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Inchieste

Accumulo di microcistina nel
gambero rosso della Louisiana,
Procambarus clarkii:
risultati preliminari

di Elena Tricarico, Enrico Casalone, Lorenzo Fioravanii,
Francesca Gherardi, Giorgio Mastromei, Giuliana Parisi

Introduzione

Procambarus clarkii (figura 1),
il gambero rosso della Louisiana,
¢ considerato una specie invasiva
(GHERARDI2006), in quanto minaccia
la biodiversita delle acque interne
italiane a causa dell’elevata competi-
tivita, del comportamento alimenta-
re generalista, I’intensa predazione
e la capacita di diffondere parassiti
letali (GHERARDI et al., 1997 [a, b]).
Inoltre, pu6 produrre danni eco-
nomici ingenti a causa dell’intensa
attivita discavo che provocala desta-
bilizzazione degli argini (GHERARDI,
20006) (figura 2).

Per contenerne la diffusione, a
partire dal 1997 1’Ente Parco Regio-
nale Migliarino - San Rossore - Mas-
saciuccoli ne ha promosso la pesca

nel lago di Massaciuccoli (Toscana,
figura 3) ela conseguente commercia-
lizzazione (CENNI, 1997). Tuttavia,
il lago & stato oggetto negli ultimi
anni di fioriture del cianobatterio
Microcystis aeruginosa, ascrivibili
alla sua crescente eutrofizzazione
(figure 4, 5). Nelle estati del 2002 e
del 2004, fioriture particolarmente
consistenti hanno indotto il blocco
della pesca eil divieto dibalneazione
(Smvont et al., 2004).

A determinate condizioni am-
bientali (pH e temperature elevate),
Microcystis pud dar luogo a fioriture
tossiche. La tossina prodotta, la mi-
crocistina, ¢ un eptapeptide a basso
peso molecolare, presente comune-
mente nella forma LR (Bruno et al.
2004) (figura 6).

Figura 1 — Il gambero rosso della Louisiana Procambarus clarkii.
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La microcistina é una epatotos-
sina che puo accumularsi in tutti gli
organismi viventi, causare danni cel-
lularie manifestare attivita di promo-
tore tumorale (BRUNO et al., 2004).
L’OMS (Organizzazione Mondiale
della Sanita) ha imposto il limite di
concentrazione della microcistina di
1 pg/l (rischio di intossicazione acu-
ta) per il consumo di acque potabili
provenienti da invasi eutrofizzati e
contaminati dalla microcistina. E
stato, inoltre, fissato a 0,04 pg/kg
di peso corporeo del consumatore il
limite per il consumo umano giorna-
liero TDI (Threshold Daily Intake)
della tossina: una persona di 70 kg
non deve, ad esempio, ingerire una
dose giornaliera superiore ai 2,8
pe. Rilievi condotti a Massaciuccoli
dall’ ArpaT (StMONT et al.,2004) hanno
mostrato’accumulo di microcistina
nei tessuti di P. clarkii con concen-
trazioni superiori ai limiti imposti,
evidenziando quindi la pericolosita
del consumo di questa specie.

Figura 2 — Crollo di un argine
causato dall’attivita di scavo di
Procambarus clarkii.
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Il presente studio fa parte di un
progetto pit ampio (“Valorizzazione
a scopo alimentare del gambero
alloctono naturalizzato nel lago
di Massaciuccoli, Procambarus
clarkii”), frutto della collaborazio-
ne tra I’Universita di Firenze e il
Ce.S.I.T. (Centro di Sviluppo Ittico
Toscano) su finanziamento della
Regione Toscana. Obiettivi di questo
lavoro erano quelli di:

1. mettere a punto un protocollo di
indagine di relativamente facile
attuazione e al tempo stesso af-
fidabile per la misurazione della
microcistina in P. clarkii;

2. evidenziarel’accumulo della tos-
sina in questa specie nei diversi
organi/tessuti;

3. individuare eventuali differenze
tra sessi e tra classi di taglia.

Materiali e metodi

Illavoro é stato condotto su un totale
di 102 individui catturati nel lago di
Massaciuccoli a ottobre del 2005,
quando la massima concentrazione
di microcistina rilevata nell’acqua
era di 1,76 pg/l. Gli animali pescati
sono stati immediatamente conge-
lati, al fine di evitare 1’alterazione
dei tessuti e delle eventuali tossine
accumulate. In laboratorio, per
ogni esemplare, abbiamo misuratola
lunghezza del cefalotorace eil peso e
sene¢individuatoil sesso. I gamberi
sono stati sezionati per asportarne
I’epatopancreas, lo stomaco, 1’in-
testino e il muscolo addominale.
I’estrazione el’analisi della microci-
stina sono state effettuate utilizzando
imetodi riportati da KRISHNAMURTHY
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Figura 3 — Veduta aerea del Lago di Massaciuccoli.
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et al. (1986) (sensibile per 0,1 ng di
tossina per ml) e da MAGALHAES et al.
(2001, 2003) e da noi modificati. In
particolare, il muscolo addominale
é stato da noi liofilizzato prima delle
analisi e abbiamo utilizzato una
pompa a vuoto per I’eluizione del
campione su cartuccia “Cl8-silica
normal phase” (Phenomenex®).
Alla fine dei vari passaggi di
estrazione in metanolo ed esano
previstidal protocollo danoiseguito,
I’analisi quantitativa di microci-
stina & stata effettuata utilizzando
I’EnviroGard® Microcystins Plate
Kit (Strategic Diagnostic Inc.). 1l
kit utilizza anticorpi policlonali in
grado di legare sia la microcistina
libera sia la mierocistina coniugata
ad un enzima reporter. Glianticorpi,
presenti in quantita limitanti, sono
immobilizzati sul fondo dei pozzetti
test. La microcistina presente nei
campioni compete con la micro-
cistina enzima-coniugata per gli
anticorpi. I’eccesso dimicrocistina,
coniugata e non, viene lavato via.

Figura 5 — Immagine di Microcystis
aeruginosa al microscopio elettro-
nico.

Figura 4 — Fioriture algali.

La reazione colorimetrica svi-
luppata dall’enzima coniugato alla
microcistina rimasto nel pozzetto ¢
stata misurata utilizzando uno spet-
trofotometro (Immunella S) con filtro
ad una lunghezza d’onda di 450 nm.
Il saggio spettrofotometrico & stato
tarato utilizzando dei campioni a
concentrazione nota di microcisti-
na. Le densita ottiche fornite dallo
spettrofotometro sono state succes-
sivamente trasformate in quantita di
microcistina nel seguente modo:

e si¢primacalcolatolapercentuale
diinibizione (% B ) dellareazione
catalizzata dall’enzima repor-
ter da parte della microcistina
presente nel campione, % B, =
[valore della densita ottica del
campione oppure valore dei ca-
libratorix100]/valore della den-
sita ottica del controllo negativo,
(piu alta ¢ B, meno microcistina
é presente nel campione);

* ivalori di B, calcolati per i cali-
bratorisono statimessiin grafico
su scala semilogaritmica contro
la rispettiva concentrazione di
microcistina;

¢ laconcentrazione dimicrocistina
nei campioni ¢ stata estrapolata
dal grafico usando irispettivi va-
lori di B ed espressa in ng/ml;

e ilvalore ottenuto ¢ stato poi rap-
portato al peso del campione ed &
stata determinata la concentra-
zione di microcistina in ng/g.

Il confronto delle concentrazioni
di microcistina nei vari organi/tes-
suti & stata effettuato utilizzando
I’analisi della varianza di FRIEDMAN
(statistica: Fr), seguita dal Multiple
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Figura 6 — Struttura chimica della microcistina-LR.

Comparisons Test; il test di MANN-
WHITNEY (statistica: U) e stato usato
perindividuare eventuali differenze
nelle concentrazioni tra sessi e classi
di taglia (SIEGEL e CASTELLAN, 1988).
Illivello di significativita peril quale
I’ipotesi nulla veniva rigettata era

o=0,05.

Risultati

Nonostante la limitata concentra-
zione di microcistina nell’ambiente,
tutti gli organi/tessuti analizzati
presentavano la tossina, anche se
in concentrazioni basse (valorimedi
compresi tra 0,45 ng/g dell’intestino
e 0,06 ng/g della parte edule del-
I’addome). L’intestino ¢ risultato
essere il maggior accumulatore di
microcistina (Fr=18,60, df=3, P<
0,001; Multiple Comparisons Test:
intestino>epatopancreas=stomaco>
addome) (figura 7) . Non ¢& stata os-
servata alcuna differenza tra maschi
efemmine (intestino: U=6,5,P=0,76;
stomaco: U=36, P=0,61; addome:

U=11, P=0,81), tranne che nel caso
dell’epatopancreas, il cui contenuto
dimicrocistina era pit alto nelle fem-
mine (U=17,5, P=0,03). Per quanto
riguarda le classi di taglia, gli indi-
vidui di taglieinferiori presentavano
una concentrazione di microcistina
maggiore rispetto agli individui pit
grandi (intestino: U=0,00, P=0,04;
epatopancreas: U=17,5, P=0,03;
stomaco: U=0,00, P<0,0001; ad-
dome: U=0,00, P=0,02) in tutti gli
organi/tessuti considerati.

Discussione

Le deboli fioriture dell’estate 2005
(massimo di 1,76 pg/l di microcistina
rilevata nell’acqua del Lago contro i
5,49 pg/l dell’ottobre 2003) possono
spiegare la bassa concentrazione di
tossina rilevata nei gamberi. Al con-
trario, in presenza di fioriture consi-
stenti gli organi/tessuti di P. clarkii
avevano raggiunto livelli di tossicita
estremamente elevati (1092 pg/kg)
come rilevato da SIMONI et al. (2004).

In accordo a quanto riportato da
VASCONCELOS et al. (2001), Procam-
barus clarkii accumula microcistina
soprattutto nell’intestino e nell’epa-
topancreas. Il datorassicuranteéche
nella parte edibile del gambero (il
muscolo addominale)la tossina é sta-
ta riscontrata in quantita minimali
(vedianche VascoNcELoS et al. 2001).
Al contrario, in altri crostacei qualii
gamberetti d’acqua dolce Palaemon
modestus e Macrobranchium nip-
ponensis, nel 31% dei campioni di
addome furono evidenziati livelli di
microcistina superiori al limiteimpo-
sto dalla OMS (CHEN e XIE, 2005).

L’intestino, I’organo che risultail
maggior accumulatore, spesso viene
ingerito dal consumatore assieme
all’addome. Tuttavia,l’asportazione
del telson del gambero ne comporta
larimozione, escludendolo quindidal
consumo. Le analisi hanno dimostra-
to che la microcistina si accumula in
concentrazionimaggiorineglianimali
di piccola taglia rispetto agli adulti.
Gli animali di piccola taglia non
sono comunque commercializzati.
La differenza tra sessi riscontrata
nell’epatopancreas puo dipendere
dal periodo in cui ¢ stata effettuata
la pesca degli esemplari da noi ana-
lizzati. A ottobre, infatti, le femmine
intensificano la loro attivita di ali-
mentazione dopo un lungo periodo
di digiuno durante la gestazione dei
piccoli nelle tane (HUNER, 1988).

Dal momento che la maggior
parte della tossina viene accumulata
nell’intestino e nell’epatopancreas,
ci sembra di poter escludere I’esi-

Accumulation of microcystin in the Louisiana crayfish,
Procambarus clarkii: preliminary results

The Louisiana crayfish is considered an invasive species since it threatens the biodiversity of Italian inland
waters. This article describes the results of a study that focused on the following objectives: 1. to develop a
reliable research protocol relatively easy to implement for the measurement of microcystin in P. clarkii; 2.
to detect the accumulation of the toxin in the diverse organsltissues of this species; 3. to discover eventual
differences between sexes and between size classes. The work was conducted on a total of 102 Louisiana
crayfish caught in Lake Massaciuccoli in October 2005, when the maximum concentration of microcystin
detected in the water was 1.76 pgll. Despite the limited concentration of microcystin in the water, the toxin
was present in all the organs/tissues analysed, even though in low amounts. The intestine proved to be the
major accumulator of microcystin. No differences were observed between males and females, except in the
case of the hepatopancreas, whose the microcystin content was higher in females. As for the size classes,
the smaller crayfish had higher concentrations of microcystin compared to larger crayfish.
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Figura 7 — Concentrazione di microcistina nei tessuti/organi. Le lettere

sopra le barre indicano la gerarchia ottenuta applicando il Multiple Com-

parisons Test.

stenza di rischi significativi per la

salute umana, qualora queste parti

siano rimosse prima del consumo.

Tuttavia, ulteriori studi risultano

necessari per valutare le capacita

di accumulo della tossina in seguito

a fioriture pronunciate. Inoltre,

permane il rischio di trasferimento e

dimagnificazione della tossina lungo
la catena alimentare.
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Le praterie di Posi-
donia oceanica...

segue da pag. 94
mondo della pesca, delle imprese,
dellaricerca e deglienti pubblici, ma
anche unmodello per le altre regioni
per far sichel’Italia, una volta tanto
non siafanalino dicodanellaricerca
applicata alla salvaguardia dell’am-
biente. Infatti, durante il convegno
di presentazione dei risultati del
progetto, tenutosi a Gallipoli il 13
ottobre 2006, dalla dirigenza della
Regione Puglia é emersala volonta di
proporre anchenelle opportune sedi
comunitarie, sia a Bruxelles sia in
Lussemburgo, questo modello come
contributo al Libro Verde dell’Unio-
ne Europea sulla Politica Marittima
che riguarda I’Unione stessa.
Michela Cariglia

Le foto sono state tratte dal DVD
del progetto e gentilmente concesse

dal COISPA —Tecnologia & Ricerca
di Bari.
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