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RiassuntTo

Studiare la biodiversita di una localith ¢ un’operazione molto dispendiosa sia in termini di tempo che da un punto di vista economico. Puo inoltre
non essere semplice campionare tutte le specie presenti e da monitorare. Da alcuni anni ¢ stato osservato che il DNA permane nell’ambiente sotto
forma di frammenti brevi, ma di dimensioni comunque utili per studiare, attraverso metodiche molecolari, la biodiversita di un dato luogo, oltre
che monitorare specie di interesse e evidenziarne in modo celere I'arrivo di nuove.
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ABSTRACT

Environmental DNA: a new molecular tool for monitoring present and past biodiversity.

The study of biodiversity can be extremely costing considering both time and financial support of traveling and sampling. Furthermore, it is
possible to lack some species, whose monitoring can be relevant since they are specific biomarkers. Since some years, several laboratories assessed
that it is possible to collect sample of environmental DNA that can be used for the identification of the species that live (or lived) in a specific
location.

Key words: environmental DNA, sampling, biodiversity, monitoring.

INTRODUZIONE vitd umane pitl invasive, come I'agricoltura, I'allevamento e gli
scavi minerari, evidenziando che nel corso degli ultimi 20 anni
Nel corso dell'ultimo decennio un crescente numero di pub- abbiamo perso oltre 3 milioni di chilometri quadrati di aree
blicazioni ha monitorato e analizzato lo stato di salute della libere da attivita umane (pari approssimativamente al 10%)
biodiversita sul nostro pianeta e i risultati che ne sono derivati con perdite particolarmente rilevanti in Sud America (30%) e
sono decisamente poco rosei, tanto che alcuni ricercatori par- nell’Africa centrale (14%) (WaTsoN et al., 2016).
lano di un “catastrofico declino” della biodiversita (CARDINALE E’ quindi opinione diffusa che servano piani di azione celeri e
et al., 2012; VENTER et al., 2016; SEDDON et al., 2016; BETTS condivisi a livello internazionale che partendo da questi moni-
et al., 2017). toraggi definiscano piani di gestione e tutela della biodiversita
VENTER e colleghi (2016), avvalendosi di set di dati relativi (BERNAZZANT et al., 2012; GILLSON et al., 2013; SEDDON et
alle estensioni delle aree edificate o coperte da infrastrutture al., 2016; BELOTE ez al., 2017). Purtroppo pero le campagne
(ferrovie, strade,...), alla tipologia ed entita delle attivita agri- di raccolta di campioni sono spesso dispendiose sia da un pun-
cole e della pastorizia, alla presenza di illuminazione notturna e to di vista economico (spese di viaggio, raccolta e stoccaggio
alla crescita della popolazione umana, hanno mostrato che nel campioni, ...) che logistico, motivo per cui anche le strate-
periodo 1993-2009 l'impronta della nostra specie sull’'ambien- gie di campionamento sono in continua evoluzione (PavoINE
te ¢ progressivamente aumentata. In particolare, una crescente & BonsarL, 2011; PERMAN ez 4l., 2016; BoscH ez al., 2017).
pressione sull’ambiente ¢ stata registrata in nazioni in cui il red- Inoltre, un’incompleta raccolta di dati pud compromettere la
dito pro capite ¢ medio basso, mancano efficaci norme di tutela pianificazione di una corretta strategia di conservazione, per
ambientale e sono presenti estese aree con alti livelli di biodi- cui serve poter contare su strumenti affidabili e applicabili in
versitd. Purtroppo quindi molte delle specie in via di estinzione ambienti differenti. Proprio per queste caratteristiche, oggi
si trovano in regioni in cui si registra un netto aumento della un crescente numero di gruppi di ricerca raccoglie campioni
pressione antropica, suggerendo che per tali aree non si pro- di DNA ambientale (anche definito ¢ DNA dall’espressione in-
spetti un futuro roseo. glese environmental DNA), prelevandoli dal suolo e dall’acqua,
In parallelo, altri gruppi di ricerca hanno invece analizzato su per determinare I'insieme di specie che popolano una certa
scala globale lo stato di conservazione delle aree “selvatiche” nel area. Tutti gli organismi che vivono in un determinato Aabi-

senso dl sostanzialmente intatte e non danneggiate dalle atti- tat, infatti, lasciano dCHC tracce, attraverso le feci o i I'CSidLli dl
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pelle, che permettono di ricostruire il complesso mosaico di
specie che caratterizzano quell’ambiente. Il DNA ambientale si
configura oggi come uno strumento consolidato per il moni-
toraggio della biodiversitd presente e passata (FIcETOLA €t 4l.,
2008; BoHMANN et al., 2014; GOLDBERG et al., 2015).

Cos’¢ il DNA ambientale

Gid da molti anni, numerosi gruppi di ricerca hanno cerca-
to batteri in diverse tipologie di campioni (terriccio, acqua,
ghiaccio, ...) ricostruendo la composizione delle comunita
microbiche presenti ricorrendo al DNA estratto da tali cam-
pioni (OGrRAM ez al., 1987). In questo caso il DNA derivava
dai batteri vivi e presenti in tali campioni, ma questo approccio
suggeriva che il DNA potesse essere estratto anche da matrici
comunemente non utilizzate.

Alcuni Autori, partendo dal presupposto che tutti gli animali
possono rilasciare DNA nell’ambiente in cui vivono (attraverso
i liquidi biologici oltreché ovviamente con il loro corpo dopo
la morte), si sono chiesti cosa accadesse al DNA (Bigas et al.,
2015; THOMSEN & WILLERSLEv, 2015). La domanda nasceva
da diverse evidenze, anche forensi, secondo cui il DNA andava
indubbiamente incontro a fenomeni di degradazione, ma che
potessero rimanere comunque presenti frammenti corti, ma suf-
ficienti per dare informazioni (FisHER & TRipLETT, 1999; VEN-
TER ¢t al., 2004; FIERER & JACKSON, 2006). La permanenza di
frammenti di DNA, abbinata alle moderne tecniche di amplifi-
cazione e sequenziamento del DNA (ManDRrioL1, 2016), poteva
costituire una base da cui iniziare la ricerca di questi frammenti
di DNA e con essi degli animali o piante che tali tracce avevano
lasciato. Il DNA ambientale ¢ quindi da intendersi come I'insie-
me delle molecole di DNA presenti in un campione prelevato
da matrici non biologiche (ad esempio acqua, ghiaccio, terreno,
...), mentre non sono da considerarsi strettamente come DNA
ambientali, quelli estratti da liquidi biologici e feci.

Il DNA ambientale ¢ solitamente costituito da frammenti cor-
ti (nellordine di lunghezza di qualche decina di nucleotidi)
(TrHOMSEN & WILLERSLEV, 2015), la cui stabilitd e permanen-
za nell’ambiente possono dipendere da diversi fattori, tra cui
in primo luogo la temperatura (Fig. 1). Si stima, infatti, che
frammenti di DNA ambientale possano permanere in acqua
a temperatura ambiente per alcune settimane, mentre la per-
manenza pud arrivare anche ad anni (sino a centinaia di anni)
all’abbassarsi della temperatura (DEAGLE ¢t al., 2006; WILLER-
SLEV & COOPER, 2005).

Il principio di base non ¢ quindi molto diverso dal DNA barco-
ding (HEBERT et al., 2003; CASIRAGHI ¢f al., 2010; GALIMBERTI
et al., 2014), perché applica la stessa idea, data dal riconosce-
re specie animali o vegetali sulla base della sequenza di geni
mitocondriali o dei cloroplasti, applicandola perd a molecole
di DNA derivate da campioni ambientali e non estratti diret-
tamente da animali e/o piante. A differenza del DNA barco-
ding, con il DNA ambientale si usano perd sequenze pil corte
di quanto normalmente accade per adattare la metodica alla
maggior degradazione del DNA ambientale rispetto a quello
estratto da campioni freschi (TABERLET et al., 2015; THOMSEN
8 WILLERSLEV, 2015).

Lultimo tassello che ha reso possibile I'utilizzo del DNA am-
bientale ¢ legato alle innovazioni nelle metodiche di sequenzia-

mento del DNA (GoopwIN et al., 2016; LEvy & MyErs, 2016).
Le metodiche di sequenziamento di seconda e terza generazio-
ne (anche definite NGS, dall’acronimo inglese Next Generation
Sequencing) oggi in uso in numerosi laboratori, permettono di
ottenere e analizzare contemporaneamente migliaia di sequen-
ze diverse, in parallelo, in un solo esperimento (MaNDRIOLL,
2016; GOODWIN et al., 2016; LEvy & MyEgRrs, 2016). Queste
nuove tecnologie per il sequenziamento del DNA consentono
di ottenere enormi quantitd di sequenze, rendendo possibile il
completamento in alcune settimane di analisi, che con i pre-
cedenti metodi di sequenziamento avrebbero impiegato anni.
Le nuove tecnologie possono infatti consentire di ottenere pitt
di 500 milioni di basi sequenziate da un solo strumento in
una giornata con un aumento di produttivitd di circa 1000
volte rispetto a quella ottenuta con il primo strumento usato
per il sequenziamento del genoma umano (GoopwiN ez 4l.,
2016; Levy & Myers, 2016). Questo significa che partendo
da un campione ambientale che contiene numerosi frammenti
di DNA di diverse specie, ¢ possibile studiare tali molecole si-
multaneamente arrivando ad avere una vera e propria lista delle
specie che tali frammenti hanno lasciato nell’ambiente. Grazie
al DNA ambientale ¢ quindi possibile trasformare una lista di
frammenti di DNA in una vera e propria check list faunistica
o floristica in cui a ciascun frammento sequenziato pud essere
fatta corrispondere una specie (Ficerora et al., 2008; GoLp-
BERG et al., 2015) (Fig. 2).

Da quanto descritto sinora emergono quindi anche i possibili
limiti di questa metodica, perché la presenza del DNA di una
data specie sara influenzata dalla stagionalitd con cui essa vive
nell'ambiente da noi analizzato. Inoltre, la probabilitd di tro-
vare frammenti di DNA della specie (o delle specie) di nostro
interesse deriverd dall’abbondanza di esemplari e/o dalle loro
dimensioni e dalla possibilita che i frammenti di DNA hanno
di diffondere nell'acqua o nel suolo (GOLDBERG ez al., 2015;
DE Souza et al., 2016). Come dimostrato da diversi Autori, il
DNA in acqua tende a diffondere pili velocemente rispetto a
quanto accade nel suolo, aumentando la possibilita che i cam-
pioni di acqua prelevati contengano una reale approssimazione
della biodiversitd presente in quel corso di acqua (TakAHARA
et al., 2012; P1LLIOD et al., 2013, 2014; TURNER et al., 2015).
I campioni di suolo e di sedimenti hanno pero il vantaggio di
poter stabilizzare meglio il DNA (in particolare in ambienti
calcarei) e quindi di poter fornire dati anche sulla biodiversita
passata (TURNER ¢t al., 2015).

Il DNA ambientale e le comunita acquatiche

Le prime applicazioni del DNA ambientale a campioni co-
stituiti da acqua risalgono al 2008, quando un gruppo di ri-
cercatori dimostrd per la prima volta che estraendo DNA da
acqua prelevata in fiumi era possibile verificare la presenza di
pesci, anfibi ed invertebrati acquatici nei corsi d’acqua in fase
di studio (Ficerora et al., 2008). Da allora questo metodo di
indagine ¢ divenuto di uso ricorrente non solo per determinare
la presenza di specie che vivono in acqua (sia dolci che marine),
ma anche per verificare la stagionalita di tale presenza (Ficero-
LA et al., 2008; GOLBERG et al., 2011; THOMSEN ez al., 2012a,b;
JANE et al., 2014; REESE ef al., 2014; DEINER et al., 2016; DE
Souza et al., 2016).
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Questo approccio ha permesso di rivoluzionare la raccolta di
informazioni sui sistemi fluviali, utilizzando una metodologia
di indagine molto simile a quella della chimica dell’acqua”, per-
ché anche in questo caso I'acqua viene prelevata in contenitori
sterili e poi portata in laboratorio, dove al campione di acqua
sono aggiunti alcuni reagenti che causano la precipitazione del
DNA e permettono di conservare a basse temperature i cam-
pioni per mesi prima dell’analisi. Il DNA cosi ottenuto pud es-
sere purificato e analizzato (FiceTOLA £ al., 2008; GOLBERG et

al., 2011; THOMSEN et al., 2012a,b; JANE e al., 2014; DEINER
et al., 2016). Grazie al DNA ambientale quindi 'acqua diventa
una risorsa importante a disposizione degli scienziati, che po-
tranno risalire ad ogni specie presente andando letteralmente a
cercare le tracce genetiche lasciate dai diversi viventi.

Lacqua non ¢ 'ambiente ideale per il DNA, che puo subire ve-
locemente processi di degradazione, ma questo non ¢ necessa-
riamente un limite, come ben dimostrato da un recente lavoro
condotto monitorando la biodiversita dei fiumi East e Hudson

O>OOOMODOOODOODd

DNA ambientale rilasciato
dopo la morte dell’'animale

degradazione del DNA ad
opera di fattori biotici
(batteri ed enzimi)
e abiotici, tra cui temperatura,
pH, ossigeno, luce e salinita

DNA ambientale disponibile
per le analisi molecolari

Fig. 1. Il DNA ¢ rilasciato dopo la morte dell’animale e subisce processi di degradazione che variano in base alle caratteristiche
dell’ambiente. Indipendentemente pero dall’origine del campione (acqua, suolo, ghiaccio,...) il DNA ambientale che puo es-
sere recuperato ¢ sempre costituito da frammenti di ridotte dimensioni.
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identificazione specie

..ATAGCCTGAGAGAT...
...CATATGCTCTGCC...
...CAGATCGCTAGATCG...
...TCGATATGCTAGATC...

sequenziamento

?

estrazione DNA
amplificazione

f

S

identificazione specie

...ATCGCTATATTTTGCTC...
...TATCGCGCGCTAGAGAT...

...TAGCTCTCGATATAGTT...
..TATAGCGCGCTAGAGATC...

sequenziamento

?

estrazione DNA
amplificazione

f

Fig. 2. I campioni ambientali sono generalmente prelevati in condizioni di sterilita per evitare contaminazioni e sono poi
utilizzati per estrarre DNA e identificare, mediante DNA barcoding, le specie il cui DNA ¢ presente nel campione. La gestione
dei campioni ambientali differisce nelle prime fasi (campionamento ed estrazione DNA) in base alla matrice (acqua, suolo,
ghiaccio, ...), mentre procede in modo analogo dalla fase di amplificazione all’analisi delle sequenze ottenute.
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di New York (STOECKLE et al., 2017). In questo caso, infatt,
i ricercatori hanno raccolto campioni di acqua nelle stesse po-
stazioni per sei mesi e ogni campione ha rivelato la presenza/
assenza di varie specie in un particolare momento permetten-
done di studiare le migrazioni. Come suggerito dagli Autori
di questa pubblicazione, i tempi di permanenza del DNA in
acqua si sono rivelati ideali per lo studio delle migrazioni, per-
ché hanno permesso di evidenziare I'alternanza delle specie. Se
queste tracce molecolari durassero troppo poco i campioni non
sarebbero informativi, mentre persistendo troppo a lungo, i
campioni ambientali permetterebbero di capire I'arrivo di una
specie, ma non la sua migrazione verso altro luogo (STOECKLE
et al., 2017).

Un ulteriore elemento di interesse del DNA ambientale ¢ le-
gato al fatto che si possono fornire anche dati di abbondan-
za, perché il numero di sequenze corrispondenti ad una data
specie rispetto al numero totale delle sequenze ottenute pud
costituire un indice di abbondanza relativa. Immaginando che
la sequenza di una data specie di pesce corrisponda al 10% di
tutte le sequenze ittiche ottenute, si pud stimare che questa
specie rappresenti il 10% dei pesci presenti. Il dato interessante
del lavoro di STOECKLE ez al. (2017) ¢ che le analisi molecolari
hanno evidenziato 42 specie ittiche distinte in proporzioni che
rispecchiano le attuali conoscenze sull'abbondanza dei pesci
nei due fiumi oggetto di studio. Inoltre il 23% delle sequen-
ze ottenute apparteneva a specie rare, di difficile monitoraggio
con i tradizionali metodi di campionamento. Questo non rap-
presenta perd un isolato caso di successo, poiché tutte le pub-
blicazioni disponibili a oggi sul DNA ambientale per lo studio
delle comunita acquatiche confermano che il DNA ambientale
¢ un “registro delle presenze” afhidabile che pud sostituire o af-
fiancare le attuali pratiche di campionamento (Ficerora ez al.,
2008; GOLBERG et al., 2011; THOMSEN et al., 2012a,b; JANE
et al., 2014; SIGSGAARD et al., 2015; DEINER et al., 2016; DE
Souza et al., 2016; STOECKLE et al., 2017).

Il DNA ambientale per la ricerca di specie aliene

Le specie aliene (o specie invasive) sono animali e piante in-
trodotte accidentalmente o deliberatamente dall'uomo in ter-
ritori in cui normalmente non si trovano (REGAN et /., 2016).
Nella maggior parte dei casi hanno un impatto negativo sulla
biodiversitd del nuovo ambiente, minacciando le piante e gli
animali autoctoni e causando gravi danni economici. Le cause
che portano alla loro diffusione e al loro successo risiedono
nei meccanismi stessi dell’evoluzione biologica che vengono in
un certo modo alterati dall’intervento dell’'uomo (REGAN et 4l.,
2016).

Le specie tendono ad espandere naturalmente la loro area di
distribuzione con la conseguente colonizzazione di nuovi terri-
tori, ma questa espansione ¢ spesso ostacolata da barriere am-
bientali (es. montagne, mari, competitori, malattie). Luomo
con i suoi scambi commerciali determina, volontariamente o
involontariamente, il superamento di tali barriere, offrendo alle
specie nuovi territori che possono essere ricchi di cibo e privi di
competitori e predatori, condizioni che facilitano la loro rapida
espansione (REGAN ez al., 2016).

Tra gli esempi di invasione pit recenti vi ¢ indubbiamente
quello della cimice esotica Halyomorpha halys, il cui primo

esemplare ¢ stato catturato in un centro abitato in provincia di
Modena (nel settembre 2012) da uno studente che stava alle-
stendo la propria scatola entomologica per un esame universi-
tario (Cosrtt ez al., 2017). Originaria dell’Asia orientale (Cina,
Corea, Giappone, Taiwan), H. halys & un vero e proprio flagello
per molte coltivazioni, soprattutto frutteti. Questa cimice ¢,
infatti, estremamente polifaga e si nutre su un’ampia varietd di
specie coltivate e spontanee, in particolare Fabacee e Rosacee,
con una predilezione per piante arboree e arbustive. (Costr ez
al., 2017). Grazie alla fortuita segnalazione, numerosi centri di
ricerca si sono attivati immediatamente per capirne la biologia
e definire eventuali strategie di contenimento (CEsaRt ez al.,
2014).

Un altro esempio ¢ dato dalla zanzara coreana Aedes koreicus,
segnalata in Italia per la prima volta nel 2011, in modo del
tutto casuale durante le attivicd di sorveglianza messe in atto
per monitorare la zanzara tigre (CAPELLI ez 4/., 2011). La sua
identificazione si deve a un’attenta analisi delle specie campio-
nate e all'abilitd dell’entomologo, ma anche al fatto fortuito
che la trappola abbia attirato un numero elevato di specie, tra
cui anche esemplari di zanzara coreana (CapELLI ez al., 2011).
A fronte del numero crescente di specie invasive, servirebbe
poter attuare un monitoraggio frequente della biodiversita pre-
sente, ma le metodiche classiche di campionamento non sem-
pre lo permettono. Al contrario, il DNA ambientale, abbinato
alle metodiche di sequenziamento del DNA di nuova genera-
zione, pud permettere di identificare in modo celere eventuali
tracce di specie invasive (HATZENBUHLER et a/., 2017).

Un esempio efficace di applicazione del DNA ambientale per
monitorare il possibile arrivo di specie invasive ¢ stato recente-
mente pubblicato da SCHNEIDER ez a/. (2016) in cui gli Autori
dimostrano che il DNA ambientale permette di identificare le
specie di zanzare in modo non ambiguo e con elevata sensibi-
licA permettendo quindi di stabilire la presenza di nuove specie
in un determinato specchio d’acqua oggetto di analisi.

In un momento storico in cui gli entomologi da campo sono
sempre meno numerosi (pilt per mancanza di fondi, che per
carenza di vocazioni), potersi avvalere di simili stcrumenti mole-
colari permette non solo di segnalare eventuali nuove specie di
zanzare in tempi celeri (permettendo quindi di attivare preco-
cemente eventuali monitoraggi specifici), ma anche di proces-
sare celermente un numero elevato di campioni anche in aree
in cui non esistono specifici programmi di monitoraggio.
Lanalisi del DNA ambientale pud quindi rappresentare uno
strumento da implementare in quel complesso processo di mo-
nitoraggio delle specie invasive che ¢ oggi necessario per cercare
di contenere i danni economici e i rischi per la salute umana
connessi alla loro diffusione.

Il DNA ambientale in antropologia e paleontologia

Nel corso dell’'ultimo decennio un apporto fondamentale agli
studi antropologici ¢ venuto dalla genetica che, grazie a innova-
tive tecniche di indagine molecolare, ha permesso lo studio dei
DNA antichi (KriNGs et /., 1997; CoOPER, 2000; CARAMELLI
et al., 2003; CARAMELLI & Lari, 2004; TuNiz et al., 2013).
Grazie infatdi allo studio dei DNA antichi ¢ stato possibile sug-
gerire che vi siano stati incroci tra i nostri progenitori e gli uo-
mini di Neanderthal, oltre che identificare come appartenenti
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a nuova specie del genere Homo i pochissimi resti trovati in
una grotta siberiana (alcuni denti ed una falange) che sarebbero
rimasti un piccolo mistero in assenza di dati molecolari (Tuniz
et al., 2013). Ricorrendo quindi ai DNA antichi ¢ possibile fare
ricerche antropologiche anche in presenza di pochi (e piccoli)
resti ossei.

Come mostrato da una recente pubblicazione (SLon ez al.,
2017), ricorrendo al DNA ambientale ¢ possibile svolgere
ricerche antropologiche anche senza ossa. Il gruppo di Svan-
te Pidbo, primo antropologo a mettere a punto ed utilizzare
metodiche molecolari su reperti antichi su scala genomica, ha
verificato la possibilita di usare DNA ambientale, derivante da
sedimenti, per studiare non solo la presenza di nostri proge-
nitori in alcune grotte, ma anche per verificare quali animali
fossero vissuti in quelli stessi spazi (SLon ez al., 2017). In par-
ticolare, dopo aver estratto il DNA, il gruppo di Padbo lo ha
arricchito in DNA mitocondriale animale (e quindi compreso
anche quello umano antico) mostrando che ¢ possibile ottenere
sequenze analizzabili (anche se molto brevi) e distinguerle dalle
possibili contaminazioni derivanti da materiale biologico uma-
no moderno (proveniente ad esempio dai ricercatori che hanno
lavorato nelle aree di scavo).

I ricercatori coordinati da Pddbo hanno analizzato 85 campioni
derivanti da 7 siti archeologici distribuiti tra Francia, Belgio,
Spagna, Croazia e Russia e hanno ottenuto DNA antico ri-
conducibile a diversi mammiferi (tra cui bovini, equini, canidi
e cervidi), la cui presenza ¢ coerente con precedenti analisi di
carattere zoo-archeologico (SLow et al., 2017).

Per quanto concerne invece il DNA di ominini, DNA antico
neanderthaliano ¢ stato rinvenuto in pill campioni e in alcuni
casi ¢ stato possibile anche determinare che il DNA mitocon-
driale ottenuto derivava da pitt individui. DNA denisoviano &
stato invece osservato, come atteso, nei sedimenti raccolti sui
Monti Altai. Un aspetto interessante ¢ che tra i campioni che
hanno dato risultati positivi ve ne erano alcuni che non erano
stati raccolti appositamente per queste analisi, ma che erano
stati campionati negli anni precedenti e conservati senza parti-
colari accorgimenti a temperatura ambiente. Per il sito di Trou
Al'Wesse, il DNA neanderthaliano identificato ¢ la prima evi-
denza diretta della presenza di Neanderthal riconducibile al
pleistocene (le precedenti evidenze erano legate a manufatti)
(SLoN et al., 2017).

Sebbene sia noto da tempo che alcuni minerali possono stabi-
lizzare il DNA nei sedimenti, la quantitd di DNA antico otte-
nuto ¢ decisamente superiore all’attesa per cui, come suggerito
anche da Pidbo, i sedimenti potrebbero rivelarsi campioni pre-
ziosi per studiare la presenza di ominini e di animali anche in
completa assenza di reperti ossei (SLoN et al., 2017).

Il DNA ambientale e la citizen science

Nel corso dell’ultimo decennio un crescente numero di istitu-
zioni di ricerca e musei ha sviluppato progetti di citizen science
intesi come attivitd o progetti di ricerca scientifica condotti da
scienziati affiancati da studenti e cittadini.

I progetti di citizen science si svolgono in un ambito educativo
informale e sono rivolti a cittadini volontari e studenti che in
collaborazione con ricercatori partecipano a progetti scientifici
utilizzando diverse metodologie. Il primo antenato di quello

che possiamo considerare un progetto di citizen science dedica-
to alla biodiversita & il Christmas Bird Count (www.audubon.
org/conservation/science/christmas-bird-count),  conteggio
degli uccelli fatto ogni anno, dal 1900 in avandi, il giorno di
Natale e promosso dalla National Audubon Society negli Stati
Uniti. Da questa prima iniziativa ¢ nata una miriade di pro-
getti (soprattutto nel nord dell’Europa e in America), da cui
sono derivati non solo esperienze di engagement dei cittadini,
ma anche veri e propri report scientifici e articoli peer-reviewed
(SILVERTOWN et al., 2011; Roy & BrROwWN, 2015).

Numerosi progetti legati alla tutela della biodiversitd hanno sot-
tolineato I'importanza dell’apporto di dati raccolti dai cittadini
(GROVE-WHITE et al., 2007). In particolare, la citizen science si
dimostra una metodologia efficace nel caso dell'indagine della
biodiversitd in ambito urbano (COOPER et 4l., 2007).

Sebbene il campionamento possa essere talvolta complesso, vi
sono situazioni in cui anche la raccolta di DNA ambientale
(in particolare da campioni di acqua) pud essere abbinata a
progetti di citizen science. Ne & un ottimo esempio il progetto
di monitoraggio del tritone crestato Triturus cristatus condotto
nel Regno Unito (Bigas et al., 2015).

Ricorrendo a volontari non professionisti (ma adeguatamene
formati e attrezzati), il progetto di monitoraggio ha coperto il
75% dell’area di distribuzione del tritone crestato in UK (che
ammonta ad oltre 217.000 km?), con una efficienza di segnala-
zione maggiore rispetto ai metodi classici e senza che siano stati
rivelati falsi positivi (Bigas et a/., 2015).

Analizzando i costi sostenuti, Biggs e colleghi riportano per
ogni luogo di campionamento un costo di 140€ (inclusa le
spedizione dei campioni al laboratorio) per le analisi del DNA
ambientale, a fronte di un costo di 1450€ per il monitoraggio
classico.

Combinando quindi DNA ambientale e citizen science & pos-
sibile, in alcuni progetti in cui il campionamento pud essere
condotto con semplicitd, fare monitoraggi di portata superiore
a quanto fatto sinora, con il vantaggio aggiunto che il progetto
di citizen science rappresenta anche un momento di sensibiliz-
zazione, educazione e formazione utili per aumentare la con-
sapevolezza dei partecipanti in merito alla conservazione della
biodiversita.

Problemi da risolvere

Gli esempi mostrati nelle sezioni precedenti ben evidenziano le
enormi potenzialitd di questo nuovo approccio molecolare, ma
restano ancora alcuni problemi da risolvere e, in particolare,
procedure da standardizzare (THOMSEN & WILLERSLEV, 2015).
I problemi pitt comuni in cui ci si pud imbattere sono in primo
luogo la possibilitd di contaminazione dei campioni e la pre-
senza di contaminanti che possano inibire le analisi molecolari
(ed in particolare il funzionamento della DNA polimerasi ne-
cessaria per 'amplificazione del DNA). Per evitare il problema
delle contaminazioni serve che i laboratori adottino precise me-
todiche di gestione del campione in tutte le fasi sperimentali.
Lesperienza gid maturata da numerosi laboratori nella gestione
dei DNA antichi pud perd fornire preziosi elementi da cui par-
tire per risolvere questi problemi (PAiBo, 2014; THOMSEN &
WILLERSLEv, 2015).

Per risultare uno strumento efficace, il DNA ambientale deve




IL DNA AMBIENTALE: UN NUOVO STRUMENTO MOLECOLARE PER IL MONITORAGGIO DELLA BIODIVERSITA PRESENTE E PASSATA 1 19

fare riferimento a database con sequenze di riferimento verifi-
cate e che coprano un ampio numero di specie (LINACRE et 4.,
2006). Ad oggi, grazie ai numerosi progetti di DNA barcoding
(ad esempio www.boldsystems.org, www.fishbol.org, www.
mammaliabol.org, www.barcodingbirds.org), vi ¢ un numero
crescente di database pubblici in cui possono essere trovate le
informazioni sulle “firme molecolari” utili per il riconoscimen-
to delle singole specie, per cui anche il DNA ambientale pud
divenire uno strumento di uso sempre pitt comune (THOMSEN
& WILLERSLEV, 2015).

Serve inoltre poter capire quali scale temporali e spaziali siano
studiabili con il DNA ambientale, anche alla luce della dif-
ferente persistenza dei campioni di DNA in diverse matrici.
Capire come il DNA permane e diffonde nel suolo ¢ infatti
fondamentale per “dare una data” alle specie che quel DNA
hanno lasciato e questo implica che anche i campionamenti
devono essere condotti in modo accurato (THOMSEN & WL-
LERSLEV, 2015).

Serve infine vincere lo scetticismo che nasce da tante pubbli-
cazioni che gid in passato hanno suggerito la permanenza (suc-
cessivamente non confermata) di tracce di DNA in campioni
molto antichi, tra cui ossa di dinosauro (WoODWARD et /.,
1994) e insetti nell’'ambra (Cano e al,, 1992). 1l fatto che que-
sti dati siano stati smentiti (motivo per cui jurassic Park rimar-
ra sempre e solo una finzione cinematografica) pud generare
ancora oggi timori, ma i successi ottenuti ricorrendo al DNA
antico possono permetterci di essere fiduciosi.

Sara quindi sicuramente necessario definire metodiche standar-
dizzate e sistemi di analisi precisi, ma nel complesso questa &
una situazione che la comunita scientifica ha gia affrontato con
i DNA antichi. Come infatti scriveva SvaNTE PAABO nel suo li-
bro Luomo di Neanderthal (2014): “Come mi succede ogni volta
che mi trovo di fronte un risultato entusiasmante o inatteso, vengo
assillato dai dubbi. Pensai a tutti gli errori che potevamo avere
commesso”, ma da allora tanti gruppi di ricerca hanno ripetuto
con successo queste procedure indicando che il DNA antico e
il DNA ambientale possono essere strumenti afhidabili.

CONCLUSIONI

1l desiderio di chiunque voglia pianificare una campagna di tu-
tela della biodiversita ¢ poter disporre di strumenti economici,
veloci e semplici per campionare e monitorare la biodiversita
di un dato luogo. Il DNA ambientale si & dimostrato uno stru-
mento efficace e affidabile per raccogliere, in modo economico,
campioni da cui stimare la biodiversitd di un dato ambiente.
Sebbene permangano alcuni problemi tecnici, il DNA ambien-
tale si presenta come uno strumento di diffusione crescente per
studiare e monitorare la biodiversit presente e passata.
Accanto a questi aspetti non pud essere tralasciata la semplici-
td con cui i campionamenti possono essere condotti aprendo
anche la partecipazione a non specialisti, oltre che a specialisti
di ambiti diversi. Questo pud contribuire non solo ad aumen-
tare le aree coperte dal campionamento, ma anche a raccogliere
campioni da aree di difficile raggiungimento che sono oggetto
di studio da parte di altri progetti (ad esempio geologici) arric-
chendo la conoscenza della biodiversita del nostro pianeta.
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