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1. INTRODUZIONE

L’ONU stima che la popolazione mondiale raggiungera 1 nove miliardi nel
2040, con una crescita del 30% della popolazione attuale. Di conseguenza, la
richiesta di proteine animali ¢ in costante e progressivo aumento (UN, 2019).
Il consumo umano attuale di pesce ¢ stimato in circa 20 Kg pro capite e
approssimativamente la meta deriva dall’acquacoltura (FAO, 2016). Nel 2014
il 50% dei prodotti di origine acquatica consumati dalla popolazione mondiale
proveniva dall’allevamento. Negli ultimi decenni le produzioni di pesca sono
progressivamente aumentate, con una crescita dei prodotti d’acquacoltura
impressionante, che ¢ passata dal 13,4% nel 1990, al 25,7% nel 2000 ¢ al 47 %
nel 2012, su un totale di 189 milioni di tonnellate di prodotti acquatici nel

mondo (FAO, 2018) (Fig. 1).

FIGURE 1
WORLD CAPTURE FISHERIES AND AQUACULTURE PRODUCTION

Fig. 1: Produzione mondiale della pesca e dell’acquacoltura

Per soddisfare la crescente domanda di pesce da parte della popolazione in

continua espansione, ¢ divenuto imperativo incrementare ’efficienza e la



sostenibilita dell’acquacoltura (FAO, 2018). La capacita dell'acquacoltura e
della pesca di fornire cibo per la popolazione futura dipendera, in parte, dalla
gestione e dalla sostenibilita della pesca e dalla capacita di ridurre 1'impatto
ambientale dell'acquacoltura (FAO, 2016). L’alimentazione degli organismi
acquatici allevati ha subito un’evoluzione negli ultimi cinquant’anni che ha
notevolmente contribuito ad aumentare la produttivita dell’acquacoltura a
livello mondiale.

Si ¢ partiti molti decenni fa con 1’utilizzo di alimenti crudi e sottoprodotti
dell’industria di trasformazione; attualmente si fa largo impiego, per la
formulazione dei mangimi, della farina e dell’olio di pesce, dato il loro profilo
nutrizionale completo, in grado di soddisfare le richieste alimentari delle specie
allevate (Gomez, 2019). Le farine e oli di pesce derivano per lo piu dalla
lavorazione di piccoli pesci pelagici pescati e non destinati al consumo diretto
da parte dell’uomo. Solo una parte marginale delle farine e oli di pesce utilizzati
nella formulazione dei mangimi, infatti, deriva dalla lavorazione degli scarti
del pesce destinato al consumo umano. La FAO ha stimato che nel 2009 la
pesca ha fornito circa 90 milioni di tonnellate di prodotto, di cui circa 20 milioni
di tonnellate sono state utilizzate per la produzione di farine e oli di pesce. La
risorsa ittica da cui si ricavano queste materie prime € sottoposta quindi a una

forte pressione di pesca e gli stock ittici naturali risultano in calo e sovrasfuttati



a livello mondiale, con la conseguenza che il prezzo di queste materie prime ¢
in costante aumento (FAQO, 2009).

In parallelo, ¢ progressivamente cresciuta 1’attenzione e la sensibilita nei
confronti delle tematiche di sostenibilita ambientale, nel tentativo di ridurre al
minimo la pressione della pesca destinata all’acquacoltura. La ricerca
scientifica, di conseguenza, si ¢ indirizzata verso 1’individuazione e la scelta di
ingredienti alternativi e piu sostenibili nella formulazione della dieta per i pesci

allevati.



1.1 Nuovi ingredienti alimentari in acquacoltura

Negli ultimi anni sono stati raggiunti nuovi interessanti progressi nella
progressiva sostituzione di farine e oli di pesce nella mangimistica con diverse
tipologie di ingredienti. I primi tentativi di sostituzione parziale o totale dei
mangimi a base di oli e di farina di pesce sono stati basati sull’impiego di
prodotti di origine vegetale, in particolare la soia (Smith, 1977). A favore vi ¢
l'elevata digeribilita e l'alto contenuto proteico. Nello stesso tempo va
considerato che 1’utilizzo ai fini dell’alimentazione dei pesci d’allevamento
degli oli e farine vegetali compete con 1’utilizzo umano di queste stesse risorse
(O’ Keefe, 2003). Inoltre, 1 mangimi di origine vegetale presentano alcune
caratteristiche svantaggiose rispetto alla farina di pesce, come maggiori livelli
di fibre, carboidrati non solubili, profilo amminoacidico squilibrato e presenza
di fattori antinutrizionali, che in maniera diretta o indiretta interferiscono con
I’assimilazione e la digestione del cibo, con conseguenze sulla crescita e sulla
salute dei pesci (Gatlin et al., 2007). Un'altra limitazione legata ai composti di
origine vegetale risiede nel loro profilo lipidico, caratterizzato dalla mancanza
di acidi grassi altamente insaturi (HUFA), come ad esempio gli acidi
eicosapentaenoico (EPA; 20: 5n-3) e docosaesaenoico (DHA; 22: 6n-3)

(Merrifield et al, 2011).



L'assenza o la riduzione di questi acidi grassi essenziali puo avere un impatto
significativo sul valore nutrizionale del prodotto d'allevamento (Mulligan &
Trushenski, 2013). In relazione al contenuto proteico, invece, 1 mangimi di
origine vegetale ne hanno un buon contenuto, in grado di coprire il 40-45% del
contenuto proteico dei mangimi tradizionali, anche se presentano carenze di
amminoacidi solforati quali la metionina (O’Keefe, 2003).

Soia. Il contenuto relativamente elevato di proteine e il buon profilo di
amminoacidi della soia, hanno reso la farina di soia un ingrediente “appetibile”
per l'alimentazione dei pesci d'allevamento. La farina di soia ¢ ottenuta come
sottoprodotto dell'estrazione di olio di soia. Le farine si ottengono mediante
processi di estrazione con trattamento termico (torrefazione a flusso d’aria
calda) dei semi di soia o con solventi dei grassi, generalmente 1’esano. Le farine
ottenute con 1 metodi di trattamento termico possono essere efficacemente
utilizzate nelle diete formulate per un'ampia varieta di specie ittiche (Lim e
Akiyama, 1989), quali la trota (Smith, 1977), il pesce gatto (Saad, 1979) e la
tilapia (Tacon et al, 1983). Il contenuto proteico della soia ¢ elevato, con un

profilo amminoacidico generalmente superiore alle altre proteine vegetali

(Tab.1).



Contenuto in amminoacidi espresso come %o di proteine

Menhaden Soia Arachidi Semi di cotone Colza Mais
Arginina 6,1 7.4 9.5 10,2 5,6 34
Istidina 24 25 2,0 27 2,7 23
Isoleucina 4,7 5,0 3,7 3.7 3.7 4,2
Leucina 7,3 7.5 5,6 5,7 6,8 16,8
Lisina 7 874 6.4 3,7 4,1 54 1,7
Metionina 2,9 1,4 0,9 1.4 1,9 2.9
Cistina 0,9 1,7 1,5 1,9 0,8 1,7
Fenilalanina 4,0 49 4.2 59 38 6,6
Tirosina 3.2 3.4 3.2 2.0 22 5.3
Treonina 4.1 3.9 24 3.4 4.2 3.6
Triptofano 1.1 1.4 1.0 1.4 1.2 0,5
Valina 5.3 5.1 3.9 4.6 4.8 51

Tab. 1: Confronto dei contenuti in amminoacidi essenziali dei piu comuni vegetali utilizzati nella produzione di mangimi con quello del
Menhadem (piccolo pelagico da cui si ricava mangime tradizionale).

Tra le criticita riguardanti i mangimi derivati dalla soia c'¢ il loro contenuto in
fattori anti-nutrizionali, che possono influenzare negativamente la crescita e la
salute dei pesci. Questi includono inibitori della proteasi, emoagglutinine,
goitrogeni (antitiroidei) e fitati (Liener, 1980). Alcuni di questi possono essere
nattivati o eliminati mediante trattamento termico. L'unico fattore anti-
nutrizionale termostabile di significato pratico nella nutrizione dei pesci ¢
l'inibitore della tripsina. Se una quantita elevata di questo enzima ¢ presente nel
mangime di soia, puo legare la tripsina inibendo la digestione delle proteine,
ma il trattamento termico inattiva efficacemente questo enzima. In

acquacoltura, sono ritenuti accettabili 1-3 mg di attivita inibitrice della tripsina



per grammo di mangime (Akiyama, 1988). I carboidrati della soia includono
gli oligosaccaridi saccarosio, raffinosio e stachiosio. Mentre il saccarosio ¢
digerito dai pesci, gli altri due oligosaccaridi non lo sono. La loro presenza nel
contenuto intestinale aumenta la pressione osmotica e interferisce con
l'assorbimento di acqua. Questi oligosaccaridi indigeribili non presentano alcun
problema nei pesci d'acqua dolce, che espellono costantemente 1'acqua per
mantenere la pressione osmotica dei loro fluidi corporei in ambiente ipo-
osmotico come 1’acqua dolce. Nelle specie marine, invece, puo rappresentare
una fonte di stress della regolazione osmotica. Refssstie et al. (1999) hanno
evidenziato che 1 polisaccaridi non amilacei nell’alimentazione del salmone
dell'atlantico (Sa/mo salar) hanno indotto una ridotta digeribilita di grassi e
proteine data la maggiore viscositd del contenuto intestinale, limitando la
diffusione e I’azione degli enzimi digestivi. Questa osservazione non ¢ mai
stata riportata negli studi con pesci d'acqua dolce.

Cotone. I semi di cotone sono la seconda fonte piu abbondante di proteine
vegetali. Come per la soia, questo seme oleoso viene lavorato in diversi modi
per produrre olio di semi di cotone e una varieta di farine. Nelle zone ad alta
produzione di cotone, le farine di cotone sono meno costose rispetto a quelle di
soia. Rispetto a quella della soia, la farina di cotone ¢ molto ricca di arginina,

ma ¢ gravemente carente di lisina e leggermente carente di isoleucina e
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amminoacidi solforati, quali metionina e cistina (Tab. 1). Nell’alimentazione
del pesce gatto, I’apporto effettivo di amminoacidi essenziali delle farine di
cotone ¢ stato inferiore rispetto a quelle di soia (Wilson et al, 1981). L'uso di
prodotti a base di farina di semi di cotone nei mangimi per le specie di
acquacoltura ¢ stato limitato per la presenza di componenti anti-nutrizionali,
quale il gossipolo, un’aldeide polifenolica, tossico per i pesci.

Microalghe. L'uso delle micro-alghe in acquacoltura ¢ pratica comune da molti
anni. Il loro ruolo in questo settore ¢ importante soprattutto nelle prime fasi di
sviluppo dei pesci e degli invertebrati allevati. Le micro-alghe sono usate come
alimento diretto per tutte le fasi del ciclo vitale de1 molluschi bivalvi e per le
primissime fasi di sviluppo larvale dei pesci e dei crostacei (Brown, 2002).
Esse, inoltre, sono spesso inserite nelle vasche di allevamento degli avannotti
in una procedura che prende il nome di "allevamento in acqua verde” (Shields
et al., 2012). La loro presenza in vasca, oltre ad alimentare i piccoli
invertebrati, a loro volta preda degli avannotti, fa si che si crei un filtro naturale
per la radiazione luminosa e permette di mantenere elevate concentrazioni di
ossigeno. II loro principale impiego in acquacoltura consiste nell’utilizzo come
alimento per rotiferi (Brachionus spp.) e piccoli crostacei (Artemia salina)
comunemente usati come mangimi vivi per gli avannotti (Borowitzka, 1997). |

rotiferi, in particolare, hanno la caratteristica di modificare il proprio profilo
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lipidico in base a ci0 di cui si nutrono. Le micro-alghe utilizzate con questo
scopo condividono una serie di caratteristiche chiave: hanno dimensioni
comprese tra 10 e 100 um, hanno tassi di crescita elevati, non producono
tossine, sopportano ampie variazioni di temperatura e radiazione luminosa e
possiedono un buon profilo nutrizionale. Le principali micro-alghe con queste
caratteristiche sono ritrovabili nei generi Nannoclhoropsis, Paviova,
Isochrysis, Tetraselmis € Rhodomonas (Brown, 2002).

Queste alghe possono essere utilizzate come fonte proteica alternativa ma
soprattutto come fonte di PUFAs. Effetti positivi della somministrazione di
micro- € macro-alghe e loro derivati sono noti da anni. L inclusione al 50% di
micro-alghe come Chlorella e Scenedesmus ha effetti positivi sulla crescita e
sull’assimilazione delle proteine (Badwy et al., 2008).

Macro-alghe. La possibilitda di utilizzare le macro-alghe come additivo o
sostituente nelle diete tradizionali € stata meno analizzata. Il loro valore
nutrizionale e il loro contenuto in PUFAs ¢ comunque inferiore rispetto a quello
osservabile nelle micro-alghe e nei mangimi commerciali.

Nonostante ci0, l'aggiunta di Ulva clathrata nei mangimi utilizzati per il
gambero Litopenaeus vannamei ha comportato un incremento nei tassi di
crescita, dimostrando la capacita di quest'alga di poter agire come fattore

nutrizionale o comunque di incrementare le capacita di assimilazione negli
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organismi che di essa si nutrono (Cruz-Suarez et al., 2010). Altri effetti positivi
dell'aggiunta di Ulva clathrata alle diete tradizionali, quali l'incremento della
resistenza allo stress e all'insorgenza di malattie e i1l miglioramento
dell'assimilazione proteica sono stati riscontrati anche negli studi condotti da
Fleurence et al. (2012).

I principali fattori che limitano l'utilizzo di queste risorse nell'ambito della
mangimistica risiedono nei costi di produzione, almeno per quanto riguarda le
micro-alghe. Gli studi di Borowitzka (1997) hanno evidenziato che 1 costi per
il mantenimento delle colture micro-algali possono arrivare a rappresentare il
30-40% delle spese sostenute dalle avannotterie. Un secondo fattore limitante,
relativo sia alle micro che alle macro-alghe, risiede nella scarsa digeribilita.
L’utilizzo di micro-alghe e macro-alghe offre proteine di buona qualita ma
comunque non come le proteine animali (Rizwan et al., 2018). Le proteine
animali sono ricche della maggior parte degli amminoacidi essenziali e
comprendono grandi quantita di proteine idrosolubili, che presentano il
vantaggio di essere altamente digeribili (Tacon et al., 2015). In questo contesto,
dal giugno 2013, la farina di pesce puo essere parzialmente sostituita da una
varieta di miscele di proteine animali non ruminanti, tipo farine di sottoprodotti

del pollame (Rimoldi et al., 2018).
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In un recente studio, Rimoldi et al. (2018) hanno valutato l'impatto della
parziale sostituzione della farina di pesce tradizionale con una miscela di
sottoprodotti di origine animale e proteine di origine vegetale sul microbiota
intestinale della trota iridea (Oncorhynchus mykiss), ottenendo un buon
risultato in termini di rendimento di crescita e assenza di variazioni

significative nella ricchezza del microbiota intestinale.
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1.2 Dieta a base di insetti: potenziale

Tra le varie alternative proposte, gli insetti rappresentano un candidato molto
promettente nella sostituzione di farina ed olio di pesce. In primo luogo, rispetto
agli altri ingredienti proposti, hanno il vantaggio di avere una tipologia di
allevamento sostenibile e la capacita di crescere su substrati organici di scarto,
convertendoli in biomassa di buona qualita. Inoltre, il substrato di scarto
potrebbe essere ricavato da rifiuti organici di aziende terrestri aumentando la
sostenibilita dell’utilizzo degli insetti in un’ottica di economia circolare. Gli
insetti sono parte della dieta naturale di molte specie di pesci (Van Huis,
2013;Tran et al., 2015). Larve di insetti (Hermetia illucens e Tenebrio molitor)
sono state 1impiegate con successo come ingredienti alimentari
dell’alimentazione del branzino (Dicentrarchus Labrax) (Magalhaes et al.,
2017), dell’occhione (Pagellus Bogarevo) (laconisi et al., 2017), della carpa
(Cyprinus carpio varieta Jan) (Li et al., 2017), della trota iridea (Oncorhinchus
mykiss) (Borgogno et al., 2017), e del salmone dell’atlantico (Sal/mo salar)
(Lock et al., 2016). Nell’ultimo decennio si € riscontrato un interesse crescente
nell’utilizzo di insetti come fonte proteica nella produzione di cibo per animali,
soprattutto per ’alta qualita e quantita di proteine di alcune specie di insetto

(Sanchez-Muros et al., 2014). Il quantitativo proteico riscontrabile negli insetti
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oscilla tra i1 42% e il 63%, ben paragonabile a quello presente nella soia e poco
inferiore a quello che si ritrova nelle farine e oli di pesce (Tran et al., 2015).
Gli insetti impiegati a tale scopo hanno crescita rapida, facile riproduzione e
soprattutto non richiedono 1I’impiego di terreni coltivabili (Barroso et al., 2014;
Sanchez-Muros et al., 2014; Henry et al., 2015).

In Occidente le tre specie di insetto piu promettenti sono la Musca domestica,
il Tenebrio molitor e I’Hermetia illucens (Veldkamp et al., 2012; Tran, 2015),
grazie alla loro capacita di crescere su rifiuti organici con grande efficienza di
bio-conversione (Veldkamp et al., 2012; Cickova et al., 2015; Nguyen et al.,
2015).

Un potenziale problema correlato all’utilizzo degli insetti ¢ il rischio che essi
siano potenziali vettori di patogeni quali batteri, miceti, virus e protozoi. In
effetti tali patogeni sono stati isolati dagli insetti; tuttavia, con adeguate misure
igieniche nella catena produttiva, inerenti ’impiego di adeguati substrati di
accrescimento ¢ di efficaci tecniche di lavorazione, il rischio di trasmissione
all’'uomo ¢ minimizzato (EFSA, 2016). Riguardo ai rischi di trasmissione di
patogeni, gli insetti adulti di Black Soldier Fly (BSF) (Hermetia illucens) non
avvicinano gli esseri umani, non mordono né pungono e¢ non fungono da
veicolo per alcuna malattia. Un’altra importante caratteristica di BSF ¢

rappresentata dal suo coinvolgimento nel controllo dei parassiti della Musca
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domestica, come dimostrano alcuni lavori nei quali la quantita di larve di mosca
presente sul letame viene azzerata dopo lo sviluppo delle larve di BSF
(Sheppard, 1983).

L’utilizzo degli insetti come ingrediente sostitutivo € perd ancora fortemente
limitato dal contenuto di chitina, presente nel loro esoscheletro, e dal profilo di
acidi grassi sbilanciato verso una maggiore componente di saturi rispetto ai
polinsaturi.

Chitina: I pesci hanno una capacita di digestione della chitina limitata ed ¢
stato dimostrato che le diete che ne sono ricche possono avere un impatto
negativo sull'assunzione di cibo, digeribilita e assorbimento dei nutrienti e
quindi sulla performance di crescita (Kroeckel et al., 2012). Gli insetti hanno
un esoscheletro composto principalmente da chitina, un polisaccaride costituito
da piu unita di N-acetilglucosammina (N-acetil-D-glucos-2-ammina) legate tra
di loro con un legame di tipo B-1,4. I polimeri di chitina tendono a formare
microfibrille caratterizzate da elevata idrofobicita, insolubilita in acqua e in
solventi organici, e particolare resistenza alla degradazione enzimatica
(Gutowska et al., 2004).

Gli enzimi in grado di degradare la chitina includono le chitinasi e la p-N-
acetilglucosaminidasi che catalizzano 1'idrolisi del legame glicosidico B- 1,4.

Questi enzimi si trovano anche in organismi che non contengono la chitina ma
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utilizzano la chitina come fonte di nutrienti (Merzendorfer & Zimoch, 2003).
Le chitinasi sono presenti anche nel tubo digerente di molte specie ittiche,
indipendentemente dalle abitudini alimentari. Ad esempio, l'attivita chitinasica
¢ stata rilevata nel merluzzo (Gadus morhua) quando l'animale si nutre di
crostacei, ma tale attivita potrebbe essere attribuita anche ad alte concentrazioni
di chitinasi nella preda (Krogdahl et al., 2005). Tuttavia, sembra che vi sia la
capacita di alcuni pesci di produrre chitinasi intestinali ed endogene (Danulat,
1986).

Ikeda et al. (2017) hanno anche descritto 1'espressione dei geni della chitinasi e
l'attivita della chitinasi in organi di pesce che non sono coinvolti nella
digestione, suggerendo che le chitinasi svolgono ruoli multipli nei vertebrati.
Koch et al. (2014) hanno identificato sei chitinasi e proteine simil-chitinasiche
di zebrafish chiamate CHIA. I-6. Gli autori hanno anche esplorato il modello
di espressione di ciascuno dei sei geni CHIA di zebrafish, dallo stato di zigote
al 5° giorno di stato larvale. Le prime chiare differenze nel pattern di
espressione si sono riscontrate a 4-5 giorni dalla fecondazione. I geni CHIA. 1,
CHIA.2 e CHIA.3 erano quasi esclusivamente espressi dal rivestimento dello
stomaco, mentre CHIA.4, CHIA.5 e CHIA.6 mostravano debole espressione

gastrica e elevata espressione epatica.
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Tuttavia la chitina se fornita a basse concentrazioni pud avere un’azione
immunostimolante. Esteban et al. (2001), infatti, hanno riportato che bassi
livelli di chitina nella dieta migliorano l'attivita immunitaria dell'orata (Sparus
aurata).

Nonostante la presenza di chitinasi endogene sia stata riscontrata sia in pesci di
mare che di acqua dolce, onnivori e carnivori, la chitina rimane un componente
non digerito delle diete a base di insetti (Rust, 2002). La sua bassa digeribilita
sembra associata alla sua inclusione in una matrice a base proteica, lipidica e
di altre molecole componenti la cuticola degli insetti. La presenza di questa
matrice potrebbe ridurre la penetrazione delle chitinasi e di altri enzimi,
riducendo la digestione della chitina e anche di altre proteine e lipidi.
Composizione in acidi grassi: I lipidi sono fondamentali nell'alimentazione
dei pesci teleostei. Sono infatti la principale fonte energetica per il metabolismo
cellulare nonché fonti di acidi grassi insaturi regolatori della fluidita e
funzionalita delle membrane cellulari. Favoriscono inoltre I'assorbimento
intestinale di vitamine liposolubili (in particolare A, D e K) e sono precursori
di una famiglia importante di ormoni, quella delle prostaglandine, trombossani
e leucotrieni (Asturiano et al., 2000; Sorbera et al., 2001). I lipidi, inoltre, una
volta assorbiti € metabolizzati, influenzano la quantita di grassi depositati nel

corpo ¢ la loro composizione in acidi grassi. Ne risultano quindi influenzate le
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caratteristiche organolettiche del pesce intero o delle sue porzioni propriamente
edibili quali 1l gusto, I'aroma, la consistenza, la lavorabilita e la conservabilita
dei filetti (Henry et al., 2015). Gli insetti sono carenti di acidi grassi omega-3
eicosapentaenoico (EPA) e docosaesaenoico (DHA) e cid pud rappresentare
una limitazione al loro impiego nell’alimentazione dei pesci.

L'acido a-linolenico (ALA; 18:3n-3) e l'acido linoleico (LA; 18:2n-6) sono
definiti acidi grassi essenziali (EFA) nelle diete dei vertebrati a causa della loro
incapacita di produrli. Questi EFA possono essere ulteriormente desaturati ed
elongati per formare acidi grassi altamente insaturi (HUFA) fondamentali con
C20 e C22, come I’acido arachidonico (AA; 20:4n-6), 1’acido
eicosapentaenoico (EPA; 20:5n-3) e I’acido docosaesaenoico (DHA; 22:6n-3).
I tessuti sia dei pesci d'acqua dolce che dei pesci marini sono generalmente
molto ricchi di acidi grassi C20 e C22, in particolare EPA e DHA. E’ risaputo
che la via della biosintesi di EPA e DHA da ALA ¢ presente nei pesci d'acqua
dolce e allo stesso tempo vi ¢ la prova che questa conversione non si verifica
nei pesci marini (Vargas et al., 2018). Questa differenza riflette il fatto che EPA
¢ DHA sono molto abbondanti nell'ambiente marino e vengono trasmessi intatti
dal fitoplancton ai pesci attraverso lo zooplancton. In questo modo i pesci
marini non hanno avuto alcuna pressione evolutiva per conservare la capacita

di produrre HUFA. Al contrario, la preda naturale di molti pesci d'acqua dolce,
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in particolare le loro prede invertebrate, non ¢ ricca di DHA ma ricca di acido
linoleico e acido a- linolenico. Tuttavia, esperimenti in vivo su rombo (Psetta
maxima) ¢ orata (Sparus aurata) hanno dedotto che I'apparente incapacita dei
pesci marini di biosintetizzare gli HUFA non ¢ dovuta alla completa assenza
dei geni richiesti, ma al fatto che uno o piu di questi geni non sembrano
sufficientemente espressi (Tocher, 2003). Secondo questo assunto Lee et al.
(2003) hanno dimostrato che I'alimentazione dei giovanili di passera stellata
(Platichthys stellatus) con diete a diverso contenuto lipidico provocava una
crescita ridotta nei pesci alimentati con diete carenti di n-3 HUFA. Inoltre, le
diete ricche di n-3 HUFA hanno evidenziato un aumento di questi acidi grassi
nei pesci, a differenza di quanto avviene nei pesci alimentati con diete carenti,
suggerendo che ha poca o nessuna capacita di sintetizzare questi acidi grassi.
In uno studio sulla carpa Jian (Cyprinus carpio var. Jian) ¢ stata studiata la
possibilita di sostituire parzialmente o totalmente la farina di pesce con farina
di larve di mosca soldato nera (BSF). Sebbene la dieta con Hermetia illucens
non abbia influenzato negativamente né la crescita del pesce né 1'utilizzo dei
mangimi, ¢ stato rilevato un grave impoverimento di n-3 HUFA in tutto il corpo
del pesce. Il cDNA di elongasi di acidi grassi (Elovl; allungamento di acidi
grassi a catena molto lunga) ¢ stato clonato da diverse specie di acqua dolce

come zebrafish, tilapia e salmonidi oltre che da specie marine di merluzzo,
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rombo e orata (Glencross, 2009; Tocher, 2010). In particolare il ¢cDNA di
Elov15 e Elov12 isolato da zebrafish ha mostrato un'elevata somiglianza con
Elovl5 ed Elovl2 dei mammiferi, con il primo principalmente coinvolto
nell'allungamento di C18 e C20 PUFA e il secondo principalmente attivo verso
C20 e 22 PUFA (Tocher, 2010). Analogamente, i cDNA delle desaturasi di
acidi grassi (Fad) sono stati isolati da trota iridea e da zebrafish (Glencross,
2009; Tocher, 2010).

Tra le diverse specie di insetti che sono state allevate e studiate per la loro
possibile applicazione in acquacoltura, Hermetia illucens rappresenta una delle
piu interessanti (St-Hilaire et al., 2007). L'allevamento di BSF ¢ stato proposto
dal 1990 come un efficiente modo per convertire i rifiuti organici in biomassa
ricca di proteine e di grassi adatta a vari scopi, tra cui I'alimentazione animale
(Diener et al., 2011). Belghit et al. (2018) hanno valutato 1'effetto della farina
di insetti (IM) e dell'olio di insetti (IO) sulla performance di crescita,
composizione corporea e digeribilita del salmone atlantico allevato in acqua
dolce. L’IM e I’'1O sono stati prodotti da larve di BSF. Gli autori non hanno
riscontrato differenze significative nelle performance di crescita. L'inclusione
delle diete a base di IM ha aumentato significativamente sia I'indice
epatosomatico che quello somatico viscerale del salmone atlantico. L'attivita

proteinasica intestinale non ¢ stata influenzata dall'inclusione delle larve di BSF
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nella dieta, mentre l'attivita della leucina aminopeptidasi ¢ stata inferiore nei
pesci nutriti con farina di insetto rispetto al gruppo di controllo. 11 contenuto
corporeo proteico, lipidico e amminoacidico non ¢ stato influenzato dalla fonte
proteica o lipidica.

In sintesi, questo studio dimostra che la farina di insetto e l'olio delle larve di
BSF hanno un grande potenziale come fonte di nutrienti per il salmone
atlantico. Vargas et al. (2018) hanno valutato, per la prima volta, la possibile
applicazione di una dieta integralmente basata su BSF nell'allevamento larvale
di zebrafish.

I risultati in termini biometrici, di composizione in acidi grassi, di espressione
di geni coinvolti nella crescita, nella risposta allo stress, nel metabolismo
lipidico, nell'attivita chitinolitica, nell'inflammazione intestinale e nella
composizione macromolecolare del fegato suggeriscono una possibile
applicazione di una dieta derivata da insetti per l'allevamento larvale di
zebrafish. Tuttavia, gli autori suggeriscono la necessita di ulteriori studi per
meglio comprendere le potenzialita di questa specie di insetto nell'allevamento
dei pesci. Proseguendo in questa direzione, Zarantoniello et al. (2019) hanno
recentemente dimostrato che, dopo un periodo di sei mesi di alimentazione a
base di prepupe di BSF al 50 %, gli zebrafish hanno mostrato una maggiore

espressione dei geni di elongasi e desaturasi (elovi2, elovl5 e fads?2) rispetto al
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gruppo di controllo nutrito con farina di pesce, e le analisi gascromatografiche
hanno rivelato la presenza di HUFA, sottolineando la capacita dello zebrafish
di promuovere conversioni lipidiche.

In sintesi, 1 risultati descritti mostrano che [’utilizzo degli insetti
nell’acquacoltura ha potenzialita di rilievo, soprattutto per la componente
proteica (Sanchez-Muros et al., 2014). Inoltre la sostenibilita di questa risorsa
¢ strategica, in quanto non competitiva con la pesca o 1’agricoltura, ma
rappresenta una via ecosostenibile per il riutilizzo della materia organica
definita come scarto o rifiuto (Gomez et al., 2019). Tuttavia, le quantita ottimali

di farina di BSF includibili nella dieta sono ancora da definire.
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1.3 Influenza della dieta sulla crescita

La crescita nei vertebrati ¢ sotto controllo genetico e modulato da organi
endocrini. A partire dall'ipotalamo, viene prodotta la somatorelina (GHRH) che
stimola la ghiandola pituitaria a produrre l'ormone della crescita (GH). I
recettori GH si trovano principalmente nel fegato dove stimolano la sintesi e il
rilascio del fattore di crescita insulino-simile 1 (IGF-1) che €& coinvolto nella
crescita del corpo ma anche in diversi processi cellulari (Moriyama, 2000).
Solo nei pesci ossei ¢ presente un altro IGF, chiamato IGF-2, anch'esso
controllato da GH. IGF-2, come IGF-1, non ¢ coinvolto solo nella crescita
corporea ma anche in diversi schemi metabolici. Il suo mRNA ¢ stato rilevato
nel fegato e in numerosi altri organi (Reinecke et al., 2005). Il regime
nutrizionale puo regolare la crescita influenzando direttamente il sistema IGF.
Gli esperimenti con il salmone coho (Oncorhyncus kisutch) hanno sottolineato
una riduzione della lunghezza e della crescita del corpo dopo un periodo di
inedia. I livelli epatici di IGF-1 m-RNA erano inferiori ai livelli iniziali, ma
dopo un periodo di rialimentazione i livelli furono ripristinati, dimostrando un
effetto soppressivo della deprivazione alimentare sull'espressione di m-RNA di
IGF-1 (Duan & Plisetskaya, 1993). Nei giovani di orata (Sparus aurata) la
sostituzione parziale o totale della farina di pesce con una miscela di fonti

proteiche vegetali ha comportato una riduzione del peso corporeo finale e
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dell'assunzione di mangime, in parallelo con la diminuzione dei livelli di m-
RNA IGF-1, che mostra cambiamenti regolati dall'alimentazione (Gomez-
Requeni et al., 2004). Piccolo et al. (2014) hanno riscontrato una riduzione della
crescita della Sparus aurata quando la farina di pesce era sostituita a meta con
farina di larve di Tenebrio molitor. Invece, la sostituzione della farina di pesce
fino al 40% con Tenebrio molitor non ha influenzato né la crescita né
l'assunzione di cibo dei pesci gatto africani (Crarias gariepinus) (Ng et al.,
2002).

Un'altra molecola che ¢ coinvolta nella regolazione della crescita dei pesci ¢ la
miostatina, che ¢ un componente della superfamiglia Trasforming Growth
Factor- (TGF-p). Il suo gene ¢ stato clonato da diverse specie di pesci tra cui
zebrafish ed ¢ coinvolto nella inibizione della crescita dei muscoli scheletrici.
Nello zebrafish, infatti, l'inibizione della funzione della miostatina ha

determinato un aumento del numero di miofibre e iperplasia muscolare (Xu et

al., 2003).
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1.4 Riproduzione e alimentazione

L’energia ottenuta dal cibo ¢ indispensabile per 1 pesci per una serie di eventi
fisiologici come la crescita e la riproduzione (Mc Bride et al., 2015). Una
alimentazione bilanciata ed equilibrata ¢ quindi in grado di influenzare le
performance riproduttive dei pesci.

Lazzarotto et al. (2015) hanno valutato le prestazioni riproduttive della trota
iridea (Oncorhynchus mykiss) dopo un ciclo completo di allevamento con una
dieta totalmente priva di ingredienti marini e quindi di acidi grassi polinsaturi
a catena lunga (LC-PUFA n-3). Due gruppi di femmine di trota iridea sono stati
alimentati dalla prima alimentazione con dieta commerciale (C, ingredienti
marini e vegetali) o con dieta 100% vegetale (V, miscela di proteine vegetali e
oli vegetali). Sebbene la dieta V fosse priva di LC-PUFA n-3, quantita
significative di EPA e DHA sono state trovate in fegato e uova, dimostrando la
bioconversione efficace dell'acido linolenico e orientamento selettivo verso
I’0ogenesi. Si € osservato per la prima volta che la trota nutrita con dieta a base
vegetale al 100% in un ciclo di allevamento di 3 anni ¢ in grado di produrre
uova vitali, sebbene piu piccole. La sopravvivenza della prole delle femmine
alimentate a V era inferiore (-22%) alla prima generazione, ma non alla
seconda. Lo studio ha dimostrato che, oltre a poter crescere con una dieta a base

vegetale, la trota iridea allevata interamente con una dieta del genere puo
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produrre con successo uova in cui gli LC-PUFA n-3 neo-sintetizzati sono
accumulati, portando a una prole vitale. Da Silva Filipa et al. (2016) hanno
studiato I’effetto della composizione della dieta e del trattamento ormonale
sullo sviluppo riproduttivo dell’anguilla europea. E’ stato evidenziato che con
bassi livelli di PUFA non vi ¢ alcuna differenza nell'effetto dei trattamenti
ormonali sull’indice gonadosomatico (GSI). Inoltre, indipendentemente dal
trattamento ormonale, la dieta con livelli piu alti di PUFA comporta un corretto
sviluppo degli ovociti. In conclusione, il livello di PUFA nella dieta favorisce
la crescita degli ovociti piu di quanto faccia il trattamento ormonale.

In sintesi, la qualita dell'alimentazione migliora notevolmente la qualita delle
uova. Lo sviluppo gonadico ¢ la fecondita sono influenzati da alcuni nutrienti
dietetici essenziali, specialmente nei riproduttori continui con brevi periodi
vitellogenici. Pertanto, negli ultimi due decenni, ¢ stata prestata maggiore
attenzione al livello di diversi nutrienti nelle diete degli individui maturi
(broodstock) (Izquierdo, 2001). La composizione lipidica della dieta dei
broodstock ¢ stata identificata come il principale fattore che determina il
successo della riproduzione e la sopravvivenza della prole (Izquierdo, 2001).
Alcune specie di pesci incorporano prontamente gli acidi grassi insaturi della
dieta nelle uova, anche durante la stagione della deposizione delle uova

(Izquierdo, 2001). Gli HUFA con 20 o piu atomi di carbonio influenzano,
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direttamente o attraverso i loro metaboliti, la maturazione dei pesci e la
steroidogenesi (Moore, 1995). Newman et al. (2016) hanno riscontrato che il
successo riproduttivo di zebrafish (Danio rerio) correla con la quantita di cibo,
con minor produzione di uova da parte delle femmine malnutrite.

Karga et al. (2017) hanno invece valutato il ruolo dell’apporto proteico nella
performance riproduttiva di zebrafish, rilevando che un apporto proteico di 400
g. kg! danno tassi di fecondita e produzione di uova che vengono perdute
quando la quantita di proteine scende a 300 g. kg'!. Proteine e lipidi a parte,
anche I’apporto vitaminico ¢ un fattore importante ai fini riproduttivi. La
carenza di vitamina E influisce sulle prestazioni riproduttive, causando
immaturita gonadica e un tasso inferiore di schiusa e di sopravvivenza della
prole (Izquierdo & Fernandez-Palacios, 1997; Fernandez-Palacios et al., 1998).
Inoltre I’aumento dei livelli dietetici di a-tocoferolo riduce la percentuale di

uova anormali e aumenta la fecondita nello zebrafish (Merhad et al., 2012).
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1.5 Ciclo riproduttivo di zebrafish (Danio rerio)
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Fig. 2: Ciclo riproduttivo dello zebrafish

Zebrafish (Danio rerio) (Fig. 2) ¢ un pesce d'acqua dolce appartenente alla
famiglia dei Ciprinidi (Cyprinidae) e all'ordine Cipriniformi, originario
dell'Asia meridionale.

In natura, zebrafish mostra una gamma di comportamenti sociali, ma in genere
tende ad associarsi in gruppi che variano per dimensioni e attivita in relazione
al tipo di habitat (Suriyampola, 2016). In cattivita, la strutturazione sociale e la
territorialitd sono comuni e dipendenti dalla densita. La riproduzione in natura
¢ relativamente complessa e dipende dai cicli di luce e dai ritmi circadiani
(Gerlach et al., 2006; Lawrence et al., 2012). Relativamente poco si sa sulla
deposizione delle uova in ambiente naturale. Tuttavia, la riproduzione nelle

strutture di ricerca ¢ stata ragionevolmente ben caratterizzata (Spence et al.,
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2006; Spence et al., 2007; Moretz et al., 2007; Castranova et al., 2011; Nasiadka
et al., 2012; Kalueff et al., 2013). Il successo della deposizione delle uova
dipende fortemente da fattori come la dieta e il comportamento sociale, € queste
variabili possono essere manipolate per migliorare l'efficienza riproduttiva
(Lawrence, 2007; Nasiadka et al., 2012). Ad esempio, il successo riproduttivo
potrebbe essere massimizzato alloggiando pesci a densita piu elevate (12
pesci/L) per ridurre gli effetti gerarchici.

L' alloggiamento di pesci a densita inferiore (6 pesci/L) potrebbe infatti
intensificare la loro gerarchia sociale aumentando 1 livelli di cortisolo (Ramsay
et al., 2006; Parker et al., 2012). I ricercatori sono stati in grado di raccogliere
10.000 embrioni in 10 minuti usando questo metodo (Dockser, 2012). Cio che
attira le femmine non ¢ attualmente compreso. La presenza di piante, anche di
plastica, apparentemente incoraggia anche la deposizione delle uova (Dockser,
2012).

Le femmine sono in grado di deporre le uova ad intervalli di due o tre giorni,
deponendo centinaia di uova per volta. Dopo il rilascio, inizia lo sviluppo
embrionale. Le uova fecondate diventano quasi immediatamente trasparenti,
una caratteristica che rende Danio rerio un modello di ricerca molto utilizzato
(Spence et al., 2008). La riproduzione nei pesci € un processo complesso che

risente di numerosi fattori quali il comportamento, la scelta del partner, il
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corteggiamento, sensoriali (derivanti da percezioni olfattive, visive o mediate
dalla linea laterale), ambientali (fotoperiodo, temperatura e chimica dell’acqua)
(Tsang et al., 2017). Altri fattori comprendono la disponibilita e la quantita di
cibo, dato che I’atto riproduttivo comporta un importante dispendio energetico,
soprattutto per le femmine che devono affrontare 1’ovogenesi. Se ¢ vero che
I’ovogenesi segue uno schema pressoché costante nelle varie specie, la
principale differenza ¢ nel modo in cui gli ovociti vanno a maturazione (Mc
Bride et al., 2015). Vi sono infatti specie con ovario sincrono, sincrono a
gruppi, o asincrono. Danio rerio rientra nell’ultima categoria ed ¢ quindi
possibile trovare sempre ovociti in tutte le fasi di maturazione (Lubzens et al.,
2009). La riproduzione nei vertebrati ¢ sotto il controllo dell'asse Ipotalamo-

Ipofisi-Gonade ed ¢ mediata da ormoni.
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1.5.1 Asse Ipotalamo-Ipofisi-Gonade
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Fig.3 : Asse Ipotalamo-Ipofisi-Gonade dello zebrafish

Segnali elaborati a livello ipotalamico inducono I’attivazione della secrezione
degli ormoni che avviano il processo riproduttivo (Fig. 3) (Ramezani-Fard et
al., 2013). Il processo ¢ avviato dal rilascio del Gonadotropin Releasing
Hormone (GnRH). Il legame del GnRH al suo recettore sulle cellule secretorie
dell’ ipofisi innesca la sintesi e il rilascio delle Gonadotropine (GTH). Nei pesci
le due principali gonadotropine prodotte sono l'ormone follicolo-stimolante
(FSH) e I'ormone luteinizzante (LH) (Ji et al., 2013). La secrezione delle due
gonadotropine nei pesci con ovario sincrono segue dei pattern temporali
differenti, con picchi di FSH seguiti da elevate concentrazioni di LH. Nei pesci

con ovario asincrono, come zebrafish, sono state riscontrate variazioni molto
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ampie del tasso di sintesi e rilascio delle gonadotropine durante il ciclo di
sviluppo ovocitario. Tali fluttuazioni, pur essendo variabili tra le specie,
possono essere descritte attraverso tre modelli principali: (1) il quantitativo di
LH ed FSH in circolo dipende dalla percentuale di ovociti che si trovano nelle
fasi precoci di crescita e maturazione nella gonade; (2) fluttuazioni della
concentrazione di entrambe le gonadotropine durante le varie fasi di sviluppo
ovocitario; (3) livelli in circolo di LH costanti e semplice decremento dell'FSH
rilasciato durante le fasi di maturazione (Rosenfeld et al., 2007). L'andamento
dell'espressione di questi recettori da parte delle cellule somatiche della gonade
segue le fluttuazioni di rilascio osservabili nelle gonadotropine. In zebrafish,
l'espressione di FSH-R ¢ strettamente correlato alla fase di crescita
vitellogenica, mentre I'espressione di LH-R ¢ associato alla fase finale di
maturazione (Rosenfeld et al., 2007). Il legame di LH al recettore posto sulle
cellule della teca da inizio alla steroidogenesi; tra di essi, il principale ormone
femminilizzante coinvolto nel processo riproduttivo ¢ il 17B-estradiolo (E2), la
cui sintesi richiede un lavoro sinergico tra le cellule della teca e le cellule della
granulosa. Sempre per azione di LH, allo stesso tempo, viene stimolata la
sintesi della proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory-protein). Questa
proteina permette 1'ingresso del colesterolo, molecola precursore degli ormoni

steroidei, nel mitocondrio, sede della steroidogenesi. Nel mitocondrio delle
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cellule della teca avviene dunque la prima parte del processo, la quale si
conclude con la sintesi di un androgeno, solitamente il testosterone. Questo ¢
successivamente libero di diffondere nelle cellule della granulosa dove
I’enzima aromatasi ne determina la conversione in estradiolo nelle cellule in
cui ¢ avvenuto il legame tra FSH e FSH-R (Nagahama, 1994). Una volta
sintetizzato, E2 viene immesso nel sistema circolatorio e raggiunge il fegato. Il
legame tra E2 e il suo recettore innesca una serie di reazioni che portano alla
trascrizione del gene per la vitellogenina, la quale poi raggiungera la gonade

attraverso 1l circolo ematico e sara internalizzata dagli ovociti competenti.

1.5.2 Stadi di sviluppo ovocitario
L’ ovogenesi puo essere suddiviso in sei fasi principali (Patino et al., 2002;
Lubzens et al., 2010) (Fig. 4):

(1) segregazione delle cellule della linea germinale con formazione delle
Primordial Germ Cell (PGC);

(2) differenziamento sessuale e trasformazione delle PGC in ovogoni;

3) inizio meiosi e contestuale trasformazione degli ovogoni in ovociti;

(4) crescita e sviluppo degli ovociti durante il periodo di arresto meiotico;

(5) ripresa della meiosi e maturazione degli ovociti;

(6)  ovulazione.
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Fig. 4: Principali fasi di sviluppo ovocitario (1-5)

L'individuazione delle diverse fasi di sviluppo ovocitario sono artificiose e
derivanti dall' osservazione di alcune specifiche caratteristiche osservabili in
ogni singolo stadio. Tuttavia, I'ovogenesi ¢ un processo estremamente dinamico
e quindi € spesso molto complesso riuscire a distinguere tra I'una e 1'altra fase
(Lubzens et al., 2010). Contestualmente all’ inizio della meiosi osservabile
negli ovociti, si nota I’inizio di un secondo processo: la follicologenesi. Durante
la follicologenesi, 1 singoli ovociti vengono circondati da cellule somatiche
predisposte a favorire l'avanzamento dello sviluppo dell'ovocita stesso.
All'interno di ogni follicolo ¢ possibile distinguere due tipi cellulari: le cellule
della granulosa, che si dispongono in intimo contatto con l'ovocita, e le cellule
della teca, che invece si distribuiscono esternamente (Patino et al., 2002). Lo
sviluppo dell'ovocita e quello del follicolo progrediscono di pari passo fino al
momento dell'ovulazione. Durante le prime fasi di sviluppo si osservano una
serie di processi che vengono collettivamente definiti "fasi di crescita

primaria". La crescita primaria, o pre-vitellogenica, si protrae fino alla
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comparsa degli alveoli corticali ed ¢ caratterizzata dalla sintesi di tutte le
molecole e gli organuli necessari ad affrontare le fasi di sviluppo successive
(Lubzens et al., 2010). Ad essere maggiormente sintetizzati sono gli rRNA e
gli mRNA che codificano per 1 recettori della vitellogenina e per gli enzimi
coinvolti nel suo processamento (Patino et al., 2002). L'aumento nel numero e
nel volume degli alveoli corticali e la comparsa degli “yolk-granules" derivanti
dall'accumulo di vitellogenina e di lipidi determinano 1’inizio della "crescita
secondaria” (Lubzens et al., 2010). Gli alveoli corticali sono delle strutture
vescicolari che immagazzinano le varie molecole utili allo sviluppo dell'ovocita
e che devono il loro nome al fatto che si dispongono nella periferia cellulare, a
livello della faccia interna della membrana plasmatica. Lo sviluppo degli
alveoli corticali ¢ associato ad un incremento dei livelli plasmatici di FSH e
17B-estradiolo (E2), ma anche all'espressione dei trascritti relativi alla proteina
StAR (Lubzens et al., 2010). La crescita secondaria si conclude con la
vitellogenesi, fenomeno dettagliatamente riportato nel successivo paragrafo. Il
ciclo di sviluppo degli ovociti si conclude con la maturazione. Dal punto di
vista ormonale, la maturazione ¢ associata a un picco di LH e di MIS
(Maturation-Inducing Steroids) (Patino et al., 2002). Queste molecole sono dei
derivati specie-specifici del progesterone che, mediante il legame ad appositi

recettori di membrana, sono in grado di attivare il Maturation Promoting Factor
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(MPF); questo a sua volta induce la ripresa della meiosi. Il MPF stimola la
disgregazione della membrana nucleare in un processo noto come Germinal
Vesicle Breakdown (GVBD) e permette la realizzazione della prima divisione
meiotica (Le Menn et al., 2007). Con I'inizio della maturazione si riscontra
anche un importante aumento in volume dell'ovocita dovuto all'assorbimento
di acqua. L'idratazione degli ovociti ¢ indotta dalla presenza nell'ooplasma di
ioni e amminoacidi liberi, derivanti dalla proteolisi del tuorlo (Lubzens et al.,
2016). I principali enzimi coinvolti in questo processo proteolitico sono la
Catepsina B e la Catepsina L (Sullivan et al., 2018). L’ovulazione avviene al
termine della maturazione, con rilascio dell’uovo maturo dal follicolo (Lubzens

et al., 2016).

1.5.3 Vitellogenesi

La produzione di uova nei pesci comprende una serie di eventi che
gradualmente trasformano gli ovogoni in ovociti maturi. Una delle fasi cruciali
dell'ovogenesi ¢ la vitellogenesi. In questo processo, la vitellogenina, ossia la
principale proteina che costituisce il tuorlo, viene depositata negli ovociti in via
di sviluppo (Connolly et al., 2014). La vitellogenina ¢ una grande
glicolipofosfoproteina (300-600 kDa) la cui sintesi avviene principalmente nel

fegato, sotto stimolo dell'E2 (Patino et al., 2002). Piu recentemente ¢ stata
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anche osservata la sintesi di vitellogenina in tessuti extra-epatici come
lI'intestino e I'ovario, seppur in quantita molto ridotte rispetto a quelle
osservabili nel fegato (Wang et al., 2005). Numerosi studi hanno riportato la
presenza di tre forme di vitellogenina (Vtg A, Vtg B, Vtg C), ognuna delle quali
puo essere codificata da uno o piu geni. In particolare, in zebrafish sono stati
ritrovati sette geni codificanti per la vitellogenina: Vigl, Vig4, Vg5, Vig6 e
Vtg7 codificano per la VtgA; Vig2 codifica per la VtgB; Vig3 codifica per la
Vtg C. Quest'ultima forma differisce dalle prime due per la ridotta dimensione,
o completa assenza, del dominio della Fosvitina (Connolly et al., 2014). La
vitellogenina prodotta dal fegato viene trasportata attraverso il circolo ematico
fino all'ovario, dove gli ovociti competenti la internalizzano con processi di
endocitosi recettore-dipendente e la sfruttano per il proseguimento del loro
sviluppo (Carnevali et al., 2006). E stato osservato che la Vtg C potrebbe
mancare di uno specifico recettore e il suo ingresso nell'ovocita potrebbe essere
mediato da semplice endocitosi o essere facilitato da alcune proteine di
membrana (Sullivan et al., 2018). Una volta all'interno dell'ovocita, la
vitellogenina ¢ oggetto di tagli proteolitici da parte della Catepsina D
(Carnevali et al., 2006). La scissione della vitellogenina porta alla formazione
di quattro componenti principali: la Lipovitellina (Lv), la Fosvitina (Pv), 1 -

componenti ¢ il dominio C-terminale. La Lipovitellina ¢ costituita da una
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catena pesante (LvI) e da una leggera (LvII) e rappresenta la principale fonte di
amminoacidi e lipidi durante lo sviluppo embrionale. La Fosvitina si comporta
invece da vettore di minerali, soprattutto Fosforo e Calcio. Dal dominio C-
terminale originano invece proteine minori, mentre il ruolo dei B-componenti
non ¢ ancora noto (Patino et al., 2002). La vitellogenina ¢ anche il principale
carrier di lipidi per I'ovocita, 1 quali possono arrivare a rappresentare il 20% del
suo peso molecolare (Lubzens et al., 2016). La maggior parte dei lipidi associati
alla vitellogenina (60-80%) sono rappresentati da lipidi polari come la
grassi polinsaturi (Patino et al., 2002). I lipidi neutri, come 1 trigliceridi,
vengono portati all'interno degli ovociti mediante le Very low density
lipoprotein (VIdl) e si accumulano nell'ooplasma formando delle gocce
lipidiche che, durante la maturazione, si fondono formando un'unica massa
oleosa (Lubzens et al., 2016). Questi lipidi vengono utilizzati dall'embrione in
via di sviluppo per ricavare energia mentre gli acidi grassi polinsaturi trasportati
mediante la vitellogenina svolgono un ruolo strutturale divenendo parte
integrante delle membrane cellulari (Patino et al., 2002). Relativamente
all'aspetto ormonale, l'ingresso degli ovociti in vitellogenesi ¢ accompagnato a
una riduzione nei livelli di Growth differentiation factor 9 (GDF9) ¢ di Bone

morphogenetic protein 15 (BMP15) e a un aumento dei livelli di LH e FSH.
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Anche 1 livelli di Attivina-BA aumentano con il progredire dello sviluppo
follicolare fino a raggiungere un picco nel corso della vitellogenesi (Lubzens
et al., 2010). L ovogenesi dello zebrafish ¢ stata accuratamente descritto da
Selman et al. nel 1993, con individuazione di cinque stadi, sulla scorta di criteri
morfologici e eventi fisiologici e biochimici.

Stadio IA: E' la fase di crescita pre-follicolare (diametro dell'ovocita = circa 7-
20 um). I piccoli ovociti vengono man mano rivestiti da cellule pre-follicolari.
I nuclei di questi ovociti sono centrali e grandi rispetto alla quantita di
ooplasma. I nucleoli sono piccoli e presenti in numero variabile.

Stadio IB: fase follicolare (diametro del follicolo = circa 20-140 um). I follicoli
sono trasparenti e il nucleo dell'ovocita ¢ visibile al loro interno. L'ovocita ¢
circondato da un singolo strato di cellule follicolari squamose € man mano che
cresce, I'ooplasma diventa piu basofilo e proliferano organuli intracellulari.
Poco dopo 1'inizio dello stadio IB, 1 cromosomi iniziano a decondensarsi e,
entrati nel diplotene, rimangono immutati per il resto dello sviluppo degli
ovociti. Inizialmente, uno o pochi nucleoli grandi (fino a 15 um di diametro)
sono evidenti all'interno della vescicola germinale, ma man mano che l'ovocita
cresce, 1 nucleoli proliferano, rimpiccioliscono e si spostano in periferia
all'interno della vescicola germinale. L'ovocita ¢ avvolto da strati di tessuti

somatici e si forma cosi il follicolo definitivo. Questo ¢ costituito da un ovocita
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circondato da un singolo strato di cellule follicolari squamose che giacciono su
una membrana basale distinta. Questo complesso ¢ circondato da un tessuto
connettivo vascolarizzato, la teca, ricoperta da un epitelio di superficie.
Compare un materiale amorfo denso agli elettroni, inizialmente come chiazze
isolate, tra numerosi microvilli corti che si estendono dalla superficie
dell'ovocita verso le sovrastanti cellule follicolari e viceversa. Questo materiale
extracellulare ¢ la prima manifestazione dell'involucro vitellino in via di
sviluppo (zona radiata), che ¢ spesso meno di 0.15 pm alla fine dello stadio I.

Stadio II: stadio degli alveoli corticali (diametro del follicolo = 0,14-0,34 mm).
L'inizio dello stadio II ¢ indicato dalla comparsa di alveoli corticali all'interno
dell'ovocita. Man mano che i follicoli aumentano di dimensioni e proliferano
gli alveoli corticali, gli ovociti diventano opachi e le vescicole germinali sono
difficili da vedere. Gli alveoli corticali sono vescicole di dimensioni variabili
che si colorano con 1 reagenti per proteine e carboidrati. Compaiono per primi
nelle immediate vicinanze del complesso del Golgi. Come 1'ovocita cresce, gli
alveoli corticali aumentano di numero e dimensioni, raggiungendo diametri di
circa 25 pum, e alla fine dello stadio II occupano gran parte dell'ooplasma. Gli
alveoli corticali vengono man mano sospinti nella periferia degli ovociti a causa
dell'accumulo centripeto del tuorlo, e infine il loro contenuto viene rilasciato

dalle uova in un processo definito reazione dei granuli corticali (Hart et al.,

42



1977; Hart e Yu, 1980; Hart, 1990). Durante la fase alveolo corticale, la
vescicola germinale continua ad ampliarsi, diventa di forma irregolare, e al suo
interno si verificano notevoli cambiamenti. I nucleoli proliferano fino anche a
1.500 all'interno della vescicola germinale (Hisaoka e Firlit, 1962), diventando
pleomorfi e di dimensioni variabili. All'interno dell'ooplasma, i mitocondri si
allungano e rimangono strettamente associati con cisterne di reticolo
endoplasmatico. Verso la fine dello stadio II, corpuscoli simili a lisosomi
diventano abbastanza evidenti. Essi contengono sia materiale membranoso che
componenti granulari a densita variabile, e spesso si trovano adiacenti agli
alveoli corticali. Un altro importante evento sintetico che si verifica all'interno
dei follicoli allo stadio II ¢ la formazione di un involucro tripartito di vitellina.
Vicino all'inizio dello stadio II, l'involucro sviluppa un secondo strato, tra lo
strato iniziale (formatosi alla fine dello stadio I) e 'oolemma. Lo strato esterno
rimane omogeneo € moderatamente denso di elettroni, mentre lo strato interno
appena formato ¢ piu lucido agli elettroni. Alla fine, appare un terzo strato, piu
vicino all'oolemma. I tre strati sono stati definiti zona radiata esterna, zona
radiata media, zona radiata interna (Ulrich, 1969). Con I'inizio della
vitellogenesi, I'involucro della vitellina raggiunge il suo spessore massimo di
circa 6,0 um. La vitellina appena formata ¢ perforata da pori, che sono

attraversati da lunghi microvilli provenienti sia dagli ovociti sia dalle cellule
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follicolari con contatti giunzionali tra di essi (Kessel et al., 1985b). All'esterno
dell'ovocita e dell'involucro della vitellina, le cellule del follicolo diventano
cuboidali, continuano a dividersi attorno all'oocita in crescita e rimangono
attaccate l'una all'altra da numerosi desmosomi e da altre giunzioni
intercellulari (Kessel et al., 1988). All'interno della teca compaiono cellule
specializzate distinte dai fibroblasti. Queste "cellule speciali della teca" o
"cellule interstiziali ovariche" secernono verosimilmente steroidi (Lambert,
1978).

Stadio III: vitellogenesi (diametro del follicolo = 0,34-0,69 mm). I follicoli
diventano sempre piu opachi e la vescicola germinale ¢ completamente
oscurata. Durante questo stadio di crescita, I'ovocita aumenta di dimensioni
principalmente a causa dell'accumulo di tuorlo (Wallace et al., 1985).

Stadio IV: maturazione degli ovociti (diametro del follicolo = 0,69-0,73 mm).
La vescicola germinale migra verso la periferia degli ovociti, l'involucro
nucleare si rompe, si verifica la prima divisione meiotica € 1 cromosomi
procedono alla seconda metafase meiotica dove si arrestano; a questo punto,
I'ovocita diventa uovo (Selman e Wallace, 1989).

Stadio V: L’uovo ¢ maturo (diametro 0,73-0,75 mm). Le uova traslucide

vengono ovulate nel lume ovarico. L'involucro vitellino rimane tripartito, ha
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uno spessore inferiore a 3,0 um ed ¢ ancora attraversato da pori (Hart et al.,
1992).

L' Ovogenesi dello zebrafish ¢ ancora attivo oggetto di studi al fine di acquisire
informazioni piu dettagliate soprattutto nelle fasi precoci del processo. Le fasi
avanzate dell'ovogenesi sono state meglio descritte rispetto alle fasi iniziali e
mancano informazioni ampie e dettagliate sui primi passi nello sviluppo degli

ovociti e sul loro contesto ovarico.
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2. SCOPO DELLA TESI

Il progressivo sviluppo dell’acquacoltura ha indotto la ricerca a individuare
ingredienti innovativi, alternativi rispetto agli ingredienti come olio e farina di
pesce, al fine di rendere questa attivita piu sostenibile. Negli ultimi anni si sono
registrati dei progressi in tale ambito. Sono stati inizialmente sperimentati
mangimi di derivazione vegetale, soprattutto a base di soia, semi di cotone ¢
alghe, scoprendone gli aspetti positivi e quelli negativi. Piu recentemente la
ricerca si ¢ indirizzata verso la valutazione dell’introduzione nei regimi
alimentari dei pesci d’allevamento delle farine di insetti. Diversi studi sono stati
condotti al fine di acquisire informazioni sui vari effetti dell’introduzione
parziale o totale di farine di insetto nei mangimi sulla fisiologia del pesce.
Finora pero essi hanno prodotto informazioni parziali e relative a singoli aspetti
della fisiologia del pesce. Un aspetto particolarmente rilevante ¢ la conoscenza
degli effetti delle diete contenenti farine di insetto sulla riproduzione dei pesci.
Oggetto della presente tesi ¢ la valutazione a lungo termine, con approccio
multidisciplinare comprendente indagini biometriche, istologiche, molecolari e
spettrofotometriche, degli effetti biologici di inclusioni parziali nella dieta di
farina di BSF (25 e 50% di sostituzione della farina di pesce) sulla riproduzione

dello zebrafish.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Modello sperimentale

3.1.1 Zebrafish (Danio rerio)

Fig. 5: Esemplare di zebrafish (Danio Rerio)

Zebrafish (Danio Rerio) (Fig. 5) ¢ stato utilizzato come modello biologico per
la prima volta negli anni ‘70 grazie ai costi di mantenimento contenuti.
Zebrafish presenta una serie di caratteristiche che lo rendono un organismo
modello. Fin dall’inizio del suo sviluppo, dopo solo 18 ore dalla fecondazione,
zebrafish mostra occhi e segmenti muscolari e cerebrali ben sviluppati; dopo
circa 24 ore la segmentazione ¢ completata e dopo 72 ore le uova si schiudono.
Un’ importante caratteristica, utile per lo sviluppo degli studi biologici, ¢ data
dal fatto che I’embrione ¢ completamente trasparente; in questo modo ¢
possibile osservare in maniera diretta lo sviluppo dei vari organi. Poiché sia
I’embrione che le larve sono trasparenti, la visualizzazione dei vasi e del flusso
circolatorio ¢ possibile grazie all’uso di proteine fluorescenti. Inoltre, 1’elevata

prolificita di zebrafish permette di ottenere, in presenza di condizioni ottimali
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per la riproduzione e crescita, circa 200 uova a settimana. Per quel che concerne
il genoma, questo ¢ stato interamente sequenziato, rivelando una elevata
similitudine con quello umano; 1 geni associati allo sviluppo delle malattie
mostrano infatti una omologia pari al 70% circa con quelli umani. Zebrafish si
¢ rilevato altamente utile nel comprendere 1 meccanismi di insorgenza, crescita
e diffusione dei tumori, dal momento che la biologia delle neoplasie dei pesci
e degli umani ¢ la stessa. Zebrafish ¢ inoltre ampiamente usato in molti campi
dell’acquacoltura per lo studio e I’identificazione di geni coinvolti nei
meccanismi che presiedono il metabolismo dei nutrienti, lo sviluppo muscolare

e lo stress (Reed & Jennings, 2010; Khan & Alhewairini, 2018).
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3.1.2 Black soldier fly (Hermetia illucens)

Fig. 6: Esemplare di Black soldier fly (Hermetia illucens)

La mosca soldato nera (BSF) (Hermetia illucens) (Fig.6) appartiene alla
famiglia Stratiomydae; si tratta di un insetto coinvolto nella decomposizione
delle sostanze organiche. Il ciclo vitale di BSF varia dalle 6 alle 30 settimane,
passando attraverso gli stadi di uova, larva, prepupa e terminando con lo
sviluppo dell’insetto adulto (van Huis et al., 2013). La schiusa delle uova
avviene in circa 4 giorni, mentre lo stadio larvale ha la durata di circa 18 giorni.
Dopo aver completato la loro trasformazione da prepupa allo stato adulto, gli
insetti lasciano il loro substrato nutritivo e raggiungono un luogo asciutto.
Questo comportamento, detto “self-harvesting, auto-raccolta” ¢ molto utile nel
loro allevamento poiché elimina una fase di manodopera intensa (Ferrarezi et
al., 2016). Questo atteggiamento alla migrazione delle prepupe si verifica a
causa della loro necessita di lasciare il letame e trasformarsi in adulti. In questo
stadio gli insetti raggiungono il loro massimo peso, avendo accumulato una

notevole quantita di grasso necessario al loro sostentamento durante la
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metamorfosi. Il tratto gastro-enterico delle prepupe che migrano risulta vuoto,
ed esse non si nutrono piu, ma useranno il loro apparato buccale per trascinare
il loro corpo alla ricerca di un luogo sicuro per I’'impupamento (Newton et al.,
2005). Come le prepupe, anche gli adulti non si alimentano e fanno affidamento
sulle riserve di grasso accumulate nello stato larvale. Gli insetti adulti non
avvicinano gli esseri umani, non mordono n¢ pungono e¢ non fungono da
veicolo per alcuna malattia. Il periodo di sviluppo larvale ¢ piu lungo di quello
di altre mosche come la mosca domestica e della mosca delle carogne; questo
significa che ogni singola larva consumera una quantita maggiore di substrato
e produrra una pupa piu grande (Wang & Shelomi, 2017). Molti studi infatti
riportano un elevato tasso di conversione in mangime da parte di Hermetia
illucens che puo portare ad una riduzione del 65-79% dei rifiuti forniti (Diener,
2011). E’ noto, inoltre, che la larva di BSF ¢ in grado di modificare alcuni
componenti dei rifiuti come 1’azoto e il fosforo, convertendo un prodotto di
scarso valore economico in uno a piu elevato valore, dal momento che 1 residui
derivanti dalla digestione delle larve di BSF possono essere impiegate, ad
esempio, come concime in agricoltura (Diener, 2011). Questa caratteristica
rende Hermetia illucens un promettente strumento per la lavorazione dei rifiuti
organici (Oliveira et al., 2015). Un’altra importante caratteristica di Hermetia

illucens ¢ rappresentata dal suo coinvolgimento nel controllo dei parassiti della
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Musca domestica, come dimostrano alcuni lavori nei quali la quantita di larve
di mosca presente sul letame viene azzerata dopo lo sviluppo delle larve di BSF
(Sheppard, 1983). L’esatto meccanismo implicato in questa interazione non ¢
ancora noto ma sembra che la competizione per il cibo e il territorio, ¢ i
cambiamenti sul substrato di allevamento causati da BSF possano esserne alla
base (Bradley & Sheppard, 1984). Infine, Hermetia illucens presenta un buon
profilo amminoacidico, diventando un valido sostituto della farina di pesce per
gli allevamenti acquatici. L unico svantaggio ¢ dato dal fatto che Hermetia
illucens, come altri insetti, presenta bassi livelli di n-3 HUFA, in particolare di
DHA ed EPA che sono acidi grassi essenziali nella la dieta dei pesci. Tuttavia,
il contenuto di acidi grassi presenti in BSF puo essere modificato con facilita
attraverso I’arricchimento con n-3 HUFA dei substrati nutritivi destinati alle
larve; in questo modo 1’alimentazione a base di farine di BSF puo essere

considerata una valida fonte di nutrienti per il settore della piscicoltura.
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3.2 Aspetti etici

Tutte le procedure sugli animali sono state condotte in linea con la legislazione
italiana sulla sperimentazione sugli animali e con 1’approvazione del comitato
etico dell’Universita politecnica delle Marche. Durante lo studio sono state
utilizzate condizioni ottimali di allevamento. Ogni accortezza ¢ stata impiegata

allo scopo di minimizzare la sofferenza dei pesci con utilizzo di anestetico

(MS222 1g/L, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA).
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3.3 Formulazione delle diete

Nel presente studio sono state testate tre diete sperimentali. La dieta di controllo
conteneva farina di pesce, mentre le altre 2 diete includevano il 25% (BSF 25%)
e il 50% (BSF 50%) di farina di prepupe di BSF, in sostituzione dell’analoga
quantita di farina di pesce. Le prepupe di BSF sono state acquistate dalla Smart
Bugs s.s. Company (Ponzano Veneto, TV, Italia) e sono state allevate su un
substrato composto da farina di mais e miscela di frutta e verdura (50:50). Le
prepupe, una volta raccolte, sono state liofilizzate, tritate e congelate in azoto
liquido (-80°C). Le tre diete sperimentali sono state setacciate per ottenere
granulometrie differenti e impiegate in funzione della crescita del pesce. Le
diete sono state formulate per essere isoazotate (CP 40%) e isolipidiche
(EE18%) e sono state analizzate per composizione (AOAC, 1998) e il
contenuto energetico ¢ stato misurato con una bomba calorimetrica adiabatica

(IKA C7000, Werke GmbH & Co, Staufen, Germania). (Tab.2)
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Ingredienti (g/kg)

Farina di pesce (Chile, super prime)

Concentrato proteico di piselli
Hermetiaillucens

Farina di glutine di frumento
Farina di grano

Olio di pesce

Olio di palma

Vitamine e minerali

Legante

Metionina

Composizione approssimativa (%)
Sostanza secca

Proteine

Lipidi

Ceneri

NFE

Energia (MJ/kg)

Tab. 2: Ingredienti, composizione, analisi approssimata e contenuto energetico delle diete sperimentali

Controllo

420

=]

h
o

290
70
70
20
20

4.2+0.03
40.0+0.47
18.6+0.14
14.2+0.23
23.0+0.31
22.1x0.11
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BSF25%

268
40

20
20

5.5+0.18
40.2+0.39
17.7+£0.20
14.1+0.31
22.5+0.60
22.3+0.03

BSF50%

210
100
210
100
255

28

20
20

5.3+0.42
41.1+0.10
17.0£0.13
12.2+0.59
24.4+0.99
21.3+0.06



3.4 Pesci

Gli embrioni di zebrafish sono stati mantenuti 48 ore in un sistema Tecniplast
(Varese, Italia) alle seguenti condizioni: temperatura 28° C, pH 7.0,
concentrazioni di NO2 e NH3 <0,01 mg/L, NO; <10 mg/L, rispettivamente e
fotoperiodo 12L/12D. Dopo questo primo periodo, gli embrioni sono stati
raccolti, contati allo stereomicroscopio (Leica Wild M3B, Leica Microsystems,
Nussloch, Germania) e divisi in maniera randomizzata in tre gruppi

sperimentali (in triplicato) secondo le tre diete sperimentali.
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3.5 Disegno sperimentale

Le larve di zebrafish sono state inizialmente allevate in 9 vasche da 20 litr1 (3
vasche per gruppo sperimentale con 500 pesci per vasca, 1500 per gruppo
dietetico) e alimentate con le tre diete sperimentali. L'acqua nelle vasche veniva
sostituita dieci volte al giorno da un sistema di gocciolamento. I lati della vasca
erano coperti da pannelli neri per ridurre la luce. Dopo 30 giorni dalla
deposizione delle uova (dps), 1 pesci di ogni vasca sono stati trasferiti in vasche
piu grandi dal00 L (9 in totale, 3 per ciascun gruppo dietetico) dotati di
filtrazione meccanica e biologica (Panaque, Roma, Italia) e hanno proseguito
le stesse diete per 12 mesi. Gli zebrafish adulti di 12 mesi sono stati prelevati,
anestetizzati con una dose letale di MS222 (lg/L, Sigma Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) e contati per valutare il tasso di sopravvivenza. Il fegato, gli

ovari e pesci interi sono stati conservati per indagini future.

56



3.6 Programma di alimentazione

A partire da 5 giorni dopo la deposizione delle uova (dps) e fino a 12 mesi gli
zebrafish sono stati cosi alimentati: Gruppo di controllo con farina e olio di
pesce, gruppo BSF 25% con I’inclusione nella dieta del 25% di farina di
prepupe di BSF, gruppo BSF 50% con I’inclusione del 50% di farina di prepupe
di BSF. Le dimensioni delle particelle del mangime sono state <100 um dal 5°
al 15° dps, 101-200 pum dal 16° al 30° dps, 201-400 um dal 31° al 60° dps e
401-600 um dal 61° dps fino al termine della sperimentazione. Gli zebrafish
sono stati alimentati due volte al giorno (2% del peso corporeo) e in aggiunta,
dal 5° al 15° dps, con il rotifero Brachionus plicatilis (5 ind/mL) secondo

Lawrence et al. (2012).
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3.7 Biometria

Crescita. Per la valutazione dell’accrescimento, 10 femmine di zebrafish per
vasca (30 per gruppo sperimentale) sono state raccolte in maniera randomizzata
a 12 mesi e misurate e pesate individualmente. La lunghezza standard ¢ stata
determinata con calibro Measy 2000 Typ 5921, Svizzera, precisione: 0,1 mm.
Il peso ¢ stato valutato con bilancia analitica OHAUS Eplorer (Greifensee,
Switzerland), precisione: 0,1 mg.

Sopravvivenza. La sopravvivenza ¢ stata valutata al termine della
sperimentazione contando il numero dei pesci rispetto al numero iniziale delle
larve.

Indice gonadosomatico. Tutti gli ovari sono stati pesati singolarmente per
calcolare I’indice gonadosomatico (GSI) secondo la seguente formula: peso

ovario/peso corporeo totale x 100.
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3.8 Estrazione dei lipidi e analisi degli acidi grassi

Le diete sperimentali, 1 pesci interi (3 pesci per vasca, 9 per gruppo dietetico) e
le uova appena fecondate sono stati analizzati per contenuto € composizione in
acidi grassi. I campioni sono stati tritati, omogeneizzati (omogeneizzatore MZ
4110; DCG Electronic) e liofilizzati (Edwards EF4; Crawley, Sussex,
Inghilterra). L'estrazione dei lipidi ¢ stata effettuata su polveri liofilizzate dopo
estrazione assistita da microonde (MAE) (Truzzi et al., 2017). Gli esteri metilici
degli acidi grassi (FAMESs) sono stati preparati secondo Truzzi et al. (2017),
usando l'estere metilico dell'acido nonadecanoico (19: 0; Dr. Ehrenstorfer
GmbH; Germania) come standard interno. I FAMESs sono stati analizzati su un
sistema GC Agilent-6890 accoppiato ad un rivelatore selettivo di massa
quadrupolare Agilent-5973N. Una colonna capillare CPS ANALITICA CC-
wax-MS (30m x 0,25mm ID, spessore 0,25 um) ¢ stata utilizzata per separare i
FAMEs. Le condizioni strumentali sono state impostate secondo Truzzi et al.
(2017). Per ciascun campione, sono state eseguite almeno tre prove sul GC-
MS. La precisione del metodo proposto ¢ stata valutata secondo Truzzi et al.
(2014) e 1 limit1 di rilevazione (LOD) e quantificazione (LOQ) calcolati

secondo Truzzi et al. (2014) e Zarantoniello et al. (2018).
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3.9 Raccolta delle uova

Per la raccolta delle uova sette maschi e cinque femmine di zebrafish per vasca
(in triplicato) sono stati raccolti in maniera casuale a 12 mesi e trasferiti in una
vasca d’allevamento prima del buio. La parte inferiore di ogni vasca ¢ stata
coperta da una griglia in acciaio inossidabile per consentire alle uova di passare
in vassol separati e prevenire il cannibalismo da parte dei pesci nella vasca.
Circa 20-30 minuti dopo I'inizio della luce, i vassoi sono stati rimossi e le uova
sono state raccolte e conservate per ulteriori analisi. Per stimare il tasso di
riproduzione, le uova di ciascun gruppo (in triplicato) sono state contate ogni
mattina con uno stereomicroscopio (Leica Wild M3B; Leica Microsystems,
Nussloch, Germania) per 10 giorni. Per stimare la velocitd di schiusa, gli
embrioni sviluppati normalmente da ciascun gruppo dietetico (in triplicato)
sono stati selezionati e distribuiti casualmente in tre piastre di Petri (30
embrioni per piastra) contenenti fish buffer e quindi incubati a temperatura

ambiente (26 ° C) fino alla schiusa (~ 3 dps). Infine sono state contate le larve.

60



3.10 Istologia e analisi degli ovari

Gli ovari raccolti da 5 diversi esemplari di zebrafish per vasca (15 per gruppo)
sono stati fissati per immersione nella soluzione di Bouin (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia) e conservati a 4 © C per 24 ore. I campioni sono stati lavati tre
volte con etanolo (70%) per dieci minuti € conservati nella stessa soluzione di
etanolo. I campioni sono stati quindi disidratati in soluzioni crescenti di etanolo
(80, 95 e 100%), lavati con xilene (Bio-Optica, Milano, Italia) e inclusi in
paraffina (Bio-Optica). I blocchi di paraffina solidificati sono stati tagliati con
un microtomo (Leica RM2125 RTS, Nussloch, Germania) e le sezioni di 5 pm
sono state colorate con ematossilina di Mayer ed eosina Y (Sigma-Aldrich,
Milano, Italia). Le sezioni sono state esaminate con un microscopio Zeiss Axio
Imager.A2 (Oberkochen, Germania) per contare il numero di ovociti
previtellogenici, di classe Il e IV. Le immagini sono state acquisite per mezzo
di una fotocamera digitale a colori combinata Axiocam 503 (Zeiss,

Oberkochen, Germania).
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3.11 Spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier

Le misurazioni FTIRI sono state eseguite per mezzo di uno spettrometro Perkin
Elmer Spectrum GX1 interfacciato con un microscopio 6X Autolmage e dotato
di un rivelatore fotoconduttivo Hg-Cd-Te (MCT) da 0,25 mm, funzionante alla
temperatura dell’azoto liquido (Waltham, Massachusetts, USA). Per l'analisi
FTIRI, sono stati raccolti cinque campioni di ovari da zebrafish di 12 mesi
appartenenti ai tre gruppi sperimentali. [ campioni sono stati conservati a -80°C
fino a quando non sono stati tagliati per mezzo di un criotomo (tre fette per ogni
taglio del campione a 200 um di distanza I'una dall'altra, spessore =10 um). Le
sezioni sono state immediatamente depositate senza alcun processo di
fissazione su finestre ottiche CaF. (spessore 1 mm, diametro 13 mm) e
asciugate all'aria per 30 minuti (Vargas et al., 2019). Sono state analizzate 15
sezioni per ciascun gruppo sperimentale. Su ciascuna sezione, per mezzo di un
obiettivo 15X, sono stati scelti per I'analisi IR 3-4 ovociti di classe [T e IV. Su
questi ovociti, le mappe IR sono state acquisite in modalita di trasmissione
nell'intervallo MIR da 4000 cm! a 800 cm™' (risoluzione spettrale 4 cm,
risoluzione spaziale 50x50 um, 64 scansioni per ciascuno spettro acquisito). La
dimensione delle mappe IR variava da 500 a 900 um, a seconda della
dimensione degli ovociti. Prima di ogni acquisizione, lo spettro di fondo ¢ stato

acquisito su una porzione pulita della finestra ottica CaF». Le mappe IR pre-
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elaborate sono state quindi integrate nelle seguenti regioni spettrali per ottenere
immagini a colori della distribuzione topografica di specifici componenti
biochimici (Vargas et al., 2019): 3000-2824 c¢cm™' (rappresentativa di catene
alchiliche lipidiche, denominate LIP); 1767-1710 cm™ (rappresentativa degli
acidi grassi, denominata FA); 1710-1478 cm™! (rappresentativa delle proteine,
chiamata PRT); 1478-1426 cm™! (rappresentativa dei gruppi CH, denominata
CH,); 1426-1358 cm™! (rappresentativa dei gruppi COO- degli amminoacidi,
denominata COOQ); 1188-1148 cm™' (rappresentativa dei gruppi COH,
denominata COH) e 1148-992 cm™ (rappresentativa dei gruppi PO2,
denominato PH). Per ogni blocco biochimico sono state adottate scale diverse,
colori rosa chiaro/bianco che indicano 1 valori di assorbanza piu alti, mentre il
colore blu rappresenta i valori piu bassi. Inoltre, le suddette aree integrate sono
state usate per calcolare i seguenti rapporti di banda (routine di integrazione
OPUS 7.1) (Vargas et al., 2019): 3000-2824 cm™! (rappresentativa delle catene
alchiliche lipidiche, denominate LIP); 1767-1710 cm™ (rappresentante degli
acidi grassi, denominato FA); 1710-1478 cm! (rappresentante delle proteine,
chiamato PRT); 1478-1426 cm’! (rappresentante dei gruppi CH,, denominato
CHy); 1188-1148 cm! (rappresentante dei gruppi COH, denominato COH) e
1141-992 c¢cm™! (rappresentante dei gruppi PO2°, denominato PH). Le aree

integrate sopra definite sono state utilizzate per calcolare i seguenti rapporti di
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area di banda: LIP/CELL (quantita relativa di lipidi complessivi); FA/CELL
(quantita relativa di acidi grassi); PRT/CELL (quantita relativa di proteine);
CH2/CELL (grado di saturazione delle catene alchiliche lipidiche); COO/CELL
(quantita relativa di COO™ negli aminoacidi); COH/CELL (quantita relativa di
carboidrati) e PH/CELL (quantita relativa di fosfati e carboidrati). La CELL,
calcolata come somma delle aree integrate delle regioni 3000-2824 cm™ e
1780-950 cm!, ¢ stata considerata rappresentativa della biomassa cellulare

complessiva.
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3.12 Analisi molecolari

Estrazione di RNA e sintesi di cDNA. Campioni di fegato di 5 femmine di
zebrafish di ciascuna vasca (15 pesci per gruppo dietetico) sono stati prelevati
e conservati a -80° C per analisi molecolari. Per I'estrazione dell'RNA da
ciascun campione ¢ stato utilizzato il reagente RNAzol® RT (Sigma-Aldrich,
R4533) seguendo le istruzioni del produttore. L'RNA totale ¢ stato eluito in 20
ul di acqua priva di RNasi (Qiagen, Venlo, Olanda). La concentrazione finale
di RNA ¢ stata determinata con spettrofotometro Nanophotometer ® P-Class
Class (Implen, Miinchen, Germania). L'integrita dell'/RNA ¢ stata verificata
mediante colorazione GelRedTM di bande di RNA ribosomiale 28S e 18S su
gel di agarosio all'1%. L'RNA ¢ stato conservato a -80° C fino al momento
dell'uso. Infine, 2 pg di RNA sono stati utilizzati per la sintesi di cDNA,
utilizzando il kit di trascrizione inversa cDNA ad alta capacita (Bio-Rad,
Milano, Italia) seguendo le istruzioni del produttore.

Real-Time PCR. Le PCR sono state eseguite con SYBER Green in un
termociclatore iCQQer 1Q5 (entrambi di Bio-Rad) secondo Zarantoniello et al.
(2018). E stata eseguita la quantificazione relativa dell'espressione dei geni
coinvolti nella biosintesi degli acidi grassi polinsaturi a catena lunga (elovi2,
elovl5 e fads2). 11 complesso ARP 2/3, subunita 1A (arpcla) e la proteina

ribosomiale 13 (rpl13) sono stati usati come standard interni in ciascun
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campione per standardizzare 1 risultati eliminando le variazioni quantitative e
qualitative di mRNA e cDNA. I prodotti di amplificazione sono stati
sequenziati ed ¢ stata verificata I'omologia. I dati ottenuti sono stati analizzati
utilizzando 1l software di sistema ottico 1Q5 versione 2.0 (Bio-Rad) inclusi 1
file GeneEx Macro 1Q5 Conversion e genex Macro 1Q5. Le sequenze di Primer
sono state progettate usando Primer3 (210 v. 0.4.0) a partire dalle sequenze di
zebrafish disponibili in ZFIN Le sequenze di Primer utilizzate sono state

riportate nella Tab. 3.

Gene Forward primer (5’-3') Reverse primer (5’-3') (5'-3')
elovi2 5'-CACTGGACGAAGTTGGTAA-3' 5’- GTTGAGGACACACCACCAGA-3’ ZDB-GENE-060421-5612
elovis 5'-TGGATGGGACCGAAAACAT-3’ 5’-GTCTCCTCCACTGTGGGTGT-3’ ZDB-GENE-040407-2
fads2 5’-CATCACGCTAAACCCAACA-3’ 5'-GGGAGGACCAATGAAGAAGA-3' ZDB-GENE-011212-1
arpc la 5’-CTGAACATCTCGCCCTTCTC-3’ 5-TAGCCGATCTGCAGACACAC-3’ ZDB-GENE-040116-1
rpl13 5’-TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC-3' 5’-AGACGCACAATCTTGAGAGCAG-3' ZDB-GENE-031007-1

Tab. 3: Sequenze dei primer impiegati.
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3.13 Analisi statistica

I dati sono stai analizzati tramite one-way ANOVA, con la dieta come unica
variabile. Tutti 1 test ANOVA sono stati seguiti dal test post-hoc di Tukey. E’
stato impiegato il software Prism5 per I’elaborazione statistica (GraphPad
Software). Il livello di significativita statistica ¢ stato fissato a p<0.05. Tutti 1

risultati sono stati presentati come media + deviazione standard.
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4. RISULTATI

4.1 Biometria

Per quanto riguarda la lunghezza standard (Fig. 5a), gli zebrafish dei gruppi
BSF 25% e BSF 50% sono risultati significativamente inferiori (p<0,05) al
controllo. Considerando il peso umido (Fig. 5b) e I’indice gonadosomatico
(Fig. 5c) le differenze tra i tre gruppi sperimentali di zebrafish non sono state

statisticamente significative (p>0,05).
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Fig. 5: (a) lunghezza, (b) peso umido e (¢) indice gonadosomatico di zebrafish adulti. Le lettere differenti indicano differenze significative
tra i gruppi sperimentali (p<0,05). I valori sono presentati come media + deviazione standard.

4.2 Contenuto e composizione di acidi grassi

I risultati riguardanti il contenuto e la composizione di acidi grassi sono
riportati separatamente per le diete, le femmine di zebrafish e le uova ovulate.
Viene descritto sia il confronto tra il gruppo di controllo e 1 gruppi BSF 25% e

BSF 50%, sia il confronto tra i due gruppi alimentati con BSF.
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Diete. L’inclusione di livelli crescenti di farina di prepupe di BSF ha
determinato un incremento significativo (p<0,05) e progressivo del contenuto
in acidi grassi saturi (SFA) nelle diete BSF 25% e BSF 50%, rispetto alla dieta
di controllo (Fig. 6a). Tra le diete BSF vi ¢ una differenza significativa, con il
valore piu elevato nel gruppo BSF50%. Tra gli SFA, le quantita di acido
palmitico (16:0) e acido laurico (12:0) sono risultate significativamente
incrementate nelle diete BSF 25% e BSF 50%.

Riguardo al contenuto in acidi grassi polinsaturi (PUFA), la dieta di controllo
ha mostrato valori significativamente piu elevati (p<0,05) rispetto agli altri due
gruppi. Tra le diete BSF vi ¢ differenza significativa, con i valori piu bassi nella
dieta BSF 50% (Fig. 6a).

Gli acidi grassi n3 docosaesaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA) hanno
valori significativamente piu elevati (p<0,05) nella dieta di controllo, rispetto
alle altre due diete BSF. Tra queste ultime, il gruppo BSF50% presenta 1 valori
minori (p<0,05) (Fig.6a).

Riguardo agli acidi grassi n6, le diete BSF 25% e BSF 50%, non differenti tra
loro, hanno valori significativamente piu bassi (p<0,05) rispetto alla dieta di
controllo (Fig. 6a).

Considerando i contenuti in acidi grassi monoinsaturi (MUFA) e gli acidi grassi

n9, la dieta BSF 25% mostra valori significativamente piu alti (p<0,05) rispetto
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alla dieta di controllo e alla dieta BSF 50%, non differenti tra loro (Fig. 6a).
Cio riflette le quantita diverse delle fonti lipidiche impiegate e la composizione
in acidi grassi delle tre diete sperimentali. L’acido oleico (18: 1n9) ¢ risultato
essere il MUFA piu rappresentato nelle tre diete.

Infine, non ci sono state differenze significative nel rapporto n6/n3 tra la dieta
di controllo e la dieta BSF 25%, mentre la dieta BSF 50% ha mostrato un valore

significativamente piu alto (p<0,05) rispetto alle altre due diete (Fig. 6b).
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Fig. 6: (a) Contenuto percentuale in acidi grassi e (b) rapporto n6/n3. La dieta di controllo ¢ a base di mangime di olio e farina di pesce.
Le diete BSF 25% e BSF 50% includono rispettivamente il 25% e 50% di farina di BSF. Le lettere differenti indicano differenze
significative tra i gruppi sperimentali (p<0,05), confrontati per le stesse classi di acidi grassi. I valori sono presentati come media +
deviazione standard.

Zebrafish. Il contenuto di SFA delle femmine di zebrafish ha un andamento
crescente statisticamente significativo (p<0,05) dal gruppo di controllo ai
gruppi BSF 25% e BSF 50% (Fig. 7a). Tra i gruppi BSF, il BSF 50% ha valori

significativamente piu elevati (p<0,05).
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Riguardo ai PUFA, si sono osservati valori significativamente piu alti (p<0,05)
nelle femmine di zebrafish del gruppo di controllo, rispetto a quelle dei gruppi
BSF 25% e BSF 50%, e tra loro il gruppo BSF 50% ha un valore
significativamente piu basso (p<0,05).

Il contenuto di acidi grassi n3 ha un andamento decrescente statisticamente
significativo (p<0,05): le femmine di zebrafish del gruppo di controllo hanno i
valori piu elevati; I’analisi dei gruppi BSF ha evidenziato che i valori piu bassi
sono nel gruppo BSF 50% (Fig.7a).

Riguardo agli acidi grassi n6, le femmine di zebrafish dei gruppi BSF 25% e
BFS 50%, non differenti tra loro, hanno valori significativamente piu alti
(p<0,05) rispetto a quelli del gruppo di controllo (Fig. 7a).

Per quanto riguarda i contenuti in MUFA, le femmine di zebrafish dei gruppi
BSF 25% e BSF 50%, non differenti tra loro, hanno valori significativamente
piu alti (p<0,05) rispetto al gruppo di controllo (Fig. 7a).

Riguardo agli acidi grassi n9, le femmine di zebrafish del gruppo BSF 25%
hanno valori significativamente piu alti (p<0,05) rispetto a quelli del gruppo di
controllo e del gruppo BSF 50%. Quest’ultimo ha valori significativamente piu
alti (p<0,05) rispetto a quelli del gruppo di controllo (Fig 7a).

Per quanto riguarda il rapporto n6/n3, c’¢ un andamento -crescente

statisticamente significativo (p<0,05): le femmine di zebrafish del gruppo di
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controllo hanno valori piu contenuti, rispetto a quelli dei gruppi BSF 25% e
BSF 50%; tra di essi vi ¢ una differenza significativa, con il valore piu elevato

nel gruppo BSF 50% (Fig. 7b).
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Fig. 7: (a) Contenuto percentuale in acidi grassi e (b) rapporto n6/n3 nelle femmine di zebrafish. Le lettere differenti indicano differenze
significative tra i gruppi sperimentali (p<0,05) confrontati per le stesse classi di acidi grassi. I valori sono presentati come media
+ deviazione standard.

4.3 Conteggio delle uova

Le uova sono state contate per 10 giorni nei tre gruppi sperimentali. La media
complessiva delle uova, dopo 10 giorni, ¢ risultata pari a 232,74 + 66,7 nel
gruppo di controllo, a 189,31 + 74,38 nel gruppo BSF 25% e 58,41 + 52,88 nel
gruppo BSF 50%, con una differenza significativamente piu bassa (p<0,05) nel
gruppo BSF 50%. Non vi sono state differenze significative tra gli altri due
gruppi (Fig. 8). Inoltre, al giorno 6, non vi ¢ stata deposizione di uova nel

gruppo BSF 50%.
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Fig. 8: Spawning rate dei tre gruppi sperimentali

4.4 Contenuto e composizione di acidi grassi delle uova ovulate

La percentuale di SFA delle uova ovulate delle femmine di zebrafish del gruppo
BSF 50% ¢ significativamente piu alta (p<0,05) rispetto a quella dei gruppi di
zebrafish di controllo e del gruppo BSF 25% (Fig. 9a), tra i quali non vi ¢
differenza.

Riguardo ai PUFA, le uova appartenenti al gruppo BSF 50% hanno valori
significativamente piu bassi (p<0,05) rispetto alle uova del gruppo di controllo
e del gruppo BSF 25% (Fig 9a), tra 1 quali non vi ¢ differenza.

Il contenuto in n3 ¢ significativamente piu basso (p<0,05) nelle uova del gruppo
BSF 50%, rispetto a quello dei gruppi di controllo e BSF 25% (Fig.9a), tra i

quali non vi ¢ differenza.
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L’analisi degli n6 ha evidenziato percentuali significativamente piu alte
(p<0,05) nelle uova del gruppo BSF 50%, rispetto alle uova degli altri due
gruppi (Fig. 9a), tra 1 quali non vi ¢ differenza.

Considerando 1 MUFA, non si sono registrate differenze significative tra i tre
gruppi sperimentali (p>0,05) (Fig. 9a).

Riguardo agli acidi grassi n9, le uova del gruppo di controllo e del gruppo BSF
25%, non differenti tra loro, hanno valori significativamente piu alti (p<0,05)
rispetto alle uova del gruppo BSF 50% (Fig. 9a).

Infine, per quanto riguarda il rapporto n6/n3, nelle uova del gruppo BSF 50%
si sono riscontrati valori significativamente piu alti (p<0,05) rispetto a quelli

dei gruppi di controllo e BSF 25% (Fig. 9b), tra i quali non vi ¢ differenza.
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Fig. 9: (a) Contenuto percentuale in acidi grassi e (b) rapporto n6/n3 nelle uova dei tre gruppi sperimentali. Le lettere differenti indicano
differenze significative tra i gruppi sperimentali (p< 0,05) confrontati per le stesse classi di acidi grassi. I valori sono presentati
come media + deviazione standard.

In sintesi, I’analisi del contenuto e della composizione lipidica delle diete ha

rilevato un incremento degli acidi grassi saturi e una diminuzione degli acidi
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grassi polinsaturi nelle diete includenti il 25% e 50% di farina di BSF. Tuttavia,
nelle femmine adulte di zebrafish e nelle uova ovulate, la stessa analisi ha
particolare nelle uova.

4.5 Istologia e analisi degli ovari

L’esame istologico degli ovari dei tre gruppi sperimentali ha evidenziato un
numero significativamente piu alto (p< 0,05) degli ovociti previtellogenici nel
gruppo BSF 50%, rispetto al gruppo di controllo e al gruppo BSF 25%, tra 1
quali non vi ¢ differenza (Fig. 10). Al contrario il numero di ovociti in stadio
IIT ¢ significativamente piu basso (p<0,05) nel gruppo BSF 50% rispetto al
gruppo di controllo e al gruppo BSF 25%, tra i quali non vi ¢ differenza. Infine,
non si sono registrate differenze significative (p>0,05) nei tre gruppi per quanto
riguarda gli ovociti in stadio IV (Fig. 10). Le immagini delle sezioni istologiche

degli ovari sono riportate nella fig.11.
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Fig. 10: Conta degli ovociti pre-vitellogenici, in stadio III e IV nei tre gruppi sperimentali. Le lettere differenti indicano differenze
significative tra i gruppi sperimentali (p< 0,05). I valori sono presentati come media + deviazione standard.
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Fig. 11: Immagini in ematossilina-eosina di sezioni di ovari dei tre gruppi sperimentali: (a) gruppo di controllo; (b): gruppo BSF 25%,
includente 25% di farina di BSF; (¢): gruppo BSF 50%, includente 50% di farina di BSF).

4.6 Spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier

Per quanto riguarda la composizione biochimica dei campioni di ovari di
zebrafish appartenenti ai tre gruppi sperimentali, possono essere fatte le
seguenti considerazioni:

Negli ovociti in stadio III ¢ stata rilevata una quantita significativamente
maggiore (p<0,05) dei lipidi totali (LIP) nel gruppo BSF 50% in confronto al
gruppo di controllo e al gruppo BSF 25% (Fig. 12a). Per quanto riguarda gli
acidi grassi (FA), 1 valori riscontrati nei gruppi BSF 25% e BSF 50% sono
significativamente piu alti (p<0,05) rispetto al controllo. Riguardo alle proteine
(PRT), il gruppo BSF 50% ha valori significativamente piu bassi (p<0,05) dei
gruppi controllo e BSF 25% (Fig. 12a). L’analisi dei gruppi COO-
(rappresentativi degli amminoacidi) ha mostrato valori significativamente piu
bassi (p<0,05) nel gruppo BSF 50% rispetto agli altri due gruppi, di controllo

e BSF 25%. 1 gruppi CH> (rappresentativi del grado di saturazione delle catene
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alchiliche degli acidi grassi) sono risultati significativamente piu alti (p<0,05)
nel gruppo BSF 25%, rispetto ai gruppi di controllo e BSF 50%. I gruppi PH»
(rappresentativi dei fosfati e dei carboidrati) hanno presentato valori
significativamente piu alti (p<<0,05) nel gruppo BSF 50%, rispetto agli altri due
gruppi.

Negli ovociti in stadio IV ¢ stata riscontrata una quantita significativamente
maggiore (p<0,05) dei lipidi totali e degli acidi grassi nel gruppo BSF 50%,
rispetto ai gruppi di controllo e BSF 50% (Fig.12b). Le proteine sono risultate
significativamente piu alte (p<0,05) nei gruppi di controllo e BSF 25%, rispetto
al gruppo BSF 50% (Fig. 12b). L analisi dei gruppi COO- (rappresentativi degli
amminoacidi) ha mostrato valori significativamente maggiori (p<0,05) nel
gruppo di controllo rispetto ai gruppi BSF 25 ¢ BSF 50%. Nei gruppi CH», PH»
e COH (acidi grassi saturi o insaturi con almeno 4 atomi di carbonio) non vi

sono state differenze tra i tre gruppi sperimentali (p>0,05) (Fig. 12b).
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Fig. 12: Analisi semiquantitativa della composizione biochimica degli ovociti di stadio III (a) e IV (b) dei gruppi di controllo, BSF 25% e
BSF 50%. Le lettere differenti indicano differenze significative tra i gruppi sperimentali (p<0,05). I valori sono presentati come
media + deviazione standard.

4.7 Real-Time PCR

L’indagine, eseguita su campioni di fegato prelevati dai tre gruppi sperimentali,
ha evidenziato un significativo incremento (p<0,05) dell’espressione dei geni
elovi2, elovl5 e fads2 nei campioni del gruppo BSF 50% rispetto al gruppo di
controllo e al gruppo BSF 25%, tra 1 quali non vi ¢ differenza (Fig.13). Questo
dato concorda con i dati emersi dall’analisi del contenuto e della composizione

degli acidi grassi che ha mostrato una riduzione della differenza tra SFA e



PUFA nelle femmine di zebrafish e nelle uova ovulate. Cio € in accordo con la

maggiore espressione genica dei geni coinvolti nella elongazione e

desaturazione degli acidi grassi essenziali.

Abbondanza rel. di mRNA di elovi2
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13: Livelli relativi di mRNA dei geni elovi2, elovl5 e fads2. Le lettere differenti indicano differenze significative tra i gruppi
sperimentali (p<0,05). I valori sono presentati come media + deviazione standard.
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S. DISCUSSIONE

L'acquacoltura ¢ uno dei settori zootecnici che negli ultimi decenni ha fatto
registrare il maggiore sviluppo a livello mondiale (FAO, 2016). In tale settore
si usano farine e oli di pesce perché essi, da una parte, garantiscono il corretto
apporto proteico e, dall’altra, forniscono gli acidi grassi n3 necessari allo
sviluppo e al benessere animale (Gomez, 2019). La qualita dell’alimentazione
¢ determinante per la capacita riproduttiva dei pesci allevati e ¢id ha una grande
importanza in acquacoltura ai fini della produzione continua di uova e quindi
di giovanili. Per quanto riguarda le proteine, un apporto proteico di almeno 400
g. kg'! consente migliori tassi di fecondita, peso degli ovari, numero di uova,
produzione media di avannotti, rispetto a pesci alimentati con diete contenenti
meno proteine (Chong et al., 2004; Kithsiri et al., 2010). Tuttavia, il profilo
lipidico presente nella dieta ¢ il fattore che piu incide sull’efficienza della
riproduzione delle specie allevate. In particolare il profilo lipidico ¢
determinante sul tasso di fecondazione, come riportato nel pesce coniglio
(Siganus guttatus) e nell' orata (Sparus aurata), sulla qualita dello sperma della
trota iridea (Oncorhynchus mykiss) e sull’incorporazione degli HUFA n3 nelle
uova della spigola (Dicentrarchus labrax) (Duray et al., 1994; Fernandez-
Palacios et al., 1995; Navas et al., 1996; Fernandez-Palacios et al., 1997).

Newman et al. (2016) hanno riscontrato che il successo riproduttivo dello
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zebrafish (Danio rerio) si correla con la qualita e la quantita dell’alimentazione,
indicando che la dieta non solo deve essere corretta in termini di profilo
proteico e lipidico, ma anche che la razione quotidiana non dovrebbe essere
inferiore a 300 g. kg'!. Al di sotto di tale soglia, infatti, vi & una minor
produzione di uova da parte delle femmine malnutrite.

Nel presente studio sono stati valutati, per la prima volta, gli effetti
dell’alimentazione con diete includenti quantita del 25% e 50% di prepupe di
Hermetia illucens, sulla crescita e sulla riproduzione degli zebrafish allevati
con tali diete per 12 mesi.

I risultati biometrici del presente studio hanno evidenziato un ritardo di crescita
delle femmine adulte di zebrafish alimentate con la dieta includente farina di
Hermetia illucens (BSF) al 50%, rispetto agli esemplari alimentati con la dieta
di controllo e con la dieta includente BSF al 25%. Ci0 puo essere interpretato,
verosimilmente, come una conseguenza della differente composizione lipidica
delle tre diete sperimentali e dell’importante dispendio energetico richiesto dai
processi biochimici di conversione lipidica, di cui si parlera in dettaglio piu
avanti, che hanno interessato maggiormente gli zebrafish del gruppo

sperimentale BSF 50%.
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Tuttavia, I’indice gonadosomatico non ha mostrato differenze sostanziali nei
tre gruppi sperimentali, evidenziando la possibilita di un corretto sviluppo
dell’ovario, indipendentemente dal tipo di dieta.

Il dispendio energetico legato alle conversioni lipidiche ha comportato anche
una minore produzione di uova da parte del gruppo di femmine adulte di
zebrafish alimentate con la dieta a piu alto contenuto di farina di BSF.

In questo gruppo, le indagini istologiche eseguite sugli ovari hanno riscontrato
un aumento significativo degli ovociti pre-vitellogenici e un parallelo
decremento degli ovociti in stadio III. Tuttavia, non si sono riscontrate
differenze nei tre gruppi sperimentali riguardo al numero di ovociti in stadio
IV.

Questo risultato potrebbe riflettere, da un lato, un ritardo legato al consumo
energetico correlato alle attivita di bio-conversione lipidica, dall’altro la
difficolta materna nell’ottenere dall’alimentazione ricevuta macromolecole
adeguate da inserire negli ovociti durante la vitellogenesi.

Nel presente studio il profilo lipidico delle diete includenti farina di BSF ha
mostrato differenze significative rispetto a quello del mangime della dieta di
controllo, con incremento degli acidi grassi saturi e diminuzione dei PUFA

all’aumentare dell’inclusione di BSF (Zarantoniello, 2018).
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In effetti, ’aspetto che maggiormente differenzia il profilo nutrizionale del
mangime tradizionale contenente farine e oli di pesce € proprio il profilo
lipidico. I lipidi sono la principale fonte energetica per il metabolismo cellulare
nonché fonte di acidi grassi insaturi. Di conseguenza, un aspetto cruciale della
dieta ¢ rappresentato dalla presenza di livelli adeguati di acidi grassi insaturi
(HUFA), inclusi I’EPA e il DHA (Sargent, 1997; Halver, 2002).

In una certa misura, il profilo lipidico delle femmine adulte di zebrafish riflette
il profilo lipidico dei mangimi con cui sono state nutrite. Tuttavia, si € osservata
una riduzione delle differenze tra i gruppi considerando le femmine adulte di
zebrafish, in particolare per quanto riguarda 1 PUFA e gli acidi grassi n3.

Nei pesci d’acqua dolce, il deficit di HUFA e/o PUFA pud stimolare
meccanismi adattativi inducenti 1’azione di enzimi quali le elongasi e le
desaturasi, che possono modificare la lunghezza e il grado di insaturazione
delle catene degli acidi grassi. Le elongasi (elovl) sono enzimi necessari per la
biosintesi degli acidi grassi polinsaturi a catena molto lunga (VLCFA)
(Nugteren, 1965). Elovl5 di zebrafish ¢ in grado di allungare efficientemente i
PUFA CI8 tra cui I’acido a-linolenico (ALA), I’acido y-linolenico (GLA),
I’acido eicosapentaenoico (EPA) e 1’acido arachidonico (ARA) (Agaba et al.,
2005). Elovl2 ha grande importanza in quanto, sebbene I’EPA e 1’acido

eicosatetraenoico (ETA) siano anche substrati di  Elovl5, 1’acido
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docosapentaenoico (DPA) e I’acido adrenico (22: 4n-6) vengono convertiti in
modo efficiente solo da elovl2. Le desaturasi (fads) dei pesci mostrano
funzionalita molteplici. In dettaglio, 1’azione della desaturasi A6 comporta le
desaturazioni dell’acido linoleico (18: 2 n6) in acido y-linolenico (18: 3 n6) e
dell’acido a-linolenico (18: 3 n3) in acido stearidonico (18: 4 n3). La desaturasi
A5 desatura I’acido diomo-y-linolenico (20: 3 n6) in acido arachidonico (20: 4
n6) e I’acido eicosatetraenoico (20: 4 n3) in acido eicosapentaenoico (20: 5 n3).
Nello zebrafish ¢ stata descritta la prima desaturasi bifunzionale A6/AS, in
grado di desaturare substrati di acidi grassi C18 e C24, suggerendo che lo stesso
enzima possa intervenire in piu passaggi metabolici (Tocher et al., 2003).

Nel presente studio tutto cid ¢ supportato dall’incremento significativo
dell’espressione dei geni elovi2, elovl5 e fads?2 osservato nel gruppo alimentato
con dieta BSF 50%. In particolare I’incremento di elovi2 e elovl5 ha comportato
una riduzione delle differenze del contenuto in PUFA tra gli zebrafish
alimentati con BSF 50% e quelli alimentati con la dieta di controllo. Il
permanere di una differenza potrebbe essere attribuito al contenuto globale di
PUFA C18, che ¢ stato significativamente inferiore nella dieta BSF 50%,
rispetto alla dieta di controllo. Anche I’incremento di fads2, negli zebrafish
alimentati con la dieta BSF 50%, si puo spiegare, almeno in parte, con i

contenuti significativamente differenti in substrati delle desaturasi A6/A5 quali
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I’acido linoleico, 1’acido y-linolenico e il diomo-y-linolenico tra la dieta di
controllo e la dieta BSF 50%. Questi risultati suggeriscono che nelle femmine
adulte di zebrafish si siano attivati processi di neo-sintesi di HUFA tesi a
favorire il processo maturativo degli ovociti.

L’analisi del contenuto e della composizione lipidica delle uova ovulate ha
evidenziato una ulteriore riduzione dello sbilanciamento delle classi lipidiche
tra 1 gruppi alimentati con diete BSF e il gruppo della dieta di controllo,
soprattutto dei PUFA, in particolare degli acidi grassi n3 e del rapporto n6/n3.
Questo riscontro avvalora ulteriormente 1’avvenuta attivazione dei meccanismi
di conversione lipidica e anche I’accumulo negli ovociti dei PUFA neo-
sintetizzati, a conferma dell’orientamento selettivo verso 1’ovogenesi (Labbe et
al., 1993; Salze et al., 2005; Lazzarotto et al., 2015). In accordo a questo dato
vi sono 1 risultati dell’analisi spettroscopica FT-IR che ha mostrato che le
differenze delle varie macromolecole analizzate si fanno meno evidenti
passando dagli ovociti in stadio IIT a quelli in stadio IV.

Questi risultati suggeriscono che 1’alimentazione includente farina di BSF in
quantita superiori al 25% possa penalizzare lo sviluppo ovocitario sotto
I’aspetto quantitativo ma non qualitativo. Questo risultato probabilmente lascia
intendere che le femmine adulte di zebrafish, nutrite con la dieta includente

farina di BSF al 50%, sono in grado di produrre un numero inferiore di uova,
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ma la loro qualita in termini di profilo lipidico € comunque garantita. Tuttavia,
per poter confermare questo presupposto sono necessarie ulteriori analisi

riguardo ai tassi di schiusa e al corretto sviluppo delle larve.
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6. CONCLUSIONI

I risultati a lungo termine del presente studio sono incoraggianti e inducono a
proseguire le ricerche sull’alimentazione con mangimi includenti farine
d’insetto.

L’inclusione di farina di BSF in quantita del 25% appare adeguata per una
corretta crescita e una buona attivita riproduttiva. Tuttavia, la possibilita di
incrementare le percentuali di inclusione di farina di BSF richiede ulteriori
sforzi tesi al miglioramento del profilo lipidico delle farine dell’insetto, al fine

di poter ottimizzare le richieste nutrizionali dei pesci allevati.
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