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Il gambero e' un frutto del mare, te lo puoi fana srrosto, bollito, grigliato al

forno, saltato, c'e lo spiedino di gamberi, gambeon cipolle, zuppa di gamberi,
gamberi fritti in padella, con la pastella, a bagnaria, gamberi con le patate,
gamberi al limone, gamberi strapazzati, gamberipape, minestra di gamberi,
stufato di gamberi, gamberi all'insalata, gamberpatatine, polpette di gamberi,

tramezzini coi gamberi, e questo €' tutto, mi g&@rest Gump).
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1 INTRODUZIONE

1.1 Importanza ecologica delle zone costiere

Le coste rappresentano il confine tra le terre emesd il mare; esse sono
estremamente diversificate, caratterizzate da slivieabitat popolati da specifici
gruppi animali e vegetali. La tutela di questi aembi € una delle priorita sia del
competente Ministero italiano, che dell’'Unione Eaea; gli enti preposti si
occupano sia di provvedere a dei continui monitgragl fine di ridurre
inquinamento e degrado costiero, che al mantenongelta biodiversita nelle zone
di transizione.

Il Friuli Venezia Giulia € una delle Regioni itatiea che si affacciano sul mare; la
costa, si presenta diversificata: a est sul Galfbrigste € alta e rocciosa e le spiagge
sono ridotte; nella zona centro — occidentaleldréoci di Isonzo e Tagliamento, si
estende il complesso lagunare di Grado e MaranesiQitimo sistema, suddiviso in
due differenti unita, la Laguna di Grado e la Laguh Marano caratterizzate da
parametri ecologici differenti, € il piu sensibébe alterazioni ambientali naturali ed
indotte dall'uomo. La perdita della naturalita éeflone umide costiere € un pericolo
da non sottovalutare data la loro importanza edcdogoltre alla peculiarita
paesaggistica, € qui infatti che trovano riparo etose specie ittiche e di uccelli

migratori che in questi ambienti svernano e siagipicono.

1.2 | Crostacei nelle reti trofiche

In ambiente lagunare tra le specie che costitusdervarie comunita ecologiche si
instaurano stretti rapporti alimentari. In questmtesto, i Crostacei sono organismi
fondamentali nel trasferimento di materia ed eregdl'interno delle reti trofiche.
Spesso rivestono il ruolo di keystones e quintbrib indebolimento o scomparsa si
ripercuote su tutto I'ecosistema.

Esistono diversi studi che dimostrano da un latalicgiano le preferenze alimentari
dei Crostacei, dall’altro le interazioni comportartadi tra i Crostacei e i loro
predatori (Backwelkt al, 1998; Viscido e Wethey, 2002).



Sebbene tra i Decapodi, I'Ordine piu ricco tra b§lacei, esistano alcune specie
detritivore che scavano fosse in substrati molailstrategia alimentare prevalente é
la predazione.

Nella predazione i Crostacei dimostrano delle pegfee alimentari, risultando a
volte utili nel mantenimento degli equilibri allierno degli ecosistemi. Mistri (2004)
ha infatti dimostrato che, nelle valli della focel ®o in cui vivono due specie di
bivalvi alloctoni, Ruditapes philippinarunmtrodotta dall'uomo a scopi commerciali
e Musculista senhousiamtrodotta accidentalmente, il granchio autoct@ercinus
aestuariipreferisce predare la seconda specie controllandomdi la crescita.

| pesci sono sia prede (Fairchild e Howell, 2006y predatori (De Pirret al 1999)

di Crostacei, mentre gli uccelli acquatici che papo le coste, ed in particolare le
lagune, sono fondamentali come indicatori, oltre dRgli stock di pesci, anche delle
popolazioni di invertebrati come ad esempio PolickeCrostacei. (Barregt al,
2007).

Diversi gruppi di ricerca hanno sviluppato numeréseniche per lo studio delle
relazioni che intercorrono tra gli uccelli acquaéde loro prede (Barretdt al, 2007).
Applicando una di queste tecniche Moreira (199rygcito a valutare I'impatto che
ha la predazione degli uccelli costieri sulle coitaulentoniche, valutando da un
lato la quantita di energia necessaria agli ucaddlil’altro la biomassa prodotta dalle
loro prede. Le prede maggiormente consumate datuticcelli presenti nell’area di
studio (la foce del Tago in Portogallo) sono riatdt esseréCarcinus maenasi
bivalvi appartenenti al geneBxorbiculariae alcune specie di alghe. In particolare i
granchi vengono maggiormente predati dalla spegalsbiand_arus fuscus

I Crostacei, pur essendo delle prede apprezzatk decgelli acquatici, possono
essere considerati anche dei bioturbatori (Bottobarne, 2000). Alcune specie di
Decapodi fossori, tra cui i gambereftallianassa spp Upogebia sppe il granchio
Chasmagnathus granulatuscavando le loro tane alterano il substrato nedde
meno usufruibile da alcune specie di uccelli lintiicB infatti stato osservato che in
aree in cui la densita di questi Crostacei e etevatvifauna é scarsa (Iribaria al.
2005). Inoltre e stato dimostrato che in questssstezone sono alterati i rapporti
preda — predatore tra limicoli e Policheti; questimi, che solitamente scavano tane
verticali, sono avvantaggiati dalla presenza detandue uscite, precedentemente
scavate dai Crostacei, rendendoli meno sensilddi @edazione tattile (Palomet
al., 2003).



by

L'importanza dei Crostacei € dimostrata dal fattoe d’alterazione di alcuni
parametri ambientali, ripercuotendosi sulla losidiogia e sulla loro vitalita, incide
sugli equilibri esistenti all’interno delle retiofiche. Taylor e Eggleston (2000)
hanno dimostrato che le condizioni di ipossia cheesificano molto spesso nelle
zone umide, alterano le dinamiche preda — predatarel granchioCallinectes
sapidused il bivalve Mya arenaria in queste condizioni ambientali i molluschi
diminuiscono la profondita delle loro tane divenemdl disponibili come prede per i
granchi. Anche la temperatura puo influire sullpamata di predazione dei Crostacei;
ad esempio la richiesta metabolica del gran€taocinus maenadiminuisce sotto i
9° C, mentre sotto i 6° C questa specie smetteedigre (Cohest al, 1995).

1.3 Effetti della salinita sui Crostacei

La salinita € un parametro fondamentale nell’eftidi delle lagune e dei bacini che

caratterizzano le coste del Friuli Venezia Giulegli ambienti paralici in cui si

osservano ampie oscillazioni stagionali della #&@jni Crostacei hanno evoluto

apparati osmoregolatori efficaci per il manteninsedell’omeostasi, che prevedono

I'utilizzo di macromolecole, il trasferimento di @a e ioni attraverso le superfici

corporee, cambiamenti nel livello di attivita elaedpesa energetica (Pequeux 1995;

Rowe 2002).

Di seguito vengono riportati e descritti i variisiti scambio ionico e i tessuti

implicati nellosmoregolazione che si sono evohei Crostacei osmoregolatori.

- Cuticola rappresenta la prima barriera di protezione vEasobiente esterno

(Péqueux 1995); qui si innescano movimenti ionisoprattutto di acqua, per
il mantenimento dell'osmolalita del’emolinfa al nare delle condizioni
della salinita esterna. Diversi studi hanno infditnostrato che al variare
della salinita, varia la permeabilita corporea (@bsill e Jones 1990;
Rasmussen e Bjerregaard 1995; Rainbow e Black 2001)

- Intestino e organi escretoria continua ingestione di acqua da parte dei

Crostacei rende necessario il coinvolgimento neffioregolazione del tratto
gastro-intestinale. Nonostante non siano ancora homeccanismi di
assorbimento ionico a livello dell'intestino, é @to che alcune sue cellule
siano identiche agli ionociti tipici delle branchierincipali tessuti
osmoregolatori (Péqueux 1995). Anche le ghiandoiermali, gli organi
escretori dei Crostacei, sono fondamentali soptattoella regolazione del



volume corporeo e degli ioni bivalenti, tra cuMg?*. Sembra che al variare
della salinitd ambientale, in numerosi Crostacei V& quantita di urina
prodotta, oppure vari la sua concentrazione (Péqu€95; Rasmussen e
Bjerregaard 1995; Liet al 2000; Zanotto e Wheatly 2006).

- Branchie sono queste i principali siti di iono- ed osmaregione, in
particolare sembra che siano maggiormente impligataranchie posteriori,
ricoperte da spessi epiteli costituiti da ionoatigllule specializzate per il
trasporto ionico (Péqueux 1995; Dunel-Egb al 1997; Barradaset al
1999a; Barradast al 1999b; Cieluchet al 2005), le cui membrane
presentano alcuni enzimi fondamentali. Un esempita egoompa sodio-
potassio che regola I'assorbimento del sodio dalfi@nte esterno (Barradas
et al 1999b). Numerosi studi hanno dimostrato comeaMattivita di questo
enzima in seguito all’alterazione della salinitdeesa (Lucu e Devescovi
1999; Lucu e Towle 2003; Hongyt al 2006; Tsai e Lin 2007). Altrettanto
importante e la presenza dell’anidrasi carbonieagasaria per la regolazione
di CI[/HCOs; e N&/H" (Péqueux 1995; Skaggs e Henry 2002; Pavicic
Hameret al. 2003; Serranet al. 2007).

| tessuti osmoregolatori appena descritti, rispaadalle alterazioni della salinita con
modificazioni morfologiche e fisiologiche. Questgposte sono controllate a diversi
livelli. E’ noto ad esempio che la regolazione otin@e sottoposta alla modulazione
da parte di neuroormoni e bioamine (dopamina, noe#pna, etc) prodotti e regolati
dal sistema nervoso e dal peduncolo oculare (ZE&v; Eckhardtet al. 1995;
Santos 1996; Spanings- Pierrot 2000). Serrahal (2003) hanno valutato la
variazione della concentrazione di sodio nell’emfalidel gambero d’acqua dolce
Astacus leptodactylusr seguito all’ablazione bilaterale del peduncollare: la
concentrazione di questo elettrolita, dopo brustihrenuzioni, puo essere ripristinata
in seguito all’iniezione di estratto di peduncof@uesto dimostra il coinvolgimento
dei fattori neuroendocrini presenti nella ghiandalal seno nei processi di
osmoregolazione. Nel granchi@allinectes sapidug stato inoltre ipotizzato che
I'induzione dell'anidrasi carbonica, presente suleembrane delle branchie
posteriori, avvenga sotto controllo neuroendoctiramite il complesso ghiandola
del seno/organo-X (SG-XO) del peduncolo ocularde ltespressione genica, alla
base dell'induzione, sia controllata da un ormopgastenete alla famiglia del cHH

(crustacean Hyperglycemic Hormone) sempre prodidatosistema SG-XO. (Henry

4



2005; Henry e Borst 2006). Anche I'attivita di abeubioamine, come ad esempio la
dopamina, sembra essere coinvolta nel manteniméelle funzioni di iono- ed
osmoregolazione delle branchie posteriori: nei gnanEriocheir sinensis e
Chasmagnathus granulatuguesto neurotrasmettitore agisce indirettamente su
enzimi come I'N&K*-ATPasi attraverso la stimolazione di secondi mggsa
intracellulari (CAMP) (Ling Moet al. 2003; Genoveset al 2006).

1.3.1 Risposte fisiologiche: ruoli metabolici

L'importanza della salinita nell’ambiente di viteidCrostacei & dimostrata dal fatto
che le sue alterazioni vengono percepite, gia ise f@ambrionale (Susanto e
Charmantier 2001; Taylor e Seneviratna 2005), gralta presenza di osmorecettori
posizionati prevalentemente in corrispondenza dgikature delle camere branchiali,
oppure sulle zampe, sulle antenne e sulle anterfDulfert et al. 2001).

Le variazioni di salinita attivano nei Crostacemamsegolatori i meccanismi per il
mantenimento dell’omeostasi, e quindi I'adattameadte nuove condizioni. Questi
meccanismi implicano un continuo sostegno energegarantito dalla mobilitazione
di zuccheri dai siti di riserva.

Che il metabolismo dei carboidrati fosse implicaép processi di osmoregolazione e
noto gia da molti anni; Lacerda e Sawaya (1986hbatimostrato che nel granchio
Callinectes danaein seguito all’alterazione della salinita, la centrazione di
glucosio presente nell’'emolinfa varia, diminuendtie acondizioni osmotiche
estreme. Durante la sua esposizione a diversdtaaipaargaren e Haefner (1987)
hanno ottenuto che i@rangon crangonl picco glicemico massimo é stato raggiunto
alla salinita di 12 PSU, mentre a salinita infaritar concentrazione di glucosio
rimane piu bassa. Il rapido consumo di zuccherst@to dimostrato anche in
Neomysis integeun Misidaceo eurialino che € isotonico con I'aemibé esterno a 18
PSU: partendo da 3 PSU, I'acclimatazione alle galin PSU e 25 PSU determina la
mobilitazione delle riserve energetiche (VerslyckeJanssen 2002). Analoghi
risultati sono stati ottenuti iNeosarmatium sppesposti a 16, 48 e 65 PSU partendo
da 32 PSU (Gillikinet al 2004), mentre nei gambereRalaemonetes pugie P.
vulgaris esposti a salinita comprese tra 0,5 — 35 PSU ® stsservato che |l
consumo di energia € massimo a 0,5 PSU ed é miailacalinita 10 PSU (Rowe
2002).



La gluconeogenesi, processo metabolico che pernteettermazione di glucosio,
avviene nell’epatopancreas nei momenti di careneagetica, a partire da precursori
non saccaridici. Tra questi si hanno prevalenteemergli amminoacidi
epatopancreatici da cui viene eliminato il grupponanico, e il lattato prodotto
durante il metabolismo anaerobio, che vengono atitivie piruvato. Quest’ultimo
viene riconvertito in glucosio seguendo a ritrosotdppe della glicolisi. Una via
alternativa per il rifornimento di glucosio e rappentato dalla glicogenolisi.

La neosintesi dello zucchero € fondamentale siahgequesto metabolita, che puo
essere utilizzato come biomarker dell’alteraziombi@ntale (Lignot 1999; Lorenzon
et al 2004, 2005, 2007), fornisce rapidamente energfarma di ATP, attraverso le
vie metaboliche della glicolisi e della fosforilane ossidativa, sia perché il glucosio
introdotto con l'alimentazione spesso non e sudfite per il sostenimento del
metabolismo. Soprattutto durante gli stress osmafiando questo metabolita viene
utilizzato per il mantenimento dellomeostasi, uitaite energetica alternativa é
rappresentata dagli amminoacidi non utilizzati [@esintesi delle proteine e dalle
proteine stesse.

L'importanza delle proteine é stata dimostrata anichstudi condotti sulle larve di
specie di Crostacei Decapodi; sembra infatti chearte I'esposizione a diverse
salinita degli stadi giovanili, la loro crescitavanga solo se viene fornita una
quantita di amminoacidi sufficiente sia per la Hegone osmotica che per
I'accrescimento (Angeet al 1998; Rosast al 1999; Lemo®t al 2001; Rosast al
2001; Rosast al. 2002; Torret al 2002; Fockedegt al 2005).

Sembra inoltre che durante gli stress osmoticirésgnza degli amminoacidi liberi
(FAA) sia fondamentale per il mantenimento dell’@datita dei fluidi intracellulari
(Tan e Choong 1981). Il fatto che gli amminoacideti abbiano un duplice ruolo
durante I'acclimatazione a salinita alterate éostagsso in evidenza da Oliveira e da
Silva (2000): nel granchicChasmagnathus granulatanantenuto a condizioni
ipoosmotiche e nutrito con una dieta ricca di greteda un lato viene mantenuta
'osmolalita dei fluidi corporei, dall’altro aumemtla concentrazione di glicogeno
nell'epatopancreas.

In C. maenase Marsupenaeus japonicuesposizione a basse salinita causa un
decremento della concentrazione di FAA eéPenaeus keraturusi & dimostrato in

particolare un decremento di glicina, alanina dipaoLee e Chen 2003).



Il catabolismo degli amminoacidi e proteine deteranla formazione di composti
azotati, rappresentati per il 60 — 70 % da ammaniatiminata attraverso le
branchie, e per la rimanente percentuale da ureecidd urico, eliminati attraverso
le ghiandole antennali (Lee e Chen 2003; Weihraeclkal 2004). La funzione
escretoria € fondamentale durante i processi doosgolazione, contribuendo sia a
mantenere il volume corporeo e a prevenire la disadione nel caso di esposizione
ad ambienti ipersalini, che a mantenere I'equitibdnico nei fluidi corporei. E stato
dimostrato che I'esposizione dei Crostacei a dalimodificate determina variazioni
nella secrezione sia di urina che di ammoniacaeLia 2000 hanno dimostrato che
I'esposizione del gamberett®enaeus monodora diverse salinita causa una
diminuzione nella quantita di urina prodotta alli@@ntare della salinita.

Analizzando le percentuali dei composti azotati shi®rmano durante I'esposizione
a differenti salinita del gamberettdarsupenaeus japonicugee e Chen (2003)
hanno trovato che a 18 PSU vengono prodotti il 98,9 ammoniaca, il 3,1 % di
urea e il 4,2 % di altri composti organici, men&rel2 PSU le percentuali variano
rispettivamente a 38,5 %, 10,9 % e 50,4 %. La dizione della percentuale di
ammoniaca e 'aumento dell’'urea eliminate duramtess iperosmotici, indicano sia
la minor capacita di scambio ionico attraversormnbhie, come di seguito riportato,
che la necessita di produrre composti meno tosdtcaverso un incremento dei

processi di ureogenesi.

1.3.2 Risposte fisiologiche: regolazione ionica

L’emolinfa & un tessuto in cui sono presenti nurserspecie ioniche (NaK*, Mg?”,
Ccd*, CI, HCO3) (Robertson 1961; Burton 1995; Onken 1999; Zan@@62) che
tendono a muoversi attraverso le superfici corpgree il mantenimento della
tonicita corporea.

Nei Crostacei osmoconformper lo piu stenoalini, i movimenti ionici attrage gli
epiteli e le membrane sono passivi, e tendono aenare i fluidi corporei isotonici
con I'ambiente esterno. In genere esiste per ogecie un intervallo di salinita
fisiologico, entro il quale la specie mantiene taformita; oltre i limiti di questo
intervallo si innescano dei movimenti attivi in dgepondenza dei tessuti
osmoregolatori. In questo caso i Crostacei, cheo seurialini, vengono definiti

osmoregolatored in particolare ipo- iper- osmoregolated mantengono sempre la

tonicita dell’emolinfa indipendentemente dai camfati dell’ambiente esterno, e



iper- osmoregolatoruando mantengono I'emolinfa iperosmotica in amiie cui

e diminuita la salinita, ma sono isotonici in anmbien cui la salinita € aumentata
(Péqueux 1995).

Le lagune e gli estuari sono ecosistemi in cucépiente si adattano Crostacei osmo-
iono- regolatori, che oltre a dover affrontare &aioni stagionali di salinita,
trascorrono varie fasi del loro ciclo di vita in lenti molto diversi come il mare
aperto e ambienti costieri paralici.

Come precedentemente descritto i movimenti ionigeagono in corrispondenza dei
tessuti osmoregolatori, in particolare le brancluestituite da ionociti sulle cui
membrane sono presenti i canali e le pompe ionidhaneccanismi della
ionoregolazione, soprattutto del reclutamento di gmdio e cloro, non sono del tutto
chiari, ma possono essere riassunti nella segueséera:

- ingresso di sodio attraverso la membrana apicadgi deiteli che avviene

grazie alla presenza di canali ionici, proteinescimbio N&H", Na'/NH,",
Na'/K*/2CTr,

- passaqgio di sodio attraverso la membrana basaldi deiteli verso

I'emolinfa grazie alla presenza dell’enzima M&-ATPasi che trasporta Na
dalla branchia al’emolinfa scambiandolo cohéfo NH;",

- ingresso di cloro attraverso la membrana apicatdi denociti che avviene

grazie alla presenza di proteine di scambiéHTO;'; I'anidrasi carbonica é
un enzima fondamentale in quanto procede alla isataell'anidride
carbonica in acido carbonico derivata dalla rezjorse,

- passaggio di cloro nel’emolinfgrazie alla presenza di canali ionici secondo

un gradiente di concentrazione (Piligral. 1995; Onken e Riestenpatt 1998;
Henry 2001; Ling Maet al 2003; Henryet al 2003).
I numerosi studi fatti per approfondire come awvvaerlg ionoregolazione nei
Crostacei e la loro conseguente capacita di adatteorad ambienti in cui varia la
salinita sono anche molto importanti per il ruoleecsostanze inquinanti quali i
metalli pesanti possono avere. Queste sostanzdi ipf@assono sostituirsi ai sal
durante i passaggi attraverso le pareti e le membendando a danneggiare i tessuti
utilizzati nella ionoregolazione, e ad accumulasi corpo dei Crostacei (Lignet
al. 2000; Roaset al 2002; Skaggs e Henry 2002; Eetkal. 2008).
Lignot et al (2000) hanno sottolineato che la capacita di esgwazione (OC),

definita come la differenza della pressione osnadtia ambiente interno ed esterno,
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e un’importante biomarker per il monitoraggio deliéerazioni fisiologiche in
seguito ad alterazioni ambientali 0 esposizionestasize inquinanti. Nel loro lavoro
di revisione hanno riportato sia come variano $$iudi acqua, Nae CI attraverso i
tessuti osmoregolatori che lattivita degli enzigoinvolti nella ionoregolazione,
durante I'esposizione a vari stressogeni. Ad esenper il granchioC. maenas
esposto a concentrazioni sub letali di DDT e dingio, I'attivita del’ Na/K*-
ATPasi diminuisce rispettivamente del 43,5 % e 5@l%, mentre in seguito ad
esposizione a cadmio e zinco e compromessa laitaplacegolare i flussi d’acqua.
1.3.2.1 N&/K*-ATPasi

Onken (1999) ha dimostrato che nel grandhimcheir sinensis flussi di Na e CI

che si innescano attraverso gli epiteli sono inagati I'uno dall’altro e variano in
base alla salinita. Analoghi risultati sono stateouti utilizzando I'asticeHomarus
spp In particolare & stato osservato che dopo ilfédrarento a basse salinita di
Homarus gammaryssi verifica nelle prime 12 ore una drastica dinzione delle
concentrazioni di sodio e cloro e un loro recupstiarco dei 15 giorni successivi,
probabilmente per un aumento dell’attivita di séntei nuovi enzimi nelle branchie
(Lucu e Devescovi 1999; Charmantetral. 2001).

Due aspetti sono fondamentali per la comprensiore@ oheccanismi di
ionoregolazione a salinita alterate: la loro cicee® la neo sintesi di enzimi.

Per quanto riguarda i tempi di reazione dei tessstnoregolatori Ling Mo e
Greenaway (2001) hanno osservato che, duranteasfeimento del gambero
dulciacquicolo Cherax destructorin acqua salata, la concentrazione del cAMP,
necessario per la stimolazione dell’enzima’/M&ATPasi, aumenta. Un primo
aumento si verifica dopo 10 minuti e si protrae de@re in risposta alla rilevazione
del cambiamento della concentrazione esterna degliDopo 6 ore di esposizione
un secondo picco indica l'avvenuta percezione alé#itazione della concentrazione
interna degli ioni.

Per quanto riguarda la produzione ex novo di/K&ATPasi, & ancora poco chiaro
se la capacita di osmoregolazione nei Crostacandip da un effettivo aumento
della sua attivita, oppure da un aumento della graentrazione a livello delle
membrane basolaterali degli ionociti. Sembra tidgtahe le alterazioni della salinita
abbiano un’influenza sulla capacita di espressidelée sequenze di amminoacidi
specifiche per la sintesi di nuove molecole di'/M&-ATPasi (Towleet al. 2001;
Lucu e Towle 2003; Chung 2006).



1.3.2.2 Anidrasi carbonica (CA)

L’anidrasi carbonica agisce successivamente allaizaine del mezzo esterno.
Questo € stato dimostrato in alcune specie di @cesttra cui i granchi eurialini
Callinectes sapidus Carcinus maenasNella prima specie e stato osservato che |l
passaggio ad ambienti diluiti, induce una rispostalla CA inversamente
proporzionale alla salinita esterna. M maenadnvece € stato dimostrato il ruolo
dell'anidrasi carbonica, attraverso la sua inibigicon acetazolamide: in seguito al
trasferimento di questa specie in ambienti fortemmediluiti vengono infatti a
mancare gli equilibri tra gli ioni negativi presenell’emolinfa. Piu recentemente e
stata individuata per queste specie la salinitécariquella al di sotto della quale
viene stimolata I'attivita dell’anidrasi carbonicee 26 PSU (Henry 2001; Heney

al. 2003; Henry 2005).

Come per gli enzimi N2K*-ATPasi e H-ATPasi, anche per la CA I'espressione
genica é influenzata dalla salinita e in partioelar e visto che di questa proteina
esistono due isoforme, l'una posizionata sulla nmamd degli ionociti, attiva
nellintervallo di salinita in cui una specie si ntene conforme con I'ambiente
esterno, l'altra libera nel citoplasma e attivataséguito a diminuzione della salinita
del mezzo. E quest'ultima molecola ad essere mamgiote implicata nella
ionoregolazione (Henrgt al. 2003; Serranet al.2007).

1.3.2.3 Altri scambi ionici

Nonostante la pompa sodio potassio e I'anidrasiaraca siano gli enzimi principali
nei processi di ionoregolazione, recentemente ta st@ssa in luce I'importanza di
un’altra proteina che catalizza il passaggio dii iefi attraverso le membrane
cellulari: H'-ATPasi. Questo enzima che viene attivato in segaite alterazioni
della salinita, € presente sulle membrane apicaili Grostacei d’acqua dolce e
terrestri e libera nel citoplasma dei Crostacei ima(Genoveseet al. 2005;
Beyenbaclet al 2006; Tsai e Lin 2007).

Nei Crostacei 'accumulo di ammoniaca e ione ammataoissici per la maggior parte
degli animali, provoca alterazioni nella capacitaosimoregolazione (Weihrauakt
al. 2004). Come riportato precedentemente (paragra&d) 'ammoniaca e lo ione
ammonio sono derivati dal catabolismo delle praernvengono eliminati attraverso
scambi ionici in corrispondenza dei tessuti osmaliggri. A livello delle branchie
questo e possibile per due ragioni: innanzi tudtahe ammonio e il potassio hanno

lo stesso raggio ionico e la stessa carica, inekistono sulle membrane apicali delle
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pompe di scambio NANH;" e H/NH," (Weihrauchet al. 2002). Oltre a queste .
sapidus sembra essere coinvolta anche la pompa sodigsgotdMasuiet al. (2002)
hanno trovato che questo enzima possiede due eitil’idrolisi dellATP, uno

stimolato dal potassio ed uno dagli ioni ammonio.

1.4 Effetti della temperatura sui Crostacei

Un altro parametro molto importante per la cararazione degli ecosistemi
acquatici e la temperatura che & soggetta a vaniagia giornaliere che stagionali,
soprattutto in zone costiere. A queste oscillazisniaggiungono modificazioni
dovute alle attivita umane che aggravano fenomaturali, come il riscaldamento
del pianeta, attraverso significativi aumenti delfancentrazione di anidride
carbonica in atmosfera. Marba e Duarte (1997) hawidenziato che lI'aumento
della piovosita, I'innalzamento del livello marirola conseguente erosione delle
coste, correlati al riscaldamento globale, hanmettetiretti sull’accrescimento delle
praterie diPosidonia oceanicauna delle maggiori specie vegetali che carattarn
gli ambienti marini mediterranei. 1l danno provarasulla vegetazione ha
conseguenze dirette sulle specie animali che popdi&zone costiere. Diversi studi
hanno messo in evidenza I'importanza delle prateele molte specie di Crostacei
Decapodi: la tipica distribuzione a macchie dekgetazione fornisce protezione ai
diversi stadi giovanili di queste specie animalg cscelgono I'habitat a loro piu
favorevole per accrescersi senza essere distudaatipredatori (Sanchez 1997;
Egglestoret al. 1998).

Dal punto di vista ecologico i Crostacei hanno tadot diverse strategie di
adattamento sia in ambienti in cui la temperatupguestabile che in quelli in cui la
temperatura subisce delle oscillazioni. In quesSthd caso si ha una grande
influenza su diversi momenti dei cicli vitali deir@Stacei, condizionandone la
distribuzione.

Diversi studi hanno evidenziato la capacita dei s@rcei di sopravvivere alle
alterazioni di temperatura, determinando per ciagcspecie quale sia il valore
meglio tollerato (CTMax, temperatura critica massinfKorhonen e Lagerspetz
1995; Fernandet al 2002; Manuslet al 2004; Reet al. 2005). Questa tecnica, che
prevede l'identificazione dei primi segnali di stsetermico individuabili tramite la
valutazione della diminuzione della capacita diolmozione, ha permesso di
stabilire, ad esempio, che la temperatura massoppostata daCarcinus maenas
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granchio eurialino che vive nella zona intertidgdescato in autunno ed acclimatato
a 22° C, € di 35,8° C (Cuculesetial. 1998).

1.4.1 Risposte fisiologiche

Sebbene dal punto di vista ecologico i Crostacbkiaaim adottato diverse strategie di
adattamento, ciascuna specie ha evoluto meccarfisiologici propri per la
sopravvivenza in ambienti in cui si verificano diszioni della temperatura.

Come gia evidenziato nei paragrafi precedenti ix¢latlo stress osmotico anche in
seguito a modificazioni della temperatura si ha mhEdazione di glucosio per
garantire I'apporto energetico (Bergmaenal 2001; Lorenzoret al 1997, 2004).
Nell’asticeHomarus americanus stato dimostrato che l'iperglicemia indotta ttass

e il recupero delle condizioni fisiologiche normaéino influenzate dalla temperatura
(Lorenzonet al. 2007).

Il rilascio del glucosio dai siti di riserva e cdorato dal sistema neuroendocrino, in
particolare dal complesso SG-XO posizionato nelipedlo oculare in corrispondenza
dei gangli ottici (Govind 1992). Tra gli ormoni gprodotti e rilasciati vi e il cHH
responsabile della regolazione della concentraziaie glucosio nell’emolinfa
(Fingerman 1987; Webster 1996; Charigal 1998; Lorenzoret al 2004, 2005). E
stato ampiamente dimostrato in numerose specie rdst&ei Decapodi che la
concentrazione di glucosio nellemolinfa in seguito stress termico dipende
prevalentemente da variazioni nel rilascio di cH84uftos e Keller 1993, Chaeg al
1998, Lorenzon 2005, 2007; Zat al. 2003). Kuo e Yang (1999) hanno dimostrato
che nel gamberettdlacrobrachium rosenbergla risposta glicemica mediata dal cHH
€ modulata dal rilascio di bioammine tra cui epimef, norepinefrina, dopamina,
serotonina e ottopamina. Piu di recente in un lawandotto sulla stessa specie Hsieh
et al (2006) hanno osservato che in quattro gruppiis@atali, due costituiti da
animali interni e due da animali che hanno sub#blézione bilaterale del peduncolo
oculare, la concentrazione di glucosio nellemairdumenta sempre dopo il loro
trasferimento dalla temperatura di 28° C a 15 e @OQuesti risultati potrebbero
dimostrare che durante lo stress termico altri raeistni, che coinvolgono alcune
bioammine ma non il cHH, sono implicati nelle rispo glicemiche (Hsielet al
2006).

La temperatura influisce sulla solubilita dell'agmno, in particolare per elevate
temperature la quantita di ossigeno disponibile imliisce. Le risposte atte a
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compensare da un lato lo stress termico, dall’ddtreariazioni nella concentrazione di
ossigeno disponibile sono diverse; una di quesié passaggio dal metabolismo
aerobio a quello anaerobio, con conseguente ifiedatia (Hagermaet al 1990, Zou

et al. 1996, Frederich e Portner 2000, Sanattesd. 2001; Ocampet al. 2003).
Lorenzonet al (2007) durante uno studio condotto sulle condizidi trasporto
dell'astice Homarus americanusanno dimostrato che la temperatura influisceasull
latticemia: la concentrazione di acido lattico dapgeriodo di trasporto e infatti
risultata significativamente piu elevata in aningli5° C rispetto a quelli a 6° C.
Selvakumar e Geraldine (2003) hanno dimostratongh@amberettdlacrobrachium
malconsoniila concentrazione dell’acido lattico nell’lemolinfaria in relazione alla
temperatura, essendo piu bassa rispetto ai grupggandrollo nei gamberetti esposti a
15° C e piu alta in quelli esposti a 35° C. In daesaso € stato dimostrato che
I'anaerobiosi dipende dalla relazione tra I'at@vitlel’enzima lattato deidrogenasi
(LDH) e la temperatura. Sembra inoltre che i meistan che contribuiscano al
passaggio al metabolismo anaerobio in Crostaceiséispd elevate temperature siano
molti quali ad esempio I'aumento delle attivitadiache e respiratorie (Truchot 1980)
e la diminuzione dell'affinita tra ossigeno ed emome ad elevate temperature
(Mauro e Mangum 1982).

1.4.2 Risposte fisiologiche: effetti sulla respiraane

by

A differenza di cid che accade per gli stress ogmaton &€ ancora chiaro come
avvenga la percezione della variazione della teatipea nei Crostacei. Crossh al.
(1998) e Juri e Watson Il (2000) hanno messo ienwza che, prediligendo la
temperatura di 16° C, l'asticelomarus americanusabbia dei meccanismi di
termorecezione, probabilmente neuroni termosemsibdalizzati in corrispondenza
dei gangli toracici.

Sebbene non siano del tutto conosciuti questi nmésTh, € noto che le alterazioni
della temperatura, e le correlate variazioni dediubilita dell’ossigeno, determinano
in numerose specie di Decapodi 'aumento dell’aétimetabolica, e di conseguenza
la richiesta ed il consumo di ossigeno (Esbkgl 1996; Mercaldo-Allen e Thurberg
F. 1987). Queste alterazioni possono essere watiézzome indicatori di stress
termico.

Morris e Taylor (1985) hanno dimostrato chePialaemon elegankacclimatazione

ad una determinata temperatura incide sul metaboligespiratorio risultato
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dimostrato anche nelle larve del gamberéttacrobrachium acanthuruglsmael e
Moreira 1997).

L’aumento della richiesta metabolica e la crescewigessita di ossigenare i tessuti
durante lo stress termico, si ripercuotono sulitoattardiaco (Mercaldo-Allen e
Thurberg F. 1987), ulteriore indicatore dell’avvendetezione della modificazione
dell’ambiente esterno (Juri e Watson 111 2000).

L’astice Homarus americanué stato sottoposto a modificazioni della tempegatl
fine di misurarne la frequenza cardiaca ed e swidenziato che le alterazioni della
temperatura, anche di pochi gradi, inducono unahize breve bradicardia seguita
da un prolungata tachicardia (Juri e Watson Il ®0®@uesti risultati sono stati
confermati piu recentemente sia esponendo la sspesde a un piu ampio intervallo
di temperature (Wordert al. 2005) che utilizzando altre specie di Crostacei
(Nakamureet al 1994).

E noto dalla bibliografia che il battito cardiacendluenzato dalla concentrazione di
Mg** (Watt et al 1999), che agisce, soprattutto a basse temperatiminuendo il
battito cardiaco (Frederiatt al 2000a). La diminuzione della temperatura da 02 a
C, induce una parallela diminuzione della conceitre di Mgd* nel’emolinfa del
granchio Maja squinado con conseguente bradicardia (Frederathal 2000Db).
Viceversa Sartoris e Portner (1997) hanno trovdte nel gamberett@rangon
crangon esposto a basse temperature la concentrazione gfi Mumenta,
contribuendo al mantenimento del pH e della comeerne di ATP intracellulari,
fondamentali per il corretto funzionamento cellalaia in momenti durante i quali
gli animali si preparano ad un prolungato periodandttivita, che in quelli in cui
devono fronteggiare eventuali stress termici.

I magnesio € uno ione scambiato durante i procdssosmoregolazione. Le
variazioni di salinita con conseguente alteraziole®@ movimenti ionici possono

dunqgue influenzare la capacita di termoregolaza®ieCrostacei.

1.4.3 Altre variazioni metaboliche

E stato dimostrato che i processi di osmoregolazierna capacita di tollerare gli
abbassamenti della temperatura sono collegatiezrdgtano le migrazioni stagionali
tipiche del gamberettBalaemon elegangare infatti che il trasferimento di questi
animali in mare aperto durante i mesi invernaligaodipendere dalla diminuzione

della capacita di osmoregolazione a basse tempergtanas e Spicer 2008).
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Anche 'aumento della temperatura pud avere corgemisulla capacita osmotica
dei Crostacei, alterando la barriera di permeabdille membrane con conseguente
perdita o ingresso di acqua e ioni. In queste stase alcuni metaboliti come il
colesterolo e le proteine possono essere utilizpate ricostruire le membrane
(Pascuakt al 2003).

L’effetto sinergico di stress termico e stresso oo € stato dimostrato anche nel
granchioCallinectes sapidusConducendo uno studio sulla mortalita invernale d
questa specie, Romet al (2005), hanno dimostrato che la sua capacita di
sopravvivere a basse temperature (1 e 3° C) dipealike salinita a cui viene esposta
(8,12 0 16 PSU).

E ben documentato che lalterazione di alcuni patamambientali, tra cui la
temperatura, incidono sul sistema immunitario debstacei, indebolendoli e
rendendoli passibili di infezioni da parte di batteaturalmente presenti negli
ambienti acquatici (Cheng e Chen 2000; Pasetual 2003; Lorenzon 2007, 2008).
Le difese immunitarie dei Crostacei sono rappregenprevalentemente dagli
emociti, componente cellulare dell’emolinfa, sudsiivin tre tipi: cellule ialine,
implicate nella fagocitosi, emociti granulari e sgranulari, in cui sono presenti in
differente quantita dei granuli che vengono liberstl momento in cui la cellula
riconosce corpi estranei. | granuli contengono elain del sistema della
profenolossidasi, una cascata enzimatica respdasaddla produzione di melanina,
coinvolta nei meccanismi di difesa (Soderhall et6riP86; Smith e Sdderhall 1991,
Lorenzonet al 2002; Giulianiniet al, 2006).

In Macrobrachium rosenbergiiun gamberetto che vive in ecosistemi in cui la
temperatura varia tra 14 e 35° C, il numero totlegli emociti circolanti aumenta e
il sistema enzimatico della profenolossidasi vieatgvato se esposto a elevate
temperature (Sungt al. 1998, Cheng e Chen 2000).

Nel gamberd.itopenaeus setiferu&adattamento a 27 o 31° C e I'esposizione a 33°
C inducono da un lato la diminuzione del numeroediociti totali circolanti,
dall'altro [lattivazione del sistema della profeassidasi con conseguente
produzione di melanina (Sanchetzal 2001; Pascuadt al 2003).

Anche la capacita di riprodursi dei Crostacei dgeerdalla temperatura; e stato
dimostrato che in varie specie di Decapodi, losstreermico causa disfunzioni
dell'apparato riproduttore e alterazioni nella cresdelle larve (Paulat al. 2001;
Perez-Velazqueet al 2001; Sancheet al, 2003).
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E noto infine dalla bibliografia che la modificam® della temperatura incide anche
sulla trasmissione nervosa e sul comportament&destacei (Fraser 1990; Crossin
1998; Younget al 2006).

1.5 Risposte metaboliche in sequito ad ipossia

I Crostacei che vivono in zone costiere possoneressoggetti a periodi di
emersione, 0 possSono venire momentaneamente igalathare (pozze di marea o
stagni costieri), con conseguente riduzione dellantjta di ossigeno disponibile
(Brouweret al 2004).

Tra i Decapodi vi sono differenze interspecificluias capacita di ossigenazione dei
tessuti che dipendono da numerosi fattori, comedalelle branchie, la capacita di
ventilazione e la capacita di trasportare ossigitiiemolinfa (Wattet al. 1999).

A queste diversita si aggiunge I'emersione che adasriduzione degli scambi
gassosi a livello delle branchie con ripercussisulla respirazione e sulla loro
fisiologia. Le risposte fisiologiche piu evidentpme di seguito descritto, sono |l
passaggio dal metabolismo aerobio a quello anaerdieé causa acidosi lattica e
spostamento dell’equilibrio acido base, e altemsiziodella capacita di
ionoregolazione con conseguente accumulo soprttlittammoniaca, principale
prodotto del catabolismo delle proteine, nellafsazione tossica (Morris 2002).

La risposta glicemica gia descritta per lo stresaatico e quello termico, € evidente
anche nei Crostacei che vengono sottoposti ad energSpiceret al 1990; Speed
et al 2001). Taylor e Spicer (1987) hanno dimostrat® rmbi gamberett. eleganse

P. serratusla concentrazione di glucosio nell’lemolinfa autaemell’arco di due ore
guando esposti ad ambiente privo di ossigeno. Piaognte gli stessi risultati sono
stati ottenuti inEriocheir sinensise in Jasus edwardsiiin quest’ultimo accanto
all'laumento di glucosio si & osservata una sigaifi@ diminuzione del glicogeno
(Zouet al 1996; Morris e Oliver 1999).

| Crostacei utilizzati per scopi commerciali, dopssere stati pescati, SON0 spesso
sottoposti a periodi di emersione durante le viase della commercializzazione. E
stato dimostrato, in molti Decapodi, che la gliceraumenta durante le diverse fasi
di manipolazioni commerciali (Paterson e Spanogb@7]1 Bergmanet al. 2001;
Lorenzonet al. 2007, 2008).
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Il glucosio, viene utilizzato per sostenere la mespone aerobia; in condizioni di
carenza o mancanza di ossigeno il passaggio abolet@o anaerobio garantisce un
adeguato apporto di ATP tramite la fermentaziottecka

II primo sintomo della carenza di ossigeno sonarfianto della frequenza e
dell’ampiezza del battito degli scafognatiti, stue posizionate in corrispondenza
delle entrate delle camere branchiali prossimelaileca, che vibrando velocemente
determinano la fuoriuscita di acqua, con conseguggrventilazione (McMahon
2001). Come dimostrato da diversi autori, in m@ltiostacei, all'iperventilazione
segue un aumento della concentrazione di acidcdaffTaylor e Wheatley 1980;
deFuret al 1988; Morris e Oliver 1999; Wadt al 1999).

Tra i Crostacei le specie fossorie sono quelle phe frequentemente nel loro
ambiente naturale sono esposte a condizioni igesscanossiche. Zebe (1981) ha
dimostrato che la concentrazione di acido latticel’'emolinfa di Upogebia
pugettensise Callianassa californiensigsumenta progressivamente nell’arco di 7,5
ore in condizioni di carenza di ossigeno; a questalizioni estreme e stata osservata
una differenza sia nella quantita di acido lattprodotto che nella sopravvivenza
delle due specie. Infattl. pugettensisin cui gli incrementi di acido lattico sono
maggiori, sopravvive fino a 30 ore, men@ecaliforniensigiesce a sopravvivere per
il doppio del tempo. Queste differenze sono prdbaite alla base della grande
variabilita a tollerare I'anossia che si osserea ffhalassinidea.

Analoghi risultati sono stati ottenuti con la sgedulciacquicolé&Eriocheir sinensis
(Zou et al. 1996), e con le specie sopralitorBli eleganse P. serratus(Taylor e
Spicer 1987); la concentrazione di acido latticananta quando la pressione
dell'ossigeno diminuisce. Gli autori hanno dimogirahe il ripristino di condizioni
normossiche determina una rapida ripresa del mksaim aerobio, con conseguente
riconversione del lattato in glucosio.

Il passaggio dal metabolismo aerobio a quello amaerosservato irNephrops
norvegicus esposto in ambiente aereo, sembra inoltre essipendente dalla
temperatura; la quantita di acido lattico presem#emolinfa e infatti maggiore in
seguito alla combinazione di emersione ed elevamepérature (Ridgwagt al
2006).

Incrementi di acido lattico si sono osservati anciedle specie commerciah.
americanuse C. pagurus durante il loro trasporto fuori dall’acqua (Lorzem et al
2007, 2008).

17



Il cambiamento dei flussi di acqua a livello delieanchie durante I'esposizione
all'aria si riflettono sul battito cardiaco (Patense Thorne 1995; McMahon 2001). E
stato dimostrato che nel gamberetto fossdrigpaea australiensiqPaterson e
Thorne 1995), nell’asticel. americanuse nel granchi@&ancer magiste(McMahon
2001) la carenza di ossigeno determina sia la dinnome della frequenza del battito
cardiaco, che 'aumento della sua intensita.

Durante I'emersione, oltre a diminuire la capadliadscambi gassosi a livello dei
tessuti respiratori, viene anche a mancare la dapdicscambio ionico a livello delle
branchie. Oltre a causare problemi legati al mamtento di osmolalita e volume
corporeo, insorgono quindi problemi legati all’eszione.

Come gia detto i Crostacei sono ammoniotelici esemno come prodotto di scarto
'ammoniaca. Lo ione ammonio viene eliminato premémente per diffusione
passiva a livello dei tessuti ionoregolatori. Inatsi lavori € stato dimostrato che, in
numerose specie di Crostacei, in seguito ad egposizall’aria viene alterato il
metabolismo dell'azoto e di conseguenza i procds®screzione (Schmitet al
1997; Durandet al 1998; 2000; Weihrauclet al 2004). Regnault (1992) ha
dimostrato che nel granchi€. pagurusesposto per brevi periodi all’aria, la
concentrazione di ammoniaca nellemolinfa aumenta,la quantita escreta
rappresenta circa il 4 % di quella normalmente ielata in acqua. Lo stesso autore
ha ipotizzato che, essendo tossica, 'ammoniacgavemmagazzinata in qualche
distretto corporeo; la formazione di glucosaminaa wlelle principali componenti
della chitina, potrebbe indicare 'accumulo di anmaga nell’esoscheletro (Regnault
1996)

Un ulteriore conseguenza dell’esposizione all'ara,l’alterazione del sistema
immunitario, ed in particolare del numero totalegldeemociti (THC) circolanti
nel’emolinfa (Ridgwayet al 2006; Lorenzoret al 2007, 2008). IMN. norvegicuse
stato dimostrato che la prolungata esposizionaraldetermina una diminuzione del
THC. A parita di tempo di esposizione, la diminumodel numero di emaociti
circolanti e aggravata dalla temperatura: essttirgano inferiori in animali esposti a
25° C rispetto a quelli esposti a 10° C (Ridgvedyal 2006). Analoghi risultati si
sono ottenuti nella specie commerci&e pagurus il trasporto a secco di questa
specie dai luoghi di pesca a quelli di vendita detea una diminuzione significativa
nel numero di emociti circolanti sia rispetto algpo trasportato in acqua che al

gruppo utilizzato come controllo (Lorenzenal 2008).
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1.6 Importanza delle proteine nell’emolinfa

In bibliografia € ben documentato il ruolo delleofgine totali nellemolinfa dei
Crostacei durante le alterazioni ambientali. Quesiaboliti possono dunque essere
utilizzati come indicatori sia dello stress termate ipossico (Brouwest al. 2004).
Molti autori concordano ormai nell’affermare chedmocianine (Hc), i pigmenti
respiratori dei Crostacei, rappresentano I'80-90&#led proteine totali presenti
nell’emolinfa dei Crostacei (Chen e Cheng 1995; tWatl 1999; Chaussoat al
2004). Sebbene sia ben documentato che gli strissslogici inducono la
mobilitazione anche di altre proteine, tra cui letatlotioneine (MT) e le stress
proteins (HSP) (Rainbow e Wong 1986; Pedersen aldlyye 1996; Lewiet al
1999; Ciminoet al 2002; Ravawet al. 2007), le emocianine vengono largamente
utilizzate per il monitoraggio delle condizioni d&iostacei.

Le emocianine dei Crostacei sono proteine oligocheriformate dall’aggregazione
di subunita il cui peso molecolare € compreso fr@ 80 KDa. Come sottolineato da
Dolashka e il suo gruppo di lavoro (2001), la maggarte delle emocianine sono
glicoproteine, in cui la composizione saccaridiesiar da specie a specie. E noto che
anche il numero delle subunita costituenti le emmicie ha variabilita interspecifica
(Giomi e Beltramini 2007), e che i Crostacei menmleti hanno emocianine
esameriche, mentre quelli piu evoluti presentanpbspibunita (Mangum e Greaves
1996). Analizzando il pattern elettroforetico detfiolinfa Hodgson e Spicer (2001)
hanno trovato che le emocianine di diverse specizedapodi sono costituite da un
numero di subunita compreso tra sei e dieci. In stoolio condotto sull’asticél.
americanus e stato osservato che esistono differenze ti@tem elettroforetici di
individui diversi; questo €& stato spiegato con lasgibilita dell’esistenza di
criptocianine, proteine non deputate al traspoeiassigeno e collegate ai processi
di muta, che oltre ad essere appartenenti allaastfesniglia delle emocianine, hanno
anche il loro stesso peso molecolare (Mangum €.96Y).

Nonostante siano numerosi gli studi sulla composiidelle emocianine, & stato
perd spesso sottolineato che i risultati non passessere comparabili sia per le
differenti condizioni fisiologiche in cui si trovangli animali nel momento delle
analisi che per la tecnica utilizzata (Hodgson e&R001).

La capacita delle emocianine di legare reversihited’'ossigeno, dipende dalla
presenza di un sito attivo costituito da un nucleame (Lamyet al. 1985; Spinozzi
et al 2005).
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Numerosi studi hanno dimostrato che la concentn&zah rame contenuto nel corpo
dei Crostacei € correlato alla concentrazione dicamine, e che il 93 % di questo
metallo e dato da quello contenuto in queste pret@iartinet al 1977; Abdennour
1997). La quantita di rame disponibile per la snidelle emocianine dipende da
condizioni ambientali quali salinita, ipossia e paratura; poiché la stabilita dei
pigmenti respiratori dipende dalla presenza delewuameico, sembra possibile che
la loro concentrazione possa variare in stagiorerde (Abdennour 1997; Devescovi
e Lucu 1995; Martin e Rainbow 1998).

Sebbene sia stato dimostrato che la concentrazi@ie emocianine circolanti
nell’emolinfa dipenda da fattori come il sessgpelso corporeo, le fasi di muta e di
crescita (Abdennour 1997; Spicer e Baden 2000; GeBeltramini 2007), sembra
che in diverse specie di Decapodi siano fondameatalhe la concentrazione di
ossigeno e la temperatura dell’'ambiente esternon@uim 1994; Mangum e
McKenney 1996; Mangum e Joy 1997). L'esposizionelLdisetiferuse di H.
americanusa diverse temperature induce una variazione weltecentrazione delle
proteine presenti nellemolinfa (Engel al 2001; Sancheet al 2001; Lorenzoret
al. 2007). Analoghi risultati sono stati riportati ticente da Giomi e Beltramini
(2007): la concentrazione delle emocianine aumiensaguito a stress ipossico nello
scampoN. norvagicuse nel gamberett@. crangon ed in seguito a stress iposalino
nei granchiriocheir sinensisC. sapiduse C. maenas

Oltre alla variazione della loro concentrazione, altio effetto che hanno sia la
temperatura che le condizioni di ossigenazioneudl@ di variare I'affinita delle
emocianine con l'ossigeno, che diminuisce in candizcritiche (Morris e Bridges
1985; Whiteley e Taylor 1997; Adamczewska e Mo@98; Tayloret al 2000).
McMahon (2001) ha tuttavia evidenziato che nellecgp fossorie come i gamberi
Cambarus fodien<C. diogene® P. clarkii, piu probabilmente soggette a momenti di
ipossia le emocianine hanno una maggiore affimtalossigeno.

E noto che in molti Crostacei diversi modulatoria ®rganici che inorganici,
contribuiscano a compensare gli effetti negativiledealterazioni ambientali
(McMahon 2001; Giomi e Beltramini 2007). Truchot98D) ha dimostrato in
Carcinus maenashe l'acido lattico prodotto dall’anaerobiosi aurtee!'affinita tra
emocianine e ossigeno. Lo stesso effetto € statteexiato anche da Zeet al

(1992) in numerose specie di Decapodi tra cuiitasiomarus vulgaris
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L’effetto positivo che ha I'acido lattico sull’affitd delle emocianine con 'ossigeno
dipende dallaumento della concentrazione deglii ith’, con conseguente
spostamento dell’equilibrio di Bohr verso l'anideidarbonica, favorendo quindi gli
scambi gassosi (Cameron 1989; Adamczewska e Mb®88; Tayloret al. 2000).

Bassi valori di pH tuttavia hanno effetto sulla utiura delle emocianine
destabilizzandole. Esistono altri modulatori, cormeato e neurammine, che
tamponando il pH dell’emolinfa mantengono stabélestruttura delle proteine (Zeis

et al. 1992; Bridges 2001; McMahon 2001).
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1.7 Scopi della tesi

Gli ecosistemi acquatici costieri, sono caratteizza alcuni parametri fondamentali
come salinita, temperatura e ossigenazione. Questametri, oltre a variare
naturalmente nel corso dell'anno, subiscono mutaZiwlotte dalle attivita umane, che
si ripercuotono sugli organismi che vivono in quesnbienti. E necessario quindi
verificare l'adattabilitda e la capacita di reaziowelle specie costiere a queste
alterazioni, per individuare quali parametri amigdincontribuiscono maggiormente al
loro indebolimento e/o mortalita. Gli organismi Usgri potranno quindi essere
utilizzati come bioindicatori per il monitoraggia duanto accade negli ecosistemi
costieri.

In questo lavoro si sono utilizzati i Crostacei Beodi Carcinus aestuarjiPalaemon
eleganse Upogebia pusillatutti presenti sulle coste del Friuli Venezia l&uin quanto
organismi fondamentali per il mantenimento degliillori all’interno degli ecosistemi.
L’approccio di questo lavoro e stato di tipo edofi@gico, quindi in seguito alla loro
esposizione a salinita o temperature modificaténeseguito ad emersione, sono stati
valutati mortalita e stress fisiologico.

Con questo lavoro, date le poche informazioni esisin letteratura, si € innanzi tutto
voluto estendere la conoscenza sulle rispostddiiche dei Decapodi abitanti le acque
di transizione nelle nostre coste. Si sono andiizzaguenti aspetti:

- Capacita di adattamento alle condizioni di labaiatoPrima del loro utilizzo

nelle fasi sperimentali si e voluto verificare deecondizioni di stabulazione
fossero adeguate per ciascuna specie, per elimaggrieeventuale interferenza
fisiologica.

- Sopravvivenza alle condizioni sperimentadittraverso l'analisi dei dati di

mortalita, si & tentato di determinare quale sieekistenza delle specie trattate
per conoscere quali siano gli effetti di stress atro, termico e ipossico.

- Esposizione acuta di ciascuna specie a diversdzonddi salinita, temperatura

0 ad ambiente subaereGli esperimenti sono stati condotti con lo scapo

identificare condizioni estreme, non tollerate elalspecie, ovvero per
individuare intervalli di salinita o temperaturetreni quali vengano attivate
risposte fisiologiche per il mantenimento dell'oresi. Questo tipo di
esperimenti ha inoltre permesso di capire qualep&a ciascuna specie il
parametro fisiologico prevalentemente coinvoltoashte stress termici, osmotici

ed in condizioni di ipossia.
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- Trasferimento graduale di ciascuna specie dalledizami di stabulazione a

diverse condizioni di salinitd o temperatu@este serie sperimentali sono state

eseguite per verificare quali risposte fisiologiclengono messe in atto dopo
costanti variazioni della salinita o della temperate gli effetti verificabili dopo
il raggiungimento della condizione definitiva.

- Adattamento di ciascuna specie a diverse condiziosalinitd o temperature per

due settimaneSi e voluto verificare se la specie e resistentdungo periodo ad
una nuova condizione, e se c’é differenza tra Iedoni fisiologiche di
animali stabulati e animali che hanno subito unesstcronico.
Dal momento che i Crostacei utilizzati sono regokmte predati da altre specie
lagunari, ulteriore scopo di questo lavoro é staiello di ottenere dati che potranno
essere inseriti in studi sul'andamento della dispiita delle risorse alimentari per

ittiofauna ed avifauna.
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2 MATERIALI E METODI

2.1 Descrizione delle specie

2.1.1Carcinus aestuarii

Il granchio Carcinus aestuariiiNardo) e un Crostaceo Decapode che popola il Mar
Mediterraneo, e le coste delle isole Canarie évizglNero.

Questa specie si distingue dagli altri granchi leemorfologia del carapace, che é
convesso, trapezoidale, liscio e presenta carstitdre incisioni sul dorso. Il bordo
anteriore del torace termina con tre sporgenze poominate simili a lobi, affiancate
lateralmente da cinque dentelli.

Sul capo sono presenti un paio di occhi peduncalatpaio di antennule corte e un paio
di antenne piu lunghe. La specie ha cinque paatdiil primo paio anteriore € munito
di chele, spesso diverse dal punto di vista morfdome con dattili appuntiti e dentati;
le quattro paia di arti successivi, i pereiopodina utilizzati per la deambulazione. |
maschi e le femmine di questa specie sono facikneobnoscibili dalle caratteristiche
morfologiche delladdome: nei maschi ha la formaiditriangolo stretto e appuntito e
possiede solamente i pleopodi anteriori, utilizzatne organi copulatori, nelle femmine
e largo e arrotondato ed i pleopodi vengono utiizper il trasporto delle uova. Anche
le dimensioni sono differenti tra i due sessi: isgfa raggiungono una larghezza
massima del carapace di 6 cm mentre le femmine pangiccole, raggiungono una
larghezza di 4 cm. Il colore e tipicamente verderalente al grigio sul dorso, mentre
I'addome e piu chiaro, giallastro con venature asgg (Cottiglia, 1983).

Carcinus aestuariie una specie litoranea ritrovabile in acque basserattutto in
laguna. Nonostante sia una specie eurialina edeema, difficilmente si ritrova in
acque dolci, dove sopravvivrebbe per brevi peripdd invece essere piuttosto lunga la
permanenza in ambiente subaereo. E onnivoro daiprevalentemente di notte e con
I'alta marea.

C. aestuariisi riproduce da maggio a novembre, periodo inledemmine mutano:
infatti perché avvenga la fecondazione € necesshmgola femmina sia prossima alla
muta e il maschio abbia I'esoscheletro duro. Lenfme migrano poi in mare a deporre
le uova. Dall’'uovo si schiude una prima larva, ¢ea, che dopo l'ultimo stadio larvale,
la megalopoda, muta per la prima volta in giovarsmghio. Da questo momento in poi

si susseguono piu mute nell'arco di un anno finoagjgiungimento dello stadio di
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granchio adulto. Da adulti i granchi maschi mutanprimavera e in autunno (Cottiglia
1983).

2.1.2Palaemon elegans

Il gamberetto Palaemon elegafRathke) € un Crostaceo Decapode appartenente alla
famiglia dei Palaemonidi; e diffuso nel Mar Meditereo, nel Mar Nero e
nell’Atlantico Orientale, dalla Namibia alla Noniag

La porzione anteriore del corpo € costituita ddhlogorace ricoperto dal carapace,
terminante anteriormente con un rostro rettilinediewemente ricurvo verso l'alto,
caratterizzato dalla presenza di 2 — 3 dentellinsaftgine inferiore, e 7 — 9 su quello
superiore. Le sei paia di appendici presenti nptiezione cefalica sono nell’'ordine:
peduncoli oculari, antennule, antenne, mandibalaeepaia di massille. Sul torace sono
invece presenti 8 paia di appendici: le prime itmmassillipedi, sono utilizzate per la
manipolazione del cibo, le ultime, i pereiopodinha funzione ambulacrale.
Sulladdome sono presenti sei paia di appendi@nbificate, i cui endopoditi sono
trasformati in petasma ed appendice maschile (2° segmento nei maschi) ed in
uropodi (6° segmento, o telson).

Questi gamberetti possono avere dimensioni cheovdan3 ai 7 cm.

P. elegang una specie eurialina ed euriterma, che vive rsgllagge rocciose, nei porti,
nelle pozze di marea e nei luoghi dove e fittadgetazionePalaemon elegang una
specie onnivora opportunista. Manifesta prefereaimentari verso alcuni gruppi
tassonomici, che possono variare in relazione diflponibilita di organismi predabili
all'interno degli ambienti occupati.

Il ciclo di vita di questa specie e caratterizzééoregolari migrazioni tra il mare aperto,
dove vengono deposte le uova, e le lagune, raggidalie larve planctoniche subito
dopo la schiusa. Lo spostamento attivo verso artilgppanalici come lagune ed estuari,

awvviene nella fase di postlarve (Cottiglia 1983dRi1991).

2.1.3Upogebia pusilla

Upogebia pusilla (Petagna) € un gamberetto che appartiene allagliamdei
Callianassidi. Vive nel Mar Mediterraneo, nel MagrN e nell’Atlantico Orientale dalla
Norvegia a Gibilterra.

Questo gamberetto ha il carapace notevolmenteppalo che rappresenta circa il 40%
della lunghezza totale; anteriormente termina toostro, grande, triangolare, dotato di

solchi, lateralmente ai quali si trovano delle keto
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| chelipedi sono normalmente mantenuti distesivianéi; essi sono compressi e tra loro
e non presentano notevoli differenze morfologid¢Perticolare € il dattilopodite, ricurvo
e sviluppato in altezza.

Sul capo sono presenti le antenne, gialle, pitecet!’intero corpo e dotate di setole, e
le seconde antenne, dello stesso colore delle peimietate di un pettine di setole sul
loro ramo superiore.

L’addome € stretto in corrispondenza del primo sagm e si allarga posteriormente.
Le prime appendici addominali, mancanti nei massbio uniramate e ridotte nelle
femmine. Le successive sono biramate, decisameiii@sate e ricche di setole.

U. pusilla presenta una colorazione verde-giallastra o bgiatbastra, intervallata da
macchie piu chiare; spiccano inoltre i bordi armtere laterali e quelli del rostro, che
sono bianchi. Anche i pereiopodi risultano piu dhil resto del corpo.

La dimensione comune varia tra 4 e 7 cm (quesiinultitrovabili soprattutto nelle
lagune del nord Adriatico).

E’ una specie fossoria che vive su substrati sablimnosi, a modeste profondita, anche
sopra il limite superiore di bassa marea. ScaVenkpesso a piu uscite, con diametro
compreso tra 0,5 e 1,5 cm, e profonde fino a 30 ten.specie € rinvenibile
prevalentemente di notte, quando esce per cibagpiogebia pusilla si nutre
prevalentemente dei detriti che trova fuori dafiiesso delle tane.

La specie e abbastanza eurialina, anche se talemumenti della salinita solo per
brevi momenti mentre le condizioni iposaline nongeno tollerate.

Si riproduce a fine primavera-estate; la larva dseiogiorni di vita, passa dallo stadio

planctonico a quello bentonico (Cottiglia 1983).

2.2 C. aestuarii, P. elegans: disegno sperimentale

2.2.1 Trasporto, stabulazione e mantenimento duraetgli esperimenti

Gli animali utilizzati per questo lavoro sono sfatiniti da pescatori che lavorano sulle
coste del Friuli Venezia Giulia:
« Carcinus aestuariii granchi sono stati pescati manualmente mediagtieo
nella Laguna di Grado, e poi trasportati in labariat racchiusi in contenitori
privi di acqua. Le metodologia di pesca e di tragpatilizzate non hanno mai

causato mortalita degli animali.
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Figura . Sito di pesca*() dei granchi presso la laguna di Grado. Il sifmsto nella zona posteriore verso Nord della
valle Arastorta.

» Palaemon elegans gamberetti provengono dalla pesca commercialia iBaia

di Panzano, Golfo di Trieste; il loro mantenimedtoante il trasporto presso i

laboratori € stato analogo a quello descritto pgranchi, anche se non é

risultato ottimale per questa specie.
In laboratorio gli animali sono stati stabulati @ndizioni costanti per due settimane
prima di essere utilizzati per gli esperimenti. zasche di mantenimento hanno
dimensioni di 120 x 40 x 40 cm ed una capacitaZfi I, sono dotate di aerazione e
sistema di filtraggio a circuito chiuso e riemptten acqua di mare artificiale (Prodac
®) con salinita 36 PSU. Per quanto riguarda la &naipira un gruppo di animali per
ciascuna specie e stato stabulato a 22 + 1° C adtuna 18 = 1° C. Le condizioni di
illuminazione sono state costati e hanno previgio di luce e 12h di buio. Sono stati
nutriti regolarmente ogni tre giorni con pezzi éispe, molluschi o mangimi artificiall,
fino a 48h prima dell'inizio degli esperimenti.
Per ciascuna specie sono stati creati due grupgmrdrollo costituiti da 10 granchi o 25
gamberetti, uno per ogni temperatura di stabul&zi&u questi gruppi si sono effettuati
prelievi di emolinfa, come descritto di seguito,siesono misurati alcuni parametri
fisiologici. | dati sono stati utilizzati come caoohto per quelli ottenuti durante gli
esperimenti. Nel caso @l. aestuariied esclusivamente per gli adattamenti (tempo 14d),
il confronto e stato effettuato con la media dtitutdati osservati ai tempi Oh degli
esperimenti di step (n=50), ovvero con i dati attedopo il periodo di stabulazione.

Gli esperimenti sono stati eseguiti in vasche opymamente allestite:
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- C. aestuarii tutti gli esperimenti riguardanti le alteraziatiisalinita e gli aumenti di
temperatura, sono stati eseguiti in vaschette no\aalle dimensioni 56 x 40 x 22 cm,
dotate di sistema di aerazione, di filtro a cirguithiuso e riscaldatore (per il
mantenimento o per la modificazione della tempeadtu

- P. elegans per quanto riguarda gli esperimenti a salinitierate e a temperature
elevate, gli esperimenti si sono svolti in vaschevetro di lunghezza 58 cm, di
larghezza 25 cm e di altezza 37 cm, anche quetdéedti aeratore, filtro e riscaldatore;
- per entrambe le specie gli esperimenti di dimiowe della temperatura sono stati
realizzati in vasche analoghe a quelle di stabokegi collegate ad un refrigeratore
(Teco).

Per quanto riguarda I'esposizione all’'aria e stftattato il naturale andamento delle
temperature dell’ambiente in cui sono alloggiatevdesche. Per I'esposizione all’aria
fredda, gli animali sono stati posizionati in uigéra 4 £ 1° C, in cui e stata sistemata
una lampada che veniva accesa e spenta segueminoilL/D a cui gli animali erano
abituati durante la stabulazione. L'esposizionemperature elevate € stata eseguita
mettendo gli animali in vaschette di plastica vueteoperte, a loro volta immerse in

vasche riempite con acqua a 32° C. In tutti i éasfiata garantita 'umidita dell’aria.

2.2.2 Prelievo di emolinfa

~

Il prelievo di emolinfa & stato eseguito dalle meanme articolari degli arti diC.
aestuariie dal seno pericardio 8. elegansutilizzando una siringa sterile da 1 mL con
ago 25 g.

Per quanto riguarda i granchi a ciascun animalegad prelievo sono stati prelevati 300
puL di emolinfa, mentre per i gamberetti, a caudé&edero ridotte dimensioni, ne sono
stati prelevati 50 pL, cumulati in lotti il cui waine finale é stato di 200-250 pLL.

In tutti i casi I'emolinfa prelevata € stata cefugata per 1 min a 15000 g.; il

supernatante é stato immediatamente surgelat®a € per le successive analisi.

2.2.3 Step: esposizione diretta a salinita o tempsure modificate ed esposizione
all'aria

La prima fase sperimentale ha previsto la creazéhrgruppi di granchi o gamberetti,
che sono stati esposti direttamente, senza adattama condizioni di salinita e
temperatura alterate o in ambiente subaereo (Jab. 1
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Tabella 1 : salinita e temperature durante la déamne e durante gli esperimenti di step.

Condizioni iniziali Step di temperatura Step di séinita Esposizione all'aria
18° C —36 PSU 24° C 18°C
30° C 4°C
12°C 24° C
6° C
22° C—-36 PSU 6 PSU 24° C
16 PSU 30°C
26 PSU
46 PSU

Per quanto riguard&. aestuarij 48h prima dell'inizio degli esperimenti 10 animal
sono stati isolati in cestelli di plastica numerata per facilitare il riconoscimento di
ciascun individuo, che per eliminare alteraziosidiogiche legate allo scontro con altri
granchi. | cestelli sono rimasti nelle vasche dibstazione fino al primo prelievo
(tempo Oh) e successivamente trasferiti in vasgeeirmentali (salinitd o temperatura
modificate), oppure in ambiente subaereo. | presewo stati eseguiti dopo 3, 8, 24 e
48h di esposizione.

PerP. elegand tempi di prelievo sono stati gli stessi appeeaditti per i granchi; al
tempo Oh é stata prelevata emolinfa da 25 gamberethtenuti nelle vasche di
stabulazione. Per i tempi successivi 120 animatiosetati trasferiti nelle vasche
sperimentali; ad ogni tempo di prelievo ne sont st#lizzati 25 ottenendo cosi 5 lotti
di emolinfa.

| dati ottenuti dalle misure effettuate sullemdéinprelevata da animali sperimentali
sono stati confrontati con quelli ottenuti agli ssietempi negli animali che hanno
costituito i gruppi di controllo, ovvero con i gmip adattati alle condizioni di

stabulazione.

2.2.4 Adattamenti

Nella seconda fase di questo lavoro, si sono aHgtesperimenti di adattamento sul
lungo periodo alle stesse condizioni di temperatusalinita gia valutate nel corso degli
step.

2.2.4.1C. aestuarii

Per gli adattamenti alle diverse salinita e temjpeea sono stati creati 8 gruppi costituiti
da 14 animali ciascuno, trasferiti una settimana@rdell'inizio degli esperimenti nelle
vasche sperimentali in cui le condizioni di saint temperatura dell’acqua sono state

identiche a quelle di stabulazione.
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Successivamente salinita o temperatura sono staddicate, aumentando o riducendo i
parametri di 2 PSU o 2° C ogni due giorni fino aggiungimento delle condizioni
stabilite.

Il primo prelievo di emolinfa (tempo 0h), effettoad soli 10 dei granchi (marcati)
costituenti i gruppi sperimentali, € coinciso comomento immediatamente precedente
all'ultimo passaggio di salinita o di temperatuad: esempio, nei passaggi da 36 PSU a
6 PSU, il prelievo al tempo Oh é stato considecatello effettuato dopo due giorni di
mantenimento a 8 PSU (tab. 2). | prelievi succéssimo stati fatti dopo 3, 8, 24, 48h e

14d, dal passaggio alla salinita o temperaturandiefi.

Tabella 2: salinita e temperature prima e duramtsposizioni graduali e gli adattamenti.

Condizioni iniziali e finali Condizioni al tempo 0Oh Condizioni ai prelievi successivi

36 PSU -6 PSU 8 PSU 6 PSU

36 PSU - 16 PSU 18 PSU 16 PSU

36 PSU — 26 PSU 28 PSU 26 PSU

36 PSU — 46 PSU 44 PSU 46 PSU
18°C-24°C 22° C 24° C
18°C-30°C 28° C 30° C
18°C-12°C 14° C 12°C
18°C—-6°C 8°C 6° C

2.2.4.2P. elegans
Per questa specie si sono creati 6 gruppi speratiefd per ciascuna salinita gia

sperimentata nella fase precedente e due per §espoe graduale a 6 e 12° C) il cui
numero iniziale di individui e stato differentebbene per i prelievi ne siano sempre
stati utilizzati 120 (tab. 3). Dal momento che émpo di adattamento alle varie
condizioni sperimentali & differente per ciascuopgo, un elevato numero iniziale di
animali ha garantito che un numero sufficiente dmgeretti per ottenere i lotti di

emolinfa per tutti i prelievi, arrivasse fino al°lgiorno di esposizione.

Tabella 3: numero iniziale di gamberetti e duratgldesperimenti di adattamento.

Adattamento Numero iniziale di gamberetti Durata (gorni)
6 PSU 200 30+ 14
16 PSU 180 20 + 14
26 PSU 150 10 + 14
46 PSU 150 10 + 14
6° C 150 12 +14
12° C 150 6+ 14
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| gruppi creati sono stati trasferiti nelle vaschgerimentali una settimana prima
dell'inizio degli esperimenti, che sono stati cotidsecondo i tempi gia descritti per la
specie C. aestuarii In questo caso pero, ad ogni prelievo sono sthlizzati 20

gamberetti, in seguito eliminati dal gruppo, petténimento di 4 lotti di emolinfa.

2.3U. pusilla: prove di mantenimento € manipolazione, prove spenentali

| gamberetti appartenenti a questa specie soniopgetstati manualmente nella Laguna
di Grado. Dopo la pesca sono stati trasportatalvotatorio a secco, distesi su fogli
umidi in contenitori di polistirolo. | metodi di pea e trasporto hanno garantito la
vitalita degli animali.

In laboratorio si sono sperimentate diversi tipstiibulazione, al fine di trovare quella
ottimale per la specie. L’acqua utilizzata, pregarartificialmente (Prodac ®), ha
sempre avuto salinita 36 PSU e temperatura 22° €ntmm le condizioni di
illuminazione non sono state costanti: un gruppgainberetti & stato sottoposto a cicli
naturali di illuminazione (12h luce — 12h buio), gruppo é stato mantenuto al buio.
Durante i tentativi di stabulazione si sono variateimensioni della vasca, la quantita
di substrato presente in ciascuna vasca e il nudieggamberetti per vasca:

1. una vasca da 120 L dotata di sistema di filtraggibcui fondo é stato posta
della sabbia per uno spessore pari a 5 cm; in imoptentativo i gamberetti
sono stati lasciati liberi nella vasca (n=80), @g@ito si sono posti dei divisori in
plastica per la formazione di celle in cui sondi gtasizionati 4 gamberetti;

2. due vaschette 56 x 40 x 22 cm sul cui fondo e stakasa sabbia per uno
spessore di 3 cm; le ridotte dimensioni delle vaseHa presenza della sabbia
hanno reso impossibile I'utilizzo dei filtri e I'e&zione é stata mantenuta solo in
una vaschetta. Anche in questo caso in una vaschgamberetti sono stati
lasciati liberi (n=20), mentre in una sono statias singolarmente da divisori in
plastica;

3. 6 vaschette di plastica 20 x 15 x 12 cm: un prierdgdtivo e stato fatto mettendo
un gamberetto per ciascuna vaschetta riempita lereeanente di sabbia (8 cm)
ricoperta da poca acqua (2 cm); in seguito, comltariore gruppo di animali
(n=6), si € provato a mettere un gamberetto per vagthetta precedentemente
riempita con 5 cm di sabbia e 5 cm di acqua.

Il prelievo dell’emolinfa é stato effettuato comiisghe sterili da 1 mL con ago 25 g, tra

le membrane articolari del penultimo e terzultimetamero addominale, direttamente
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nel pericardio. Su 22 gamberetti si sono effettpedlievi di emolinfa immediatamente
dopo il loro arrivo in laboratorio, prima della tormmersione nelle vasche. In seguito
sono stati creati diversi gruppi (n=5) su cui siceffettuate alcune prove:
- prelievo di 30 pL o 50 pL di emolinfa;
- tempi di prelievo diversi: a 0, 3e 24h oppure 8,6, 1, 2 e 3h;
- mantenimento in acqua in vasche singole (5 cm bbisae 5 cm di acqua)
utilizzando la sequenza di prelievo 0, 0,5, 1,3hg
- mantenimento in aria di gamberetti precedentemstataulati in vasche singole
(5 cm di sabbia e 5 cm di acqua) utilizzando lausega di prelievo 0, 0,5, 1, 2
e 3h.

2.4 Determinazione dei parametri fisiologici nell’enolinfa

2.4.1 Glicemia

La concentrazione di glucosio nellemolinfa €& stataisurata utilizzando un

reflettometro colorimetrico ONE TOUCH Il e kit conentiali di strisce reattive ONE

TOUCH (Lifescan). La misura € basata sulla reazioael glucosio e I'ossigeno, che
tramite la glucosio ossidasi, determina la formaeiali acido gluconico e acqua
ossigenata; quest’ultima ossida i due indicatoformmetrici (reazione mediata dalla
perossidasi), che assumono una colorazione blwoprimmale alla quantita di glucosio.
La concentrazione di glucosio nell’emolinfa in mig'd(coefficiente di variazione CV:

13 %).

2.4.2 Acido lattico

La quantita di acido lattico presente nell’emolirfastata determinata utilizzando lo
strumento LACT ( CDR-analisi e sviluppo sistemietitetici).

Sono state utilizzate cuvette da 1 mL gia prontasa (1 cm di cammino ottico), nelle

quali sono stati aggiunti L di emolinfa.

L’acido lattico viene trasformato in acido piruvi¢ceazione catalizzata dalla lattato
ossidasi), con formazione di acqua ossigenata aloeege nell’ossidazione dei
cromogeni; la colorazione viola, piu 0 meno interéssgroporzionale alla quantita di

acido lattico presente, che viene espressa abadfifia lettura in mg di
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2.4.3 Densita

La densita (10uL per ogni campione) € stata determinata medidotéizzo di un
densimetro — salinometro ottico a rifrazione, campensazione automatica della
temperatura (SCUBLA s.n.c.).

2.4.4 Proteine totali

La concentrazione delle proteine totali € stateerdeihata grazie all'utilizzo dello

strumento SCREEN POINT, (Hospitex Diagnostics.sHilenze). Le cuvette (1 cm di
cammino ottico) sono state riempite con 1 mL ditrea pronto all’'uso e contenente i
seguenti reagenti: ioduro di potassio, sodio paiasstrato, solfato di rame e idrossido
di iodio (Biureto modificato). Le proteine presentl campione reagiscono con ioni
rameici formando un complesso blu. Dopo 5 min dubazione delle cuvette a 37 °C,

lo strumento effettua la lettura alla lunghezzanda di 546 nm (520 — 570 nm).

2.4.5 pH

Il pH del’emolinfa e stato misurato con pHmetrai@@n) dotato di microelettrodo per

misure su piccoli volumi.

2.4.6 Ammoniemia

La concentrazione di ammoniaca nell’emolinfa deinghi € stata misurata utilizzando
il sistema AMMONIA TEST KIT Il (un reflettometro ¢orimetrico) e AMMONIA
CHECKER ll/PocketChem BA, (Arkray, Inc), un kit comerciale di strisce reattive.
Per le misurazioni si sono utilizzati 2Q di emolinfa diluita (1QuL di emolinfa in 490
uL di PBS), aggiunti sull'area ricevente delle steisle reazioni che si sviluppano
determinano la formazione di ammoniaca gassos&aea gli indicatori. Le reazioni
hanno una durata di 180 sec, dopo i quali avviarettura in 20 sec; sul display viene

visualizzata la concentrazione di ammoniacanol/L.

2.4.7 Elettroliti

Lo strumento SCREEN POINT utilizzato per la deterazione della concentrazione
delle proteine totali emolinfatiche e stato utiima anche per la misura delle
concentrazioni di cloruri e di calcio. In entranmibcasi sono stati utilizzati reagenti
pronti all'uso, con i quali si sono riempite cueetia 1 cm di cammino ottico. Per
quanto riguarda i cloruri, al reagente si sono @gil0O uL di emolinfa, mentre per il

calcio si sono aggiunti 25 di emolinfa diluita in milliQ.

33



In entrambi i casi il metodo é colorimetrico, quirgl basa sul legame tra gli ioni
interessati e i rispettivi reagenti, con svilupgacdlore la cui intensita e direttamente
proporzionale alle concentrazioni cercate.

Nel caso dei cloruri, dopo 5 minuti di incubazicmgemperatura ambiente, la lettura
viene effettuata alla lunghezza d’onda di 505 namtro bianco reattivo. L’assorbanza

del calcio viene invece letta a 578 nm dopo 5 midiuhcubazione a 37° C.

2.5 Valutazione qualitativa delle proteine emolinfiche

La valutazione qualitativa delle proteine presewil’emolinfa & stata fatta mediante
I'esecuzione di elettroforesi su gel di acrilamide.

| campioni sottoposti alle corse elettroforeticlom stati preparati diluendo 10 pL di
emolinfa in 490 pL di PBS; 5 pL della soluzioneeatita sono stati aggiunti a 5 pL di
SAMPLE buffer. | campioni ottenuti sono stati fatiollire per circa 10 minuti, ed in

seguito caricati nei pozzetti della cella elettretea (7 UL per pozzetto); sono stati
confrontati con i pesi molecolari utilizzati comentrollo.

Per la colorazione i gel sono stati immersi in goéuzione di blu di Coomassie per

un’ora; in seguito sono stati decolorati (40 miraiica) e reidratati in acqua distillata.

2.6 Analisi statistiche ed elaborazioni grafiche

| dati raccolti sono stati inseriti in tabelle Ekeela statistica & stata eseguita mediante
SPSS 12 ® per Windows; i dati in seguito riporstho espressi come media * errore
standard.

Gli effetti delle prove sperimentali sui diversirgmetri sono stati analizzati mediante
test-t di Student, sia rispetto al tempo Oh cheeti® alle condizioni di controllo (soglia
di significativita: P<0,05).

Le medie e gli errori standard sono stati riporti grafici, creati utilizzando il
programma Origin 6.0, che mettono in relazione damento dei vari parametri
fisiologici rispetto al tempo. Per una migliore aegisiva, la scala temporale non é
proporzionale.

L’elaborazione delle immagini, riguardanti le coedettroforetiche e stata effettuata con

i programmi Photoshop 7.0 e ImageJ.
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3 RISULTATI

3.1 Carcinus aestuarii

3.1.1 Mortalita

Il grafico in figura 1 mostra la mortalita regidaadurante tutte le fasi sperimentali
per ciascun gruppo (n=10) sia esposto direttam@¢ che gradualmente (1B) a

variazioni di salinita o temperatura.

3.1.2 Esposizione diretta: salinita

3.1.2.1 Glicemia

La glicemia al tempo Oh (n=10), in granchi nontatted in seguito utilizzati come

gruppo di controllo & 5,10 + 0,50 es mg™dlai successivi prelievi non si sono
ottenute medie glicemiche significativamente dieedsa questo valore (P>0,05). II
grafico in figura 2A mostra gli andamenti glicemial tempo alle diverse salinita.

A 6 PSU il glucosio dell’lemolinfa, partendo da 38®,59 es mg dt (n=10), &
aumentato significativamente dal tempo 3h fino a(BH0 + 0,98 es mg dt,
P=0,023 6,20 + 0,76 es mg dt, P=0,040 rispettivamente. Sebbene a 24h la
glicemia rimanga elevata non e significativamenieerda rispetto al tempo Oh
(P=0,276). Il confronto tra le medie osservateuesio gruppo e quelle rilevate agli
stessi tempi nel gruppo di controllo non sono ntaiessignificativamente diverse
(P>0,05).

Nel gruppo posto a 16 PSU (n=10) la concentrazioizéale di glucosio circolante é
stata 4,20 + 0,77 es mg déucessivamente si verifica un lieve aumento della
glicemia al tempo 3h (5,50 + 0,86 es mgdP>0,05) seguito poi da una
diminuzione fino a 24h (4,30 + 0,47 es mg®ILAl tempo 48h la glicemia & 4,33 +
0,47 es mg dt & significativamente diversa da quella ottenuta siésso tempo nel
gruppo di controllo (P=0,033).

L’esposizione a 26 PSU (n=10) non ha mai determiretmenti significativi
(P>0,05) della concentrazione di glucosio rispeatttempo Oh (4,20 £ 0,51 es mg dL
1); a 48h la glicemia misurata (4,00 + 0,49 es mg)dé stata significativamente
diversa da quella rilevata allo stesso tempo ngdgo di controllo (P=0,012).

La concentrazione di glucosio iniziale (Oh) neirgia in seguito esposti a 46 PSU

(n=10) & stata 3,10 + 0,41 es mg'dianche in questo caso ai tempi successivi non si
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modificate, in B 1 dati osservati durante 1’esposizione graduale e in C durante 1’esposizione
all’aria.



sono avute differenze significative (P>0,05) rispetlla media iniziale. In
guest’ultimo gruppo il confronto tra le glicemiaeatute a tutti i tempi ed i valori del
gruppo di controllo ha evidenziato sempre diffegesignificative (Oh P=0,007; 3h
P=0,027; 8h P=0,003; 24h P=0,0001; 48h P=0,000pp¢Adice, tavola 1A; figura
2A).

3.1.2.2 Acido lattico

Nel gruppo di controllo (n=10; figura 2B) mantena®6 PSU la concentrazione di

acido lattico e progressivamente diminuito; le reeditenute a 3, 8, 24, 48h non
sono mai state significativamente diverse (P>0d¥b)yuelle del tempo Oh (3,10 *
0,27 es mg dt).

Il valore iniziale (Oh) di lattico emolinfatico dgranchi (n=10) in seguito posti alla
salinita 6 PSU & 3,16 + 0,26 es mgdlai tempi successivi si sono registrati dei
progressivi aumenti fino a raggiungere a 24h, uoreadi 3,57 + 0,32 es mg dL
(P=0,018 vs 0Oh). In questo gruppo i valori non somai stati significativamente
diversi da quelli ottenuti per il gruppo di contoo(P>0,05).

Prima del passaggio a 16 PSU (tempo 0h) la medacido lattico emolinfatico e
3,34 + 0,25 es mg dk (n=10). Nelle 3h successive si & misurato un liexanon
statisticamente significativo (P>0,05) aumento aletbncentrazione (3,59 = 0,35 es
mg dLY); in seguito fino a 24h si assiste invece ad ggéeo decremento fino a 3,26
+ 0,24 es mg dt (P>0,05). L'ulteriore diminuzione di acido latticegistrata a 48h
(2,81 + 0,25 es mg db) & invece risultata significativamente diversa @ahpo Oh
(P=0,014). Anche per questo gruppo le medie dicatattico ai diversi tempi non
sono state significativamente diverse da quellegdgdpo di controllo (P>0,05).
Durante I'esposizione diretta alla salinita di 26WP (n=10) la concentrazione di
acido lattico & progressivamente aumentata da8@36 es mg dt (tempo Oh) a
3,86 + 0,39 es mg dt.(P=0,032 vs tempo Oh) nell’arco di 24h; a 48hitladattico
torna a 3,54 + 0,36 es mg dlvalore non significativamente diverso rispetto al
tempo Oh (P>0,05). Le medie ottenute non sono tage significativamente diverse
da quelle del gruppo di controllo (P>0,05).

A 46 PSU dalla concentrazione iniziale di aciddidatdi 3,28 + 0,23 es mg dL
(n=10) si passa, con un graduale aumento fino8&l)ea un valore di 4,28 + 0,42 es
mg dL? significativamente diverso sia dal tempo Oh (P%8)0che dal controllo

(P=0,006). In seguito I'acido lattico torna a dinonie e i valori ottenuti non sono mai
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stati significativamente diversi (P>0,05) né dahp® Oh né dal gruppo di controllo
(Appendice, tavola 1B; figura 2B).
3.1.2.3 Densita

Nel gruppo di controllo (n=10) mantenuto a 36 Palénsita al tempo Oh e stata

1045,90 + 4,06 es g1 nei prelievi successivi si & poi registrata uimaiduzione e

in particolare, i valori ottenuti ai tempi 24 eM8ispettivamente 1039,50 + 2,95 es g
L™ e 1037,00 + 2,16 es g*Lsono risultati significativamente inferiori ainteo Oh
(P=0,043, P=0,032).

A 6 PSU la densita emolinfatica iniziale media dalppo sperimentale (n=10) &
1048,60 + 4,21 es gL Gia dopo 3h di esposizione ad ambiente iposainé
osservata una diminuzione significativa della d@n$l041,60 + 4,14 es g™
P=0,0001); successivamente si verifica una dimoneifino a 1030,29 + 3,04 es g
L™ (24h) dato significativamente diverso sia dal terfp (P=0,0001) che da quello
del gruppo di controllo (P=0,047).

A 16 PSU il valore di densita al tempo Oh & 10524077 es g ! (n=10) e come
nel caso precedente nell’arco delle 48h si veritioa progressiva diminuzione. A
ciascun tempo di prelievo le medie delle densitaososultate significativamente
diverse dal tempo Oh (P<0,05) ma non dai valori aggssi tempi del controllo
(P>0,05; appendice, tavola 1C).

Come si vede nel grafico in figura 2C durante lespione a 26 PSU la densita
media dell’emolinfa cala progressivamente da 103!&,(8,98 es g I (tempo Oh;
n=10) a 1038,00 + 4,06 es g'L(48h); a tutti i prelievi i valori sono risultati
significativamente diversi rispetto al tempo Olsfgattivamente P=0,043, P=0,018,
P=0,027, P=0,0001) ma non rispetto al gruppo ditrotia (P>0,05). Il valore
iniziale della densita emolinfatica nei granchiseguito esposti alla salinita di 46
PSU & 1048,60 + 2,21 es ¢ [(n=10). Durante I'esperimento, non si sono osgerva
variazioni significative (P>0,05). Dal confrontoid#ati ottenuti in questo gruppo
sperimentale e quelli ottenuti dal gruppo di colidto sono risultate
significativamente diverse le medie ai tempi 8 e Zdispettivamente P=0,028,
P=0,024) (Appendice, tavola 1C; figura 2C).

3.1.2.4 Proteine

Nel gruppo di controllo (salinita 36 PSU; n=10yallore al tempo Oh é 2,68 + 0,46 es
g dL* che cala progressivamente nelle 48h (fig. 2D) #nd,73 + 0,24 es g dL
(P=0,052 vs 0Oh).
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La media ottenuta al tempo Oh nei granchi postiRS6 (n=10) é stata 3,30 + 0,51
es g d. Gia dopo 3h le proteine circolanti nell’emolinfdiminuiscono
significativamente (P<0,05), raggiungendo a 24btdacentrazione di 2,27 = 0,32 es
g dL* (P=0,013). In questo gruppo la concentrazioneed®ibteine totali non & mai
risultata, ai singoli tempi, significativamente érga dal controllo (P>0,05).

A 16 PSU (n=10), le proteine partendo dalla corregitine di 3,22 + 0,52 es g dL
subiscono un’iniziale diminuzione (P>0,05) a 3hgw&® ai tempi successivi da
ulteriori decrementi significativamente diversi dampo Oh (P<0,05) (Appendice,
tavola 1D; figura 2D). | dati di questo gruppo, frontati con quelli del gruppo di
controllo non sono mai significativamente dive»(,05).

Come le precedenti, anche la salinita 26 PSU (nfij0;2D) causa una costante
diminuzione delle proteine che passano da 2,55% s g dL* al tempo Oh a 1,51 +
0,44 es g dI* al tempo 24h (P=0,006). A differenza di cid cheaate negli altri
gruppi esposti ad ambiente iposalino, dopo 48hré¢eme totali aumentano e non
risulto significativamente diverse dal tempo 0h94l+ 0,39 es g di, P=0,054).
Anche a questa salinita non si evidenziano, ai etisp prelievi, dati
significativamente diversi da quello di controll>0,05).

La salinita 46 PSU determina una diminuzione prsgjr& delle proteine totali da
2,40 + 0,30 es g di(n=10) fino a 1,80 + 0,19 es mg dlnell'arco di 8h. Sebbene
alle 24h le proteine subiscano un incremento (FB€,0vs Oh), a 48h si & ottenuta
un'ulteriore loro significativa diminuzione (1,67¢:33 es g dt*, P=0,003). Anche in
guesto caso la concentrazione delle proteine tatdliemolinfa dei granchi non e
mai stata significativamente diversa da quellaidagimali utilizzati come controllo
(P>0,05) (Appendice, tavola 1D; figura 2D).

3.1.2.5 pH

Il pH a Oh nel gruppo di controllo (n=10) é ristdter,83 + 0,06 es, poi diminuito
progressivamente fino a 8h (7,72 + 0,07 es, P=0,Mélle ore seguenti il pH torna
ad aumentare fino a raggiungere valori prossimiellq rilevato al tempo Oh.

Alla salinita 6 PSU si verifica un brusco aumen# dalore di pH, che passa dal
valore iniziale di 7,68 = 0,05 es a 8,29 + 0,04ae&4h. A tutti i tempi gli aumenti
sono stati significativamente diversi rispetto einpo Oh (P<0,05); inoltre i valori
registrati dopo 24 e 48h di esposizione sono arsifpeificativamente diversi da

quelle ottenuti ai medesimi tempi nel gruppo ditcolto (P=0,0001).
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A 16 PSU si e osservato un andamento analogo sooqambena descritto: al tempo
Oh infatti il pH dellemolinfa &€ 7,82 + 0,04 es (b8), ed aumenta progressivamente
nei prelievi successivi e fino a 24h (rispettivameen,91 + 0,04 es, P=0,002; 8,06 £
0,03 es, P=0,0001; 8,08 = 0,02 es, P=0,0001).ilsdab risultati significativamente
diversi da quelli ottenuti nel gruppo di controffe<0,05). Dopo 48h di esposizione il
pH rimane elevato (7,99 = 0,02 es) e significatieate diverso sia dal tempo Oh che
dal gruppo di controllo (P<0,05).

Prima dell’'esposizione dC. aestuarii(n=10) alla salinita 26 PSU, la media del pH
dellemolinfa & stata 7,84 = 0,02 es. Dopo 3h ¢iosizione il pH € aumentato
significativamente rispetto al tempo Oh, ma nopeit al gruppo di controllo (7,89
+ 0,03 es, P=0,022, P=0,054). L'ulteriore aumergseovato a 24h (7,95 £ 0,03 es) e
invece risultato significativo sia rispetto al teon@h (P=0,007) che allo stesso tempo
nel gruppo di controllo (P=0,013).

A differenza di quanto osservato alle altre sainiiesposizione a 46 PSU ha causato
una lieve e graduale diminuzione del pH. Al tempal(®H e 7,90 + 0,02 es (n=10) e
diminuisce fino al valore 7,87 £ 0,02 es registrdépo 48h. Il confronto tra i dati
ottenuti a tutti i tempi di prelievo e la condizemniziale non € mai significativo
(P>0,05). I valori sono invece significativamenteedsi rispetto al controllo ai tempi
3, 8 e 48h (rispettivamente P=0,042, P=0,048, B¥),§Appendice, tavola 1E;
figura 2E).

3.1.2.6 Ammoniaca

Nel gruppo di controllo (n=5) la concentrazioneziale & stata di 0,19 + 0,04 es
mmoL L* ed & aumentata in maniera non significativa (P0rllI'arco delle 3h
successive fino a 0,25 + 0,08 es mmot. IA 24h la concentrazione di questo
metabolita & scesa fino a 0,12 + 0,01 es mmol(R>0,05).

L’andamento ottenuto per il gruppo di controllesiipetuto nel caso di tutti i gruppi
esposti a basse salinita. A 6 PSU (n=5) 'ammon&amenta da 0,17 + 0,02 es
mmoL L' a 0,34 + 0,05 es mmoLLdopo 3h (P=0,004), il dato perd non &
significativamente diverso rispetto al gruppo dntrollo (P>0,05). A 24h la media
ottenuta (0,21 + 0,01 es mmol')é superiore sia rispetto alla condizione iniziale
(P=0,013) che allo stesso tempo per il gruppo dtrodlo (P=0,001).

L’esposizione a 16 PSU (n=5; fig. 2F) ha indotviima non significativi aumenti

(P>0,05) della concentrazione di ammoniaca; inolttati ottenuti per questo gruppo
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sperimentale non sono significativamente diverspetto al gruppo di controllo
(P>0,05).

La concentrazione di ammoniaca iniziale nei grampii esposti a 26 PSU e stata
0,16 + 0,01 es mmoL "t Nell'arco delle ore successive 'ammoniaca aumernia
non & mai significativa (P>0,05) rispetto al ten@bo Il valore a 24h (0,25 + 0,04 es
mmoL L% & significativamente diverso (P=0,025) da queltenuta al medesimo
tempo nel controllo.

L’andamento della concentrazione dellammoniaca gtaenchi esposti a 46 PSU
(n=5) e stato contrario a quello descritto perlieeaalinitd. Dopo 3h di esposizione
I'ammoniaca cala lievemente e passa da 0,19 + &02moL [* a 0,16 + 0,02 es
mmoL L' (P>0,05). Dopo 24h la media di 0,18 + 0,02 es mntsl. non &
significativamente diversa dal tempo Oh (P>0,05ntre lo € dallo stesso tempo del
gruppo di controllo (P=0,035) (Appendice, tavola fifura 2F).

3.1.2.7 Cloruri

Nel gruppo di controllo (36 PSU; n=10), la concanrione dei cloruri € stata circa
costante a tutti i tempi (Appendice, tavola 1Gufe 2G), e mai significativamente
diversa dal tempo Oh (P>0,05).

Durante I'esposizione a 6 PSU (n=10) si & osseruata brusca diminuzione dei
cloruri, che sono passati da 9,29 + 0,30 es mmolal4,20 + 0,31 es mmoLLa
24h (P=0,0001) questo dato € significativamenteerdiy anche dal gruppo di
controllo (P=0,0001).

Anche la salinita 16 PSU (n=10) ha indotto una dimione significativa della
concentrazione dei cloruri (P<0,05), passando dealore iniziale di 9,31 + 0,28 es
mmoL L%, a 8,27 + 0,26 es mmoL™Ldopo 3h e a 7,41 + 0,37 es mmol: & 24h.
Come nel caso precedente anche qui la media a 28@mniéicativamente diversa da
quella ottenuta allo medesimo tempo nel contrdtaQ,042).

Come nei casi precedenti anche a 26 PSU (n=10)lorurc sono diminuiti
(Appendice, tavola 1G; fig. 2G); le medie sono ltate significativamente diverse
dal tempo Oh a tutti i tempi (P<0,05), ma non dabgo di controllo (P>0,05).

A differenza degli altri gruppi sperimentali dopgassaggio da 36 a 46 PSU (n=10)
la concentrazione dei cloruri, inizialmente di 882,22 es mmoL L, aumenta
passando a 9,59 + 0,22 es mmol* & 10,16 + 0,22 es mmoL™L(3 e 24h
rispettivamente) valori che sono significativamethiteersi sia dal tempo Oh (P=0,048
e P=0,004) che dal gruppo di controllo (P=0,00@&Ppendice, tavola 1G; fig. 2G).
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3.1.2.8 Calcio

A 36 PSU la media del calcio a Oh & di 13,11 + @§6nmoL [* (n=10) valore che
diminuisce fino alla concentrazione di 12,35 + 04 mmoL [* al tempo 3h
(P>0,05), si verifica poi un successivo lieve anotodino a 14,51 + 0,55 es mmoL
Lt a 24h (P>0,05).

La concentrazione iniziale in granchi poi espo$iRSU é 13,04 + 0,40 es mmoL L
! Durante I'esperimento la concentrazione dimireiisatro le prime 3h (12,56 +
0,55 es mmoL L}; P>0,05) e poi fino a 4,51 + 0,13 es mmol* Hopo 24h di
esposizione (P=0,0001 rispetto al tempo Oh e PHQ,08petto al controllo).

Anche a 16 PSU la concentrazione del calcio, immeate di 13,03 + 0,95 es mmoL
L, diminuisce nell'arco delle 24h quando il valo®,64 + 0,54 es mmoL 1) &
risultato significativamente diverso sia dal ten@bo(P=0,010) che allo stesso tempo
nel gruppo di controllo (P=0,0001).

La salinita 26 PSU induce ancora (fig. 2H), unagpessiva diminuzione della
concentrazione del calcio (n=10). Solo il valor@4h (11,49 + 0,74 es mmoL1) é
stato significativamente diverso sia dal tempo @50(019) che dal gruppo di
controllo (P=0,005).

A 46 PSU si e osservato invece un graduale aummesiie concentrazione del calcio.
Infatti dopo 3h la concentrazione & passata da918,d,31 es mmoL t a 14,80 +
0,28 es mmoL 1} (P=0,029) e dopo 24h a 16,04 + 0,42 es mmdL(R=0,001). Ad
entrambi i tempi i valori sono significativamerdeversi da quelli del gruppo di
controllo (P<0,05) (Appendice, tavola 1H; figura)2H

Riassumendo i dati fin qui presentati, durante tie@ss osmotico acuto iKC.
aestuariisi sono osservate alterazioni delle risposteléigiche legate soprattutto al
metabolismo degli zuccheri, alle proteine, allanmaga e al pH dellemolinfa.
Negli stress iposalini, le maggiori variazioni diesti parametri si sono osservate
durante I'esposizione a 6 PSU e sono diminuitenginsita a 16 e 26 PSU, ovvero
man mano che ci si avvicinava alla salinita di colid di 36 PSU. Durante lo stress
ipersalino (46 PSU) gli andamenti della glicemialla latticemia, della densita
dell’emolinfa e dellammoniaca non sono concordn cuelli osservati per le altre

salinita sperimentali: quando infatti per le akedinita si sono osservati aumenti dei

parametri, per questa si sono registrate loro dizioni e viceversa.
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3.1.3 Esposizione graduale e adattamento: salinita

Vengono di seguito descritti i dati ottenuti dagsiperimenti con i granchi esposti
gradualmente ed adattati a diverse salinita.

3.1.3.1 Glicemia

Quattro gruppi di granchi sono stati trasferitiadiréta 6, 16, 26 e 46 PSU, partendo
da quella di controllo (36 PSU).

Nel gruppo (n=10) esposto gradualmente a 6 PSUidangia al tempo Oh é stata

4,10 + 0,69 es mg dt, non significativamente diversa rispetto a quedlaurata allo
stesso tempo nei granchi esposti direttamente naldesima salinita (P>0,05). Il
glucosio emolinfatico in questo gruppo cresce agtb delle 48h fino a 5,00 + 0,76
es mg d[; le medie ottenute ai tempi 3, 8, 24, 48h non som@ State perd
significativamente diverse né rispetto al tempon@hrispetto a quelle ottenute agli
stessi tempi nel gruppo sperimentale che ha sutm step a 6 PSU (P>0,05)
(Appendice, tavola 2A; figura 3A). Dopo 14d di esp@ne alla salinita 6 PSU la
glicemia nei granchi & 4,75 + 1,03 es mg'dhon significativamente diversa dal
controllo, rappresentato dalla media di glucosieatante nell’emolinfa di tutti i
granchi stabulati ed in seguito utilizzati neglipesmenti di esposizione diretta
(n=50) alle diverse salinita (4,08 + 0,26 es mg dP>0,05) (Appendice, tavola 2A;
figura 3E).

In seguito al passaggio a 16 PSU la glicemia alDR,10 + 0,62 es mg dL.(n=10),

e significativamente piu elevata che nel gruppoostp direttamente alla stessa
salinita (P=0,009). A 3h il glucosio mostra un micgnificativo(P<0,05) sia rispetto
al tempo Oh che allo stesso tempo nel gruppo cheuh#o lo step alla salinita 16
PSU, in seguito tende a diminuire fino a 24h (P50,@opo 48h di esposizione la
glicemia (7,78 + 0,65 es mg dLP>0,05 vs 0Oh) & significativamente diversa dallo
stesso tempo nel gruppo utilizzato durante gli stepservito come confronto
(P=0,0001). Dopo due settimane di mantenimento estqusalinita la glicemia di
5,20 + 1,02 es mg dtnon & significativamente diversa né dal tempo éHdalla
glicemia media nei granchi utilizzati ai tempi Ohrante gli esperimenti di step
(Appendice, tavola 2A; figure 3B e 3E).

Il raggiungimento della salinita 26 PSU (n=10) ndm indotto variazioni
significative nella concentrazione di glucosio ispetto al tempo Oh né al relativo
gruppo esposto direttamente alla medesima sa(iRit8,05). Solo il valore misurato

a 48h (6,10 + 0,64 es mg d)& risultato significativamente piu elevato rigped
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guello misurato nel gruppo che ha subito esposgzidinetta (P=0,019). A 14d la
glicemia non e significativamente (P>0,05) dal gmupdi controllo (tempi Oh
esperimenti di esposizione diretta) (Appendicepl@aA,; figure 3C e 3E).

Al tempo Oh nel gruppo di granchi che ha subitogtedduale aumento della salinita
fino a 46 PSU (n=10) la concentrazione di glucasioolante nellemolinfa e stata
4,80 + 2,10 es mg dt. Nel corso dell’esperimento, fino al tempo 48hyligemia &
aumentata progressivamente; le medie ottenutevardiitempi non sono mai state
significativamente diverse rispetto al tempo 0hQ@5), mentre ai tempi 8, 24 e 48h
lo sono state rispetto al gruppo di granchi espdiséttamente alla stessa salinita
(P<0,05) (Appendice, tavola 2A; figura 3D). Anclneguesto caso a 14d la glicemia
non mostra variazioni significative (P>0,05) (Appar, tavola 2A; figura 3E).
3.1.3.2 Acido lattico

| grafici in figura 4 mostrano I'andamento nel tesgell’acido lattico nell’emolinfa

durante le esposizioni graduali alle diverse s&ini

L’esposizione graduale alla salinita 6 PSU (fig.) 4&termina un aumento di acido
lattico fino a 21,28 + 0,37 es mg di(n=10), valore significativamente diverso da
guello allo stesso tempo nel gruppo esposto dimette (P=0,0001). Durante il
corso dell'esperimento I'acido lattico, pur mantedesi significativamente piu alto
rispetto al gruppo di granchi esposto direttameanéePSU (P=0,0001 a tutti i tempi),
diminuisce nell’arco delle 48h e i dati ottenutR4 e 48h (rispettivamente 16,48 +
1,09 es mg dtt e 1746 + 0,94 es mg dt) sono significativamente diverse dal tempo
Oh (P>0,05). Dopo 14d l'acido lattico e signifis@mente diverso da quello medio
nei granchi utilizzati al tempo Oh (n=50) durantestep di salinita (3,27 £ 0,12 es
mg dL, P=0,001) (Appendice, tavola 2B; figura 4E).

In seqguito al passaggio da 36 a 16 PSU la conaom@ di acido lattico a Oh é stata
di 1,86 + 0,11 es mg dt(n=10) inferiore a quella misurata allo stesso templ
gruppo esposto direttamente alla medesima saliRit,0001). Nell'arco delle 24h
successive l'acido lattico circolante, aumenta eigp al tempo Oh (P<0,05) ma
rimane significativamente piu basso rispetto apgaesposto direttamente a 16 PSU
(P<0,05). A 48h la media ottenuta (2,58 + 0,19 eg dL') non risulta
significativamente diversa né dal tempo Oh né tispallo stesso tempo nel gruppo
di confronto (P>0,05) (Appendice, tavola 2B; figu). Dopo 14d I'acido lattico,

non e significativamente diverso dal tempo Oh (B5Pma lo € rispetto alla media di
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controllo (n=50, 3,27 + 0,12 es mg dLP=0,0001) (Appendice, tavola 2B; figura
AE).

Al tempo 0h, dopo un periodo di esposizione graglaasalinita modificata fino a 26
PSU, la concentrazione di acido lattico & stat,2il + 0,21 es mg dt(P=0,010 vs
Oh del gruppo esposto direttamente a 26 PSU). Qameresentato nel grafico in
figura 4C, durante 'arco di tutto I'esperimentadial tempo 48h questo metabolita
non ha subito variazioni significative rispetto ®@mpo Oh (P>0,05), e non e
significativamente diverso dal gruppo esposto tiireente alla medesima salinita
(P>0,05). Dopo 14d, I'acido lattico pari a 2,47 2®es mg dL & significativamente
pill basso rispetto alla media di controllo (3,27042 es mg dt, P=0,001)
(Appendice, tavola 2B; figura 4E).

L’esposizione graduale fino a 46 PSU e l'adattaménib a 14d non ha determinato
variazioni significative della concentrazione didaclattico né rispetto al tempo Oh
né rispetto al gruppo che ha subito esposizionettdialla stessa salinita (P>0,05)
(Appendice, tavola 2B; grafici in figure 4D e 4E).

3.1.3.3 Densita

Il passaggio graduale alla salinita di 6 PSU haofited nei granchi (n=10) una
diminuzione della densita dellemolinfa fino a 1080 + 1,37 es g L (Oh),
significativamente diverso rispetto a quello delpgpo esposto direttamente alla
stessa salinita (P=0,0001). Il grafico in figura Bstra come dopo un immediato
aumento a 3h (1039,70 + 3,08 es @, LP=0,0001 vs tempo Oh), la densita
dell'emolinfa & progressivamente diminuita nell@rdi tutto I'esperimento. Le
medie ottenute fino a 48h sono sempre state supaspetto al tempo Oh (P<0,05)
ma non significativamente diverse da quelle depgouesposto direttamente a 6 PSU
(P>0,05) (Appendice, tavola 2C; figura 5A). Dopad1di esposizione la media di
1028,75 + 4,68 es g L & significativamente inferiore rispetto al conlwol
rappresentato dai granchi utilizzati al tempo 0h50@) durante gli esperimenti di
esposizione diretta (1048,30 + 1,72 es'g P=0,018) (Appendice, tavola 2C; figura
5E).

La densita dell’emolinfa iniziale i€. aestuarii(n=10) dopo il passaggio graduale da
36 a 16 PSU é stata 1044,10 + 4,16 es'dfig. 5B). Ai tempi successivi si & avuta
una progressiva diminuzione della densita mai Sgativamente diversa rispetto a
quelle misurata, ai medesimi tempi, nei granchossmlirettamente a questa salinita
(P>0,05). Tuttavia a 24 e 48h, la densita é inferiispetto al tempo 0h (P<0,05).
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Dopo due settimane di permanenza a 16 PSU la datisli035,20 + 1,96 es g'Le
significativamente diversa da quella del’emolinigi granchi (n=50) mantenuti a 36
PSU e utilizzati al tempo Oh negli step (P=0,0004ppendice, tavola 2C; figura
5E).

A 26 PSU la densita dell’emolinfa dei granchi (nyabtempo Oh é stata 1054,40 +
4,62 es g I, non significativamente diversa rispetto al grugsposto direttamente
alla stessa salinita (P>0,05). A tutti i tempi s&3vi la densita non é risultata
significativamente diversa né dal tempo Oh né dapgo che ha subito esposizione
diretta (P>0,05) (Appendice, tavola 2C; figure 56E).

In seguito al passaggio graduale da 36 a 46 PStefsita dellemolinfa a Oh
(1062,50 + 4,23 es gL n=10) & significativamente piu alta rispetto aeltp
osservata al medesimo tempo nei granchi espostiainente a 46 PSU (P=0,012).
Nell’'arco delle ore successive la densita dimineiscle medie ottenute ai diversi
tempi sono significativamente diverse (P<0,05) dah tempo Oh che dal gruppo
esposto direttamente a 46 PSU. (Appendice, tav@a fyura 5D). Dopo due
settimane di mantenimento a questa salinita, laite(1055,67 + 3,07 es g').non
risulta essere significativamente diversa dal @dlotr(1048,30 + 1,72 es g,
P=0,068) (Appendice, tavola 2C; figura 5E).

3.1.3.4 Proteine

Il grafico in figura 6A mostra I'andamento delleofeine totali nell’emolinfa dei

granchi trasferiti gradualmente da 36 a 6 PSU (h=ll@ concentrazione iniziale e
2,59 + 0,28 es g dte successivamente non si evidenziano variazignifsiative
né rispetto al tempo Oh né al gruppo esposto direthte a 6 PSU (P>0,05)
(Appendice, tavola 2D).

A16 PSU (fig. 6B) la concentrazione delle proteinéh & stata 3,66 + 0,49 g 4L
(n=10) e successivamente solo al tempo 48h (4,0%& esy dL™) sono risultate
significativamente maggiori (P=0,016) rispetto allore, allo stesso tempo, nel
gruppo che ha subito il passaggio diretto allasstsslinita. A 14d la concentrazione
delle proteine totali & stata di 3,00 + 0,28 ed.{,chon significativamente diversa
dalla loro concentrazione media nelllemolinfa nearghi (n=50) stabulati per lo
stesso tempo a 36 PSU (2,82 + 0,21 es§ &>0,05).

In seguito al passaggio graduale a 26 PSU le met&tali nel’emolinfa sono
diminuite progressivamente (fig. 6C); a tutti i f@m valori medi sono risultati

significativamente diversi sia dal tempo Oh, chegitappo trasferito senza passaggi
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intermedi a questa salinita (P<0,05); anche durkediattamento di due settimane a
questa salinita la media e significativamente diaedal controllo rappresentato dai
granchi (n=50) utilizzati al tempo Oh negli espesith di esposizione diretta
(Appendice, tavola 2D, figura 6E).

Nei granchi (n=10) trasferiti progressivamente a B6U le proteine totali
emolinfatiche sono state 4,36 + 0,53 es ¢.dEino a 48h le proteine diminuiscono
in maniera non significativa rispetto al tempo 8»@0,05) ma le medie ottenute sono
sempre state significativamente maggiori rispeitteakori nel gruppo utilizzato nello
step a 46 PSU (P<0,05). Dopo due settimane diadatito le proteine (4,76 = 0,47
es g dI') sono significativamente piul alte rispetto al groli controllo (n=50, 2,82
+ 0,21 es g dt}, P=0,007) (Appendice, tavola 2D; figure 6D e 6E).

3.1.3.5 pH

Il pH iniziale dell’emolinfa dei granchi trasferigradualmente da 36 a 6 PSU é stato
di 8,04 + 0,02 es, significativamente superiore @ellp del gruppo esposto
direttamente alla stessa salinita (P=0,0001). Ldienettenute ai tempi successivi
non sono state significativamente diverse dal ter@po(P>0,05), e solo quelle
ottenute a 8 e 24h sono significativamente divelsequelle del gruppo utilizzato
nello step a 6 PSU (P<0,05). Dal grafico in fig@Easi pud vedere che dopo 14d di
adattamento il pH e sceso a 7,92 + 0,10 es e ragndicativamente diverso dalla
media ottenuta nei granchi utilizzati ai tempi @ginesperimenti di step, e serviti da
controllo (n=50, 7,81 + 0,02 es, P>0,05) (AppendEe figure 7A e 7E).

Passando a 16 PSU (fig. 7B) il pH dell’emolinfa7@,+ 0,02 es; n=10) non é
significativamente diverso da quello dei granchiizgati nello step a questa salinita
(P>0,05). Nel corso delle 48h successive il pH axtengradualmente e a 24 e 48h &
significativamente diverso dal tempo Oh (P<,05).| Banfronto con il gruppo
esposto direttamente a 16 PSU é significativo ilgptempi 3, 8 e 24h (P<0,05). A
14d il pH, di 7,72 + 0,02 es, e significativamedteerso dal controllo (n=50, 7,81 +
0,02 es, P=0,002) (Appendice, tavola 2E; figura 7E)

Nel passaggio graduale da 36 a 26 PSU (n=10), iteHemolinfa al tempo Oh &
7,75 += 0,01 es (P=0,001 vs step a 26 PSU). Netl'alelle ore successive il pH
aumenta gradualmente fino al picco massimo otteautdh significativo rispetto al
tempo Oh (P=0,0001) (fig. 2C), ma non dal gruppoos® direttamente alla stessa
salinita (P>0,05). Dopo due settimane di adattamefig. 7E) il pH non é
significativamente diverso dal controllo (n=50,17;80,02 es, P>0,05).

46



—=&— step 6 PSU 8,4 —#&— step 16 PSU

849 e esposizione graduale 6 PSU | @ esposizione graduale 16 PSU
8,3 % 837
82 8,2

pH

N Z : /E/>§

1 g —

1 /// | /

/ /
- }/ 7,74
: 7,6
75 T T T T T T T T T 1 7,5 : I | | | | I I I
0 3 8 24 48 0 3 T . .
Tempo (h) Tempo (h)

—=— step 26 PSU
847 —e— esposizione graduale 26 PSU

8,3
8,2
8,1

8,0

pH
/

7,94

" +/‘ \

7,6

—

Tempo (h)

C

Figura 7: confronto del’'andamento nel tempo del g¢l’'emolinfa in C. aestuarii esposti
direttamente vs gradualmente alle diverse salinita.



—=&— step 46 PSU

847 o esposizione graduale 46 PSU
8,3
8,2
8,1
8,0
T
= 794 E\E :
\i/
7,8+ _ f
o/
]
7,74
764 o
7.5 T T T T T T T T T
0 3 8 24 48
Tempo (h)

Figura 7: confronto del’andamento nel tempo del gi¢ll’emolinfa in C. aestuarii esposti
direttamente vs gradualmente alle diverse salinita.

8,3 136 PSU

E I 6 PSU
8,2 116 PSU
o1 126 PSU
o 146 PSU
8,0

7,94

7,84

7,74

pH

7,6—-
7,5-_
7,4-
7,3-
7,2-_

7,14

7,0 '
14d

E

Figura 7: pH dell’emolinfa dC. aestuarii adattato per due settimane alle diverse salinita.



Il passaggio graduale dC. aestuarii (n=10) alla salinita 46 PSU induce un
progressivo aumento del pH dellemolinfa che r@sula tutti i prelievi
significativamente diverso sia dal valore a Oh dhkgruppo trasferito direttamente
da 36 a 46 PSU (P<0,05). A 14d il pH (7,74 = 0,82 mon € significativamente
diverso dal controllo (P>0,05) (Appendice 2E; figuD e 7E).

3.1.3.6 Ammoniaca

Per ogni gruppo sperimentale esposto gradualmdlgedaverse salinita, e stata
valutata 'ammoniemia in cinque granchi (fig. 8).

Al tempo Oh la media della concentrazione dell’ammoca nell’emolinfa dei granchi
trasferiti gradualmente da 36 a 6 PSU & 0,24 + 89fhmoL L', valore superiore
(P<0,05) di quello allo stesso tempo del gruppoostp direttamente alla stessa
salinita. 1l picco ottenuto a 3h (0,31 + 0,03 es ohrL™) & significativamente
diverso dal valore a Oh (P=0,003), ma non da quidlagruppo utilizzato nello step
(P>0,05). Al tempo successivo e dopo il periodadattamento, 'ammoniemia non
e significativamente diversa dai dati utilizzatimo® confronto (P>0,05) (Appendice
2F; figure 8A e 8E).

L’esposizione graduale a 16 PSU non ha determwetazioni significative (vs Oh)
della concentrazione di ammoniaca nell’arco deld 2°>0,05); i dati inoltre non
sono risultati significativamente diversi (P>0,0&anche dal gruppo che ha subito lo
step da 36 a 16 PSU. Dopo 14d di adattamento ailzsita definitiva, 'ammoniaca,
di 0,36 + 0,06 es mmoL 1, & significativamente piu alta rispetto al cortpl
rappresentato dai granchi stabulati (n=25) pers#mane e utilizzati come tempo
Oh negli esperimenti di step (0,19 + 0,01 es mmdLA=0,043) (Appendice 2E;
figure 8B e 8E).

Il progressivo trasferimento dC. aestuarii alle salinita 26 e 46 PSU non ha
determinato variazioni significative (P>0,05) naftimoniemia né in seguito al
confronto con il rispettivo tempo Oh né da quelbm ¢ gruppi trasferiti direttamente
alle stesse salinita (Appendice 2E; figure 8C, &k

3.1.3.7 Cloruri

La concentrazione iniziale dei cloruri nel’emokndlei granchi (n=10) utilizzati nel
trasferimento graduale da 36 a 6 PSU & stata 8,834 es mmoL t valore
significativamente (P=0,041) piu basso rispettaiallq iniziale del gruppo esposto
direttamente alla stessa salinitd. come rappre®emtal grafico in figura 9A,

nell’arco delle 24h successive si € osservata igmifisativa diminuzione dei cloruri
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sia rispetto al tempo Oh che al gruppo utilizzaetionstep a 6 PSU (P<0,05). Dopo
14d di mantenimento a questa salinita, i clorulierolinfa (7,56 + 0,25 es mmoL
LY dei granchi diminuiscono in maniera non signtiica (P>0,05) rispetto a quelli
misurati nell’emolinfa dei granchi utilizzati aingi Oh (n=50) negli step (8,91 *
0,13 es mmoL ) (Appendice 2G; figura 9E).

Dopo il passaggio graduale da 36 a 16 PSU la corazone dei cloruri
nell’lemolinfa a Oh & di 7,46 + 0,10 es mmol: (P=0,0001 vs tempo Oh nel gruppo
che ha subito step a 16 PSU); a 3h si ha una dmane significativa rispetto allo
stesso tempo nello step a 16 PSU (P=0,003). Initsegluperiodo di adattamento i
cloruri sono significativamente inferiori rispetéoquelli nei granchi utilizzati come
confronto (n=50, P=0,043) (Appendice 2G; figure©BE).

La concentrazione iniziale dei cloruri nellemobndegli animali (n=10) trasferiti poi
gradualmente da 36 a 26 PSU & di 7,92 + 0,12 es Lmiid (fig. 9C)
significativamente minore a quella rilevata neargrhi utilizzati per lo step alla
medesima salinita (P=0,001). Ai tempi successiwvlaruri si mantengono circa
costanti e non significativamente diversi né daige Oh né dal gruppo utilizzato per
lo step (P>0,05). Dopo 14d di esposizione la meédiagultata significativamente piu
bassa dal gruppo utilizzato come controllo e aipie®h negli esperimenti di
esposizione diretta alle diverse salinita (n=50),P801) (Appendice 2G; figura 9E).
Come gia descritto per il gruppo precedente, lacentrazione iniziale dei cloruri
nel’emolinfa dei granchi di 10,52 + 0,35 es mmol: (n=10) trasferiti alla salinita
46 PSU e significativamente inferiore dal tempo @bl gruppo utilizzato
nell’esposizione diretta da 36 a 46 PSU (P=0,08L}empi successivi le variazioni
di questi elettroliti non sono mai significative ®05). A 14d i cloruri sono
significativamente piu alti del controllo (P=0,0QBppendice 2G; figure 9D e 9E).
3.1.3.8 Calcio

Nei granchi trasferiti gradualmente da 36 a 6 PfyJ {0A) la concentrazione del
calcio nell’emolinfa (n=10) € sempre stata sigmificamente diversa dal gruppo che
e stato utilizzato nel trasferimento diretto aliessa salinita (P<0,05). Dal confronto
con il valore a Oh (8,23 + 0,21 es mmot)é risultato significativamente inferiore
quello a 3h (5,25 + 0,26 es mmoL!LP=0,0001). Al tempo 14d la concentrazione
del calcio (6,88 + 0,28 es mmoLY).risulta essere significativamente piu bassa

rispetto a quella nel’emolinfa dei granchi stabiuj@er due settimane e utilizzati
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come tempo Oh negli esperimenti di step (n=50, 13:40,27 es mmolL T,
P=0,0001) (Appendice 2H; figura 10E).

Anche nel caso dell'esposizione graduale a 16 R$Hlaio iniziale (9,57 £ 0,42 es
mmoL L) nel’emolinfa diC. aestuarii(n=10) & inferiore da quello trovato al tempo
Oh nei granchi utilizzati nello step alla stessinga (P=0,004). A tutti i tempi
successivi, fino a 14d, il calcio e significativame diverso dai dati utilizzati come
confronto (P<0,05) (Appendice 2H; figure 10B e 10E)

Al tempo Oh (fig. 10C) il calcio negli animali esgibgradualmente da 36 a 26 PSU
(11,05 + 0,39 es mmoL1, n=10) & significativamente pit basso di quellsepgato
allo stesso tempo nei granchi utilizzati nello stdép medesima salinita (P=0,0001).
Ai tempi successivi non si sono verificate variazisignificative rispetto al tempo
Oh (P>0,05), ma dopo 3h il calcio e significativart@epiu basso rispetto allo stesso
tempo del gruppo esposto direttamente a 26 PSU,@R3)) Dopo le due settimane
di adattamento la media ottenuta (9,38 + 0,35 eimhi') & significativamente
inferiore rispetto al gruppo utilizzato come comfit@ (n=50, P=0,0001) (Appendice
2H; figura 10E).

A differenza degli altri casi, I'esposizione gratiua 46 PSU (n=10) non determina
modificazioni significative della concentrazionel @alcio (P>0,05), la cui media
iniziale & stata di 13,42 + 0,30 es mmoL}. U valori misurati ai tempi 3 e 24h
(P>0,05 vs 0h), sono significativamente piu basgietto a quelli ottenuti nel gruppo
utilizzato nello step (P<0,05). A 14d la media & a9 + 0,73 es mmoL t &
significativamente piu alta rispetto a quella ottiannei granchi utilizzati ai tempi Oh
negli esperimenti di step (n=50, P=0,0001) (Appeadiavola 2H; figure 10D e
10E).

Dopo il periodo di esposizione graduale alle digesalinita (tempo 0Oh) si sono
osservate ulteriori variazioni di alcuni paramditsiologici. In particolare song
evidenti 'aumento dell’acido lattico a 6 PSU, lenthuzione della densita e delle
proteine totali, dei cloruri e del calcio a 6 e R8U. Nelle 48h durante le quali|si
sono effettuati i prelievi, si sono osservati authelella glicemia a 6 e 16 PSU,
della densitd a 6 PSU e del pH a 46 PSU; in gemeraho stati questi gli unigi

andamenti che sono stati diversi rispetto ai nalasperimenti di step.

Dopo due settimane di adattamento alle diversaitalii risultati piu significativi
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sono stati quelli riguardanti I'acido lattico a &P, la densita, le proteine e ¢

elettroliti a 6 e 16 PSU. La salinita 26 PSU é Itega quella a cui i granchi

adattano meglio sul lungo periodo.

3.1.4 Esposizione diretta: temperatura

3.1.4.1 Glicemia
Nel gruppo di controllo mantenuto a 18° C la glie@mmisurata al tempo Oh e

risultata 3,90 + 0,55 es mg dL(n=10); hai tempi successivi & aumentata
progressivamente fino al picco ottenuto a 8h (44050 es mg di: P>0,05), per poi
diminuire dalle 24h (3,60 + 0,34 es mgiP>0,05 a 48h). Le medie ottenute per
guesto gruppo non sono mai state significativameivierse dal tempo Oh (P>0,05).
L’esposizione a 6° C (n=10) ha determinato un r@dsignificativo aumento della
glicemia (figura 11 A), che & passata da 4,30 8@8mg d[* a 9,50 + 0,96 es mg
dL? (P=0,001). Ai tempi successivi di 8 e 48h il glsicorimane significativamente
alto (rispettivamente P=0,003, P=0,040), ma notemidpo 24h (P>0,05). A tutti i
tempi considerati la glicemia €& stata significativate diversa da quella
corrispondente del gruppo di controllo (P<0,05).

Per i granchi trasferiti direttamente a 12° C ilgisio al tempo Oh e stato 2,70 +
0,50 es mg dtt (n=10). Nell'arco delle 48h la concentrazione diagisio si &
mantenuta prossima a quella iniziale (P>0,05). Batfronto con il gruppo di
controllo, solo il dato relativo al tempo 8h (2,80 0,36 es mg dt) &
significativamente diverso (P=0,011).

L’esposizione diC. aestuariia 24° C (n=10) ha indotto un’iniziale aumento aell
glicemia da 2,70 + 0,26 es mg dk 4,90 + 0,55 es mg dL(P=0,010); nelle ore
successive il glucosio torna a diminuire e le medidenute non Ssono
significativamente diverse da quelle al tempo OF)(P5). Solo il valore al tempo Oh
e significativamente diverso dal controllo (P=0,043

Per il gruppo di granchi posti a 30° C (n=10) lan@entrazione di glucosio a Oh e
stata 2,90 + 0,31 es mg dLaumentata fino al tempo 3h (P>0,05). A 8 e 24& si
osservata una diminuzione della glicemia seguita ga un aumento non
significativo (P>0,05) al tempo 48h (9,33 + 6,33neg dL'). Rispetto al controllo i
dati di questo gruppo non sono mai stati signifieahente diversi (P>0,05)

(Appendice, tavola 3A, figura 11A).
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3.1.4.2 Acido lattico
Il grafico in figura 11B mostra I'andamento delfdo lattico nei vari gruppi

sperimentali.

Nel gruppo di controllo (n=10) la concentrazioneadido lattico nell’emolinfa al
tempo Oh & stata 4,71 + 0,57 es mg-dLa concentrazione di questo metabolita ai
tempi successivi non ha subito variazioni signthcarispetto al tempo Oh (P>0,05).
A 6° C I'acido lattico nell’emolinfa dei granchi£40) &€ aumentato da 3,88 = 0,47 es
mg dL a 11,30 + 3,54 es mg dinell’arco di 3h (P=0,054) ed & successivamente
diminuito fino alle 48h (2,75 + 0,40 es mg 9L quando la media non & risultata
significativamente diversa dal tempo Oh (P>0,05) significativamente diversa
dallo stesso tempo nel gruppo di controllo (P=0)005

Dopo il passaggio dC. aestuariia 12° C (n=10) I’ acido lattico, inizialmente dird

+ 0,29 es mg dt, diminuisce significativamente fino a 8h (2,49 $®es mg dL,
P=0,005 vs tempo Oh, P=0,019 vs controllo). Dopdiewe ma non significativo
(P>0,05) recupero dopo 24h si e rilevata a 48hlteriare diminuzione (P=0,002 vs
tempo Oh, P=0,001 vs controllo).

La concentrazione iniziale di acido lattico neirgrai esposti a 24° C & 3,83 + 0,89
es mg d[* (n=10). Durante il corso dell’esperimento la corcazione di questo
metabolita non ha subito variazione significativerispetto al tempo Oh né rispetto
al gruppo di controllo.

Nei granchi posti a 30° C I'acido lattico iniziadestato 3,25 + 0,26 es mg Ukalito

a 4,01 + 0,44 es mg dL(P=0,038) dopo 3h. Successivamente a 8, 24 e &8h |
concentrazione di acido lattico non e stata sigaiivamente diversa dal tempo Oh
(P>0,05). Rispetto al gruppo di controllo sono liete significative le medie
ottenute ai tempi 8 e 24h (rispettivamente P=0,864%=0,005) (Appendice, tavola
3B, figura 11B).

3.1.4.3 Densita

Nel gruppo utilizzato come controllo (n=10) la dédsniziale é stata 1051,20 + 2,12

es g L% ai tempi successivi si & osservata una progrestiiminuzione fino a 48h,
tempo al quale la media (1035,80 + 2,21 es™y & significativamente diversa dal
tempo Oh (P=0,018).

Anche durante I'esposizione a 6° C (n=10) si e vs$e un progressivo calo della
densita dell'emolinfa (fig. 11 C). Si passa infatti 1063,80 + 2,81 es g'L(Oh) a di
1059,20 + 2,89 es g'L(8h; P=0,012), a 1054,10 + 3,25 es § (24h; P=0,0001)
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fino al minimo a 48h di 1053,00 + 3,01 es g (P=0,0001). Questi valori sono
risultati sempre significativamente diversi dairggondenti del gruppo di controllo
(P<0,05).

Come gia visto per la temperatura precedentemadeatura 12° C (n=10) ha indotto
una diminuzione della densita dell’emolinfa nel stodell’esperimento; la media
iniziale & 1053,20 + 5,23 es g'led & calata significativamente a tutti i tempi
(P<0,05) fino alle 48h (1043,60 + 5,40 es §).LQuesto calo perd non & risultato
significativamente diverso da quello di controller messun tempo (P>0,05).

La media iniziale della densita nei granchi ut#itizper I'esposizione a 24° C (n=10)
& stata di 1044,20 + 3,22 es {.LNellarco delle 24h successive si & avuta una
diminuzione significativa di questo parametro (1681+ 2,38 es g L, P=0,045), ma

a 48h torna ad un valore prossimo a quello ossealadempo Oh (1044,75 + 3,14 es
g L', P>0,05 vs tempo Oh). Per questo gruppo non sieewiano differenze
statisticamente significative (P>0,05 sempre) tigpal controllo.

A differenza di cio che accade alle altre tempeeggtliesposizione dei granchi a 30°
C (n=10) causa un aumento della densita dell’erfeolan partire da 8h; le medie
infatti ai diversi tempi sono state 1048,50 + 52% L* al tempo Oh, 1049,40 + 5,03
es g [*a 8h e 1057,33 + 6,12 es ¢ la 48h; questi valori perd non sono mai stati
significativamente diversi né dal tempo Oh né dalpgo di controllo (P>0,05)
(Appendice, tavola 3C, figura 11C).

3.1.4.4 Proteine

Nel gruppo mantenuto a 18° C (n=10) e utilizzatmeaontrollo, le proteine totali al
tempo Oh sono state 2,74 + 0,55 es my (fig. 11D); dopo 24 e 48h la loro
concentrazione & diminuita significativamente (@tsipamente 1,69 + 0,26 gsdL*
P=0,035, 1,65 + 0,27 es g dLP=0,011).

La media iniziale nei granchi posti a 6° C (n=#0tata 5,35 + 0,33 es g 4L

significativamente diversa da quella del gruppacaintrollo (P=0,001). Durante il
corso dell’esperimento, le proteine totali sono idunte e le medie ottenute a tutti i
tempi (Appendice, tavola 3D; fig. 11D) sono ristétaignificativamente diverse sia
dal tempo Oh che dal gruppo di controllo (P<0,05).

Le proteine emolinfatiche i€. aestuariiutilizzato per I'esposizione diretta a 12° C
(n=10) & stata a Oh pari a 3,83 + 0,48 es §.dDopo 8h queste sono diminuite
significativamente rispetto al tempo Oh (P=0,028)cessivamente le medie ottenute
ai tempi 24 e 48h (rispettivamente 3,52 + 0,44 d& e 3,97 + 0,53 es g df) non
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sono risultate significativamente diverse dal ter@pdP>0,05), mentre lo sono state
dal controllo (P<0,05).

I mantenimento degli animali (n=10) a 24° C haedeiinato una diminuzione
significativa (P<0,05) delle proteine totali da2:60,38 es g dt a 2,30 + 0,33 es g
dL? in 3h. Ai tempi successivi le proteine circolangl’emolinfa rimangono pit
basse rispetto al tempo Oh, sebbene le medie ano significative (P>0,05). Questo
gruppo non e risultato essere significativamenterdo dal controllo (P>0,05).

I 30° C inducono una diminuzione delle proteinaliobel’emolinfa dei granchi
(n=10) fino a 8h. Il grafico in figura 11D mostiadoncentrazione pari a 3,03 + 0,60
es g dr* al tempo Oh, che cala a 2,49 + 0,56 es riiglapo 8h (P=0,001). Ai tempi
successivi si € osservato un recupero della corazone delle proteine totali, ma la
media ottenuta a 24h & significativa rispetto ahge Oh (3,51 + 0,25 es g dL
P=0,008). A nessun tempo le medie di questo grgomo state significativamente
diverse dagli stessi tempi del gruppo di contr@#o0,05).

3.1.4.5 pH

Nel gruppo di controllo (n=10) la media al tempoedktata 7,71 + 0,68 es e ai tempi
successivi non ci sono state variazioni signifieatili questo parametro (P>0,05; fig.
11E).

Anche I'esposizione a 6° C (n=10), in cui la mealiZempo Oh e stata 7,63 + 0,07 es
il pH non e variato in maniera significativa (P>8)0durante il corso
dell’esperimento. Solo dopo 24h il pH risultataezessignificativamente diverso da
quello allo stesso tempo nel controllo (7,64 + 0282P=0,042).

Sia I'esposizione dei granchi a 12° C (n=10) cH&aC (n=10) causa un aumento
significativo (P<0,05) del pH gia dopo 3h di espasie (Appendice, tavola 3E;
figura 11E). Ai tempi successivi fino al terminellgsperimento il pH si é
mantenuto significativamente piu alto sia rispettdempo Oh che agli stessi tempi
osservati nel gruppo di controllo (P<0,05).

A 30° C (n=10) il pH aumenta progressivamente p#otil corso dell’esperimento,
passando dal valore medio di 7,76 + 0,03 es adredo di 7,87 + 0,02 es (P=0,004
vs tempo Oh, P=0,004 vs controllo). Il pH rimangnéicativamente alto sia rispetto
al tempo Oh che al gruppo di controllo nei prelisutcessivi (P<0,05) (Appendice,
tavola 3E; figura 11E).
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3.1.4.6 Ammoniaca

La quantita di ammoniaca circolanteGn aestuariiin=50) prima del suo utilizzo per
I'esposizione alle diverse temperature € 0,22 8 @©mmolL [*.

Nel gruppo di controllo mantenuto a 18° C (n=5)qlentita di ammoniaca iniziale
stata di 0,28 + 0,09 es mmol*Lvalore che diminuisce in maniera non significativ
(P>0,05) nel tempo (fig. 11F).

In C. aestuarii posti a 6° C (n=5), dopo una iniziale signifigatidiminuzione da
0,17 + 0,04 es mmoLt a 0,08 + 0,02 es mmoL™L(P=0,021), si assiste a un
recupero non significativo dellammoniemia (P>0,08uesto gruppo non € mai
stato significativamente diverso da quello di colhdr (P>0,05).

L’esposizione a 12° C (n=5) e a 24° C (n=5) non noarindotto variazioni
significative (P>0,05) nella concentrazione di amrmoa presente nell’emolinfa dei
granchi, e i gruppi non sono mai stati significathente diversi da quello di
controllo (P>0,05).

A 30° C (n=5) a differenza dei casi appena dessii# osservato un lieve aumento
nella concentrazione di ammoniaca circolante naliknfa, passata da 0,17 + 0,01
es mmoL [* a Oh a 0,23 + 0,04 es mmol*lal tempo 3h (P>0,05). Nonostante
guesta diversa tendenza pero, il gruppo non e tata significativamente diverso da
quello di controllo (P>0,05) (Appendice, tavola 8gura 11F).

Riepilogando i dati riportati in questo paragrdftemperature che maggiormente

alterano la fisiologia dC. aestuariidurante lo stress acuto, sono le piu estreme|cioé
6 e 30° C. La temperatura di 12° C, e risultatallguiisiologicamente meglio
tollerata, sebbene vi siano state variazioni sicgiifre della concentrazione di
proteine totali e del pH dell’emolinfa.
L’esposizione diretta da 18 a 24° C causa altenazild quasi tutti i parametti
fisiologici qui considerati, ma l'intensita dellésposte & stata inferiore rispettq a

quella osservata nel gruppo esposto a 30° C.

3.1.5 Esposizione graduale e adattamento: temperatu

Vengono di seguito descritti gli andamenti dei pa#i fisiologici misurati
nell’emolinfa dei gruppi di granchi che sono sedposti gradualmente e adattati alle

diverse temperature.
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3.1.5.1 Glicemia
Al tempo Oh in seguito al trasferimento gradual€diaestuariialla temperatura di

6° C partendo da quella di stabulazione di 18 fi§, {2E) la glicemia é stata di 5,40
+ 0,85 es mg dt (n=10), non significativamente diversa rispettquella osservata
allo stesso tempo nel gruppo che ha subito esposzdiretta alla medesima
temperatura (P>0,05). Nell’arco delle ore succestavconcentrazione di glucosio
rimane costante e non significativamente diversaetapo Oh (P>0,05). Ai tempi 3 e
8h, le medie perd sono risultate significativamediteerse da quelle ottenute agli
stessi tempi nel gruppo che ha subito lo step a&C6Dopo due settimane di
mantenimento a questa temperatura, la glicemia4fl 3 0,81 es mg dtnon &
significativamente diversa dal controllo (P>0,08}stituito dai 50 granchi stabulati
ed in seguito utilizzati negli esperimenti di ste diverse temperature (Appendice
tavola 4A; figure 12A e 12E).

L’esposizione graduale a 12° C non ha mai indadigexzioni significative né rispetto
al tempo Oh né rispetto allo step alla stessa temty@a (P>0,05) della
concentrazione di glucosio nell’emolinfa dei gran@i+10) (Appendice tavola 4A;
figure 12 B e 12 E).

Il valore iniziale di glucosio in granchi portatiaglualmente a 24° C (n=10) e stato
4,20 + 0,59 es mg dt, significativamente diverso dal tempo Oh del gauppsferito
direttamente alla stessa temperatura (P=0,024).aNel delle ore successive la
glicemia aumenta gradualmente e le medie ottenutetempi 24 e 48h,
rispettivamente di 5,60 + 0,56 es mg dle 7,00 + 1,09 es mg di. sono
significativamente diverse dal tempo Oh (P<0,05a Bonfronto con il gruppo
esposto direttamente la glicemia € risultata sicgtiVamente superiore al prelievo
effettuato dopo 24h (P<0,05). A 14d la glicemia rmosignificativamente diversa
(P>0,05) da quella osservata nei granchi che steto Wilizzati come tempi Oh
durante gli esperimenti di step (n=50, 3,34 + &20ng d[) (Appendice tavola 4A;
figure 12 C e 12 E).

Anche nel caso dell’esposizione graduale a 30°ig¢ @2D) la glicemia iniziale
nel’emolinfa dei granchi (4,90 + 0,41 es mg'dt=10) & significativamente diversa
da quella al tempo Oh del gruppo utilizzato pestep a 30° C (P=0,001). Nell’arco
delle 48h il glucosio emolinfatico diminuisce gratlnente e significativamente
rispetto al tempo Oh (rispettivamente 3,20 + 0,583ng dL*, P=0,038 a 8h ; 3,00 +
0,45 es mg dtt, P=0,004 a 48h) (Appendice tavola 4A).
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3.1.5.2 Acido lattico
Il passaggio progressivo da 18 a 6° C non causeziani significative della

concentrazione di acido lattico nell’emolinfa (PO%®), Tuttavia dopo il periodo di
adattamento di due settimane questo metabolitageifisativamente piu basso
rispetto al controllo, composto dai granchi (n=5f@)lizzati ai tempi Oh negli
esperimenti di step (P<0,05) (Appendice, tavolafiiire 13A e 13E).
Analogamente nel passaggio a 12° C (fig. 13B) noevilenziano modificazioni
significative nell'arco delle 48h (P>0,05). Le mediniziali sono tuttavia
significativamente diverse dal gruppo esposto @ine¢énte a 12° C (rispettivamente
2,25 + 0,25 es mg dt, P=0,0001; 2,20 + 0,23 es mg HLP=0,043). Come per
I'esposizione graduale a 6° C anche in questo eagempo 14d l'acido lattico
rimane significativamente (P=0,0001) piu bassoetigpal controllo (n=50, 4,08 +
0,19 es mg dt) (Appendice, tavola 4B; figura 13E).

Anche l'esposizione graduale a 24° C, 'acido tattiinizialmente di 2,71 + 0,50 es
mg dL* (n=10), non varia in maniera significativa nell'ardelle 48h successive
(P>0,05). La media al tempo 3h €& pero0 risultataigativamente da quella ottenuta
allo stesso tempo nel gruppo esposto direttamdiatstassa temperatura (P=0,018).
A differenza di cio che e stato descritto per ipgruprecedenti, dopo il periodo di
adattamento a 24° C la concentrazione di acidoicdathon risulta essere
significativamente diversa da quella osservatagreichi stabulati (n=50) e utilizzati
negli esperimenti di esposizione diretta (P>0,@ppendice, tavola 4B; figure 13C e
13E).

L’esposizione graduale a 30° C induce invece unemiondella concentrazione di
acido lattico (fig. 13D). Il valore al tempo Oh (%8 + 1,88 es mg di) aumenta fino
al tempo 24h, quando la concentrazione di 25,94 ,68 0es mg di &
significativamente diversa rispetto al tempo OhQ@82). | valori ottenuti in questo
gruppo € a tutti i tempi significativamente divedal gruppo esposto direttamente a
30° C (P<0,05) (Appendice, tavola 4B).

3.1.5.3 Densita

Alla temperatura di 6° C, raggiunta progressivamerdanche se la densita

dell'emolinfa dei granchi (n=10) diminuisce neltar delle due settimane
sperimentali i valori misurati a tutti i tempi neono mai risultate significativamente
diverse dai dati utilizzati come confronto (P>0,dBppendice, tavola 4C; figure
14A e 14E).
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Sebbene la densita dell’'emolinfa dei granchi (n=d€)osti gradualmente a 12° C
(fig. 14B) non sia mai significativamente diversal gruppo esposto direttamente
alla stessa temperatura (P>0,05), nell'arco delke skttimane, passando da 1063,90
+ 3,33 es g I al tempo Oh a 1044,20 + 2,30 es §diminuisce significativamente a
tutti 1 tempi rispetto al tempo Oh e (P<0,05) el ceeso del tempo 14d, rispetto al
controllo, costituito dai granchi stabulati perloro successivo utilizzo negli step
(n=50, 1051,20 + 2,12 es ¢'|P<0,05) (Appendice, tavola 4C; figura 14E).

Anche nel passaggio graduale a 24° C la densitds@buna progressiva
diminuzione che risulta significativamente divees@8h (1044,33 + 3,81 es g'L
P=0,026 vs tempo Oh). Non si evidenziano inveceiag@mi statisticamente
significative dei dati il rispetto al gruppo espmstirettamente a 24° C. Dopo due
settimane di adattamento a questa temperaturagedensita di 1042,50 £ 3,10 es g
L & significativamente pid bassa (P=0,042) rispettocentrollo (tempi Oh
esperimenti di step,) (Appendice tavola 4C; figid€ e 14E)

Al tempo Oh la densita dell’emolinfa dei granche{0) trasferiti gradualmente da 18
a 30° C & stata 1027,80 + 2,13 es § & nell'arco delle 48h questa diminuisce
gradualmente e le medie ottenute a 24 e 48h sa@mfisativamente diverse dal
tempo Oh (rispettivamente P=0,032 e P=0,029; Apigendavola 4C; figura 14D).
Rispetto ai dati ottenuti negli animali espostiettiamente a 30°C fin dal tempo Oh
(P=0,004) la densita si mantiene su valori sigatfimmente diversi (P<0,05).

3.1.5.4 Proteine

| grafici in figura 15 mostrano gli andamenti degfieoteine emolinfatiche durante le

esposizioni graduali alle diverse temperature.

La concentrazione iniziale nei granchi portati pesgivamente a 6° C (n=10) e stata
3,85 + 0,56 es g di, significativamente pitl bassa di quella del grugsposto
direttamente alla stessa temperatura (P=0,035).aMel delle ore successive le
proteine totali diminuiscono fino a 48h, quandaradia (3,07 + 0,37 es g d). &
significativamente diversa dal tempo Oh (P=0,03Rppo due settimane di
adattamento pero la concentrazione delle proteitzdi tli 2,88 + 0,43 es g dLnon

e significativamente diversa dalla loro media refblinfa dei granchi prima del loro
utilizzo negli esperimenti di esposizione diretlie diverse temperature (n=50, 3,51
+ 0,25 es g dt}, P>0,05) (Appendice tavola 4D, figure 15A e 15E).

Dopo il passaggio graduale da 18 a 12° C il vatigke proteine emolinfatiche di
4,10 + 0,35 es g dt(n=10; P=0,009 vs passaggio diretto). Ai prelieffettuati a 3,
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24 e 48h i valori misurati sono significativamerdiversi rispetto al tempo Oh
(P<0,05). A tutti i tempi le proteine totali si sbmantenute significativamente piu
alte rispetto a quelle ai medesimi tempi nel grupgposto direttamente a 12° C
(P<0,05). Dopo 14d le proteine totali (3,83 + 0,88 g d[') non sono
significativamente diverse da quelle circolantiI'eeholinfa dei granchi (n=50)
utilizzati ai tempi Oh negli esperimenti di espaosne diretta (P>0,05) (Appendice,
tavola 4D; figure 15B e 15E).

Passando da 18 a 24° C iniziatesi verifica una rdimone significativa delle
proteine totali nel’emolinfa, da 4,20 + 0,50 edlg" al tempo Oh, fino a 2,68 * 0,42
es g d* a 8h (P<0,05). Rispetto al gruppo esposto diretaea 24° C sono
significative (P<0,05) le medie ottenute a 0, 3Bb.ANessuna differenza significativa
e stata evidenziata tra il tempo 14d e il contrélonato dai granchi stabulati e
utilizzati in seguito per gli step (P>0,05) (Appee] tavola 4D; figure 15C e 15E).
La concentrazione delle proteine nei granchi (nF@jati nel tempo a 30° C é stata
inizialmente di 4,05 + 0,58 es g dLAi prelievi successivi il livello di proteine i
diminuisce gradualmente fino a 48h quando la m¢@ja8 + 0,46 es g db) &
significativamente diversa dal tempo Oh (P=0,028).gruppo non € mai
significativamente diverso da quello esposto diratinte alla stessa temperatura
(P>0,05) (Appendice, tavola 4D; figura 15D).

3.1.5.5 pH

Negli animali che passano gradualmente da 18 a 6le°@ariazioni del pH
emolinfatico sono risultate significative rispettbtempo Oh (7,63 + 0,03 es) e ai
tempi 3 e 24h (P<0,05). A nessun tempo il pH éstgnificativamente diverso dal
gruppo esposto direttamente a 6° C (P>0,05). Dalwbdi mantenimento a questa
temperatura il pH dellemolinfa non € significatmante diverso da quello nei
granchi utilizzati ai tempi Oh negli esperimenti step (n=50, 7,68 + 0,02 es)
(P>0,05) (Appendice, tavola 4E; figure 16A e 16E).

Come si osserva nel grafico in figura 16B, il passa progressivo dC. aestuarii
(n=10) a 12° C, non ha indotto, nell'arco delle A8friazioni significative nel valore
del pH dellemolinfa (P>0,05); ma € sempre statgnificativamente diverso
(P<0,05) rispetto ai valori agli stessi tempi nelijgpo esposto direttamente alla
medesima temperatura. Anche in questo caso, dopaettimane di adattamento, il
pH di 7,69 £ 0,03 es non €& significativamente (B5),diverso dal controllo,

costituito dai granchi stabulati per due settimgkgpendice tavola 4E; figural6E).
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Il pH al tempo Oh dell’emolinfa dei granchi adat@gtadualmente a 24° C (n=10) e
stato 7,70 £ 0,03 es (P>0,05 vs esposizione dir&taccessivamente il pH aumenta
fino alle 48h, quando la media ottenuta (7,89 @&8$),) € risultata significativamente
diversa dal tempo Oh (P=0,007). A 3, 8 e 24h ilgpd mantenuto significativamente
pil basso rispetto agli stessi tempi nel gruppostspdirettamente a 24° C (P<0,05).
Dopo 14d il pH del’emolinfa non é significativantendiverso da quello misurato
negli animali (n=50) ai tempi Oh negli esperimediistep (P>0,05) (Appendice,
tavola 4E; figure 16C e 16E).

Nei granchi trasferiti da 18 a 30° C (fig. 16D)pH a 0Oh (7,39 = 0,05 es) e
significativamente piu basso rispetto a quello nste allo stesso tempo nel gruppo
esposto direttamente alla medesima temperatura,@@&D). A tutti i tempi
successivi il pH aumenta rispetto al tempo Oh (850, pur mantenendosi
significativamente piu basso (P<0,05) rispettotldei granchi posti direttamente a
30° C. (Appendice, tavola 4E).

Sintetizzando i dati appena descritti, duranteasferimento graduale alle diverse
temperature e durante le 48h in cui si sono e#iétiuprelievi e risultato che Ia
glicemia e I'acido lattico non subiscono variazisignificative a 6 e 12 ° C; solo

dopo 14d di adattamento I'acido lattico subiscguaste temperature, un notevole
calo. Risposte esattamente contrarie a quelle apgescritte si sono ottenute a 24 e
30° C.
Per quanto riguarda la densita del’emolinfa a @0 indicativa la sua diminuzione

rispetto al gruppo che ha subito step alla stessperatura, mentre proteine totali e

O

pH, sebbene i loro andamenti siano paralleli algwskervati durante gli ste

subiscono variazioni significative a tutte le temgpere. L'adattamento di due

settimane riporta questi parametri verso i valisiofogici.

3.1.6 Esposizione diretta: ambiente subaereo

Alcuni gruppi di granchi mantenuti a 22° C o a I8%ono stati poi utilizzati per
esperimenti di valutazione degli effetti di espasie all’aria a diverse temperature.
L’andamento dei vari parametri considerati, neipgiudi granchi utilizzati come

controllo, e gia stata descritta precedentemenparaigrafi 3.1.2.1 e 3.1.4.1.
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3.1.6.1 Glicemia
| grafici nelle figure 17A e 17B mostrano I'andartemel tempo della glicemia nei

diversi gruppi sperimentali.

L’esposizione in ambiente subaereo a 24° C (n=fi@)tendo dalla condizione di
stabulazione di 22° C (fig. 17A) , ha indotto ueremento nella glicemia; il valore
iniziale di 2,50 + 0,22 es mg dl& in seguito aumentato progressivamente (P<0,05)
fino al tempo 48h (10,44 + 0,41 es mg{LAi prelievi eseguiti a 24 e 48h, si &
riscontrata un aumento significativo dei valorpetto al controllo (P=0,0001).

Il passaggio da acqua a 22° C allaria a 30° C (=ha causato aumenti
significativi della glicemia, passata da 3,90 +80¢s mg dL* (Oh) a 6,40 + 0,93 es
mg dL, a 8h (P=0,041). Non si evidenziano dati signifiaente diversi dal
gruppo mantenuto in acqua a 22° C (P>0,05).

Per quanto riguarda i gruppi mantenuti in acqu&°‘aQ, il trasferimento in ambiente
subaereo a 18° C (n=10) e a 4° C (n=10) ha detatmimumenti glicemici
significativi a tutti i tempi sia rispetto al tempgh che al gruppo di controllo
(P<0,05) (Appendice, tavola 5A; figura 17B).

Nel gruppo trasferito all’aria a 24° C partendoadgua a 18° C (n=10) la glicemia,
iniziale & stata 3,30 + 0,40 es mgfled & poi aumentata progressivamente fino al
tempo 24h (8,40 + 1,43 es mgHLP=0,013 vs tempo Oh e P=0,035 vs controllo). A
48h invece il glucosio emolinfatico cala fino ad ualore che non e risultato
significativo né rispetto al tempo Oh né rispettogeuppo di controllo (P>0,05)
(Appendice, tavola 5A,; figura 17B).

3.1.6.2 Acido lattico

La concentrazione iniziale di acido lattico neirgriai stabulati a 22° C (n=10) e posti

allaria a 24° C & 4,81 + 0,50 es mg Hinelle 3h successive aumentata
significativamente fino a 8,01 + 1,03 es mg'd(P=0,012). Ai tempi successivi

I'acido lattico oscilla, e le medie ottenute nom@omai state significativamente

diverse dal tempo Oh (P>0,05). | dati ottenuti seampre significativamente diversi

rispetto al controllo (P<0,05).

Gli animali mantenuti all’aria a 30° C (n=10) pret®o una concentrazione iniziale
di acido lattico di 2,68 + 0,43 es mgdlil valore misurato a 3h (22,76 + 6,67 es mg
dL?) & significativamente piu elevato sia rispettotethpo Oh che al gruppo di

controllo, (P=0,012 e P=0,016 rispettivamente). ®@h, sebbene la media si
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mantenga alta, non €& significativamente diversadakke Oh né dal gruppo di
controllo (P>0,05).

C. aestuarii(n=10) posto all' aria a 18° C, partendo dallassstéetemperatura, non
mostra variazioni significative di acido lattico rigpetto al tempo Oh né rispetto al
gruppo di controllo (P>0,05) (Appendice, tavola SiBura 17D).

Anche il passaggio a 24° C non causa variaziomifségtive di acido lattico né
rispetto al tempo Oh né rispetto al gruppo di aahdr(P>0,05) anche se sono
presenti lievi aumenti del metabolita (Appendiesala 5B; figura 17D).

Il mantenimento a 4° C (n=10) ha invece deternoinaia crescita significativa della
concentrazione di acido lattico che & passata®h£0,40 es mg dt.a 8,03 + 1,21
es mg dr* (P=0,002). Ai tempi successivi I'acido lattico a@mta ancora ma non in
maniera significativa (P>0,05) rispetto al tempo. Ok gruppo non e
significativamente diverso da quello di control®>0,05).

3.1.6.3 Densita

Il grafico in figura 17E mostra come la densitd’defolinfa (1039,50 + 1,71 es g'L

Oh) dei granchi che sono stati trasferiti dallabstazione a 22° C ad ambiente
subaereo 24° C non abbia subito, in tutto il periczperimentale, variazioni
significative né dal valore iniziale né dal grupfiacontrollo (P>0,05).

Il passaggio all'aria a 30° C ha causato invecegraduale aumento della densita
dell’emolinfa da una media iniziale di 1047,70 ¥®ges g [ a 1049,80 + 3,07 es g
L"* dopo 8h di esposizione (P>0,05 vs Oh, P=0,02%ngallo).

Dopo il passaggio dei granchi (n=10) all’aria a I8%a densita dell’emolinfa cala
nelle 48h; la media iniziale & infatti stata 1047403,82 es g L, scesa poi a1044,80
+ 3,63 es g I* a 24 (P=0,040) e a 1044,60 + 3,59 es’'gal48h (P=0,011); questo
gruppo non e mai stato significativamente diveraadello di controllo (P>0,05).

Il trasferimento di un gruppo di granchi a 4° C I0¥non ha determinato variazioni
significative della densita dell’emolinfa rispetibtempo Oh; solo la media al tempo
48h (1052,86 + 3,69 es g’} & significativamente diversa da quella ottendla a
stesso tempo nel gruppo di controllo (P=0,042).

L’esposizione di granchi mantenuti a 18° C (n=1@) posti poi in emersione a 24°
C non ha determinato variazioni significative dediensita dell’emolinfa (P>0,05).
(Appendice, tavola 5C; figure 17E e 17F).
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3.1.6.4 Proteine

Dopo il passaggio dC. aestuariidalla condizione di stabulazione di 22° C ad

ambiente subaereo a 24° C le proteine totali, ahizente di 1,98 + 0,22 es g dL
diminuiscono progressivamente durante tutto I'dspemto, e le medie osservate a
24 e 48h, rispettivamente di 1,69 + 0,18 es g @.1,59 + 0,18 es g di. sono
significativamente diverse rispetto al tempo 0h(Q®23, P=0,001) ma non rispetto
al controllo (P>0,05).

Nel gruppo (n=10) esposto in aria a 30° C le pn&teotali iniziali sono state 3,07 +
0,36 es g dt valore che cala significativamente dopo 3h di sigione (2,42 + 0,36
es g dl*, P=0,006). A 8h la concentrazione di proteinelitotan & diversa né dal
tempo Oh, né dal gruppo di controllo (P>0,05).

Anche nel caso del passaggio da 18° C in acquasttsa temperatura in aria, si e
osservata una diminuzione della concentrazione e dg@ioteine totali; dalla
condizione iniziale di 3,81 + 0,45 es g {lsono infatti diminuite fino a 3,34 + 0,40
es g d* a 24h (P=0,022 vs Oh, P=0,003 vs controllo), ¢eriarmente fino alle 48h
(P=0,001 vs 0h, P=0,026 vs controllo).

| granchi (n=10) posti a 4° C non hanno subito a&ani significative della
concentrazione di proteine né rispetto al tempa®tdal gruppo di controllo.

Il passaggio all'aria a 24° C ha determinato umaimiizione costante delle proteine
totali presenti nell'emolinfa. La loro concentrazéopari a 4,10 + 0,35 es g dlal
tempo Oh e significativamente calata dopo 3, 8led esposizione (rispettivamente
P=0,0001, P=0,0001, P=0,003 vs 0Oh). Questo gruppoénpero significativamente
diverso da quello di controllo (P>0,05) (Appenditzola 5D; figure 17G e 17H).
3.1.6.5 pH

Dopo il passaggio di due gruppi di granchi (n=18ljelvasche di stabulazione a 22°
C ad ambiente subaereo a 24° C o a 30° C il valoreale del pH dell’emolinfa,
aumenta in maniera significativa a tutti i temi sspetto al tempo Oh che rispetto al
gruppo di controllo (P<0,05).

L’esposizione di questa specie (n=10) all’aria & €8 partendo dalla condizione di
18° C, ha causato un aumento progressivo nel vdirpH; la media iniziale di 7,63
+ 0,02 es e infatti passata a 7,77 £ 0,02 es apateBh (P=0,0001). Il pH si e
mantenuto significativamente alto rispetto alla dimione iniziale anche ai tempi
successivi (P<0,05). Non si evidenziano pero dffiee significative (P>0,05)

rispetto al controllo.
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Nell’emersione a 4° C la media iniziale del pH&a&t7,52 + 0,01 es; durante il corso
dell'esperimento solo il picco ottenuto a 8h (7,#L 0,02 es) e risultato
significativamente diverso dalle Oh (P=0,0001).rhedie ai tempi 0 e 3h sono state
significativamente diverse dagli stessi tempi mapgo di controllo (P<0,05).

Anche il trasferimento del gruppo di granchi (n=4@)18° C a condizioni subaeree a
24° C ha causato un costante innalzamento del gHifisativo a tutti i tempi di
prelievo (P<0,05); le medie ai tempi 24 e 48h seiymificativamente diverse da
quelle ottenute agli stessi tempi nel gruppo ditemio (P<0,05) (Appendice, tavola
5E; figure 171 e 17L).

3.1.6.6 Cloruri

Considerando la concentrazione di cloruri nei duggi di granchi (n=20) stabulati
a 22° C e poi esposti allaria a 24 e 30° C, lbvainiziale rispettivamente di 8,05 *
0,29 es mmoL ! e 9,79 + 0,17 es mmoL™, & aumentato significativamente
rispetto al tempo Oh (P<0,05). | due gruppi nonaossignificativamente diversi dal
gruppo di controllo (P>0,05).

La concentrazione iniziale dei cloruri nel gruppo granchi utilizzato per
I'esposizione all'aria a 18° C (n=10) & stata 886,18 es mmoL L con un picco
dopo 3h di 9,50 + 0,28 es mmoL}L(P=0,014 vs Oh, P>0,05 vs controllo) il valore
poi torna sul livello iniziale (P>0,05) e non rigulsignificativamente diverso
neppure dal gruppo di controllo (P>0,05).

Dopo il passaggio dalle vasche di stabulazione°a18d ambiente subaereo a 4° C,
si assiste ad un calo nella concentrazione deucldei granchi (n=10) da 10,00 *
0,37 es mmoL ! a 9,14 + 0,20 es mmoL'L(P=0,045) nell'arco delle 3h. Il gruppo
non e significativamente diversa da quello di calfar(P>0,05).

L’esposizione all'aria a 24° C, partendo dalla stabione a 18° C, ha indotto un
aumento significativo nella concentrazione dei wliomell’emolinfa dei granchi
(n=10) nell'arco delle 24h, tempo al quale la medigtata 11,47 + 0,35 es mmol* L
(P=0,0001 vs 0Oh, P=0,0001 vs controllo) (Appendiaeola 5F; figure 17M e 17N).
3.1.6.7 Calcio

Come descritto per i cloruri, anche la concentmriali calcio non é stata
significativamente diversa dalla condizione inigigP>0,05) nei granchi utilizzati
per gli esperimenti di emersione da 22° a 24° @M=l picco ottenuto nel gruppo
esposto a 24° C a 3h e significativamente diveesgukllo nel gruppo di controllo

(14,43 + 0,30 es mmoL 1, P=0,009); nel gruppo esposto a 30° C sono
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significativamente diversi dai dati misurati nelntwllo quelli rilevati a Oh e 3h
(P<0,05) (Appendice, tavola 5G).

In seqguito al trasferimento dl. aestuarii(n=10) all’aria alla temperatura di 18° C la
concentrazione del calcio € aumentata ma non ggtifamente rispetto al tempo
Oh (P>0,05). La media iniziale (14,18 + 0,18 es rarhd') e quella a 3h (14,45 +
0,29 es mmoL 1) sono perd significativamente diverse rispetto alpgo di
controllo (P=0,025 e P=0,0001 rispettivamente).

La concentrazione iniziale del calcio nei grandiliazati per I'esposizione all’aria a
4° C (n=10) & stata 16,23 + 0,35 es mmot. Ll progressivo aumento fino al tempo
24h e stato significativo sia rispetto al tempoc@k al gruppo di controllo (18,12 +
0,35 es mmoL L, P=0,010 vs Oh, P=0,0001 vs controllo).

Anche il passaggio dall'acqua a 18° C all’aria & 4ha causato un progressivo
aumento del calcio infatti partendo dalla concezitnzge di 14,97 + 0,21 es mmol'L
al tempo Oh la media aumenta fino a 16,55 + 0,5&m®eL L' a 24h (P=0,007). Le
medie ottenute in questo gruppo non sono statdfismfivamente diverse da quelle
ai medesimi tempi nel gruppo di controllo (P>0,08ppendice, tavola 5G; figure
170 e 17P).

In sintesi: partendo dalla temperatura dell'acqua2d C I'esposizione all’aria a 24
e 30° C causa alterazioni significative di tughairametri fisiologici, piu evidenti alla
temperatura maggiore. Nel caso dei gruppi paratiadtemperatura dell’acqua di
18° C, nel gruppo esposto all'aria a 18° C, gliandnti delle risposte fisiologiche

sono stati simili a quelli osservati nei gruppiatintrollo, sebbene vi siano state

delle variazioni significative della glicemia, delbroteine totali e del pH. Negli altr
due gruppi (aria a 4 e 24° C) si sono osservat@ziani significative di tutti i

parametri fisiologici.

3.2 Palaemon elegans

3.2.1 Mortalita

Gruppi di animali sono stati utilizzati per verdi@ la sopravvivenza della specie
all’esposizione diretta alle diverse condizioni rapentali. Nella seguente tabella
(tab. 4) vengono riportati i dati ottenuti, espréspercentuale di individui morti.
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Tabella 4: mortalita osservatafh elegangdurante gli esperimenti di esposizione dirette diverse

condizioni (dati espressi in percentuale).

Oh 3h 8h 24h 48h TOT

6°C 0 0 0
12°C 0 0 0
18°C 0 0

24°C 0 0 17 58] 90 90
30°C 0 11 29 86 100 100
6 PSU 0 0 0 10 17 17
16 PSU 0 0 0 0 & &
26 PSU 0 0 0 0 0 0
36 PSU 0 0 0 0 0 0
46 PSU 0 0 0 0 0 0

La mortalita indotta dall’esposizione graduale mpgee stata annotata sia nel corso
delle modificazioni delle condizioni di salinitatemperatura, che durante il periodo
di adattamento. Di seguito viene riportata la t@®l(percentuale di individui morti)
in cui sono indicati i dati osservati dopo il ragggimento di una salinita o

temperatura definitiva, e dopo il periodo di adatato di 14 giorni.

Tabella 5: mortalita osservata P. elegansdurante gli esperimenti di esposizione graduale al

diverse condizioni (dati espressi in percentuale).

Oh 14d TOT
6°C
12°C
6 PSU 95,0 5,0 100,0
16 PSU 87,8 12,2 100,0
26 PSU 14,7 2,0 16,7
46 PSU 6,7 8,7 15,3

3.2.2 Esposizione diretta: salinita

3.2.2.1 Glicemia
La concentrazione del glucosio nell’emolinfaRli elegangn=25) a 36 PSU prima

dell'esposizione alle diverse salinita (tempo Oboetrollo) é stata 12,20 + 0,58 es
mg dL*.

Gli andamenti glicemici nel tempo, a tutte le sédinsono riportate nel grafico in
figura 18A.
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Nei gamberetti (n=120) posti alla salinita 6 PS&dJglicemia aumenta gradualmente
nell'arco delle 48h, quando la media di 12,20 #80eS mg dI* & significativamente
diversa dal tempo Oh (P=0,008).

In P. elegansesposto a 16 PSU (n=120) nonostante il picco gio@msservato
dopo 3h e i livelli di glucosio piu alti rispettd é&empo Oh essi non risultano
statisticamente significativi (P>0,05).

La salinita 26 PSU causa invece un progressivo atongella concentrazione di
glucosio fino al tempo 8h (18,80 + 1,36 es mg‘dP=0,005 tornando poi sui valori
iniziali (P>0,05).

L’esposizione diP. elegans(n=120) a 46 PSU ha determinato un immediato
significativo aumento della glicemia rispetto alora iniziale (22,00 + 2,97 es mg
dL?, P=0,028) ma le medie ai tempi successivi non sigmificativamente diverse
dal controllo (P>0,05). (Appendice, tavola 6A)

3.2.2.2 Acido lattico

La concentrazione di acido lattico iniziale nei dpmmetti (n=25) a 36 PSU, e stata
6,62 + 1,16 es mg db.

Il grafico in figura 18B mostra come I'esposiziotieP. elegansalla salinita 6 PSU

(n=120) e alla salinita 16 PSU (n=120) ha indottoaumento significativo della
concentrazione di acido lattico a tutti i tempi (FG5).

La salinita 26 PSU ha invece causato aumenti $igivi nella concentrazione di
acido lattico nell’emolinfa dP. elegangn=120) fino a 24h (P<0,05), mentre a 48h i
valori si approssimano a quello iniziale (P>0,05).

A 46 PSU assistiamo ad un aumento della conceotraaii acido lattico fino a 8h,
quando la media di 28,55 + 1,24 es mg'disignificativamente diversa dal tempo
Oh (P=0,0001). Dopo una successiva diminuzionereate al tempo 24h, a 48h
I'acido lattico torna ad aumentare in maniera digaiiva rispetto al valore iniziale
(P=0,0001) (Appendice, tavola 6B, figura 18B).

3.2.2.3 Densita

Prima dell’esposizione alle diverse salinita, langiga dell’emolinfa dei gamberetti
(n=25) & stata 1099,60 + 6,24 es mg-dL

In Appendice, tavola 6C, e dal grafico in figuraCl8si possono osservare gli

andamenti delle medie delle densita dellemolinfa gruppi sperimentali alle

diverse salinita.
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Le variazioni della densita dell'emolinfa & elegansa 6 PSU (n=120) non sono
risultate significative (P>0,05) fino al tempo 24hentre la media ottenuta a 48 h
(1120,00 + 2,28 es mg ) & significativamente pitl alta (P<0.05) rispettdeapo
Oh. La salinita 16 PSU induce un'immediata dimionz della densita emolinfatica
risultata significativamente diversa da quella sz a tutti i tempi (P<0,05)
contrariamente a 26 PSU non si sono osservatezi@rissignificative della densita
dell’emolinfa (P>0,05).

L’esposizione a 46 PSU dei gamberetti (h=120) camsadiminuzione della densita
dell’emolinfa; le medie ottenute ai tempi 8, 248h40no risultate significativamente
diverse da quella iniziale (P<0,05).

3.2.2.4 Proteine

La concentrazione delle proteine totali emolinfagiecnP. elegangn=25) mantenuto
alla salinita 36 PSU & stata 6,51 + 0,84 es §.dL

A 6 PSU si rileva un aumento delle proteine tateli’emolinfa fino a 8h quando la

media (9,60 + 0,39 es g d). & risultata significativamente diversa dal tenfo
(P=0,027).

Tutte le altre salinita (16, 26 e 46 PSU), non lmaimdotto variazioni significative
(P>0.05 sempre) della concentrazione delle proteiviRli nellemolinfa dei
gamberetti utilizzati (=120 per ciascun gruppoppandice, tavola 6D; figura 18D).
3.2.2.5 pH

Il pH dell’emolinfa nei gamberetti a 36 PSU (n=2p)ima della loro esposizione a
salinita modificata, e stato 7,62 + 0,04 es; gllamenti temporali del parametro alle
diverse condizioni sperimentali sono mostrati mafigo in figura 18E.

Alla salinita di 6 PSU il pH dell’emolinfa d?.elegans(n=120) aumenta gia dopo 3h
(7,96 = 0,01 es, P=0,001), e rimane significativateeiu alto rispetto al tempo Oh
(P<0,05) fino a 24h.

La salinita 16 PSU non ha causato variazioni sicgtive (P>0,05) nel pH
dell’emolinfa dei gamberetti utilizzati per I'espeento (n=120).

Dopo 3h di esposizione a 26 PSU, il pH aumenta &nd,91 + 0,04 es, media
significativamente piu alta rispetto al tempo OEE@®001). Ai tempi successivi fino
a 24h il parametro si mantiene significativameniegito (P<0,05).

Il pH dellemolinfa di P. elegansesposto a 46 PSU (n=120) invece non subisce
variazioni statisticamente significative a nesswemgo considerato (P>0,05)

(Appendice, tavola 6E).
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3.2.2.6 Cloruri

La concentrazione iniziale dei cloruri . elegansnantenuto a 36 PSU (n=25) &
5,64 + 0,80 es mmoLL

Nel grafico 18F si possono seguire gli andamentiledenedie in seguito
all'esposizione dei gamberetti alle diverse sainit

A 6 PSU i cloruri nell’emolinfa dP. elegangn=120) aumentano significativamente
dopo 3h (8,65 + 1,00 es mmoL*LP=0,047) ma al tempo 24h la media non &
significativamente diversa dal tempo Oh (P>0,05).

La salinita 16 PSU non causa variazioni signifi@mt{P>0,05) nella concentrazione
dei cloruri nel’emolinfa.

L’esposizione diP. elegansalle salinita 26 PSU (n=120) e 46 PSU (n=120) ha
invece determinato un graduale aumento dei cldmo a 24h, quando le medie,
rispettivamente di 8,46 + 0,31 es mmotL: & 8,23 + 0,21 es mmoL™, sono risultate
significativamente diverse dal tempo Oh (P<0,05)g@ndice, tavola 6F).

3.2.2.7 Calcio

Al tempo Oh il calcio nel’emolinfa del gruppo domtrollo e stato 11,23 + 0,34 es
mmoL L*(n=25).

L’esposizione a 6 PSU (n=120) determina una graddiahinuzione del calcio fino a
24h, quando la media é risultata significativamelitersa dal tempo Oh (P=0,032).
Le variazioni del calcio nellemolinfa dei gambeéretsposti alle salinita 16 PSU
(n=120), 26 PSU (n=120) e 46 PSU (n=120) non soabstate significativamente
diverse dal controllo (P>0,05) (Appendice, tavalz @igura 18G).

Lo stress osmotico acuto induce h elegansalterazione di tutti i parametri
fisiologici. L'esposizione a 46 PSU é quella cheiseaun maggior aumento dejla
glicemia e l'unica che determina una diminuziondladeoncentrazione delle
proteine totali entro le 8h e diminuzione del pH.
Dall’analisi dellandamento del cloro e risultatdhec I'esposizione a salinita
modificata determina sempre aumenti nella conceioina dei cloruri entro 3h, e
del calcio a 26 PSU dopo 24h.
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3.2.3 Esposizione graduale e adattamento: salinita

Vengono di seguito descritti gli andamenti dei paeti fisiologici in P. elegansn
seguito all’esposizione graduale alle diverse galifPer le salinita 6 e 16 PSU, vista
I'elevata mortalita, e stato possibile valutareogbtempo Oh.

3.2.3.1 Glicemia

L’esposizione graduale d?. elegans(n=200) alla salinita 6 PSU non ha causato

variazioni significative (P>0,05) della concent® di glucosio rispetto al controllo
mantenuto a 36 PSU; viceversa, I'esposizione a 368 fh=180) ha indotto una
diminuzione della glicemia (10,50 + 0,29 es mg™}lLsignificativa rispetto al
controllo (P=0,042) (Appendice, tavola 7A; figuraAl.

Dopo il trasferimento dei gamberetti da 36 PSU aPZ8J) (n=150) la glicemia
iniziale & stata 10,75 + 0,48 es mg'dlP>0,05 vs controllo). Ai tempi successivi, gli
aumenti osservati non sono risultati significatieante diversi dal tempo Oh
(P>0,05), ma il valore di picco ottenuto 8h (12,251,44 es mg dt) &
significativamente diverso da quello ottenuto alesso tempo nel gruppo posto
direttamente alla stessa salinita (P=0,019). Dope settimane di permanenza a
questa salinita la concentrazione di glucosio ¢tame nelllemolinfa é
significativamente piu bassa rispetto al controtlantenuto a 36 PSU (10,00 £ 0,58
es mg d[, P=0,041) (Appendice, tavola 7A; figure 19B e 19D)

La glicemia al tempo Oh nel gruppo trasferito gedthente a 46 PSU (n=150) e stata
12,50 + 1,04 es mg di. non significativamente diversa dal controllo (FoS).
Come si puo vedere dal grafico in figura 19C, aetlb delle 48h successive non si
sono osservate variazioni significative (P>0,05)spetto al tempo Oh; i valori
ottenuti a 3h (13,75 + 1,03 es mgYLe 8h (11,25 + 1,03 es mg dLsono perd
significativamente piu bassi rispetto a quelli mé&uagli stessi tempi nel gruppo
posto direttamente a 46 PSU (P<0,05). Al tempo Il1ddglicemia non e
significativamente diversa dal controllo (P>0,0®pfendice, tavola 7A; figura
19D).

3.2.3.2 Acido lattico

Il trasferimento progressivo alle salinita 6 PS&EZ80) e 16 PSU (n=180) non ha

causato variazioni significative nella concentraeiai acido lattico nell’emolinfa di
P. elegangP>0,05) (Appendice, tavola 7B; figura 20A).
La concentrazione iniziale di acido lattico nell'@infa misurata a 26 PSU e 12,45 +

2,06 es mg dtt (P>0,05 vs controllo). Ai tempi successivi nonssho osservate
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variazioni significativamente diverse né dal tenfboné dal gruppo utilizzato nello
step a 26 PSU (P>0,05) (Appendice, tavola 7B; grafiB e 20D).

La salinita 46 PSU, dove la concentrazione inizidilecido lattico inP. elegans
(n=150) & stata 10,85 + 2,51 es mg'dnon ha prodotto variazioni significative
rispetto al tempo Oh (P>0,05). Dal confronto cogriippo esposto direttamente alla
stessa salinita pero sono risultate significativebasse le medie ai tempi 8, 24 e 48h
(P<0,05). Dopo 14d, l'acido lattico pari a 4,78 69 es mg dt non &
significativamente diverso dal controllo (P>0,0Bppendice, tavola 7B; figure 20C
e 20D).

3.2.3.3 Densita

La densita iniziale dell’emolinfa d?. elegansesposto a 6 PSU (n=200) e stata di
1063,00 + 13,00 es g'Lnon significativamente diversa dal controllo (Pt8T). Alla
salinitd 16 PSU invece la densita di 1038,00 + 246 [* & significativamente pitl
bassa rispetto al controllo (P=0,0001) (Append@epla 7C; figura 21A).

Il trasferimento graduale dei gamberetti dallars&lidi 36 PSU a 26 PSU ha causato

una diminuzione significativa della densita dell@mfa (1059,00 + 3,42 es g')
rispetto al controllo (P=0,001). Come si puo ved#megrafico in figura 21B, nelle
48h sperimentali, la densita dellemolinfa non heit variazioni significative
rispetto al tempo Oh (P>0,05), ma si € sempre matdesignificativamente piu bassa
rispetto al gruppo esposto direttamente a 26 PS10,(B). A 14d la densita (1060,00
+ 4,00 es g ) & significativamente pill bassa rispetto al cdlutr¢P=0,002)
(Appendice, tavola 7C; figura 21D).

Dopo il trasferimento graduale alla salinita 46 P@Y150), la densita dell’emolinfa
& risultata significativamente diversa dal conto(1078,50 + 6,08 es g ™.
P=0,046). Nell'arco dei tempi successivi dopo unag diminuzione significativa
osservata a 3h (1054,50 + 5,97 es’yP=0,030), la densitd aumenta, ma rimane non
significativamente diversa dal tempo Oh (P>0,05)alori nhon sono mai risultati
significativamente diversi da quelli agli stessng@ nel gruppo utilizzato esposto
direttamente alla medesima salinita (P>0,05). Dibperiodo di adattamento di due
settimane a 46 PSU, la densita di 1058,50 + 3,59 ES, & significativamente pill
bassa rispetto al controllo (P=0,001) (Appendiaeola 7C; figure 21C e 21D).
3.2.3.4 Proteine

Sia il trasferimento graduale &. elegansalla salinita di 6 PSU (n=200) che alla

salinita di 16 PSU (n=180) non causa variazioninificative (P>0,05) della
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concentrazione delle proteine totali rispetto ahtoalo (Appendice, tavola 7D;
figura 22A).

Il valore iniziale delle proteine (3,71 + 0,27 eslig?) nell'emolinfa diP. elegans
(n=150) portato a 26 PSU non e significativamemierdo dal controllo mantenuto a
36 PSU (P>0,05). Sebbene ai tempi successivi naiasio verificate variazioni
significative delle proteine circolanti nell’emola(P>0,05) rispetto al tempo Oh, la
loro concentrazione e sempre significativamentebgissa rispetto al gruppo che ha
subito lo step a 26 PSU (P<0,05). Al tempo 14dqrtgeine totali (3,31 + 0,48 es g
dL™) non sono significativamente diverse dal contr¢fe0,095) (Appendice, tavola
7D; figure 22B e 22D).

A 46 PSU le proteine totali non hanno subito vaoiaizsignificative nell’arco delle
due settimane sperimentali (P>0,05), e non sono rigaitate significativamente
diverse da quelle misurate negli animali esposetdimente a 46 PSU (P>0,05)
(Appendice, tavola 7D; figure 22C e 22D).

3.2.3.5 pH

Nei grafici in figura 23 vengono riportati gli andanti del pH dell’emolinfa dei
gamberetti esposti gradualmente alle diverse teatyrer.

Il passaggio graduale dei gamberetti alla sali@iE2SU (n=200), non ha determinato
variazioni significative del pH dell’emolinfa risfie a quello ottenuto nel gruppo di
controllo (P>0,05). Viceversa il raggiungimento dwale della salinita 16 PSU
determina una diminuzione del pH dell’emolinfa dmimberetti esposti (n=180),
risultato di 7,35 * 0,04 es, significativo rispedtiocontrollo (P=0,004).

Il pH iniziale del’emolinfa diP. elegansesposto gradualmente a 26 PSU (n=150) e
stato 7,62 + 0,03 es (P>0,05 vs controllo). Nelsoodelle ore successive il pH
subisce una progressiva diminuzione significativai@ediversa dal tempo Oh ai
tempi 24 e 48h (rispettivamente 7,46 = 0,02 es,,®6Q 7,51 = 0,02 es, P=0,025).
Rispetto al gruppo di gamberetti utilizzato perspesizione diretta a 46 PSU, e
risultato significativamente piu basso (P<0,05)H misurato al prelievo a 3, 24 e
48h (Appendice, tavola 7E). Dopo due settimanedditamento a questa salinita il
pH si mantiene significativamente piu basso rigpattcontrollo (P<0,05).

Nel passaggio da 36 PSU a 46 PSU (n=150), il pFedsblinfa (7,73 £ 0,03 es) non
e significativamente diverso dal controllo mantenat36 PSU (P>0,05). Dopo 3h a
46 PSU il valore di pH (7,85 + 0,02 es) e signiicamente diverso sia dal tempo Oh

(P=0,014) che dallo quello misurato nel gruppo egpdirettamente a questa salinita
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(P=0,0001). Ai tempi successivi il pH torna a dimine portandosi a 48h a 7,58 +
0,01 es valore significativamente piu basso daptefh (P=0,005). Dopo 14d, il pH
non e significativamente diverso dal controllo (F25) (Appendice, tavola 7E).
3.2.3.6 Cloruri

L’esposizione graduale #l. elegansa 6 PSU (n=200) e 16 PSU (n=180) non hanno
determinato variazioni significative (P>0,05) delancentrazione dei cloruri
nell’emolinfa rispetto al controllo (Appendice, tda 7F; figura 24A).

Dal grafico in figura 24B € evidente che i clornell’emolinfa dei gamberetti posti a
26 PSU (inizialmente 7,55 + 0,33 es mmol, In=150), non subiscono variazioni
nell'arco delle 24h (P>0,05). | valori ottenuti ari tempi di prelievo, non sono
risultati significativamente diversi da quelli attéi nel gruppo sottoposto a step a 26
PSU (P>0,05). Anche dopo due settimane di permananguesta salinita i cloruri
nell’lemolinfa (6,99 + 0,19 es mmoL™) non sono significativamente diversi dal
controllo (P>0,05) (Appendice, tavola 7F; figurdg4

La concentrazione iniziale dei cloruri negli aniima@drtati gradualmente a 46 PSU é
stata 9,04 + 0,88 es mmoL™*L(P=0,026 vs controllo). Ai tempi successivi, ircio
non sono mai stati significativamente diversi nétdmpo Oh né dal gruppo esposto
direttamente a 46 PSU (P>0,05). Al4d la media otgedi 9,22 + 0,53 es mmoL™i

e significativamente piu alta rispetto al control®=0,008) (Appendice, tavola 7F;
figure 24C e 24D).

3.2.3.7 Calcio

L’esposizione progressiva dei gamberetti (n=20@) sdlinitd 6 PSU non ha causato
differenze significative (P>0,05) rispetto al cativ nella concentrazione di calcio
circolante nell’emolinfa.

Come si puo vedere dal grafico in figura 25A la camtrazione del calcio nel
periodo di passaggio da 36 PSU a 16 PSU eé sigtiMaaente (P=0,042) piu alta
rispetto al controllo (16,95 + 1,71 es mmot)L

Analogamente a quanto appena descritto anchesfietimnento graduale a 26 PSU
(n=150) causa un innalzamento significativo detlacentrazione del calcio (17,41 +
1,23 es mmoL I}, P=0,012) rispetto al controllo. Nelle 24h sucibesssebbene non
subisca modificazioni significative rispetto al f@m0Oh (P>0,05), la concentrazione
del calcio nellemolinfa rimane significativamermai alta (P>0,05) rispetto a quella

osservata nel gruppo esposto direttamente allasstaginita (Appendice, tavola 7G;
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figura 25B). Dopo due settimane di adattamento liorvaottenuti non sono
significativamente diversi dal controllo (P>0,05)dura 25D).

Anche in seguito al passaggio graduale alla salid® PSU il calcio presente
nell’emolinfa diP. elegangn=150) e piu alto rispetto al controllo (23,2987 es
mmoL L™, P=0,007). In seguito i valori non sono mai siigaifivamente diversi dal
tempo Oh (P>0,05) mentre lo sono sempre da quedlunati agli stessi tempi nel
gruppo utilizzato nello step a 46 PSU (P<0,05). @dpe settimane di permanenza a
questa salinita, il calcio la cui media & di 19,211,28 es mmoL L, &
significativamente diversa dal controllo mantenatd6 PSU (P=0,006) (Appendice,
tavola 7G; figure 25C e 25D).

In generale per quanto riguarda le risposte figiglee in P. elegansin seguito
all'esposizione graduale alle diverse salinitastress osmotico prolungato per 14d,
si pud evidenziare che glicemia e acido lattico nswbiscono variazioni

particolarmente intense, la densita e le protemt@lit subiscono invece del

@ @

diminuzioni dal tempo Oh fino a 14d, il pH a 46 P8Uifferenza delle altre salini

aumenta, e gli elettroliti, che durante gli steppiscono delle variazioni evidenti

rimangono circa costanti.

3.2.4. Esposizione diretta: temperatura

Anche per questa specie sono stati creati quattrppg sperimentali utilizzati per
I'esposizione diretta a modificazioni di temperatudi seguito sono riportati i
risultati ottenuti per i parametri fisiologici vaati.

3.2.4.1 Glicemia

La concentrazione di glucosio nell’emolinfaRli elegansel gruppo utilizzato come
confronto per i gruppi sperimentali esposti a bassgerature (n=25) e in quello per
i gruppi esposti a temperature elevate (n=25)atasli 11,80 + 0,66 es mg dle
11,20 + 0,80 es mg dt rispettivamente, valori non significativamente afisi tra
loro (P>0,05). Il grafico in figura 26A mostra gindamenti nel tempo del glucosio
alle diverse temperature.

A 6° C la glicemia (n=120) aumenta fino a 3h, quataimedia di 16,40 + 1,21 es
mg dL?, & risultata significativamente diversa dal ten@ifo (P=0,015). Ai tempi
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successivi la concentrazione di glucosio diminuisee non €& mai stata
significativamente diversa dal tempo Oh (P>0,09)g@ndice, tavola 8A).

Il passaggio diretto a 12° C non ha determinatoazami significative (P>0,05)
nella concentrazione di glucosio nell’emolinfa gamberetti esposti (n=120).

La temperatura di 24° C invece ha causato un pssiye del glucosio nel’emolinfa
di P. elegans(n=120); infatti a tutti i tempi le medie ottenus®no risultate
significativamente piu alte rispetto al tempo Ok{R5).

Come si puo osservare dal grafico in figura 2@Aglicemia nei gamberetti esposti a
30° C (n=120) subisce un immediato e significatrammento fino alla
concentrazione di 30,80 + 2,85 es mg'dP=0,002). Sebbene la glicemia rimanga
piu elevata, la media, al tempo 8h, non € sigrifreanente diversa dal tempo Oh
(P>0,05) (Appendice, tavola 8A).

3.2.4.2 Acido lattico

Le concentrazioni di acido lattico nei due gruppigamberetti utilizzati come

controllo sono risultate significativamente divetseloro (4,44 + 0,61 es mg dle
6,88 + 0,61 es mg dt, P=0,023).

La temperatura 6° C ha determinato un rapido aumedset glucosio fino a 3h,
quando la media di 11,42 + 1,14 es m@ dirisultata significativamente diversa dal
tempo Oh (P=0,002). Ai tempi successivi I'acidditat diminuisce e solo la media
ottenuta a 8h é significativamente diversa dal rodiot (P<0,05) (Appendice, tavola
8B; figura 26B).

Il passaggio diretto a 12° C non ha causato vamazignificative (P>0,05) nella
concentrazione di acido lattico nellemolinfa i elegansfino a 8h; ma a 24h la
media di 10,10 + 0,71 es mg dLé significativamente diversa dal tempo Oh
(P=0,026).

A 24° C l'acido lattico emolinfatico aumenta proggezamente nell’arco delle 24h,
fino a 74,94 + 21,30 es mg dl.concentrazione significativamente diversa daipem
0Oh (P=0,033) (Appendice, tavola 8B; figura 26B).

Anche a 30° C, la concentrazione di acido latticonanta progressivamente e
significativamente rispetto al tempo Oh (P<0,05).

3.2.4.3 Densita

Nei due gruppi utilizzati come controllo (n=25 @aso) la densita del’emolinfa é
stata rispettivamente di 1086,80 + 6,89 es mg dldi 1106,40 + 11,62 es mg 4L
(P>0,05).
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In seqguito al trasferimento diretto dei gamben@ttil20) da 18° C a 6° C, la densita
diminuisce nell'arco di 3h (1054,80 + 4,13 es mg'dP=0,006), e si mantiene
significativamente piu bassa rispetto al tempo @htptta la durata dell’esperimento
(P<0,05) (Appendice, tavola 8C; figura 26C).

Come si puo osservare dal grafico in figura 26@Chann seguito all’esposizione a
12° C la densita dell’emolinfa diminuisce e si niem¢ significativamente bassa
nell'arco delle 48h sperimentali (P<0,05).

A differenza di cio che e appena stato descrittdeoaltre temperature, I'esposizione
a 24° C dei gamberetti (n=120) determina I'aumeptogressivo della densita
dell’emolinfa (Appendice, tavola 8C; figura 26Chcae se mai significativamente
diverso rispetto al tempo Oh (P>0,05).

La temperatura di 30° C non ha causato variaziamifgcative (P>0,05) della
densita dell’emolinfa dP. elegangn=120).

3.2.4.4 Proteine

Le medie delle proteine totali, riportate in Appeead tavola 8D, nell’emolinfa d?.

elegansutilizzati come controllo, non sono risultate sfgativamente diverse tra
loro (P>0,05).

La temperatura di 6° C (n=120) ha indotto la dinzione della concentrazione delle
proteine totali circolanti nellemolinfa d?. elegangAppendice, tavola 8D; grafico
26D) risultata a tutti i tempi significativamenteersa rispetto al controllo (P<0,05).
In seguito all'esposizione a 12° C si verifica aiziale diminuzione delle proteine
totali fino alla concentrazione di 3,70 + 0,44 edlg (P=0,035 vs Oh). Nonostante
nell'arco delle ore successive si sia osservataumento non significativo (P>0,05)
delle proteine fino a 5,26 + 0,44 es gtk 24h, la loro concentrazione a 48h (2,81 +
0,39 es g di) e significativamente piu bassa rispetto al ten@io (P=0,004)
(Appendice, tavola 8D; figura 26D).

3.2.4.5 pH

Il valore del pH dell’emolinfa dei gamberetti utitati in ciascun controllo (n=25) é
stato rispettivamente di 7,56 £ 0,03 es e di 7,984,028 es dati significativamente
diversi tra loro (P=0,005).

Come si puo vedere dal grafico in figura 26E, lespione a 6° C ha causato una
graduale diminuzione del pH fino a 48h, quando éalia di 7,42 + 0,03 es € risultata

significativamente diversa dal controllo (P=0,012).
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In seqguito all’esposizione dR. elegansa 12° C (n=120) il pH subisce progressivi e
significativi aumenti ai tempi 8, 24, 48h (P<0,05).

Come si pu0 vedere dai dati riportati in Appendiegpla 8E e nel grafico in figura
26E, sia il pH dellemolinfa dei gamberetti espoati24®° C (n=120) che quello
dell’emolinfa dei gamberetti esposti a 30° C (n=1BA subito delle variazioni, che
tuttavia non sono mai significativamente diversé amtrollo mantenuto a 18° C
(P>0,05).

Riassumendo i dati appena descritti, durante sfféranento graduale di. elegans
a 6 e 12° C non si sono osservate importanti vianaglicemiche, mentre I'acido
lattico subisce variazioni rilevabili a 6° C. Land@a, le proteine totali e il pH

del’emolinfa hanno gli stessi andamenti osservhtrante gli step alle stes

1)
(¢

temperature, anche se a 12° C densita e protdaiesiomantengono piu alti.

3.2.5 Esposizione graduale e adattamento: temperatu

3.2.5.1 Glicemia

La glicemia iniziale nei gamberetti portati gradunahte alla temperatura 6° C

(n=150) & stata 9,25 + 0,25 es mg'dhon significativamente dal controllo (tempo
Oh esperimenti di step) (P>0,05). Nell’arco delte successive gli aumenti osservati
non sono statisticamente significativi (P>0,05)g(FFa 27A). Dopo il periodo di
adattamento di 14d la glicemia di 10,00 + 0,41 esdti’, non & significativamente
diversa dal controllo (P>0,05).

Nei gamberetti portati gradualmente a 12° C laeghi@ al tempo Oh € 9,25 + 0,75 es
mg dL* (P=0,041 vs controllo). Ai tempi successivi le needttenute non sono mai
state significativamente diverse né dal tempo Okaiégruppo esposto direttamente
alla stessa temperatura (P>0,05). A 14d il valdrenato di 9,50 + 0,29 es mg dL
non é significativamente diverso dal controllo (F3).

3.2.5.2 Acido lattico

Come riportato in Appendice, tavola 9B, la concazitine iniziale di acido lattico

nellemolinfa dei gamberetti esposti a 6° C & staf05 + 3,03 es mg dl,
significativamente piu alta rispetto al control®=0,037). Nel grafico in figura 28A
si evidenzia che dopo un’iniziale diminuzione régita dopo 3h, l'acido lattico

aumenta progressivamente fino a 24h (P>0,05), z@mohcentrazione a 48h (6,35 +
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0,69 es mg dt) significativamente diversa (P>0,05). Dopo 14diegia temperatura
I'acido lattico nell’emolinfa si mantiene alto (28, + 3,93 es mg di) e
statisticamente significativo rispetto al contrqiR=0,018).

Come si puo osservare nei grafici nelle figure 2883C, la concentrazione di acido
lattico nell’emolinfa dei gamberetti esposti graduente a 12° C (n=150), non
subisce variazioni significative né rispetto al ggn0h, né al gruppo che é stato
esposto direttamente alla stessa temperatura (>0,0

3.2.5.3 Densita

La densita iniziale del’emolinfa d®. elegandrasferito progressivamente da 18 a 6°

C @ stata di 1066,00 + 6,48 es mg'dlP>0,05 vs controllo). Nei prelievi ai tempi
successivi non si sono misurate variazioni delpateo statisticamente significative
(P>0,05), solo dopo due settimane di adattameatdesita di 1058,50 + 3,30 es mg
dL* & significativamente pitl bassa rispetto al cotur®=0,011).

In seqguito all'esposizione graduale dei gambeeettP® C (n=150) la densita e stata
di 1108,00 + 9,20 es mg dl_non significativamente diversa dal controllo (F0%).

Ai tempi successivi la densita diminuisce rispe#tio valore iniziale e risultata
statisticamente significativa a 8 e 48h & (P<0,8®k). Dal confronto con il gruppo
esposto direttamente a 12° C, sono risultate sogivamente diverse le medie ai
tempi 3 e 24h. Dopo 14d di permanenza a 12° C lasitde non € risultata
significativamente diversa dal controllo (P>0,05).

3.2.5.4 Proteine

Nei gamberetti portati gradualmente a 6° C (n=1ib0glore iniziale delle proteine
emolinfatiche & stato 4,43 + 0,21 es g'dlP>0,05 vs controllo). Nel figura 30A &

riportato 'andamento di questi metabolici che mmultano mai significativamente
diversi dal gruppo che ha subito lo step a 6° Q(85). Rispetto al tempo Oh sono
risultate invece significativamente inferiori le die ai tempi 3 e 48h (P<0,05;
Appendice, tav. 9D). A 14d, le proteine totali @,* 0,46 es g db) non sono
significativamente diverse dal controllo (P>0,05).

In seqguito all’esposizione graduale Pli elegansa 12° C (n=150) le proteine sono
risultate piu alte rispetto al controllo (P=0,00B%. concentrazioni osservate ai tempi
8 e 48h, e riportate in Appendice, tavola 9D, seimgmificativamente diverse dal
tempo Oh (P<0,05), mentre a 3 e 24h sono signifmatente diverse dai medesimi

tempi del gruppo esposto direttamente a 12° C (®¥0Dopo due settimane di
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adattamento le proteine totali circolanti nellemé non sono significativamente
diverse dal controllo (P>0,05).

3.2.5.5 pH

Il trasferimento dei gamberetti a 6° C (n=150) hetedninato una diminuzione
significativa del pH dell’emolinfa rispetto al coolio (7,46 + 0,02 es; P=0,032).
Nell’arco delle 24h successive non si sono veri@icariazioni significative rispetto
al tempo Oh (P>0,05), mentre a 48h il pH e sigatfimmente piu alto sia rispetto al
tempo Oh (P=0,037) che allo stesso tempo nel grubgoha subito step a 6° C
(P=0,014). A 14d il pH non e significativamenteatiso dal controllo (P>0,05).

Il pH dell’emolinfa dei gamberetti trasferiti graalmente da 18 a 12° C (n=150) &
stato 7,53 + 0,05 es (P>0,05 vs controllo) sucuassente non si sono osservate
variazioni significative del pH né rispetto al teonph né rispetto al gruppo utilizzato
per lo step a 12° C (P>0,05). Dal grafico in fig@kC é evidente che dopo 14d di
mantenimento a 12° C il pH é significativamente pilo rispetto al controllo
(P=0,001).

Riassumendo i dati appena descritti, durante sifféranento graduale di. elegans
a 6 e 12° C non si sono osservate importanti vianaglicemiche, mentre I'acido
lattico subisce variazioni rilevabili a 6° C. Land@a, le proteine totali e il pH

del’emolinfa hanno gli stessi andamenti osservhtrante gli step alle stes

1)
(¢

temperature, anche se a 12° C densita e protdailesiomantengono piu alti.

3.3 Upogebia pusilla

3.3.1 Prove di mantenimento e manipolazione

Tutte le prove di stabulazione effettuate con quepecie hanno causato il 100% di
mortalita nell’arco di 5 giorni.

Nei gruppi creati per le prove di manipolazione §n=si € osservato il 100% di
mortalita dopo 3h.

In Appendice, tavola 10, sono riportati i dati telaalle prove di mantenimento in
acqua (n=5) e aria (n=5).

La concentrazione di glucosio nei gamberetti martten acqua, passa dal valore
iniziale medio di 7,00 + 0,55 es mgdh 8,60 + 1,44 es mg didopo 3h; 'aumento
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a questo tempo non é significativamente diversoqdallo iniziale (P>0,05).
Analogamente, per i gamberetti mantenuti all'aldaglicemia cresce passando dal
valore iniziale di 6,00 + 0,84 es mg dla 11,00 + 3,30 es mg &L ma non in
maniera significativa rispetto al tempo 0h (P>0,05)

La sola manipolazione dei gamberetti utilizzati eooontrollo (mantenimento in
acqua) determina aumenti di acido lattico a tuttempi, che non sono risultati
significativamente diversi dal tempo Oh (P>0,05pg&ndice, tavola 10). L'acido
lattico nel’emolinfa dei gamberetti trasferiti ambiente subaereo, passa da 4,76 *
1,91 es mg dtt a 54,12 + 9,68 es mg dLnell'arco di 3h; a tutti i tempi le medie
sSono state statisticamente significative rispetterapo Oh.

Durante il mantenimento in acqua, sia la densit lehproteine subiscono delle
variazioni. La densita, inizialmente di 1066,80,25es g [* diminuisce nell’arco di
3h fino a 1045,20 + 4,50 es g'L(P=0,021). Analogamente le proteine subiscono
delle diminuzioni significative (P<0,05). Per i gaenetti esposti all’aria, sebbene vi
siano state delle diminuzioni sia della densita dake proteine totali (Appendice,
tavola 10), non sono mai state significativameierge dal tempo Oh.

Il pH nellemolinfa diU. pusilla mantenuto in acqua VALORE T0?, dopo un primo
picco a 0,5h, non significativamente diverso ddbsa iniziale (P>0,05), torna a
diminuire ai tempi successivi (P>0,05 vs tempo (®@r i gamberetti mantenuti
all'aria, dopo un picco iniziale al tempo 0,5h, netatisticamente significativo
(P>0,05) il pH diminuisce dopo 2h fino al valore ©ir9 £ 0,04 es (P=0,025 vs
tempo Oh).

| due gruppi, per nessun parametro e a nessun fersppno mai stati

significativamente diversi tra di loro (P>0,05).

3.4 Correlazione densita e proteine

Considerando per le tre specie, oggetto di studiquiesto lavoro, i dati ottenuti di
densita e proteine totali, sia nei gruppi di colidrohe quelli sperimentali, e a tutti i
tempi, é stato possibile correlare i due metabddii grafici in figura 32 vengono
riportate le rette di regressione per ciascunaispbtciascuna specie vediamo come
ci sia una forte correlazione (tab. 6) e le praeintali crescono linearmente con la

densita.
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Tabella 6: dati statistici delle regressioni liriear

Std. Err Std. Errb Std Err

n a a B r? F p Estimate
P.elegans 164 | -66.318 | 4476 | 00673 | 0.0041 0.6224 267.07 0.00001 1.3376
U. pusilla 79 | -74.2628| 5.7762 | 0074 | 0.00543 | 07029 185.529 0.00001 0.6687
C. aestuarii 656 | -101.76 | 2453 | 0.101 | 0.00234 | (754 1853.723 0.0001 0.936

3.5 Gel

Alcuni campioni di emolinfa prelevati dai granchittoposti ad emersione alle

diverse temperature, sono stati utilizzati per ¢ese elettroforetiche. Tra queste
quelle pitl rappresentative sono state utilizzatd’aealisi densitometrica. E risultato

evidente che in tutti i casi la maggior parte delleteine totali € rappresentato dalle
emocianine (70 KDa circa). In figura 33 e riportato esempio tratto dallo stesso
gel, rappresentante il tempo Oh di tre granchi erauti in acqua a 24° C ed in

seguito trasferiti a 30° C.

3.6 Altre osservazioni in fase sperimentale

Durante ciascun esperimento si sono potute effettutelle osservazioni, che
riguardano innanzi tutto il comportamento deglinaaili.

Nella specieC. aestuarisia durante I'esposizione diretta che quella gaéela 6 e 16
PSU si sono osservati aumenti dell’attivita degina@ali e della loro aggressivita, che
si € manifestata prevalentemente contro gli ahlidividui sottoposti allo stesso
esperimento. Al contrario durante l'esposizione a @ l'attivita dei granchi
diminuisce.

Queste alterazioni comportamentali non sono inwtate osservate nei gamberetti,
nei quali invece durante I'esposizione diretta aP83J si sono osservate variazioni

della pigmentazione.
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Figura 33: corse elettrofiretiche di tre campiongcholinfa diC. aestuarii mantenuti in acqua a 22° C (tempo
0h) ed in seguito esposti all’aria a 30° C, e dengétrie relative alle bande delle emocianine.



4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

4.1 Carcinus aestuarii e Palaemon e egans: valutazione della mortalita

La mortalita negli animali di entrambe le speci¢ periodo di stabulazione, di due
settimane prima degli esperimenti, & stata limitafgochi casi, ed e probabilmente
imputabile a cause intrinseche, quali ad esempiezioni batteriche precedenti
'immissione degli animali nelle vasche di stabubae.
La variazione della salinita rispetto al valore siderato fisiologico (36 PSU) ha
indotto mortalitd durante le fasi sperimentaliliaestuarii un granchio che e stato
ritrovato in alcune aree in cui la salinita osciita i 36 e 39 PSU (Balkis e Kurun
2008). In particolare, dopo 48h di esposizionettlira 6 PSU la mortalita e del
100%, e si riduce progressivamente durante I'egpms alle salinita di 16 e 26
PSU. Dai risultati ottenuti durante gli esperimeditiadattamento si puo tuttavia
concludere che, se queste condizioni di salinitiggao raggiunte gradualmente, una
certa percentuale di granchi riesce a sopravvipere 14 giorni successivi. Peculiare
e il comportamento ottenuto alla salinita di 26 P$tentre lo stress acuto non
induce mortalita, la permanenza per 14 giorni danghi a questa salinita la porta al
40%.
Dai dati ottenuti risulta evidente cl@@ aestuariie una specie adattata in ambienti
paralici come gli estuari, in cui la salinita vaaache per brevi periodi in seguito a
piene improvvise.
PerP. elegansesposto direttamente alle diverse salinita sisemsita mortalita ma
bassa solo a 6 e 16 PSU. Nonostante questi ddéroano I'eurialinita della specie,
durante I'esposizione graduale (2 PSU ogni duengimartendo da 36 PSU fino alla
condizione definitiva) & stato notato che gli arlint@aminciano a morire dopo il
sesto giorno di esposizione, ovvero dopo il passag§0 PSU.
In generale durante lo stress osmotico si sono dgquosservate le seguenti
condizioni:

- gamberetti che sopravvivono per almeno un giornpodono sbalzo di 30

PSU (da 36 a 6 PSU) o di 20 PSU (da 36 a 16 PSU);
- gamberetti che dopo 6 giorni di diminuzione de#érsta (da 36 a 30 PSU e

nei passaggi successivi) muoiono;
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- gamberetti (in minima percentuale) che comunqueasep/ono fino a 6
PSU, raggiunti dopo 30 giorni dall'inizio dell’egpmento.

Da questo si puo concludere che 30 PSU, sebbenesiaonna salinita letale sul
breve periodo, rappresenti una soglia oltre la equaé il tempo di esposizione
aumenta, i gamberetti muoiono probabilmente a cdusa indebolimento dovuto a
fattori non considerati in questo lavoro, quali esdempio infezioni batteriche
(Vincentet al 2004; Ridgwayet al 2006) o fungine (Corbalt al 2001), che vanno
ad aggiungersi allo stress osmaotico.
Quanto appena detto ha permesso di trarre alcunelusioni che riguardano
Palaemon elegand\ella definizione di “specie eurialina” non vienensiderato il
tempo di esposizione a salinita modificate. Dail ddenuti in questo lavoroR.
eleganssembra essere una specie eurialina quando lat&alaria per un breve
periodo, ad esempio per effetto di intense pioggentre non lo € se i periodi di
esposizione aumentano.
Per quanto riguarda la temperatura per entrambgpéeie, € evidente sia dagli
esperimenti di esposizione diretta che di adattémerhe le temperature piu alte
rispetto al controllo (18° C) sono letali mentresposizione a 6 o 12° C sono ben
tollerate. Anche in altre specie é stata dimostiatapreferenza per le basse
temperature. Nell’astickl. americanuse stato ad esempio provato che le alterazioni
fisiologiche in risposta agli stress causati dai ssaggi durante la
commercializzazione, sono inferiori se il traspodegli animali avviene a 6° C,
piuttosto che a 15° C (Lorenzat al 2007), e che durante il mantenimento in
laboratorio sembra avere una preferenza termiaga g Mvatson 2000) adattandosi a
temperature comprese tra 12 e 18° C, piuttostogcledie piu alte (20-23° C) o piu
basse (al di sotto dei 10° C) (Crosstral. 1998).
Durante gli esperimenti di esposizione all’ariaCdiaestuarij si € visto che le basse
temperature sono comungque ben tollerate solo inaackj € infatti ottenuto il 100%
di mortalita oltre che a 30° C anche a 4° C. Conmeodtrato nelle specidasus
edwardsii (Morris e Oliver 1999)Panulirus interruptus(Ocampoet al 2003) e
Homarus americanuglLorenzonet al 2007), questo € probabilmente imputabile al
doppio effetto causato da temperatura-mancanzezadiltsio con il mezzo.
Il significato ecologico dei dati ottenuti & chesiinita, € un parametro che influisce
molto sulla vitalita delle specie considerate irsfo lavoro nei periodi invernali. In

tali periodi in alcune zone come le foci dei fiulmiabbondanti piogge, aumentano
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I'apporto di acque dolci, provocando improvvise emnentanee diminuzioni della
salinita. La temperatura e i suoi aumenti che sifigano soprattutto in specchi
d’acqua confinati, come gli stagni costieri o lezp® di marea, incidono invece

maggiormente nei periodi estivi.

4.2 C. aestuarii e P. elegans: risposte fisiologiche in sequito a modificaziondei

parametri ambientali

Prima di affrontare nel dettaglio le risposte fisgiche perC. aestuariie perP.
elegansvengono proposte delle tabelle riassuntive chereg@ntano un’alternativa
nella visualizzazione dei dati.

Questo e stato fatto, vista anche la complessitargdolazione dei dati ottenuti
durante il lavoro, per agevolare eventuali confroma diverse tipologie di
esperimento per la stessa specie e per evidersiraiiudini o diversita tra le due
specie.

In ogni tabella vengono riportati per ciascun patm fisiologico e per ciascun
esperimento I'effetto e il tempo al quale queststato massimo. | dati riguardanti
I'esposizione graduale si riferiscono alle 48h sssove il raggiungimento della
condizione definitiva. Per questo motivo per leassgioni graduali a 6 e 16 PSU di
P. elegansesperimenti ai quali il tasso di mortalita e stalievato rendendo possibile
il solo prelievo al tempo Oh, non sono stati riport dati.

Il dato relativo alle due settimane di adattamerssendo gia stato visualizzato nei
grafici, non e stato qua riportato.

La freccia rossa rivolta verso I'alto rappresemtaaumento del parametro fisiologico
rispetto al tempo Oh, la freccia verde rivolta wers basso una sua diminuzione
rispetto al tempo Oh, e la linea gialla indica de#’arco delle 48h non si sono avute

variazioni.
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Carcinus aestuarii

Glucosio Ac. Lattico Densita Proteine tot. pH Ammoniaca @ruri Calcio
Controllo 36 PSU T (3 B ¢ W (48h W (48n) W (3 W (24h)
Step 6 PSU ey s o4eny W 4n H(¢n W @y W (4n) W (24n)
Esposizione graduale 6 PSU B 4h W 2sh W G W ey M @4sh W ¢ L (24h)
Step 16 PSU - ey W oeny ey sy W o(¢n W @y W on W ()
Esposizione graduale 16 PSU B ch T o@4sh W (4s8h) W (48h) T (48h A (24n)
Step 26 PSU W ¢ W W o@sny M (s W (sn W (hy W (2an) W (24n)
Esposizione graduale 26 PSU B (3h B (48h) P (48h) M (48n) W (24h) m EED)
Step 46 PSU o sy W @8 ML (48n) M 3@ T (4n TN (24n)
Esposizione graduale 46 PSU W 4 W @8h W 4 W (3h W (24h)

Palaemon elegans

Glucosio Ac. Lattico Densita Proteine tot. pH Ammoniaca @ruri Calcio
Step 6 PSU T (4sh) TN (¢4h) N (4sh) TN (8h) N (24h) W @h  E (24h)
Step 16 PSU W @) T () M (4sh) TN (8h) T (24h) W @h  H (24
Step 26 PSU M @) T G T (G T (8 TH (2h) T (24h) TN (24h)
Esposizione graduale 26 PSU B @h B (3h L @ B (3h - (24h) L @3n
Step 46 PSU W @) T (¢ W (4sh) W (sh W (3 W (4h) T @3h)
Esposizione graduale 46 PSU o ch MW B e B e W Gh B ch WL (Gh




Carcinus aestuarii

Glucosio Ac. Lattico Densita Proteine tot. pH
Controllo 18° C P (4sh) WP (48h)
Step6°C M G¢h T Gh M 4sh) W (48h) TN (3h)
Esposizione graduale 6° C n B (8h) M @¢4sh) B ¢4sh) W (3h)
Step 12° C M ch M ch M @4sh WL (Bh W (48h
Esposizione graduale 12° C B (48h) B (s B (48h) ™ (48h)
Step 24° C W @3h T (4sh) “HN (48n) N (48h)
Esposizione graduale 24° C B (48h) M @¢sh B 8h) T (48h)
Step 30° C T (48h) N (48h) TN (4sh) “H (48h) T (48h)
Esposizione graduale 30° C M ¢sh) W @48h) n B 8h) T (8h)

Palaemon elegans

Glucosio Ac. Lattico Densita Proteine tot. pH
Step6°C M c¢h T ch ML ch T @h WL 48h)
Esposizione graduale 6° C B (4h) B (2sh) B 8h)y 1L 3h) T (48h)
Step 12°C T (sh) WL (3h) M (3h) TN (48h)
Esposizione graduale 12° C n B @h T (24h) L 8h)y 1L 8h) Tl (8h)
Step 24° C T éh) T (24h) T (24h) TN (4h) THH (3h)
Step 30° C M Gh T @sh)y ML (shy TN (8hy TN (8h)




4.2.1 Modificazioni della salinita e stress osmotic

Le specie oggetto di studio trascorrono parteatel ticlo vitale in ambienti paralici,
come lagune ed estuari. In questi ambienti alclaraupetri ecologici subiscono
variazioni stagionali. Ad esempio nella laguna dad® e Marano, luogo in cui sono
stati pescati i granchi utilizzati in questo lavola salinita varia tra 1 e 40 PSU
(http://www.arpa.fvq.it/index.php?id=187

E noto dalla bibliografia come le alterazioni dedlalinita inducano nei Crostacei
Decapodi risposte fisiologiche quali ad esempiovdaiazione della permeabilita
corporea, 'aumento della richiesta energeticarattioni del metabolismo proteico e
perdita dell’equilibrio acido-base (Pequeux 199%inRow e Black 2001; Rowe
2002; Torreset al 2002).

In entrambe le specie & stato osservato che laaprigposta messa in atto € la
mobilitazione di glucosio. E questo infatti un nmitta che viene utilizzato per il
mantenimento dei processi metabolici e che in $egaistress fisiologico viene
mobilitato dei siti di riserva per garantire undfisiente quantita di ATP, e quindi di
energia da utilizzare per il ripristino del’'omeasit La variazione della glicemia, che
nei Crostacei € modulata dal cHH, un neuroormonadqito e rilasciato dal
complesso SG-XO posizionato nel peduncolo ocul@mind 1992; Santos e Keller
1993; Fanjul-Moles 2006), € stata osservata, aimci@allinectes danaélLacerda e
Sawaya 1986), irangon crangor{(Spaargaren e Haefner 1987) e piu recentemente
in Neomysis integgiVerslycke e Janssen 2002), sottoposti a stressta.

In accordo con quanto trovato @hasmagnathus granulgta cui processi di
gluconeogenesi nell’epatopancreas -con consegueintesi ed aumento della
concentrazione di glucosio- aumentano durante deizpne ad ambienti diluiti
(Oliveira e da Silva 2000), i6. aestuariii maggiori aumenti della glicemia si sono
osservati a 6 PSU, salinita alla quale la glicerm@ane elevata per tutta la durata
dell’esperimento, e a 16 PSU. Le salinita 26 e 86 fhvece non sembrano influire
su questo parametro. Gli andamenti osservati cestgspecie indicano che a 6 PSU
viene attuato un tentativo di compensare le maaiifani ambientali. Vista pero
I'elevata mortalita osservata, la salinita estrelind PSU sembra tuttavia essere al di
fuori dell'intervallo tollerato da questa specié.gdindi probabile che in questo caso
lo stress imposto induca l'alterazione di altri ggssi con ripercussioni su altri
parametri fisiologici, quali ad esempio le proteiteali emolinfatiche, le cui

variazioni sono discusse piu avanti in questo pafagLa mobilitazione di glucosio
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utilizzato nei processi di osmoregolazione semhkage avere un effetto positivo
nei granchi esposti a 16 PSU.

In P. elegans sempre sottoposto a step di salinita, le rispesteo state opposte
rispetto a quelle appena discusse per i granchiaomenti della glicemia piu elevati
a 46 PSU e piu contenuti alle altre salinita. Pezstp specie si € osservato che la
salinita 6 PSU causa incrementi costanti delleegti@, mentre a 16 e 26 PSU dopo i
picchi iniziali, la glicemia torna ad essere prossiai valori iniziali. In accordo con
quanto trovato inNeomysis integein cui la mobilitazione di zuccheri € maggiore in
caso di esposizione ad ambienti ipersalini (Velsdye Janssen 2002), sembra quindi
che per questa specie lo sforzo metabolico sia magglurante gli aumenti della
salinita piuttosto che durante le sue diminuzidnittavia dai dati riguardanti la
mortalita e dal fatto che il glucosio viene rapidarte consumato prima della fine
dell'esperimento, si pud dedurre dReelegangiesce a superare lo stress ipersalino
e ad adattarsi a queste condizioni.

L’ esposizione graduale induce variazioni di gluoasolto piu contenute rispetto a
quelle rilevate nell’esposizione diretta.

Il fatto che la glicemia irC. aestuariidopo il periodo di variazione costante della
salinita rimane alta, potrebbe indicare sia chéesmodificazioni delle condizioni
esterne si prolungano nel tempo i processi di osgwazione necessitano di un
maggiore apporto energetico, che il consumo degticlzeri € necessario per
I'adattamento a nuove condizioni.

Per i gamberetti adattati alle diverse salinita risposte glicemiche durante
I'esposizione graduale sono state meno evidenpetis a quelle osservate per i
granchi e piu contenute rispetto a quanto vistoligsposizione diretta. In questo
lavoro non si sono effettuati prelievi dopo i paggeeffettuati durante I'esposizione
graduale per il raggiungimento della salinita défia, ma dal confronto con i dati
relativi agli step, sembra probabile che quaRdelegansdeve affrontare costanti
variazioni della salinita mobiliti glucosio entrengodi brevi, dopo il cambiamento
delle condizioni esterne. Nel caso di stress ipoisaktremi la quantita mobilitata
non e probabilmente sufficiente a garantire I'afagnto, cosa che invece avviene a
26 e 46 PSU.

Quando lo sforzo metabolico e la richiesta di elaeegimentano, si ha il passaggio
dalla glicolisi aerobia a quella anaerobia con egognte incremento della

concentrazione di acido lattico (Spiagral 1990). Anche questo metabolita, come
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gli enzimi coinvolti nei suoi processi di sintepii0 quindi essere utilizzato come
biomarker della fisiologia degli animali sottopostistress (Morris e Oliver 1999;
Ocampeoet al 2003; Menezest al 2006; Elumalaet al. 2007; Lorenzomt al 2007,
2008).

Durante I'esposizione diC. aestuarii a salinita modificate, I'acido lattico
nell’emolinfa si modifica solo alle condizioni estne di 6 e 46 PSU, mentre
eleganssi sono osservate variazioni della concentrazidnequesto metabolita
esclusivamente durante I'esposizione diretta.

In letteratura l'effetto diretto della salinita kul latticemia & scarsamente
documentato. Esso viene presentato come effettoondado, assoggettato
all'alterazione dei processi di respirazione dugasitess osmotici. Sembra infatti che
le modificazioni della salinita, causino variaziam della frequenza del battito degli
scafognatiti con conseguenze sugli scambi gassbs, del ritmo cardiaco con
conseguenze sull’ossigenazione dei tessuti (Dbl 2001; Lemoset al 2001;
Rosaset al 2001). InP. eleganssi € osservata iperventilazione, identificata con
l'aumento del battito delle branchie (osservazipeesonale dato non presentato). E
plausibile dunque che, anche nelle specie qui deraie, la modificazione della
salinita, determinando sia I'aumento della rictaesi ATP che il passaggio al
metabolismo anaerobio abbia delle ripercussioniflasso branchiale, identificabili
con I'incremento della concentrazione di acidadatt

Come di seguito descritto (paragrafo 4.6), la dandell’emolinfa & correlata alla
concentrazione delle proteine totali. Questo dtetmevidente anche per gli animali
sottoposti a stress osmotico (y=0,0875x-88,4340F601).

E noto dalla bibliografia che le proteine emoliidae vengono utilizzate durante i
processi di osmoregolazione. Nelle spdeaefantepenaeus paulengjsemoset al
2001), Litopenaeus vannamefRosaset al 2001, 2002) eNeomysis integer
(Fockedeyet al. 2005) é stato infatti dimostrato che la deammoraz delle proteine
fornisce amminoacidi liberi (FAA) che vengono w#ati come fonte energetica nei
processi di osmoregolazione. Infatti nei momentsidess fisiologico, le riserve di
glucosio possono venire rapidamente consumate eugtiheri forniti con la dieta
non essere sufficienti per il sostenimento dei @sscdi osmoregolazione (da Silva e
Kucharski 1992; Oliveira e da Silva 2000; Rosdsal 2001). Gli amminoacidi,
alimentando i processi gluconeogenetici con coresgiguneosintesi di glucosio,

potrebbero quindi essere fondamentali durante sstsemotico. InC. granulata C.
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maenas M. japonicuse P. keraturuse inoltre stato evidenziato che gli FAA sono
osmoliti fondamentali per il mantenimento degli ©iQu osmotici dell’emolinfa
(Tan e Choong 1982; Olivera e Da Silva 2000; L&hen 2003).

In questo lavoro e stato osservato che con I'egmrs diretta diC. aestuariialle
salinita 6, 16 e 26 PSU, sia la densita dell’enfaliohe la concentrazione delle
proteine totali subiscono una progressiva diminoejanentre durante I'esposizione
a 46 PSU la densita dell’emolinfa rimane costanke groteine totali diminuiscono.
Queste osservazioni sembrano confermare 'utildeite proteine durante i processi
di osmoregolazione, e di conseguenza i tentativhpiati da questa specie di
compensare gli stress ambientali. La discordanzgli gmdamenti di densita e
proteine osservata durante lo stress ipersalintvelploe essere dovuta all’aumento
della concentrazione di ioni nellemolinfa. In d@ffde concentrazioni dei cloruri e
del calcio aumentano durante I'esposizione a 46.R&Uandamenti di densita e
proteine totali durante I'esposizione graduale dgeinchi a 26 e 46 PSU sono
paralleli a quelli osservati ai relativi step, mario valori sono piu alti. Da cio si puo
dedurre che il passaggio graduale a queste sal(gi@po Oh) provochi la
mobilitazione di proteine, che nell’arco delle 48kccessive al raggiungimento della
condizione definitiva, vengono utilizzate per i gessi di osmoregolazione. Gli
andamenti rilevati a 16 e 6 PSU potrebbero indicdre anche la permanenza a
salinita molto basse, proprio perché si € ossemataternanza tra mobilitazione e
utilizzo delle proteine, riesce ad essere supeiatgranchi.

In P. elegansesposto direttamente a salinita modificate la id@rdell’emolinfa ha
avuto diversi andamenti, mentre durante I'esposiigraduale ed in seguito ad
adattamento sia la densita che le proteine totalindiiscono a tutte le salinita. La
differenza degli andamenti di proteine e densitB.ielegansservata tra i due tipi
di sperimentazioni indica che entro tempi brevhai mobilitazione delle proteine
totali che vengono utilizzate quando le condizidinstress si prolungano nel tempo.
Il fatto che durante lo stress ipersalino acuteadacentrazione delle proteine totali
abbia un andamento opposto rispetto alle altraitaliconferma quanto gia detto per
la mobilitazione degli zuccheri, cioé che questadizmione €& quella che crea
maggiore stress fisiologico in questa specie.

Le proteine totali nel’emolinfa sono rappresentage I'80-90 % dalle emocianine,
che sono i pigmenti respiratori dei Crostacei, oes@abili del trasporto dell’ossigeno
(Chen e Cheng 1995; Wadt al 1999; Chaussoat al 2004; Giomi e Beltramini
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2007). Sono queste proteine oligomeriche costitddepiu subunita (Mangum e
Greaves 1996; Hodgson e Spicer 2001; Giomi e Beitia2007), dotate di un
nucleo rameico capace di legare reversibilmentssigeno (Martinet al 1977;
Abdennour 1997; Spinozet al 2005).

Come appena descritto, durante lo stress osmeatipmleine dell’emolinfa, quindi le
emocianine potrebbero subire proteolisi per i psecedi mantenimento
dell’osmolalita dei fluidi corporei, con conseguenzull’ossigenazione dei vari
tessuti. E noto che in condizioni di stress durdaiguali si verifica una diminuzione
della concentrazione delle emocianine, la presenatécuni modulatori sia organici
che inorganici, tra cui gli aumenti del pH dell’elinéa, agiscano in modo da
aumentare la loro affinita con l'ossigeno (Zetsal 1992; Whiteley e Taylor 1997;
Taylor et al 2000). In questo lavoro il pH dell’emolinfa deglhimali sottoposti a
stress osmotico ha subito sempre delle variazi®er. entrambe le specie si sono
osservati aumenti di pH durante lo stress iposalawuto, mentre durante
I'esposizione graduale aumenta a 6 PSQ.iaestuariie a 46 PSU iP. elegans

Il valore del pH e influenzato dalla presenza ditabeliti come acido lattico e
ammoniaca. Nel caso degli stress osmotici, gli aumesservati sembrano essere
condizionati dalla concentrazione di ammoniaca dleee prodotta in seguito alla
deaminazione degli amminoacidi (Lee e Chen 2003et.al 2000; Weihrauclet al
2004). In questo lavoro € stata determinata la eainazione del’lammoniaca i@.
aestuarii Dai dati ottenuti & evidente che, durante I'egpose diretta, le salinita 6,
16 e 26 PSU inducono aumenti della concentrazioaenchoniaca, mentre a 46 PSU
'ammoniaca rimane costante. Sebbene non vi sideexa statistica, gli andamenti
osservati per stress iposalini sembrano esserelabrproprio con la diminuzione
delle proteine totali e con gli aumenti del pH.

Data l'importanza del mantenimento degli equililbwnici all'interno dei fluidi
corporei per il corretto funzionamento dei processtabolici, in questo lavoro sono
state misurate le concentrazioni di cloruri, caleidone ammonio, derivato dal
catabolismo di amminoacidi e proteine.

Quando i Crostacei vengono esposti a salinita reiffiee rispetto a quelle a cui sono
adattati, attraverso le superfici corporee ed suBsosmoregolatori si innescano
movimenti ionici (Campbell e Jones 1990; Onken 19&inbow e Black 2001), il
cui scopo e quello di mantenere la loro concentrezentro livelli fisiologici. Questi

movimenti avvengono per diffusione passiva o pasgorto attivo grazie alla
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presenza, sulle membrane degli ionociti delle dnanaodi enzimi come la N&K™-
ATPasi, 'H-ATPasi e I'anidrasi carbonica (Pillet al 1995; Henry 2001; Henrgt

al. 2003; Ling Moet al. 2003). E noto che stress osmotici inducono in enase
specie alterazioni dellattivita di questi enzimi alterazioni nella loro
concentrazione, al fine di mantenere nei Crostéretapacita di controllare gli
equilibri ionici (Charmantier 2001; Henry 2005; @aoet al 2007).

Nei Crostacei osmoregolatori, esiste un intervdilsalinita entro la quale la specie
conforme con lI'ambiente esterno. Oltre a questervallo, vengono innescati i
processi di ionoregolazione (Péqueux 1995). Verific come variano le
concentrazione degli ioni nel’emolinfa dei Crogtiasottoposti a stress osmotico, e
fondamentale quindi per comprendere quali sianangdrvalli di conformita, quelli
in cui la specie innesca processi di osmo- iondeziune e quelli che rappresentano
condizioni alle quali la specie non riesce a conspes

Durante gli esperimenti di esposizione diretta dileerse salinita dC. aestuariisi €
osservato che gli stress iposalini causano progeessliminuzione della
concentrazione dei cloruri e del calcio, mentresddinita 46 PSU causa un loro
aumento. Da questi dati sembra che questa spexiéntprvalli di salinita compresi
tra 6 e 46 PSU, sia osmoconforme con 'ambienterest se il tempo di esposizione
e ridotto (stress acuto).

Nei granchi Menippe mercenariae Libinia dubia &€ stato osservato che le
concentrazioni di cloro e glucosio sono correl&embra infatti che a basse salinita,
quindi a basse concentrazioni di cloro, venga dttao l'attivitd dell’enzima
epatopancreatico glucosio 6-fosfatasi fondament&lie processi gluconeogenetici
(Scholnick et al 2006). La mancanza di scambi ionici attivi, e ngii il
mantenimento della conformita, durante gli stresmatici acuti inC. aestuarij
potrebbe quindi essere un adattamento associataura#nto della richiesta
energetica rispecchiata dal concomitante aumeria glecemia.

Dai dati riguardanti I'esposizione graduale e l@aaento di due settimane alle
diverse condizioni osmotiche dei granchi, e rigoltavidente che se i tempi di
esposizione aumentano la specie mantiene la coiéoa26 e 46 PSU. A queste
salinita le concentrazioni ioniche interne probalgihte non subiscono modificazioni
tali da richiedere I'intervento dei processi di @sggolazione. Al contrario a 6 e 16
PSU vengono innescati movimenti ionici che garaoti® il mantenimento

dell’equilibrio interno.
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Sia la concentrazione dei cloruri che del calci@atin dopo una prima diminuzione
entro le 24h dal raggiungimento della salinita niéfia, che ha comunque un tenore
inferiore rispetto a quello osservato durante fgpsaumenta avvicinandosi ai valori
iniziali.

Per P. eleganslimmediato trasferimento dei gamberetti a tutte $alinita
sperimentali, ha causato aumenti nella concentnazidei cloruri. Per quanto
riguarda il calcio invece, la sua concentrazionautmentata a 26 e 46 PSU ed e
diminuita alle altre salinita. In questo caso edewnte che nella specie si innescano
movimenti ionici, soprattutto legati al cloro, giarante gli stress osmotici di breve
durata. Queste conclusioni sono state confermagé dsperimenti di esposizione
graduale ed adattamento.

Quindi dai dati ottenuti durante il lavoro c@&h aestuariie P. eleganstrasferiti
direttamente o gradualmente alle diverse salinipgpssono trarre alcune conclusioni
riguardanti la loro capacita di adattamento alleweucondizioni mediante risposte
fisiologiche omeostatiche.

Per entrambe le specie, le risposte legate siaethbulismo degli zuccheri che a
quello delle proteine vengono attivate molto prgstesumibilmente subito dopo la
percezione dell’avvenuto cambiamento delle condizésterne. Per quanto riguarda
la ionoregolazione si pud concludere che mentrannlgeretti attivano processi di
scambio ionico durante gli stress acuti, nei gragciesti sono ritardati ed innescati
solo se il tempo di esposizione aumenta.

La differenza osservata nelle risposte legate @egjia, proteine totali ed elettroliti
nelle due specie é riconducibile alla loro ecolagi loro habitat.

P. eleganspiu sensibile a stress ipersalini, € una speloee € sposta tra il mare
aperto e le lagune e che puo essere esposta adhtauteka salinita in maniera
occasionale durante I'eventuale isolamento temmaratal mare (pozze di marea)
durante i periodi estivi, quando I'evaporazionel'detjua ne determina I'aumento
della salinita.

C. aestuariie una specie fossoria, che scava tane all'intdeil® quali la salinita
pud anche essere piuttosto elevata. Nonostantsmlocettori presenti sulle superfici
esterne dei granchi regoli, tramite meccanismi @iedback, |'omeostasi
comportamentale quindi gli impulsi alla fuga, € spoeil probabile motivo per cui

I'aumento della salinita e fisiologicamente meglapportata.
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4.2.2 Modificazioni della temperatura e stress termo

Oltre alla salinita, la temperatura € un altro pwtao che influenza sia la
sopravvivenza che il benessere fisiologico dei fams. Questo parametro
nell’ambito degli ecosistemi costieri subisce vainai giornaliere e stagionali,
aggravate dalle attivita antropiche.

Come gia osservato per lo stress osmotico, una gethe risposte messe in atto sia
da C. aestuariiche daP. elegansn seguito a modificazioni della temperatura é la
variazione della concentrazione di glucosio. Dabiliografia € noto che
I'esposizione a temperature che si discostano dtionga quelle tollerate dalla specie,
induce la mobilitazione di questo metabolita. Bcstafatti osservato irHomarus
americanus(Lorenzonet al 2005, 2007), irPanulirus interruptus(Ocampoet al
2003), inProcambarus clarkii(Zou et al 2003) e nel gamberettdacrobrachium
rosenbergii (Kuo e Yang 1999) che le modificazioni della tempera causano
variazioni della glicemia.

Dai dati ottenuti in seguito all’esposizione digetdei granchi alle diverse
temperature, € possibile concludere che quelleirmthgcono maggiori stress, sono
quelle estreme di 6 e 30° C. Il significato di quesmdamenti € diverso: mentre le
mobilitazioni di glucosio durante I'esposizione asbe temperature hanno un effetto
positivo con conseguenze sulla sopravvivenza daeginali, quelle osservate a 30°
C, temperatura alla quale il tasso di mortalitde&ato, esprimono solo un tentativo
di compensazione al cambiamento ambientaleP.Irelegansinvece le maggiori
variazioni della concentrazione di glucosio, sonates osservate durante le
esposizioni a 24 e 30° C. Le temperature piu fredsigetto a quella di partenza,
sembrano non determinare stress fisiologico taleictaedere supporti energetici.
Questa specie, riesce infatti ad adattarsi penetitde alle temperature fredde, ma
non a quelle calde. Le conclusioni riguardantispaste glicemiche appena discusse
per entrambe le specie, sono state confermate @agkrimenti di esposizione
graduale e di adattamento, durante i quali si $ottavia osservate variazioni meno
marcate rispetto a quelle viste per gli esperimairdtep a temperature modificate.

La temperatura influisce direttamente su altri peeti chimico-fisici dell’ambiente

e principalmente sulla quantita di ossigeno disgjola cui pressione parziale e
inversamente proporzionale alla temperatura dejliac Quindi molto spesso per un
animale acquatico 'aumento della temperatura Bagnidover fronteggiare sia lo
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stress termico che quello ipossico, con consegupassaggio dal metabolismo
aerobio a quello anaerobio e relativa produziorecitlo lattico (Spiceet al 1990).

In C. aestuarii esposto direttamente alle diverse temperaturesoed osservati
incrementi della concentrazione di acido latticop a& 30° C. Nel primo caso,
'aumento si € verificato entro le 3h di esposigpmentre nel secondo, I'aumento
verificatosi dopo 48h di esposizione € stato causlla elevata variabilita della
risposta fisiologica legata all’acido lattico neghimali sopravvissuti (vedi paragrafo
4.3). Durante il trasferimento graduale da 18 a @Qhvece, sebbene la capacita di
tollerare le modificazioni sia piu alta rispettoralativo esperimento di esposizione
diretta, si € osservata un’elevata concentrazianacido lattico nell’emolinfa dei
granchi fino al termine dell’esperimento, avvenaté8h, tempo dopo il quale nessun
animale sopravvive. Da questo si puo dedurre e¢haccordo con quanto descritto
per la risposta glicemica, durante lo stress tewnunico C. aestuariitenta di
compensare le modificazioni ambientali senza tidgtauscire ad adattarsi.

In P. elegansle maggiori variazioni della concentrazione didaciattico si sono
osservate a 30° C e soprattutto a 24° C, dato ehi=rena la suscettibilita di questa
specie all'aumento della temperatura, e a 6° Ccasb di esposizione graduale. A
guesta temperatura alla quale non si € osservattalitén la richiesta metabolica
aumenta nel corso del tempo e viene fronteggiatailgpassaggio dal metabolismo
aerobio a quello anaerobio.

| dati qui ottenuti sono in accordo con quanto &tovin altre specie di Crostacel, tra
cui Panulirus interruptus(Ocampo et al 2003), Macrobrachium malconsonii
(Selvakumar e Geraldine 2003Nephrops norvegicu@idgewayet al 2006) in cui

si sono osservate alterazioni della latticemian édi americanus(Juri e Watson
2000; Lorenzoret al 2007) eP. elegangMorris e Taylor 1985), in cui oltre alle
variazioni nella concentrazione di acido lattico s&ino osservate modificazioni
dell’attivita respiratoria e cardiaca.

Oltre a diminuire l'ossigeno disponibile per i Ciaxsei, le alterazioni della
temperatura influiscono sulla concentrazione detteeine totali nel’emolinfa che,
come gia evidenziato nel paragrafo precedente, smpjresentate prevalentemente
dalle emocianine.

In alcune specie di Crostacei e stato dimostratlehvariazioni della temperatura

determinano alterazioni della concentrazione dalbeianina circolante
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nell’emolinfa (Engelet al. 2001; Sancheet al. 2001). Come accade in queste specie
anche inC. aestuariie P. eleganda temperatura influenza il metabolismo proteico.
Gli andamenti di proteine e densita in relaziona &mperatura irC. aestuarii
indicano come alla temperatura piu bassa il sugsegiei prelievi di emolinfa
incide sulla concentrazione delle proteine totale non vengono ripristinate
probabilmente perché la specie entra in uno staboattivita con conseguente calo
dell’attivita metabolica. Questo € in accordo commfo trovato irC. maenasin cui

al di sotto dei 9° C [linattivita degli animali puessere ricondotta ad una
diminuzione del metabolismo, (Cohetal. 1995), ed é ulteriormente rafforzata dai
dati ottenuti durante gli esperimenti di esposieiagraduale dove la progressiva
diminuzione della temperatura fino a 6° C induceguaduale calo delle proteine
totali. La mobilitazione delle proteine alla temgeira di 24° C e il mantenimento
della loro concentrazione durante I'esposizione0a @, cioé alle condizioni alle
quali si manifesta oltre a stress termico quellgate alla carenza di ossigeno, puo
essere spiegata con la necessita di mantenergoszione dei tessuti.

In P. elegangdurante I'esposizione diretta alle diverse temijpeeasi sono osservati
andamenti opposti alle temperature calde e fretidatti mentre a 24 e 30° C la
concentrazione delle proteine totali aumenta, a % C diminuisce. Anche in
questo caso gli andamenti osservati possono essenedotti alla necessita di
mantenere l'ossigenazione dei tessuti: la dimimeialell'ossigeno disciolto ad
elevate temperature potrebbe indurre la mobilitazidi emocianine.

Gli esperimenti di esposizione sia dei granchi @biegamberetti, sono stati effettuati
in momenti diversi dell’'anno al fine di simulare laboratorio delle condizioni che
rispecchiassero le condizioni climatiche negli anki lagunari. Per entrambe le
specie, si sono osservate delle differenze nel@eamtrazione iniziale delle proteine.
Dal momento che in alcune specie di Crostacei # staenostrato che esiste una
differenza tra la concentrazione proteica nei mesivi ed invernali (daSilva-
Castiglioni et al. 2007; Dutraet al 2008), anche irC. aestuariie P. elegansle
differenze osservate potrebbero essere legatstatfoonalita.

In C. aestuariieé stato osservato che le proteine totali sonoef@uate nei periodi
tardo invernali, durante i quali si sono effettugltiesperimenti a 6° C, diminuiscono
drasticamente durante il periodo primaverile —wvestdurante il quale si sono
effettuati gli esperimenti a 24 e 30° C e si e wdlagruppo di controllo mantenuto a

18° C, tornano ad aumentare leggermente in autusieto, riscontrato durante gli
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esperimenti di esposizione a 12° C. Viceversa pgamberetti appartenenti alla
specieP. elegansle concentrazioni maggiori di proteine sembrasseee legate ai
periodi caldi, mentre durante i mesi freddi la lorconcentrazione e
significativamente inferiore. Per entrambe le spdei differenze appena descritte
sono probabilmente riconducibili al ciclo vitalegranchi infatti si riproducono in
febbraio, mentre i gamberetti nel periodo estivourdhte questi periodi
probabilmente la concentrazione delle proteine aatan@er un correlato aumento
delle vitellogenine, le proteine responsabili deladuppo ovarico nelle femmine dei
Crostacei (Tsukimura 2001; Rawv al. 2006).

L’alterazione della temperatura oltre a variaredacentrazione delle proteine totali
causa la destabilizzazione della struttura dellec@amine e la diminuzione della loro
capacita di legare l'ossigeno (Morris e Bridges 3,98Vhiteley e Taylor 1997,
Adamczewska e Morris 1998; Tayl@t al 2000). E stato inoltre ampiamente
dimostrato che esistono numerosi modulatori siamy che inorganici che hanno |l
doppio effetto di mantenere la stabilita delle ermoine e di aumentarne l'affinita
con l'ossigeno. Tra i primi modulatori organici pren esame durante gli stress
ambientali, c’é I'acido lattico (Truchot 1980; Mckian 2001; Giomi e Beltramini
2007), mentre tra quelli inorganici c’e il pH delholinfa (Zeiset al 1992;
Adamczewska e Morris 1998; Tayler al 2000; Bridges 2001; McMahon 2001).

In questo lavoro, a differenza di quanto osseriratd. americanusin cui il pH varia
in maniera inversamente proporzionale alla tempexatQadriet al 2007), si sono
osservate sia inC. aestuarii che in P. elegansaumenti del valore del pH
dell’emolinfa durante I'esposizione a 12, 24 e &°Nei granchi il trasferimento
graduale da 18 a 30° C e l'unico che causa unafeziliminuzione del valore di pH.
Questo andamento e spiegato dall’acidificazionel’ameblinfa indotta dal
concomitante aumento dell’acido lattico.

Questi incrementi sono probabilmente correlati ahtanimento della stabilita delle
emocianine e della loro capacita di legare I'ogsigeA parte nei casi in cui il pH e
evidentemente influenzato da un’elevata concemna&zidi acido lattico, I'alcalosi
metabolica & probabilmente dovuta all’attivazioneud meccanismo tampone,
messo in atto proprio per il mantenimento dellazfonalita delle emocianine.
Sebbene il sistema tampone prevalentemente attnegjth animali sia quello legato
ai carbonati, e probabile che durante gli stressité sia la produzione di

ammoniaca a causare innalzamenti del pH dell'erfaolih Crostacei sono infatti
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ammoniotelici, e come prodotto di scarto derivagd catabolismo delle proteine
producono ammoniaca (Duraed al., 1998; 2000; Lee e Chen 2003; Weihraeth
al. 2004). Confrontando i dati relativi alla conceione delle proteine totali e al pH
nello stesso gruppo di animali risulta evidente @eroduzione di ammoniaca
avvenga a carico di proteine diverse da quelle mfiadiche: a temperature estreme,
come ad esempio a 30° C sebbene rimanga elevatmtzntrazione delle proteine
totali, aumenta anche il valore del pH.

In seguito al lavoro effettuato con le spe€e aestuariie P. eleganstrasferiti
direttamente o gradualmente alle diverse temperagirpossono trarre le seguenti
conclusioni. Sia dall'analisi dei dati di mortalitahe da quelli riguardanti
I'esposizione diretta e graduale a temperature ficati € evidente che per entrambe
le specie 12° C non rappresenta una temperaturaletieemina stress fisiologico.
Non si sono infatti osservate variazioni elevatepd@ametri fisiologici, e quando si
sono verificate sono servite per la compensazi@eambiamenti ambientali e per
la sopravvivenza a nuove condizioni. La temperaBaC sia per i granchi che per i
gamberetti € una condizione che non viene tollegt@aonostante si siano verificate
risposte fisiologiche che dimostrano il tentatiudrdnteggiare lo stress termico, gli
animali non si adattano. Lo stress termico caudalitesposizione a 24° C é meglio
superato dai granchi piuttosto che dai gambeteaftne alla temperatura piu bassa, i
gamberetti mettono in atto risposte fisiologiche ceterminano sia il superamento
delle alterazioni metaboliche che I'adattamentgrainchi tendono a diminuire il loro
metabolismo.

Anche per lo stress termico, come quello osmostepno osservate delle differenze
nelle risposte fisiologiche messe in atto dalle dipecie. Spesso alla stessa
temperatura si sono osservati andamenti opposti deggsi parametri fisiologici.
Questa differenza e probabilmente legata al diveislo vitale delle due specie,

caratterizzato da differenti momenti riproduttivi.

4.2.3 Emersione

Nelle zone costiere, durante i periodi di bassaemair Crostacei possono rimanere
isolati in pozze di marea ed essere sottopostriagiedi diminuzione dell’ossigeno
disponibile. In questo lavoro, i granchi apparteénalta specieC. aestuariisono stati
sottoposti ad esperimenti di emersione per verdicguali siano le risposte
fisiologiche legate ad ipossia.
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Prolungate esposizioni all’aria causano in humesysexie di Crostacei alterazioni
del metabolismo respiratorio identificabile attresge alcuni biomarkers fisiologici,
tra cui il glucosio e I'acido lattico (Taylor e $pr 1987; Morris e Oliver 1999; Watt
et al. 1999; Speeckt al 2001; Morris 2002). Il significato della mobilgi@ne di
glucosio e della produzione di acido lattico, igwéo al passaggio dalla glicolisi
aerobia a quella anaerobia, € gia stato precedentendescritto per gli esperimenti
di modificazione di salinita o temperatura: entrangbiesti metaboliti vengono
mobilitati o sintetizzati per il rifornimento enafico durante momenti in cui la
richiesta metabolica aumenta, quindi durante monaestress.

| ristati qui ottenuti inC. aestuarij concordano con quelli ottenuti Munida rugosa

e Liocarcinus depuratorin cui glucosio e acido lattico subiscono variaziin
seguito ad emersione (Bergmaenal 2001) e confermano l'importanza di questi
metaboliti nelle risposte all'ipossia. Entrambi arpametri infatti hanno subito
incrementi significativi ed € stato inoltre osséov&he, come in altre specie di
Crostacei (Morris e Oliver 1999; Ocamptb al 2003; Lorenzoret al. 2007), la
combinazione di temperatura ed emersione influmdetenore delle risposte. Le
condizioni che hanno causato i maggiori increménglucosio e acido lattico sono il
passaggio in ambiente subaereo a 30° C e a 24ft€hda da vasche rispettivamente
riempite con acqua a 22 e 18° C. L’accumulo di adattico in seguito a questo tipo
di stress e probabilmente responsabile dell’elevatatalita osservata in questi
gruppi. Durante il trasferimento dei granchi in aembpe subaereo a 18° C partendo
da acqua alla stessa temperatura, si sono ossawvadinti costanti sia della glicemia
che della latticemia, per tutta la durata dell'espento. Nonostante questo, visto
che in questo gruppo la totalita dei granchi riescsopravvivere, gli zuccheri
vengono utilizzati con successo per il mantenimetéti’omeostasi durante un
periodo di stress. E noto che prolungati periodisposizione a condizioni ipossiche
0 anossiche, causano anchePinelegansevidenti aumenti sia della glicemia che
dell’acido lattico (Taylor e Spicer 1987).

Un’ulteriore risposta messa in atto sia dai grandie durante I'emersione € la
variazione delle proteine totali, rappresentatéedahocianine.

Le emocianine, come gia discusso, sono i pigmesgpiratori, € sono responsabili
del trasporto dell’ossigeno verso tutti i tessuih@ussonet al 2004; Giomi e
Beltramini 2007). Nello scampblephrops norevgicug nel gamberett@€rangon

crangon esposti a condizioni di ipossia € stato evidenziah aumento delle
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emocianine (Giomi e Beltramini 2007), ed in altno§tacei i risultati sono stati
analoghi (Mangum 1994; Mangum e McKenney 1996; Miamg Joy 1997; Enget

al. 2001; Sancheet al 2001). | risultati ottenuti irC. aestuariidurante questo
lavoro di ricerca non sono in accordo con quantedio in bibliografia. Infatti in
tutti i gruppi, si sono osservate diminuzioni siella densita che delle proteine
dellemolinfa che potrebbero essere collegate cotilizzo di queste ultime nei
processi di osmoregolazione. Come gia sottolineatoparagrafo in cui sono stati
discussi gli stress osmotici, la proteolisi delleotpine dell’emolinfa libera
amminoacidi che vengono utilizzati per il mantenioe dell’osmolalita
dell’emolinfa (Lemoset al. 2001; Rosa®t al 2001, 2002; Fockedest al 2005).
L’emersione infatti provoca sia alterazioni nell@emia corporea che nei processi di
ionoregolazione, con ripercussioni sull’osmolatigll’emolinfa. InUcides cordatus
e in Carcinus maenasnfatti sono state osservate alterazioni dei Esicali
escrezione, con ripercussioni sia sull’equilibdoico che sul bilancio ionico (Harris
et al 1993).

Associati alla diminuzione delle proteine totalisgino osservati in tutti i gruppi
esposti all’aria aumenti del valore del pH delldmi@, probabilmente dovuti
proprio alllaccumulo di ammoniaca nell’emolinfa.iifatti stato dimostrato che in
Maia squinadoesposta all’aria aumenta la quantita di ammoniacaumulata
nell’emolinfa (Durandet al 2000), e inCancer paguruda quantita di urina escreta
varia tra granchi mantenuti in acqua e in granchntanuti in ambiente subaereo
(Regnault 1992). Le variazioni sia della capacitscretorie ma soprattutto
dellaccumulo di ammoniaca, che viene scambiata ielld dei tessuti
osmoregolatori, in particolare a livello delle becare grazie alla presenza di pompe
di scambio (Weihrauchet al. 2002), potrebbe dimostrare che I'emersione ha
influenza sugli scambi ionici (Duraret al. 2000). In effetti in questo lavoro si sono
osservate alterazioni nelle concentrazioni di aloeucalcio durante I'emersione di
C. aestuarii A parte nel gruppo trasferito da acqua a 18° @rabtliente subaereo a
18° C, cioé nel gruppo in cui gli animali meglicagescono allo stress e in cui i
cloruri hanno andamento molto simile a quello osser nel controllo, in tutti gli
altri gruppi sperimentali dopo un’iniziale diminone si €& verificato un loro
aumento. Analogamente durante il corso degli esparii il calcio tende ad

accumularsi nell’emolinfa.
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4.3 Casi individuali

| dati fisiologici appena discussi, hanno sempiguardato le medie dell'intero
gruppo sperimentale. Per alcuni casi pero € opporspecificare I'andamento di
casi individuali, in cui la risposta fisiologicaséata concorde con quella degli altri
individui dello stesso gruppo, ma con un’ intensitaggiore.

Nel caso ad esempio dell’esposizione gradualesaliaita 46 PSU, al tempo 8h, la
media dell’acido lattico & stata 6,70 + 4,23 es dig* (fig. 4D). L'ampiezza
dell'errore standard & determinato dalla deviaziaspetto alla media di un unico
individuo in cui I'acido lattico aumenta fino aloncentrazione di 44,7 mg dle
guesto animale non sopravvive fino al prelievo téehpo successivo. Nello stesso
gruppo, si sono avuti sia granchi che sono sopsauwti fino alla fine
dellesperimento che granchi che muoiono prima sl termine, senza che vi
fossero aumenti di questo metabolita. Di seguit@osoportati gli esempi appena

descritti.

Ac. Lattico | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
1 59 34 2,5 1,7 3,0
2 2,1 2,2 4,0
3 4,0 5,6 3,2 5,2 9,4 1,8
4 2,9 13,6 44,7

Questi andamenti possono essere ricondotti a ditieanmoni. Da un lato esiste per
ciascun parametro fisiologico un ampio spettroisipaste possibili, che sono alla
base della variabilita individuale di ogni specieinaale. Dallaltro, il fatto che
I'acido lattico aumenta notevolmente in un solavralo, puo essere spiegato con le
conoscenze bibliografiche che dimostrano che la uaentrazione pud essere
alterata da numerosi fattori, oltre allo stress @, tra cui la competizione che si
instaura con altri individui (Huntingford et al. 99), in questo caso mantenuti nelle
stesse vasche sperimentali.

Altri casi anomali si sono osservati durante I'espione diC. aestuariia 30° C (fig.
11A e B). In questo caso sia la glicemia che I'adattico aumentano in uno solo dei
tre individui sopravvissuti dopo 48h di esposizioenche in questo caso le
spiegazioni possono essere quelle appena discesskepempio precedente, ma
vista la criticita del fattore stressogeno, cheifdétte sia sulla mortalitd che sul

coinvolgimento di piu parametri fisiologici, € piprobabile che la variabilita
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osservata possa essere ricondotta ad un mancampangensazione e di ripristino

dell'omeostasi.

4.4 Altre osservazioni effettuate in fase sperimeale

Durante ciascuna fase sperimentale, oltre allarmint@zione della mortalita e alla
misurazione dei parametri fisiologici, si sono tffate delle osservazioni per
monitorare lo stato generale degli animali.

Come gia osservato in precedenti lavori, le mod#ioni della salinita provocano
alterazioni del comportamento, ed in particolare Garcinus maenassi sSono
osservati incrementi nell'attivita motoria (McGaet al 1999), mentre nello
StomatopodeSquilla mantise nel Decapod@stacus leptodactylusi € osservato
'aumento dell’aggressivita (Martinis 2003). Quesitimo effetto sembra essere
stato riconfermato in questo lavoro nel grancli@o aestuarii Sia durante
I'esposizione diretta a 6 e 16 PSU che duranteio@iedi diminuzione graduale della
salinita, si sono osservati aumenti dell’attiviggti animali e della loro aggressivita.
Il comportamento nei Crostacei € mediato da alawnirotrasmettitori, tra cui la
serotonina (5-HT). E stato dimostrato che elevatmcentrazioni di questa
bioammina nell’emolinfa determinano aumenti delfjggssivita di alcune specie di
Decapodi (Edwards e Kravitz 1997; Snedaévral 1999). E inoltre noto che questo
neurotrasmettitore modula il rilascio di cHH, l'come iperglicemizzante dei
Crostacel, influendo quindi sulle risposte glicen@¢Santogt al 2001; Lorenzoret
al. 2004a).

Le osservazioni qui fatte danno un’indicazionersiolo ecologico della 5-HT: il suo
duplice effetto & preparatorio sia per possibibsgpmenti, che richiedono energia in
aggiunta a quella consumata nei processi osmotegoleche per eventuali
atteggiamenti di difesa da predatori o competitori.

In C. aestuariié stato osservato che durante le due settimamelattamento alla
temperatura 6° C, sia lattivita motoria che e iti@ntazione degli animali si
riducono (osservazioni personali dati non ripoyta@Questa osservazione sembra
confermare da un lato le conclusioni raggiunte dadbet al, (1995) inCarcinus
maenasin cui richiesta metabolica e la predazione dingoono rispettivamente al
di sotto di 6° e 9° C, dall'altro il fatto che lanmperatura influisce sul comportamento
dei Crostacei (Crossiret al 1998; Juri e Watson IlI 2000). Le informazioni
bibliografiche al riguardano sono molto scarsejgeardano poche specie tra cui
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I'astice Homarusamericanug(Crossinet al 1998). E necessario dunque prendere in
considerazione questo aspetto dei Crostacei parimhef meglio I'etoecologia.

In Palaemon eleganson € stat@sservata nessuna alterazione del comportamento in
seguito a modificazioni dei parametri ambientdlic@ntrario i gamberetti sembrano
entrare in uno stato di quiescenza. Questo compertto trova accordo con quanto
osservato da Taylor e Spicer (1987) durante I'egmoe di questa specie ad
ambienti ipossici.

Durante i periodi di esposizione prolungata alléinga 46 PSU perd si sono

osservate pero delle anomalie nella pigmentaziengamberetti (fig. 34).

B

Figura 34: in A gamberetti mantenuti a 36 PSU, igéBnberetti esposti gradualmente a 46 PSU con
anomalie della pigmentazione.

| cambiamenti fisiologici del colore sono tipiciiderostacei, come di altri animali, e
si verificano in seguito a stimolazioni ambient@§hlery e Castrucci 1997). |
meccanismi che determinano gli spostamenti cetitrgpecentrifughi dei granuli
cromatofori, tipici delle cellule dei tegumenti @sti, si innescano sotto stimolazione
di due ormoni prodotti dal complesso ghiandola sko/organo-X nel peduncolo
oculare: il pigment concentrating hormone (PCH) pigment dispersing hormone
(PDH). Questo potrebbe far supporre che lo stygsosmotico causi iR. elegans
degli scompensi ormonali.

Dalla bibliografia € noto che la concentrazione dedhicio, soggetto a
ionoregolazione, & coinvolto nei processi di cammaati del colore (McNamara e
Ribeiro 2000). Nonostante questo le informazionrighardo sono pero scarse, e
ulteriori studi dovrebbero essere condotti per ggmie la correlazione tra

cambiamenti fisiologici del colore e stress amlaént
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4.5Upogebia pusilla

Prima di impostare il disegno sperimentale per fguspecie mai utilizzata presso i
laboratori universitari, & stato necessario certamndizioni di stabulazione ideali,
che garantissero cioé sia la sopravvivenza che ébwomdizioni fisiologiche dei
gamberetti.

Partendo dal presupposto dde pusilla é specie fossoria si € tentato di controllare
soprattutto la quantita di substrato presente enddd delle vasche, l'areazione
dell’acqua e I'illuminazione.

Nonostante i gamberetti siano sopravvissuti piu wngd nelle vasche
prevalentemente riempite con acqua, rispetto dejuretui era maggiore lo spessore
di sabbia sul fondo, la morte degli animali e seanyerificata entro 5 giorni dalla
loro immersione nelle vasche.

Parallelamente alle prove per la stabulazione, golato verificare il numero di
prelievi di emolinfa, la quantita prelevabile el@edistanza di tempo senza indurre
eccessivo stress fisiologico. Anche in questo casbpendentemente dalla quantita
di emolinfa prelevata, il 100% di mortalita si ésessata entro 3h. Da queste prove si
puo concludere ch&. pusilla € una specie difficilmente stabulabile, e con le
strutture a noi disponibili non utilizzabile allterno di un disegno sperimentale.
Dagli ulteriori gruppi creati per ottenere le prinmdormazioni sulla fisiologia di
guesta specie e sulle risposte maggiormente imelical caso di stress, € risultato
evidente che, sia la sola manipolazione (gambens#tntenuti in acqua) che il
mantenimento all’aria, si riflette sul metabolismegli zuccheri e sul metabolismo
anaerobio. | significativi aumenti di acido lattioo questa specie, sono infatti stati
osservati in altri talassinidi (Pritchard e Eddy29Zebe 1981).

4.6 Correlazioni densita — proteine totali e corselettroforetiche

In questa tesi é stato dimostrato che nelle sgecaestuariie P. elegansia lo stress
osmotico, che quello termico, che quello legatéerlersione causano variazioni
nella concentrazione delle proteine totali. Questésso effetto e stato dimostrato in
altri Crostacei (Mangum 1994; Mangum e McKenney€&99angum e Joy 1997,
Juri e Watson 2000; Enget al 2001; Lemost al. 2001; Rosast al 2001, 2002;
Sanchezt al 2001; Ocampet al 2003; Selvakumar e Geraldine 2003; Fockestey
al. 2005; Rdigewat al 2006; Lorenzort al 2007, 2008).
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La determinazione delle proteine totali puo dun@ssere fondamentale per la
valutazione dello stato di salute dei Crostacetopaisti a condizioni di stress. Dai
risultati ottenuti, le proteine totali del’emolafdi tutte e tre le specie, misurate con
metodo fotometrico, risultano altamente correldige densita dell’emolinfa, misurata
mediante 'uso di un refrattometro (fig. 32).

Come sottolineato in un nostro recente lavoro, tiefo su diverse specie di
crostacei, (Lorenzort al in press) questo risultato € importante, oltre pler il
significato fisiologico, anche dal punto di vistaetmdologico. L'utilizzo del
refrattometro ottico infatti, utilizzato per la miszione della densita, € infatti pratico
e veloce e meno costoso rispetto ai metodi coldrioneli laboratorio tipicamente
usati per la determinazione della concentrazionbe dgroteine totali. Quindi
I'utilizzo della rifrattometria per la quantificaame delle proteine offre un valido
strumento da utilizzare in campo non avendo inodéseyenze particolari di pre-
trattamento del campione.

Le corse elettroforetiche effettuate con I'emolimiaC. aestuariiesposto all’aria,
hanno evidenziato in tutti i casi che le proteiogali sono rappresentate per la
maggior parte dalle emocianine. Questo confermak@®eé gia stato affermato per
altre specie di Crostacei (Chen e Cheng 1995; ¥fatt 1999; Chaussoet al 2004;
Lorenzon et al. 2007), ovvero che le emocianinepnegentano 1'80-90% delle
proteine totali nel’emolinfa.

L’analisi densitometrica del pattern elettroforetidell’emolinfa € un metodo semi
quantitativo dal quale di volta in volta si puoeriere la frazione rappresentante le
emocianine. L’acquisizione di dati in questo senpoirebbe aggiungere alla
correlazione tra densita e proteine totali, quetadensita ed emocianine. In basso e
riportato un esempio di densitometria.

In questo lavoro si e provato a effettuare la densétria di gel colorati in blu di
Coomassie. Dal momento che questo tipo di colongzimn &€ molto sensibile e che
evidenzia bande diverse dalle emocianine soloas i cui la concentrazione delle
proteine totali € elevata, una migliore resa detoah® potrebbe essere raggiunta

utilizzando la colorazione argentica.
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Emeocianme 37342

Densitometria totale: 41918
Percentuale emocianine: 89.1 %

4.7 Domande aperte

Il lavoro svolto ha portato a rispondere ad alcaimenande, sia ecologiche che
ecofisiologiche. Nonostante questo si sono apadvnquesiti.

In questo lavoro infatti si sono considerate lgpase fisiologiche in seguito al
passaggio delle specie considerate dalle condizibnstabulazione, considerate
fisiologiche, a condizioni ambientali modificateoi si € invece esaminato cosa
accade durante il recupero, quindi durante il sipto delle condizioni fisiologiche
dopo un periodo di stress.

Un altro aspetto che dovrebbe essere approfondijueio etologico. Andrebbero
quindi acquisite informazioni che riguardano leemzioni che intercorrono tra le
specie e i loro predatori, durante effettivi momeinstress ambientale.

E noto infine che le alterazioni dei parametri disiodfisici dell’acqua modifichino il
comportamento delle sostanze inquinanti. Nellambit uno studio ecologico che
riguarda le reti trofiche questo lavoro potrebbsees uno spunto per un’indagine

ecotossicologica (bioaccumulo) ed ecologica (biamfagzione).
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6. APPENDICE

Carcinus aestuarii

36 PSU Oh 3h 8h 24h 48h
Media 5,10 6,70 5,60 5,30 5,80
Es 0,50 1,12 0,64 0,52 0,42
6 PSU Oh 3h 8h 24h

Media 3,80 6,10 6,20 6,00

Es 0,59 0,98 0,76 1,15

16 PSU Oh 3h 8h 24h 48h
Media 4,20 5,50 5,10 4,30 4,33
Es 0,77 0,86 0,59 0,47 0,47
26 PSU Oh 3h 8h 24h 48h
Media 4,20 4,60 4,00 4,10 4,00
es 0,51 1,09 0,93 0,41 0,49
46 PSU Oh 3h 8h 24h 48h
media 3,10 3,70 3,00 2,56 2,00
es 0,41 0,33 0,33 0,24 0,00

Tav. 1A: medie ed errori standard di glicentiag dL) durante I'Esposizione diretta
alle diverse salinita.

36 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media_ | 3,10 2,90 2,51 2,85 2,65
es 0,27 0,32 0,37 0,38 0,44
6 PSU | Oh 3h 8h 24h

media | 3,16 3,47 3,52 3,57

es 0,26 0,36 0,39 0,32

16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,34 3,99 3,16 3,26 2,81
es 0,25 0,35 0,26 0,24 0,25
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |3,45 3,54 3,52 3,86 3,54
es 0,36 0,22 0,39 0,39 0,36
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,28 3,79 4,28 3,77 3,44
es 0,23 0,43 0,42 0,51 0,73

Tav. 1B: medie ed errori standard di acido lattioeg dL) durante I'Esposizione
diretta alle diverse salinita.
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36 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |1045,90[1043,20{1040,56|1039,50{1037,00
es 4,06 3,34 2,08 2,95 2,16
6 PSU | Oh 3h 8h 24h

media |1048,60|1041,60]1037,40{1030,29

es 4,21 4,14 4,02 3,04

16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 1052,40|1043,80]1040,20{1036,20{1035,33
es 4,77 4,21 4,61 3,63 3,80
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |1046,00[1042,20{1041,20|1039,80{1038,00
es 3,98 4,03 4,41 5,65 4,06
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |1048,60/1047,40[1048,00]1048,89|1045,60
es 2,21 1,93 2,29 2,36 3,31

Tav. 1C: medie ed errori standard della densigll’'emolinfa (g %) durante
I'Esposizione diretta alle diverse salinita.

36 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media_ | 2,68 2,44 2,06 2,19 1,73
es 0,46 0,42 0,21 0,31 0,24
6 PSU | Oh 3h 8h 24h

media | 3,30 2,78 2,92 2,27

es 0,51 0,45 0,48 0,32

16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,22 2,79 2,68 2,33 2,09
es 0,52 0,42 0,55 0,48 0,46
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,52 1,92 1,71 1,51 1,94
es 0,51 0,43 0,54 0,44 0,39
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 2,40 2,12 1,80 2,04 1,67
es 0,30 0,29 0,19 0,26 0,33

Tav. 1D: medie ed errori standard della concentrazidi_proteine totalnell’emolinfa
(g dLY) durante I'Esposizione diretta alle diverse s&ini
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36 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,83 7,80 7,72 7,77 7,76
Es 0,06 0,03 0,07 0,05 0,02
6 PSU | Oh 3h 8h 24h

media | 7,68 7,90 8,18 8,29

es 0,05 0,08 0,06 0,04

16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,82 7,91 8,06 8,08 7,99
es 0,04 0,04 0,03 0,02 0,02
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,84 7,89 7,88 7,95 7,88
es 0,02 0,03 0,03 0,03 0,07
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media | 7,90 7,89 7,89 7,85 7,87
es 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02

Tav. 1E: medie ed errori standard dei valori_di gttante 'Esposizione diretta alle
diverse salinita.

36 PSU | Oh 3h 24h

media 0,19 0,25 0,12

es 0,04 0,08 0,01

6 PSU Oh 3h 24h

media 0,17 0,34 0,21

es 0,02 0,05 0,01

16 PSU | Oh 3h 24h

media 0,21 0,31 0,30

es 0,02 0,05 0,08

26 PSU | Oh 3h 24h

media 0,16 0,28 0,25

es 0,01 0,05 0,04

46 PSU | 0Oh 3h 24h

media 0,19 0,16 0,18

es 0,02 0,02 0,02

Tav. 1F: medie ed errori standard della concerdrezidi_ammoniacgmmoL L%
nell’emolinfa durante 'Esposizione diretta alleelise salinita.
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36 PSU| Oh 3h 24h
media |8,21 8,01 8,40
es 0,36 0,29 0,26
6 PSU | Oh 3h 24h
media |9,29 7,51 4,20
es 0,30 0,29 0,31
16 PSU| Oh 3h 24h
media |9,31 8,27 7,41
es 0,28 0,26 0,37
26 PSU| Oh 3h 24h
media |8,92 8,31 7,88
es 0,20 0,23 0,12
46 PSU| Oh 3h 24h
media |8,82 9,59 10,16
es 0,22 0,22 0,22

Tav. 1G: medie ed errori standard della concerdrezidei cloruri(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'Esposizione diretta alieatse salinita.

36 PSU | Oh 3h 24h
media 13,11 | 12,35 | 14,51
es 0,66 0,61 0,55
6 PSU Oh 3h 24h
media 13,04 | 12,56 | 4,51
es 0,40 0,55 0,13
16 PSU | Oh 3h 24h
media |13,03 | 12,77 | 9,64
es 0,95 0,69 0,54
26 PSU | Oh 3h 24h
media |14,07 | 13,07 | 11,49
es 0,49 0,38 0,74
46 PSU | Oh 3h 24h
media |13,79 | 14,80 | 16,04
es 0,31 0,28 0,42

Tav. 1H: medie ed errori standard della concerdrazidel calcio(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'Esposizione diretta alleelise salinita.
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6 PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |4,10 4,40 4,70 4,30 5,00 4,75
es 0,69 0,64 0,42 0,42 0,76 1,03
16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media_|7,10 8,60 5,50 5,80 7,78 5,20
es 0,62 0,79 0,22 0,53 0,55 1,02
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 5,40 6,70 5,30 5,30 6,10 4,33
es 0,58 0,78 0,68 0,50 0,64 0,76
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 4,80 4,20 5,10 6,14 6,86 3,83
es 1,10 1,06 0,75 1,16 1,44 0,91

Tav. 2A: medie ed errori standard_di glicerfiag dL'*) durante I'Esposizione graduale
alle diverse salinita.

6 PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 21,28 | 21,17 | 20,05 | 16,48| 17,46 18,33
es 0,37 0,38 0,90 1,09 0,94 1,13
16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |1,86 2,46 2,42 2,37 2,58 2,42
es 0,11 0,09 0,18 0,22 0,19 0,09
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |2,21 2,05 3,27 3,37 3,11 2,47
es 0,21 0,21 0,82 0,56 0,45 0,15
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 3,39 3,87 6,70 3,39 3,46 3,33
es 0,50 1,14 4,23 0,80 1,01 0,62

Tav. 2B: medie ed errori standard di acido lattioeg dL) durante I'Esposizione
graduale alle diverse salinita.
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6 PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |1020,80/1039,70]1039,10]1035,10{1033,29[1028,75
es 1,37 3,08 3,22 3,08 3,44 4,68
16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |1044,10[1040,60{1040,40{1040,00]1040,44/1035,20
es 4,16 3,46 3,74 3,66 3,60 1,96
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |1054,40[1051,10{1048,50/1051,70{1047,20{1047,33
es 4,62 3,53 2,88 3,62 3,62 4,07
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media |1062,50/1059,00|1057,50/1057,43|1057,29|1055,67
es 4,23 3,86 3,19 2,98 1,69 3,07

Tav. 2C: medie ed errori standard della densigll’'emolinfa (g %) durante
I'Esposizione graduale alle diverse salinita.

6 PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 2,59 3,38 2,92 3,23 2,28 1,90
es 0,28 0,35 0,29 0,38 0,46 0,61
16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 3,66 3,58 3,10 3,65 4,09 3,00
es 0,49 0,50 0,45 0,46 0,58 0,28
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 4,69 4,07 3,52 3,76 3,04 4,31
es 0,44 0,40 0,42 0,37 0,33 0,57
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 4,36 4,41 4,05 4,24 3,98 4,76
es 0,53 0,39 0,38 0,28 0,29 0,47

Tav. 2D: medie ed errori standard delle proteirtalitmell’emolinfa (g d[*) durante
I'Esposizione graduale alle diverse salinita.
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6 PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 8,04 7,96 7,93 7,95 7,89 7,92
es 0,02 0,02 0,05 0,03 0,04 0,10
16 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media_|7,73 7,76 7,80 7,92 8,02 7,72
es 0,02 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02
26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media_|7,75 7,75 7,78 7,89 7,75 7,83
es 0,01 0,05 0,01 0,01 0,02 0,04
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 7,60 7,74 7,76 7,79 7,93 7,84
es 0,02 0,01 0,03 0,02 0,04 0,02

Tav. 2E: medie ed errori standard del géll’emolinfa durante 'Esposizione graduale
alle diverse salinita.

6 PSU | Oh 3h 24h 14d
media |0,24 0,31 0,15 0,26
es 0,02 0,03 0,01 0,04
16 PSU | Oh 3h 24h 14d
media |0,22 0,20 0,20 0,36
es 0,03 0,02 0,04 0,06
26 PSU | 0Oh 3h 24h 14d
media |0,19 0,29 0,14 0,16
es 0,04 0,02 0,02 0,02
46 PSU | 0Oh 3h 24h 14d
media |0,31 0,32 0,24 0,28
es 0,08 0,06 0,04 0,09

Tav. 2F: medie ed errori standard della concerrezii ammoniacémmolL LY
durante 'Esposizione graduale alle diverse salinit
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6 PSU | Oh 3h 24h 14d
media |8,28 6,01 5,42 7,56
es 0,34 0,20 0,38 0,25
16 PSU| Oh 3h 24h 14d
media |7,46 7,26 7,10 8,01
es 0,10 0,09 0,08 0,32
26 PSU| Oh 3h 24h 14d
media |7,92 8,13 7,95 7,99
es 0,12 0,18 0,09 0,05
46 PSU| Oh 3h 24h 14d
media |10,52 9,87 10,41 12,19
es 0,35 0,28 0,26 0,47

Tav. 2G: medie ed errori standard della concerdrezidei cloruri(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'Esposizione graduale alieerse salinita.

6 PSU | Oh 3h 24h 14d
media  [8,23 5,25 7,69 6,88
es 0,21 0,26 0,50 0,38
16 PSU | Oh 3h 24h 14d
media  [9,57 7,43 7,72 8,91
es 0,42 0,29 0,33 0,65
26 PSU | Oh 3h 24h 14d
media [11,05 | 11,14 | 10,92 | 9,38
es 0,39 0,57 0,54 0,35
46 PSU | 0Oh 3h 24h 14d
media [13,42 | 13,41 | 14,39 | 15,09
es 0,30 0,29 0,60 0,73

Tav. 2H: medie ed errori standard della concerdrazidel calcio(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'Esposizione graduale alieetise salinita.
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18°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,90 4,30 4,40 3,60 3,60
es 0,55 0,62 0,50 0,43 0,34
6°C Oh 3h 8h 24h 48h
media |4,30 9,50 9,30 6,80 6,90
es 0,33 0,96 1,09 1,19 1,04
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media_|2,70 3,80 2,80 2,60 2,90
es 0,50 0,77 0,36 0,64 0,38
24°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,70 4,90 3,40 3,20 2,88
es 0,26 0,55 0,34 0,29 0,23
30°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,90 4,20 4,10 3,86 9,33
es 0,31 0,68 0,74 1,08 6,33

Tav. 3A: medie ed errori standard di gliceniiag dL') durante I'Esposizione diretta
alle diverse temperature. L'errore standard al ®@®h nel gruppo Esposto a 30° C é
dovuto alla variabilita delle risposte fisiologich@surate negli individui sopravvissuti
(n=3).

18°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |4,71 5,14 4,69 5,39 4,58
es 0,57 0,88 0,58 0,70 0,41
6°C Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,88 11,30 | 6,53 2,50 2,75
es 0,47 3,54 1,87 0,29 0,40
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media 4,71 1,63 2,49 4,37 2,26
es 0,29 0,12 0,62 2,04 0,43
24°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,83 4,21 3,90 3,56 3,09
es 0,39 0,75 0,67 0,63 0,28
30°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media_ | 3,25 4,01 3,23 2,76 17,03
es 0,26 0,44 0,35 0,35 11,03

Tav. 3B: medie ed errori standard di acido latt{oog dL*) durante I'Esposizione
diretta alle diverse temperature. L’errore standartempo 48h nel gruppo Esposto a
30° C é dovuto alla variabilita delle risposte dlsgiche misurate negli individui
sopravvissuti (n=3).
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18°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |1046,30[1046,40[1045,10/1041,30{1035,80
es 4,62 4,57 4,20 3,63 2,21
6°C Oh 3h 8h 24h 48h
media |1063,80]1062,60]1059,20{1054,10{1053,00
es 2,81 2,85 2,89 3,25 3,01
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media | 1053,20/1047,40/1044,10[1042,90[1043,60
es 5,23 5,29 4,90 5,08 5,40
24°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |1044,20[1043,20[1041,40/1041,60{1044,75
es 3,22 2,98 2,89 2,38 3,14
30°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media |1048,50/1047,50{1049,40/1052,00{1057,33
es 5,29 4,73 5,03 5,07 6,12

Tav. 3C: medie ed errori standard della densigi’emolinfa (g L) durante

I'Esposizione diretta alle diverse temperature.

18°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,74 2,41 2,18 1,69 1,65
es 0,55 0,46 0,37 0,26 0,27
6°C Oh 3h 8h 24h 48h
media | 5,35 4,88 4,34 3,85 3,89
es 0,33 0,27 0,22 0,22 0,21
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,83 3,11 2,67 3,52 3,97
es 0,48 0,39 0,29 0,44 0,53
24°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,61 2,30 2,41 2,38 2,49
es 0,38 0,33 0,32 0,33 0,39
30°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,03 2,58 2,49 2,74 3,49
es 0,60 0,50 0,56 0,61 0,69

Tav. 3D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa
(g dLY) durante 'Esposizione diretta alle diverse terapee.
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18°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,71 7,73 7,70 7,73 7,69
es 0,07 0,06 0,04 0,03 0,05
6°C Oh 3h 8h 24h 48h
media | 7,63 7,78 7,70 7,64 7,65
es 0,07 0,04 0,02 0,02 0,03
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,68 7,86 7,89 7,88 7,92
es 0,01 0,02 0,05 0,04 0,03
24°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,64 7,87 7,96 8,00 7,99
es 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
30°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media |7,76 7,82 7,87 7,95 8,08
es 0,03 0,02 0,02 0,02 0,06

Tav. 3E: medie ed errori standard del pEll’emolinfa durante 'Esposizione diretta
alle diverse temperature.

18° C Oh 3h 24h

media (0,28 0,24 0,14

es 0,09 0,08 0,02

6°C Oh 3h 24h

media 0,17 0,08 0,14

es 0,04 0,02 0,05

12° C Oh 3h 24h

media |0,24 0,14 0,10

es 0,04 0,02 0,02

24° C Oh 3h 24h

media | 0,27 0,20 0,26

es 0,10 0,04 0,03

30°C Oh 3h 24h

media 0,17 0,23 0,18

es 0,01 0,04 0,01

Tav. 3F: medie ed errori standard della concerarazidi ammoniacgmmoL L%
nell’emolinfa durante 'Esposizione diretta alleelise temperature.
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6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 5,40 5,10 6,40 5,40 5,10 3,40
es 0,85 0,64 0,64 0,73 0,74 0,31
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 3,70 3,40 3,50 3,00 4,80 3,10
es 0,62 0,52 0,48 0,33 0,73 0,38
24°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,20 5,40 4,80 5,60 7,00 5,00
es 0,59 0,52 0,51 0,56 1,09 1,26
30°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,90 4,80 3,20 3,50 3,00

es 0,41 0,84 0,55 0,62 0,45

Tav. 4A: medie ed errori standard _di glicerfiiag dL) durante I'Esposizione graduale
alle diverse temperature.

6°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 2,74 3,04 191 2,14 2,/9 1,
es 0,43 0,87 0,11 0,27 0,45 0,
12°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 2,29 2,20 2,82 3,84 2,53 2,
es 0,29 0,28 0,33 1,85 0,86 0,
24°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 2,71 2,02 3,77 3,00 3,16 4,
es 0,5( 0,22 1,03 0,46 0,40 1,
30°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 18,5% 18,0 21,29 2594 22|82

es 1,88 0,50 0,69 0,68 2,20

63
16

16
14

05
02

Tav. 4B: medie ed errori standard di acido latt{oog dL*) durante I'Esposizione
graduale alle diverse temperature.
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6°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 1052,6(0 1052,2(0 1050,30 1047,00 1046,70 1046,1(
es 5,54 5,04 4,42 3,90 3,85 3,99
12°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 1063,90 1057,70 1053,70 1050,6Q0 1054,60 1044,2(
es 3,33 2,69 2,29 2,40 2,90 2,30
24°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 1048,90 1046,6(0 1044,90 1044,30 1044,33 1042,5(
es 5,00 4,59 4,05 4,05 3,81 3,10
30°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 1027,80 1025,40 1027,00 1023,50 1024,67

es 2,13 2,2]] 2,31 1,93 1,93

Tav. 4C: medie ed errori standard della densigi’emolinfa (g L) durante

I'Esposizione graduale alle diverse temperature.

6°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 3,89 3,7G 3,40 3,19 3,07 2,88
es 0,56 0,54 0,37 0,32 0,37 0,43
12°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 5,59 4,90 5,09 4,59 4,32 3,83
es 0,36 0,30 0,27 0,27 0,35 0,39
24°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,20 3,59 2,68 3,12 4,06 3,89
es 0,50 0,48 0,42 0,49 0,53 0,43
30°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,05 3,99 4,37 4,12 3,68

es 0,58 0,48 0,72 0,50 0,46

Tav. 4D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa
(g dUY durante I'Esposizione graduale alle diverse teaipee.
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6°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,63 7,72 7,64 7,72 7,69 7,64
es 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,05
12°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,74 7,73 7,74 7,77 7,79 7,69
es 0,02 0,03 0,01 0,03 0,04 0,03
24°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,7G 7,71 7,74 7,75 7,89 7,68
es 0,03 0,03 0,03 0,03 0,06 0,04
30°C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,39 7,64 7,79 7,71 7,79

es 0,03 0,07 0,02 0,09 0,03

Tav. 4E: medie ed errori standard del péll’emolinfa durante I'Esposizione graduale
alle diverse temperature.
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24-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media | 2,50 5,70 5,50 9,80 10,44
es 0,22 0,86 1,13 0,25 0,41
24-30° | Oh 3h 8h

media_ | 3,90 7,20 6,40

es 0,38 0,42 0,93

18-18° | Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,30 6,80 6,80 5,50 8,40
es 0,21 0,92 0,59 0,54 0,60
18-4° Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,90 7,30 10,67 | 23,14

es 0,71 0,93 1,18 5,23

18-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media | 3,30 4,90 6,30 8,40 4,33
es 0,40 0,84 0,63 1,83 0,33

Tav. 5A: medie ed errori standard di glicerfiag dL') durante I'emersione alle diverse
temperature.

24-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |4,81 8,01 7,35 4,38 7,82
es 0,50 1,03 1,10 0,48 2,27
24-30° | Oh 3h 8h

media |2,68 22,76 29,97

es 0,43 6,67 14,46

18-18° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,11 448 5,94 6,33 7,06
es 0,14 1,56 2,84 3,07 4,90
18-4° Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,61 8,03 9,02 28,40

es 0,40 1,21 3,50 14,89

18-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |2,39 4,07 6,82 12,03 2,63
es 0,24 1,01 2,60 4,37 0,73

Tav. 5B: medie ed errori standard di acido latffomy dL') durante I'emersione alle
diverse temperature.
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24-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |1039,50/1040,70{1039,80|1039,00|1040,56
es 1,71 1,36 1,60 1,43 1,58
24-30° | Oh 3h 8h

media |1047,70[1048,00{1049,80

es 3,79 3,11 3,07

18-18° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |1047,00[1046,40[1045,10]1044,80]1044,60
es 3,82 3,96 3,89 3,63 3,59
18-4° Oh 3h 8h 24h 48h
media |1055,30|1053,60| 1050,56|1052,86

es 3,43 3,69 3,47 3,69

18-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |1045,10|1044,20{1045,10|1045,10|1044,33
es 2,74 2,73 2,53 2,53 4,18

Tav. 5C: medie ed errori standard della densigl’emolinfa (g L) durante

I'emersione alle diverse temperature.

24-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |1,98 1,75 1,78 1,69 1,59
es 0,22 0,11 0,17 0,18 0,18
24-30° | Oh 3h 8h

media |3,07 2,42 2,75

es 0,36 0,36 0,26

18-18° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |3,81 3,65 3,86 3,34 2,72
es 0,45 0,43 0,36 0,40 0,35
18-4° Oh 3h 8h 24h

media |3,95 3,33 3,27 3,43

es 0,38 0,44 0,31 0,32

18-24° | Oh 3h 8h 24h 48h
media |4,10 3,63 3,13 3,39 2,88
Es 0,35 0,32 0,36 0,25 0,39

Tav. 5D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa

(g dUY) durante I'emersione alle diverse temperature.




24-24° | Oh 3h 8h 24h 48h

media |7,74 7,97 7,90 8,11 8,24
es 0,01 0,03 0,03 0,02 0,05
24-30° | Oh 3h 8h

media |7,56 7,63 7,72

es 0,03 0,03 0,02

18-18° | Oh 3h 8h 24h 48h

media |7,63 7,65 7,77 7,79 7,78
es 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03
18-4° Oh 3h 8h 24h 48h

media |7,52 7,55 7,71 7,56

es 0,01 0,03 0,02 0,07

18-24° | Oh 3h 8h 24h 48h

media |7,55 7,68 7,80 8,10 7,95
es 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04

Tav. 5E: medie ed errori standard del peéll’emolinfa durante 'emersione alle diverse
temperature.

24-24° | Oh 3h 24h
media |8,05 7,75 9,10
es 0,29 0,44 0,32
24-30° | Oh 3h

media |9,79 9,95

es 0,17 0,14

18-18° | Oh 3h 24h
media |8,85 9,50 9,02
es 0,18 0,28 0,11
18-4° Oh 3h 24h
media |10,00 9,14 9,34
es 0,37 0,20 0,18
18-24° | Oh 3h 24h
media |9,45 9,41 11,47
es 0,34 0,13 0,35

Tav. 5F: medie ed errori standard della concerdrezidei cloruri(mmoL L%
nell’emolinfa durante 'emersione alle diverse parature.
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24-24° | Oh 3h 24h
media 13,96 | 14,43 | 13,95
es 0,78 0,30 0,34
24-30° | Oh 3h

media |17,98 | 18,08

es 0,32 0,32

18-18° | Oh 3h 24h
media |14,18 | 14,45 | 14,78
es 0,38 0,29 0,48
18-4° | Oh 3h 24h
media [16,23 | 16,75 | 18,12
es 0,35 0,27 0,38
18-24° | Oh 3h 24h
media [14,97 | 1558 | 16,55
es 0,21 0,30 0,55

Tav. 5G: medie ed errori standard della concerarezidel calcio(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'emersione alle diverse parature.
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Palaemon elegans

6PSU | Oh 3h 8h 24h 48h
media 12,20 14,4 15,8 14,4 17
es 0,58 2,82 2,52 1,21 1,10
16PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 12,20, 16,80 13,75 13,60 15,00
es 0,58 3,84 1,75 1,91 1,22
26PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 12,20 14,4 18,8 15,4 15,4
es 0,58 1,03 1,36 1,50 2,01
46PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 12,200 22,00 15,5 11,80, 15,80
es 0,58 2,97 3,52 2,08 1,39

Tav. 6A: medie ed errori
alle diverse salinita.

standard di glicenfiag dL') durante I'Esposizione diretta

6PSU | Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,62] 22,16/ 21,14 27,32 18,90
es 1,16 2,49 1,52 2,32 2,09
16PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,62 22,88 30,48 14,44 13,80
es 1,16 1,83 1,53 1,76 1,36
26PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,62 23,50 15,72 20,48 6,88
es 1,16 1,55 2,28 2,26 0,87
46PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,62] 26,08 28,55 12,56 24,28
es 1,16 7,56 1,24 2,96 1,51

Tav. 6B: medie ed errori standard di acido latt{oog dL*) durante I'Esposizione
diretta alle diverse salinita.
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6PSU

Oh

3h

8h

24h

48h

media

1099,60

1085,20

1109,60

1084,80

1120,00

€s

6,24

6,65

6,76

5,31

2,28

16PSU

Oh

3h

8h

24h

48h

media

1099,60

1063,60

1068,50

1067,20

1051,60

Es

6,24

6,49

10,72

5,08

7,49

26PSU

Oh

3h

8h

24h

48h

media

1099,60

1117,60Q

1113,20

1110,40

1102,4

es

6,24

9,99

7,06

7,70

3,06

46PSU

Oh

3h

8h

24h

48h

media

1099,60

1076,80

1059,50

1062,00

1069,20

€s

6,24

11,67

4,99

3,52

3,38

Tav. 6: medie ed errori standard della densi@l'emolinfa (g L% durante
I'Esposizione diretta alle diverse salinita.

6PSU Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,51 8,13 9,60 6,39 8,66
es 0,84 0,39 0,39 0,56 0,49
16PSU | Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,51 6,02 7,00 5,83 5,42
es 0,84 0,76 0,40 0,39 0,58
26PSU | Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,51 8,28 9,17 8,07 7,70
es 0,84 0,84 0,70 0,85 0,49
46PSU | 0Oh 3h 8h 24h 48h
media 6,51 5,84 5,24 5,71 5,81
es 0,84 0,87 0,81 0,72 0,23

Tav. 6D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa
(g dUY) durante I'Esposizione diretta alle diverse s&lini
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6PSU | Oh 3h 8h 24h 48h
media 7,62 7,96 7,89 7,99 7,64
es 0,04 0,01 0,02 0,04 0,05
16PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 7,62 7,65 7,69 7,72 7,68
es 0,04 0,03 0,03 0,05 0,04
26PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 7,62 7,91 7,79 7,97 7,71
es 0,04 0,04 0,02 0,06 0,02
46PSU| Oh 3h 8h 24h 48h
media 7,62 7,52 7,59 7,65 7,68
es 0,04 0,02 0,03 0,04 0,04

Tav. 6E: medie
diverse salinita.

ed errori standard dei valori_di gttante 'Esposizione diretta alle

6PSU Oh 3h 24h
media 5,64 8,65 7,90
es 0,80 1,00 1,05
16PSU Oh 3h 24h
media 5,64 6,65 6,09
es 0,80 0,45 0,54
26PSU Oh 3h 24h
media 5,64 7,06 8,46
es 0,80 0,60 0,31
46PSU Oh 3h 24h
media 5,64 7,00 8,23
es 0,80 0,68 0,21

Tav. 6F: medie ed errori standard della concerdrezidei cloruri(mmoL L%

nel’emolinfa durante 'Esposizione diretta aligetse salinita.
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6PSU Oh 3h 24h
media 11,23 10,22 8,20
es 0,34 0,89 0,97
16PSU Oh 3h 24h
media 11,23 10,12] 10,03
es 0,34 0,83 0,76
26PSU Oh 3h 24h
media 11,23 11,000 12,82
es 0,34 0,75 0,73
46PSU Oh 3h 24h
media 11,23 12,35 11,21
es 0,34 0,85 0,70

Tav. 6G: medie ed errori standard della concerdrezidel calcio(mmoL L%
nel’lemolinfa durante I'Esposizione diretta alleelise salinita.

6 PSU | Oh

media 12,50

es 1,50

16PSU | Oh

media 10,50

es 0,29

26PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 10,75 11,25 12,75 11,75 11,5 10
es 0,48 1,11 1,44 1,11 0,65 0,58
46PSU | Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 12,50 13,75 11,25 10,50 9,50| 10,50
es 1,04 1,03 1,03 0,50 0,87 0,50

Tav. 7A: medie ed errori standard _di glicerfiiag dL) durante I'Esposizione graduale
alle diverse salinita.
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6 PSU | Oh

media 7,50

es 0,80

16 PSU| Oh

media 5,13

es 1,18

26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 12,45 20,8/ 14,15 12,58 8,53 7,33
es 2,06/ 10,51 2,60 2,78 1,72 1,82
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 10,85 10,25 6,45 3,00 5,43 4,78
es 2,51 1,65 1,37 0,38 0,34 0,79

Tav. 7B: medie ed errori standard di acido latt{oog dL*) durante I'Esposizione
graduale alle diverse salinita.

6 PSU | Oh

media | 1063,00

es 13,00

16 PSU| Oh

media | 1038,00

es 3,16

26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 1059,00 1059 1055| 1059,5 1065 1060
es 3,42 5,20 3,11 6,02 5,00 4,00
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 1078,50 1054,50 1064,5 1066,00 1068,00 1058,5(
es 6,08 5,97 6,85 2,71 9,56 3,59

Tav. 7C: medie ed errori standard della densigl’emolinfa (g L) durante
I'Esposizione graduale alle diverse salinita.
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6 PSU | Oh

media 4,62

es 0,33

16 PSU| Oh

media 3,21

es 0,37

26 PSU| 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 3,71 417 3,68 3,38 4,66 3,31
es 0,27 0,52 0,19 0,32 0,90 0,48
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 5,78 4,13 5,06 4,86 5,06 3,41
es 0,63 0,35 0,82 0,27 0,39 0,52

Tav. 7D: medie ed errori standard delle proteirtalitmel’emolinfa (g dL*) durante
I'Esposizione graduale alle diverse salinita.

6 PSU | Oh

media 7,46

es 0,05

16 PSU| Oh

media 7,35

es 0,04

26 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,62| 7,5625 7,565 7,4675 77,5125 7,49
es 0,03 0,05 0,08 0,02 0,02 0,01
46 PSU| Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,73 7,85 7,76 7,71 7,58 7,64
es 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0,04

Tav. 7E: medie ed errori standard del gell’emolinfa durante I'Esposizione graduale

alle diverse salinita.
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6 PSU | Oh

media 492

es 0,27

16 PSU| Oh

media 6,14

es 0,13

26 PSU| 0Oh 3h 24h 14d
media 7,55 7,57 7,33 6,99
es 0,33 0,37 0,51 0,19
46 PSU| Oh 3h 24h 14d
media 9,04 9,75 9,27 9,22
es 0,88 1,33 0,52 0,53

Tav. 7F: medie ed errori standard della concerdrezidei cloruri(mmoL L%

nell’emolinfa durante 'Esposizione graduale alieerse salinita.

6 PSU Oh

media 11,83

es 0,22

16 PSU | Oh

media 16,95

es 1,71

26 PSU | Oh 3h 24h 14d
media 17,41 13,70, 15,84 11,93
es 1,23 0,35 1,02 0,34
46 PSU | Oh 3h 24h 14d
media 23,29 20,70 21,19 19,21
es 1,87 0,28 0,78 1,28

Tav. 7G: medie ed errori standard della concerdrezidel calcio(mmoL L%

nel’emolinfa durante I'Esposizione graduale alieetise salinita.
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6°C |Oh 3h 8h 24h 48h
media| 11,80 16,40 12,20 12,00 11,60
es 0,66 1,21 0,80 1,18 1,12
12° C | Oh 3h 8h 24h 48h
media| 11,80 10,40 10,60 11,60 11,20
es 0,66 0,51 0,40 1,25 0,73
24° C | 0Oh 3h 8h 24h

media| 11,20 19,80 | 22,20 16,80

es 0,80 2,65 2,65 1,43

30°C | 0Oh 3h 8h

media| 11,20 | 30,80 16,40

es 0,80 2,85 2,98

Tav. 8A: medie ed errori standard di gliceniiag dL') durante I'Esposizione diretta

alle diverse temperature.

6°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media 4,44 11,421 10,200 10,60 6,76
es 0,61 1,14 1,79 2,95 0,93
12°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media 4,44 4,12 6,12) 10,10 11,20
es 0,61 0,93 1,08 1,71 3,75
24° C | 0Oh 3h 8h 24h

media 6,88 22,28 11,70, 74,94

es 0,61 10,92 2,100 21,30

30°C | Oh 3h 8h

media 6,88 17,04 27,64

es 0,61 2,70 6,27

Tav. 8B: medie ed errori standard di acido latt{oog dL*) durante I'Esposizione
diretta alle diverse temperature.
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6°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media| 1086,80 1054,80 1053,20 1058,40 1060,00
es 6,89 4,13 3,07 3,66 4,82
12° C | Oh 3h 8h 24h 48h
media| 1086,80 1058,80 1064,00 1064,80 1057,20
es 6,89 3,26 7,24 5,54 4,13
24° C | 0Oh 3h 8h 24h

media| 1106,40 1122,00 1122,00 1127,60

es 11,62 5,90 533 12,86

30°C | 0Oh 3h 8h

media| 1106,40 1106,80 1084,40

es 11,62 5,46 11,12

Tav. 8C: medie ed errori standard della densigl’emolinfa (g L) durante
I'Esposizione diretta alle diverse temperature.

6°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media 5,38 3,55 3,43 3,74 3,53
es 0,49 0,42 0,22 0,52 0,41
12°C | Oh 3h 8h 24h 48h
media 5,38 3,70 4,57 5,26 2,81
es 0,49 0,44 0,90 0,44 0,39
24° C | 0Oh 3h 8h 24h

media 7,83 8,91 9,84 9,51

es 1,19 0,27 0,32 1,89

30°C | Oh 3h 8h

media 7,83 8,15 9,29

es 1,19 0,74 0,84

Tav. 8D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa
(g LY durante I'Esposizione diretta alle diverse terapge.
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Tav. 8E: medie ed errori standard del pEll’emolinfa durante 'Esposizione diretta

alle diverse temperature.

6°C |Oh 3h 8h 24h 48h
media| 7,56 7,48 7,53 7,50 7,42
es 0,03 0,02 0,04 0,03 0,03
12° C | Oh 3h 8h 24h 48h
media| 7,56 7,60 7,70 7,68 7,81
es 0,03 0,04 0,03 0,02 0,02
24° C | 0Oh 3h 8h 24h

media| 7,94 8,05 7,83 7,98

es 0,08 0,05 0,05 0,02

30°C | 0Oh 3h 8h

media| 7,94 7,97 8,00

es 0,08 0,04 0,01

6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 9,25 10,75 10,50, 12,25 10,25 10,00
es 0,95 1,11 0,96 1,03 0,63 0,41
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 9,25 11,75 10,50, 11,50, 10,50 9,50
es 0,75 2,53 1,66 1,26 1,26 0,29

Tav. 9A: medie ed errori standard_di glicerfiag dL'*) durante I'Esposizione graduale

alle diverse temperature.

6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 15,05 11,38 19,15 21,85 6,35 22,45
es 3,03 1,74 2,89 4,72 0,69 3,93
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,30 3,73 5,23 5,55 3,30 4,65
es 0,47 0,31 0,58 0,68 0,70 0,98

Tav. 9B: medie ed errori standard di acido lattioeg dL) durante I'Esposizione
graduale alle diverse temperature.
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6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 1066,00 1059,00 1056,50 1067,50 1052,50 1058,50
es 6,48 4,20 2,87 2,50 0,96 3,30
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media | 1108,00 1105,00 1077,00 1092,50 1073,25 1069,50
es 9,20 8,70 3,11 1,50 6,70 6,65

Tav. 9C: medie ed errori standard della densigll’'emolinfa (g %) durante
I'Esposizione graduale alle diverse temperature.

6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 4,43 3,10 3,39 4,31 2,94 4,14
es 0,21 0,19 0,35 0,08 0,18 0,46
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 8,55 7,94 5,63 7,64 4,79 4,42
es 0,50 0,71 0,42 0,43 0,24 0,85

Tav. 9D: medie ed errori standard della concentrezidi_proteine totalnell’emolinfa
(g dLY) durante 'Esposizione graduale alle diverse teaipee.

6° C Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,46 7,47 7,47 7,42 7,57 7,50
es 0,02 0,04 0,02 0,03 0,03 0,02
12°C | 0Oh 3h 8h 24h 48h 14d
media 7,53 7,54 7,71 7,61 7,68 7,80
es 0,05 0,04 0,04 0,04 0,05 0,01

Tav. 9E: medie ed errori standard del péll’emolinfa durante I'Esposizione graduale

alle diverse temperature.
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Upogebia pusilla

Acqua|0h 0,5h 1h 2h 3h
media 7,00 7,60 8,40, 10,20 8,60
es 0,55 0,93 1,81 2,71 1,44
Aria  |Oh 0,5h 1h 2h 3h
media 6,00 6,20 8,40, 13,200 11,00
es 0,84 0,37 1,29 3,79 3,30

Tav. 10A: medie ed errori standard di glicenimg dU%) durante le prove di
stabulazione e mantenimento alla’aria.

Acqua|0h 0,5h 1h 2h 3h

media | 2,06 18,44 | 25,00 | 35,00 43,40
es 0,25 1450 | 13,48 | 18,98 | 17,17

Aria_ |0h 0,5h 1h 2h 3h
media | 4,76 19,14 | 23,16 | 35,10| 54,12

es 1,91 9,73 6,14 3,81 9,68

Tav. 10B: medie ed errori standard di acido latt{oeg dL) durante le prove di
stabulazione e mantenimento alla’aria.

Acqua |0Oh 0,5h 1h 2h 3h
media | 1066,80 1056,40 1049,20 1046,40 1045,2Q
es 512 4,02 3,38 4,40 4,50
Aria Oh 0,5h 1h 2h 3h
media | 1072,80 1058,80 1061,60 1058,00 1058,40
es 6,89 2,58 3,97 4,20 3,43

Tav. 10C: medie ed errori standard della derditiiemolinfa (g ') durante le prove
di stabulazione e mantenimento alla’aria.

Prot |Oh 0,5h 1h 2h 3h
media 4,97 4,42 3,93 2,78 2,51
es 0,27 0,54 0,77 0,54 0,56
Prot [Oh 0,5h 1h 2h 3h
media 4,44 3,93 4,61 4,62 4,03
es 0,45 0,23 0,25 0,17 0,25

Tav. 10D: medie ed errori standard della conceringzdi proteine totalnell’lemolinfa
(g dUh durante le prove di stabulazione e mantenimelfataga.
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pH Oh 0,5h 1h 2h 3h
media 7,93 7,97 7,89 7,80 7,86
es 0,02 0,04 0,05 0,05 0,07
pH Oh 0,5h 1h 2h 3h
media 7,92 8,01 7,73 7,79 7,99
es 0,05 0,10 0,07 0,04 0,12

Tav. 10E: medie ed errori standard del ptel’emolinfa durante le prove di
stabulazione e mantenimento alla’aria.
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