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RIASSUNTO  

Negli ultimi decenni sono state registrate preoccupati fenomeni di mortalità della vongola 

Chamelea gallina, in particolare nell’area costiera emiliano-romagnola di cui non sono 

ancora state chiarite le cause. Il presente studio si è occupato di caratterizzare la comunità 

microbica associata alla vongola nella ghiandola digestiva, utilizzando il sequenziamento 

della regione ipervariabile V3-V4 del gene rRNA 16S, al fine di individuare fenomeni di 

disbiosi in aree ad elevata mortalità. Sono state quindi esplorate le variazioni stagionali 

(da luglio a novembre) nella struttura del microbiota della vongola e nell'ecosistema 

microbico dell'acqua di mare circostante, in quattro siti scelti ad hoc, secondo un 

gradiente di incidenza storica di mortalità, da nord a sud, tra le aree di Ravenna e Rimini. 

Lo stato di salute della vongola e del suo microbiota associato sono stati esplorati tramite, 

rispettivamente, l’indice di condizione e lo studio mediante NGS della composizione 

dell’ecosistema microbico intestinale. I nostri dati, sebbene preliminari, dimostrano come 

tra le aree nord e sud ci sia un comportamento differente e reciproco relativamente 

all’andamento stagionale dei valori di diversità interna (alfa) al microbiota della vongola, 

che si riduce dall’estate all’autunno nelle aree Nord (Ravenna e Lido di Savio), mentre 

aumenta nelle aree Sud (Rimini e Cesenatico). A conferma dei dati di alfa diversità, 

l’analisi mediante PCoA della variazione del microbiota della vongola tra i quattro siti di 

indagine stratificate per stagione, dimostrano profonde differenze tra i due estremi nord-

sud. In particolare, l’analisi integrata dei dati storici di produttività, indice di condizione 

e dinamica del microbiota della ghiandola digestiva ci ha consentito di discriminare le 

famiglie Pseudomonadaceae, Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, 

Lactobacillaceae come protettive e promotrici della crescita dell’animale, poiché associate 

ad un picco di indice di condizione che si registra nelle aree a bassa mortalità, nel mese di 

settembre.   
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1 Introduzione 

 

1.1 Il microbiota dei bivalvi nel contesto dei cambiamenti climatici globali 

Le attività umane e i loro effetti sul clima e sull'ambiente causano estinzioni animali e 

vegetali senza precedenti.  Negli ultimi decenni è aumentata sensibilmente l’attenzione 

verso fenomeni periodici di morie di massa degli animali marini (Carpenter, 1990; Diaz & 

Rosenberg, 2011; Milan et al., 2023). Per anni l’obiettivo della comunità scientifica e delle 

istituzioni è stato quello di individuare con precisione quali siano le cause scatenanti di 

questi eventi in forte crescita. Gli effetti dei cambiamenti climatici e l’impatto antropico 

sono sicuramente la principale causa delle modifiche all’ambiente marino (Giorgi & 

Lionello, 2008; Mohanty et al., 2010). Il riscaldamento degli oceani colpisce gli organismi 

marini a più livelli trofici, i forti stress dovuti alle variazioni climatiche hanno implicazioni 

sulla distribuzione ed abbondanza delle popolazioni e rendono gli organismi più 

suscettibili a parassiti e malattie infettive (Milan et al., 2019; Poulin, 2006).  

Partendo dallo studio della comunità microbica associata ad un organismo, è possibile 

comprendere come gli organismi possano rispondere ai fenomeni legati ai cambiamenti 

climatici antropogenici.  Il microbiota è l’insieme di batteri, virus e funghi che vivono 

all’interno di un organismo ospite, nel quale svolgono importanti funzioni metaboliche 

(Blaser, 2014). Queste comunità microbiche associate all'ospite vivono sulle superfici di 

diversi tessuti e possono risiedere sia a livello intercellulare sia intracellulare (Kostic et 

al., 2013). Le comunità microbiche associate all'ospite sono dinamiche, cambiano durante 

la vita dell'ospite, non sono attori passivi, ma si impegnano attivamente nello sviluppo, 

nel metabolismo, nell'immunità e nella salute dell'ospite (Deines & Bosch, 2016). La 

comunità microbica associata all’apparato digerente è responsabile dell’efficienza 

digestiva di fonti alimentari complesse (Rowland et al., 2017) e nella produzione di nuovi 

enzimi, che l’organismo ospite non è in grado di produrre (Pierce & Ward, 2018). 

Studiare come rispondo gli organismi in un ecosistema soggetto a mutamenti repentini, 

ci permette di valutare e prevedere il loro stato di salute, sia per quanto riguarda gli 

organismi selvatici, sia quelli di allevamento (Matozzo et al., 2012). Poiché quasi tutti gli 

organismi vivono come un metaorganismo olobionte, la comprensione delle associazioni 

tra organismo ospite e le comunità ad esso associate, attraverso le moderne tecniche di 
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indagine basate sul sequenziamento molecolare, stanno diventando la nuova frontiera 

della zoologia (Bosch & McFall-Ngai, 2011).  

Grazie a queste tecnologie di indagine, basate sul sequenziamento molecolare, ora è 

possibile poter studiare il microbiota associato agli olobionti, come componente 

fondamentale, per la comprensione delle dinamiche che coesistono all’interno degli 

organismi e l’ambiente con il quale interagiscono (Gootenberg & Turnbaugh, 2011; 

McFall-Ngai et al., 2013). 

Numerosi studi scientifici si sono occupati di studiare il microbioma dei bivalvi, destinati 

al consumo umano, in relazione ad un potenziale rischio per la nostra salute (Lattos et al., 

2021), mentre risultano ancora poco conosciuti i fenomeni d’interazione tra il 

microbioma e l’ospite.  

I molluschi bivalvi, componenti importanti degli ecosistemi marini costieri, sono a rischio 

poiché fanno parte di ambienti soggetti ad ampie variazioni di salinità e temperatura, 

aggravate dagli effetti dei cambiamenti climatici e dall’impatto antropico causati da 

inquinamento e pesca (Matozzo et al., 2012). 

La composizione del microbiota all’interno dell’organismo differisce in base al tessuto e 

all’organo che lo ospita; il microbiota dei bivalvi appartenente a branchie ed intestino 

(tessuti più esposti all’ambiente esterno) risultano essere maggiormente influenzati dalle 

variazioni dell’habitat (Meisterhans et al., 2015). Le influenze ambientali nei bivalvi 

potrebbero includere fattori come salinità, temperatura, DOM (materiale organico 

disciolto) e tipo di sedimento. I fattori di stress antropogenico possono includere metalli 

pesanti, nutrienti in eccesso dall'agricoltura, antibiotici e microplastiche (Pierce & Ward, 

2018). Infatti, i bivalvi, grazie alla loro efficiente attività di filtrazione dell’acqua, vengono 

spesso utilizzati come bioindicatori di qualità dell’acqua e dei sedimenti, nei quali vivono 

(Mathai et al., 2020). 
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1.2 Cause di mortalità di Chamelea gallina  
 

1.2.1 Biologia di Chamelea gallina 

Il mollusco filtratore Chamelea gallina (Linnaeus, 1758), un bivalve della famiglia 

Veneridae (Bivalvia: Lamellibranchiata: Veneridae), di grande interesse dal punto di vista 

commerciale, la cui distribuzione comprende tutto il Mediterraneo e il Mar Nero 

(Moschino & Marin, 2006), abita fondali sabbiosi della zona infralitorale e circalitorale 

(Froglia, 1987) fino a profondità di circa 15 m (Morello et al., 2005). In Italia questa specie 

la possiamo trovare nell’Adriatico a partire dal litorale di Trieste fino a Barletta-Molfetta, 

oltre che in alcune aree del Tirreno, limitate nelle coste laziali e campane (Piano di 

Gestione Nazionale Rigetti per la risorsa Vongola Chamelea gallina ART. 15 EU REG. 

1380/2013). Si tratta di un tipico esempio di filtratore infunale microfago. Questa vongola 

occupa una nicchia ecologica ben definita nel Mare Adriatico, determinata da precise 

condizioni chimico-fisiche sia dell'acqua che del sedimento (es. granulometria, contenuto 

di ossigeno e potenziale redox).  

Un ruolo fondamentale nella distribuzione di Chamelea gallina è legato all’andamento 

delle correnti, che influenzano lo spostamento delle larve planctoniche, oltre alla presenza 

di fondali sabbiosi e fango-sabbiosi che ne determinano la possibilità di insediamento e 

crescita delle larve. Questa specie predilige habitat soggetti a limitate variazioni dei 

parametri ambientali ed ecologici (temperatura, salinità, ossigeno disciolto, idrologia, 

natura del substrato, trofismo, competizione inter ed intraspecifica, etc) (Barillari et 

al.,1979, Brooks et al., 1991). Il ciclo biologico è sensibilmente influenzato dalle condizioni 

ambientali, in particolare dalla temperatura per cui si possono registrare ampie 

differenze nel periodo di deposizione nelle diverse aree geografiche (Barillari et al.,1979, 

Froglia,1975) 

La vongola Chamelea gallina ha un tipo di alimentazione che la rende molto sensibile agli 

effetti dei sedimenti in sospensione. Infatti, le branchie che oltre ad avere funzione 

respiratoria, fungono anche da filtro per la cattura delle particelle organiche nutritive in 

sospensione (Grazioli et al., 2022).  Le particelle di sedimento, assunte con la dieta, si 

accumulano nella regione posteriore e vengono poi espulse per contrazione dei muscoli 

adduttori sotto forma di pseudofeci. Queste particelle inorganiche possono avere un 

effetto dannoso, in quanto sono responsabili dell'abrasione meccanica delle branchie e 
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rendono l’organismo più suscettibile allo stress e alle malattie, con conseguente perdita 

di crescita dovuta a cambiamenti nella dieta (Grazioli et al., 2022). 

1.2.2 Fattori antropici e climate change che hanno un effetto sulla mortalità di 

Chamelea gallina 

La vongola Chamelea gallina risulta essere più sensibile e meno tollerante alle variazioni 

ambientali rispetto ad altri bivalvi, tuttavia, vive in ambienti di transizione fortemente 

dinamici e complessi. Il suo habitat, come tutti gli ambienti di transizione sono 

caratterizzati da gradienti di salinità e nutrienti che dipendono da apporti fluviali, 

condizioni meteorologiche ed antropizzazione delle coste. Nel Mar Mediterraneo, i 

cambiamenti climatici hanno provocato una generale meridionalizzazione del clima e 

mutamenti ambientali, riguardanti salinità ed ossigenazione, provocando variazioni 

significative del bilancio idrologico e modificazioni profonde degli habitat costieri 

(Tagliapietra et al., 2014). 

Gli equilibri delicati di questi ambienti sono ulteriormente compromessi dall’uso 

intensivo del territorio determinato dall’estesa urbanizzazione, dalla presenza di opere 

costiere (moli e barriere), dallo sviluppo intensivo dell’agricoltura, ma anche, dalla 

diminuzione dell’apporto di sedimento da parte dei fiumi e l’aumento dei tassi di 

subsidenza. Questi fattori hanno fortemente accentuato la vulnerabilità della costa 

emiliano-romagnola determinando un aumento dei processi erosivi (Caratteristiche Della 

Costa — Arpae Emilia-Romagna). 

Molteplici fattori sono coinvolti nella mortalità di massa delle vongole sia di natura 

direttamente antropica, sia dovuti ai cambiamenti climatici.  

Le alterazioni della temperatura dell'acqua e della salinità (Ezgeta-Balić et al., 2011; 

Matozzo et al., 2012; Monari et al., 2011 ), l’incremento delle fioriture di fitoplancton 

estive (Romanelli et al., 2009)  che riducono la concentrazione di ossigeno disciolto e nel 

fondo causano stress anossici (Matozzo et al., 2012)  l’ aumento della concentrazione dei 

patogeni in mare che causano l’insorgenza di malattie infettive in mare (Beaz Hidalgo et 

al., 2008; Milan, Matozzo, et al., 2016; Milan, Palazzo, et al., 2016) sono tutti disturbi 

attribuibili ai CC che causano forti stress alla vongola Chamelea gallina e posso contribuire 

ai fenomeni di mortalità crescete. Gli eventi anossici, nei bivalvi, sono estremante deleteri. 

Nel caso della vongola C. gallina, questi influiscono sul sistema immunitario inducendo 
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una riduzione della risposta degli emociti, i quali sono coinvolti nella riparazione delle 

ferite e del guscio, la digestione e il trasporto dei nutrienti (Matozzo et al., 2012). Inoltre, 

qualora questi eventi dovessero verificarsi durante il periodo riproduttivo, la deposizione 

delle uova può essere indotta come risposta rapida e generale alla rinnovata disponibilità 

di ossigeno nell'acqua di fondo, aggiungendo così un forte stress endogeno allo stress 

esogeno precedentemente sperimentato. In queste condizioni, le risposte immunitarie 

sono ulteriormente ridotte, aumentando la suscettibilità degli animali ai patogeni (Monari 

et al., 2005). 

Le elevate emissioni di CO2 prodotte dall’attività antropica sono responsabili 

dell’acidificazione delle acque che esercita un effetto negativo sulla crescita di C. gallina 

ed è, a sua volta, responsabile della riduzione dello spessore della conchiglia (Bressan et 

al., 2014).  

Le alterazioni del pattern termico comportano in C. gallina un avvio anticipato della 

gametogenesi in autunno, causando un ulteriore investimento di energie prima di aver 

recuperato le condizioni di stress pregresso legate allo sforzo riproduttivo e alle elevate 

temperature del periodo estivo. Questo causa una minor quantità e qualità dei gameti ed 

una compromissione della sopravvivenza degli adulti (Rizzo et al., 2011). 

I fattori antropici che possono contribuire all’aumento dei fenomeni di mortalità di C. 

gallina sono l'inquinamento (Visciano et al., 2015), il danneggiamento delle conchiglie 

causate dalle draghe idrauliche impiegate nella pesca dei mitili (Moschino et al., 2003), 

l’overfishing (Romanelli et al., 2009) la presenza di xenobiotici (Monari et al., 2011).  

Tutti questi aspetti e il pesante sforzo di pesca subito da questa specie di vongole a partire 

dagli anni '80 devono essere presi in considerazione per spiegare la drammatica 

diminuzione della densità di popolazione e gli eventi di mortalità ripetutamente 

verificatisi a partire dagli anni '90 (Ministero delle Politiche Agricole, 1998). La variabilità 

spaziale e temporale (generalmente dalla fine dell'estate all'autunno) osservata 

nell'epidemia di mortalità indica complesse interazioni di fattori ambientali (salinità, pH, 

temperatura, ossigenazione ed acidificazione dell’acqua) ed endogeni (accrescimento 

della conchiglia, produzione di gameti, attività metaboliche). 

1.2.3 Mortalità di massa ed impatto sulla pesca 

Negli ultimi 20 anni il settore della pesca dei molluschi ha subito una crisi estrema causata 

da fenomeni locali di mortalità, anche massiva, sia cronica che occasionale (Grazioli et al., 
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2022). In Italia è stata la prima attività di pesca ad essere controllata attraverso licenze, il 

cui numero era stato fissato a livello nazionale per mantenere pressoché invariata la flotta 

e lo sforzo di pesca, ma il numero di pescherecci autorizzati è addirittura aumentato nel 

corso degli anni '80 e miglioramenti tecnici degli attrezzi da pesca hanno permesso alle 

barche di spazzare aree di mare più grandi per unità di tempo. Questo spiega perché siano 

state ricercate varie misure per ridurre la pressione di pesca sui banchi di vongole come 

il ritiro dei pescherecci, l'imposizione di periodi di chiusura, maggiori spazi aperti nei 

setacci. Una riduzione limitata della flotta è stata perseguita alla fine degli anni '90 dopo 

la grande mortalità. Questi eventi sono stati registrati tra la fine dell'estate e l'inizio 

dell'autunno del 1996(Romanelli et al., 2009).  

Non è raro riscontare per questa specie C. gallina importanti fenomeni di moria che in 

diverse occasioni hanno determinato periodi di crisi per il settore ittico coinvolto, spesso 

causati da modificazioni repentine dell’habitat costiero in cui vivono: repentine variazioni 

di temperatura, salinità, pH e di ossigeno disciolto; nonché la presenza di inquinamenti 

persistenti e non (Qualità ambientale delle acque marine in Emilia-Romagna Rapporto 

annuale 2018) 

In Emilia-Romagna l’andamento annuale degli sbarcati (quantità di pescato) totali, 

registrato dal Ministero delle politiche agricole alimentari, forestali e del turismo, mostra 

un aumento a partire dal 2016 ed un successivo assestamento intorno ai 25,000 quintali 

(Figura 1). L’aumento si è registrato soprattutto nel compartimento di Rimini. Mentre il 

compartimento di Ravenna non ha mostrato aumenti significativi negli ultimi anni.   

 

Figura 1 - Produzione annuale (q) dei Consorzi romagnoli tra il 2012 e il 2018. Fonte immagine Masaf - Piano 

Di Gestione Nazionale per Le Attività Di Pesca Con Il Sistema Draghe Idrauliche e Rastrelli Da Natante., 2019 
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Il decremento osservato nel 2018 è principalmente imputabile al forte evento di moria 

verificatosi nel settembre 2018. 

 

 

Figura 2 - Distribuzioni di frequenza standardizzate (N° individui/100m2) degli individui catturati con il retino 

campionatore nel Compartimento di Ravenna nel 2017 e 2018. Fonte immagine Masaf - Piano Di Gestione 

Nazionale per Le Attività Di Pesca Con Il Sistema Draghe Idrauliche e Rastrelli Da Natante., 2019 

 

Negli ultimi anni è stata osservata una netta diminuzione in termini di densità di 

popolamenti, associata ad una riduzione del numero di vongole di lunghezza superiore a 

25 mm sebbene la lunghezza massima registrata per questa specie sia di circa 50 mm  

(Froglia, 1989 ). 

Nel caso del compartimento di Rimini i dati sulla composizione per taglia, ottenuti con il 

retino campionatore, sono riportati nelle Figura 2.  

Risulta evidente come le vongole di taglia commerciale rappresentino una frazione 

modesta della popolazione e come per l’accrescimento mensile di 1-2 mm vi è una parte 

consistente della popolazione che raggiungerà la taglia commerciale nel corso dell’anno. 

I dati per il compartimento di Ravenna sulla composizione media per taglia della 

popolazione a mare, ottenuti con il retino campionatore, sono riportati nella Figura 3. 
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Figura 3 - Distribuzioni di frequenza standardizzate (N° individui/100m2) degli individui catturati con il retino 

campionatore nel Compartimento di Rimini nel 2017 e 2018. Fonte immagine Masaf - Piano Di Gestione 

Nazionale per Le Attività Di Pesca Con Il Sistema Draghe Idrauliche e Rastrelli Da Natante., 2019 

Le distribuzioni di taglia tra i due survey non mostrano differenze significative, tranne per 

il fatto che nel 2018 le densità sono risultate essere superiori rispetto al 2017. Inoltre, è 

evidente come le classi dimensionali superiori ai 25 mm siano quasi completamente 

assenti in entrambi gli anni. (Masaf - Piano Di Gestione Nazionale per Le Attività Di Pesca 

Con Il Sistema Draghe Idrauliche e Rastrelli Da Natante., 2019) 

1.3 Scopo dello studio 

La zona di studio è situata all’interno del bacino settentrionale dell’Adriatico, nella costa 

emiliano-romagnola a sud del delta del Po ed è caratterizzata prevalentemente da una 

spiaggia bassa e sabbiosa, quasi continua. Questo studio si è sviluppato all’interno del 

progetto “Diversificazione dei prodotti ittici e delle attività della pesca” FLAG dell’’Emilia-

Romagna.  L’area dedicata a questo progetto comprende tutta la fascia costiera della 

Regione Emilia-Romagna, per complessivi 130 km (da Goro a Cattolica), dove la pesca e 

l’allevamento ittico lagunare hanno una tradizione secolare. Le tecniche di pesca 

maggiormente praticate sono la pesca a strascico, con volante, draga idraulica e con 

attrezzi da posta. L’attività dell’acquacoltura e della maricoltura sono rilevanti, con due 

attività prevalenti: l’allevamento su fondali lagunari di vongola verace e l’allevamento in 

sospensione in mare di mitili (Caratteristiche Della Costa — Arpae Emilia-Romagna). 
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Negli ultimi anni, la produzione di vongola comune (Chamelea gallina) in area FLAG e 

minacciata da frequenti eventi di mortalità. Ad oggi non sono note le cause di questo 

fenomeno e non esistono soluzioni. In questo contesto, il progetto si pone come obiettivo 

quello di analizzare le dinamiche degli ecosistemi microbici (microbioti) nell’interazione 

tra vongola, acqua e sedimento, per sviluppare un approccio innovativo per risolvere le 

cause della attuale mortalità, arrivando all’identificazione di nuove strategie di gestione e 

produzione, al fine di tutelare la specie autoctona recuperando gli standard di 

produttività. I microbioti dei mitili e la loro interazione con gli ecosistemi microbici di 

acqua e sedimento sono attori chiave coinvolti in diversi aspetti legati alla produttività. 

 Alterazioni disbiotiche di queste dinamiche di interazione possono infatti contribuire 

all’insorgenza di patologie, compromettendo crescita e produzione. In questo contesto, 

l’ipotesi di questo studio è che i fenomeni di mortalità della vongola comune possano 

essere dovuti proprio a tali alterazioni disbiotiche che, arrivando a coinvolgere il 

microbiota della vongola, ne comprometterebbero lo stato di salute. Studiando le 

dinamiche che portano ad alterazioni disbiotiche del microbiota della vongola e gli 

elementi da cui derivano e quindi possibile scoprire non solo le cause organiche alla base 

del fenomeno di mortalità , ma anche identificare i fattori biotici e abiotici scatenanti, 

definendo linee guida per il controllo precoce del rischio di mortalità e nuovi processi che 

basati su strategie di intervento con biopromotori consentano il mantenimento di un 

assetto promotore della salute del microbiota della vongola. 
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2 Materiali e metodi 

Lo stato di salute di Chamelea gallina e la sua produttività lungo la costa emiliano 

romagnola è stato indagato attraverso un approccio integrato di analisi della 

composizione del microbiota e analisi morfologiche nel contesto delle diverse variabili 

ambientali biotiche ed abiotiche che caratterizzano i diversi siti. In particolare, per 

l’analisi del microbiota, è stato estratto il DNA microbico totale. Sono stati misurati 

parametri morfometrici quali: peso totale, peso dei tessuti duri (conchiglia), lunghezza e 

larghezza della conchiglia, per poter calcolare l’indice di condizione. I metadati ambientali 

di pH, temperatura e salinità, sono stati acquisiti dal sito dell’ARPA. 

2.1 Siti di campionamento e raccolta campioni 

I siti per la raccolta dei campioni sono stati identificati in quattro siti produttivi, ad alta, 

intermedia e bassa mortalità, basati sui dati di produttività nell’area FLAG nel periodo 

2019/2020. I siti scelti si trovano in prossimità delle località di Ravenna, Lido di Savio, 

Cesenatico e Rimini. Per ciascun sito di campionamento sono state prelevate 50 vongole, 

sedimenti (50mL) e acqua (2L) nei tre punti temporali (luglio, settembre, novembre) nel 

corso della stagione di pesca (iniziale, intermedia e tardiva) (Tabella 1). Il campionamento 

è stato effettuato a bordo del moto peschereccio Asterix. Le vongole sono state prelevate 

tramite draghe idrauliche, mentre i sedimenti e l’acqua sono stati prelevati 

rispettivamente tramite benna e Niskin bottle. 

Disegno di campionamento  Ravenna Lido di Savio Cesenatico Rimini 

T
ip

o
lo

g
ia

 d
i 

ca
m

p
io

n
e

 Vongola 

Luglio 50 (14) 50 (14) 50 (14) 50 (14) 

Settembre 50 (14) 50 (14) 50 (14) 50 (14) 

Novembre  54 (18) 54 (18) 54 (18) 54 (18) 

Acqua 

Luglio 2L (1) 2L (1) 2L (1) 2L (1) 

Settembre 2L (1) 2L (1) 2L (1) 2L (1) 

Novembre  2L (1) 2L (1) 2L (1) 2L (1) 

Sedimenti 

Luglio 50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 

Settembre 50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 

Novembre  50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 50 mL(1) 

 

Tabella 1 - In questa tabella sono stati riassunti il quantitativo di campioni raccolti per giscun tipo (vongole, 

acqua e sedimenti) in ciascun evento di campionamento incrociando il fattore siti (Ravenna, Lido di Savio, 
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Cesenatico, Rimini) ed il fattore mesi (luglio, settembre, novembre). I numeri riportati tra parentesi sono il numero 

di repliche previste per ciascun trattamento. 

 

2.2 Parametri morfometrici 

I dati morfologici di lunghezza, larghezza della conchiglia sono stati raccolti per 20 

vongole per i quattro siti e per i tre periodi di raccolta. La taglia dei campioni è stata 

misurata mediante un calibro (sensibilità di ±0.05 mm). Le vongole sono state sezionate 

avendo cura di preservare i tessuti molli e quelli duri, e facendo fuoriuscire l’acqua 

intrappolata nelle valve. La vongola comprensiva di entrambi i tessuti (molli e duri) e la 

conchiglia sono state pesate separatamente utilizzando una bilancia di precisione 

(SAUTER Re 2012 Precision Electronic Weighing Scales, METTLER TOLEDO Instruments). 

Per valutare lo stato di benessere delle specie all’interno della popolazione è stato 

utilizzato l’indice di condizione di Mann & Glomb (1978) che tiene conto del peso del 

tessuto molle fresco e del peso della conchiglia. 

 

Questo indicatore permette di avere un’indicazione su tasso di accrescimento secondo 

l’interazione con l’ambiente in cui vivono i bivalvi. 

L’indice di condizione calcolato sui 20 campioni di vongole per ciascun evento di 

campionamento sono stati messi a confronto. L’omogeneità delle varianze è stata testata 

tramite il test di Levene, mentre la varianza è stata analizzata con il test ANOVA con un 

valore di significatività p-value <0,05. Il test di Tukey è stato impiegato per valutare la 

significatività delle differenze tra i siti. 

 

2.3 Analisi della composizione del microbiota  

I campioni sono stati trasportati in laboratorio in vasche refrigerate, dove è stata 

prelevata la ghiandola digestiva utile per l’estrazione di DNA microbico rappresentativo 

del microbiota associato all’organismo. Al fine di ottenere un quantitativo sufficiente di 

                             𝐶𝐼  =     
𝑠𝑜𝑓𝑡 𝑡𝑖𝑠𝑠𝑢𝑒 𝑓𝑟𝑒𝑠ℎ 𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 (𝑔) 

    × 100 
 𝑠ℎ𝑒𝑙𝑙 𝑑𝑟𝑦 𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 (𝑔) 
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DNA da analizzare, a seguito delle prime analisi, si è ritenuto opportuno unire in un'unica 

replica tre ghiandole provenienti dello stesso evento di campionamento, per un totale di 

14-18 repliche per ciascun campionamento. I campioni di acqua, 2L per ciascun 

campionamento, sono stati filtrati tramite pompa a vuoto per l’analisi del DNA 

ambientale. I campioni di acqua di mare (2 L) sono stati filtrati su filtri a membrana di 

nitrato di cellulosa da 0,22 μm (Sartorius, Ø 47 mm) e conservati a -20 °C fino al 

trattamento; l'intera membrana filtrante è stata utilizzata per l'estrazione del DNA.  

2.3.1 Estrazione del DNA  

Il DNA totale presente all’interno dei campioni di vongole e all’interno dei sedimenti è 

stato estratto tramite il kit DNeasy PowerSoil (Qiagen, Hilden, Germaniay), in accordo con 

precedenti studi condotti sulla stessa tipologia di campioni (Musella et al., 2020; Palladino 

et al., 2022). I campioni sono stati omogeneizzati utilizzando lo strumento FastPrep (MP 

Biomedicals, Irvine, CA) ed eseguendo il 5.5 movimenti al secondo per un ciclo di 60 

secondi per 3 volte. 

La fase di eluizione è stata preceduta da un’incubazione delle colonne per 5 minuti a 4 °C 

prima della centrifugazione. I campioni di DNA sono stati conservati a -20 ° C per la 

successiva elaborazione. Il DNA totale dei campioni di acqua (dai filtri di nitrato cellulosa) 

è stato estratto dai filtri a membrana utilizzando il kit DNeasy PowerWater (Qiagen, 

Hilden, Germania) secondo il protocollo del produttore. 

2.3.2 Quantificazione DNA, PCR e controllo elettroforesi 

I campioni di DNA estratti sono stati quantificati con NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA) e conservati a -20 ° C. Mediante l’analisi 

spettrofotometrica si è determinato, a livello qualitativo, come è avvenuta l’estrazione in 

modo tale da poter definire la concentrazione di DNA presente in ogni campione. Il 

rapporto tra i valori di assorbanza a 260 e 280 ha permesso di valutare il grado di 

contaminazione del DNA da parte delle componenti proteiche, poiché il grado di 

assorbanza degli amminoacidi è 280 nm. Gli acidi nucleici di buona qualità producono un 

rapporto di 260/280 con un livello di purezza compreso tra 1,80 e 2. Infine, oltre a 

valutare il grado di purezza, questa indagine è stata utile per poter effettuare le opportune 

diluizioni del DNA per ottenere una concentrazione di DNA di 5 ng/µL che verranno 

amplificate tramite PCR. 
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Il rapporto 260/230 invece ha permesso di identificare il grado di contaminazione del 

campione con ioni fenolato e altri composti organici: il rapporto delle assorbanze a 

260/230 deve essere compreso tra 2 e 2,2.  

La regione ipervariabile V3-V4 del gene rRNA 16S è stata amplificata mediante PCR 

utilizzando i primer 341F e 785R che presentano specifiche sequenze di sporgenza 

dell’adattatore Illumina, come precedentemente descritto da Barone et al., 2019. Il 

programma PCR utilizzato è il seguente: 95 °C per 3 min per denaturazione iniziale, quindi 

30 cicli di denaturazione a 95 °C per 30 s, annealing 55 °C per 30 s e allungamento a 72 °C 

per 30 s, e 5 min a 72 °C per l'allungamento finale.  

Per valutare a livello qualitativo i risultati dell’amplificazione tramite PCR è stata 

effettuata l’elettroforesi su gel di agarosio 1%.  

2.3.3 Purificazione DNA 

Attraverso il kit commerciale Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA) sono 

state purificate le reazioni PCR, che impiega particelle magnetiche che agiscono come fase 

solida attorno alla quale si lega l’acido nucleico. In seguito, si è utilizzata una piastra 

magnetica che attira e trattiene le biglie caricate con il DNA sul fondo della colonna. 

Questo passaggio permette un’agevole aspirazione del surnatante contenente i 

contaminanti da scartare. Le biglie sono state sottoposte a vari lavaggi rapidi per 

eliminare ulteriori contaminanti e sali. Infine, il magnete è stato allontanato e l’acido 

nucleico è stato eluito con acqua e soluzioni tamponate (tris-EDTA), per essere purificato 

e separato dalle sfere che restano all’interno della colonnina. 

2.3.4 Preparazione Library e sequenziamento 
 

Le librerie indicizzate sono state preparate mediante PCR a ciclo limitato, utilizzando la 

tecnologia Nextera (Illumina, San Diego, CA). 

Le librerie sono state quindi quantificate utilizzando un fluorimetro Qubit 3.0 (Invitrogen, 

Waltham, MA, Stati Uniti), normalizzate a 4 nM e raggruppate. Il pool di campioni è stato 

denaturato con NaOH (0,2 N) e diluito a una concentrazione finale di 6pM con un PhiX al 

20%. Il sequenziamento è stato eseguito su una piattaforma Illumina MiSeq utilizzando 

un protocollo paired-end 2 × 250 bp, secondo le istruzioni del produttore (Illumina, San 

Diego, CA, USA) in accordo con il protocollo effettuato da (Palladino et al., 2021).  
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Il sequenziamento dei campioni dei sedimenti non ha prodotto dati sufficienti per l’analisi, 

a causa di un numero di sequenze insufficienti in 9 campioni su 12 totali. 

2.4 Analisi bioinformatiche 

Gli output di sequenziamento grezzo per un totale di 163 campioni sono stati elaborati 

con una pipeline che combina PANDAseq (Masella et al., 2012)e QIIME 2 (Bolyen et al., 

2019). La funzione "filtro fastq" dell'algoritmo Usearch11 (Edgar & Bateman, 2010) è 

stata applicata per mantenere letture di alta qualità (lunghezza min/max = 350/550 bp). 

In particolare, sulla base delle probabilità del punteggio phred Q, le letture con un errore 

atteso per base E = 0,03 o superiore (cioè tre errori attesi ogni 100 basi) sono state 

scartate.   

Le letture conservate sono state quindi raggruppate in varianti di sequenza di ampliconi 

(ASV) utilizzando DADA2 tramite il quale sono state scartate eventuali chimere (Callahan 

et al., 2016). È stata eseguita un'assegnazione tassonomica utilizzando l'algoritmo 

VSEARCH (Rognes et al., 2016) e il database SILVA (versione di dicembre 2017) (Quast et 

al., 2013). Tutte le sequenze assegnate agli eucarioti, ai mitocondri e cloroplasti, o non 

assegnate sono state scartate.Attraverso questa procedura sono stati scartati 3 campioni 

arrivando ad un totale di 160 campioni: 

- 145 campioni del microbiota delle vongole appartenenti ai periodi; 

o 45 in luglio (12 Ravenna+8Lido di Savio+9 Cesenatico+16 Rimini) 

o 31 in settembre (9 Ravenna+6Lido di Savio+6Cesenatico+10 Rimini) 

o 69 novembre (16 Ravenna+18 Lido di Savio+17 Cesenatico+18 Rimini) 

- 3 campioni di sedimenti per il mese di novembre; 

- 12 campioni di acqua (2 Ravenna+ 2 Lido di Savio+ 2 Cesenatico+2 Rimini) 

 

2.5 Analisi statistiche 

I dati prodotti sono stati trattati con approcci di statistica multidimensionale e 

modellizzazione al fine di identificare caratteristiche e dinamiche del microbiota di 

vongola, acqua e sedimento nei diversi siti, nonché i nessi causali ed i meccanismi 

coinvolti nelle alterazioni disbiotiche associate a bassa produttività. Le specifiche 

configurazioni dei microbioti nelle varie condizioni di studio sono state determinate sia 

con approcci di clustering gerarchico e analisi delle componenti principali, che mediante 
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la costruzione di networks di co-abbondanza. Successivamente, per la determinazione 

delle associazioni tra variabili dell’ospite, metadati ambientali, produttività e particolari 

configurazioni dei microbioti sono stati utilizzati approcci di regressione 

multidimensionale e machine learning. 

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il software R (R Core Team 

v.4.1.2), ed il pacchetto “vegan". Per analizzare i phylum e le famiglie batteriche le 

sequenze sono state filtrate secondo un’abbondanza relativa, rispettivamente dello 0,5% 

e del 2% in almeno il 10% dei campioni. 

La diversità alfa è stata calcolata tramite tre indici diversi: la diversità filogenetica di 

Faith, la diversità a livello di OTU, e la diversità di Shannon per la ricchezza microbica.  

Per l’analisi della diversità alfa sono stati impiegati tre indici di diversità: ASV osservate, 

indice Faith (indice filogenetico, basato sulle OTU), indice di Shannon. Il test della somma 

dei ranghi di Wilcoxon è stato utilizzato per valutare differenze significative nella 

diversità alfa e nell'abbondanza relativa del taxon tra i gruppi.  

La diversità beta è stata stimata calcolando le distanze UniFrac ponderate e non 

ponderate. La separazione dei dati nell'analisi delle coordinate principali (PCoA) è stata 

testata utilizzando un test di permutazione con rapporti pseudo-F (funzione "adonis" nel 

pacchetto “vegan”) per evidenziare una significativa concordanza tra le diverse metriche 

di beta-diversità.  

https://liveunibo-my.sharepoint.com/personal/claudia_mininni_studio_unibo_it/Documents/Desktop/%20v.4.1.2,%22vegan
https://liveunibo-my.sharepoint.com/personal/claudia_mininni_studio_unibo_it/Documents/Desktop/%20v.4.1.2,%22vegan
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/rarefaction
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phylogenetics
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3 Risultati 

Nel presente lavoro di tesi è stata indagata la diversità del pattern microbico associato 

alla specie Chamelea gallina in un periodo di tempo lungo 5 mesi lungo la costa emiliano-

romagnola. I campionamenti sono stati effettuati in 3 punti temporali, (nei mesi di luglio, 

settembre e novembre) ed in 4 siti da nord a sud (Ravenna, Lido di Savio, Cesenatico e 

Rimini), per un totale di 12 eventi di campionamento. In ciascun evento sono stati raccolti 

un totale di 70 individui di C. gallina, 2L di acqua, 50mL di sedimenti. Le vongole 

campionate sono servite per effettuare analisi di caratterizzazione microbiologica (50 

individui per evento di campionamento) e per lo studio delle condizioni di crescita (20 

individui per evento di campionamento).  

Per la caratterizzazione del microbioma della vongola attraverso l’estrazione del DNA del 

tessuto della ghiandola gastrica, durante l’elaborazione dei campioni si è ritenuto 

necessario fare un pool di 3 ghiandole per ciascuna replica. L’amplificazione, tramite PCR, 

ed il sequenziamento hanno prodotto un totale di: 145 campioni provenienti dal tessuto 

gastrico della vongola Chamelea gallina (il numero di repliche per sito e mese è riportato 

nella Tabella 2); 12 campioni di acqua (1 replica); i campioni dei sedimenti che sono stati 

esclusi perché non sufficienti per rappresentare e confrontare le diverse condizioni 

(stagione e sito).  

Repliche  Ravenna Lido di Savio Cesenatico Rimini 

Luglio 12 8 6 10 

Settembre 9 6 6 10 

Novembre  16 18 17 18 

 

Tabella 2 – Nella tabella sono stati riportati il numero di repliche ottenute alla fine del processo di elaborazione 

dei campioni. 

 

3.1 Parametri biotici e abiotici 

Dai dati forniti dal bollettino mare pubblicato dall’ARPA (Tabella 3) nei periodi (28-29 

luglio, 12-14 settembre, 08-09 novembre) coincidenti con i giorni dei campionamenti, si 

nota una leggera variazione di temperatura, salinità, pH e ossigeno disciolto tra Ravenna 

e Rimini. In particolare, la differenza più marcata la si può notare nella salinità, tra la zona 
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di Ravenna e quella di Rimini, la salinità varia di +0,52 psu a luglio, +0,84 psu a settembre 

e +1,23 novembre. Queste piccole variazioni possono essere giustificate per l’afflusso di 

acqua dolce proveniente dal fiume Po ed antri fiumi minori in prossimità del sito di 

Ravenna. 

   Ravenna - Lido di Savio Cesenatico - Rimini 

   Luglio  Settembre Novembre Luglio  Settembre Novembre 
Temperatura °C 28,44 25,63 17,43 28,63 25,58 17,32 

Salinità psu 37,49 36,44 34,83 38,01 37,28 36,06 
pH 8,15 8,34 8,43 8,08 8,28 8,4 

O.D. fondo mg/L 5,78 5,75 6,57 5,99 5,91 7,11 
 

Tabella 3 - Nella tabella sono stati riportati i dati ambientali di temperatura, salinità, pH e ossigeno disciolto sul 

fondo, raccolti dal database dell’ARPA. 

La taglia dei campioni totali presenta una distribuzione normale con un minimo di 18,35 

mm, massimo di 37,25 mm ed una media di 23 mm. I risultati delle medie dell’indice di 

condizione, considerando 20 campioni di vongole per ciascun punto di campionamento 

nei 4 siti (Ravenna, Lido di Savio, Cesenatico, Rimini) e nei periodi (luglio, settembre, 

novembre), sono stati messi a confronto in figura 5.  

 

Figura 4 - Nell’istogramma sono messi a confronto i valori medi dell’indice di condizione basato sul peso fresco 

del tessuto molle e peso secco della conchiglia, nei 4 siti (Ravenna, Lido di Savio, Cesenatico, Rimini) e 3 periodi 

(luglio, settembre, novembre). 

L’omogeneità delle varianze è stata testata tramite il test di Levene, il p-value è risultato 

>0.05 (il rifiuto dell’ipotesi nulla: le varianze sono uguali). Il test della varianza nei diversi 

siti è stato effettuato tramite test ANOVA con un valore di significatività <0,05 p-value. Il 
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test di Tukey è stato utilizzato per i confronti multipli: risultano differenze significative 

nel mese tra Ravenna e gli altri 3 siti nel mese di luglio, e tra Rimini e gli altri 3 siti sia nel 

mese di settembre sia novembre. I risultati sembrano indicare un miglioramento delle 

condizioni della vongola da nord a sud nei mesi di settembre.  

 

3.2 Composizione del microbiota di Chamelea gallina 
 

Il sequenziamento della regione ipervariabile V3-V4 del gene 16S rRNA dal DNA 

microbico totale di 160 campioni, ha portato all’ottenimento di 1.685.768 letture totali di 

alta qualità e una media di 10.342 ± 6.000 (media ± DS) letture per campione. Le letture 

di alta qualità sono state successivamente normalizzate al numero più basso di letture per 

campione (1136), determinando la rimozione nel dataset di tre campioni, i quali 

presentavano un numero di letture inferiore, per un totale di 4199 ASV . 

Dai risultati ottenuti è stata esplorata la composizione microbica nei campioni di vongole 

ed acqua raggruppando le ASV a livello di phylum (Figura 6) e successivamente a livello 

di famiglia. 

Sono stati classificati come “dominanti” i phyla che presentano una maggiore dominanza 

relativa per un valore percentuale ≥7% e “sub-dominanti” quelli con un valore 

percentuale compreso tra 7%>4%. 

Nel sito di Ravenna sono stati identificati 21 phylum microbici (Figura 5), tra questi 

risultano dominanti nel microbiota di C. gallina i batteri appartenenti ai phylum 

Patescibacteria (9,1%), Proteobacteria (7,8%), Chloroflexi (7,5%); e come phylum sub-

dominanti Spirochaetota (6,4%) Firmicutes (6,2%), Campylobacterota (6,1%), 

Acidobacteriota (6%), Methylomirabilota (5,2%), Actinobacteriota (5,1%), 

Verrucomicrobiota (4,4%). Diversamente, nei campioni d’acqua le abbondanze relative 

sono completamente diverse, i phylum dominanti sono Planctomycetota (17,1%), 

Verrucomicrobiota (14,6%), Proteobacteria (11,8%), Margulisbacteria (10,8%).  
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Figura 5 – Nei grafici a torta è stata rappresentata a livello di phylum l’abbondanza microbica (ASVs) dei 

campioni di acqua e ghiandola gastrica della vongola C. gallina nel sito di Ravenna. Ogni phylum batterico 

presenta un’abbondanza relativa > 0,5%.  

 Nel sito di Lido di Savio sono stati identificati 24 phylum batterici nel microbiota di C. 

gallina (Figura 6), tra questi risultano dominanti i batteri appartenenti ai phylum 

Deinococcota (10,4%), Proteobacteria (9,6%), Firmicutes (8,8%), Gemmatimonadota 

(8,7%); e come phylum sub-dominanti Bdellovibrionota (6,6%), Cyanobacteria (6,6%), 

Actinobacteriota, Planctomycetota (6,4%), Nitrospirota (5,2%), Verrucomicrobiota 

(4,4%), Myxococcota (4%). Diversamente, nei campioni d’acqua i phylum dominanti sono 

Myxococcota, Patescibacteria (13,5%), Marinimicrobia_(SAR406_clade) (12,6%), 

Actinobacteriota (11,9%), Firmicutes (11,2%), Verrucomicrobiota (14,6%), 

Planctomycetota, Margulisbacteria (10,3%), Proteobacteria (8,8%).  
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Phyla microbici 

 

Figura 6 - Nei grafici a torta è stata rappresentata a livello di phylum l’abbondanza microbica (ASVs) dei 

campioni di acqua e ghiandola gastrica della vongola C. gallina nel sito di Lido di Savio. Ogni phylum batterico 

presenta un’abbondanza relativa > 0,5%. 

Nel sito di Cesenatico sono stati identificati 20 phylum microbici (Figure 7), tra questi 

risultano dominanti nel microbiota di C. gallina i batteri appartenenti ai phylum 

Chloroflexi (7,7%), Proteobacteria (7,2%), Verrucomicrobiota (7,2%), 

Gemmatimonadota (7%); e come phylum sub-dominanti Actinobacteriota (6,8%), 

Cyanobacteria (6,6%), Firmicutes (5,7%), Campylobacterota (5,5%), Planctomycetota 

(5,3%), Myxococcota , Fusobacteriota (5%). 

Diversamente, nei campioni d’acqua i phylum dominanti sono Bdellovibrionota (13,6%) 

Actinobacteriota (13,6%), Gemmatimonadota (12,1%), Verrucomicrobiota (9%). 
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Figura 7 - Nei grafici a torta è stata rappresentata a livello di phylum l’abbondanza microbica (ASVs) dei 

campioni di acqua e ghiandola gastrica della vongola C. gallina nel sito di Cesenatico. Ogni phylum batterico 

presenta un’abbondanza relativa > 0,5%. 

Nel sito di Rimini sono stati identificati 24 phylum microbici (Figura 8), tra questi 

risultano dominanti nel microbiota di C. gallina i batteri appartenenti ai phylum 

Planctomycetota (10,8%), Myxococcota (8,1%) e come phylum sub-dominanti 

Desulfobacterota (6,8%), Methylomirabilota (6,5%), Verrucomicrobiota (5,7%), 

Bacteroidota (5,4%), Firmicutes (5%), Gemmatimonadota (4,6%), SAR324_clade 

(Marine_group_B) (4,4%), Bdellovibrionota (4,4%). 

Nei campioni d’acqua i phylum dominanti sono Bdellovibrionota (16%), 

Desulfobacterota, Acidobacteriota, Margulisbacteria, Spirochaetota (9,4%), 

Marinimicrobia_(SAR406_clade) (8,9%). 
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Figura 8 - Nei grafici a torta è stata rappresentata a livello di phylum l’abbondanza microbica (ASVs) dei 

campioni di acqua e ghiandola gastrica della vongola C. gallina nel sito di Rimini. Ogni phylum batterico 

presenta un’abbondanza relativa > 0,5%. 
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3.3 Variazione del microbiota della vongola in risposta alla stagionalità nei 

siti 
 

Lo studio della variazione della diversità del microbiota della vongola in risposta alle 

variazioni stagionali nei quattro siti di indagine è stato fatto mediante analisi della 

diversità alfa e beta.  

L’analisi della beta diversità, basata sulle distanze UniFrac (a livello di famiglia microbica), 

è stata valutata tramite indagine statistica PCoA, con lo scopo di comprendere quali siano 

i pattern di distribuzione all’interno di ciascun sito dei campioni dei diversi time-point in 

termini di diversità batterica. Attraverso questo tipo di indagine è possibile capire se ci 

siano delle separazioni o sovrapposizioni apprezzabili nei diversi pattern che 

caratterizzano la stagione, evidenziando, quelle che sono le differenze tra i diversi siti. 

Inoltre, risulta utile per nell’individuazione dei driver microbici che portano alla 

separazione dei diversi gruppi. 

L’alfa diversità calcolata con tre indici di diversità filogenetica di Faith “faith_PD”, di 

diversità a livello di ASV osservate “Observer_ASV” e di diversità di Shannon per la 

ricchezza microbica “Shannon” ha lo scopo di valutare la variazione della diversità nello 

stesso sito ma in periodi diversi (luglio, settembre, novembre). 

Nel sito di Ravennaè possibile notare come la distribuzione dei campioni sia molto sparsa 

ma, nonostante ciò, si registra una separazione stagionale tra i campioni (Figura 9A),. A 

novembre la separazione dei campioni di C. gallina è guidata dalla famiglia delle 

Mycoplasmataceae, mentre i campioni di luglio e settembre sono più ravvicinati e le 

famiglie che caratterizzano la separazione sono Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae, 

Pirellulaceae, Rikenellaceae (Figura 9B).    

Nello studio dell’alfa diversità di Ravenna (Figura 9.C), il confronto tra i campioni di luglio 

e novembre per l’indice di Shannon risultano significativamente differenti (p-value< 0,5). 

In generale è comunque possibile notare un trend di variazione in termini di diversità nel 

sito. Notiamo che il microbiota dell’acqua e quello della vongola hanno andamenti opposti 

al variare del tempo: il microbiota di C. gallina, con il passare del tempo, tendono ad un 

impoverimento della diversità microbica al contrario dell’acqua (diversità minore a luglio 

e maggiore a novembre). 
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Figura 9 – I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il sito di Ravenna. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica UniFrac 

tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (permutazioni con test pseudo-F , P-

value<0,05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con EnvFit p<0,001. (C) 

Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità a livello di OTU 

(Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

Nel sito di Lido di Savio (Figura 10) vediamo una separazione più netta tra il mese di 

novembre e luglio-settembre. In questo caso vediamo che il driver di separazione dei mesi 

di luglio-settembre rispetto a novembre (Figura 10A) è rappresentato dalla famiglia delle 

Mycoplasmataceae, mentre i campioni di novembre sembrano guidati da più famiglie 

microbiche (Sphingomonadaceae, Rhizobiaceae, Bacillaceae, Gemmataceae) (Figura 10B). 

I campioni di acqua di luglio e settembre sono distanti a livello spaziale dal resto dei 

campioni e sono guidati dalla famiglia delle Halieaceae.  

Nello studio dell’alfa diversità (Figura 10C) sono risultati significativi a livello statistico 

(p-value< 0,5) il confronto tra il mese di luglio contro i mesi di settembre e novembre. Qui 

vediamo sempre una riduzione molto marcata in termini di diversità microbica e nel 

passaggio da luglio a novembre (diversità maggiore a luglio e minore a novembre).  
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Figura 10 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il sito di Lido di Savio. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica 

UniFrac tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con 

rapporti pseudo-F, P-value<0,05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con 

EnvFit p<0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità 

a livello di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

Nel sito di Cesenatico (Figura 11 A, B) vediamo una sovrapposizione maggiore dei 

campioni per i siti di luglio e settembre, con Staphylococcaceae, Lachnospiraceae, 

Moraxellaceae, Spirochaetaceae come driver di separazione, mentre ritroviamo i 

campioni del mese di novembre sempre ben distanziati.   

Nello studio dell’alfa diversità di Cesenatico (Figura 11C) sono risultati significativi a 

livello statistico (p-value< 0,5): il confronto tra il mese di luglio e novembre per l’indice 

basato sulle conte delle OTU (Observed_asvs); mentre, l’indice di Shannon mostra un’alfa 

diversità significativa tra i campioni del mese di novembre contro i campioni di settembre 

e luglio.  
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 Nella figura 11.C non è visibile un trend di variazione della diversità, ma notiamo un 

ampio range di diversità nel mese di settembre, e in generale, una più alta diversità 

rispetto a luglio e novembre.  
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Figura 11 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il sito di Cesenatico. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica UniFrac 

tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con rapporti 

pseudo-F , P-value=0,053). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con EnvFit 

p<0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità a livello 

di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

Anche per il sito di Rimini (Figura 12.A) vediamo una separazione tra i campioni del mese 

di novembre e quelli luglio-settembre, che anche in questo caso sembrano sovrapporsi. 

Come driver principali di separazione ritroviamo la famiglia delle Mycoplasmataceae per 

i campioni di novembre, accompagnate da Rubritaleaceae, Vibrionaceae, 

Pseudoalteromonadaceae. In questo sito vediamo anche la famiglia delle Cyanobiaceae 

come forzanti di separazione dei campioni di luglio da quelli di settembre. 

I confronti dell’alfa diversità (Figura 12.C) per il sito di Rimini risultano quasi tutti 

significativi (p-value< 0,5) per i tre indici (Observed_asvs, faith_PD, Shannon). Nel sito di 

Rimini il trend di variazione di diversità microbica sembrerebbe aumentare con il passare 

del tempo (diversità minore a luglio e maggiore a novembre), in questo caso però i 

campioni di acqua non sembrano seguire lo stesso andamento. 
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Figura 12 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il sito di Rimini. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica UniFrac 

tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con rapporti 

pseudo-F, P-value <0.05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con EnvFit 

p>0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità a livello 

di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

 

3.4 Sito specificità del microbiota della vongola stratificata per stagioni 
 

La specificità del microbiota della vongola C. gallina nei siti Di Ravenna, Lido di Savio, 

Cesenatico e Rimini stratificata per stagioni (nei mesi di luglio, settembre e novembre) è 

stata studiata attraverso lo studio della diversità alfa (calcolata sui tre indici 

precedentemente descritti) e beta diversità (PCoA sulle distanze UniFrac). 

Lo scopo è stato quello di comprendere quali siano le distribuzioni dei campioni nei 

diversi siti all’interno di ciascun time-poit in termini di diversità batterica. Con questo tipo 

di indagine è possibile capire se ci siano delle separazioni o sovrapposizioni nella diversità 

che caratterizzano la stagione, evidenziando, quelle che sono le differenze tra i diversi siti. 
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Inoltre, risulta utile per nell’individuazione dei driver microbici che portano alla 

separazione dei diversi gruppi. 

Nel mese di luglio i campioni (Figura 13.A) dei diversi siti si sovrappongono parzialmente 

ad accezione dei campioni provenienti dal sito Lido di Savio. Le famiglie microbiche che 

risultano avere una maggiore influenza in termini di separazione dei campioni di Lido di 

Savio sono Nocardioidace, Xanthobacteraceae, Paenibacillaceae, mentre per Cesenatico, 

Ravenna e Rimini sono le Cyanobiaceae. I tre campioni di acqua sono separati dagli altri 

per la presenza delle famiglie Muribaculaceae e Lachnospiraceae (Figura 13.B). 

Il grafico della diversità alfa (Figura 13.C) evidenzia una bassa diversità per i campioni di 

Lido di Savio rispetto ai campioni degli altri tre siti, che presentano una diversità 

maggiore per tutti e tre gli indici considerati. La diversità dei siti risulta statisticamente 

significativa soprattutto nel confronto tra i campioni di Lido di Savio contro i restanti tre 

siti, e tra i campioni di Ravenna contro quelli di Rimini. 
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Figura 13 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il mese di luglio nei 4 siti. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica 

UniFrac tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con 

rapporti pseudo-F, P-value<0,05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con 
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EnvFit p<0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità 

a livello di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

Nel mese di settembre i campioni di C. gallina si trovano maggiormente sovrapposti 

graficamente rispetto alle altre condizioni sopracitate (Figura 14.A). I campioni di Rimini 

tendono a separarsi maggiormente dagli altri con le famiglie microbiche Lachnospiraceae, 

Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lactobacillaceaeei come driver. I tre campioni di acqua 

risultano anche in questo caso fortemente diversi con Clade I e SAR86_clade come drivers 

(Figura 14. B). 

Il grafico della diversità alfa conferma la similarità dei campioni nei diversi siti, con un 

livello di diversità maggiore per il microbiota delle vongole provenienti da Cesenatico 

(Figura 14.C). 
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Figura 14 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il mese di settembre nei 4 siti. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica 

UniFrac tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con 

rapporti pseudo-F, P-value<0,05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con 
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EnvFit p<0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità 

a livello di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

Nel mese di novembre i campioni di C. gallina nei diversi siti sono ben differenziati 

(Figura15.A). I campioni del microbiota della vongola di Lido di Savio e Ravenna nel 

grafico risultano sovrapposti e guidati nella separazione dalle famiglie microbiche 

Mycoplasmataceae e Rubritaleaceae (Figura 15.B). I campioni di Rimini e Cesenatico 

risultano nettamente diversi dagli altri due siti, seppure separati tra loro (Figura 15.A). 

Cesenatico presenta come driver di separazione Phycisphaeraceae, Rikenellaceae 

Pseudoalteromonadaceae Clostridia, Xanthobacteraceae e Phycisphaeraceae (Figura 15B). 

Il grafico della diversità alfa conferma differenze significative per tutti e tre gli indici nel 

confronto tra Rimini e gli altri tre siti, che presenta una diversità maggiore. 
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Figura 15 - I grafici rappresentano la beta e l’alfa diversità dei campioni di acqua e ghiandola digestiva della 

vongola C. gallina per il mese di novembre nei 4 siti. (A, B) Analisi PCoA non pesata basata sulla distanza metrica 

UniFrac tra i singoli campioni batterici. I campioni sono significativamente separati (test di permutazioni con 
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rapporti pseudo-F, P-value<0,05). (A) Ellissi costruiti sui raggruppamenti dei campioni. (B) Analisi PCoA con 

EnvFit p<0,001. (C) Alfa diversità calcolata attraverso la diversità filogenetica di Faith (faith_PD), la diversità 

a livello di OTU (Observered_ASV), e diversità di Shannon per la ricchezza microbica (shannon). 

In generale, nel mese di luglio il sito di Lido di Savio si separa nettamente dagli altri con 

Nocardioidace, Xanthobacteraceae, Paenibacillaceae, mentre per Cesenatico, Ravenna e 

Rimini sono le Cyanobiaceae.   

Il mese di settembre Ravenna, Lido di Savio e Cesenatico si sovrappongono 

maggiormente, mentre rimini Rimini si separa con Lachnospiraceae, Rikenellaceae, 

Lactobacillaceae, Prevotellaceae come driver. 

Nel mese di novembre ritroviamo una maggiore separazione, Ravenna e Lido di Savio 

sono sovrapposti e guidati dalla famiglia delle Mycoplasmataceae e Rubritaleaceae; Rimini 

si separa nettamente da tutti, così come Cesenatico con Phycisphaeraceae, Rikenellaceae 

Pseudoalteromonadaceae Clostridia, Xanthobacteraceae e Phycisphaeraceae come driver. 

4 Discussione  

Nel presente studio è stato caratterizzato il microbiota presente nella ghiandola digestiva 

della vongola comune Chamelea gallina nell’area FLAG della costa emiliano-romagnola, 

scelta per la presenza di questo mollusco bivalve di forte interesse commerciale e 

protagonista di frequenti eventi di moria non ancora completamente chiariti. Finora la 

ricerca si è concentrata maggiormente sui patogeni presenti nei molluschi d’interesse 

commerciale come potenziale rischio per la salute umana, ma in questo campo sarebbe 

utile conoscere quali siano i patogeni potenzialmente dannosi per la sopravvivenza degli 

organismi stessi. 

Sono state esplorate le variazioni stagionali nella struttura del microbiota della vongola e 

nell'ecosistema microbico dell'acqua di mare circostante in quattro siti scelti ad hoc 

secondo un gradiente di produttività, minore a Ravenna e maggiore a Rimini. 

A giudicare dai dati abiotici di temperatura, salinità, pH e ossigeno disciolto raccolti, tra 

la zona Nord (Ravenna – Lido di Savio) e la zona sud (Cesenatico- Rimini) non sembrano 

esserci variazioni significative utili a spiegare la differenze di condizione dello stock 

(indice di condizione) e di diversità microbica associata alla vongola.  
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Il microbiota della vongola risulta ben differenziato da quello dell'acqua di mare, infatti, 

molti dei phylum batterici dominanti nell’acqua sono quasi del tutto assenti nel 

microbiota della vongola (Bacteroidota, Margulisbacteria, Bdellovibrionota), con una 

variazione specifica per ciascun sito.  Questo conferma il fatto che gli animali, compresi i 

filtratori acquatici, sviluppano un proprio microbiota con una specifica funzione e la loro 

distribuzione non è casuale. Sia a livello di phylum, sia di famiglie, il microbiota di C. 

gallina è molto diversificato nei diversi siti tanto da non phylum batterici dominanti in 

comune nei quattro siti che presenti.     

Considerando lo studio di condizione (indice di condizione) delle vongole, si nota come il 

sito di Rimini sembra rispondere meglio da un punto di vista prettamente morfologico, in 

quanto i valori dell’indice di condizione risultano generalmente più alti rispetto agli altri 

siti. Nel mese di settembre è possibile notare un trend positivo secondo il gradiente Nord-

Sud, con un picco di condizione per il sito di Rimini. 

Dallo studio della variazione della ricchezza microbica (alfa diversità) è emersa un 

importante separazione. Nell’area Nord, comprensiva dei siti Ravenna-Lido di Savio, si ha 

un riduzione della diversità (concorde per i tre indici); contrariamente all’area Sud, 

Cesenatico-Rimini, i quali presentano trend contrari ed opposti, ovvero la diversità 

microbica aumenta al passare del tempo. Esiste una correlazione diretta tra produttività 

e diversità microbica, poiché i cambiamenti nei microbiomi batterici sono implicati nelle 

prestazioni degli animali nello sviluppo di malattie, sia di origine batterica che virale, e 

nelle disbiosi innescate da fattori di stress ambientali (Infante-Villamil et al., 2021).   

Le variazioni di diversità alfa che vedono una riduzione nel tempo (nei siti di Ravenna e 

Lido di Savio), sono sicuramente indice di stress dato che normalmente la diversità 

microbica, in individui in salute, dovrebbe aumentare nel tempo. 

Una caratteristica interessante riscontrata in tutti i siti, attraverso lo studio della beta 

disvestita, è una netta separazione stagionale tra i campioni di luglio-settembre e i 

campioni di novembre. 

Il sito di Rimini tende a separarsi in termini di distribuzione e diversità microbica (beta 

diversità) rispetto agli altri siti. Inoltre, questo stesso sito presenta il più alto indice di 

condizione ed una maggiore diversità microbica caratterizzata dall’abbondanza di cinque 
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famiglie batteriche (Lachnospiraceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lactobacillaceae, 

Pseudoalteromonadaceae); le quali potrebbero avere una funzione di promozione della 

crescita (Growth Promoting Bacteria). Le famiglie Lachnospiraceae e Prevotellaceae sono 

particolarmente importanti per la salute del sistema digerente, in quanto fortemente 

coinvolte nel metabolismo e di carboidrati complessi per la produzione di SCFA (acidi 

grassi a catena corta) (Zhang et al., 2018).  

La famiglia delle Rikenellaceae è costituita da un gran numero di batteri coinvolti nel 

metabolismo dei lipidi con la produzione acidi grassi (come acetato, propionato, butirrato 

e valerato) (Zhang et al., 2018). 

La famiglia delle Lactobacillaceae, oltre ad avere un ruolo metabolico, tra cui la 

fermentazione dello zucchero (glucosio) in acido lattico, sono in grado di agire come 

stimolanti del sistema immunitario (Nagasaka et al., 2022). Anche le 

Pseudoalteromonadaceae potrebbero svolgere un ruolo benefico, poiché questa famiglia 

batterica sembrerebbe responsabile della produzione, oltre che di metaboliti primari, 

anche di composti bromurati con proprietà antibatteriche e antivirali (Ivanova et al., 

2013). Si ipotizza, quindi, che la bassa mortalità ed il buono stato dello stock sia dovuto, 

almeno in parte, alla presenza dei GPB (Growth Promoting Bacteria). 

In questo lavoro di tesi non sono presenti i dati del microbiota associato ai sedimenti, ma 

si pensa che questa informazione possa fornire nuove indicazioni su quali possano essere 

i driver batterici di separazione tra i diversi siti e stagioni. In futuro, si prevede di 

caratterizzare il microbiota associato ai sedimenti in cui vive Chamelea gallina come 

possibile source di GPB, tramite esperimenti condotti in ambiente controllato. 

Indagare la diversità e la composizione della comunità microbica di Chamelea gallina e 

quella dell’ambiente in cui questo bivalve vive, durante il susseguirsi di variazioni 

climatiche, è fondamentale per comprendere il significato fisiologico dell’associazione tra 

il microbiota dell’organismo ospite e l’ambiente circostante, in modo da contribuire alla 

spiegazione delle concause che portano ad eventi di mortalità di massa.   
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5 Conclusioni  

Il fine ultimo di questo progetto FLAG per il recupero della vongola comune Chamelea 

gallina è quello di sviluppare un approccio innovativo per risolvere le cause dell’attuale 

mortalità, arrivando all’identificazione di nuove strategie di gestione e produzione, al fine 

di tutelare le specie autoctone recuperando gli standard di produttività.  

Nell’ambito dell’acquacoltura vengono ad oggi impiegati una serie di potenziali probiotici, 

inclusi batteri, batteriofagi, funghi e lieviti (Hai et al., 2015; Newaj-Fyzul & Austin, 2015; 

Verschuere et al., 2000), utili a mitigare gli effetti di malattie e stress esogeni negli 

organismi. 

La formulazione dei probiotici nel caso delle vongole verrebbe basata su quelle famiglie 

batteriche GPB selezionate da questo lavoro. 

Questi probiotici in acquacoltura vengono somministrati all’ospite o al suo ambiente 

mediante la dieta artificiale o tramite cibo vivo (precedentemente trattato), o 

eventualmente, aggiunti all'acqua di coltura. Queste stesse metodologie sarebbero di 

difficile impiego in un ambiente aperto, dove non è possibile la somministrazione tramite 

dieta o attraverso l’acqua a causa del fenomeno di diluizione. Per questo si pensa che un 

approccio innovativo possa essere la somministrazione di probiotici scelti ad hoc sulla 

base del monitoraggio del microbiota dell’organismo, attraverso tecniche di inoculo di 

batteri benefici per l’ospite, direttamente nei sedimenti. Tecniche simili vengono già 

impiegate in ambiente terrestre attraverso l’utilizzo di bioinoculanti PGRP (Plant Growth 

Promoting Rhizobacteria) i quali promuovono direttamente o indirettamente la crescita 

e lo sviluppo delle piante attraverso la produzione di segnali regolatori, antibiotici e 

nutrienti partendo sul suolo in cui vivono (Chaudhary et al., 2020). 
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