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Stato dell’arte

Nel panorama delle ricerche scientifiche riguardanti il monitoraggio ambientale, e l'ecologia
piu in generale, un ruolo di primo piano & stato recentemente assunto dal DNA ambientale
(environmental DNA, eDNA). La raccolta e la successiva analisi di eDNA costituiscono una
tecnica dalla comprovata validita, applicata con successo in studi riguardanti il monitoraggio
della biodiversita’, il rilevamento di specie aliene?, l’analisi della dieta3, l’analisi di comunita,
microbiche® e non, in ambiente terrestre®, aereo® ed acquatico’.

Gran parte degli studi in questione condivide il medesimo approccio: il “metabarcoding”. Il
DNA metabarcoding consiste nell’lamplificazione selettiva, tramite PCR, di specifiche regioni
geniche condivise dai taxa di interesse, e del loro successivo sequenziamento. Dal confronto
tra le sequenze ottenute e quelle presenti in database di riferimento € possibile Uattribuzione
delle sequenze ai rispettivi taxa®.

Diversi aspetti contribuiscono tuttavia a rendere complesso lo studio della relazione tra la
quantita di materiale genetico e la reale consistenza numerica o in biomassa degli organismi
che lo hanno rilasciato®. Il numero di sequenze (reads) per ogni taxon, cosi come restituito da
un sequenziatore, puo infatti essere influenzato da diversi fattori, come la presenza nel
campione di sostanze che intaccano lUefficienza della PCR™ o la diversa affinita dei primer
utilizzati per determinate sequenze' 2. Dunque, una delle prospettive piu interessanti per il
prossimo futuro riguarda la possibilita di ricavare dalleDNA informazioni quantitative
sull’abbondanza e sulla biomassa delle specie oggetto di studio.

In ambito marino, la valutazione dello stato delle risorse alieutiche in risposta agli impatti
antropici costituisce un imperativo per la ricerca scientifica, come sottolineato dalle Nazioni
Unite nellambito degli Obiettivi per lo Sviluppo Sostenibile 2030". In questa cornice, 'eDNA
metabarcoding potrebbe rappresentare uno strumento di indagine non invasivo, rapido ed
accurato, in grado di fornire informazioni sulle comunita di interesse, con risultati anche piu
completi rispetto ai metodi tradizionalmente impiegati'*'s.

Recentemente, il gruppo del Laboratorio di Ecologia Sperimentale ed Acquacoltura, in
collaborazione con la Commissione Generale per la Pesca nel Mediterraneo della FAO, ha
sviluppato una sonda a basso costo e di semplice utilizzo che puo essere facilmente integrata
nelle attivita di pesca professionale o nelle campagne di pesca sperimentale per raccogliere
materiale genetico. Questa sonda, denominata metaprobe
(https://github.com/GiuliaMaiello/Metaprobe-2.0), & stata gia applicata in diverse aree marine

" https://sdgs.un.org/goals/goal14




e su diversi attrezzi da pesca, e i primi risultati ottenuti hanno evidenziato come il materiale
raccolto possa essere utilizzato per ricostruire efficacemente la composizione delle catture ed
in generale delle comunita marine legate alla pesca’2'.

Obiettivi del progetto e origine dei dati

Il Progetto di Dottorato ambisce ad indagare la possibilita di utilizzare eDNA raccolto durante
le attivita di pesca, per mezzo della metaprobe, per stimare 'abbondanza numerica e la
biomassa di alcune specie presenti nelle aree di indagine.

I campioni sono stati raccolti nell’estate 2023 nell’ambito delle campagne di pesca scientifica
MEDITS?2 e MEDIAS?, condotte in Mar Egeo, Mar lonio e nello Stretto di Sicilia (Fig. 1). Oltre ai
campioni di eDNA, sono state raccolte osservazioni dirette sulle abbondanze (in termini di
numero di individui e biomassa) delle diverse specie. Nel caso del MEDITS, basato su pesca a
strascico demersale, saranno i dati di cattura ad essere usati come riferimento. Nel caso del
MEDIAS, che opera invece con strascico pelagico, la consistenza delle popolazioni sara
stimata mediante dati di cattura e dati acustici. | dati osservati saranno quindi confrontati con
quelli provenienti dall’analisi di eDNA?,

Area Campagna N campioni | Datiraccolti

Stretto di Sicilia MEDITS 75 eDNA + catture

Mar lonio Orientale MEDITS 57 eDNA + catture

Mar lonio Orientale MEDIAS 39 eDNA + catture + dati
acustici

Mar Egeo Settentrionale | MEDIAS 30 eDNA + catture + dati
acustici
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Fig. 1: Aree di campionamento e relative campagne.

Metodi
Saranno esplorati due approcci (Fig. 2).

Approccio A

In prima istanza verra utilizzato 'approccio, basato su metabarcoding, proposto da Ushio et
al.?®, denominato “qMiSeq”. Questa metodologia prevede l’aggiunta, ad ogni campione, di uno
standard composto da DNA di specie non presenti nell’area di studio, a concentrazione nota e
crescente. Grazie alla presenza dello standard, risulta possibile individuare una correlazione
campione-specifica tra il numero di sequenze e la concentrazione iniziale del corrispondente
DNA. Il fatto che lo standard venga inserito in ogni campione elimina possibili bias dovuti alla
presenza di inibitori di PCR, alla preparazione delle librerie, ed al processo di sequenziamento.
La validita di tale approccio & stata confermata in ambiente fluviale?®. Da guanto noto, questa
tecnica non & mai stata applicata in ambiente marino.

Approccio B

E stato preliminarmente osservato che 'eDNA raccolto dalle metaprobe nelle reti da pesca
risulta molto piu concentrato di quello presente in tracce nell’acqua circostante. Cid consente
di esplorare un diverso approccio quantitativo, basato sullo “shotgun sequencing”?’. Si tratta
di un sequenziamento non mirato dell’intero materiale genetico disponibile, che non prevede
quindi amplificazione tramite PCR, che aprirebbe nuove opportunita per una esatta
guantificazione dell’eDNA, fornendo abbondanze di reads direttamente correlate con il
contenuto di DNA nei campioni. Un’altra importante conseguenza riguarderebbe
Uidentificazione tassonomica: le sequenze utilizzate nel metabarcoding non sono infatti




sempre in grado di discriminare specie filogeneticamente vicine. Per far cio verranno creati
database di riferimento personalizzati, contenenti informazioni sui genomi delle specie di
interesse, e saggiate pipeline di quantificazione che forniscano stime da confrontare con i dati

di biomassa disponibili.

Campionamento
(MEDITS & MEDIAS)

FVEFELE

Approccio A:
gMiSeq
Metabarcoding

Approccio B:
' Shotgun sequencing I

> D =—

eDNA

e o — .O‘

.’u"
hLu Catture

Analisi
bioinformatica

Biomassa

Stima della
correlazione

Fig. 2: Diagramma riassuntivo del progetto. Sono rappresentati i due approcci che saranno utilizzati e le sorgenti
delle informazioni per la stima della correlazione.
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