamento. La scelta delle bande da ritaghiesstata effettuata con il criterio secondo
cui le bande che si posizionano alla stessa alteggaresentano la stessa specie. Sono state,
pertanto, considerate bande rappresentative dielthvbrsita trovata includendo una sola di
quelle presenti in piu profili. Per 8 bande il sequamento non ha prodotto cromatogrammi
leggibili; nella Figura 4.12 e mostrato il gel DGGIE cui sono state numerate le bande
ritagliate e sequenziate con successo. Nella taBell sono riportati i risultati del confronto in
banca dati delle sequenze ITS1, numerate condasat®rrispondenza ritrovata nella Figura.
4.12.
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Fig. 4.12. Analisi basata sul coefficiente DICE danmatrice della presenza/assenza delle bande
rilevata attraverso il Phoretix 1D. | rettangolidanziati in rosso rappresentano le bande escisse e
amplificate
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Tab. 4.7 Percentuali di similarita piu elevate ottenute cahfronto delle sequenze ITS1 delle bande
ritagliate dal gel di DGGE con le sequenze deptesitaBanca Dati NCBI Genbankl&tional Center
for Biotechnology Information

Bande Identificazione Query cover Max Numero di
DGGE identita  accesso
1 Cryptococcus vishniacii 83% 98% JN400816.1
2 Friedmanniomyces endolithicus 94% 99% JN885561.1
3 Buellia sp. 80% 94% JX036043.1
4 Cladophialophora minutissima  84% 90% EF016384.1
5 Uncultured fungus 100% 97% JN905231.1
6 Lecanora fuscobrunnea 73% 100% JN873875.2
7 Rhizoplaca aspidophora 100% 99% DQ534484.2
8 Buelliasp. 90% 94% JX036043.1
9 Lecanoromycetidae sp. 100% 89% FJ554156.1
10 Candelariella antennaria 100% 82% EF535158.1
11 Rhizoplaca macleanii 64% 94% JX036136.1
12 Uncultured fungus 99% 96% JN905231.1
13 Rhizoplaca macleanii 62% 94% JX036136.1
14 Buellia frigida 97% 99% AF276066.1
15 Lecidea cancriformis 100% 98% JX036044.1
16 Umbilicaria sp. 58% 91% -

Exophialasp. 58% 91% -

Pleopsidium flavum 58% 91% -
17 Parmelina tiliacea 83% 91% JX466470.1
18 Parmeliaceassp. 53% 92% GuU183188.1
19 Tremellalessp. 94% 84% EF060918.1
20 Rhizoplaca macleanii 69% 94% JX036136.1
21 Friedmanniomyces endolithicus 94% 99% JN885561.1
22 Uncultured fungus 100% 99% KM877211.1
23 Lecidea cancriformis 99% 99% JX036044.1
24 Umbilicaria sp. 43% 95% -

Tremellasp. 37% 99% -
25 Rhizoplaca macleanii 67% 94% JX036136.1
26 Acarosporasp. 94% 95% DQ525528.1
27 Lecidea cancriformis 96% 100% GU170841.1
28 Rhizoplaca macleanii 65% 94% JX036136.1
29 Cryptococcus friedmannii 83% 100% JX092260.1
30 Buelliasp. 80% 93% JX036043.1
31 Lecidea cancriformis 99% 99% JX036044.1
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Attraverso un’analisi comparata tra il gel di DG@H risultati del BLAST é stato possibile
delineare per ogni profilo i generi predominanta &imilarita tra le sequenze analizzate e
quelle depositate in banca dati € risultata mo#iesh in quasi tutti i casi, non permettendo
una identificazione a livello specifico. Inoltre bande 5, 12 e 22 davano dei match in banca
dati con funghi non identificati. Questi dati suggeono la possibile presenza di funghi
ancora sconosciuti.

La banda 4 ha ottenuto una bassa similarita (9086) lka specieCladophialophora
minutissima appartenente alla famiglia Herpotrichiellaceagssa specie € stata ritrovata nel
campione di Vegetation Island che si trova sullstao

La banda 21 escissa dal profilo 24, corrispondahtto Anderson Ridge, ha mostrato una
similarita del 99% con la speckriedmanniomyces endolithicum effetti questa specie é
stata isolata in coltura pura dal campione di goarsiccolto in questa localita. La banda 29 ha
mostrato una similarita del 100% con il lievi@oyptococcus friedmanniguesta banda é stata
ritagliata dal profilo corrispondente al campioneadenaria di Chisholm Hills dal quale é
stato possibile isolare in coltura pura solo lacgp€ryomyces antarcticudl lievito psicrofilo
Cryptococcus friedmannigé stato isolato per la prima volta da rocce aiotaat (Vishniac,
1985) ed in seguito anche da differenti substrafliri luoghi caratterizzati da climi freddi,
come legno in decomposizione in Antartide (Arenz akt 2006), permafrost Artico
(Faizutdinova et al., 2005), campioni di suolo diahda, Alaska, Russia, e Stati Uniti
d’America (Vishniac, 2006a), detriti e acque diogtimento di ghiacciai alpini (Turchetti et
al., 2013). La capacita di produrre una capsulesactaridica extracellulare tipica nel genere
CryptococcugVishniac 2006a; Selbmann et al., 2014b), chertdggge dal disseccamento e
la sua superiore abilita di assimilare fonti dibzario e di azoto (Connel et al., 2008) sono tra
le caratteristiche che permettono a questo liadiitplonizzare ecosistemi estremi.

Dal confronto in banca dati risulta, inoltre, clee dequenze ottenute appartenevano quasi
esclusivamente a specie di funghi lichenizzatihanse i bassi valori di identita riscontrati
con le sequenze depositate in Banca Dati non haonsentito di arrivare in nessun caso ad
una identificazione certa a livello specifico. Laaggior parte delle sequenze ottenute
mostravano identita con i generi lichenizZkizoplacaZopf), Lecidea(Ach.) e Buellia(De
Not.), che sono molto diffusi in Antartide.

Il ritrovamento di specie non identificate ricondlk ai generiCandelariella(Mull.) Arg. e
Parmelina(Hale) e alla famigli@armeliaceasche presentano un caratteristico tallo folioso, é
risultato piu frequente nei campioni di roccia @tdungo le coste, anche se la sua presenza

e stata riscontrata in alcuni casi ad altitudievate. Il primo é stato ritrovato nel profilo 36,
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corrispondente al campione di quarzo provenientKaha Island (0 Km dal mare), e nei
profili 1, 13, 7, 38 e 14 corrispondenti a campidngranito provenienti rispettivamente dalle
localita Campo Icaro (0,1 Km dal mare), Mt Larsdi® (Km dal mare), Prior Island e
Inexpressible Island (0 Km dal mare) e Mt McGee KB dal mare); tuttavia &€ stato anche
ritrovato ad una distanza dal mare di 74 Km. llegefParmelinaé stato ritrovato in campioni
a distanze dal mare maggiori, in particolare neffifor 40, corrispondente al campione di
arenaria proveniente da Pudding Butte (64 Km dalejnanei profili 37, corrispondente al
campione di arenaria proveniente da Mt Nansen (@0d&l mare) e 65, corrispondente al
campione di arenaria proveniente da Bobby Rockg®@1K

Le specie riconducibili alla famigliRarmeliaceaesono state ritrovate nei profili 37, 53, 72,
27 corrispondenti a campioni di roccia raccoltidnalita vicine alla costa, rispettivamente Mt
Nansen (20 Km dal mare), Bier Point (8 Km dal mav&sgetation Island (O Km dal mare) e
Mt Burrows (26.6 Km dal mare), ma anche nel profilb corrispondente a Chisholm Hills a
81 Km dal mare.

Questi generi sono piu tipici di climi piu tempeérat questo puo giustificare la loro rara
presenza nei campioni studiati ed il fatto che siatate ritrovate quasi esclusivamente su
rocce raccolte in localita prossime al mare (Fi§3D).

Viceversa, i geneBuellia, Lecideae Rhizoplacasono risultati piu uniformemente distribuiti
e sono stati ritrovati tanto in campioni raccolti altitudini elevate e/o distanti dal mare
qguanto vicino alle coste (Fig. 4.13 A, B, C).

Questi dati sono congruenti con l'ecologia di quesganismi che, pur essendo tutti
notevolmente resistenti a fattori ambientali criticome basse temperature, scarsa
disponibilita di acqua e forti venti (Qvstedal &Wwis Smith, 2001), quelli che presentano un
tallo folioso, risultano comunque piu esposti engluipiu sensibili rispetto a quelli che
presentano un tallo crostoso e ben adeso allaa;ocome nei generiBuellia, Lecideae
Rhizoplaca

Dal confronto incrociato tra dati DGGE ed analifa®}, non é risultata alcuna correlazione tra
generi lichenici ritrovati e substrato roccioso,rtpeto uno stesso genere lo ritroviamo
indifferentemente su qualunque roccia analizzatdlaN-ig. 4.14 sono riportati alcuni generi
rappresentativi di talli lichenici antartici.

| risultati tassonomici ottenuti per le comunitadelitiche attraverso la DGGE sono stati
completamente differenti da quelli ottenuti tranmitetodi di coltivazione in termini di generi
e specie rilevate nei vari campioni. Il rapportlicheni e funghi rilevato con i due metodi di

indagine e risultato praticamente invertito in gease da una parte é stato possibile isolare in
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coltura pura 8 micobionti su 90 ceppi fungini ottendall’altra le sequenze ottenute dal
sequenziamento delle bande appartenevano per laggionagarte a specie di funghi
lichenizzati. Questo pud essere spiegato da v#orfalnnanzi tutto bisogna considerare i
limiti della tecnica DGGE. E noto, infatti, che @@ metodologia non & in grado di rilevare la
presenza di un organismo se questa e al di sdttb%delella comunita totale, a causaldas
nelllamplificazione tramite PCR, che possono pertad una sottostima della diversita totale
a causa dell’amplificazione preferenziale di un DNgpetto ad un altro (von Wintzingerode
et al., 1997). Evidentemente i funghi lichenizzno fortemente predominanti sugli altri in
queste comunita e, pertanto, la presente anatiai @nsiderarsi sulla biodiversita lichenica.
Inoltre, & stato ben documentato che, nella miglaelle ipotesi, forse solo il 5% dei funghi
ambientali puo essere coltivato (Hawksworth, 2001fjne, le specie presenti in minoranza

potrebbero prevalere in relazione alle condiziditizaate per I'isolamento in culture pure.
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Fig. 4.13. Distribuzione delle specie lichenicheoriate. A:Rhizoplaca B: Lecidea C: Buellia. D:
Candelariella, Parmelin@ Parmelinaceae
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Fig. 4.14. Immagini rappresentative di alcune spatii licheni appartenenti a generi ritrovati
presente studio. ALecidea cancriformi Dodge & Baker; B:Buellia frigida Darb.; C:Rhizoplaca
melanophthalm@DC.) Leuckert; DLecanora fuscobrunne2odge & Baker
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4.4.3.NUMERO DI BANDE E INDICI DI DIVERSITA NEI PRIOI DGGE

Con la DGGE si ottiene un profilo elettroforeticarrhato da una serie di bande in cui, in
prima approssimazione, il numero di bande e prapoate al numero di specie presenti e la
posizione di ogni banda e diversa per ogni specie.

L’analisi delle immagini ha rilevato un totale di diverse posizioni di banda (classi di banda,
Figura 4.12). Quindi 47 diversi filotipi sono presienella totalita dei campioni come rivelato
dal metodo di sensibilitd. Per ogni lane, il pragnaa calcola lintensita relativa di ogni
banda, fornendo informazioni sulla relativa abbarzdedelle specie.

Nella Tabella 4.8 sono riportati il numero di bamdgli indici di biodiversita stimati per ogni
campione trattato. Il numero medio di bande rilevat7.3+2.7, con un minimo di 1 per i
campioni 25, 26 e 31 (Shafer Peak, Battleship Priiong e McLea Nunatak) e un massimo
di 15 per il campione 39 (Richard Nunatak). La piassa diversita e stata rilevata nei
campioni 32, 27 (H0.51-0.61; 1-D=0.33-0.41), mentre la piu alta campioni 68 e 39
(H'=2.24- 2.45; 1-D=0.87-0.90).

La ricchezza € un parametro che misura il numercsmicie in una particolare area
(comunita): il numero di individui di ogni speciem non & considerato. Quindi, la ricchezza
da sola non é sufficiente a descrivere la bioditeerdi una comunita che dipende anche
dall’'uniformita. L’'uniformita confronta la somiglieea della dimensione della popolazione per
ogni specie (numero di individui) misurando quitalirelativa abbondanza di specie diverse
che contribuiscono alla ricchezza della comunitaa ldomunita dominata da poche specie
abbondanti é considerata meno diversificata rispetfjuella rappresentata da specie diverse,
anche se meno abbondanti.

Gli indici di diversita di Shannon-Weaver, di Simpse di Pielou sono una misura della
diversita che tiene in considerazione sia la rigeheche I'uniformita. Nel nostro caso, come
mostrato dal grafico in Figura 4.16, tutti i camgithanno mostrato livelli di diversita molto
diversi tra loro. Tuttavia, la diversita non é tiata né legata al sito di campionamento né alle

caratteristiche del substrato.
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Tab.4.8. Indici di biodiversita stimati: Richne&;(Shannon-Weaver (H"); Simpson (1-D) e Pielou
()

N. DGGE S H' 1-D J'
1 7 1,64 0,76 0,84
2 6 1,47 0,74 0,82
3 5 1,40 0,74 0,87
4 12 2,11 0,85 0,85
5 7 1,69 0,78 0,87
6 9 2,02 0,85 0,92
7 6 1,44 0,69 0,80
8 8 1,75 0,79 0,84
9 7 1,26 0,75 0,75
10 7 1,69 0,77 0,87
11 5 1,23 0,66 0,77
12 7 1,53 0,78 0,78
13 7 1,58 0,75 0,81
14 11 2,17 0,87 0,91
15 5 1,14 0,62 0,71
17 6 1,66 0,80 0,93
18 7 1,67 0,78 0,86
19 9 1,88 0,78 0,85
20 7 1,73 0,81 0,89
21 6 1,62 0,78 0,90
22 3 0,97 0,58 0,89
23 5 1,36 0,69 0,84
24 9 1,87 0,81 0,85
27 2 0,61 0,41 0,87
28 3 1,02 0,62 0,93
29 3 1,09 0,66 0,99
32 2 0,51 0,33 0,74
33 8 1,92 0,83 0,92
34 4 1,27 0,69 0,92
36 14 2,17 0,85 0,82
37 8 1,78 0,80 0,86
38 8 1,90 0,83 0,91
39 15 2,45 0,90 0,90
40 8 1,63 0,76 0,78
42 5 1,42 0,72 0,88
43 11 1,98 0,81 0,83
44 9 1,94 0,83 0,88
45 7 191 0,85 0,98
46 5 1,18 0,63 0,73
47 11 2,17 0,86 0,90
48 6 1,38 0,71 0,77
49 6 1,47 0,73 0,82
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Un’analisi globale dei profili di comunita é stagffettuata per valutare le similarita tra i
campioni in termini di biodiversita e la correlazé tra la diversitd delle comunita e i
parametri ambientali.

La relazione tra gli indici di diversita ottenutidsingoli profili delle comunita fungine e stata
analizzata attraverso una Non metric MultiDimenaldBcaling (n-MDS; PAST v 1.34) che
organizza i dati spazialmente e aiuta a individsamiglianze e differenze tra i set di dati. Il
software calcola un punteggio della bonta dell'saento per i punti di dati, chiamato stress.
Quando il valore dello stress € inferiore a O0,&algpresentazione delle relazioni tra i campioni
in due dimensioni & accettabile. Un valore di stresaggiore di 0,2 indica che la
rappresentazione grafica € dovuta al caso, mentnealore inferiore a 0,1 corrisponde a un
ordinamento ideale, senza una reale probabilitidierrata interpretazione (Clarke 1993).
L’analisi n-MDS é stata effettuata utilizzando tlioce di similarita di Bray-Curtis.

Nella figura 4.17 e riportata la mappa n-MDS in sono stati inseriti anche i parametri
ambientali quali distanza dal mare, altitudine gs@&, tipo di roccia e tipo di colonizzazione.
L’ordinamento MDS dei campioni in base alla biodsr& mostrava dei cluster ben definiti e
le differenze tra i diversi gruppi ottenuti sonsuliate altamente significative (1-way
NPMANOVA, p<0.0001).

E stato possibile individuare un gradiente altinad® e latitudinale prendendo in
considerazione i valori medi relativi ad ogni grappnfatti i campioni con bassi valori di
biodiversita (gruppo D) presentano valori medi Witwdine e distanza dal mare piu elevati
rispetto ai campioni che presentano una diversigdlionalta. Questa tendenza e rilevabile
anche nei confronti della porosita della rocciaiii walori medi sono piu alti nel cluster che
presenta una diversita medio-alta (gruppo B). Cgmaeosservato, la porosita della roccia
sembra, quindi, influenzare positivamente la rieddaedella biodiversita, e in una certa misura
la giusta porosita permette la colonizzazione spukisi ad alta quota e a distanza dal mare.
L’altitudine e la distanza dal mare determinancetesvalori di diversita piu bassi, soprattutto
guando gli spazi aerei della roccia si riduconoefudati sono congruenti con quanto
riportato in un recente lavoro; la colonizzaziondigb criptoendolitico, ospitata per la loro
porosita preferenzialmente dalle rocce arenariéirsva ad altitudini piu elevate ed ad una
maggiore distanza dal mare rispetto ad altri tiptca@onizzazioni endolitiche. Questo lascia
supporre che la forma criptoendolitica sia paricolente protettiva per gli endoliti e che le
rocce arenarie siano cruciali per la sopravviveshegli endoliti in condizioni piu proibitive
(Zucconi et al., 2014).
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Coordinate 2

Coordinate 1

Fig.4.17. Mappa Non metric MultiDimensional ScalifgMDS) (stress value = 0.03). DM: distanza
dal mare; A:altitudine; P:porosita; R:tipo di roaci C:tipo di

colonizzazione; +=diversita
bassaA =diversita medio-bassaA=diversita medio-alt@a=diversita alta

99



Organizzazione funionale Fo

L’'organizzazione funzionale (funzionalitd) di unaonwnitd microbica € il risultato
dell'azione dei microrganismi piu adattati alle @rgzioni ambientali/microbiologiche in
corso, che, per questo motivo, tendono a diverdareinanti nella struttura della comunita
(Marzorati et al., 2008).

Stabilita funzionale e stabilita strutturale di ww@munita microbica non sempre coincidono.
Infatti, la flessibilita strutturale (cioe, I'indtdita) puo essere necessaria per la stabilita
funzionale in condizioni di stress (Fernandez gt24100) e I'uniformita di una comunita puo
essere un indicatore della flessibilita strutturdkdla struttura della comunita microbica
(Wittebolle et al., 2009). E stato suggerito checdmservazione di una data funzionalita &
garantita dalla flessibilita di una comunita midgzbin cui i membri minoritari possono
diventare dominanti in un breve periodo dopo unatupeazione significativa. Questa
condizione assicura un veloce recupero da una zioméi di stress dovuto la presenza della
ridondanza funzionale e di metodi alternativi pgliazare il flusso di energia (Fernandez et
al., 2000). Quindi, e possibile definire la Fo comaecapacita della comunita di avere
un’adeguata distribuzione tra i microrganismi doamih e quelli resilienti, condizione che
dovrebbe garantire la capacita di contrastaredtesffdi una improvvisa esposizione allo stress
(Marzorati et al., 2008).

La funzionalita (Fo) della comunita puo essere repgntata graficamente attraverso le curve
di Pareto-Lorenz, a partire dal numero cumulativbahde e dall'intensita rilevati sui profili
DGGE (Mertens et al., 2005; Wittebolle et al., 2008interpretazione di tali curve si basa
sul presupposto che la distribuzione delle spelfimtarno di una comunitd microbica é
collegata alla capacita di ottimizzare e conservarefunzionalita anche in condizioni
perturbate. L'uniformita perfetta teorica, rappras¢ga dalla diagonale a 45°, significa che
tutte le specie di comunita hanno lo stesso nurderodividui. Cosi, piu la curva di PL e
vicino alla diagonale, piu alta &€ kwvennessValori bassi di Fo (ad es. 25%) stanno a
significare che il numero di individui di ogni spece molto simile e la comunita risulta
scarsamente specializzata funzionalmente. Unactateunita puo derivare da una mancanza
di pressione selettiva e pud non presentare undtwst interna ben definita in termini di
specie dominanti. Dal momento che nessuna spegiesente in concentrazioni piu elevate,
potrebbe essere necessaria una relativamente fasgadi latenza dopo un’esposizione a
stress improvvisi.

Al contrario, un valore medio di Fo (ossia 45%)pmcb di una comunita con poche specie

che sono dominanti e piu adatte alle condizioni ianthli. Tutte le altre specie sono
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numericamente inferiori. Tuttavia, a causa delivaia concentrazione di alcune specie e la
disponibilita di molte altre, la comunita puo patetmente affrontare mutevoli condizioni
ambientali e preservarne la funzionalita. Infineyati valori di Fo (cioe 80%) rappresentano
una comunita molto specializzata in cui una piccplantita di specie € dominante e tutti gli
altri sono presenti in numero ridotto, con una deanlifferenza tra i due gruppi. Questa
comunita puo avere una alta organizzazione funigohattavia, € vulnerabile ai cambiamenti
esterni, e potrebbero essere necessari lunghi tdinn@cupero dopo intensi eventi perturbanti
(Marzorati et al., 2008).

Per quanto riguarda le comunita fungine endolitideka Terra Vittoria qui studiate, la Figura
4.19 riporta i valori Fo calcolati per i diverspitidi substrato roccioso (Granito, Arenaria,
Conglomerato, Quarzo e DoleritetLava Dike) che loaraggiunto, in media, valori medio
alti (66%). La struttura delle comunita mostravapl@senza di alcune specie dominanti
specializzate e altre presenti in concentrazionepssa. Questo risultato era in accordo con i
risultati ottenuti dal sequenziamento delle bangeisse dal gel DGGE, in cui e risultata
dominante la componente lichenica rispetto ai fungin lichenizzati.

In generale la struttura di questa comunita presantina buona funzionalita, ma potrebbe
risultare vulnerabile a perturbazioni esterne, comé esempio [lintroduzione di
microrganismi non autoctoni che potrebbero altelargruttura e la funzione della comunita
indigena.

Le comunita criptoendolitiche antartiche sono beganizzate, con una precisa distribuzione
dei ruoli tra i componenti, che risultano fondanaéinper la sopravvivenza degli altri membri
della comunitd; cosi, mentre le alghe ed i ciantebasono i produttori primari, i micobionti
sono i consumatori e infine, i batteri incolori gunghi saprotrofi sono i decompaositori.
Inoltre, sia i micobionti che gli altri funghi pradono sostanze biologicamente attive, che
inibiscono alcuni membri fotosintetici della comianie che sembrano responsabili della

zonazione degli organismi nella comunita.
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Fig.4.19.Curve di distribuzione Pareto-Lorenz datévdai profii DGGE delle comunita fungine
raggruppate per tipologia di substrato: granito, (A)enaria (B), conglomerato (C), quarzo (D),
dolerite e lava-dike (E). La linea verticale trggiata al livello 0,2 dell'asse delle x viene triata per
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rappresenta la perfetta evenness di una comunita
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5. CONCLUSIONI

BN

L’endolitismo e uno degli adattamenti piu spettadoldei microrganismi alla pressione
ambientale ed é la forma di vita predominante natiee interne del continente antartico. Le
comunita endolitiche, vivono al limite del loro patiale biologico e sono tra i piu resistenti
0ggi conosciuti.

Da queste comunita sono stati isolati funghi newlire 20 anni di spedizioni nell’ambito del
PNRA e conservati nella Culture Collection of FuRgbm Extreme Environments (CCFEE),
Sezione di Micologia del Museo Nazionale dell’Anide (DEB, Universita della Tuscia).
Tali organismi si sono evoluti in condizioni diettio isolamento geografico e genetico e sotto
pressioni ambientali uniche: diversi nuovi genespecie, con genotipi estremamente deviati,
sono stati descritti da queste comunita. Quesarasgni hanno un enorme valore scientifico
per comprendere i possibili limiti per la vita: ®no rivelati ottimi modelli per indagini sui
processi evolutivi in condizioni estreme, i mecesamidi adattamento e resistenza, e perfino
per studi di astrobiologia. Grazie alla loro ecoeaie resistenza allo stress e alla capacita di
crescere all'interno della roccia, i funghi nertatici, e in particolar€ryomyces antarcticuys
sono stati proposti come modelli eucariotici perinelagini sulla teoria litopanspermia
(trasferimento della vita da un pianeta all'altrttraaerso meteoriti colonizzati) e
I'esplorazione biologica di Marte (Onofri et alQ@9, 2012).

Per quanto molto resistenti, le specie microbiche compongono queste comunita sono
fortemente minacciate dal cambiamento climaticoaito. Lo stabilirsi di condizioni piu
permissive, infatti, potrebbe portare all'insediantwedi specie alloctone piu competitive, con
conseguente possibile estinzione delle specie mnecfortemente adattate (Selbmann et al.,
2012). Bisogna tenere in considerazione che gliiamiblimite sono piu suscettibili ai
cambiamenti climatici. Nel corso degli ultimi 50 mnin alcune aree antartiche e sub-
antartiche si e assistito ad uno degli aumentadelinperatura media dell’aria piu drammatici
del pianeta (Steig et al., 2009).

Pertanto questi delicati ecosistemi possono rapptage un importante strumento per
monitorare e predire I'effetto di qualunque potaieivariazione futura. Tuttavia, ad oggi,
scarsi sono i dati sulla loro biodiversita e nudlasa di come essa vari in funzione delle
condizioni nano-ambientali.

A fronte di queste considerazioni, € oggi di primamportanza approfondire le conoscenze
sulle comunita endolitiche antartiche prima chelupugue cambiamento ulteriore ne alteri il

naturale equilibrio.
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Lo scopo di questa tesi di Dottorato e stato queilampliare le conoscenze sulla diversita
microbica delle comunita endolitiche della Terrdtdfia, Antartide Continentale, per lo piu
ancora sconosciute, e di investigare come quespondano alle pressioni ambientali in
termini di variazione della biodiversita.

Questo lavoro e stato incentrato sull'isolamentoaeatterizzazione su base molecolare di
funghi da comunita endolitiche di rocce proveniedil’Antartide continentale; inoltre, é
stata condotta un’indagine per una caratterizzazmmeliminare della biodiversita fungina di
tali comunita attraverso metodi colturali e metoaltura indipendenti.

Il livello di caratterizzazione delle comunita efiiche della Terra Vittoria, ottenuto in
questo lavoro, ha delineato alcune importanti tematiche riguardo questi peculiari
organismi.

L’analisi filogenetica multilocus ha confermato chefunghi neri meristematici che
compongono le comunita endolitiche antartiche sdistribuiti principalmente nella classe
Dothideomycetes, in particolare nell’ordi@apnodialesmentre solo una minima parte degli
isolati ricade nella classe Eurotiomycetes. Fumghi appartenenti a quest’ultima classe sono
conosciuti per le loro abilita nel metabolizzarenpmsti aromatici (Prenafeta-Boldu et al.,
2006), questo spiega l'alta presenza di questaeldisfunghi neri in siti fortemente inquinati
e fortemente influenzati dall'attivita del’'uomo.idéversa, la classe Dothideomycetes mostra
una significativa tendenza all’estremofilia. La icage per cui i funghi neri antartici sono
maggiormente distribuiti nella classe Dothideomgsepud essere ritrovata nella storia
evoluzionistica di questo gruppo di funghi. E staécentemente dimostrato che la classe
Dothideomycetes € evoluta molto precocemente tis@dia classe Eurotiomycetes (Gueidan
et al., 2011). Il periodo di diversificazione delttasse Dothideomycetes, infatti, e stato
stimato essere circa 430 milioni di anni fa quateldemperature erano molto piu basse
rispetto ad oggi. Di contro, l'origine della clasBearotiomycetes e stata stimata circa 250
milioni di anni fa quando le temperature globakrey molto piu alte. Sebbene le due linee
filetiche si siano diversificate in tempi differgntondividono presumibilmente un comune
organismo ancestore, presente in ambiente oligotrosulla superficie della roccia
(Selbmann et al., 2014b). Un cospicuo numero dpicepade nella classe Arthoniomycetes;
guesta €& una classe costituita per la gran partirdghi lichenizzati ed € la seconda piu
ampia, dopo quella Lecanoromycetes, costituitadewesclusivamente da funghi lichenizzati
(Honegger, 2012); considerando che la forma di witassociazione con un fotobionte é
predominante nella classe, non puo essere eschsanaloga ecologia per organismi nel

gruppo filogenetico individuato dal presente studi@uesta considerazione sembrerebbe
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essere confermata dal fatto che, pur potendo essalai in coltura pura, questi funghi
invariabilmente perdono, dopo pochi mesi, la loitalita; questo potrebbe far supporre che
tali organismi potrebbero non essere in grado ddoae vita completamente autonoma ma
necessitare della presenza di un partner fotogiotepuest’ultima considerazione rimane una
supposizione ed andrebbe comunque confortata el@ouitindagini.

Da un punto di vista tassonomico, il contributoqdiesto lavoro € stato molto importante;
sebbene I'identificazione a livello di specie éafaossibile per piu del 50% dei ceppi isolati,
confermando come la spe¢teéedmanniomyces endolithicsga quella piu largamente diffusa
nelle comunita endolitiche antartiche, sono stadiividuati alcuni nuovi gruppi di funghi
filogeneticamente ben supportati che verranno désmme 3 nuovi generi e 7 nuove specie.
In particolare e stato possibile individuare atéimo dell’ordineCapnodialesuna nuova
specie appartenente al gené@koguttula probabilmente endemico per I'Antartide e una
nuova specie appartenente al gereomstantinomycesNell’'ordine Chaetothyriales e stata
individuata una nuova specie Hxophialg un patogeno opportunista, € un nuovo genere
costituito esclusivamente da funghi neri delle eoemtartici. E ancora due nuovi generi e
specie all'interno della classe Arthoniomycetes.

Infine, € da sottolineare il ritrovamento dellagp&ryomyces antarcticyginora considerata
endemica delle McMurdo Dry Valleys, in due divelsealita della Terra Vittoria del Nord.
Questi risultati hanno ancora una volta evidenz@atanto la forte pressione ambientale e
I'isolamento genetico e geografico siano deterntinaella selezione di genotipi peculiari,
che continuamente vengono ritrovati in indaginigdesto tipo. Risulta, pertanto, chiaro di
guanto la conoscenza della biodiversita di quegtmismi sia ancora limitata e di quanto sia
importante continuare questo tipo di indagini alefidi conoscere e conservare una risorsa
genetica cosi peculiare e potenzialmente a rischio.

Attraverso il sequenziamento delle bande escissgalali DGGE € emerso che le sequenze
ottenute appartengono quasi esclusivamente a sgheftieghi lichenizzati. | generi di licheni
crostosi ritrovati sono distribuiti uniformementéa ssulle coste che verso l'interno del
Continente, mentre i licheni con tallo folioso,aoccordo con @vstedal & Lewis Smith (2001),
sono stati ritrovati in maniera preponderante cadle coste. Il successo dei licheni in
Antartide pu0 essere spiegato principalmente ceraidio le capacita fisiologiche di questi
organismi, in particolare la loro elevata tolleraratle basse temperature e nei confronti dello
stress idrico e luminoso. Molto importante e propa capacita che essi hanno di continuare

ad essere fotosinteticamente attivi anche a teriyeraferiori a 0°C (Kappen, 2000).
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Attraverso l'analisi statistica e di immagine dei gi DGGE, che ha condotto sia alla stima
della biodiversita attraverso indici teorici chéaatostruzione di un dendrogramma, € risultata
una forte variabilita tra i profili, che mette inde la mancanza di correlazione lineare tra i
singoli parametri ambientali quali altitudine etdisza dal mare. Evidentemente, in condizioni
limite per la vita, anche minime variazioni a likeimicro ambientale possono incidere in
maniera drammatica sulla possibilita di sopravvieedi questi organismi. Dai dati ottenuti
risulta comunque, come gia sottolineato, che lairaatlel substrato, ed in particolare la
porosita, € una componente fondamentale nel detarela possibilita di colonizzazione.
Queste peculiari comunita sono, inoltre, risultideemente specializzate ma proprio per
qguesto piu vulnerabili. 1 microrganismi endolitiorjvendo al limite del loro potenziale
biologico, sono altamente adattati al loro ambientgiindi sensibili ai cambiamenti climatici;
possono, quindi, rischiare I'estinzione ad ogni imi variazione: sia che le condizioni si
facciano ancora piu proibitive ed incompatibili canvita sia che si facciano piu mitigate e
compatibili con 'invasione di specie alloctone pmmpetitive.

Questo lavoro rappresenta la prima caratterizzazaeila colonizzazione litica su una vasta
area di studio dell’Antartide, quale la Terra Vitto Nonostante la complessita dei dati di
partenza, dovuta allampiezza del campionamentdl’enarme variabilita dei campioni, i
risultati ottenuti hanno consentito di cominciareacmprendere il ruolo di diversi parametri
ambientali, tra cui altitudine, distanza dal mamibstrato roccioso sulla colonizzazione delle
rocce da parte dei microrganismi endolitici. Tuile® emersa I'importanza di altri parametri,
guali I'esposizione N/S, e delle condizioni micralaentali che possono incidere in maniera
molto significativa sulla biodiversita delle comtini

Questo studio ha evidenziato, quindi, la necesgiEndere in considerazione parametri
ambientali addizionali quali la temperatura detladia, la disponibilita di acqua e i tempi di
esposizione della roccia fuori dal ghiaccio, momaitoin situ, per ottenere un quadro piu
chiaro della vita sulle e nelle rocce, compresealéazioni nella biodiversita dovute da fattori
abiotici.

Questi risultati, che rappresentano il primo studio larga scala della biodiversita delle
comunita endolitiche antartiche in relazione agpagtri ambientali, hanno fornito una base di
conoscenze che ha permesso di pianificare in nmenignata le attivita di campionamento e
monitoraggio per la campagna antartica che si sval@ Dicembre 2015-Gennaio 2016.
Nello specifico, verra allestito un sistema di ntoraggio, attraverso dei sensori
(minidatalogger), delle condizioni nanoclimatiche kingo termine per avere un quadro

chiaro delle condizioni a cui le comunita microl@dono normalmente espaste
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Sulla base dei risultati ottenuti, sono stati seleati i siti di campionamento il piu omogenei
possibile dal punto di vista del substrato, ma sspa diverse condizioni di altitudine,
distanza dal mare, esposizione e caratteristicherommorfologiche. E stata, quindi,
individuata l'arenaria, che permette una piu eéte colonizzazione, come modello
semplificato per lo studio, in modo da azzeraredidabilita del substrato roccioso.

| dati integrati consentiranno di approfondire émoscenze sull’adattamento ed evoluzione in
condizioni limite fornendo uno strumento di pragith sull’effetto di eventuali cambiamenti

climatici.
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