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Il Kit - Descrizione

Il Kit contiene versioni ottimizzate per l’uso sul campo e, a temperatura ambiente, della strumentazione e dei reagenti necessari all’estrazione, purificazione, amplificazione e sequenziamento del DNA. È basato sull’uso di tecnologie che permettono l’estrazione del DNA senza richiedere complesse apparecchiature di laboratorio; prevede l’amplificazione del DNA con un termociclatore di dimensioni ridotte appositamente realizzato per funzionare a 12 V e dotato di fluorimetro integrato per la valutazione del successo della quantificazione del DNA. Prevede inoltre il sequenziamento della regione barcoding mediante l’impiego di un sequenziatore di terza generazione di dimensioni simili o inferiori a una lattina da 25 cl. Il kit prevede inoltre l’inclusione di un device di trasmissione elettronica della sequenza ottenuta, tramite l’uso della rete di trasmissione dati cellulare (3G/4G) o satellitare.


[image: Macintosh HD:Users:michelemenegon:Desktop:MOA:KIT MOA.pdf]



Aree di Applicazione del Kit

Il Kit è stato pensato principalmente per permettere l’analisi del DNA di specie selvatiche nei paesi della fascia intertropicale a bassa infrastrutturazione tecnologica, che collettivamente rappresentano l’area a maggiore biodiversità del pianeta. Il fine è quello di facilitare e accelerare l’acquisizione di informazioni critiche sulla biodiversità. L’iniziativa muove i primi passi in un momento, l’attuale, in cui è stimata una perdita di circa 150-200 specie ogni ventiquattro ore (UNEP) – la cosiddetta “sesta estinzione di massa”.
La valutazione della biodiversità, basata su dati molecolari (che includa cioè la reale quantità di storia evolutiva contenuta nei taxa, e la conseguente diversità genomica, funzionale, morfologica), è un oggi imperativo irrinunciabile per la società  umana globale, in quanto costituisce un passo fondamentale di ogni azione di prioritizzazione della aree importanti per la conservazione e uno strumento essenziale per una consapevole pianificazione del territorio.

1. Conservazione della Biodiversità

Il Kit permette di produrre risultati in tempo reale sulla complessità biologica dei siti investigati tramite una rapida identificazione molecolare dei taxa campionati. Permette inoltre di identificare la componente criptica della biodiversità e distinguere tra taxa simili. Tutto ciò abbattendo tempi, logistica e costi dovuti a raccolta e conservazione dei campioni, permessi di esportazione, tempi e costi doganali, promuovendo nello stesso tempo una rapida e fattiva collaborazione tra ricercatori locali e non, al fine di arrivare a definire rapidamente indici di valore biologico su base molecolare, delle aree investigate.

2. DNA barcoding e implicazioni tassonomiche 

Il kit, può offrire un concreto contributo al progetto DNA barcode (o Barcode of life) che consiste nella creazione di una banca dati pubblica riguardante sequenze appartenenti a campioni di specie diverse e fornisce una “chiave” pratica e utile di accesso alla conoscenza della specie. Le applicazioni del DNA barcode sono molteplici e di natura sia applicativa sia scientifica e in tale contesto il progetto DNA Field Lab può essere visto come un tipo di genomica “orizzontale” in quanto permette un rapido ed efficiente paragone tra regioni genomiche prefissate anche tra organismi evolutivamente molto distanti. Inoltre permette di arrivare a raccogliere i dati molecolari rilevanti direttamente sul campo, su individui vivi (invece che su campioni musealizzati) limitando la raccolta a quegli individui il cui ruolo nella tassonomia del gruppo a cui appartengono è stato appurato su base molecolare (ad esempio in tutti i casi di diversità criptica).

3. Indagini forensi sulle specie selvatiche – conservazione della biodiversità

Il Kit estende di molto l’efficacia e il campo di applicazione delle analisi molecolari nella lotta al commercio illegale di specie minacciate. Infatti, la possibilità di sequenziare in loco e rapidamente qualsiasi campione sospetto, rende possibile l’attribuzione certa degli esemplari o campioni in questione, eliminando di fatto tutte le pratiche illegali che si basano sull’impossibilità di verificare le specie commerciate (specie esportate ‘sotto’ il nome di altre, parti di animali attribuite a specie non CITES e quindi oggetto di commercio.

Potenziali utilizzatori del Kit

1. Istituti di ricerca, Musei di Scienze, Università che lavorano nella documentazione della biodiversità
2. Agenzie non governative di Conservazione delle specie e del territorio
3. Agenzie governative di gestione del territorio
4. Aree Protette 
5. Istituti che si occupano dell’eradicazione di specie aliene
6. Istituti doganali e di controllo del commercio illegale di specie selvatiche

Analisi del DNA

La storia del sequenziamento del DNA ebbe inizio quando, nel 1977, F. Sanger pubblicò il metodo per determinare l’ordine dei nucleotidi del DNA. Per anni la maggior parte delle applicazioni si sono basate su variazioni ed evoluzioni dell'algoritmo Sanger, in grado di generare sequenze, reads, lunghe fino a 800 nucleotidi. Da una decina d'anni tuttavia le tecnologie di sequenziamento di nuova generazione (NGS) hanno dimostrato le loro potenzialità, con reads corte e ad alto rendimento, arrivando presto a soppiantare le tecnologie precedenti. Questo, unito allo sviluppo di varie discipline, dalla chimica alla bioinformatica, hanno portato alla possibilità di eseguire sequenziamenti di DNA, a prezzi contenuti fino allora irrealizzabili. 

La bioinformatica in questo processo di sviluppo è stata fondamentale. Grazie ad essa sono stati sviluppati molteplici algoritmi, basati su tecniche diverse per ottimizzare analisi su moli di dati sempre più vaste. Uno dei motivi per cui le NGS sono in primo piano tra le tecnologie del settore è che, con le loro caratteristiche e le loro potenzialità, hanno consentito a diverse discipline di svilupparsi in modi che fino a pochi anni fa erano impensabili. 

Tuttora le NGS trovano applicazione in ambiti diversi, dalla ricerca contro il cancro, all'analisi del DNA umano, allo studio sulla biodiversità. Tra i maggiori limiti dei sistemi di sequenziamento finora realizzati ci sono i costi delle infrastrutture necessarie all’operatività dei sequenziatori e le stesse condizioni di operatività degli stessi, che richiedono ambienti a temperatura stabile, grande consumo di energia e imponenti sistemi informatici per gestire la mole di dati necessaria alle operazioni. Com’è accaduto in altri settori, l’ottimizzazione delle tecnologie esistenti e l’avvento delle nanotecnologie, lascia intravvedere nuove possibilità di utilizzo di quanto in questo momento a disposizione, ma soprattutto invita a considerare la scissione tra device e infrastruttura che lo ospita, aprendo le frontiere dell’operatività mobile a tecnologie tipicamente localizzate in ambienti laboratoriali specifici come appunto, il sequenziamento del DNA.




Implicazioni per la ricerca nei paesi della fascia intertropicale

La ricerca in generale, e quella biologica in particolare, sono fortemente influenzate da fattori geografici e politici. I progressi nell’investigazione della biodiversità terrestre continuano a essere minati da impedimenti di tipo sociopolitico. Il numero di pubblicazioni sulla biodiversità, inclusa la scoperta di nuove specie, dei singoli paesi ogni anno, è fortemente dipendente dalle infrastrutture disponibili nel paese (Grieneisen et al. 2014). Politiche internazionali che rafforzano, sia le infrastrutture necessarie all’investigazione tassonomica dei paesi ad alta biodiversità sia le collaborazioni tra i paesi ad alta biodiversità e quelli ad alta infrastrutturazione, sono necessari per accelerare la studio della biodiversità a livello mondiale, specialmente alla luce del preoccupante tasso attuale di estinzione delle specie. Un Kit mobile che consenta di eseguire sul campo l’intero processo d’investigazione molecolare delle specie e che permetta quindi di accelerare l’acquisizione di informazioni critiche alla comprensione della biodiversità, abbatterebbe il gap infrastrutturale che in questo momento rappresenta il maggior fattore limitante, alla comprensione del valore biologico di alcuni dei paesi a più alta biodiversità del pianeta.


Quali potrebbero essere le conseguenze dell’uso massiccio del Kit?

Una volta testato il funzionamento del Kit, le conseguenze della sua diffusione sarebbero molteplici e di notevole portata:

· abbattimento di tempi e costi in tutti quei casi in cui l’identificazione certa di un organismo vivente sia decisiva, ad esempio nel caso degli studi sulla biodiversità, nella lotta alle specie aliene, in campo alimentare, nella lotta al commercio degli oggetti ricavati da animali selvatici la cui vendita o detenzione e disciplinata da leggi nazionali e internazionali e degli animali stessi.

· abbattimento dei limiti imposti dalla mancanza di infrastrutture al processo di conoscenza del patrimonio biologico, in particolare nei paesi della fascia intertropicale a economia debole.

· accelerazione dell’acquisizione e analisi di informazioni critiche utili a progetti di conservazione e gestione del territorio. 

Il Kit potrebbe diventare a breve uno strumento diffuso in molti campi dell’investigazione biologica, della medicina d’emergenza, della lotta al traffico illecito di materiali di origine biologica e delle frodi alimentari, rivoluzionando i tempi e i modi di accesso alle informazioni di tipo molecolare degli organismi.


Partner

Biodiversa srl è una start-up fondata nel 2014 da un team multidisciplinare (medici, genetisti, biologi, biotecnologi, chimici e fisici) convinto dell'utilità delle analisi genetiche per comprendere lo stato di salute di uomini, animali e piante, per valutare possibili terapie e la biodiversità presente in un certo ambiente. Per questo la società ha messo a punto un dispositivo portatile di grande sensibilità e precisione ma poco costoso e di facile utilizzo, che possa essere utilizzato anche fuori da laboratori e dai grossi centri di ricerca: si chiama Finder e permette una rapida amplificazione e quantificazione del DNA. Nel progetto DNA Field Lab del Muse di Trento, il Finder svolge un ruolo essenziale per fornire il materiale genetico necessario alla fase di sequenziamento.
www.biodiversa.it

Oxford Nanopore Technologies fondata nel 2005 è una società dedicata allo sviluppo di nuove modalità di analisi molecolari, basate sullo sviluppo di tecnologie a nanopori con applicazioni potenziali, nella ricerca scientifica, medicina personalizzata, scienza delle colture e la sicurezza/difesa. Nata dall’idea scientifica di Hagan Bayley dell'Università di Oxford, la Società oggi è leader nello sviluppo delle tecnologie a nanopori vantando diverse collaborazioni con prestigiosi enti di ricerca internazionali come Harvard, Università della California a Santa Cruz e Boston University.
https://www.nanoporetech.com
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