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FRANCESCO VERDIGI ¥, ROBERTO NARDUCCI ), ANDREA ARMANI @

SVILUPPO DI UN DATASET GENETICO PER LIDENTIFICAZIONE
MOLECOLARE DI FUNGHI EPIGEI E LA GESTIONE
DELLE INTOSSICAZIONI SUL TERRITORIO DELLA REGIONE TOSCANA

Abstract - L. GAsPERETTI, A. GiusTl, E. Riccr, L. Lami, F. VERDIGI,
R. NARDUCCI, A. ARMANI, Buzlding of a genetic dataset for the molecular
identification of epigean mushrooms and management of poisoning cases
in Tuscany, ltaly.

An ITS gene dataset for the molecular identification of mushroom spe-
cies was built and validated. The target species (n = 242) were selected
among those involved in Tuscany poisoning cases, together with co-ge-
neric and morphologically similar species. The ITS sequences of each
target species were retrieved from official databases and checked for
quality and reliability by a systematic filtering process. Wild specimens
of target species were also collected to produce reference ITS sequenc-
es. Overall, 7270 sequences were found in the official databases. After
filtering, 1293 sequences (17.8%) were discarded, with a final retrieval
of 5977 sequences from 224 target species. Ninety-seven ITS reference
sequences were obtained from 76 collected mushroom specimens: 15
of them, obtained from 10 species with no sequences available after the
filtering, were used to build the dataset, with a final taxonomic coverage
of 96.7%. The other 82 sequences (66 species) were used for the dataset
validation by BLAST analysis. In most of the cases (n = 71; 86.6%) they
matched with identity values 297-100% with the co-specific sequences
in the dataset. The dataset was proved as especially able to identify the
species involved in regional poisoning cases. As some of these species
are also involved in poisonings at the national level, it can be used to
support the National Health Service in the Italian territory.

Key words - macromycetes, sequencing, DNA, poisoning, Tuscany, Italy

Riassunto - L. GASPERETTI, A. G1usTl, E. Riccy, L. LAmi, F. VERDIGI,
R. NARDUCCI, A. ARMANL, Sviluppo di un dataset genetico per [’identi-
ficazione molecolare di funghi epigei e la gestione delle intossicazioni sul
territorio della Regione Toscana.

In questo studio & stato costruito e validato un dataset genetico (gene
ITS) per I'identificazione molecolare di specie fungine. Le specie target
(n = 242) sono state selezionate tra quelle implicate nei casi di intossica-
zione riportati in Toscana, insieme alle co-generiche e a quelle morfo-
logicamente simili. Per ciascuna specie target sono state raccolte le se-
quenze ITS da database genetici ufficiali e poi filtrate sistematicamente
in base a qualita e attendibilita. Sono stati inoltre raccolti esemplari mor-
fologicamente identificati a livello di specie per produrre sequenze ITS
di riferimento. In totale, sono state inizialmente raccolte 7270 sequenze
dai database genetici ufficiali. Dopo il filtraggio sistematico, sono state

scartate 1293 sequenze (17.1%), con un recupero finale di 5977 sequenze
appartenenti a 224 specie target. Sono state ottenute 97 sequenze ITS di
riferimento da 76 esemplari identificati: 15 di queste, relative a 10 specie
per le quali non risultavano disponibili sequenze dopo il filtraggio siste-
matico, sono state utilizzate per costruire il dataset, con una copertura
tassonomica finale di 96.7%. Le altre 82 sequenze, appartenenti a 66
specie, sono state impiegate per la validazione del dataset mediante ana-
lisi BLAST. Nella maggior parte dei casi (n = 71; 86.6%) le sequenze mo-
stravano valori di identita 297-100% con le sequenze co-specifiche nel
dataset. Il dataset si ¢ rivelato particolarmente efficace nell’identificare
le specie coinvolte nei fenomeni di intossicazione in Toscana. Poiché
alcune di queste sono anche le principali responsabili di intossicazio-
ni a livello nazionale, il dataset, opportunamente integrato, potrebbe
rappresentare un valido strumento per il Servizio Sanitario Nazionale.

Parole chiave - macromiceti, sequenziamento, DNA, intossicazioni,
Toscana

INTRODUZIONE

Coerentemente con il diffondersi di nuove tendenze
alimentari, I'apprezzamento dei consumatori per i fun-
ghi & aumentato, sia per le loro proprieta nutrizionali
(Panjikkaran & Mathew, 2013), sia perché rappresen-
tano un’alternativa di ridotto impatto ambientale e
costo di produzione rispetto agli alimenti di origine
animale (Dhar & Shrivastava, 2012; Pandey ez al.,
2018). E stato stimato che il mercato globale dei funghi
coltivati si aggiri intorno ai 16.7 miliardi di dollari e si
presume possa raggiungere i 20.4 miliardi di dollari
nel 2025 (Market Research Report, 2020). L'Unione
Europea (UE) assorbe gran parte del mercato, mentre,
per quanto riguarda le produzioni, la Cina riveste il
ruolo di leader, seguita da Italia, USA e Olanda (FAO-
Stat, 2015; Misachi, 2017). Nel 2012, la produzione di
funghi dell’'UE ha rappresentato circa il 24% di quella
mondiale, con I'Italia al primo posto tra i paesi pro-
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duttori (FAOStat, 2015). Linteresse per i funghi & da
connotarsi, oltre che in un contesto di tipo economi-
co-produttivo, anche nella attivita ludico-ricreativa di
raccolta, soprattutto nei paesi dove questa tradizione
gastronomica ¢ pill radicata, come 1'Italia (Peintner ez
al., 2013). In Italia, infatti, la tradizione di cercare e
raccogliere funghi spontanei ¢ particolarmente diffu-
sa; vengono prevalentemente apprezzati i porcini (Bo-
letus edulis s.1.), 1 cantarelli (Cantharellus cibarius s.l.) e
Povulo (Amzanita caesarea (Scop.) Pers.) che ¢ uno dei
funghi pit costosi. Di interesse rilevante anche i pru-
gnoli (Calocybe gambosa (Fr.) Donk), seppur soltanto
in alcune regioni (Emilia-Romagna, Toscana), le mor-
chelle (Morchella sp. pl.), i chiodini (Armillaria mellea
s.1.) che sono consumati in grandi quantita soprattutto
nel Nord Italia e il sanguinaccio (Lactarius deliciosus
(L.) Gray e simili), ampiamente raccolti in Umbria, To-
scana, Lazio, Campania e Calabria.

11 consumo di funghi non ¢ privo di rischi. Infatti, es-
sendo alcune specie selvatiche notoriamente tossiche,
numerosi sono gli episodi di intossicazioni attribuibili
per lo pit ad erronee identificazioni a livello di raccolta.
Queste sono dovute principalmente ad una scarsa for-
mazione nel riconoscimento tassonomico da parte dei
raccoglitori, cosi come dalla presenza di caratteristiche
morfologiche molto simili, quindi difficilmente distin-
guibili, fra funghi edibili e tossici (Lima ef a/., 2012). La
tossicita ¢ dovuta in genere alla presenza di micotossine
che, a seconda della tipologia, possono causare diverse
forme di avvelenamento con sindromi sia a breve
(quando i primi sintomi sopraggiungono entro 5 ore
dall’ingestione) che a lunga latenza (quando i primi sin-
tomi sopraggiungono con un ritardo dall’ingestione
che supera le 5 ore) (Della Maggiora, 2007). I sintomi
quasi sempre presenti sono quelli gastro-intestinali
(nausea, vomito, diarrea, dolori addominali), ma alcune
specie possono provocare anche sonnolenza, agitazio-
ne, disorientamento, tremori oppure sudorazione ab-
bondante, lacrimazione, difficolta respiratoria e ipoten-
sione (Jo et al., 2014; White et al., 2019). La specie
tossica pitt nota & Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.)
Link, responsabile della mortale sindrome falloidea
(Della Maggiora, 2007). E inoltre opportuno porre lat-
tenzione sulle intossicazioni da specie commestibili,
quale fenomeno costante accanto ai casi dovuti al con-
sumo di specie tossiche (Sitta ez al,, 2018). Secondo
quanto riportato in letteratura, questo sarebbe attribu-
ibile ad erronee condizioni di raccolta, trasporto, con-
servazione e/o cottura (Gawlikowski, 2015). Di fatto, le
specie da considerare sicure sono quelle per le quali, in
una data area, si rileva una bassa o subnulla casistica di
intossicazioni a fronte di una notevole rilevanza del
consumo alimentare (Sitta et al., 2018). A livello italia-
no, dal 1° gennaio 1998 al 31 dicembre 2017 al Centro
Antiveleni (CAV) Ospedale Niguarda Milano, sono
pervenute 15.864 richieste di consulenza per intossica-
zione da funghi; di queste, 12.813 riguardavano casi

clinici, le restanti erano richieste di informazioni o ri-
chiami per follow up da parte dei medici (Assisi et al.,
2019). Nella maggior parte delle consulenze, il consu-
mo a base di funghi coinvolge piti commensali: pertan-
to, anche nel caso di una singola richiesta di consulenza
(ad esempio una telefonata), 'evento da gestire puo in-
teressare pill pazienti legati allo stesso focolaio. E peral-
tro verosimile che anche in questo caso, la casistica sia
sottostimata laddove i dati relativi a questi eventi siano
stati inseriti nella totalita delle generiche intossicazioni
alimentari, cui si aggiungono i casi che non vengono
diagnosticati correttamente, perché si risolvono in bre-
ve tempo, senza particolari interventi e senza ospeda-
lizzazione (Della Maggiora, 2007). Lentita del proble-
ma resta quindi sommersa, dal momento che il numero
delle richieste di consulenza non corrisponde al reale
numero di pazienti intossicati (Assisi ef al., 2019). Si ca-
pisce quindi come le intossicazioni da funghi rappre-
sentino un rilevante interesse epidemiologico nell’am-
bito delle intossicazioni alimentari e siano causa di
costi sanitari diretti per la Sanita Pubblica (Gulino ez
al., 2009; Schenk-Jaeger et al., 2012). In virtu del fatto
che nella maggior parte dei casi le intossicazioni sono
dovute ad erronee identificazioni da parte di raccogli-
tori inesperti, ¢ evidente che una corretta cultura mico-
logica sia uno dei presupposti per una maggiore sicu-
rezza del cittadino. Inoltre, viene consigliato di fare
ispezionare tutto il proprio raccolto presso il servizio di
consulenza costituito da Ispettorati micologici pubblici
delle ASL, in cui micologi formati contribuiscono a
identificare le specie fungine. Ad oggi, gli Ispettorati
micologici in Italia sono in totale 331 e svolgono un ser-
vizio capillare sul territorio, finalizzato alla tutela della
salute pubblica e specificatamente alla prevenzione del-
le intossicazioni da funghi. A questi enti si aggiungono
strutture laboratoristiche in grado di portare I'indagine
micologica a un livello maggiore di approfondimento
(Golzio et al., 2007; Tani et al., 2020). In particolare, gli
Istituti Zooprofilattici Sperimentali (ITZZSS), rappre-
sentano un importante strumento operativo di cui di-
spone il Servizio Sanitario Nazionale (SSN) per assicu-
rare il supporto di laboratorio e la diagnostica
nell’ambito del controllo ufficiale degli alimenti. Nel
caso dei funghi, gli IIZZSS possono essere chiamati in
causa per I'identificazione di specie, laddove la man-
canza delle caratteristiche morfologiche distintive non
siano facilmente apprezzabili dal micologo. Si capisce
quindi come, sia in presenza di campioni commerciali
venduti a pezzi (es. misto di funghi secchi), ma soprat-
tutto in presenza di residui di pasto o campioni clinici
(vomito, residui gastrici, campioni fecali), gli enti coin-
volti nei controlli ufficiali (es. ITZZSS) dovranno servir-
si di tecniche d’identificazione alternative e piti efficaci.
Infatti, poiché I’identificazione rapida della specie
coinvolta nell’intossicazione ¢ di estrema importanza
per un corretto e tempestivo trattamento del paziente,
I'utilizzo di tecniche piti risolutive & piti che mai auspi-
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cabile. A tal proposito, 'analisi del genotipo e piu pre-
cisamente le tecniche basate sul sequenziamento del
DNA, stanno diventando sempre pit preziose per I'i-
dentificazione di specie fungine (Raja ez al,, 2017a). In
particolare, una regione del DNA nucleare di 600-800
paia di basi (pb), conosciuta come Internal Transcribed
Spacer (ITS), si ¢ rivelata particolarmente promettente
grazie alla sua elevata variabilita interspecifica ( Schoch
et al., 2012) ed & stata utilizzata come marker molecola-
re in molti studi tassonomici, ma anche per I'identifica-
zione in prodotti commerciali (Raja ez al., 2017b; Zhang
et al., 2021). Una volta estratto il DNA totale e amplifi-
cata la regione d’interesse, questa viene sequenziata ed
analizzata. Le tecniche post-sequenziamento pit utiliz-
zate, sono la metodica Forensically Informative Nucleo-
tide Sequencing (FINS) (Bartlett & Davidson, 1992) el
DNA Barcoding (Hebert ez al., 2003), strettamente cor-
relate tra loro, che prevedono I'applicazione di algorit-
mi e modelli bioinformatici per I’analisi e il calcolo del-
le distanze filogenetiche tra il campione ignoto e le
sequenze di riferimento (Hellberg & Morrissey, 2011).
Il principale database genetico contenente sequenze di
riferimento & GenBank® (GB, 2020), una banca dati
gestita dal National Center for Biotechnology statuni-
tense (NCBI), che ad oggi contiene le sequenze nucleo-
tidiche relative a 420.000 specie formalmente descritte
(Sayers et al., 2018). 11 diffuso utilizzo della regione ITS
per l'identificazione di specie fungine ha determinato
un significativo aumento del numero di sequenze de-
positate (Begerow et al., 2010). Al 2012 si contavano
infatti, circa 172.000 sequenze ITS complete, che rap-
presentano oltre 2.500 generi e 15.500 specie (Schoch
et al., 2012). Un altro database genetico ampiamente
utilizzato & Barcode of Life Data System (BOLD, 2020),
che & parte integrante del progetto promosso dal Con-
sortium for the Barcode of Life (CBOL). BOLD rap-
presenta una valida alternativa a GenBank®, dal mo-
mento che ¢ stato dimostrato che circa il 20% di tutte
le sequenze depositate in quest'ultimo database, pro-
vengano da esemplari erroneamente identificati e che la
maggior parte fornisca insufficienti informazioni di
tipo descrittivo, soprattutto per quanto riguarda 1’ag-
giornamento delle annotazioni tassonomiche (Nilsson
et al., 2006). In tal senso, la maggior parte delle sequen-
ze depositate in BOLD sono state invece ottenute dal
sequenziamento di esemplari ufficialmente identificati
e conservati in erbari e/o musei. Tuttavia, le sequenze
disponibili per i funghi sono ad oggi circa 23.000
(BOLD, 2020), un numero nettamente inferiore rispet-
to a quelle depositate su GenBank®. Una metodica da
proporre in sede di controllo ufficiale non puo prescin-
dere da un’opportuna analisi preliminare dei database
ufficiali, al fine di selezionare sequenze di riferimento
attendibili. Allo stesso tempo, la creazione di un data-
set genetico di riferimento deve prevedere I'inclusione
di sequenze riferibili anche a specie non ancora presen-

ti nei database genetici ufficiali. E opportuno sottoline-
are che, in virtu dell’elevato numero di specie fungine
conosciute e dell’estrema biodiversita legata all’'origine
geografica, & utopistico pensare di riuscire a costruire
un dataset genico universalmente valido; pertanto, sa-
rebbe opportuno che venissero predisposti ed utilizzati
dataset specifici per territorio di competenza. In parti-
colare, laddove utilizzato a supporto della gestione dei
casi di intossicazione, il dataset interno deve necessa-
riamente contenere sequenze relative alle specie tossi-
che maggiormente coinvolte in suddetti episodi.

Quanto detto rappresenta l'obiettivo di un recente
progetto di ricerca corrente dal titolo Tecniche mole-
colari per I'identificazione di funghi epigei: studio di un
modello integrato per la gestione efficace delle intossica-
ztoni da funghi che coinvolge I'Istituto Zooprofilattico
Sperimentale del Lazio e della Toscana (UOT Toscana
Nord), il Dipartimento della prevenzione della ASL
Toscana Nord Ovest (Ispettorato Micologico), I’As-
sociazione dei Gruppi Micologici Toscani (AGMT)
ed il Dipartimento di Scienze Veterinarie (FishLab)
dell’Universita di Pisa. Il progetto ¢ stato finalizzato
alla costruzione e validazione di un dataset genetico
interno (gene ITS) da utilizzare come strumento di in-
terpretazione dei dati molecolari ottenuti dal sequen-
ziamento e sviluppare un sistema analitico efficace per
I'identificazione di specie fungine presenti sul territo-
rio regionale. E stato dato particolare risalto alle spe-
cie fungine tossiche e a quelle morfologicamente simili
presenti sul territorio, al fine di supportare il SSN nella
gestione rapida ed efficace dei casi di intossicazione.
11 dataset, eventualmente integrato con altre sequenze
d’interesse, ¢ stato anche pensato per essere utilizza-
to nella valutazione della veridicita delle informazioni
riportate in etichetta (relativamente alla specie utiliz-
zata) di prodotti a base di funghi presenti sul merca-
to. In questo articolo vengono riassunti i risultati del
suddetto progetto, gia pubblicati su riviste scientifiche
internazionali (Giusti et al., 2021a; Giusti et al., 2021b).

MATERIALI E METODI

Selezione delle specie target del dataset

Le specie fungine selezionate come target del dataset
sono quelle implicate nei casi di intossicazione che si
sono verificati nel decennio 2010-2017 sul territorio del-
la regione Toscana, riportate nella lista ufficiale del CAV
Toscana (Tab. 1), oltre a quelle morfologicamente simili
o comunque ampiamente presenti sul territorio. Laddo-
ve nella lista CAV venisse riportata l'entita a livello di
genere (Tab. 1), sono state incluse tutte le specie ad esso
appartenenti e presenti sul territorio. Una volta selezio-
nate, le specie sono state categorizzate dal’AGMT sulla
base della commestibilita in commestibili, sospette non
commestibili, non commestibili, tossiche e mortali.
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Tabella 1. Lista delle specie coinvolte nei casi di intossicazione in Toscana nel decennio 2010-2017, con relativo numero di casi e categoria di com-
mestibilita determinata dall’ AGMT (modificata da Giusti ez al., 2021b). Le nomenclature obsolete sono state sostituite con quelle valide secondo
quanto riportato in Index Fungorum (IF, 2020). * Pit di una specie con diverse categorie di commestibilita

Numero di casi Specie coinvolta Categoria di commestibilita
153 Entoloma sinuatum (Bull.) P. Kumm. Tossica
135 Omphalotus olearius (DC.) Singer Tossica
22 Clitocybe nebularis (Batsch) P. Kumm. Tossica
13 Russula sp. pl. *
10 Rubroboletus satanas (Lenz) Kuan Zhao & Zhu L. Yang Tossica
Agaricus xanthodermus Genev. Tossica
Chlorophyllum venenatum (Bon) Lange & Vellinga Tossica
Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link Mortale

Chlorophyllum rhacodes (Vittad.) Vellinga

Sospetta non commestibile

Amanita muscaria (L.) Lam. Tossica
Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. Commestibile
Inocybe sp. pl. *
Lepiota sp. pl.
Amanita pantherina (DC.) Krombh. Tossica
Suillellus luridus (Schaeff.) Murrill Commestibile
Clitocybe sp. pl. *
Clitocybe rivulosa (Pers.) P. Kumm. Tossica
Entoloma sp. pl. *
Lepiota subincarnata ] .E. Lange Mortale
Macrolepiota sp. pl. *
Candolleomyces candolleanus (Fr.) D. Wicht. & A. Melzer Tossica
Amanita ovoidea (Bull.) Link Tossica
Desarmillaria tabescens (Scop.) R.A. Koch & Aime Commestibile
Lepiota cristata (Bolton) P. Kumm. Tossica
Panaeolus sp. pl. *
Ramaria sp. pl.
Tricholoma saponaceum (Fr.) P. Kumm. Tossica
Agaricus sp. pl.
Agaricus moelleri Wasser Tossica
Amanita sp. pl. *
Amanita proxima Dumée Tossica
Amanita verna Bull. ex Lam. Mortale
Rubroboletus lupinus (Fr.) Costanzo, Gelardi, Simonini & Vizzini Tossica
Rubroboletus pulchrotinctus (Alessio) Kuan Zhao & Zhu L. Yang Tossica
Craterellus cornucopioides (L.) Pers. Commestibile
Clitocybe rivulosa (Pers.) P. Kumm. Tossica

Entoloma lividoalbum (Kithner & Romagn.) Kubicka
Entoloma sericatum (Britzelm.) Sacc.

Sospetta non commestibile
Sospetta non commestibile

Hygrophoropsis aurantiaca (Wulfen) Maire ex Martin-Sans Sospetta non commestibile
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Hypholoma acutum (Sacc.) E. Horak Tossica
Pseudosperma rimosum (Bull.) Matheny & Esteve-Rav. Tossica
Lactarius evosmus Kithner & Romagn. Tossica

Lepista nuda (Bull.) Cooke Commestibile

Ramaria flavescens (Schaeff.) R.H. Petersen Commestibile
Ramaria formosa (Pers.) Quél. Tossica
Ramaria pallida (Schaeff.) Ricken Tossica

Rhodocollybia spp. *

Russula foetens Pers. Tossica

Russula renidens Ruots., Sarnari & Vauras

Non commestibile

Russula torulosa Bres. Tossica
Suillus collinitus (Fr.) Kuntze Commestibile
Tricholoma equestre (L.) P. Kumm. Tossica
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Raccolta delle sequenze ITS dai database
e filtraggio sistematico

Per ogni specie target del dataset, sono state raccol-
te tutte le sequenze ITS disponibili sui database GB
(2020) e BOLD (2020), attraverso un processo di
deduplicazione dei dati. Le sequenze raccolte sono
state poi filtrate secondo stringenti criteri di qualita
tecnico-formali. In particolare, sono state scartate le
sequenze dichiarate nel database come “unverified”,
quelle che riportavano le diciture “aff.” (=affinis) o
“cf.” (confer), quelle incomplete (ITS-1 o ITS-2 par-
ziali) o piu corte di 550 pb (considerando che la lun-
ghezza minima dell’intera regione ITS ¢ di 600 bp
(Gardes & Bruns, 1993)), quelle che presentavano un
numero di basi degenerate superiore a 4 (N, B, D,
H,V)oal0 (R, Y, S, W, K, M), o che presentavano
regioni omopolimeriche attribuibili ad errori tecni-
ci di sequenziamento. Le sequenze mantenute sono
state quindi sottoposte ad una analisi filogenetica
con metodo Neighbor-joining su modello Kimura-2
parametri (Kimura, 1980) selezionato in quanto stan-
dard di riferimento dei database ufficiali GenBank®
e BOLD. E stata tuttavia effettuata in parallelo un’a-
nalisi filogenetica con metodo Maximum Likelihood,
piu robusto, per assicurare la sovrapponibilita dei ri-
sultati. I cluster con valori di bootstrap >70% sono
stati considerati fortemente supportati (Hillis & Bull,
1993). Le sequenze che si posizionavano al di fuori
dei rispettivi cluster specie o genere specifici con
valori di bootrastrap >70% sono state quindi scarta-
te. Per ciascuna specie target ¢ stata poi valutata la
variabilita intra-specifica sulle sequenze mantenute
dopo il filtraggio sistematico utilizzando il software

MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Produzione di sequenze IS di riferimento
da esemplari identificati

Gli esemplari delle specie fungine di interesse per la
creazione del dataset sono stati raccolti dal’AGMT
e identificati morfologicamente. Il campionamento ¢&
stato principalmente indirizzato a specie per cui non
erano disponibili sequenze ITS dopo la fase di filtrag-
gio sistematico e a specie maggiormente coinvolte in
episodi di intossicazione a livello regionale.

Lestrazione del DNA totale dagli esemplari raccolti &
stata effettuata mediante metodica salting out propo-
sta da Armani ez al. (2012). Nel dettaglio, da ciascun
esemplare ¢ stata prelevata unaliquota di circa 20 mg
di tessuto, che ¢ stata digerita con 10 pl di Proteinasi-K
(20 mg/ml) in una soluzione contenete 200 ul di buffer
di lisi (TRIS BASE 500 mM, EDTA 100 mM, NaCl
100 mM, SDS 2%) e 200 pl di NaH,PO, per 45 min.
a 60°C su T-shaker. Il protocollo prevede quindi ’ag-
giunta di 0.5 volumi di acetato di sodio per modificare
la solubilita delle proteine, farle precipitare e quindi

allontanarle dalla soluzione acquosa in cui ¢ presente
il DNA. Quest'ultimo ¢ stato isolato per precipitazione
aggiungendo 0.8 volumi di Isopropanolo. Sono stati
quindi effettuati due lavaggi in ETOH (70% e 100%).
Il DNA ¢ stato quindi risospeso in H,O e valutato
quali-quantitativamente mediante lettura spettrofoto-
metrica.

La regione ITS ¢ stata amplificata con i primers ITS1 e
ITS-4B progettati rispettivamente da Gardes & Bruns
(1993) e da White ez al. (1990), con programma di PCR
riportato in Giusti et a/. (2021b). I prodotti di PCR
ottenuti sono stati sequenziati e le sequenze ottenute
sono depositate in GB (2020).

Costruzione e validazione del dataset genetico

Il dataset genetico & stato costruito aggiungendo alle
sequenze mantenute alla fine della fase di filtraggio si-
stematico le sequenze di riferimento ottenute da esem-
plari identificati. La versione finale del dataset geneti-
co & stata caricata ed utilizzata sul software Geneious
Prime 2020.0.4 (Kearse et al., 2012). La capacita della
regione ITS nel discriminare le specie target ¢ stata
valutata secondo quanto riportato dallo studio di Ba-
dotti ez al. (2017), nel quale tutte le specie appartenenti
al Phylum Basidionzycota sono state categorizzate sulla
base della probabilita di essere identificate mediante
tale regione genica. Il dataset genetico ¢ stato quindi
validato mediante un’analisi BLAST delle sequenze
ITS di riferimento non utilizzate per la fase di costru-
zione, e valori di identita di 97-100% sono stati utiliz-
zati come valore soglia perché una specie fosse corret-
tamente identificata, in accordo con quanto riportato
da Raja ez al. (2017Db).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Selezione delle specie target del dataset

Per la costruzione del dataset sono state seleziona-
te 242 specie target appartenenti a 59 generi, 23 fa-
miglie, 7 ordini, 2 classi e 2 phyla (Basidionycota e
Ascomycota) (Tab. 2). Il Phylum Basidiomsycota era
fortemente pill rappresentato, con 233 specie (96.3%).
Delle 242 specie target, 98 (40.5%) sono state classifi-
cate come commestibili, 24 (9.9%) come sospette non
commestibili, 32 (13.2%) come non commestibili,
74 (30.6%) come tossiche e 14 (5.8%) come mortali.
Sulla base della valutazione dei casi di intossicazione
verificatosi in Toscana nel decennio 2007-2017 sono
state selezionate 109 delle 242 specie target. Da tene-
re presente che, tra queste, soltanto 41 venivano ri-
portate a livello di specie, di cui 26 tossiche (63.4%),
7 commestibili (17%), 4 sospette non commestibili
(9.7%), 3 mortali (7.3%) e 1 non commestibile (2.4%);
poiché 11 organismi venivano invece riportati solo a
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Tabella 2. Specie target del dataset.
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Agaricus arvensis
Aauricularia auricula-judae
Agaricus bitorquis
Agaricus bresadolanus
Agaricus iodosmus
Agaricus menieri
Agaricus moelleri
Agaricus phaeolepidotus
Agaricus pseudopratensis
Agaricus sylvicola
Agaricus xanthodermus
Agrocybe molesta
Agrocybe praecox
Amanita ovoidea
Amanita caesarea
Amanita citrina
Amanita decipiens
Amanita echinocephala
Amanita excelsa
Amanita franchetii
Amanita gemmata
Amanita muscaria
Amanita ovoidea
Amanita pantherina
Amanita phalloides
Amanita proxima
Amanita rubescens
Amanita strobiliformis
Amanita verna

Amanita verna
Armillaria cepistipes
Armillaria gallica
Armillaria mellea
Boletus aereus

Boletus edulis

Boletus pinophilus
Boletus reticulatus
Butyriboletus fechtneri
Boletus pseudoregius
Butyriboletus regius
Caloboletus calopus
Caloboletus radicans
Calocybe gambosa
Cantharellus alborufescens
Cantharellus amethysteus
Cantharellus pallens
Cantharellus cinereus
Craterellus cornucopioides

Cantharellus ferruginascens

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
10
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

Gymmopus fusipes
Gymmnopus hariolorum
Gymmnopus impudicus
Gymmnopus ocior
Gymnopus peronatus
Gyromitra esculenta
Gyromitra gigas
Gyromitra infula
Gyroporus castaneus
Gyroporus cyanescens
Hebeloma laterinum
Hebeloma sinapizans
Hygrophoropsis aurantiaca
Hypholoma capnoides
Hypholoma fasciculare
Hypholoma lateritium
TImperator lmeocuprem
Imperator rhodopurpureus
Infundubulicybe geotropa
Infundubulicybe gibba
Infundubulicybe mediterranea
Inosperma bongardii
Inosperma cookei
Inocybe geophylla
Inosperma maculatum
Pseudosperma rimosum
Lacrimaria lacrymabunda
Lactarius blennius
Lactarius chrysorrbeus
Lactarius controversus
Lactarius decipiens
Lactarius deliciosus
Lactarius mediterraneensis
Lactarius pallidus
Lactarius pyrogalus
Lactarius quieticolor
Lactarius quietus
Lactarius scrobiculatus
Lactarius tesquorum
Lactarius torminosus
Lactifluus vellereus
Lactarius zonarius
Lepiota brunneoincarnata
Lepiota clypeolaria
Lepiota cristata

Lepiota erminea

Lepiota helveola

Lepiota ignivolvata

Lepiota magnispora

163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211

Psilocybe semilanceata
Ramaria aurea

Ramaria botrytis
Ramaria flava

Ramaria flavescens
Ramaria flavosalmonicolor
Ramaria formosa
Ramaria pallida
Ramaria sanguinea
Ramaria intimorosea
Rhizopogon luteolus
Rhizopogon roseolus
Rhodocollybia butyracea
Rhodocollybia prolixa
Rubroboletus lupinus
Rubroboletus rhodoxanthus
Rubroboletus satanas
Russula caerulea
Russula chloroides
Russula cyanoxantha
Russula delica

Russula foetens
Russula grata

Russula heterophylla
Russula illota

Russula ionochlora
Russula maculata
Russula mustelina
Russula nobilis

Russula olivacea
Russula parazurea
Russula persicina
Russula queletir
Russula sanguinea
Russula sardonia
Russula subfoetens
Russula torulosa
Russula turci

Russula vesca

Russula vinosobrunnea
Russula virescens
Scleroderma citrinum
Scleroderma polyrbizum
Scleroderma verrucosum
Suillellus comptus
Suillellus luridus
Suillellus pulchrotinctus
Suillellus queletii
Suillus bellinii
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50 Cantharellus ianthinoxanthus 131 Lepiota subincarnata 212 Suillus bovinus

51 Chlorophyllum brunneum 132 Lepista glaucocana 213 Suillus cavipes

52 Chlorophyllum rbacodes 133 Lepista irina 214 Suillus collinitus

53 Clitocybe rivulosa 134 Lepista nuda 215 Sutllus granulatus

54 Clitocybe candicans 135 Lepista panacolus 216 Suillus grevillei

55 Clitocybe dealbata 136 Lepista personata 217 Suillus luteus

56 Clitocybe nebularis 137 Lepista sordida 218 Sutllus mediterraneensis
57 Singerocybe phaeophthalma 138 Leucoagaricus americanus 219 Suillus viscidus

58 Clitocybe phyllophila 139 Leucoagaricus leucothites 220 Tricholoma equestre

59 Clitopaxillus alexandri 140 Leucocoprinus cepistipes 221 Tricholoma gausapatum
60 Clitopilus cystidiatus 141 Leucocoprinus straminellus 222 Tricholoma sejunctum
61 Clitopilus prunulus 142 Leucopaxillus gentianeus 223 Tricholoma argyraceum
62 Cortinarius cedretorum 143 Leucopaxillus tricolor 224 Tricholoma atrosquamosum
63 Cortinarius orellanus 144 Lyophyllum decastes 225 Tricholoma basirubens
64 Cortinarius purpurascens 145 Macrolepiota procera f. fuliginosa 226 Tricholoma bresadolanum
65 Cortinarius semisanguifluus 146 Macrolepiota procera 227 Tricholoma bufonium
66 Craterellus lutescens 147 Macrolepiota procera f- permixta 228 Tricholoma filamentosum
67 Craterellus tubaeformis 148 Macrolepiota procera 229 Tricholoma batschii

68 Cyclocybe cylindracea 149 Chlorophyllum venenatum 230 Tricholoma joachimii

69 Desarmillaria tabescens 150 Morchella elata 231 Tricholoma quercetorum
70 Entoloma clypeatum 151 Morchella esculenta 232 Tricholoma saponaceum
71 Entoloma lividoalbum 152 Morchella semilibera 233 Tricholoma scalpturatum
72 Entoloma rhodopolium 153 Neoboletus erythropus 234 Tricholoma sciodes

73 Entoloma sepium 154 Neoboletus luridiformis 235 Tricholoma sulphureum
74 Entoloma sinuatum 155 Omphalotus olearius 236 Tricholoma terreum

75 Galerina marginata 156 Panaeolus papilionaceus 237 Tricholoma triste

76 Galerina uncialis 157 Parasola conopilus 238 Tricholoma virgatum

77 Gymmopus aquosus 158 Paxillus involutus 239 Tylopilus felleus

78 Gymnopus brassicolens 159 Paxillus rubicundulus 240 Verpa bohemica

79 Collybiopsis confluens 160 Pholiota mutabilis 241 Verpa conica

80 Gymmopus dryophilus 161 Candolleomyces candolleanus 242 Verpa digitaliformis

81 Gymnopus erythropus 162 Pseudocraterellus undulatus

livello di genere (Agaricus sp. pl., Amanita sp. pl., Cli-
tocybe sp. pl., Entoloma sp. pl., Inocybe sp. pl., Lepiota
sp. pl., Macrolepiota sp. pl., Panaeolus sp. Pl., Ramaria
sp. pl., Rhodocollybia sp. pl., Russula sp. pl.), le re-
stanti 68 delle 109 specie implicate nei casi di intossi-
cazione sono state selezionate in quanto appartenen-
ti a tali generi e presenti sul territorio. Tale aspetto
evidenzia i limiti dell’identificazione fenotipica nella
gestione dei casi clinici; gli esperti micologi chiamati
a identificare le specie fungine a seguito di episodi
di intossicazione si trovano infatti di fronte a matrici
complesse, quali residui di pasto o campioni clinici
(vomito e feci di soggetti intossicati), dove le carat-
teristiche morfologiche necessarie all’identificazione
non sono osservabili.

Raccolta delle sequenze ITS dai database
e filtraggio sistematico

Sono state inizialmente raccolte 7270 sequenze, di cui
6715 da GenBank e 555 da BOLD. A seguito del fil-
traggio sistematico sono state mantenute 5977 sequen-
ze, mentre 1293 sequenze (17.8%) sono state scartate
perché non conformi ai criteri di inclusione stabiliti.
Mediante I’analisi filogenetica con metodo NJ ¢ stato
osservato che 205 di queste si posizionavano in clu-
ster diversi da quelli delle sequenze co-specifiche o
co-generiche con valori di bootstrap >70%. Risultati
sovrapponibili sono stati osservati anche dall’analisi fi-
logenetica con metodo Maximum Likelihood. E stato
pertanto ipotizzato che tali sequenze provenissero da
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esemplari erroneamente identificati. Date le dimensio-
ni dell’albero filogenetico dovute all’elevato numero di
sequenze, sono stati riportati solo alcuni (Fig. 1). La
presenza di dati errati sui database ufficiali contribu-
isce a rendere pit difficoltosa I’analisi e compromette
inevitabilmente I'attendibilita dei risultati. La scarsa
accuratezza dei database ufficiali era gia stata eviden-
ziata in studi precedenti: Nilsson ez al. (2006) osser-
varono che circa il 20% delle sequenze depositate su
GenBank erano non correttamente identificate a livel-
lo di specie, mentre Schoch et a/. (2012) constatarono
che almeno la meta delle sequenze ITS depositate sui
database ufficiali non venivano annotate a livello di
specie. Nonostante siano passati diversi anni, queste
criticita persistono, e la percentuale di sequenze scar-
tate in questo studio (17.8%) ¢ pressoché sovrapponi-
bile a quanto riportato in passato (Nilsson ez a/., 2006).
Per tale motivo, la costruzione di un dataset genetico
quanto pitt robusto possibile risulta fondamentale per
I’identificazione molecolare di specie. Al termine del
filtraggio sistematico, il dataset genetico presentava
una copertura tassonomica (numero di specie target

per cui erano disponibili sequenze ITS / numero di
specie target) del 92.6%, con 224 su 242 specie target.
Tra queste, 87 (38.8%) erano commestibili, 72 (32.1%)
tossiche, 32 (14.3%) non commestibili, 21 (9.4%) so-
spette non commestibili e 12 (5.4%) mortali. La varia-
bilita intra-specifica ¢ stata calcolata su 5962 sequenze
appartenenti a 209 delle 224 specie target del dataset,
in quanto per le restanti 15 specie era presente solo una
sequenza e pertanto non ¢ stato possibile un confronto
intra-specie. Questa ¢ risultata essere 3.46% (+6.31), in
linea con quanto riportato in altri studi (Amend ez al,
2010; Hughes ez a/., 2009; Nilsson et al., 2008).

Produzione di sequenze I'TS di riferimento da esemplari
identificati

Sono stati raccolti 97 esemplari appartenenti a 76 spe-
cie target incluse nel Phylum Basidiomycota. Applican-
do i protocolli di estrazione del DNA totale all’ampli-
ficazione e sequenziamento della regione ITS descritti
nei Materiali e Metodi, ¢ stata ottenuta una sequenza
di buona qualita da ciascun esemplare raccolto (97 se-

Figura 1. Immagine di tre sezioni dell’albero filogenetico ottenuto con metodo NJ modello Kimura 2 parametri. Le sequenze posizionate al di
fuori dei rispettivi cluster specie o genere specifici con valori di bootrastrap >70%, che sono quindi state scartate, sono evidenziate. Fonte: Giusti

et al. (2021Db).
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quenze appartenenti a 76 specie). La lunghezza delle
sequenze ottenute dagli esemplari di riferimento va-
riava tra 591 a 772 pb, in linea con quanto riportato
da Gardes & Bruns (1993). Tra queste, 31 (40.8%)
corrispondevano a specie tossiche, 25 (32.9%) a specie
commestibili, 11 (14.5%) a specie non commestibili, 5
(6.6%) a specie sospette tossiche e 4 (5.3%) a specie
mortali. 15 dei 97 esemplari raccolti appartenevano a
10 specie target (Amanita caesarea (Scop.) Pers., Can-
tharellus ferruginascens P.D. Orton, Cortinarius semi-
sanguineus (Fr.) Gillet, Desarmillaria tabescens (Scop.)
R.A. Koch & Aime, Chlorophyllum venenatun: (Bon)
Lange & Vellinga, Russula vinosobrunnea (Bres.) Ro-
magn., Tricholoma basirubens (Bon) A. Riva & Bon, T.
bresadolanum Clémencon, T. gausapatum (Fr.) Quél.,
T zangii Z.M. Cao,Y.J. Yao & Pegler) per le quali non
erano disponibili sequenze in seguito alla fase di fil-
traggio sistematico. Inoltre, 29 delle 76 specie raccolte
(38.2%) erano tra quelle implicate nei casi di intossi-
cazione riportati in Toscana nel decennio in esame:
Entoloma sinuatum (Bull.) P. Kumm., Omzphalotus ole-
arius (DC.) Singer, Russula sp. pl. (sono stati raccolti
esemplari di R. caerulea Fr., R. heterophylla (Fr.) Fr., R.
nobilis Velen., R. persicina Krombh., R. gueletii Fr., R.
torulosa Bres. e R. vinosobrunnea (Bres.) Romagn.), Ru-
broboletus satanas (Lenz) Kuan Zhao & Zhu L. Yang,
Agaricus xanthodermus Genev., Macrolepiota venenata
Bon, Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link, A. mzusca-
ria (L.) Lam., Inocybe sp. pl. (sono stati raccolti esem-
plari di I. geophylla P. Kumm.), e Lepiota sp. pl. (sono
stati raccolti esemplari di L. brunneoincarnata Chodat
& C. Martin, L. clypeolaria (Bull.) P. Kumm. e L. ign:-
volvata Bousset & Joss. ex Joss.).

Costruzione e validazione del dataset genetico

Grazie all’aggiunta di 15 sequenze appartenenti a 10
specie per le quali non erano disponibili sequenze, ¢
stata ottenuta una copertura tassonomica del dataset
genetico di 96.7% (234 specie su 242). Questo contiene
93 (39.7%) specie commestibili, 74 (31.6%) tossiche, 32
(13.7%) non commestibili, 22 (9.4%) sospette tossiche
e 13 (5.6%) mortali. Secondo i risultati dello studio
di Badotti ez al. (2017), la regione ITS ¢ considerata
un buon marker nell’identificazione di specie in 19
generi su 56 (32.7%) tra quelli inclusi nel Phylum Ba-
sidiomrycota e target del nostro studio, mentre per 10
generi (17.8%) ¢& stata valutata mediamente performan-
te, infine per 2 generi (3.6%) ha dato scarsi risultati. T
rimanenti 56 generi non sono invece stati valutati nello
studio di Badotti ez a/l. (2017). Da notare tuttavia che
nei 19 generi in cui la regione ITS viene considerata
come performante & inclusa gran parte delle specie
target del dataset (n = 110; 47.2%). Inoltre, rientrano
in questa categoria 75 delle 109 specie (68.8%) sele-
zionate come target attraverso la valutazione dei casi
di intossicazione regionale. Pertanto, nonostante alcu-

ni limiti, la regione ITS si & mostrata particolarmente
adatta nell’identificazione di specie fungine finalizza-
ta alla gestione delle intossicazioni a livello regionale.
Tale osservazione ¢ stata confermata nella fase di va-
lidazione del dataset mediante analisi BLAST, effet-
tuata con le restanti 82 sequenze (97 sequenze totali
— 15 utilizzate per la costruzione del dataset) ottenute
da esemplari di riferimento appartenenti a 66 specie
target. Nella maggior parte dei casi (n = 71; 86.6%)
le sequenze di riferimento sono state correttamente
identificate con valori di identita di 97-100%. In par-
ticolare, 55 delle 66 specie considerate (83.3%) sono
state correttamente identificate, comprese tutte le spe-
cie mortali e quelle non edibili, quasi tutte le specie
tossiche (28 su 29) e quelle sospette tossiche (3 su 4).
II dataset si ¢ dimostrato particolarmente prometten-
te nell’identificare le specie maggiormente implicate
nei casi di intossicazione a livello regionale, quali le
specie tossiche Entoloma sinuatum (Bull.) P. Kumm.,
Omphalotus olearius (DC.) Singer e Clitocybe nebularis
(Batsch) P. Kumm., che da sole ricoprono oltre 1'80%
della casistica, e la specie commestibile Armzillaria
mellea (Vahl) P. Kumm., anch’essa implicata in casi di
intossicazione. Sebbene un’analisi dei dati provenienti
dai rapporti di indagine micologica, effettuati da 13
Ispettorati Micologici ASL e dal Centro Micologico
ARPAE Bologna, relativi alle specie fungine che sono
causa di intossicazioni in Italia su periodi superiori a
10 anni, evidenzino alcune differenze per quanto ri-
guarda le specie coinvolte in aree territoriali diverse,
le intossicazioni da specie tossiche quali Entoloma si-
nuatum (Bull.) P. Kumm. e Omphalotus olearius (DC.)
Singer sono praticamente riportate su tutto il territorio
nazionale, mentre Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm.
¢ “in testa alla classifica” delle specie commestibili che
causano intossicazioni (Sitta ez al., 2018).

Alla fine del processo di validazione, 95 sequenze
prodotte in questo studio e appartenenti a 75 specie
sono state depositate in GenBank (codici MZ005473-
MZ005566).

CONCLUSIONI

Le intossicazioni da consumo di funghi in Italia, pe-
raltro sottostimate riguardo al numero di casi, rap-
presentano di fatto un costo per la Sanita Pubblica.
Vengono gestite attraverso la formazione ed il suppor-
to dei cittadini nell’identificazione morfologica delle
specie commestibili, compito svolto dagli Ispettorati
micologici, i quali si occupano anche del riconosci-
mento delle specie ingerite in casi di intossicazione,
condotta su residui di pasto o su campioni clinici.
Nei casi in cui I’identificazione di specie su base mor-
fologica sia ostacolata dalla mancanza di caratteri-
stiche fenotipiche distintive nella matrice in esame,
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i laboratori ufficiali possono contribuire attraverso
l'utilizzo di metodiche molecolari basate sull’analisi
del DNA. II dataset genetico costruito e validato in
questo studio rappresenta il primo step, essenziale,
per lo sviluppo di una metodica molecolare efficace
per 'identificazione di specie di funghi in diverse
matrici. Dalla comparazione dei casi di intossicazione
a livello regionale e nazionale (Assisi ez al., 2019; Sitta
et al., 2018) risulta un’analogia per quanto riguarda
le specie responsabili di fenomeni avversi nell’'uomo.
Pertanto, il dataset sviluppato in questo studio sulla
base della specie implicate in casi di intossicazione
nella regione Toscana, opportunamente integrato
con sequenze ottenute da specie consumate in altre
regioni, rappresentera un pool di dati attendibili cui
attingere nelle analisi molecolari effettuate anche da
altri laboratori ufficiali nazionali, fornendo quindi un
valido strumento di supporto per i controlli su tutto
il territorio nazionale. Allo stesso modo, il dataset po-
tra essere utilizzato per verificare 'identita di specie
in prodotti commerciali a base di funghi venduti sul
territorio, al fine di garantire la tracciabilita e tutelare
i consumatori da eventuali frodi di settore.
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