Allegato D8-03 — Scheda metodologica MADIT-MWEIT-MICIT

1. Scelta delle aree di indagine
Gli organismi marini vengono prelevati in stazioni posizionate in parte entro e in parte oltre le
12 miglia nautiche, in numero tale da assicurare una copertura spaziale adeguata e
rappresentativa dell’area (possibilmente prevedendo il riutilizzo delle stesse stazioni nel tempo).
Il posizionamento delle stazioni viene effettuato in relazione a quanto previsto per il
monitoraggio dei contaminanti chimici nel BIOTA.

2. Strategia di campionamento nell’area di indagine

In ciascuna stazione vengono prelevati un numero rappresentativo di organismi appartenenti alla
specie Mullus barbatus, selezionando organismi entro una certa taglia (12-18 cm) e che non siano
in riproduzione. Sara valutata I'eventualita di considerare anche organismi appartenenti ad altre
specie e/o phyla. Gli organismi vengono prelevati nelle stesse identiche stazioni in cui si
prelevano gli organismi su cui vengono eseguite le analisi di bioaccumulo (BIOTA).
Da ciascun animale vengono prelevati i tessuti/organi (sangue, fegato, cervello, muscolo) ed
opportunamente conservati (v. Trasporto e conservazione dei campioni) per eseguire le diverse
analisi di biomarker.
Lo stato di salute degli organismi e gli effetti legati a specifiche classi di contaminanti vengono
valutati attraverso analisi di biomarker. Inoltre, si richiede di misurare dei “parametri
supplementari” di supporto alle analisi suddette. Sia le analisi, che i parametri, vengono distinti in
“principali” e “facoltative/i” e sono di seguito elencati. Le analisi e parametri “facoltativi”
possono essere indagati a discrezione dell’'operatore ed integrano le informazioni provenienti da
quelli/e “principali”.
“Analisi principali”:

- la stabilita delle membrane lisosomiali (LMS) nel fegato, per uno screening dello stato

generale dell’organismo;
- I'attivita dell’acetilcolinesterasi (AChE) nel cervello e/o nel muscolo, indice di alterazione
neurotossica;
- lafrequenza dei micronuclei (MN) negli eritrociti, indice di danno al DNA.

“Parametri supplementari principali”:
- biometrie (lunghezza e peso) di ciascun pesce, per definire il fattore di condizione (CF);
- peso del fegato di ciascun pesce, per definire I'indice epatosomatico (HSI).

“Analisi facoltative”:
- I'attivita dell’etossiresorufina-O-deetilasi (EROD) nel fegato, indice di attivazione del
sistema di biotrasformazione da parte di xenobiotici organici;
- i livelli di metallotioneine (MT) nel fegato, indice di esposizione a metalli in traccia come
Hg, Cd, Cu, Zn;
- le patologie del fegato;



“Parametri supplementari facoltativi”:

genere di ciascun pesce;
stadio maturativo;

peso delle gonadi di ciascun pesce, per definire I'indice gonadosomatico (GSl);
- temperatura, salinita e ossigeno disciolto dell’acqua in cui vengono campionati.

La scelta delle analisi e dei parametri supplementari, in linea con quanto indicato nell’Integrated
Monitoring and Assessment Programme of the Mediterannean Sea and Coast (IMAP) dell’lUNEP-
MAP (2017 Mediterranean Quality Report, UNEP) e con la Commission Decision 848 del 2017, e
finalizzata a riempire parte dei gap conoscitivi sugli effetti negativi dei contaminanti, lo stato di
salute degli organismi marini e la definizione delle soglie relative ai pesci del Mediterraneo.

3. Frequenza di campionamento
Il campionamento di organismi in ciascuna sottoregione va effettuato 1 volta ogni 3 anni, quindi

2 volte nell’arco dei 6 anni previsti in ogni ciclo, cercando di evitare il periodo riproduttivo della
specie (si suggerisce di campionare ad Aprile oppure Ottobre).

Il periodo di campionamento sara possibilmente lo stesso di anno in anno, per poter stabilire un
eventuale trend. Tale periodo deve possibilmente coincidere con (o essere molto vicino a) il
periodo di campionamento stabilito per le analisi chimiche (SEDIMENTI e BIOTA) in modo da
poter integrare i dati.

4. Strumenti di campionamento e indagine
| campionamenti delle specie ittiche verranno effettuati mediante I'utilizzo di imbarcazioni ed

attrezzi da pesca convenzionali, tipicamente utilizzati dalle marinerie locali (cfr. Allegati tecnici
per i contaminanti chimici nel BIOTA: MADIT-D8-02, MWEIT-D8-02, MICIT-D8-02).
Relativamente agli eventuali parametri chimico fisici dell’acqua da misurare, ci si puo avvalere di
una sonda multiparametrica.

5. Metodo di campionamento
| campioni di tessuto/organo vengono preparati nel pil breve tempo possibile dal momento

dell’avvenuto decesso degli organismi.
Prima della preparazione dei campioni, vengono registrati, per ciascun organismo, le misure dei
seguenti parametri:
- lunghezza (total lenght con precisione al mm inferiore)
- peso totale (con precisione al g)
- peso del fegato (con precisione a 0,01 g)
ed eventualmente di:
- genere (M/F)
- peso delle gonadi (con precisione a 0,01 g)
- stadio maturativo (cfr. FAO, 2019).



Il prelievo del sangue viene effettuato preferibilmente dalla vena caudale, utilizzando una
siringa eparinizzata, prima della dissezione degli altri tessuti/organi (cervello, fegato e muscolo).
Inoltre, se possibile, viene registrata la temperatura, la salinita e I'ossigeno disciolto del sito di
prelievo al momento della cattura.

6. Metodo di analisi dei campioni o di indagine
| protocolli da utilizzare devono essere standardizzati oppure riconosciuti a livello internazionale
o nazionale. Di seguito vengono indicati alcuni protocolli che potrebbero essere utilizzati:
- per LMS-CYT (nel fegato) metodo citochimico descritto in Moore et al. (2004);
- per AChE (nel muscolo e/o cervello) metodo spettrofotometrico descritto in Boquené and
Galgani (1998);
- per MN in eritrociti metodo tramite osservazione al microscopio ottico descritto in Davies
and Vethaak (2012) oppure Gorbi et al. (2009);
- per MT (nel fegato) metodo spettrofotometrico descritto in UNEP/RAMOGE (1999),
Viarengo et al. (1997), Hylland (1999);
- per EROD (nel fegato) metodo spettrofluorimetrico descritto in Stagg et al. (2016);
- per patologie del fegato metodo descritto in Feist et al. (2004);
- perlavalutazione dello stadio maturativo metodo descritto in FAO (2019);
- perifattori di condizione metodo descritto in Hansson et al. (2017).

7. Trasporto e conservazione dei campioni
Una volta dissezionati, gli organi/tessuti target, quali fegato, cervello e muscolo, vengono
immediatamente congelati in azoto liquido, trasportati in laboratorio e successivamente
conservati a -80° C fino al momento delle analisi. | campioni di sangue vengono conservati a
+4°C fino al momento dell’analisi.

8. Raccolta e restituzione dei dati e delle informazioni
| risultati delle analisi vengono restituiti sia come medie e deviazioni standard, che come singoli
dati relativi a ciascun animale analizzato, nelle unita di misura di seguito indicate:
- min per LMS-CYT;
- nmol/min/mg proteine per I'AChE;
- %o per MN;
- equivalenti di GSH nmoli/mg di proteine opp. pug/g di tessuto fresco per MT;
- pmoli/min/mg proteine per 'EROD.

Inoltre, vanno restituiti i dati relativi ai “parametri supplementari” (Cfr. paragr. 2. “Strategia di
campionamento”), oltre alle coordinate e date di campionamento. Specificare anche metodo di
conservazione e trasporto dei campioni effettuato.
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