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IntroduzioneIntroduzione
IlIl saggiosaggio biologicobiologico didi fecondazionefecondazione concon ilil riccioriccio didi maremare ParacentrotusParacentrotus lividuslividus ((LamarckLamarck,, 18161816)) èè giuntogiunto quasiquasi allaalla finefine deldel lungolungo processoprocesso didi standardizzazionestandardizzazione graziegrazie allaalla collaborazionecollaborazione

tratra varivari laboratorilaboratori italiani,italiani, cheche haha portatoportato allaalla stesurastesura didi unun protocolloprotocollo definitivodefinitivo ee condivisocondiviso.. LeLe guideguide ASTMASTM ((19951995,, 20042004)) eded ii protocolliprotocolli USUS EPAEPA ((19941994,, 19951995)) cheche descrivonodescrivono ilil testtest didi

fecondazionefecondazione concon speciespecie presentipresenti sullesulle costecoste deglidegli StatiStati UnitiUniti ee deldel Canada,Canada, lascianolasciano lala possibilitàpossibilità didi utilizzareutilizzare l’acqual’acqua naturalenaturale opportunamenteopportunamente filtratafiltrata oo l’acqual’acqua ricostituitaricostituita.. LoLo scoposcopo

deldel presentepresente lavorolavoro èè didi effettuareeffettuare ilil testtest didi fecondazionefecondazione utilizzandoutilizzando siasia acquaacqua didi maremare naturalenaturale cheche ricostituita,ricostituita, alal finefine didi poterpoter confrontareconfrontare ii risultatirisultati ee valutarevalutare eventualieventuali discordanzediscordanze.

Materiali & MetodiMateriali & Metodi

Il saggio consiste nell’esporre un numero

definito di gameti maschili per 1 h ad una

sostanza tossica o ad una matrice acquosa

complessa di cui si vuole valutare la tossicità.

Successivamente vengono aggiunte le uova e

dopo 20 minuti il test viene bloccato con

l’aggiunta di formalina. Il rapporto

sperma:uova adottato è di 15.000:1 con

1.000 uova in 10 ml di soluzione test. Al

termine delle prove vengono conteggiate le

uova fecondate e calcolate le percentuali di

Il confronto tra l’acqua naturale ricostituita è

stato effettuato utilizzando un controllo

negativo, un controllo positivo (soluzione

standard di Cu(NO3)2×3H2O per assorbimento

atomico) alle concentrazioni di 12, 24, 36, 48,

60, 72, 84, 96 µg/l, e due matrici acquose

(elutriato e acqua di mare tal quale).

Nel caso dei campioni ambientali, le matrici

acquose sono state preparate a partire dalle

due acque differenti. Sono state effettuate tre

prove nei mesi tra marzo e maggio. La

differenza o meno tra i due trattamenti è stata

ElaborazioneElaborazione DatiDati

ConclusioniConclusioni
Il saggio di spermiotossicità con P. lividus sviluppato in parallelo con acqua marina filtrata e acqua ricostituita ha prodotto effetti molto diversi sulla fecondazione per ogni tipo di
matrice acquosa. Due prove su tre hanno dato risultati migliori utilizzando di acqua marina naturale; tuttavia si possono riscontrare dei limiti anche nell’utilizzo di questo tipo di acqua.
In effetti l’acqua proveniente da un ambiente naturale, anche se prelevata dallo stesso sito, può presentare caratteristiche chimiche diverse: le correnti infatti possono essere
responsabili dell’apporto di sostanze tossiche provenienti da sorgenti lontane. Purtroppo la variabilità dei dati raccolti non permette nessuna conclusione definitiva. Ulteriori prove
sperimentali sono quindi necessarie per definire la metodica.
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uova fecondate e calcolate le percentuali di

fecondazione corrispondenti alle diverse

diluizioni della matrice acquosa complessa

testata (Lera et al., 2006).

differenza o meno tra i due trattamenti è stata

valutata tramite ANOVA e mediante i valori di

EC50 relativi all’utilizzo della sostanza tossica

di riferimento.

Nella prima prova, relativamente alle due matrici acquose impiegate, i valori percentuali di
fecondazione ottenuti utilizzando acqua ricostituita, sono risultati < 50%, indicano che
questa ha effetti negativi sulla fecondazione. Al contrario, l’utilizzo di acqua di mare filtrata
ha fatto registrare sempre valori di fecondazione > 79%.

L’ANOVA conferma la differenza significativa tra le due acque per le due matrici testate con
p<0,05. Risultati opposti si hanno invece nella seconda prova, in cui il tasso di
fecondazione è più alto utilizzando acqua ricostituita piuttosto che acqua naturale. Ancora
una volta l’analisi statistica conferma la differenza significativa tra le due acque (p<0,05).
Nell’ultima prova, dai dati raccolti saggiando i due campioni, si può dire che l’utilizzo di
acqua di mare filtrata garantisce un tasso di fecondazione maggiore rispetto all’acqua
ricostituita, come già si era verificato nella prima prova.
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fecondazione ottenuti utilizzando acqua ricostituita, sono risultati < 50%, indicano che
questa ha effetti negativi sulla fecondazione. Al contrario, l’utilizzo di acqua di mare filtrata
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L’ANOVA conferma a ancora la differenza significativa tra i due trattamenti. Se consideriamo
ora i risultati ottenuti per la sostanza tossica di riferimento, si ha la conferma dell’esito delle
prove sui campioni ambientali; infatti anche per il rame l’analisi statistica conferma la
differenza significativa tra i due trattamenti, con p<0,05.
I valori di EC50 ottenuti nelle tre prove con il rame variano da un minimo di 20,08 µg/l
(seconda prova con acqua ricostituita) a un massimo di 47,43 µg/l (prima prova con acqua
marina filtrata). Tali valori concordano con quanto riportato in letteratura da Lera e
Pellegrini (2006) in un lavoro con P.lividus in cui il range dell’EC50 varia tra 22,25 µg/l e
41,86 µg/l. Altri autori riportano valori di EC50 che variano nel range da 39 µg/l a 71 µg/l,
ma il saggio è eseguito con un numero assoluto maggiore di gameti, fatto che fa diminuire
la sensibilità del test (Volpi Ghirardini e Arizzi Novelli, 2001).

L’ANOVA conferma a ancora la differenza significativa tra i due trattamenti. Se consideriamo
ora i risultati ottenuti per la sostanza tossica di riferimento, si ha la conferma dell’esito delle
prove sui campioni ambientali; infatti anche per il rame l’analisi statistica conferma la
differenza significativa tra i due trattamenti, con p<0,05.
I valori di EC50 ottenuti nelle tre prove con il rame variano da un minimo di 20,08 µg/l
(seconda prova con acqua ricostituita) a un massimo di 47,43 µg/l (prima prova con acqua
marina filtrata). Tali valori concordano con quanto riportato in letteratura da Lera e
Pellegrini (2006) in un lavoro con P.lividus in cui il range dell’EC50 varia tra 22,25 µg/l e
41,86 µg/l. Altri autori riportano valori di EC50 che variano nel range da 39 µg/l a 71 µg/l,
ma il saggio è eseguito con un numero assoluto maggiore di gameti, fatto che fa diminuire
la sensibilità del test (Volpi Ghirardini e Arizzi Novelli, 2001).
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Fig. 3 – Confronto tra le  medie % di uova fecondate utilizzando acqua di mare filtrata o acqua ricostituita.
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Fig. 4 – Confronto tra le medie % di uova fecondate utilizzando acqua  filtrata o acqua ricostituita.

Fig. 1:Confronto tra le medie % di uova fecondate utilizzando acqua di mare filtrata o acqua ricostituita. Fig. 2– Confronto tra le medie % di uova fecondate utilizzando acqua di mare filtrata o acqua ricostituita..


