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INTRODUZIONE

Gli ambienti acquatici in tut-
to il mondo sono soggetti ad un
crescente inquinamento chimico ed
1 tossicologi cercano di evidenziare
gli effetti delle sostanze tossiche sui
sistemi biologici (PoULIN, 1992).

L’uso di organismi a vita libe-
ra, in particolare di pesci, quali
indicatori della qualita degli am-
bienti acquatici, si inserisce in me-
todologie adottate da tempo in al-
tre nazioni (US-EPA, 1993; UNI-
CHIM, 1999) e supportate da una
vasta letteratura (JoHNSON, 1998; Niv-
Mo et al., 1998; Kosmara et al., 1999;
KastHURI € CHANDRAN, 1997), men-
tre, in campo nazionale, non sono
ancora stati validati metodi che pre-
vedono la possibilita di adottare tali
organismi. Al riguardo, il nuovo
Decreto Legislativo 152/99 affida
al’ANPA il compito di sviluppare
studi e ricerche al fine di predispor-
re protocolli operativi in materia.

In tale ottica, ’ARPA di Fer-
rara, che gia sta collaborando con
ANPA nella realizzazione di proto-
colli per test di ittiotossicita acuti
nelle acque, propone ['utilizzo di
diverse specie ittiche per saggi di
tossicita prolungati.

La capacita di alcune specie
ittiche di sopportare senza proble-

mi le condizioni di acquario (ME-
LoTTl et al., 1992) nonché Ialleva-
mento in gabbie galleggianti, ci per-
mette di proporre una metodologia
per test cronici (28 giorni) con pe-
sci “sentinella” (PaLazzi et al., 2001)
per consentire la valutazione di ef-
fetti pitt tipicamente subletali, qua-
li sono quelli osservabili sull’accre-
scimento dell’organismo. Infatti,
I’accrescimento, valutabile come
“velocita di crescita specifica”, &
I’espressione ultima di molteplici
aspetti, sia di natura biochimica,
fisiologica, come anche comporta-
mentale, tutti potenzialmente alte-
rabili, in vario grado, quando un
organismo venga esposto ad una
miscela di contaminanti (VIGANO,
1998). 1 test cronici si prestano an-
che alla valutazione degli effetti
letali che pure potrebbero manife-
starsi a causa dell’esposizione pro-
lungata a1 contaminanti.

In generale, si tenga presen-
te che la variabilita, talvolta eleva-
ta, sia delle fonti di contaminazio-
ne sia del corpo idrico che ne &
recapito, puo essere causa di una
corrispondente variabilita degli ef-
fetti osservati. Pertanto, la mancata
osservazione di effetti tossici in un
preciso momento del regime idrolo-
gico del corpo idrico, non esclude
che si possano riscontrare effetti

tossici attuando la sperimentazio-
ne in momenti e condizioni idrolo-
giche differenti (IRSA-CNR, 1994).
La novita metodologica da noi pro-
posta, il saggio di tossicita prolun-
gato in campo, deriva dalla possibi-
lita di associare il metodo adottato
negli Stati Uniti (US-EPA, 1993),
che prevede 'utilizzo di specie itti-
che per determinare la tossicita acu-
ta su acque di scarico in campo,
con la proposta di metodo per sag-
gio di tossicita prolungato in labo-
ratorio prospettata dall’IRSA-CNR
(VicanNo, 1998). Le considerazioni
sopra esposte ci hanno portato a
ritenere idonee le seguenti specie
ittiche: alborella (Alburnus alburnus
alborella 1..), carpa comune (Cypri-
nus carpio L.)e carassio dorato (Ca-
rassius auratus L.)(TORTONESE, 1975;
Dk Luisg, 1998).

Il ciprinide Alburnus alburnus
alborella & una sottospecie indige-
na d’acqua dolce, ampiamente di-
stribuita in Italia settentrionale,
mentre nei bacini pitt meridionali
dell’Italia centrale sono presenti po-
polazioni originatesi da materiale
introdotto.

La sottospecie vive in acque
limpide a lenta corrente, nonché in
bacini lacustri, purché ben ossige-
nati e con ridotta vegetazione som-
mersa. £ un pesce di piccola taglia,
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vive in media 7-8 anni durante 1
quali cresce al ritmo di circa 2 cm
I’anno. Negli adulti non si eviden-
zia dimorfismo sessuale ed il rap-
porto dei sessi, inizialmente prossi-
mo all’unita, si sposta a favore del-
le femmine con il passare degli
anni.

Il ciprinide Cyprinus carpio &
diffuso in gran parte dell’Europa,
Italia compresa. L’habitat tipico di
questo ciprinide & quello caratteriz-
zato sia da acque stagnanti o a
debolissima corrente, con fondi
melmosi e riccamente inerbiti (dove
in estate 'acqua si fa particolar-
mente calda), sia da acque debol-
mente saline. La carpa abita quin-
di 1l tratto inferiore del corso d’ac-
qua del fiume (foce compresa), le
lanche, i canali di bonifica, 1 laghi,
gli stagni, nonché le paludi. Du-
rante I'inverno, e comunque a tem-
perature inferiori a 10 °C, questo
ciprinide rallenta notevolmente la
sua attivitd metabolica, adagiando-
si sul fondo e nascondendosi par-
zialmente nella melma. La carpa &
un pesce longevo (25-30 anni) che,
a seconda delle caratteristiche bio-
climatiche naturali del suo habi-
tat, cresce pitt o meno velocemente.
La carpa consigliata in questa spe-
rimentazione & la varieta “a spec-
chi”.

Il ciprinide Carassius auratus,
molto simile nei caratteri morfolo-
gici al suo parente stretto, il caras-
sio comune (Carassius carassius),
rappresenta la forma originale e
selvatica del pesce rosso. Vive nei
piccoli stagni ricchi di vegetazione,
nei laghi e nel corso inferiore di
parecchi fiumi asiatici e dell’Euro-
pa orientale (zona dell’abramide).
Supera raramente i 20 cm di lun-
ghezza (5-6 anni di etd), ma pud
raggiungere una taglia massima di
45 cm (circa 3 kg di peso).

Il metodo di seguito esposto,
pur non essendo un metodo stan-
dard in quanto non ancora oggetto
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del consenso e della validazione
necessari, viene proposto perché, in
base ad osservazioni preliminari
degli autori, appare particolarmen-
te adatto per il saggio di tossicita
prolungato nelle acque dolci.

MATERIALI E
STRUMENTAZIONE

La conduzione del saggio di
tossicita richiede:

e gabbie galleggianti in rete con
capacita netta di circa 100 litri,
munite di sostegni metallici, di
un disco di poliuretano espanso
con funzione di galleggiante e
con all’apice una struttura ap-
posita per 'inserimento di una
mangiatoia da esterno automa-
tica;

e funi di adeguata lunghezza, ne-
cessarie per fissare le gabbie gal-
leggianti;

e acquari della capacita unitaria
di 120 litri, operanti in ciclo
chiuso e in grado di garantire
un ricambio idrico completo
ogni 3 ore, provvisti di un siste-
ma di filtrazione meccanica e
biologica (I'innesco dei filtri bio-
logici richiede un’accurata pre-
parazione preliminare e tempi
medi di 40 giorni necessari al-
I'insediamento delle popolazio-
ni batteriche) nonché di un di-
spositivo per la termoregolazio-
ne delle acque, le quali devono
avere una durezza di 160-180
mg/L. CaCO,, un’alcalinita di
110-120 mg/L CaCO, (IRSA-
CNR, 1994), un pH di 6,5-9,0. E
possibile utilizzare acqua di rete
preventivamente declorata;

e sistema di aerazione a bassa pres-
sione fornito di diffusori a pietra
porosa;

e retini per il trasferimento dei pe-
sci;

e retl o coperture trasparenti in
materiale atossico per evitare la
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fuoriuscita degli animali dalle
gabbie galleggianti o dagli ac-
quari di laboratorio;

e mangime pellettato con formu-
lazione variabile a seconda del-
la specie ittica impiegata;

e sacchi di polietilene per il tra-
sporto dei pesci;

e f{rigo portatile;
bombola di ossigeno;
analizzatore di ossigeno disciol-
to, analizzatore di pH e termo-
metro per la misura istantanea
della temperatura;

e bilancia analitica per la misura
del peso dei pesci;

e ittiometro per la misura della
lunghezza dei pesci.

Tutti gli oggetti destinati ad
entrare in contatto con 'acqua di
mantenimento, o con 'acqua da
saggiare, devono essere realizzati
con materiali inerti, che non adsor-
bano significativamente i tossici e,
tanto meno, possano rilasciarne. I1
vetro borosilicato e le plastiche flo-
rurate dovrebbero essere impiegati
ovunque possibile. Gli oggetti co-
struiti con questi materiali possono
essere riutilizzati dopo le necessa-
rie procedure di pulizia.

Come organismi per il sag-
gio si possono utilizzare giovani
esemplari di alborella (quando la
pesca in natura lo consente), carpa
e pesce rosso (quando disponibili
presso gli allevamenti specializza-
ti). Si privilegiano gli stadi giovani-
li in quanto: si adattano meglio
alle condizioni di allevamento ed
alla fase di svezzamento; danno
migliori informazioni sulla veloci-
ta di crescita, quale parametro fon-
damentale per la comprensione del
test; sono piu sensibili degli stadi
adulti, come si & potuto verificare
attraverso test con sostanze tossi-
che (erbicidi).

In seguito al loro invio al
laboratorio, gli esemplari devono
essere mantenuti in quarantena,



per circa 20 giorni, al fine di poter
individuare manifestazioni patolo-
giche e mortalita derivanti dallo
stress di trasporto e dall’acclimata-
zione alle nuove condizioni di alle-
vamento (GHITTINO, 1983). Successi-
vamente 1 pesci vengono suddivisi
negli acquari. Durante il periodo
di mantenimento e acclimatazione
1 pesci sono alimentati con un
quantitativo giornaliero minimo di
mangime sfarinato equivalente al
1-2 % del loro peso fresco (MELOTTI
etal.,1992).

PROCEDURA DI SAGGIO

Per effettuare un saggio di
tossicita prolungato sulle acque di
un corpo idrico, si utilizza un mi-
nimo di dieci organismi. Gli effetti
osservati nel gruppo di pesci esposti
alle acque del corpo idrico vengo-
no confrontati con quelli osservati
in uno stesso numero di organismi
di controllo mantenuti in laborato-
rio.

Il saggio ¢ organizzato limi-
tando la scelta delle dimensioni dei
pesci ad un ambito relativamente
ristretto. Inoltre, la necessita di
mantenere nelle gabbie galleggian-
t1 e negli acquari densita unitarie
comprese tra 0,1 e 0,2 pesci/L e di
valutare la velocita di crescita dei
pesci nel corso della sperimentazio-
ne, comporta la scelta di taglie ri-
dotte. E comunque opportuno non
scendere al di sotto dei 3 cm per
evitare, durante la manipolazione,
il rischio di mortalita dovuto all’ec-
cessiva delicatezza degli organismi.

La misurazione della lun-
ghezza totale si effettua dall’estre-
mita anteriore del capo, e pit preci-
samente dalla mascella, terminan-
do all’estremita della pinna cauda-
le. Per misurare accuratamente peso
e lunghezza dei singoli individui &
consigliabile che essi vengano ane-
stetizzatl. Questa operazione deve
essere effettuata con pesci a digiu-
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no da 24 ore. Si prepara una va-
schetta contenente una soluzione
dialcunti litr1 di anestetico, per esem-
pio fenossietanolo alla concentra-
zione di 0,1 ml/L, debolmente aera-
ta ed alla temperatura di 20£1 °Ce
vi si trasferiscono gli animali per
circa 5 minuti. Trattandosi di mi-
surazioni di peso fresco & necessa-
rio adottare piccoli accorgimenti per
minimizzare il rischio di errore do-
vuto alla presenza di gocce d’ac-
qua sul corpo del pesce; queste pos-
sono essere rimosse appoggiando
delicatamente il pesce su carta da
filtro o simile, senza danneggiare
lo strato di muco protettivo; dopo
aver valutato se l'organismo ane-
stetizzato risponde ai requisiti di
lunghezza e peso desiderati, si pro-
cede alla sua immersione in una
vaschetta simile alla precedente, ma
contenente solo acqua di diluizio-
ne, si attende che il pesce riprenda
le sue attivita funzionali e si trasfe-
risce definitivamente o nel sacco di
polietilene con cui 1 pesci vengono
trasportati in campo o nell’acqua-
rio dilaboratorio destinato a conte-
nere 1 controlli.

Per il trasferimento sul luo-
go di monitoraggio, gli organismi
scelti sono immessi in sacchi di
polietilene precedentemente riem-
piti con una quantita opportuna di
acqua (1/3 del volume) dell’acqua-
rio di stabulazione. Ogni sacco vie-
ne gonfiato insufflando ossigeno (2/
3 del volume) e posto all’interno di
un frigo portatile. Una volta giunti
al sito di monitoraggio, si procede
al raggiungimento dell’equilibrio
delle temperature sostituendo gra-
dualmente ’acqua contenuta nel
sacco con quella del corpo idrico.
La gabbia galleggiante viene im-
mersa nelle acque del corpo idrico
e fissata con una fune, vi si intro-
duce un minimo di 10 pesci e, suc-
cessivamente, viene coperta con una
rete per impedirne la fuga. Il trasfe-
rimento dei pesci deve essere effet-
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tuato con appositi retini, rapida-
mente e con la massima cura, per
minimizzare lo stress e non dan-
neggiare gli organismi.

Periodicamente devono esse-
re eseguiti controlli sulla tenuta e
sulla pulizia delle gabbie galleg-
gianti. Queste devono essere even-
tualmente sostituite se molto spor-
che o incrostate da alghe. Quotidia-
namente si deve provvedere alla ri-
mozione degli eventuali organismi
deceduti, sia in campo che in labo-
ratorio.

In base agli obiettivi del sag-
gio e ai risultati ottenuti dai primi
14 giorni di esposizione, si pud de-
cidere di prolungare la sperimenta-
zione sino al 28° giorno.

Il giorno stesso del termine
del test 1 pesci vengono di nuovo
portati in laboratorio, con la stessa
metodica di trasporto iniziale, e
anestetizzatl per essere pesati e mi-
surati.

In laboratorio, nella vasca
di controllo, devono essere mante-
nute le stesse condizioni di illumi-
nazione (circa 300 lux) cui gli ani-
mali sono stati acclimatati. Il foto-
periodo deve coincidere, per quan-
to possibile, con il fotoperiodo na-
turale. La temperatura deve essere
mantenuta simile alla temperatura
media esterna (£ 2 °C) per l'intera
durata della sperimentazione. Non
¢ opportuno condurre il saggio
quando la temperatura naturale
non & idonea all’accrescimento dei
pesci, quando cioe & troppo bassa
(minore di 10 °C) o troppo alta
(oltre 1 30 °C).

L’alimento somministrato ai
pesci, sia in laboratorio che in cam-
po, &€ un mangime pellettato, speci-
ficamente formulato per Ciprinidi
e caratterizzato da un tenore pro-
teico pari al 45% s.s. e un contenu-
to lipidico del 12,5% s.s. Durante la
sperimentazione, 1 pesci di control-
lo in laboratorio devono essere ali-
mentati quotidianamente con una
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quantita di mangime equivalente
al 4% del loro peso fresco, mentre i
pesci sentinella sono alimentati
quotidianamente con mangime di-
stribuito ad libitum, a causa della
maggiore dispersione dovuta alla
struttura particolare della gabbia
galleggiante. A parita di altre con-
dizioni, la velocita di crescita & stret-
tamente dipendente dalla quantita
di alimento disponibile; pertanto,
la somministrazione giornaliera
della dieta deve essere attentamen-
te controllata.

La distribuzione del mangi-
me deve essere interrotta 24 ore
prima di effettuare il rilievo dei
parametri biometrici dei pesci, evi-
tando cosi che 1 processi digestivi
possano interferire in modo signifi-
cativo. L’alimentazione, quindi, vie-
ne sospesa prima dell’allestimento
del saggio, come pure al 27° giorno
di trattamento.

Per un corretto svolgimento
della ricerca & necessario misurare
quotidianamente la concentrazio-
ne di ossigeno disciolto sia nell’ac-
qua del corpo idrico che nell’ac-
quario di laboratorio contenente i
controlli. Nell’acquario di control-
lo il valore dell’ossigeno deve esse-
re superiore al 60% del valore di
saturazione per 'intera durata del-
la sperimentazione.

E opportuno predisporre ap-
posite schede di laboratorio e di
campo per registrare quotidiana-
mente i valori di temperatura, di
ossigeno disciolto, di pH e di even-
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tuali altri parametri chimico-fisici
di interesse per la fase sperimenta-
le, il numero di pesci morti e ogni
altra alterazione osservabile (cam-
biamento della colorazione, perdi-
ta di equilibrio, nuoto scoordinato,
aumento della velocita respirato-
ria, ecc.).

ESPRESSIONE DEI RISULTATI

I risultati del saggio sono
considerati validi se nell’acquario
contenente gli organismi di con-
trollo s1 osserva una mortalita <
10% ed una concentrazione di ossi-
geno disciolto = 60% del valore di
saturazione.

Al termine del saggio vengo-
no considerati 1 valori di peso e
lunghezza dei singoli organismi.

Vista I'impossibilita nel me-
todo proposto di riconoscere il sin-
golo pesce (in alcune sperimenta-
zionl questo si ottiene attraverso la
marcatura), per I’espressione dei ri-
sultati si effettua una valutazione
di tipo intermedio che consiste nel
calcolo della velocita di crescita
“pseudo” specifica (r) come indica-
to da Vigano (1998) attraverso la
seguente formula:

r=[(logw, -logw, . )/(tt)]x100

dove:

W, € W, = peso (in grammi) rilevato
aitempit, et,

t,t,
mentazione.

= inizio e termine della speri-
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In pratica, non potendo fare
riferimento al peso di quel determi-
nato individuo al tempo t,, "accre-
scimento dell’organismo in esame
viene valutato usando come riferi-
mento il peso medio dell’intero grup-
po di pesci immesso nella vasca al
tempot,,che & indicato comew, ..

La significativita della diffe-
renza traivalori dilunghezza, peso
e velocita di crescita r degli organi-
smi esposti ed 1 valori corrispon-
denti degli organismi di controllo
viene verificata mediante il test t di
Student. Se vengono evidenziate dif-
ferenze statisticamente significati-
ve per almeno uno dei parametri, si
puo affermare che il corpo idrico
monitorato contiene concentrazio-
ni di contaminanti tali da ridurre
I’accrescimento dei pesci. Lo scopo
dell’analisi statistica & di confron-
tare le risposte degli organismi che
sono stati esposti con quelle degli
organismi di controllo e di valutare
se le eventuali differenze, ad esem-
pio di taglia corporea, siano da con-
siderare significative e quindi im-
putabili agli inquinanti presenti nel
campione stesso.

La relativa facilith d’uso dei
programmi disponibili in commer-
cio non deve fuorviare e si consi-
glia di avvalersi sempre della colla-
borazione di un esperto di statisti-
ca che possa consigliare sulla scel-
ta dei metodi di analisi pit appro-
priati.
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