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Summary: Bianchetto (the juvenile Sardina pilchardus, Walbaum, 1792) and Rossetto (Aphia minuta, Risso, 1810) are species of great interest in our Country, mostly appreciated by consumers, utilized either as row products or for preparing typical fish recipes. Due to their small dimension they can be substituted with some Chinese low commercial value species (Order Osmeriformes, Family Salangidae) recently appeared on our market. Despite the actual legislation (D. MIPAF 25 Luglio 2005) designs Pesce Ghiaccio as the commercial name for the Chinese species, various cases of mislabelling are reported. In this work a direct sequencing of a partial DNA sequence of mitochondrial citochrome b was utilized for specie identification. A phylogenetic tree was constructed to better characterize fish sequence divergences.
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INTRODUZIONE

Ai sensi del Decreto MIPAF del 25 Luglio del 2005 (1) con le denominazioni commerciali di Bianchetto e Rossetto possono essere immessi sul mercato rispettivamente il novellame di Sardina pilchardus (Walbaum, 1792) e la forma adulta di un piccolo gobide,  Aphia minuta (Risso, 1810). Si tratta di specie di notevole interesse commerciale consumate prevalentemente come prodotto fresco, ma anche utilizzate, in alcune regioni italiane, per la preparazione di conserve. Purtroppo, la limitata reperibilità del prodotto ed il costo elevato hanno portato negli ultimi anni alla vendita di specie morfologicamente simili, ma di minore valore commerciale, in particolare, quelle di origine cinese importate in Italia come prodotto congelato (3, 4). Quest’ultime, appartenenti all’Ordine Osmeriformes, Famiglia Salangidae, vengono nell’insieme identificate come Icefishes e/o Noodlefishes e sono ampliamente diffuse in Asia (Corea, Giappone, Vietnam e Cina), dove popolano sia le acque dolci che salate (5, 6, 7). Ai sensi della vigente normativa, soltanto due generi dei sei di tale Famiglia (Protosalanx spp e Neosalanx spp) possono essere commercializzati sul nostro territorio come Pesce Ghiaccio e non mancano segnalazioni di casi di sostituzione in prodotti sia freschi che lavorati (8, 9). Sebbene il riconoscimento delle specie sopra citate possa essere effettuato attraverso lo studio dei caratteri morfologici o, nel caso di Aphia, anche attraverso l’analisi microscopica delle vertebre, tali metodiche possono rivelarsi non sempre di facile esecuzione per le piccole dimensioni degli esemplari. In passato l’isoelettrofocalizzazione (IEF) delle proteine muscolari è stata proposta come ausilio diagnostico per l’identificazione di queste specie (4), ma la denaturazione che si verifica nei prodotti trasformati rappresenta un ostacolo all’applicazione di tale metodica; per questo motivo la reazione a catena della polimerasi (PCR) e lo studio della sequenza nucleotidica del DNA mitocondriale (mtDNA) rappresentano uno strumento più efficace (10, 11). Lo scopo del nostro lavoro è quello di identificare le specie vendute con la denominazione commerciale di Bianchetto e Rossetto e distinguerle da quelle d’importazione dai Paesi orientali, mediante analisi molecolare attraverso il sequenziamento diretto di una porzione del gene che codifica per il citocromo b (cyt b) dell’mtDNA. 

MATERIALI E METODI

In questo lavoro sono stati utilizzati due esemplari di Aphia minuta e cinque esemplari di Neosalanx spp (commercializzati con la denominazione scientifica di Neosalanx tangkahkei) acquistati in diversi punti vendita della Provincia di Pisa e successivamente identificati a livello di specie e/o genere da un esperto del Servizio Veterinario Ufficiale. L’estrazione del DNA è stata effettuata a partire da 10 mg di tessuto muscolare di ciascun esemplare utilizzando Tri Reagent® (Ambion), con alcune modifiche al protocollo della casa produttrice. Con il DNA ottenuto è stata allestita una PCR usando dei primers che amplificano un frammento del cyt b di 880 bp (12). I prodotti d’amplificazione sono stati visualizzati mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio ed i campioni positivi sono stati sottoposti a sequenziamento. Le analisi sui sette campioni sono state condotte in doppio. Lo studio dell’allineamento delle sequenze di frammenti del mtDNA è stato effettuato con il programma Clustal W mentre per l’interpretazione dei dati è stato usato il programma BLASTn del National Center for Biotechnology International (NCBI) per valutare l’omologia fra le sequenze (13). Per facilitarne il confronto sono state utilizzate delle sequenze per il cyt b di diverse specie ittiche depositate in GenBank. Le sequenze ottenute dai campioni identificati come Aphia minuta (Risso, 1810) e Neosalanx spp ed altre depositate in GenBank sono state usate per l’analisi filogenetica effettuata con il programma Mega 3.1 (Kimura 2 parameter, trantition + tranversions) (14). 

RISULTATI

Un frammento di circa 880 bp del gene che codifica per il cyt b è stato scelto per l’identificazione di specie. La buona qualità del DNA ottenuto ha permesso il sequenziamento dei prodotti di amplificazione in entrambi i sensi, evidenziando un’identità di circa il 100% tra i duplicati. Per caratterizzare le differenze filogenetiche del Rossetto, Bianchetto e Pesce Ghiaccio abbiamo confrontato le sequenze ottenute dal nostro lavoro con quelle presenti in GenBank appartenenti alle diverse Famiglie corrispondenti. Il confronto delle sequenze ha dimostrato differenti livelli di omologia (13). Non è stato possibile effettuare un’identificazione di specie più precisa per la scarsa presenza in GenBank di sequenze d’interesse. L’analisi filogenetica ci ha permesso di ottenere un albero con 1000 replicati, dove è possibile distinguere 4 rami principali: 2 rami maggiori che comprendono le Famiglie Salangidae e Gobidae e 2 rami più piccoli che comprendono i due esemplari di Aphia minuta (Risso, 1810) e la sequenza di Sardina pilchardus (Walbaum, 1792) (Fig. 1). Il ramo della Famiglia Salangidae comprende le sequenze ottenute dai cinque campioni di Neosalanx spp e le sequenze presenti in GenBank di Neosalanx taihuensis (Chen, 1956) e Neosalanx jordani (Wakiya & Takahashi, 1937), rivelando un’elevata omologia. Il confronto delle sequenze di Aphia minuta (Risso, 1810) con quelle depositate ha evidenziato una omologia di circa il 90% con le specie appartenenti alla Famiglia Gobidae, Elacatinus spp e Ginsburgellus novemlineatus (Fowler, 1950); le sequenze di Aphia si collocano al di fuori del ramo di tale Famiglia. 

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

I dati ottenuti attraverso il confronto delle sequenze dei nostri campioni con quelle depositate in GenBank hanno evidenziato una significativa distanza filogenetica tra gli esemplari appartenenti alle tre Famiglie d’interesse. Il nostro studio ci ha permesso di identificare a livello di specie i campioni presi in esame. Le sequenze  per un frammento del cyt b di Aphia minuta (Risso, 1810) ci hanno fornito informazioni relative ad una specie non ancora studiata da un punto di vista molecolare e filogenetico. Dall’analisi filogenetica abbiamo osservato la mancanza di un’elevata omologia tra Aphia minuta (Risso, 1810) e le specie appartenenti alla Famiglia Gobidae (Fig. 1) probabilmente da mettere in relazione alla difficoltà di classificazione dei gobioidei (12). L’impossibilità di effettuare un riconoscimento a livello di specie degli esemplari di Pesce Ghiaccio e l’assenza in banca dati di sequenze relative a Neosalanx tangkahkei (Wu, 1931) non ci permette al momento di asserire che tutti i campioni sequenziati appartengano a tale specie, anche se in base ai dati bibliografici (3, 4) quest’ultima insieme al Protosalanx hyalocranius (Abbott, 1901) risulta essere quella più frequentemente presente sui nostri mercati. Al momento, soltanto due delle dieci specie appartenenti al genere Neosalanx spp e una delle due appartenenti al genere Protosalanx spp sono presenti in GenBank; pertanto, inserendo le sequenze per il gene cyt b ottenute con il nostro studio contribuiremo ad arricchire i dati molecolari per queste specie Infine, la tecnica di sequenziamento diretto dei prodotti di amplificazione utilizzata rappresenta sicuramente un valido ausilio diagnostico per evidenziare frodi commerciali permettendo l’identificazione di quelle specie che, per le loro piccole dimensioni, non sempre si prestano ad un riconoscimento mediante l’utilizzo di chiavi tassonomiche. Inoltre, considerando che le zoonosi associate al consumo di specie d’acqua dolce costituiscono un problema crescente sul territorio Asiatico (15, 16) e che episodi di infestazione sono stati descritti per alcune specie appartenenti alla Famiglia Salangidae (17), il seguente lavoro risulta utile anche nel contrastare i potenziali rischi sanitari associati a prodotti di origine cinese. 
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Figura 1. Analisi filogenetica con il metodo Neighbor-Joining su sequenze parziali del gene del cyt b di prodotti della pesca venduti come Rossetto, Pesce Ghiaccio e sequenze di riferimento delle Famiglie Salangidae, Gobidae e Clupeidae (numero di riferimento di GenBank). Sono stati riportati ai nodi i valori di Bootstrap superiori a 70.
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