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RIASSUNTO

La comparsa di tossine emergenti nelle acque europee ¢ un fenomeno di grande
rilevanza. Questo studio ha investigato il ruolo del fitoplancton nella contami-
nazione da TTX nei mitili di Portonovo, fenomeno che avviene durante la sta-
gione estiva. La tetrodotossina (TTX), il veleno del pesce palla tradizional-
mente associato all'area indo-pacifica, ¢ stata segnalata negli ultimi decenni in
numerosi organismi marini € in un numero sempre maggiore di aree geografi-
che, compresa I’Europa. Dal 2017 la contaminazione da TTX ¢ stata rilevata
anche nei mitili (Mytilus galloprovincialis) selvatici e di allevamento nelle co-
ste marchigiane durante 1 mesi estivi. Lo scopo di questo studio ¢ di approfon-
dire la conoscenza sull'origine della tossina e sulle modalita di accumulo e tra-
sferimento nei mitili. Nel corso del 2021 ¢ stato effettuato un campionamento
settimanale, da giugno ad agosto (periodo di massima contaminazione da
TTX), nell’area di Portonovo, prelevando campioni di mitili, sedimento e co-
lonna d’acqua per I’analisi della comunita batterica e fitoplanctonica (poten-
zialmente produttori e/o vettori di TTX). I mitili hanno mostrato livelli di con-
taminazione rilevanti (9-296 ug kg™!) in questo periodo. Le analisi dei campioni
di fitoplancton prelevati con il retino hanno mostrato la presenza di basse con-
centrazioni di TTX. Le specie fitoplanctoniche potenzialmente produttrici di
TTX sono state isolate e messe in coltura e il risultato ha mostrato I’assenza di
tossine. La presenza della tossina nel fitoplancton e la sua distribuzione nei
diversi tessuti dei mitili ne supporta la possibile origine esogena. Il batterio
Vibrio alginolyticus (sospettato di essere il principale produttore di TTX) ¢
stato rinvenuto in ambiente. Analizzando I'andamento annuale del fitoplancton,
¢ possibile osservare che le dinoflagellate hanno mostrato le maggiori abbon-
danze proprio nel periodo in cui ¢ stata registrata la contaminazione da TTX
nei mitili. Considerando che molte dinoflagellate sono eterotrofe e per la mag-
gior parte sono mixotrofe (caratteristiche che consentono loro di nutrirsi di bat-
teri potenzialmente produttori di TTX), si potrebbe ipotizzare un loro possibile
ruolo anche come semplici vettori nella contaminazione da TTX dei mitili, an-
che se non direttamente produttori di TTX come invece fortemente ipotizzato
in Prorocentrum cordatum.



INTRODUZIONE

Harmful Algal Blooms

Gli Harmful Algal Blooms (HABs) sono fenomeni naturali che avvengono in
tutte le tipologie di acque (dolce, salmastra o marina), € sono definiti come
eventi associati alla proliferazione di specie algali in grado di causare danni
all’uomo e/o agli ecosistemi marini inclusi i beni e servizi che ne derivano.
Gli eventi comunemente definiti HAB includono:

e colorazione anomala delle acque (brown tides, red tides e green tides)
dovuta alla fioritura di una o piu specie, ognuna dotata di un proprio
corredo di pigmenti;

e riduzione dell’intensita luminosa che penetra nella colonna d’acqua con
conseguente compromissione  dell’efficienza  fotosintetica  del
fitoplancton e del fitobenthos; inoltre il processo di degradazione di
biomassa algale, operato dai batteri comporta il consumo di ossigeno
causando fenomeni di anossia nei fondali, fenomeno favorito in
condizioni di stratificazione, con conseguente alterazione della
funzionalita degli ecosistemi;

e comparsa di schiume superficiali e mucillagini che possono occludere le
branchie di pesci e invertebrati o causare lesioni ai tessuti di quest’ultimi.

I cattivi odori associati possono dissuadere 1 turisti dalla visita delle aree



ricreative costiere, penalizzando il settore turistico- economico (Zingone
and Enevoldsen, 2000);

e proliferazione di specie produttrici di tossine. Alcune specie algali sono
in grado di produrre delle tossine, ovvero metaboliti secondari come
alcaloidi, peptidi e fenoli, la cui tossicita ¢ conferita da specifici gruppi
funzionali (Otero and Silva, 2022) con effetti negativi sulla salute
dell’uomo e/o sugli organismi marini.

Le modalita di trasmissione sono collegate a:

e ingestione di organismi marini (molluschi, pesci) contaminati, in quanto
le biotossine non vengono distrutte dalla cottura o dai processi di
lavorazione dei prodotti ittici e poiché non hanno odori distintivi,
possono essere rilevati solo attraverso esami effettuati da laboratori
specializzati;

e 1nalazione di tossine aerosolizzate;

e contatto della pelle.

A seconda dei sintomi principali le tossine si classificano in PSP (Paralithic
Shellfish Poisoning), CFP (Ciguatera Fish Poisoning), ASP (Amnesic Shellfish
Poisoning), DSP (Diarrethic Shellfish Poisoning), AZP (Azaspiracid Shellfish
Poisining), CTP (Cyanobacteria Toxin Poisoning), NSP (Neurotoxic Shellfish

Poisoning).



Queste tossine possono raggiungere 1’'uomo attraverso gli organismi vettori,
che sono molluschi e/o vertebrati che si cibano della microalga tossica e, non
subendo D’effetto negativo della tossina, bioaccumulano la tossina nei loro
tessuti. L’uomo pud quindi venire intossicato direttamente mangiando
I’organismo vettore erbivoro che ha filtrato la microalga tossica, o

indirettamente tramite 1’ingresso dell’erbivoro nella catena alimentare (Figura
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Figura 1 Trasferimento della tossina lungo la catena trofica (Berdalet et al., 2016).

E molto probabile che, essendo eterotrofe ¢ mixotrofe, le microalghe possano
nutrirsi di batteri tossici diventando esse stesse vettori di tossine prodotte da
batteri.

Le specie algali tossiche appartengono alle classi Dinophyceae,
Raphidophyceae, Prymnesiophyceae, Dictyochophyceae, Bacillariophyceae e
ai cianobatteri (Sellner et al., 2003).

Tra 1 fattori che influenzano gli HAB ci sono:



e processi naturali come, fenomeni di upwelling la circolazione delle
acque e input fluviali (Sellner et al., 2003);

e cambiamenti climatici: I’abbondanza e la distribuzione geografica di
alcune fioriture possono essere influenzate dalle variazioni di
temperatura in grado di prolungare i periodi di stratificazione e variare
la struttura fisica della colonna d'acqua andando a favorire le
dinoflagellate e 1 loro rappresentanti potenzialmente dannosi (Tester et
al. 1993; Yin et al., 1999). Inoltre le variazioni di temperatura sono
capaci di ampliare la durata dei bloom (Moore et al., 2008) e anticiparne
o ritardarne la comparsa (Totti et al., 2019);

e Eutrofizzazione: fenomeno che si verifica maggiormente nelle aree
costiere dove acque reflue ricche di nutrienti, derivanti dalle attivita
antropiche (agricole, industriali e ricreative) modificano le quantita e la
composizione del pool dei nutrienti, favorendo le condizioni ambientali
necessarie affinché sviluppino gli HABs (Anderson et al., 2002;
Vitousek et al., 1997).

L’aumento delle fioriture algali verificatosi negli ultimi decenni ¢ in realta un
aumento apparente in quanto la maggiore consapevolezza scientifica, migliori

metodi di identificazione, quantificazione e monitoraggio hanno portato a un



rilevamento di fioriture che nel passato erano inosservate e la cui pericolosita
veniva sottovalutata (Hallegraeff et al., 2021).

Le conseguenze degli HAB includono problemi di sicurezza pubblica associati
alla salute umana, effetti negativi sulla funzionalita degli ecosistemi, perdite
economiche nei settori turistico e alimentare. Uno studio (Hoagland et al.,
2002) ha stimato una perdita annuale di circa 49 milioni di dollari a causa degli
impatti correlati all'lHAB negli Stati Uniti per un periodo di studio di 5 anni
(1987-1992), in aree ideali per l'insediamento e 1’allevamento di molluschi
selvatici (ad esempio, Alaska e Georges Bank); queste aree rimangono chiuse
spesso tutto 1'anno a causa del persistere della tossicita dei molluschi allevati a
causa delle ripetute esposizione alla tossina e/o incapacita di depurazione dei
molluschi contaminati dalla tossina (Sellner et al., 2003).

La previsione di questi fenomeni e un efficace piano di monitoraggio possono

aiutare a mitigare sia gli effetti economici sia gli effetti sanitari.

Tossine emergenti

Le tossine marine emergenti sono tossine solo recentemente descritte nelle
acque europee, fenomeno molto probabilmente incentivato dagli effetti della
globalizzazione e del cambiamento climatico (Karlson et al., 2021), che
facilitano la migrazione e I’insediamento di produttori non indigeni di tossine

(Estevez et al., 2019). Le principali tossine emergenti in Europa sono: Immine



cicliche (Cis), Brevetossine (BTXs), Tetrodotossine (TTXs), Azaspiracidi
(AZAs), Palitossine (PITXs) e Ciguatossine (CTXs). I loro effetti dannosi e le
conseguenze socioeconomiche hanno indotto a istituire protocolli di
monitoraggio per rilevarle, caratterizzarle e fissare 1 loro livelli massimi nei
frutti di mare, da poter in futuro far adottare da parte della legislazione europea
(European Commission, 2013; European Union, 2004). Si stanno compiendo
sforzi volti allo sviluppo di nuove metodologie di rilevamento, e per
'aggiornamento delle tecniche di monitoraggio (Estevez et al., 2019; O’Neuill
etal., 2021). La metodologia di identificazione maggiormente applicata si basa
su approcci in vitro o chimici poiché i test biologici che utilizzano 1 topi sono
caduti in disuso a causa della mancanza di accuratezza e di problemi etici

(Botana et al., 2013; Vieira et al., 2013).



Figura 2 A) Azaspiracidi, (B) Brevetossine, (C) Spirolidi, (D)Palitossina, (E)Tetradotossina,
(F) Ciguatossina (Otero and Silva, 2022)

Immine cicliche (CIs)

Le immine cicliche sono composti macrociclici con gruppo imminico nella loro
struttura chimica (Molgo6 et al., 2007) e includono i seguenti composti:

spirolidi, pinnatossime e gimnodimine.

Spirolidi (SPXs)

Gli spirolidi sono composti macrociclici con gruppi etere immine e spiro-legati
(Otero et al., 2012a). Sono stati identificati 16 analoghi in Europa e nelle acque
del sud e nord America (Guinder et al., 2018; Salgado et al., 2015), il 13-

desmethyl spirolide C (SPX-13) ¢ I’analogo piu diffuso(Fonfria et al., 2010).



Gli spirolidi sono prodotti dalle dinoflagellate Alexandrium ostenfeldii e
Alexandrium peruviaunum (Otero et al., 2010).

In Europa queste tossine sono state ritrovate in bivalvi (Mytillus
galloprovincialis) (Moreiras et al., 2019), gasteropodi (Gibbula umbilicalis,
Nucella lapillus, Patella intermedia, Monodonta sp. e nella stella marina
Marthasterias glacialis) (Otero et al., 2019; Silva et al., 2013). Pur essendo
molto frequente la loro presenza nei crostacei, nessuna intossicazione umana €
stata riportata in relazione al consumo di organismi contaminati da SPX
(Estevez et al., 2019; Fonfria et al., 2010; Otero et al., 2012a). La loro tossicita
ad azione rapida, successiva all’iniezione intraperitoneale nei topi, ¢ fonte di
preoccupazione per le possibili conseguenze sulla salute umana (Townhill et
al., 2018) poiché la modalita di azione si basa sull'interazione con 1 recettori
nicotinici  dell’acetilcolina di tipo muscolare e neuronale (ACh)
(nAChR)(Fonfria et al.,, 2010). Il gruppo di lavoro di tossicologia
dell’European Union Reference Laboratory (EURL) ha proposto un livello
soglia di 400 pg SPXs/kg di molluschi (EFSA, 2010), una DLs, orale per SPX-

13 di 130 pg/kg, e una i.p. LDsg per 7-28 ug/kg (Otero et al., 2012b).



Pinnatossine (PnTXs)

Il gruppo delle pinnatossine (PnTXs) ha la struttura chimica molto simile a
quella degli SPX e consiste di 8 analoghi (Efsa, 2010). L'organismo produttore
di queste tossine ¢ Vulcanodinium rugossum (Ardoz et al., 2020).
Ampiamente distribuite, le pinnatossine vengono rilevate in ostriche, cozze,
cannolicchi e vongole provenienti dalle coste di numerosi paesi come Canada
(Araoz et al., 2020), Norvegia (Rundberget et al., 2011), Francia (Guillotin and
Delcourt, 2022), Spagna (Estevez et al., 2019; Lamas et al., 2019; Otero et al.,
2019) e Cile (Otero et al., 2020).

Sembra che le dinoflagellate della costa pacifica della Nuova Zelanda,
Australia e la costa atlantica di Cuba producano maggiormente PnTX-E e
PnTX-F (McNabb et al., 2012; Moreira-Gonzalez et al., 2021; Selwood et al.,
2010); a differenza delle microalghe registrate nelle acque europee, le quali
producono soprattutto PnTX-G e PnTX-A (Lamas et al., 2019; Moreiras et al.,
2019; Otero et al., 2019; Rambla-Alegre et al., 2018). L'Agenzia francese per
'alimentazione, I'ambiente e la salute e sicurezza sul lavoro ha fissato un livello
di contaminazione accettabile di 23 ug PnTX-G/kg (Arnich et al., 2020), e i test
di tossicita in vivo hanno fissato un DLs orale per PnTx-G di 208 pg/kg e un
livello provvisorio di NOAEL (No-Observed Adverse Effect Level) di 120

ug/kg (Sosa et al., 2020).
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Gimnodimine (GYMs)

Delle gimnodimine (GYMs) si conoscono otto analoghi (Bacchiocchi et al.,
2020). Le gimnodimine vengono prodotte dalle specie Karenia selliformis e
Alexandrium ostenfeldii (Farabegoli et al., 2018; Rambla-Alegre et al., 2018;
Van de Waal et al., 2015). A. ostenfeldii ¢ anche una delle specie produttrici
delle spiroldi; ci0 suggerisce l'esistenza di percorsi di biosintesi comuni tra le
due specie, per la produzione di queste biotossine. Le gimnodimine (GYMs)
sono state rilevate per la prima volta nelle ostriche della specie Tiostrea
chilensis in Nuova Zelanda nei primi anni '90 (Farabegoli et al., 2018).

In Europa, recentemente la GYM-A ¢ stata trovata per la prima volta nei
molluschi della costa Adriatica e anche in diversi molluschi della costa nord
atlantica di Spagna, comprese cozze (Mytilus galloprovincialis), vongole

(Cerastoderma edule) e ostriche (Magallana gigas e Ostrea edulis)(Lamas et

al., 2021).

Brevetossine (BTX)

Le brevetossine (BTX) sono polieteri ciclici, raggruppati in due forme
chimiche principali A e B, in base al loro scheletro. Ad oggi, sono stati

identificati circa 70 analoghi (EFSA, 2010; Thieriet, 2014). Queste
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neurotossine lipofile sono prodotte principalmente dalla dinoflagellata Karenia
brevis (Abraham et al., 2012). Altre specie di Karenia sono state rilevate nella
laguna di Diana (costa tirrenica della Corsica) da Amzil et al. (2021): Karenia
sp. (una specie non meglio identificata), K. mikimotoi, K. papilionacea ¢ K.
longicanalis. Inoltre, si sospetta che anche Heterosigma akashiwo e
Fibrocapsa japonica siano coinvolte nella produzione delle BTX (Amzil et al.,
2021; Band-Schmidt et al., 2012). Le BTX sono responsabili della Neurotoxic
Shellfish Poisoning (NSP), la cui intossicazione avviene per ingestione, ma
anche per inalazione di aerosol o contatto dermico (Abraham et al., 2021;
Bordin et al., 2021; Morris et al., 1991). I sintomi causati dall'esposizione a
queste tossine neurotossiche sono legati a disfunzioni del tratto digerente e
irritazione del tratto respiratorio, (EFSA, 2010; Morris et al., 1991; Pierce et
al., 2005). Il meccanismo d'azione delle BTX consiste nella depolarizzazione
delle membrane cellulari neuronali e muscolari (Konoki et al., 2019) e alcuni
studi indicano anche la potenziale capacita nell’indurre danni al DNA e
aberrazioni cromosomiche . Le BTX sono considerate endemiche delle aree del
Golfo del Messico, della Florida, delle Indie Occidentali, e Nuova Zelanda,
dove si ha maggior diffusione delle fioriture di K. brevis (Amzil et al., 2021).
L'UE non ha ancora regolamentato le BTX poiché la scarsita di dati quantitativi

sulla tossicita non permette di stabilire il livello della Tolerable Daily Intake
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(TDe la Acute Reference Dose (ARfD)(EFSA, 2010). Nel 2018, BTXs sono
state rilevate in Europa per la prima volta, nelle cozze della Corsica durante la
stagione invernale. Non sono stati registrati incidenti mortali o avvelenamenti
(Amzil et al.,, 2021). Un gruppo di lavoro dall'Agenzia francese per
l'alimentazione, I'ambiente, e salute e sicurezza sul lavoro (Anses) ha proposto
un livello orientativo di 180 ug BTX-3 eq./kg di polpa di mollusco (Arnich et
al., 2021). Per il rilevamento e la quantificazione, saggi in vitro e immunologici
sono efficaci nel rilevare questo gruppo di biotossine nelle matrici marine.
Tuttavia, anche tecniche come LC-MS/MS (cromatografia liquida ad alta
prestazione-spettrometria di massa) si presentano come strumenti efficaci per
la determinazione e la quantificazione delle BTX grazie all'elevato grado di

specificita fornito (Otero and Silva, 2022).

Azaspiracidi (AZAs)

Gli azaspiracidi (AZA) sono molecole lipofile con una struttura costituita da
un'ammina ciclica, tre legami ad anello di tipo spiro € un gruppo acido
carbossilico (Giuliani et al., 2019). Alcuni AZA sono metaboliti e prodotti dei
processi di ossidazione, idrossilazione, decarbossilazione e disidratazione che
si verificano nei molluschi (Mudge et al., 2020; Rossi et al., 2017). Il gruppo
AZA consiste di piu di 60 analoghi (Mudge et al., 2020). In Europa, le tossine

regolamentate sono AZA-1 e AZA-2 e rappresentano gli analoghi piu diffusi
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abbondanti del gruppo AZA (Otero and Silva, 2022). Nel 2012 I’analogo AZA-
2 ¢ stato trovato nelle acque dell’ Adriatico (Bacchiocchi et al., 2015).

Gli AZAs sono prodotti principalmente dalle dinoflagellate dei generi
Azadinium e Amphidoma (Leyva and Maruenda, 2021). La modalita di azione
degli AZA nell'uomo ¢ sconosciuta.

Il principale vettore di avvelenamento da molluschi contaminati da
Azaspiracidi (AZP) ¢ il mitilo (Mytilus edulis) oltre a spugne marine, bivalvi e
crostacei (Aasen et al., 2011; Farabegoli et al., 2018a; Leyva-Valencia et al.,
2021; Otero et al., 2020). Recentemente, 19 nuovi vettori per gli AZA sono
stati riportati nei tre diversi phyla: molluschi, artropodi ed echinodermi (Silva
et al., 2020).

Per quanto riguarda i metodi di rilevamento, la ricerca si ¢ concentrata sulla
produzione di anticorpi monoclonali e policlonali contro AZA (Bellocci et al.,
2010; Forsyth et al., 2006; Samdal et al., 2019) ma la metodologia basata su
LC-MS/MS sembra l'approccio migliore.

La tossicita orale di AZA1 verso 1 topi indica che le singole dosi orali che

causano letalita variano da 250 a 600 ng/kg.
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Palitossine (PLTXs)

La palitossina (PLTX) ¢ una molecola grande e complessa con uno scheletro
alifatico poliidrossilato e parzialmente insaturo, con piu di 100 atomi di
carbonio con 64 centri chirali (Otero and Silva, 2022); ¢ la piu grande e potente
tossina non peptidica identificata fino a oggi (Patocka et al., 2015). Viene
prodotta da esacoralli del genere Palythoa e da alcune specie di dinoflagellate
del genere Ostreopsis (Tichadou et al., 2010). Diversi analoghi tra cui
omopalitossina, bisomopalitossina, neopalitossina, deossipalitossina ¢ la 42-
idrossi-palitossina sono stati identificati nelle specie del genere Palythoa
(Patocka et al., 2018).

Tutte le tossine menzionate bloccano la pompa Na+/K+-ATPasi andando ad
alterare la normale omeostasi ionica nei tessuti eccitabili e non (Patocka et al.,
2015). PLTX si accumula in numerosi organismi come coralli, spugne, mitili e
crostacei (Tibirica et al., 2019).

Negli ultimi due decenni alcune specie del genere Ostreopsis hanno causato
difficolta respiratorie e irritazione cutanea nei nuotatori nel Mar Mediterraneo
(Spagna, Italia e Francia)(Ciminiello et al., 2008). La presenza di PLTX nei
prodotti alimentari non ¢ regolamentata nell'lUE e non esiste un metodo
ufficiale riconosciuto per la determinazione delle tossine del gruppo PLTX.

L’EFSA (Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare) ha espresso

15



preoccupazione e ha chiesto una valutazione della tossicita cronica di questa
potente tossina marina (Otero and Silva, 2022). Attualmente non esiste un
metodo di riferimento per il rilevamento e la quantificazione di queste tossine.
I saggi biologici su topi o ratti sono stati utilizzati per il monitoraggio delle
tossine nei frutti di mare. tuttavia, queste metodologie sono state attualmente
sostituite da metodi basati su saggi funzionali e metodi chimici. Sono stati
sviluppati diversi metodi di rilevamento basati sulle interazioni tra Na, K-
ATPasi e PLTX (Reverté et al., 2014). Recentemente, la tossicita cronica della
PLTX ¢ stata valutata dopo somministrazione orale ai topi, mediante sonda
gastrica per 28 giorni. Per la somministrazione orale quotidiana ripetuta di
PLTX sono stati fissati 1 valori NOAEL di 0,03 pg/kg e LDso di 0,44 pg/kg di

PLTX (Boente-Juncal et al., 2020).

Ciguatossine (CTXs)

Le ciguatossine (CTX) sono polieteri complessi composti da 13 anelli fusi da
legami etere. La loro modalita di azione consiste nell’attivazione dei canali
sodio voltaggio-dipendenti (Na,) sulle membrane cellulari, con conseguente
aumento della permeabilita agli ioni sodio e interruzione della funzionalita
cellulare (Bidard et al., 1984; Lombet et al., 1987). Le CTX sono composti

liposolubili, stabili al calore (Pottier et al., 2002). Sono tossine considerate
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endemiche nei Caraibi (C-CTX), Regioni dell'India (I-CTX) e del Pacifico
meridionale (P-CTX), e negli ultimi due decenni sono state segnalate anche
nelle regioni piu temperate (Fraga et al., 2011; Otero et al., 2010b). Per quanto
concerne l'origine, le CTX sono prodotte da dinoflagellate dei generi
Gambierdiscus e Fukuyoa, che crescono adese ai sedimenti, attaccati ad alghe
e barriere coralline in acque poco profonde tropicali e subtropicali. Nei pesci
erbivori (Muraenidae, Serranidae, Sphyraenidae, Lutjanidae) (Silva et al.,
2015)1e CTX vengono biotrasformate in forme ancora piu tossiche (Mak et al.,
2013).

L’avvelenamento da ciguatera ¢ una sindrome caratterizzata da uno stadio
acuto e uno cronico, il cui quadro sintomatologico comprende disturbi
neurologici, cardiovascolari e gastrointestinali (Friedman et al., 2017).

In Europa il primo caso di intossicazione da ciguatera ¢ avvenuto nelle Isole
Canarie (Spagna), a causa dell’ingestione di un pesce contaminato dall’analogo
C-CTX-1, presente in 1.0 ppb (ng/g)(Pérez-Arellano et al., 2005).1 consumatori
europei sono tutelati dal regolamento (CE) n. 854/2004 della Commissione, che
impone che 1 prodotti della pesca contenenti CTX siano vietati in commercio
(Casteleyn et al., 2007). Ai fini della ricerca e della determinazione delle CTX,

si consiglia di utilizzare un saggio biologico semi-quantitativo abbinato a un

17



metodo analitico chimico per la conferma (LC-MS/MS) (Costa et al., 2021;

Diaz-Asencio et al., 2018; Friedman et al., 2017).

Tetrodotossine (TTXs)

Le TTXs sono alcaloidi la cui porzione di guanidina ¢ legata a uno scheletro di
carbonio ossigenato (Campbell et al., 2013; Chau et al., 2011). Sono presenti
30 analoghi strutturali con diversi gradi di tossicita a seconda della loro
struttura chimica (Bane et al., 2014; Yotsu-Yamashita et al., 1999).

La TTX, legandosi ai canali del sodio voltaggio-dipendenti nelle membrane,
blocca il flusso di ioni sodio all’interno delle cellule nervose (Isbister and
Kiernan, 2005). La tossina influenza la generazione del potenziale d'azione e la
conduzione dell'impulso, alterando la funzionalita del neurone.
Yotsu-Yamashita et al., 1999 hanno condotto uno studio per valutare 1'effetto
della posizione dei gruppi idrossilici nella molecola TTX. I risultati dello studio
hanno rivelato che la posizione dei gruppi idrossilici, in corrispondenza degli
atomi di carbonio C-6 e C-11, ha un impatto significativo sul legame a idrogeno
degli analoghi della TTX ai canali del sodio delle membrane delle cellule
neuronali (Yotsu-Yamashita et al., 1999).

I sintomi causati dall’ingestione di cibi contaminati consistono in parestesia

della lingua e delle labbra, paralisi motoria, ipotensione, bradicardia, disritmia
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cardiaca e perdita di coscienza (How et al., 2003). Nei casi piu gravi,
I’avvelenamento da TTX causa paralisi respiratoria (Rodriguez et al., 2008).
La capacita di sintesi della TTX negli organismi marini, sebbene non ancora
chiaramente definita, ¢ attribuita ad alcune specie di batteri endosimbionti in
alcuni organismi marini. Alcuni ricercatori hanno isolato specie di batteri
marini appartenenti ai generi Vibrio, Bacillus, Aeromonas, Shewanella ¢
Alteromonas, capaci di sintetizzare TTX (Pratheepa et al., 2016).

Tra le specie del genere Vibrio in grado di produrre TTX, V. alginolyticus e V.
parahaemolyticus sono le piu frequentemente riportate (Ledo et al., 2018;
Pratheepa et al., 2016; Turner et al., 2015) e la loro crescita ¢ favorita da
temperature elevate, aumento delle precipitazioni e conseguenti riduzioni di
salinita nello strato d’acqua superficiale (Tirado et al., 2010).

Secondo le ipotesi non sperimentate di Kotaki et al. ¢ Chau et al. ¢ probabile
che 1 geni NRPS e PKS contenuti in V. alginolyticus, codificanti per la sintetasi
peptidica non ribosomiale e per la polichetasi sintasi rispettivamente, svolgano
un ruolo importante nella biosintesi della TTX (Chau et al., 2011; Kotaki and
Shimizu, 1993)Alcuni autori hanno suggerito il possibile coinvolgimento delle
dinoflagellate nella produzione di TTX e questo ¢ il caso di Prorocentrum
cordatum poiché ¢ stata notata una correlazione tra la presenza di TTX nei

molluschi e di P. cordatum nelle acque marine della Grecia tra i1 2006 e 11 2012
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(Bane et al., 2014; Pratheepa et al. 2016; Vlamis et al., 2015). Composti simili
alla TTX sono stati trovati anche nelle colture di P. cordatum composti capaci
di avere effetto inibitorio su canali del sodio a seconda del ceppo e delle
condizioni ambientali di crescita (Rodriguez et al., 2017).

Tra il 2014 e i1l 2016, Turner et al. (2017) hanno mostrato la relazione tra
l'incidenza di molluschi bivalvi contaminati da TTX in Gran Bretagna e le
caratteristiche ambientali dei siti di campionamento, evidenziando che la
maggior parte dei campioni contaminati provenivano da siti caratterizzati da
fondali bassi (<5 m), salinita relativamente bassa e alta temperatura (>15 °C).
Le TTX sono sempre state confinate nell'area indo-pacifica del Giappone, dove
il pesce palla (fam. Tetraodontidae) viene pescato e mangiato come fugu, piatto
della cucina tradizionale (Noguchi et al., 2011) causando perd numerose morti
ogni anno. Nel 2003 il pesce palla ¢ entrato nel Mar Mediterraneo orientale
probabilmente attraverso il canale di Suez (Bentur et al., 2008; Katikou et al.,
2009). 11 primo caso di intossicazione da TTX in Europa ¢ avvenuto nel 2006,
a causa del consumo del gasteropode Charonia lampas lampas, comprato al
mercato di Malaga (Spagna) ma pescato nelle acque del Portogallo

meridionale.
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In Europa I’'unica normativa in riferimento alle TTXs si riferisce al divieto di
vendita dei pesci della famiglia Tetraodontidae e dei relativi prodotti derivati
(European Union, 2004).

Nel 2017 L'EFSA ha proposto il limite di 44 ug TTX equivalenti/kg per la
commercializzazione dei molluschi, basandosi sul NOAEL di 75 pg/kg di
molluschi (Knutsen et al., 2017).Tuttavia, lo studio condotto da Boente-Juncal
et al. (2019) ha dimostrato che anche basse dosi per via orale (75pg/kg) di TTX
hanno effetti dannosi sui reni e tessuti cardiaci (Boente-Juncal et al., 2019).

In Europa sono tre le metodologie prevalentemente utilizzate per la
determinazione del TTX: saggi cellulari, metodi basati su anticorpi, € metodi

chimico-analitici (Otero and Silva, 2022).

Il fitoplancton nel mare Adriatico

L’ Adriatico settentrionale ¢ caratterizzato da un elevato input fluviale e da una
bassa profondita che influenzano sia il regime di circolazione (Artegiani et al.,
1997) che lo stato trofico(Degobbis et al., 2000). In questo bacino infatti la
produttivita ¢ molto piu elevata rispetto alla caratteristica oligotrofia generale
del Mar Mediterraneo (D’Ortenzio and D’ Alcala, 2009; Fonda Umani, 1996).

Questo ha una grossa influenza nella struttura delle comunita fitoplanctoniche
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di quest’area, non solo in termini di biomassa, ma anche di composizione di
specie.

L’analisi delle serie storiche del fitoplancton ¢ considerata uno strumento utile
a evidenziare 1 cambiamenti ambientali nel breve e lungo termine, grazie al
rapido turnover e ai rapidi tempi di risposta delle specie (Totti et al., 2019).
Nell’ultimo decennio 1 fattori climatici (intensitda e andamento delle
precipitazioni) e la pressione antropica (carico dei nutrienti) hanno modellato
la struttura della comunita e 1’andamento stagionale del fitoplancton del Mar
Adriatico (Totti et al., 2019). Ad esempio, 1 cambiamenti climatici hanno
favorito la diffusione e I’insediamento di specie aliene come la diatomea
Pseudo-nitzschia multistriata (Corriero et al., 2016) la quale ¢ diventata specie
indicatrice per la stagione autunnale nel Mare Adriatico nordoccidentale.

In uno studio condotto da Totti et al. (2019) sono stati registrati parametri
chimico-fisici e abbondanza /biomassa del fitoplancton dal 1988 al 2016, in
corrispondenza del Transetto Senigallia Susak, uno dei siti LTER (Long Term
Ecological Research). Nel periodo di studio, ¢ stato osservato che le variazioni
ambientali quali disponibilita dei nutrienti e pressione atmosferica hanno
influenzato 1 valori della biomassa algale e la variazione temporale dei bloom
fitoplanctonici; ad esempio, fioriture di diatomee si sono verificate in modo

irregolare tutto 1'anno riflettendo l'irregolarita degli eventi meteorologici. Lo
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studio ha evidenziato che alcune specie sono indicatrici per ciascuna stagione:
ad esempio Skeletonema marinoi, Thalassiosira spp., Dytilum brightwellii,
Thalassiosira rotula e Lauderia annulata nella stagione invernale,
Prorocentrum cordatum, Prorocentrum micans, Dactyliosolen fragilissimus,
Noctiluca scintillans, Euglena spp., Nitzschia longissima, Prorocentrum
triestinum, Alexandrium spp., Protoperidinium steinii e Dinophysis sacculus in
primavera, Proboscia alata  Rhizosolenia  spp.,  Pseudo-nitzschia
pseudodelicatissima complex, Pleurosigma spp., Nitzschia  gobbii,
Prorocentrum compressum, Rhabdolithes claviger e Guinardia flaccida in
estate e Lioloma pacificum, Cylindrotheca closterium, Asterionellopsis
glacialis, Dictyocha fibula, Fucampia cornuta, Chaetoceros rostratus, C.
costatus, C. tortissimus C. brevis, C. lauderi, Calciosolenia murrayi in
autunno.

Le specie potenzialmente tossiche presenti nel mare Adriatico sono:
Dinophysis spp. € Prorocentrum spp. coinvolte nella DSP, che rappresenta la
principale biointossicazione cha ha spesso causato la chiusura degli impianti di
mitilicoltura (Morton et al., 2009); Alexandrium spp. e Gymnodinium spp.
potenzialmente responsabili della PSP (Pavela-Vranci¢ and Marasovi¢, 2004);
Ostreopsis ovata, produttrice di palitossine, la cui fioritura che si protrac da

giugno a ottobre (Totti et al., 2010), Fibrocapsa japonica, specie di origine
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giapponese che causa quasi ogni anno maree rosse estive e la cui tossicita si
manifesta con la produzione di composti emolitici ¢ R.O.S. (Cucchiari et al.,
2008); Coolia spp. produttrici di neurotossine; Azadinium spp, responsabili
della produzione di azaspiracidi.

Recentemente, nei mitili dell’area di Portonovo sono state trovate
concentrazioni di TTX, oltre il valore soglia. Considerando che tale tossina puo
essere prodotta o veicolata da specie microalgali, questo ritrovamento ha

ispirato il lavoro di questa tesi.

SCOPO DELLA TESI

L’area di studio ¢ Portonovo di Ancona, un’area particolarmente soggetta alla
contaminazione di TTX dei mitili, soprattutto nella stagione estiva. Considerata
la presenza nella comunita fitoplanctonica di specie potenzialmente produttrici
di TTX, lo scopo di questa tesi ¢ stato quello di investigare se tali specie algali

producessero TTX in condizioni sperimentali.
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MATERIALI E METODI

Area di studio

Lo studio ¢ stato effettuato nella baia di Portonovo, localita situata lungo la
Riviera del Conero. L’area si contraddistingue per la presenza di boschi, laghi
salmastri e falesie costiere calcaree. I fondali marini sono prevalentemente
ciottolosi e alternati a fondali sabbiosi. La peculiarita della zona ¢ data da
banchi naturali di mitili, situati in acque poco profonde (10-30 cm) ed ¢ quindi
caratterizzato in primavera-estate da condizioni ambientali decisamente
favorevoli alla contaminazione da TTXs (elevata temperatura dell’acqua, forte
irraggiamento solare)(Bacchiocchi et al., 2021).

Le aree agricole circostanti e il moderato flusso turistico nella stagione estiva
rappresentano un forte impatto antropico a causa del rilascio di sostanze
organiche e inorganiche. Dal 2007 il Dipartimento di Scienze della Vita e
dell’ Ambiente campiona con frequenza mensile la comunita fitoplanctonica e 1
parametri ambientali nella stazione PN (43°36.201°N, 13°36.705’E, 3 nM dalla

costa).
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Campionamento

Il campionamento ¢ stato effettuato al Molo di Portonovo (MP) nel periodo
compreso tra giugno e agosto (dal 3/6/2021 al 5/8/2021), i.e. nel periodo
interessato dalla contaminazione da TTX nei mitili, con frequenza settimanale.
A ogni campionamento sono stati raccolti parametri ambientali (condizioni
meteomarine, temperatura e salinitd), concentrazione dei nutrienti inorganici,
fitoplancton, mitili, e sedimento.

Prima del prelievo dei campioni veniva effettuata la registrazione dell’altezza
del moto ondoso secondo la scala Douglas e delle condizioni meteorologiche.
Temperatura e salinita sono state misurate tramite la multisonda YSI 30

Salinity, Conductivity, Temperature
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Figura 3 Area di studio: Molo di Portonovo (MP) (43°33'55"” N, 13°35'26" E); fondo 2/3 m.

Sono stati inoltre raccolti 1 seguenti campioni:

e Un campione (3 repliche) d’acqua superficiale per 1’analisi dei nutrienti.
Questa operazione ¢ stata eseguita mediante 1’utilizzo di una siringa
(volume 50 ml), associata a un filtro di nitrocellulosa GF/F Whatman (25
mm, nominal pore size 0.7 um) e 3 provette di propilene nelle quali si ¢
versata 1’acqua di mare filtrata. Al fine di evitare la degradazione dei
nutrienti, le provette sono state conservate in congelatore. Le analisi dei

nutrienti sono state svolte dal CNR-ISMAR di Ancona.
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e Un campione (500 ml) di acqua superficiale per I’analisi di fitoplancton;
il campione veniva conservato con 0,8% di formaldeide prefiltrata e
neutralizzata con esametilentetrammina, in bottiglie di vetro scuro, in
frigorifero.

e Una retinata raccolta con retino da fitoplancton (con maglia da 20 um),
messo in corrente per almeno 5 min per ottenere un campione
concentrato su cui effettuare 1’isolamento e la messa in coltura di specie
potenzialmente produttrici o accumulatrici di TTX.

e Un campione (3 repliche) di sedimento (rena grossolana) € stato raccolto
in Falcon sterili da 50 ml per la caratterizzazione delle comunita
batteriche produttrici di TTX. Le analisi sono state poi eseguite dal
[ZSUM di Ancona.

e [ campioni di mitili (un numero di esemplari sufficiente a ottenere circa
200 g di polpa) sono stati prelevati alla profondita di 10-30 cm e trattati
entro 24 ore dall’arrivo in laboratorio (in IZSUM) per prevenire i
processi di metabolizzazione delle tossine. In laboratorio, le valve sono
state aperte, pulite ed eventuali residui di sabbia e solidi sono stati
rimossi con acqua corrente. Il mollusco ¢ stato separato dal guscio
mediante prelievo con bisturi metallico ed ¢ stato quindi posto su

setaccio a maglie larghe per eliminare I’acqua in eccesso. Per ogni

28



campione 10 individui sono stati raccolti in una provetta da 50 ml e
conservati in congelatore a -20 °C, con lo scopo di avere materiale per
effettuare eventuali studi di compartimentalizzazione delle tossine nei
diversi organi dei mitili (ghiandola digestiva, branchie, mantello),
qualora studi effettuati sul tessuto nel suo complesso ne evidenziassero
la necessita. Il resto della polpa ¢ stato, quindi, finemente sminuzzato
con un omogeneizzatore a lame e I’omogenato trasferito in un barattolo
di plastica e conservato a -20 °C fino al momento dell’analisi eseguita

dal IZSUM.

Analisi della comunita fitoplanctonica

L’analisi della comunita fitoplanctonica ¢ avvenuta tramite 1’utilizzo di un
microscopio invertito, Zeiss Axiovert AX135, dotato di contrasto di fase,
utilizzando ingrandimenti di 200x e 400x, ¢ con I’applicazione del metodo
Utermhol (1958).

Brevemente, il campione ¢ stato agitato circa cento volte per favorire
I’omogenizzazione. Un volume noto di campione ¢ stato versato all’interno di
un cilindro (da 20 a 40 ml) posto sopra una camera circolare, i.e. la camera di
Utermohl, e lasciato sedimentare. Una volta trascorso il tempo necessario alla

sedimentazione il cilindro ¢ stato slittato su un cubetto di plexiglass per evitare
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la dispersione del liquido e la camera con il campione ¢ stata coperta con un
vetrino coprioggetto. A questo punto il campione viene posto nel carrello del
microscopio ottico rovesciato per la conta cellulare.

Il conteggio ¢ stato svolto su 30 campi casuali, a un ingrandimento di 400x, e
poi sull’intera camera a un ingrandimento di 200x. Le abbondanze sono state
espresse in cell. I'!,

Per la stima della biomassa sono stati calcolati 1 biovolumi cellulari, misurando
le dimensioni delle cellule mediante I’utilizzo di un oculare micrometrico € poi

ricavando il contenuto di carbonio (ug C/lI) (Menden-Deuer and Lessard, 2000)

Messa in coltura e selezione dei ceppi algali

Dai campioni prelevati con il retino le specie potenzialmente tossiche sono state
isolate (i.e. presenti nella IOC-UNESCO Taxonomic Reference List of
Harmful Micro Algae, http://www.marinespecies.org/hab/) per essere messe in
coltura con la tecnica microcapillare secondo il metodo di Hoshaw & Rosowski
nel 1973, usando un microscopio ottico invertito (Zeiss Axiovert 135) dotato
di contrasto di fase, con ingrandimento 200x. Le cellule isolate, dopo una
crescita iniziale in micropiastre sono state trasferite in tubi di vetro e messe in
camera di coltura a circa 21 °C con un fotoperiodo di 12:12h (Luce:Buio) e un
irradiamento di 90-100 umol m™s’!, in terreno /4 (Guillard, 1975) al fine di

ottenere delle colture monoclonali.
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Analisi statistiche

Le differenze nei valori di abbondanza e biomassa dei gruppi di fitoplancton e
dei taxa delle dinoflagellate tra il periodo di contaminazione dei mitili da TTX
nel 2021 e il resto dell'anno sono state valutate attraverso un'analisi della
varianza a una via (ANOVA). Le abbondanze dei taxa delle dinoflagellate sono
state anche testate per le correlazioni di Pearson con tutti 1 parametri ambientali
registrati. Quando erano rilevate differenze significative (p<0.05), veniva
effettuato anche il test di Tukey. Le analisi statistiche sono state condotte

utilizzando il software Statistica 12, (StartSoft Inc.).

RISULTATI

Parametri ambientali

Per tutto il periodo di studio, la temperatura ha mostrato un andamento
crescente, partendo da un minimo di 17.7 °C (3/06) a un valore massimo di
26.5 °C (30/07) (Figura 4). Per quanto riguarda la salinita, dopo un picco
minimo di 34,4 (11/06) sono stati registrati dei valori superiori a 36 per tutto il
mese di luglio; il valore massimo di 36.8 si ¢ registrato per due giornate di

campionamento consecutive (il giorno 08/07 e il giorno 15/07) (Figura 4).
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Invece, analizzando la condizione del moto ondoso, valori di scala Douglas
sono rimasti ben al di sotto del valore di 2 per tutti 1 giorni di campionamento

a eccezione di due giornate (11/06 ¢ 01/07, scala Douglas = 2) (Tabella 1).
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Figura 4 Andamento temporale della temperatura e della salinita nel sito MP.

Tabella 1. Condizioni meteomarine durante il periodo di studio nel sito MP.

Data Condizioni meto-marine Scala Douglas
03/06/2021 Mare calmo e soleggiato 0
11/06/2021 Mare poco mosso e soleggiato con qualche nuvola 2
17/06/2021 Mare calmo e soleggiato 0
24/06/2021 Mare calmo e soleggiato 0
01/07/2021 Mare poco mosso. Soleggiato con molto vento 2
08/07/2021 Mare calmo qualche nuvola 0
15/07/2021 Mare calmo e soleggiato 0
23/07/2021 Mare calmo e soleggiato 0
30/07/2021 Mare calmo e soleggiato 0
05/08/2021 Mare calmo. Soleggiato con vento 0
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Nutrienti

Per quanto riguarda gli andamenti dei nutrienti inorganici (DIN = azoto
inorganico disciolto e PO4 = ortofosfato), il DIN ha mostrato due maggiori
picchi di concentrazione nei giorni 17/06 e 23/07 con 5,005 uM e 4,433 uM
rispettivamente, mentre i1l minimo di 1,071 uM ¢ stato osservato in data 11/07
(Figura 5). 11 PO4 ha registrato il massimo di concentrazione di 0,31 uM nel
giorno 17/06, mentre per tutto il mese di luglio ha mantenuto una
concentrazione inferiore a 0,05 uM; infine, nella prima settimana di agosto si

assiste a un incremento fino al valore di 0,122 uM.
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Figura 5 Andamento temporale dei nutrienti inorganici (DIN e PO4) nel sito MP.
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Andamento contaminazione TTX nei mitili

L’analisi del banco dei mitili nel sito Molo Portonovo durante 1’estate 2021 ha
rilevato un accumulo di TTX fin dal primo giorno di campionamento (04/06),
un massimo di 296 ug/kg il (17/06) e una fase successiva di detossificazione

degli organismi fino al termine del periodo di campionamento (11/08) (Figura
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Figura 6. Livelli di contaminazione da TTXs nei tessuti dei mitili prelevati dal punto di
campionamento Molo Portonovo durante I’estate 2021.

In merito alla distribuzione della TTX nei tessuti dei mitili, dall’analisi
effettuata € emerso che nella prima fase della contaminazione si ha un maggiore
accumulo nella ghiandola digestiva rispetto a mantello e branchie.

Successivamente la tossina risultava meno concentrata nella ghiandola e con
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concentrazioni minime negli altri due compartimenti oggetto di studio,

probabilmente in seguito a una ridistribuzione nell’intero organismo.

Caratterizzazione comunita fitoplanctonica

I taxa di fitoplancton identificati sono stati raggruppati nei gruppi principali
diatomee, dinoflagellate, coccolitine, fitoflagellate.

Analizzando 1 dati disponibili dal sito di monitoraggio PN, nell’anno 2021 (dati
non pubblicati), si osserva che le diatomee hanno raggiunto un picco di
abbondanza in inverno (7.921.554 cell. I'") per poi decrescere nella restante
parte dell’anno registrando valori minimi di 17.252 cell. 1! nella stagione
autunnale; le dinoflagellate e le coccolitine mostrano le massime abbondanze
in tarda primavera con 152.511 cell. I'' ¢ 659.184 cell. 1! rispettivamente per
poi mantenere valori pressoché costanti ma piu bassi nel resto dell’anno. Infine
per quanto concerne le fitoflagellate il picco di abbondanza ¢ stato registrato a
luglio (3.282.467 cell. I'Y) (Figura 7).

Per quanto riguarda i valori di biomassa, questi mostrano un andamento simile
a quelli delle abbondanze ma in questo caso sono le dinoflagellate a mostrare i
valori maggiori: le diatomee hanno mostrato picco di biomassa nel mese di
gennaio (3.504 pg C I'"); le dinoflagellate hanno rivelato maggiori valori di

biomassa nei mesi di aprile e giugno (2707 pg C 1" e 920 pg C 1'Y); le
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fitoflagellate hanno mostrato maggiore valore di biomassa nella stagione estiva
(12 pg C 1Y), mantenendo poi un basso valore di biomassa, pitt 0 meno costante,
per tutto il resto dell’anno; le coccolitine hanno raggiunto maggiore biomassa
(22 ug C1') in tarda primavera (Figura 8).

Analizzando 1’andamento delle dinoflagellate durante il periodo di studio,
maggiori abbondanze sono state registrate dal 21/04 al 21/06 (Figura 9), ovvero
nel periodo in cui 1 mitili sono risultati essere contaminati da TTX. Infatti, le
dinoflagellate rappresentano 1l maggior componente della comunita
fitoplanctonica in termini di biomassa da aprile a luglio, dove il picco di aprile
era dovuto a una fioritura di Noctiluca scintillans. Inoltre, confrontando
'abbondanza e la biomassa delle dinoflagellate tra il periodo in cui si €
verificata la contaminazione da TTX ne1 mitili e il resto dell'anno, sono stati
registrati valori significativamente piu elevati durante il periodo di
contaminazione (105.000 =30.541 cell. "' € 120.837 £34.911 pug C 1" rispetto
al resto dell’anno (37.735 + 32.930 cellule 1! € 36.720 = 30.181 pg C I, test
HSD di Tukey entrambi di livello p <0,05). Nessuna differenza significativa ¢
stata osservata per gli altri gruppi fitoplanctonici durante il periodo di

osservazione.
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Figura 8. Andamento annuale delle biomasse del fitoplancton nell’area di studio (stazione
PN, anno 2021): diatomee, coccolitine, fitoflagellate, altre (asse y sinistro) e Dinophyceae
(asse y destro).
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Figura 9 Andamento annuale delle abbondanze delle Dinophyceae nella stazione PN nel
2021.

Tra le dinoflagellate potenzialmente coinvolte nella produzione della TTX,
Prorocentrum micans e Protoperidinium cf. steinii hanno mostrato valori di
abbondanza (868,0 £410,8 e 128,3 £ 46,6 cell. 1!, rispettivamente) e biomassa
(1,934 £ 0,915 ¢ 0,409 £ 0,149 pg C 1!, rispettivamente) significativamente
piu elevati durante la contaminazione dei mitili da TTX rispetto al resto
dell'anno (124,0 £ 174,0 € 0,0 + 0,0 cellule L™ test HSD di Tukey p-level <0,01

e 0,001, rispettivamente per le abbondanze ¢ 0,276 +£ 0,388 ¢ 0,0+ 0,0 ug C I
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I, test HSD di Tukey p- livello < 0,01 € 0,001, rispettivamente per la biomassa).
Protoperidinium cf. steinii (una dinoflagellata eterotrofa con un'abbondanza
massima e una biomassa di 81 cell. I'! ¢ 0,268 pg C 1! registrata il 17 giugno)
¢ stata rilevata nella colonna d'acqua solo nel periodo di contaminazione da
TTX nei mitili, mentre Prorocentrum micans ha avuto un bloom con
abbondanze fino a 3821 cell. I'! (corrispondenti a 11.749 pg C I')) I'11 giugno.
Prorocentrum cordatum ¢ stato registrato con un'abbondanza massima di 6726
cell. I (corrispondentia 1.217 pg C 1) a fine maggio (il giorno 26/05), appena
prima del periodo in cui si € scoperto che 1 mitili erano contaminato da TTX.

Studiando piu in dettaglio la comunita fitoplanctonica nel periodo di
contaminazione da TTX nel sito MP, le dinoflagellate hanno mostrato
abbondanze da 11.104 cell. I'' a 67.269 cell. I'' con un picco registrato il giorno
17/06 con valori di 67.269 cell. 1!, mentre le fitoflagellate e le diatomee
(Bacillariophyceae) continuavano a essere 1 due gruppi piu abbondanti con
valori di abbondanza da 728.351 2 2.511.377 cell. 1", e 54.424 ¢ 331.384 cell.
1!, rispettivamente, seguiti da dinoflagellate, coccolitine e cianobatteri (Figura

10).
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Figura 11 Andamento dell’abbondanza delle specie delle Dinophyceae nel sito MP durante
il periodo di contaminazione dei mitili da TTX.
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Durante la contaminazione dei mitili da TTX nel sito MP, le abbondanze totali
delle specie eterotrofe obbligate hanno mostrato una significativa correlazione
positiva con la quantita di TTX nelle cozze contaminate (r = 0,860, n = 10,
livello p <0,01). Considerando ogni taxon separatamente (Tabella 2), diversi
taxa (non solo tra gli eterotrofi obbligati) hanno mostrato una significativa
correlazione positiva con la quantita di TTX nei mitili contaminati: Tripos
extensum, Gonyaulax spinifera, Oxytoxum crassum, Protoperidinium cf.
steinii, Protoperidinium pellucidum, Protoperidinium sp. e Noctiluca
scintillans. Inoltre, tutti questi dinoflagellati hanno mostrato una correlazione

positiva significativa con i valori di POs.
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Tabella 2. Correlazione di Pearson tra le abbondanze dei taxa delle dinoflagellate e le
concentrazione di TTX nei mitili, temperatura dell'acqua (T), salinita (S), valori DIN,
Si(OH)4 e PO4. I valori indicati in rosso sono significativi per p < 0.05, quelli in corsivo
sono significativi per p < 0.01, quelli in grassetto corsivo sono significativi per p < 0.001. *
indica dinoflagellati eterotrofi obbligati.

Taxa TIX T 5 DIN 5i{OH). PO+
Akgshizmg sanguinea (KElirazaka) Gzt Hansen & 015 0.39 0.31 019 004 029
Meoestrup

Tripos extensum (Gourret) F.Gomez 0.98 -0.38 -0.12 0.pd 0.1s6 0.92
Iripos furca (Ehr.) F.Gomez. 0.04 0.13 -0.16 -0.13 0.00 0.04
Tripos fusus (Ehr.) F.Gomez 042 -0.01 -0.50 011 -0.23 0.52
Tripos muelleri Bory. -0.06 0.22 0.08 039 049 0.01
Dinophysis caudata Saville-Kent -0.19 0.34 -0.07 -0.25 -0.29 017
Dinophysis sacculus Stein -0.09 -0.32 0.13 -0.35 0.08 -0.20
Gonyaulax polyeramma Stein 0.07 0.10 -0.02 0.03 0.12 0.13
Gomyaulax spintfera (Clap. & Lach ) Diesing 063 -0.44 -0.71 013 -0.39 0.51
Mesopores perforatus (Gran) Lillick -0.16 0.22 0.32 -0.18 008 -0.17
*Noctiluca scintillans (Macartney) Kofoid & Swezy 0.95 -0.31 -0.12 061 020 0.92
Oxytoxum crassum [.Schiller 0.98 -0.38 -0.12 0.64 0.16 0.92
Oxytoxum laticeps | Schiller 0.07 0.10 -0.02 003 012 0.13
Ceytoxum scolopax Stein 007 0.10 -0.02 0.03 01z 013
Phalagoms opndaiun, (Clap & Tac) Kel & 008 005 090 029 072 013
Podolampas spinifera Okamura -0.19 0.34 -0.07 -0.25 -0.29 017
Prorocentrum micans Ehr. 042 -0.26 -0.59 0.05 -0.58 0.33
FProrocemirum cordatur (Ostenfeld) [.D Dodze, -0.10 0.30 0.33 -0.27 0.15 -0.26
Frorocentrum trigstinum Schiller 007 0.02 0.08 -0.12 020 0.06
*Protoperidinium bives (Paul.) Bal. -0.04 -0.19 0.33 018 045 0.04
*Protoperidinium of. steinit (Jorg ) Bal 0.88 -0.33 -0.52 04a -0.13 0.83
*Protoperidinium divergens (Ehr.) Bal. -0.36 045 -0.24 -0.18 -0.25 -0.14
*Protoperidinium pellucidum Bergh 0.98 -0.38 -0.12 0.64 0.16 0.92
*Protoperidinium quinguecorne (Abe) Balech -0.10 0.05 -0.92 -0.33 -073 -0.06
*Protoperidinium sp. 0.59 -0.24 -0.13 0586 017 0.93
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Dai campioni di retinata sono stati isolati e coltivati i ceppi algali:
Prorocentrum cf. compressum, Prorocentrum cordatum (syn P. minimum),
Coolia spp., dinoflagellate Azadinium like e Scrippsiella spp. I risultati dei test
di tossicita a cui sono stati sottoposti hanno rivelato che nessuna delle specie ¢

produttrice di TTX.

L’analisi delle retinate algali, effettuate nella colonna d’acqua di un’area
limitrofa al banco di cozze oggetto di studio ha evidenziato basse

concentrazioni di TTX (4-5 pg/kg) nei soli campioni dell’§ e del 30 luglio.

DISCUSSIONE

I primi record di TTX in Italia risalgono al 2015-2017 a Siracusa (Sicilia) e al
2017-2018 nella Laguna di Marano (Udine) (Bordin et al., 2021; Dell’ Aversano
et al., 2019). Finora, 1 livelli di TTX registrati in Italia sono stati quasi sempre
al di sotto dei 44 pg TTX/kg, ovvero la soglia al di sotto della quale non si
verifica alcun effetto avverso (NOAEL) (Knutsen et al., 2017). In questo
lavoro, 1 valori di TTX hanno superato di gran lunga il livello soglia indicato
dall’EFSA raggiungendo la concentrazione di 296 ng TTX/kg nel giorno 17/06.

Questo pero non ¢ il valore piu alto rilevato nei molluschi bivalvi delle acque
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europee: il massimo ¢ stato registrato nella Laguna di Marano nel 2017 con 541
ng TTX/kg (Bordin et al., 2021), valore che supera quelli raggiunti
precedentemente nei Paesi Bassi (253 pg TTX/kg di Crassostrea
gigas)(Gerssen et al., 2018), nel Regno Unito (253 pg TTX/kg di Crassostrea
gigas) (Turner et al., 2017) e nelle acque della Grecia (202.9 pg/kg di Mytilus
galloprovincialis)(Vlamis et al., 2015). Nel mar Adriatico, gli organismi che
potrebbero essere potenziali produttori di TTX, i.e. 1 pesce palla, appartengono
alle specie Lagocephalus sceleratus e Sphoeroides pachygaster (Guardone et
al., 2018). Le suddette specie potrebbero contribuire alla diffusione della TTX
o degli organismi produttori di TTX appartenenti ai piu bassi livelli della catena
trofica, con il conseguente assorbimento delle tossine dai molluschi, come

suggerito da (Noguchi and Arakawa, 2008).

Oltre che al pesce palla, la TTX ¢ stata associata anche ad altri organismi.
Vlamis et al. (2015) in uno studio eseguito nelle acque della Baia di Vistonikos
(Grecia), hanno associato la presenza di TTX nei mitili alle cellule di
Prorocentrum cordatum. Questa dinoficea planctonica ¢ stata gia associata alla
produzione di composti neurotossici capaci di indurre sintomi neurotossici e
provocare la morte nei topi (Denardou-Queneherve et al., 1999; Grzebyk et al.,

1997). Come per altre biotossine marine, questi composti possono anche essere
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accumulati dai bivalvi senza che quest’ultimi risentano degli effetti negativi
derivanti dalla contaminazione, trasformandosi cosi in vettori di tossine per 1
livelli superiori della catena trofica (Denardou-Quenecherve et al., 1999).
Prorocentrum cordatum ha un’ampia distribuzione globale (Heil et al., 2005)e
la sua presenza ¢ stata rilevata anche in Mar Adriatico in quelle aree interessate
dalla contaminazione di TTX da parte dei mitili, come nella Laguna di Marano
(Monti et al., 2010) e lungo la Riviera del Conero (questo studio). L’ingestione
di questa specie fitoplanctonica da parte dei mitili potrebbe quindi spiegare la
presenza di TTX. In questo studio, Prorocentrum cordatum ¢ stato registrato
con un'abbondanza massima di 6.726 cell. 1! (corrispondenti in termini di
biomassa a 1.217 ug C I'!) a fine maggio, appena prima del periodo in cui si &
scoperta la contaminazione da TTX nei mitili. Questi valori di abbondanza sono
comparabili a quelli riportati nella Laguna di Marano quando la TTX fu rilevata
per la prima volta nel maggio del 2017 (valori di abbondanza intorno a 10° cell.
I'") (Bordin et al., 2021) e a quelli riportati da Vlamis et al. (2015) nel 2012
quando la TTX venne indentificata nei mitili delle acque della Grecia

(abbondanza 1.89 x 10° cell I' !).

Tuttavia, la sola presenza/assenza di P. cordatum non spiega la presenza di
TTX net mitili perché in questo studio 1 mitili risultano essere contaminati

anche in periodi nei quali questa dinoflagellata non era presente, come
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osservato ad esempio anche nel maggio 2018 nella laguna di Marano (Bordin

etal., 2021).

Questo suggerisce che esistono altri fonti di contaminazione e che queste sono
influenzate anche dai parametri ambientali del sito. Come sostenuto da
Rodriguez et al, 2017, la presenza di TTX in P. cordatum ¢ data dalla relazione
simbiotica di quest’ultima con batteri potenzialmente capaci di produrre la
tossina quando le condizioni ambientali sono favorevoli (Rodriguez et al.,

2017).

Fattori abiotici come la temperatura e la profondita dell’acqua e 1 cicli di marea
e salinita dell’acqua potrebbero favorire la presenza di TTX negli organismi
marini. Infatti, anche se Turner et al. (2017) non ha potuto correlare la presenza
di TTX alla temperatura delle acque, ha potuto osservare che queste tossine
sono maggiormente presenti nei molluschi allevati alla temperatura di 15 °C, e
un grande numero di campioni di mitili positivi a TTX sono stati allevati in

ambiente intertidale o acque superficiali (Turner et al., 2017).

Riguardo alla salinita, (Katikou, 2019) osservo che 45 dei 55 campioni di
molluschi risultati positivi alla contaminazione da TTX erano da ambienti
estuarini con bassi valori di salinita; anche Ledo et al., (2018) hanno riportato
molluschi contaminati da TTX prelevati da ambienti con condizioni ambientali

simili (Ledo et al., 2018).
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Analizzando i parametri ambientali dell’area in cui si ¢ effettuato questo studio,
I’andamento della temperatura si ¢ mostrato crescente per tutto il periodo di
studio, mentre la salinitd ¢ risultata pressoché stabile con un unico forte
decremento a meta giugno dove si ¢ registrato il minimo valore di salinita 34,4
proprio 6 giorni prima del rilevamento del massimo picco di TTX dei mitili.
Ci0 ci suggerisce che le temperature relativamente elevate e la bassa salinita
possano favorire la presenza di TTX nei mitili, magari favorendo 1 batteri TTX

produttort.

La specie batterica V. alginolyticus, abbondante nel mare Adriatico (Barbieri et
al., 1999), ¢ stata isolata dai campioni di sedimento raccolti durante questo
studio (Bacchiocchi et al., 2021). Questi batteri sono risultati essere portatori
dei geni NRPS e PKS e quindi principali possibili responsabili della produzione
di TTX nei campioni provenienti dai siti dell’area campionamento Ancona
(Bacchiocchi et al., 2021). L’aumento della temperatura, contemporaneo
all’aumento dell’abbondanza del genere Vibrio sembra suggerire che le
condizioni ambientali siano importanti per lo sviluppo dei batteri, possibili
produttori di TTX, come gia constatato da (Tirado et al., 2010; Turner et al.,

2015).

Per quanto riguarda la modalita di distribuzione della TTX nei tessuti dei mitili,

le componenti maggiormente interessate sono le branchie, il mantello e le
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ghiandole digestive, i1.e. quelle con funzione di filtrazione e digestione. Cio
lascia ipotizzare che la tossina venga prodotta all’esterno e arrivi ai mitili
attraverso la rete trofica. Il fatto che le analisi effettuate sulla comunita algale
campionata con il retino abbiano rilevato, seppur a basse concentrazioni (4-5

ug/kg), la presenza di TTX, rafforzerebbe la suddetta ipotesi.

L'analisi del fitoplancton sembra suggerire un potenziale ruolo di alcune specie
nella contaminazione da TTX dei mitili. Analizzando 1'andamento annuale del
fitoplancton, ¢ possibile osservare che le dinoflagellate hanno mostrato le
maggiori abbondanze proprio nel periodo in cui ¢ stata registrata la
contaminazione da TTX nei mitili. Considerando che molte dinoflagellate sono
eterotrofe e per la maggior parte sono mixotrofe (caratteristiche che consentono
loro di nutrirsi di batteri potenzialmente produttori di TTX), si potrebbe
ipotizzare un loro possibile ruolo anche come semplici vettori nella
contaminazione da TTX dei mitili, anche se non direttamente produttori di TTX

come invece fortemente ipotizzato in P. cordatum.

In particolare, tra le dinoflagellate eterotrofe obbligate, Protoperidinium cf.
steinii ¢ stata rilevata solo in questo periodo, mentre, tra le non eterotrofe
obbligate (1) Tripos extensum, Gonyaulax spinifera e Oxytoxum crassum
risultano essere positivamente correlati con i valori di TTX nei mitili

contaminati, (ii) Prorocentrum cordatum, talvolta associato all'accumulo di
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TTX nei mitili (Bane et al., 2014; Pratheepa et al., 2016; Vlamis et al., 2015),
in questo studio ha raggiunto la sua massima abbondanza appena prima del
periodo in cui i mitili sono stati trovati contaminati da TTX e (ii1) Prorocentrum
micans fiorisce in concomitanza con il periodo di contaminazione da mitili. Nel
complesso, queste osservazioni sottolineano la necessita di eseguire ulteriori
indagini nei prossimi anni, perché non ¢ ancora chiaro se alcune specie siano
direttamente coinvolte in questo processo o se si tratti solo di una questione di
biomassa, cio¢ se ogni dinoflagellata mixotrofa o eterotrofa possa agire da
vettore grazie al raggiungimento di un certo valore di biomassa, quando
nell'ambiente sono presenti batteri produttori di TTX. Quest’ultima ipotesi €
rafforzata dal fatto che in questo studio le concentrazioni di TTX sono risultate
essere correlate alle concentrazioni di PO4*~ in acqua: essendo il mar Adriatico
caratterizzato da una importante P limitazione (Cozzi and Giani, 2011; Giani et
al., 2012), 'aumento di PO4*" puo influenzare le abbondanze del fitoplancton e

quindi indirettamente la contaminazione da TTX nei mitili.

In conclusione, dal 2017 la costa marchigiana la Riviera del Conero ¢
caratterizzata dalla presenza di mitili contaminati da TTX, fenomeno che si
verifica durante la stagione estiva, da giugno ad agosto (Bacchiocchi et al.,
2021). La sua presenza si ¢ rilevata essere piu significativa nei mitili dell’area

Ancona (Conero Riviera) piuttosto che in quella di Pesaro, suggerendo che la
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Riviera del Conero possa essere considerata un hotspot di accumulo TTX nei
mitili. 11 22-23% dei campioni di mitili analizzati ha mostrato concentrazioni
moderate di TTX, mentre meno del 5% ha mostrato valori al di sopra della
soglia stabilita dall” EFSA. Quindi data la concentrazione di TTX misurata nei
mitili selvatici messi in commercio dalla Regione Marche non rappresentano
un rischio per la salute dei consumatori anche se il livello di tossina sembra

aumentare (Bacchiocchi et al., 2022).
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