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RiassunTo

Il gambero rosso Procambarus clarkii & trale “100 pit dannose” specie invasive in Europa. In questo lavoro viene studiata una popolazione adulta
di P clarkii nel canale Gramicia (Ferrara) nell’estate 2017. Il rapporto tra i sessi ¢ risultato 1:1. Sono state quindi determinate le concentrazioni di
metalli pesanti (Cd, Pb, As, Cu e Zn) nei sedimenti superficiali e in vari tessuti del gambero: epatopancreas, esoscheletro e muscolo addominale.
Lepatopancreas ha mostrato una maggiore concentrazione di metalli, in particolare Cu e Zn. Lapplicazione dell'indice BASF mostra un
bioaccumulo non proporzionale alle concentrazioni di metalli nell’ambiente per Cu e, in minor misura, per Zn. Lindice TCI ha fornito valori >1
solo per Cu. I risultati di questo studio indicano come P, clarkii agisca da accumulatore di alcuni metalli pesanti, con potenziali rischi derivanti
dal loro trasferimento lungo la rete trofica dei sistemi di acqua dolce.

Parole chiave: Procambarus clarkii, Metalli pesanti, Bioaccumulo.

ABSTRACT

Trace element contamination in an adult population of Procambarus clarkii (Girard, 1852) from the Gramicia Canal (Ferrara, Italy)

The red swamp crayfish Procambarus clarkii is among the “100 of the worst” invasive aliens in Europe. The adult population of P clarkii living
in the Gramicia canal (Ferrara) was studied in summer 2017. Sex-ratio was 1:1. Concentrations of trace elements (Cd, Pb, As, Cu and Zn)
were determined in superficial sediments and in hepatopancreas, exoskeleton, and abdominal muscle of crayfish. The hepatopancreas showed
a higher concentration of metals, especially Cu and Zn. The application of the BASF index showed a bioaccumulation not proportional to the
concentration of metals in the environment for Cu and, to a lesser extent, for Zn. The TCI index gave values >1 only for Cu. Results from this
study suggest P clarkii as a biomagnifier of certain trace elements, with potential risk for metal transfer along the trophic web in freshwater

systems.

Key-words: Procambarus clarkii, Metalli pesanti, Bioaccumulo Procambarus clarkii, Heavy metals, Bioaccumulation.

INTRODUZIONE

Lintroduzione e la diffusione di specie non indigene (NIS) ¢
una questione di crescente preoccupazione, essendo una delle
principali cause di perdita di biodiversita e deterioramento delle
acque interne e marine (LEPPAKOSKI e /., 2002). Alimentato
dalla globalizzazione, negli ecosistemi acquatici il numero di
NIS introdotte continua ad aumentare (GALIL ez a/., 2018) e,
oltre alla perdita di popolazioni indigene, minaccia i processi
ecosistemici, gli interessi economici, la salute pubblica e soste-
nibilitd di molti servizi ecosistemici (SIMBERLOFF et al., 2013).
II gambero rosso della Louisiana Procambarus clarkii Girard,
1852 (Decapoda, Astacidea, Cambaridae), ¢ uno dei decapodi
di acqua dolce che inducono gli impatti piti negativi a livello
mondiale. Originario del Messico nord-orientale e degli Sta-
ti Uniti centro-meridionali (HoBss et al., 1989), P clarkii fu
introdotto per scopi commerciali e nutrizionali in Spagna nel
1973 (GHERARDI & AcQUISTAPACE, 2007), dopo la drastica ri-
duzione degli stock europei a causa della “peste del gambero”,

una malattia causata da Aphanomyces astaci SCHIKORA, 1906
(GHERARDI, 2000). P clarkii ¢ il gambero maggiormente dif-
fuso e commercializzato al mondo (HoBss ez 4/, 1989). La
specie ¢ particolarmente invasiva, esibendo caratteristiche r-
selezionate con tassi di crescita rapidi (ScaLict & GHERARDI,
2007). E inoltre tollerante alle condizioni ambientali grazie al
ciclo biologico altamente plastico (GUTIERREZ-YURRITA ¢t al.,
1999). A causa della sua attivita scavatrice, P clarkii causa gravi
danni alle aree agricole (ad es. risaie) e ai fiumi e laghi, dove
puo indebolire le sponde.

P clarkii ¢ incluso tra le “100 maggiormente dannose” specie
aliene invasive in Europa (Daisig, 2017), e figura nell’elenco
delle specie esotiche invasive di rilevanza dell'Unione (UE
2017/1263) per le quali sono necessarie misure di gestione ef-
ficaci. La distribuzione di P clarkii in Italia & concentrata prin-
cipalmente nelle parti centrali della penisola (GHERARDI ez al.,
2000, CHIESA et al., 2006; AQUILONI et al., 2010; ScaLICI et
al., 2010; DORR & Scavict, 2013), ma ci sono anche dati re-
centi nelle regioni settentrionali (P1sc1a ez 4., 2011; PErRUZZA
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et al., 2015; DONATO et al., 2018) e meridionale (CILENTI et
al., 2017). Nel sistema idrico interno del Delta del Po I'occor-
renza e la distribuzione del gambero P, clarkii & poco conosciu-
ta (Rosst et al., 2006).

Gli invertebrati acquatici sono sensibili ai metalli nel loro
ambiente e sono spesso utilizzati per valutare la qualitd degli
ecosistemi acquatici. Essi possono accumulare metalli diretta-
mente dai sedimenti o dal cibo e, in base al loro ciclo vitale,
alcune specie possono accumulare pil elementi rispetto agli
altri. Laddove presente, il gambero rosso della Louisiana ¢ una
componente importante della fauna acquatica, essendo spesso
il predatore di maggiori dimensioni tra gli invertebrati nei loro
habitat. P clarkii ¢ considerato un “ecosystem engineer” ed una
“keystone species” (STATZNER et al., 2003), ed ¢ stato utilizzato
come bioindicatore per determinare la biodisponibilita di me-
talli pesanti nell’ambiente (ALCORLO et 4., 2006; BELLANTE et
al., 2015; GORETTI et al., 2016). Sono numerose le caratteri-
stiche che rendono P clarkii un ottimo modello: (i) sono abba-
stanza grandi da ottenere campioni da diversi organi, (ii) sono
facilmente riconoscibili, (iii) hanno una vita relativamente lun-
ga (2 anni), ¢, infine, (iv) si trovano in un livello trofico elevato
nella catena alimentare, il che facilita la biomagnificazione dei
metalli pesanti in quanto si nutrono di organismi contaminati
a livelli trofici inferiori (ALcORLO et al., 2006).

In questo studio presentiamo i primi dati relativi al bio-accu-
mulo di metalli pesanti in diversi tessuti di P clarkii nel canale
Gramicia (Ferrara).

Arsenico, rame, cadmio, piombo e zinco sono stati misurati nel
muscolo addominale, nell’esoscheletro e nell’epatopancreas di
maschi adulti e nei sedimenti. P clarkii ¢ un organismo di gran-
di dimensioni e pud presentare elevati carichi di metallo come
conseguenza della vita relativamente lunga (alto potenziale di
bioaccumulo), e posizione elevata nella catena alimentare (alto
potenziale di biomagnificazione). Laddove gli esseri umani usa-
no questi organismi come fonte di cibo, elevate concentrazioni
di metalli pesanti possono costituire un sostanziale rischio per

la salute pubblica (CampBELL, 1994).

MATERIALI E METODI

I campionamenti sono stati effettuati nel periodo Giugno-
Luglio 2017 lungo il Gramicia (Fig. 1), un canale che scorre
presso la cittd di Ferrara. Il canale, parzialmente tombinato, fa

, . . . .
parte dell’ampio reticolo scolante del bacino del Burana ed ¢
da esso alimentato. Il tratto considerato, a cielo aperto, ha una
lunghezza di oltre 2 km e parzialmente costeggia il parco ur-
bano della cittd. Quattro nasse cilindriche (60 cm di lunghez-

Fig. 1. Canale Gramicia (Ferrara).
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Fig. 2. Struttura per classi di taglia (2 mm) della popola-
zione di Procambarus clarkii del Gramicia suddivisa per
sesso.

za), innescate con Caperlan Carp-fishing Boilies alla fragola,
sono state immerse in quattro diversi punti di campionamento,
alla distanza di qualche centinaio di metri I'una dall’altra. Le
nasse sono state quindi recuperate 24 ore dopo. Una volta in
laboratorio, i gamberi della Louisiana sono stati sacrificati me-
diante ipotermia e per ciascun esemplare ¢ stato registrato il
sesso ¢ la lunghezza del carapace (CL), dalla punta del rostro
al margine posteriore del cefalotorace, mediante un calibro di
precisione (0,05 mm). Quindi sono stati presi casualmente 15
esemplari maschi e da ciascuno ¢ stato rimosso I'epatopancreas
(EP), il tessuto muscolare dell'addome (MA), ed una porzione
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Fig. 3. Concentrazione media di As, Cd Cu, Pb e Zn nei
sedimenti del Gramicia (le barre indicano la deviazione
standard).
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Fig. 4. Concentrazione media di As, Cu e Zn nel musco-
lo addominale (MA), esoscheletro (ES) ed epatopancreas
(EP) del gambero rosso della Louisiana presente nel Gra-
micia (le barre indicano la deviazione standard).

di esoscheletro cefalotoracico (ES). I campioni di tessuto sono
stati essiccati in stufa per 48 ore a 40 °C per la determinazione
del peso. E stato anche raccolto un campione di sedimenti del
Gramicia utilizzando una benna di Van Veen. In laboratorio, i
sedimenti sono stati essiccati in stufa a 40 °C per 3 giorni.

I tessuti essiccati sono stati macinati usando mortaio e pestello
prima di essere digeriti al microonde. A 0,25 gr di ciascun cam-
pione sono stati aggiunti 8 ml di HNO, (65% Sigma Aldrich)
e 2 mldi H O, (30% Honeywell-Fluka), quindi posti in forno
a microonde (Ethos Easy Advanced Microwave Digestion Sy-
stem, Milestone). La concentrazione di As, Cd, Cu, Pb, e Zn
nei tessuti dei gamberi, e As nei sedimenti sono state misurate
con uno spettrometro di assorbimento atomico Analyst 800
(Perkin-Elmer).

Le soluzioni standard per le curve di calibrazione sono state
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preparate mediante diluizione di 1000 mg L di soluzione stan-
dard monoelementata per As, Cd, Pb, Cu e Zn (Trace Cert
Fluka). I limiti di rilevabilita del metodo, valutati dalle curve di
calibrazione di ciascun elemento, sono stati: Cd: 0,19 pg gr';
Pb: 0,51 pg gr'; Cu: 0,48 pg gr's As: 0,25 pg gr'’s Zn: 3,76
pg gr'. La determinazione di Cd, Pb, Cu e Zn nei sedimenti
¢ stata effettuata mediante uno spettrometro di emissione ot-
tica al plasma con accoppiamento induttivo Optima 3100 XL
(Perkin-Elmer), con limiti di rilevabilita pari a Cd: 0,35 pg gr'';
Pb: 0,43 pg gr'; Cu: 0,20 pg gr'’; Zn: 0,32 pg gr'.

Leventuale bioaccumulo di metalli pesanti nei tessuti del gam-
bero rosso ¢ stato valutato mediante I'applicazione dell’indice
BSAF (Biota to Sediment Accumulation Factor; BURKHARD,
2009), basato sul rapporto tra la concentrazione di ciascun me-
tallo nei vari tessuti dell’organismo e quella presente nel sedi-
mento. Infine ¢ stato applicato il “Toxic Contamination Index”
(TCI; GorertI et al., 2016) per la valutazione del livello di
tossicita di ciascun metallo. Il TCI viene calcolato mediante:
TCI__ = log [(HEP) 2 / PEC x (ABD)]

dove PEC ¢ la “Probable Effect Concentration” di ciascun
metallo (Mac DoNALD ez 4/., 2000); (HEP) e (ABD) sono le
concentrazioni del metallo nell’epatopancreas e nel muscolo
addominale, rispettivamente.

RisurraTi

Nel periodo di studio sono stati catturati 161 gamberi rossi:
77 maschi e 84 femmine, con un rapporto sessi 1:1 (test %2).
Le dimensioni sono risultate comprese tra 16 ¢ 56 mm CL
per i maschi, e tra 14 ¢ 56 mm CL per le femmine. La Fig. 2
riporta la struttura della popolazione di Procambarus clarkii del
Gramicia per classi di taglia di 2 mm, suddivisa per maschi e
femmine.

Il contenuto medio in metalli pesanti dei sedimenti del Gra-
micia ¢ riportato in Fig. 3. I valori massimi sono stati riscon-
trati per Zn (51,1£0,6 pg gr'), Cu (12,8+0,7 pg gr') e Pb
(11,0£2,0 pg gr'). Per quanto riguarda i gamberi, la concen-
trazione di Cd e Pb ¢ risultata inferiore al limite di rilevabilita
(0,19 € 0,51 pg gr'! rispettivamente) nel muscolo addominale
(MA) e nell’esoscheletro (ES). Nell’epatopancreas tali metalli
hanno mostrato valori pari a 0,31+0,01 pg gr' e 0,8320,15 pg
gr'! rispettivamente. La Fig. 4 mostra i valori medi riscontrati
relativi alla concentrazione di Cu, As e Zn nei 3 tessuti consi-
derati. Si nota come la concentrazione di tutti e 3 i metalli sia
significativamente (ANOVA ad una via, P<0,01) pil elevata
nell’epatopancreas rispetto agli altri tessuti. Lindice BSAF ha
mostrato valori superiori all'unitd per Cu e Zn nel muscolo
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Fig. 5. Valori dell’indice BSAF (Biota to Sediment Accumulation Factor) per i metalli pesanti considerati (AM: muscolo ad-
dominale, ES: esoscheletro, EP: epatopancreas). In rosso sono evidenziati i valori BSAF>1.
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Fig. 6. Valori dell'indice TCI (Toxic Contamination In-
dex) per i metalli pesanti considerati. In rosso sono evi-
denziati i valori TCI>1.

addominale e nell’epatopancreas (Fig. 5) (EP: BSAF  =44,1)
di tali metalli in questi tessuti. Infine il calcolo dell’indice TCI
(Fig. 6) ha fornito valori superiori all'unita (indice di contami-

nazione) solo per Cu (TCI=1,57).

Di1SCUSSIONE E CONCLUSIONI

La popolazione di gambero rosso Procambarus clarkii del ca-
nale Gramicia ¢ risultata essere composta principalmente da
adulti. Lassenza di esemplari delle classi dimensionali minori
(<14 mm CL) puo essere una conseguenza del nostro metodo
di cattura: i gamberi piti piccoli potrebbero non essere stati at-
tratti dall’esca, dal momento che hanno una dieta diversa, op-
pure potrebbero essere meno mobili e abbandonare le loro tane
meno frequentemente, o entrambe le cose. La popolazione del
Gramicia ha mostrato un rapporto sessi pari a 1:1, come osser-
vato in altre localita dell’Ttalia centrale (ScaLict & GHERARDI,
2007; DORR & ScaLicr, 2013). Tuttavia, il rapporto sessi in 2
clarkii pare mostrare una notevole variabilith geografica: ANa-
STACIO E MARQUES (1995) hanno trovato un incremento signi-
ficativo nel numero di femmine all’interno delle popolazioni di
gambero rosso all'aumentare della latitudine.

Il D.Lgs 152/2006 definisce i limiti per la concentrazione dei
metalli pesanti nei sedimenti: 20 mg kg™ per As, 120 per Cu,
2 per Cd, 100 per Pb, 150 per Zn. I sedimenti del Gramicia
hanno mostrato concentrazioni inferiori ai limiti prefissati dal
D.Lgs. per tutti i metalli considerati. Tuttavia, nonostante le
concentrazioni inferiori alla soglia legislativa, i gamberi rossi del
Gramicia hanno accumulato (anche in modo massiccio) alcuni
metalli pesanti (As, Cu e Zn principalmente) in tutti i loro tes-
suti, ed in particolar modo nell’epatopancreas. Lepatopancreas
¢ un organo coinvolto in una varietd di processi fisiologici che
includono la secrezione di succhi digestivi e la detossificazione
e stoccaggio dei metalli pesanti (Icery E NorT, 1992). Lepato-
pancreas possiede la capacita di concentrare i metalli dall’emo-
linfa e dal tubo digerente e sequestrarli nei vacuoli intracellu-
lari (RoLDAN E SHIVERS, 1987), ed ¢ I'organo principale della
detossificazione nei decapodi oltre alla ghiandola antennale. Il
muscolo addominale viene riportato in letteratura come il tes-

suto generalmente contenente la pilt bassa concentrazione di
metalli (ANDERSON et al., 1997). I nostri risultati in linea di
massima concordano con questi autori, e questo costituisce un
fatto di particolare rilevanza per la salute umana in quanto il
muscolo addominale costituisce la parte edibile.

Nei decapodi, l'uptake di Cu e Zn viene regolato in pitt modi:
trasporto specifico mediato da un carrier, trasporto attraverso
canali proteici, diffusione passiva dei metalli liposolubili, ed
endocitosi (RaiNBow, 1997). Zn ¢ un centro attivo per i me-
talloenzimi e attivatori di altri sistemi enzimatici quali anidrasi
carbonica, mentre Cu ¢ parte integrante del sistema respira-
torio. In qualitd di metalli essenziali, essi sono soggetti a forte
regolazione, essendo detossificati dalle metallotioneine (Cantr
et al., 1997), eliminati mediante escrezione via feci o urina, e
via emolinfa attraverso I'escrezione da organi o branchie (Aru-
MUGTAN & RAVINDRANATH, 1987). Per questo motivo, Cu e Zn
si ritrovano in elevate concentrazioni nei tessuti dei gamberi,
indipendentemente dalla concentrazione presente nell’ambien-
te. Tuttavia, quando la concentrazione ambientale ¢ elevata, il
bioaccumulo di Cu e Zn aumenta notevolmente nei tessuti dei
crostacei (Mac DONALD et al., 2000). Nei gamberi del Grami-
cia, la concentrazione di Zn nell’epatopancreas ¢ risultata oltre
3 volte superiore rispetto a quella nel sedimento, nel muscolo
circa 1,5 volte superiore, mentre nell’esoscheletro circa 2/3 in-
feriore rispetto ai sedimenti. Il contenuto di Cu nell’epatopan-
creas ¢ risultato essere oltre 40 volte pil alto che nei sedimen-
ti, nel muscolo 5 volte superiore, e persino nell’esocheletro la
concentrazione di Cu ¢ risultata doppia rispetto ai sedimenti.
Sebbene la UE non stabilisca un valore di concentrazione so-
glia per Cu e Zn relativamente al consumo umano di gamberi,
altre normative nazionali stabiliscono limiti massimi: Cu a 20
mg kg! in peso umido (Spagna: Boletin Oficial de Estato 195,
15/8/1991), e Zn a 70 mg kg™ in peso umido (USA: US Food
and Drugs Administration). La conversione di questi valori
soglia in peso secco (RIGLER AND DOWNING, 1984) evidenzia
che il limite massimo per Cu diventa 6,1 mg kg, e per Zn
21,2 mg kg'. Le concentrazione di Cu e Zn nella muscolatura
addominale di P clarkii nel Gramicia sono risultate ben al di
sopra di tali valori.

Il livello di tossicitd di un sito pud essere dato dall’entitd del
rapporto tra i valori di concentrazione di metalli in tessuti con
attivitd detossificante elevata e scarsa, nel nostro caso rispettiva-
mente epatopancreas e muscolo addominale di P clarkii.

Per quanto riguarda la distribuzione tissutale di Cu in vari or-
ganismi, ¢ noto che almeno il 50-60% del Cu nei decapodi
¢ immagazzinato nell'emolinfa (DEPLEDGE E BJERREGAARD,
1989). Lemocianina, che ¢ il principale costituente dell’emo-
linfa, presenta un atomo di Cu nella sua struttura. Un esempio
di come uno stress ambientale possa influenzare la composizio-
ne delle proteine emolinfatiche ¢ stato osservato da DepLED-
GE E BJERREGAARD (1989): in decapodi esposti ad uno shock
osmotico la concentrazione dell’emocianina & quasi raddoppia-
ta entro 48 ore, aumentando da 15-20 mg mL™" a 35 mg mL",
con un aumento di Cu emolinfatico da 27 pg mL"' a 62 pg
mL". Le condizioni ambientali del Gramicia sono sicuramente
molto stressanti, con escursioni termiche annuali di oltre 30°C
ed acqua ipossiche molto frequenti. Si ipotizza che la elevata
concentrazione di Cu in tutti i tessuti di P clarkii possa essere
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una risposta alle condizioni ambientali. Tali ipotesi potrebbero
essere avvalorate dai risultati ottenuti mediante I'applicazio-
ne dallindice TCI (GorerTr et al., 2016), risultato superiore
all’'unita per Cu.

In questo studio, il contenuto di alcuni metalli pesanti nei vari
tessuti di P clarkii del canale Gramicia pare non essere stretta-
mente dipendente dalle concentrazioni rilevate nei sedimenti.
Cu e Zn sono stati trovati in elevate concentrazioni per la capa-
cita di P clarkii di regolarne i livelli probabilmente in risposta a
stress fisiologici. E dunque necessario riconsiderare il ruolo del
gambero rosso nelle comunitd acquatiche, non solo come po-
tenziale pericolo per le specie autoctone, ma anche come vettore
di inquinanti, in quanto pud trasferire un elevato contenuto di
metalli pesanti ai livelli trofici superiori.
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