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RIASSUNTO 
 
Il granchio blu (Callinectes sapidus), originario delle coste occidentali 

dell'Atlantico, si è diffuso nel Mar Mediterraneo a seguito dell'introduzione 

tramite le acque di zavorra delle navi provenienti dagli Stati Uniti, adattandosi 

rapidamente alle nuove condizioni ambientali. Grazie alla sua tolleranza ad 

ampi range di temperatura e salinità e alla sua capacità di alimentarsi a diversi 

livelli della rete trofica, la specie ha invaso ampi territori, compreso l'alto 

Adriatico, dove ha causato gravi danni all'ecosistema locale e alle attività 

economiche, in particolar modo all'allevamento di vongole. La forte pressione 

esercitata dal granchio blu sull'ecosistema bentonico del Mar Mediterraneo sta 

riducendo sia la disponibilità che la variabilità delle prede comuni per questa 

specie. Nonostante la sua natura onnivora generalista, il conseguente 

spostamento trofico verso fonti di cibo subottimali e la carenza a lungo termine 

di nutrienti cruciali possono alterare la dinamica di popolazione di questa 

specie. In particolare, i lipidi sono fondamentali per fornire fonti di energia e 

regolare molti processi fisiologici e di sviluppo nei crostacei marini. In questo 

contesto, lo scopo del presente studio è stato di: (i) testare, in condizioni 

controllate, su maschi e femmine di granchio blu una fonte alimentare 

caratterizzata da un profilo subottimale di acidi grassi polinsaturi (PUFAs) della 

serie n-3, a causa della sua origine terrestre; (ii) indagare le risposte fisiologiche 
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in termini di crescita, benessere, caratterizzazione lipidica in tessuti target 

(muscolo e ovario), qualità e stato riproduttivo. Dopo il periodo di 

acclimatazione, i granchi blu sono stati divisi casualmente in tre gruppi 

sperimentali come segue: (i) gruppo Ctrl: granchi blu alimentati con filetto di 

alaccia (Sardinella aurita) per l'intero periodo di prova (60 giorni); (ii) gruppo 

Mix: granchi blu alimentati con cuore bovino per i primi 40 giorni e filetto di 

alaccia (Sardinella aurita) per i successivi 20 giorni; (iii) gruppo Bh: granchi 

blu alimentati con cuore bovino per l'intero periodo di prova (60 giorni). 

Le diete fornite non hanno modificato lo stato di salute e l'accumulo di nutrienti 

nell’epatopancreas. Infatti, i granchi di tutti i gruppi sperimentali erano 

caratterizzati da una struttura adeguata della ghiandola digestiva, con livelli 

comparabili di riserve lipidiche. Ciò ha supportato adeguatamente la 

maturazione gonadica sia nei maschi che nelle femmine di tutti i gruppi 

sperimentali. Tuttavia, la somministrazione di cuore bovino per l'intero periodo 

di alimentazione (ricco di PUFA n-6 e scarso in PUFA n-3) ha portato a 

prestazioni di crescita inferiori sia nei maschi che nelle femmine di granchio, 

senza però alterare lo sviluppo e le dimensioni delle gonadi. Questo risultato 

ha probabilmente rivelato che i granchi blu danno priorità all'investimento 

riproduttivo piuttosto che alla crescita, indirizzando le risorse vitali verso i loro 

organi riproduttivi. Questa interessante scoperta ha implicazioni per la 
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sopravvivenza della specie: quando l'approvvigionamento o la qualità del cibo 

diminuiscono, il granchio blu utilizza le sue riserve biologiche per supportare 

la riproduzione. 
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1 Introduzione 

1.1 Le specie aliene 

Le invasioni biologiche sono una componente chiave della crisi della 

biodiversità indotta dall’uomo (Sala et al. 2000) e, tra gli effetti principali 

causati dalle specie introdotte, vi sono l’alterazione della struttura della 

comunità invasa e una modificazione delle funzioni ecologiche (Chapin et al. 

1996), oltre ad un possibile danno alle attività economiche presenti sul 

territorio. 

Per affrontare la tematica delle specie aliene occorre soffermarsi sulle 

definizioni di specie indigena, specie aliena e specie aliena invasiva. 

Una specie indigena, o autoctona, è una specie naturalmente presente in un 

determinato areale nel quale si è generata o vi è arrivata senza l’intervento 

diretto dell’uomo. 

Per contro, una specie aliena, o alloctona, è una specie che non appartiene alla 

flora o alla fauna originaria di una determinata area, ma che vi è giunta per 

l’intervento diretto o indiretto dell’uomo. 

Importante è la definizione di specie aliena invasiva: si tratta di piante, animali, 

patogeni e altri organismi non originari di un dato ecosistema che, una volta 

introdotti, ne pregiudicano l’equilibrio ecologico e possono causare danni 

ambientali, danneggiare la salute degli esseri umani o l’economia. Le specie 
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aliene invasive hanno un impatto negativo sulla biodiversità e possono causare 

l’estinzione delle specie native, attraverso competizione, predazione o 

trasmissione di patogeni, con conseguente perdita di servizi ecosistemici forniti 

dalle specie scomparse. 

Negli scorsi millenni, la colonizzazione umana ha portato, intenzionalmente o 

meno, all’introduzione di specie animali o vegetali fuori dal proprio range 

naturale. Tuttavia, le introduzioni comprendevano pochi taxa e inoltre, 

avvenivano in tempi molto lunghi e in luoghi prossimi al range nativo (Hui e 

Richardson, 2016). 

Tuttavia, nell’ultimo secolo a causa dell’incremento della globalizzazione, e 

allo sviluppo tecnologico, le specie possono essere traslocate anche in scala 

globale, andando a vanificare quei confini e quelle barriere naturali che 

impedivano le invasioni. Il numero di taxa trasportati è aumentato, così come 

l’abbondanza degli individui che compongono le comunità (Keane e Crawley, 

2002; Seebens et al., 2021). 

Attualmente in Europa si contano circa 14,000 taxa alieni 

(https://easin.jrc.ec.europa.eu/easin/Catalogue, giugno 2024). Di questi, sono 

state riscontrate circa 840 specie non indigene (NIS) nei mari dell’Europa, delle 

quali 87 sono considerate invasive 

(https://www.eea.europa.eu/en/analysis/indicators/marine-non-indigenous-
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species-in , giugno 2024). Tuttavia, questo fenomeno è destinato ad aumentare 

(Bellard et al., 2012; Roy et al., 2018), anche a causa di un insieme di effetti 

come l’aumento della concentrazione di CO2 nell’atmosfera, l’innalzamento 

delle temperature, i maggiori depositi di azoto, l’aumento di fattori di disturbo 

e l’aumento della frammentazione degli habitat (Vilà et al., 2010). Inoltre, 

anche l’impatto antropico dovuto a inquinamento, overfishing, acquacoltura, 

cambiamenti climatici, e presenza di contaminanti può favorire questi processi, 

portando ad una diminuzione della biodiversità e favorendo quelle specie con 

un ampio e maggiore margine di tolleranza verso questi disturbi (McKenzie et 

al., 2012; Johnston e Robert, 2009). Le specie introdotte, infatti, hanno 

solitamente una tolleranza maggiore a stress abiotici e biotici, permettendo un 

adattamento più veloce a queste condizioni. 

Per fronteggiare questo fenomeno, l’Europa si è mossa sia sul piano politico 

sia su quello legislativo. Il regolamento (Eu) No 1143/2014 stabilisce regole 

per prevenire, minimizzare e mitigare l’impatto negativo sulla biodiversità 

dovuto all’introduzione e alla diffusione delle NIS. Inoltre, la direttiva quadro 

sulla strategia per l'ambiente marino (MSFD) mira a raggiungere un buono 

stato ambientale (GES) per tutte le acque marine dell'UE, ad esempio 

garantendo che le NIS non alterino negativamente gli ecosistemi. La direttiva 

prevede che il numero di nuove NIS introdotte nell'ambiente naturale attraverso 
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l'attività umana sia ridotto al minimo o a zero e che gli Stati membri stabiliscano 

delle soglie per la loro l'introduzione 

(https://www.eea.europa.eu/en/analysis/indicators/marine-non-indigenous-

species-in , giugno 2024). Degno di nota è sicuramente il descrittore numero 2 

(D2), che si riferisce proprio alle specie aliene. 

Un mare colpito particolarmente da questo fenomeno è il Mar Mediterraneo, 

anche a causa delle sue caratteristiche. Esso è infatti un bacino semi chiuso, 

con regime idrico negativo. La quantità di acqua che evapora durante l’anno è 

maggiore rispetto a quella introdotta da fiumi e fenomeni atmosferici. Inoltre, 

è un mare particolarmente caldo (con un range di temperatura che va da 10 °C 

a 30 °C) ed è soggetto ad eutrofizzazione, in quanto le coste sono 

particolarmente abitate e vi sono molti scarichi fluviali. Inoltre, è un importante 

crocevia per il trasporto marittimo, in quanto grazie alla costruzione del canale 

di Suez, il trasporto via mare tra Atlantico e Pacifico è più rapido. Tutte queste 

caratteristiche lo rendono un luogo adatto all’insediamento di nuove specie, più 

resistenti o performanti delle specie indigene, che quindi possono soccombere. 

Tra queste specie rientra il granchio blu (Callinctes sapidus, Rathbun, 1896), 

originario delle coste occidentali dell’Atlantico dove funge da key-stone 

species, avendo un ruolo chiave nella struttura e nelle funzioni della rete trofica 

negli ambienti costieri. Viene, inoltre, utilizzato come specie adatta 
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all’acquacoltura, in particolare nella Chesapeake Bay, ossia un’insenatura 

lungo la costa orientale degli Stati Uniti, suddivisa tra Maryland e Virginia. Qui 

l’allevamento del granchio blu è alla base di un mercato di milioni di dollari 

all’anno (https://www.cbf.org/about-the-bay/chesapeake-wildlife/blue-

crabs/index.html , giugno 2024). 

In Europa è stato introdotto, probabilmente tramite le acque di zavorra, durante 

i viaggi delle imbarcazioni che partivano dalle coste occidentali dell’Oceano 

Atlantico, fino ad arrivare alle coste atlantiche della Francia (Nehring, 2011), 

per poi espandersi nel mar Mediterraneo dal 1947. In particolare, si è espanso 

nel Mediterraneo occidentale, nell’Atlantico portoghese, nell’area Adriatico-

Ionica, nel bacino Levantino e nel Mar Nero, diventando ubiquitario. 

Questo ampio e veloce adattamento è favorito dalle sue caratteristiche e, in 

particolare, da tre motivi principali: (i) tolleranza a diversi valori di salinità e 

temperatura, essendo una specie eurialina ed euriterma, capace cioè di 

sopravvivere e riprodursi anche in ambienti con una differente salinità ed una 

differente temperatura rispetto a quelle riscontrabili nel suo range nativo 

(Mancinelli et al. 2021); (ii) regime alimentare da onnivoro generalista, capace 

di attingere da più livelli della catena trofica (si nutre principalmente di pesci, 

molluschi, altri crostacei, ma anche di piante acquatiche e detrito (Gruner, 

1993); (iii) elevato tasso di riproduzione, con una femmina che può produrre 
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più di due milioni di uova alla prima covata (un numero che andrà poi a 

diminuire negli eventi riproduttivi successivi, ma che rimane comunque alto) 

(Prager et al., 1990; Hines, 2003). 

L’introduzione e la diffusione di questa specie stanno causando diverse 

problematiche sia a livello della struttura degli ecosistemi invasi sia alle attività 

economiche legate agli ambienti costieri come, ad esempio, l’allevamento di 

vongole in mare in alto Adriatico (Nehring, 2011). 

1.2 Biologia ed ecologia di Callinectes sapidus 
 

Il granchio blu è un decapode della famiglia Portunidae, facilmente 

distinguibile dal suo colore blu acceso soprattutto nella zona frontale in 

corrispondenza delle appendici che portano le chele (chelipedi; primo paio di 

arti), mentre il resto del corpo è di colore marrone. Il secondo, terzo e quarto 

paio di arti è adibito alla locomozione, mentre il quinto paio presenta una forma 

a pagaia, per favorire il nuoto. Le femmine presentano una sacca ovigera ampia 

e si possono distinguere dai maschi anche dalla colorazione delle chele rossa o 

arancione, mentre i maschi presentano una sacca addominale a forma di “T” 

rovesciata (Williams et al., 1974). Il granchio blu può raggiungere i 25 cm di 

lunghezza del carapace (CL), mentre la larghezza è il doppio della CL. Lo 

sviluppo in dimensioni è molto rapido durante la prima estate, arrivando a 
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crescere dai 70 ai 100 mm in CL; al secondo anno, invece, la maturità viene 

raggiunta a 120-170mm.  

 Il granchio blu tollera ampi range di temperatura e salinità, trovando nel Mar 

Mediterraneo condizioni adatte, visto l’innalzamento della temperatura dovuta 

anche al riscaldamento globale. Solitamente a temperature inferiori ai 10 °C, il 

granchio blu diventa inattivo (Turner et al., 2003). Tuttavia, l’innalzamento 

della temperatura, soprattutto in Adriatico e nello Ionio, può favorire la 

sopravvivenza e la conseguente riproduzione della specie anche nei mesi 

invernali (Ulbrich et al., 2013). 

Inoltre, C. sapidus necessita di ambienti a diversa salinità per completare il 

ciclo vitale (Hines, 2007). In particolare, le femmine di granchio blu 

raggiungono la maturità sessuale dopo 17-19 mute post-larvali, (Williams 

1974). La copula avviene quando la femmina presenta ancora il carapace molle, 

rendendo impossibili altri accoppiamenti futuri, mentre il maschio presenta un 

carapace completamente calcificato e ha la possibilità di accoppiarsi più volte 

(Milliken & Williams, 1980; Kendall et al., 2001). 

La copula avviene nel tardo autunno in prossimità della zona costiera, con un 

basso valore di salinità, con il maschio che trasferisce le spermatofore e il 

liquido seminale all’interno della femmina, che presenta oociti non differenziati 

e delle strutture chiamate spermateche dove vengono conservate le 
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spermatofore in attesa della fertilizzazione. A questo punto, le femmine 

migrano verso il largo. Tale migrazione si arresta nei mesi invernali, quando la 

temperatura dell’acqua va al di sotto dei 10 °C, poiché le femmine diventano 

inattive. Questo è il periodo in cui si osserva la maggior mortalità. La 

migrazione riprende in primavera, quando le femmine si dirigono in zone a 

maggiore salinità dove le uova verranno fertilizzate utilizzando lo sperma 

precedentemente immagazzinato. Alla schiusa, si origina una forma 

planctonica larvale detta zoea (Kennedy, 2007; Epifanio, 2007; Jivoff et al., 

2007). 

Lo sviluppo larvale conta sette fasi di zoea ed una sola fase di megalopa. Lo 

sviluppo di zoea dura dalle tre alle quattro settimane in condizioni favorevoli e 

avviene in mare aperto poiché le larve in questa fase sono abili nuotatrici. Lo 

sviluppo della megalopa ha un periodo variabile e, in Mediterraneo, va dai dieci 

ai quindici giorni. Successivamente, le megalope tornano in prossimità della 

costa dove vanno incontro a metamorfosi, innescata da segnali ormonali in 

associazione con un appropriato habitat (Epifanio, 1995; Epifanio e  Cohen, 

2016). 

La crescita e le performance riproduttive del granchio blu sono funzione delle 

riserve nutritive accumulate nell’epatopancreas (Chu, 1999; Castiglioni et al., 

2016). C. sapidus è onnivoro generalista e, in base alla disponibilità preda 
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bivalvi, pesci, crostacei e, in alcuni casi, anche materiale di origine vegetale 

(Hill e Weissburg, 2013; Laughlin, 1982). La dieta cambia a seconda del sesso. 

I maschi, infatti, non dovendo compiere migrazioni, mantengono sempre la 

stessa dieta, a differenza delle femmine che hanno una dieta più varia dovendo 

cambiare zona in base allo stato riproduttivo (Laughlin, 1982; Bauer e Miller, 

2010). In generale, le condizioni di accumulo di nutrienti nell’epatopancreas, il 

più importante organo digestivo e di storage nei decapodi, sono il principale 

indicatore dello status nutrizionale nei crostacei che determina, di conseguenza, 

le possibilità di sostenere fenomeni energeticamente dispendiosi come crescita, 

muta e riproduzione. 

1.3 Anatomia del tratto digerente dei Decapodi 

Il tratto digerente dei Decapodi consiste in una parte esterna, ossia la bocca, ed 

una parte interna, comprendente tutti gli organi.  

La bocca è formata da sei paia di appendici: la mandibola, mascella 1 e 2, 

massillipedi 1-3, che possono variare sia in forma sia in funzione. Queste parti 

sono ricche in strutture utili a ridurre le dimensioni del cibo, prima che 

l’alimento venga ingerito (Wirhkner e Richter, 2015).  

Nel tratto iniziale dell’esofago, il cibo viene lubrificato con un muco prodotto 

dalle ghiandole mucipare (Erri Babu, Shyamasundari, e Hanumanthu Rao, 
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1979); l’esofago è un corto tubo estensibile che termina nello stomaco (Barker 

e Gibson, 1977). 

 Lo stomaco è diviso in stomaco cardiaco anteriore, utilizzato per la digestione 

meccanica, e lo stomaco pilorico posteriore, con una funzione filtrante del 

chimo e utile a compattare i prodotti di scarto solidi (Gruner, 1993). All’interno 

dello stomaco, si trovano delle strutture cuticolari calcificate, necessarie per la 

formazione del filtro pilorico e i siti di attacco per la muscolatura. Nello 

stomaco cardiaco, il cibo si mescola ai fluidi gastrici e viene triturato dalle 

strutture cuticolari masticatorie (Brösing, 2010). 

Il chimo viene poi filtrato in filtri primari, posti ventralmente allo stomaco 

cardiaco per poi essere trasportato alla camera ventrale dello stomaco pilorico 

attraverso i canali filtratori cardiopilorici (Storch et al., 2001); i solidi invece, 

attraverso la valvola cardiopilorica, sono trasportati nella regione media dello 

stomaco pilorico. 

Il filtro pilorico attua una seconda filtrazione e filtra i fluidi ottenuti dalla 

pressione del residuo solido nella camera media; questo secondo filtrato viene 

trasportato attraverso l’atrio nei tubuli dell’epatopancreas, dove avviene 

l’assorbimento dei nutrienti (Vogt, 2019). 
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Infine, l’intestino medio e distale compattano le feci e le trasportano all’esterno. 

Inoltre l’intestino distale sembra anche essere coinvolto in un rapido 

assorbimento dell’acqua, contribuendo alla regolazione ionica ed osmotica. 

1.3.1 Struttura e funzioni dell’epatopancreas 

L’epatopacreas è l’organo digestivo più grande nei decapodi ed è coinvolto 

nell’assorbimento e nello storage dei nutrienti, così come nella risposta allo 

stress. Infatti, può essere considerato in modo analogo ad intestino, fegato e 

pancreas esocrino dei vertebrati. È situato principalmente nel cefalotorace e 

costituito da due sistemi bilaterali di tubuli simmetrici collegati, attraverso 

l’atrio, allo stomaco pilorico. L’atrio prende contatto con lo stomaco, attraverso 

il filtro della ghiandola pilorica e con l’intestino medio, tramite la valvola 

epatopancreatica-intestinale (Vogt, 2019). 

Morfologicamente, ogni metà dell’epatopancreas è formata da innumerevoli 

tubuli a fondo cieco che presentano un rivestimento composto da epitelio 

monostratificato, circondato da seni emolinfatici (Castejón et al., 2019). Ogni 

tubulo è circondato da una rete muscolare per garantire il riempimento e lo 

svuotamento dei tubuli. La muscolatura comprende fibre longitudinali e 

circolari, con i corpi delle cellule muscolari riscontrabili all’interno dei seni 

emolinfatici (Leavitt e Bayer, 1982; Loizzi, 1971; Vogt, 1985). 
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Sono presenti anche delle arterie epatopancreatiche, provenienti direttamente 

dal cuore, che si ramificano in arteriole più piccole, e che scaricano l’emolinfa 

direttamente nel seno ematico (Factor e Naar, 1985, 1990). 

A livello epiteliale, tutti i tubuli presentano diversi tipi di cellule: cellule E, 

Cellule R, cellule F, cellule B e cellule M. 

Delle giunzioni cellulari connettono ogni singola cellula epiteliale con quelle 

adiacenti: all’apice della cellula si possono trovare giunzioni strette, mentre 

nella zona centrale sono presenti giunzioni gap. 

Ogni tubulo può essere diviso in tre zone: la zona distale, la zona delle cellule 

B e la zona prossimale. Nella zona distale si possono trovare cellule E alle 

estremità chiuse dei tubuli e cellule R, F e B in differenziamento più a valle. Le 

cellule E fungono da cellule staminali progenitrici che danno origine ai diversi 

tipi di cellule. Nella zona B invece, si trovano le cellule R, F e B mature. Infine, 

nella zona prossimale, si trovano solo cellule R e F, ma non cellule B, poiché 

si disgregano tramite secrezione olocrina a fini digestivi (Vogt, 1993, 1994). 

Le cellule R sono responsabili dell’assorbimento e sono le cellule più 

abbondanti dell’epatopancreas. 

Presentano una struttura polarizzata, mostrando all’apice un bordo con 

microvilli, mitocondri e corte cisterne del reticolo endoplasmico liscio. L’area 

centrale e quella più esterna contengono invece il nucleo, gocce lipidiche, il 
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reticolo endoplasmico rugoso, i mitocondri, i corpi del Golgi, perossisomi, 

lisosomi e autofagosomi. La parte basale, contigua al seno emolinfatico, 

presenta un sistema esteso di tubuli, reticolo endoplasmico rugoso e 

mitocondri. Il Golgi produce vescicole probabilmente destinate ad un uso 

intracellulare di storage di nutrienti, in quanto non vengono secrete nel lume 

del tubulo (Vogt, 2019). 

Durante l’alimentazione, le cellule R si attivano, riscontrando un alto livello di 

fosfatasi acida ed esterasi non specifiche, indice dell’assimilazione e del 

processamento dei nutrienti (Vogt, 2019).  

La funzione principale delle cellule R è quella di garantire una riserva di 

sostanze nutritive, soprattutto in termini di lipidi e glicogeno, fondamentali per 

garantire processi come muta e vitellogenesi (Al-Mohanna e Nott, 1989; Vogt 

et al., 1985). Il catabolismo dei globuli lipidici, ad esempio, avviene in stretta 

associazione con il reticolo endoplasmico rugoso, i perossisomi ed i 

mitocondri, siti della beta ossidazione degli acidi grassi (Vogt, 2019). 

Le cellule R possono anche accumulare, in strati concentrici, granuli di calcio 

fosfato durante la fase di pre-muta. Queste riserve vengono utilizzate per 

l’indurimento del nuovo carapace dopo la muta (Shechter et al., 2008). 
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1.3.2 Ruolo dell’epatopancreas nella regolazione della muta e nella 

riproduzione 

I processi di muta e riproduzione, strettamente correlati alla disponibilità di 

riserve energetiche nell’epatopancreas, sono governati da una serie di segnali 

molecolari prodotti proprio da tale organo. In particolare, il 20-idrossiecdisone, 

ossia la forma attiva del principale ecdisteroide, ha un ruolo centrale in questi 

poiché, legandosi al recettore a livello dell’epatopancreas, innesca una cascata 

che regola tutti i processi legati alla muta come ad esempio rilascio della 

cuticola, flussi osmotici, biosintesi e degradazione della chitina (Song et al. 

2017), così come la sintesi di vitellogenina (Girish et al., 2015). Il 20-

idrossiecdisone viene, infatti, sintetizzato nell’organo Y dei crostacei a partire 

dal colesterolo, utilizzando una serie di enzimi appartenenti alla famiglia 

“Halloween”. Questi geni sono responsabili della conversione di chetodiolo in 

ecdisone, tramite una serie di reazioni di idrolizzazione. Il 20-idrossiecdisone 

verrà poi trasferito dall’organo Y all’emolinfa (Swall et al., 2021). A livello 

dell’epatopancreas, questo ormone si legherà al suo recettore (ecr) il quale, 

dopo aver formato un eterodimero con la proteina rxr, innescherà una cascata 

di segnali a livello intracellulare che porteranno a regolare positivamente i 

processi di muta (e quindi di crescita) e, nelle femmine, alla sintesi di 

vitellogenina.  
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La vitellogenina viene trasportata successivamente, tramite l’emolinfa, 

all’ovario, dove verrà internalizzata negli oociti in sviluppo (Li et al., 2006; 

Zmora et al., 2007) grazie a particolari recettori (VtGR) (Subramoniam, 2011). 

I VtGR sono riscontrabili solo nell’ovario, e la loro presenza è contemporanea 

all’espressione di vitellogenina nell’epatopancreas. 

1.3.3 Ruolo dell’epatopancreas nella regolazione della risposta allo stress 

Tra le altre funzioni, l’epatopancreas è implicato nella risposta allo stress. In 

particolare, è coinvolto nella sintesi di Heat shock proteins (hsps), necessarie 

per contrastare situazioni di stress come shock termici, presenza di metalli 

pesanti che possono danneggiare la struttura delle proteine, o altre situazioni 

dove vi sono cambiamenti improvvisi che possono portare a danni strutturali a 

livello proteico (Welch, 1992; Hendrick e Hartl, 1993; Sanders, 1993; Craig et 

al., 1994). Questa famiglia di proteine, che prende il nome dalla massa 

molecolare della membrana delle stesse, è costituita da chaperoni molecolari 

molto conservati che contribuiscono al ripiegamento e al mantenimento della 

struttura proteica (Welch and Feramisco, 1982; Bose et al., 1996; Rutherford 

and Lindquist, 1998; Queitsch et al 2002; Picard, 2002; Chen et al., 2006). In 

particolare, le hsp90 sono coinvolte, oltre che nel differenziamento, nella 

proliferazione e nell’apoptosi cellulare, nella protezione delle cellule a fattori 
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di stress generici, rendendole un marker indicatore dello stato di salute generale 

dell’animale (Li, Peng et al., 2012). 

L’epatopancreas è coinvolto nella risposta allo stress anche come bersaglio di 

un particolare ormone, il “crustacean hyperglycemic hormone” (chh), 

sintetizzato in diversi tessuti, tra cui l’organo pericardico. Il chh è tra i 

neuropeptidi più abbondanti nei decapodi e viene prodotto in risposta a diversi 

tipi di stress come ipossia, ipo- o ipertermia, alterazioni nella salinità, infezioni 

o uno spostamento prolungato (Chang e Lai, 2018; Chung et al., 2010; 

Montagné et al., 2010; Webster et al., 2012). In risposta al fattore di stress, il 

chh innesca, nell’epatopancreas e nel tessuto muscolare, la mobilitazione delle 

riserve energetiche come glucosio e lipidi al fine di ottenere una condizione di 

iperglicemia per supportare le aumentate richieste fisiologiche dell’animale. 

1.4 Apparato riproduttore 

1.4.1 Ovario 

L’ovario si trova in posizione dorsale rispetto all’epatopancreas e si estende da 

entrambe le parti del margine anteriore della cavità del corpo fino al 

cefalotorace, per poi continuare fino allo stomaco cardiaco. È presente poi una 

connessione mediale che collega i due lobi dell’ovario a livello dello stomaco 

medio (Brown, 2009). Inoltre, nelle regioni distali degli ovidutti sono presenti 

dei recettori spermatici, contenuti in pareti chitinose. Sono posizionati 
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lateralmente rispetto alla linea di mezzeria, tra lo stomaco e il cuore. Anche loro 

cambiano morfologia in base al grado di maturazione, passando da piccoli, fini 

e bianchi dischi membranosi quando immaturi, fino a sfere larghe, dure e rosa 

(Brown, 2009) 

L’ovario presenta diverse colorazioni in base alla maturità; quando è immaturo, 

si presenta come un filamento piccolo e rosato, mentre alla maturazione 

presenta una colorazione arancione ed è più spesso (Brown, 2009). 

Nel 1942, Hard descrive la morfologia dell’ovario durante la riproduzione 

annuale, dividendo l’intero ciclo in 5 fasi. Nella prima fase, dopo l’ultima muta, 

l’ovario è piccolo e bianco; nella seconda fase, in un periodo compreso tra 

agosto e maggio, l’ovario aumenta le dimensioni e presenta un colorito 

arancione; nella terza fase è presente un ovario maturo che precede la prima 

ovulazione, è di colore arancione brillante ed esteso; nella quarta fase, ossia il 

periodo tra la prima e la seconda ovulazione, l’ovario rimane arancione; infine, 

nell’ultima fase, l’ovario collassa e presenta un colorito grigio o marrone. 

Per quanto riguarda l’oogenesi, Minagawa et al. nel 1993, suddivide il processo 

in cinque fasi principali in base allo stato di maturazione degli oociti: 

proliferazione, pre-vitellogenesi, vitellogenesi primaria, vitellogenesi 

secondaria e maturazione. 
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 Nella prima fase le femmine sono immature, gli ovociti sono pre-vitellogenici, 

presentano un diametro compreso tra i 16 ed i 24 µm. Gli oociti sono racchiusi 

da uno strato di cellule prefollicolari; nella seconda fase le femmine hanno 

completato la muta puberale, i recettori seminali sono gonfi, gli oociti 

presentano un diametro dai 30 ai 60 µm e l’ooplasma presenta un complesso 

perinucleare del tuorlo. Le cellule prefollicolari migrano per circondare 

l’oocita; nella terza fase, ossia vitellogenesi iniziale, gli oociti presentano un 

diametro dai 66 ai 100 µm. Il complesso perinucleare del tuorlo sparisce, per 

far posto a corpi del tuorlo eosinofili. Al centro dei lobi ovarici si possono 

trovare oociti previtellogenici in fase due; la fase quattro, ossia la vitellogenesi 

intermedia, è caratterizzata da oociti con un diametro dai 103 ai 160 µm e i 

corpi del tuorlo eosinofili riempiono completamente l’ooplasma; nella fase 

cinque detta anche tarda vitellogenesi, gli oociti hanno un diametro di 168-288 

µm, uno strato di cellule piatte follicolari ricopre l’oocita e l’ooplasma è 

completamente costituito dal tuorlo. 

1.4.2 Testicolo 

L’apparato riproduttore maschile può essere suddiviso in due parti: i testicoli e 

i vasi deferenti (Johnson, 1980). 

I testicoli hanno una forma lobulare, con un numero di tubuli elevati e molto 

compatti, necessari per la maturazione spermatica e il trasporto degli 
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spermatozoi ai vasi deferenti. Per Callinectes sapidus, sono stati osservati 

quattro stadi di sviluppo della gonade: immaturo, in maturazione, maturo e in 

riproduzione (Castilho et al., 2008). 

I testicoli trovano continuità con i vasi deferenti, che possono essere suddivisi 

in tre zone: anteriore o prossimale, mediano o mediale e posteriore o distale 

(Johnson, 1980). La funzione dei vasi deferenti consiste nel racchiudere gli 

spermatozoi nelle spermatofore, per proteggerli dall’essicazione e dalle 

infezioni microbiche. Il vaso anteriore è suddiviso in due parti, una prossimale 

ed una distale. Le secrezioni di queste due zone permettono la formazione delle 

spermatofore. Infatti, le cellule del vaso anteriore prossimale secernono la 

sostanza I, che separa la massa di spermatozoi proveniente dal testicolo in 

piccoli grumi. Successivamente, le cellule del vaso anteriore distale secernono 

invece la sostanza II, che consolida i grumi e forma le spermatofore (Ali et al., 

2021). 

Il vaso mediale è la frazione più grande tra i tubuli deferenti e ha la funzione di 

immagazzinamento delle spermatofore mature, prima che vengano trasferite al 

vaso posteriore. La muscolatura di questa zona è simile a quella della zona 

precedente, probabilmente per favorire la formazione ed il movimento delle 

spermatofore (Ali et al., 2021). 
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2 Scopo della tesi 

Le specie aliene rappresentano una seria minaccia per la biodiversità, alterando 

in modo spesso irreversibile gli equilibri di un ecosistema. Questo fenomeno è 

particolarmente grave nel Mar Mediterraneo, dove globalizzazione e 

riscaldamento globale creano condizioni favorevoli per la loro proliferazione. 

Queste specie, spesso senza predatori naturali, riescono a sostituire 

rapidamente le specie native. Un esempio è il granchio blu Callinectes sapidus, 

introdotto attraverso le acque di zavorra delle navi provenienti dagli Stati Uniti. 

Grazie a condizioni favorevoli come temperatura e salinità, ha rapidamente 

invaso il Mediterraneo in assenza di predatori. Questa problematica è 

riscontrabile in particolar modo nel Mar Adriatico, lungo le sponde venete ed 

emiliano-romagnole, dove le colture di vongole sono ormai state distrutte dal 

granchio blu, arrecando anche un ingente danno economico per il settore. 

La forte pressione esercitata dal granchio blu sull’ecosistema bentonico del 

Mar Mediterraneo sta riducendo sia la disponibilità che la variabilità delle 

prede comuni per questa specie. Nonostante il granchio blu abbia una dieta 

onnivora generalista, il cambiamento delle abitudini alimentari e la mancanza 

a lungo termine di macronutrienti essenziali alla sua sopravvivenza, possono 

portare ad un’alterazione delle dinamiche di popolazione di questa specie 
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(Belgrad e Griffen, 2016). In particolare, nei crostacei marini, i lipidi sono 

nutrienti fondamentali per fornire una fonte di energia e regolare molti processi 

fisiologici e di sviluppo (Huang et al., 2015). Infatti, il colesterolo proveniente 

dalla dieta è il precursore degli ecdisteroidi che, dopo aver legato il recettore 

composto, nei crostacei, dal recettore dell’ecdisone (ecr) e dal recettore X del 

retinoide (rxr), avvia una cascata trascrizionale di geni responsivi nei tessuti 

bersaglio, regolando crescita, muta e riproduzione (Abdullah-Zawawi et al., 

2021; Benrabaa et al., 2024). Inoltre, per i crostacei marini, gli acidi grassi 

polinsaturi (PUFAs) a lunga catena della serie n-3, forniscono energia e 

regolano la crescita, la muta e la riproduzione (Huang et al., 2015). In queste 

specie, sono considerati nutrienti essenziali indispensabili nella dieta (Esmaeili 

et al., 2024) poiché la sintesi di PUFAs a lunga catena come l’acido 

eicosapentaenoico (20:5n-3; EPA) e l’acido docosaesaenoico (22:6n-3; DHA) 

a partire dall’acido a-linoleico (18:2n-6) è molto scarsa. La carenza o gli 

squilibri di questi acidi grassi possono quindi portare ad una ridotta 

sopravvivenza, una scarsa crescita, a periodi prolungati nella fase di inter-muta 

e ad alterazioni nelle prestazioni riproduttive (Wang et al., 2020; Zeng et al., 

2024; Wen et al., 2002). 

Per questo motivo, lo scopo di questo studio è stato quello di: (i) testare su 

maschi e femmine di granchio blu delle fonti alimentaria di origine sia terrestre 
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che marina con differenti profili di acidi grassi, in condizioni controllate per un 

periodo di 60 giorni; (ii) studiare la risposta fisiologica in termini di crescita, 

benessere, accumulo di lipidi in tessuti target e lo stato riproduttivo. 

Pertanto, le analisi si sono focalizzate su: (i) l’epatopancreas, essendo l’organo 

del sistema digerente più grande nei Decapodi, coinvolto nell’assorbimento dei 

nutrienti, nonché nella risposta allo stress (Vogt, 2019); (ii) le gonadi, poiché il 

loro stato dipende dai nutrienti ricevuti dalle riserve nutritive accumulate 

nell’epatopancreas e, di conseguenza, dall’alimentazione (Chu, 1999; 

Castiglioni et al., 2006); (iii) contenuto lipidico e il profilo degli acidi grassi 

dei muscoli e dell’ovario, poiché lo stato di questi tessuti dipende dalla 

composizione nutrizionale della dieta (Çelik et al., 2004). 
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3 Materiali e metodi 

3.1 Etica 

Tutte le procedure sperimentali condotte con animali nel presente studio sono 

state eseguite in conformità alla normativa italiana sulla sperimentazione 

animale che non prevede specifica autorizzazione per l’impiego di invertebrati. 

I granchi sono stati anestetizzati in ghiaccio (-20 °C per 15 minuti; Bento et al., 

2020). 

3.2 Diete sperimentali 

In questo studio sono state testate due diete sperimentali. La dieta di controllo 

consisteva in filetti di alaccia (Sardinella aurita). La dieta da testare consisteva 

in cuore di bovino, acquistato in un negozio locale (Ancona, Italia). Il contenuto 

lipidico e degli acidi grassi di ogni dieta è riportato nella Tabella 1. 

Tabella 1. Profilo degli acidi grassi (g acido grasso/100 g di esteri metilici degli acidi grassi totali) del filetto 
di alaccia e del cuore di bovino usato in questo studio. 
 

 Filetto di alaccia  Cuore di 
bovino 

Lipidi totali 2.83 ± 1.56 3.52 ± 0.58 
Acidi grassi   
14:0 3.16 ± 0.25 2.74 ± 0.90 
16:0 24.62 ± 0.77 18.51 ± 2.34 
16:1n-7 8.16 ± 0.06 1.12 ± 0.02 
18:0 8.65 ± 0.15 16.04 ± 0.62 
18:1n-9(cis+trans) 21.91 ± 3.61 21.78 ± 1.87 
18:1n-7 3.90 ± 0.22 3.12 ± 0.07 
18:2n-6 cis 0.89 ± 0.38 24.13 ± 3.26 
C18:3n-3 0.21 ± 0.01 0.43 ± 0.01 
20:4n-6, ARA 2.63 ± 0.50 7.48 ± 1.93 
20:5n-3, EPA 5.10 ± 0.33 N.D. 
22:5n-3 1.72 ± 0.13 0.36 ± 0.12 
24:0 0.12 ± 0.06 0.16 ± 0.05 
C22:6n-3, DHA 11.27 ± 2.86 0.27 ± 0.08 
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C24:1n-9 0.06 ± 0.01 0.07 ± 0.00 
Σ SFA 39.33 ± 0.57 39.33 ± 4.15 
Σ MUFA 35.97 ± 3.94 26.85 ± 1.68 
Σ n-3 PUFA  18.85 ± 3.28 1.19 ± 0.21 
Σ n-6 PUFA  5.19 ± 1.23 32.55 ± 5.59 

I dati sono espressi come media ± DS (n = 3). Abbreviazioni: SFA, acidi grassi saturi; MUFA, acidi grassi 
monoinsaturi; PUFA, acidi grassi polinsaturi; N.D., non rilevato. 

3.3 Disegno sperimentale 

Novanta granchi blu (peso iniziale 80.7 ± 1.6 g) nella fase intra-muta 

(verificabile dalla rigidità del carapace e dall’assenza delle caratteristiche 

tipiche del periodo di muta) sono stati acclimati per due settimane in una 

singola vasca da 2000 L equipaggiata con filtri meccanici, biologici e UV 

(Panaque s.r.l., Viterbo, Italia) e con i seguenti parametri dell’acqua: 

temperatura, 21 °C; salinità 35 ‰; ammoniaca e nitriti < 0.05 mg/L; nitrati < 

10 mg/L (Hardy et al., 2009). Dopo il periodo di acclimatazione, gli esemplari 

sono stati divisi randomicamente in tre gruppi sperimentali, in base al 

trattamento alimentare, come segue: (i) gruppo di controllo (Ctrl): granchi blu 

alimentati con filetti di alaccia (Sardinella aurita) per l’intera durata della 

prova (60 giorni); (ii) gruppo Mix: granchi blu alimentati con carne di cuore di 

bue per i primi 40 giorni e filetti di alaccia (Sardinella aurita) per i seguenti 20 

giorni; (iii) gruppo Bh: granchi blu alimentati con carne di cuore di bue per 

l’intera prova (60 giorni). 

Ogni gruppo sperimentale (30 granchi blu per gruppo; 10 granchi blu per vasca, 

5 maschi e 5 femmine) era costituito da tre vasche da 500 L, ciascuna 
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equipaggiata con filtro meccanico e biologico. Durante l’intera durata della 

prova gli esemplari sono stati soggetti ad un fotoperiodo naturale (12 ore di 

luce e 12 ore di buio) e alle condizioni dell’acqua utilizzate durante il periodo 

di acclimatazione (mantenute costanti per l’intera prova). Ogni gruppo 

alimentare è stato alimentato con una delle diete proposte dallo studio, fornita 

in cubetti di circa 0.5 cm al 2% (W/W) rispetto alla biomassa suddivisa in due 

alimentazioni (una al mattino e una al pomeriggio). La razione giornaliera di 

alimento veniva regolata settimanalmente pesando gli individui di ogni vasca. 

Inoltre, per ogni vasca, è stata eseguita giornalmente un’ispezione visiva per 

verificare la presenza di eventuali esemplari morti.  

Alla fine della prova (60 giorni), tutti gli esemplari sono stati raccolti e 

individualmente misurati con un calibro (per determinare lunghezza e 

larghezza del carapace; precisione 1 mm) e pesati (bilancia digitale, sensibilità 

1 g). I granchi sono stati anestetizzati in ghiaccio (-20 °C per 15 minuti; Bento 

et al., 2020). Successivamente, è stato rimosso il carapace dorsale per il 

campionamento degli organi interni. Gonadi ed epatopancreas interi sono stati 

rimossi e pesati per calcolare l’indice gonadosomatico (GSI) ed epatosomatico 

(HSI), come segue: (i) GSI = (peso della gonade / peso corporeo totale) x 100; 

(ii) HSI = (peso dell’epatopancreas / peso corporeo totale) x 100. 
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Infine, sono stati prelevati campioni di epatopancreas, gonadi, organo 

pericardico e muscolo opportunamente conservati, come riportato nelle sezioni 

apposite. 

3.4 Analisi chimiche 

Per le analisi chimiche, sono stati prelevati i seguenti campioni: (i) muscolo di 

4 femmine di granchio blu per vasca (12 femmine per gruppo sperimentale) e 

di 4 maschi di granchio blu per vasca (12 maschi per gruppo sperimentale); (ii) 

ovario di 4 femmine di granchio blu per vasca (12 femmine per gruppo 

sperimentale). 

Il contenuto totale di lipidi delle diete, del muscolo e dell'ovario è stato ricavato 

secondo il metodo descritto in Folch et al. (1957). Gli acidi grassi nell'estratto 

lipidico sono stati trans-esterificati in esteri metilici degli acidi grassi (FAME) 

(Christie et al., 1982). La composizione degli acidi grassi è stata determinata 

tramite gascromatografia utilizzando un gascromatografo Varian GC 430 

(Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), dotato di un rivelatore a ionizzazione di 

fiamma e di una colonna capillare Supelco Omegawax™ 320 m (Supelco, 

Bellefonte, PA, USA). I cromatogrammi sono stati registrati con il Galaxie 

Chromatography Data System 1.9.302.952 (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). 

Gli acidi grassi sono stati identificati confrontando il tempo di ritenzione dei 

FAME con quello dello standard Supelco 37 component FAME mix (Supelco, 
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Bellefonte, PA, USA) e quantificati attraverso curve di calibrazione, 

utilizzando acido tricosanoico (C23:0) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) come 

standard. 

Il contenuto di colesterolo del muscolo e dell'ovario è stato determinato 

utilizzando la gascromatografia. In breve, sono stati aggiunti 0.2 ml di estratto 

lipidico a 0.5 ml di 5α-colestano (0.2 mg/ml in cloroformio; Supelco, 

Bellefonte, PA, USA) come standard. Dopo l'evaporazione del solvente, sono 

stati aggiunti 5 ml di KOH 0.5 M in metanolo e la miscela è stata riscaldata in 

un bagno d'acqua a 95 °C per 40 minuti per promuovere la saponificazione dei 

lipidi. Una volta raffreddata, sono stati aggiunti 4 ml di acqua distillata e 2 ml 

di n-esano. La fase organica in superficie è stata poi trasferita con cura in una 

provetta per la gascromatografia. L'analisi è stata eseguita utilizzando un 

gascromatografo Varian GC 430 (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), dotato di 

un rivelatore a ionizzazione di fiamma (FID) e di una colonna capillare in silice 

fusa Supelco SACTM (30 m × 0.25 mm i.d., film da 0.25 μm; Supelco, 

Bellefonte, PA, USA). È stato iniettato un campione di 1 μl con un rapporto di 

split 1:100 a 300 °C. La temperatura del forno è stata programmata per 

aumentare da 130 a 290 °C a una velocità di 20 °C/min per 8 minuti, seguita da 

un mantenimento a 290 °C per 11 minuti. Il rivelatore è stato mantenuto a 300 
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°C e l'elio è stato utilizzato come gas di trasporto con una portata costante di 

1.3 ml/min. 

3.5 Analisi istologiche 

Sono stati prelevati campioni di epatopancreas e ovario provenienti da 5 

femmine di granchio blu per vasca (15 femmine per gruppo sperimentale) e 

campioni di epatopancreas e vasi deferenti medi del testicolo provenienti da 5 

maschi di granchio blu per vasca (15 maschi per gruppo sperimentale). I 

campioni sono stati fissati immergendoli per 24 ore a 4 °C nella soluzione di 

Bouin (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e successivamente mantenuti in 

una soluzione di etanolo 70%. I campioni, dopo disidratazione in soluzioni di 

etanolo con concentrazioni ascendenti (80, 95, 100%) e lavaggi in xilene (Bio-

Optica, Milano, Italia), sono stati inclusi in paraffina (Bio-Optica) e tagliati con 

un microtomo (Leica RM2125 RTS, Nussloch, Germania) per ottenere sezioni 

di 5 µm. Per ogni campione, sono state ottenute tre sezioni (a 200 µm di 

intervallo tra una e l’altra), colorate poi con ematossilina di Mayer ed eosina Y 

(Merck KGaA). 

Per l’epatopancreas, le analisi istologiche si sono concentrate nella parte 

centrale dei tubuli pancreatici, vista la presenza di cellule R mature, essendo un 

indicatore chiave per le condizioni di nutrizione dei crostacei (Vogt, 2019; 

Johnston et al., 2003).  
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Il grado di vacuolizzazione (gocce lipidiche) nelle cellule R è stato valutato in 

20 tubuli di forma circolare (selezionati in maniera randomica ma con un 

diametro medio che va da 350 e 450 µm in modo da poterli paragonare) per 

sezione (tre sezioni per granchio, 15 femmine e 15 maschi per gruppo 

sperimentale) in accordo con Zarantoniello et al., (2023). 

Per le gonadi, tre sezioni per granchio (15 femmine e 15 maschi per trattamento 

alimentare) sono state ottenute per determinare: (i) lo stato di sviluppo degli 

oociti nell’ovario; (ii) l’immagazzinamento delle spermatofore mature nel lume 

dei vasi deferenti medi del testicolo (Soundarapandian et al., 2014). 

Le immagini sono state acquisite usando una camera digitale a colori (Axiocam 

105, Zeiss) e analizzate con il software ZEN 2.3 (Zeiss). 

3.6 Analisi molecolari 

L'RNA totale è stato estratto da campioni di epatopancreas e organo pericardico 

prelevati da 3 maschi e 3 femmine di granchio blu per vasca (9 maschi e 9 nove 

femmine per gruppo sperimentale) utilizzando il reagente RNAzol® RT (Merck 

KGaA, Darmstadt, Germania) seguendo le istruzioni del produttore. 

Successivamente, è stata misurata la concentrazione dell'RNA utilizzando lo 

spettrofotometro NanoPhotometer® P-Class (Implen, Monaco di Baviera, 

Germania), mentre la colorazione con Gel Red™ (Merck KGaA) delle bande 

di RNA ribosomale 28S e 18S su gel di agarosio all'1% è stata utilizzata per 
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verificare l’integrità dell’RNA totale estratto. A partire da 1 µg di RNA totale, 

è stato sintetizzato il DNA complementare (cDNA) con il kit di sintesi cDNA 

iScriptTM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Le qPCR sono state condotte 

utilizzando un termociclatore iQ5 iCycler (Bio-Rad) con iQTM Sybr Green 

concentrato 2x (Bio-Rad) come agente intercalante fluorescente. 

Nei campioni di epatopancreas è stata eseguita la quantificazione 

dell’espressione genica del recettore dell’ecdisone (ecr), del recettore X del 

retinoide (rxr), della vitellogenina (vtg, solamente negli esemplari femminili di 

granchio blu) e dell’heat shock protein (hsp90). Nei campioni di organi 

pericardici è stata misurata l’espressione relativa al “crustacean hyperglycemic 

hormone” (chh). Le sequenze dei primer sono riassunte nella Tabella 2. I livelli 

dell’mRNA dei geni target analizzati, sono stati calcolati tramite i software iQ5 

optical system version 2.0 (Bio-Rad), GeneEx Macro iQ5 Conversion e 

GeneEx Macro iQ5 files, usando l’espressione di due geni di riferimento 

(proteina ribosomica 18S, 18s; beta-actina, b-actina) presenti in entrambi i 

tessuti. 

Tabella 2. Sequenze e NCBI IDs dei primer utilizzati in questo studio 
 
Geni Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) NCBI ID 
ecr GCATTGTGTTTGGAAATACCTTGCC GCCCTCAATGCATCGAGGTATATTT HQ630857 
rxr CACCATCGACAAGAGACAGAGGAA AGATAGCGCCACAGGAGGACTCT HQ630860 
vtg TGTACAGCTGAAAGGCGTGG CATGGGCCGAGAACAGTCA DQ314748 

hsp90 CACCGACAACATCAAGCTGTAC ACACCACGCACAAAGTTGAG 
DQ667139 

chh CTGTATGATGGCCACGCTCTCA CAGCTCGTTGAAGATGGCTCTGT AY536012 
18s (hk) TCAAGTGTCTGCCTTATCAGCT TCGGATGAGTCTCGCATCGT AY743951.1 
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β-actin (hk) TCGAGCACGGTATTGTCACC GTACATGGCGGGAGTGTTGA DQ084066.1 
Abbreviazioni: hk, housekeeping gene 
 
3.7 Analisi statistiche 

Le vasche sono state utilizzate come unità sperimentale per il tasso di 

sopravvivenza e per le misure biometriche, mentre i granchi sono stati 

considerati come unità sperimentale per le restanti analisi. Tutte i dati sono stati 

verificati per la normalità (Shapiro-Wilk test) e per l’omoschedasticità 

(Levene’s test). I dati relativi alle misure biometriche e alle analisi istologiche, 

chimiche e molecolari sono stati analizzati utilizzando l’analisi della varianza 

a una via (ANOVA) seguito da test per le comparazioni multiple di Tukey. La 

significatività è stata impostata a p < 0.05. Il software statistico Prism-8 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) è stato usato per l’ analisi dei dati.  
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4 Risultati 

4.1 Tasso di sopravvivenza e misure biometriche 

Il tasso di sopravvivenza è stato pari a 92.7 ± 3.4, 90.1 ± 2.5, and 89.8 ± 5.6 % 

nei gruppi Ctrl, Mix, e Bh, rispettivamente. Le misure biometriche sono 

riportate nella Tabella 3. La lunghezza e la larghezza del carapace non hanno 

evidenziato differenze significative tra i vari gruppi sperimentali, sia nei maschi 

che nelle femmine.  

Considerando i maschi, gli esemplari del gruppo Bh erano caratterizzati da un 

peso significativamente (p < 0.05) minore rispetto agli altri gruppi sperimentali, 

mentre non sono state riscontrate differenze significative in termini di HSI e 

GSI. 

Per quanto riguarda le femmine, i granchi del gruppo Bh hanno mostrato, 

rispetto agli altri gruppi sperimentali, un peso finale significativamente (p < 

0.05) inferiore e valori di HSI e GSI significativamente (p < 0.05) più alti 

rispetto agli altri gruppi sperimentali. 

Tabella 3. Misure biometriche dei granchi blu alimentati con le diete sperimentali 
 Maschi 
 Ctrl Mix Bh p - value 
CL (cm) 6.2 ± 0.6 5.8 ± 0.3 5.9 ± 0.3 0.362 
CW (cm) 13.3 ± 0.6 13.2 ± 0.7 12.8 ±1.3 0.764 
FBW (g) 176.8 ± 20.7 a 164.7 ± 6.5 a 107.0 ± 14.7 b 0.002 
HSI (%) 8.1 ± 0.3 8.1 ± 0.5 7.8 ± 2.5 0.959 
GSI (%) 1.6 ± 0.5 1.6 ± 0.7 2.3 ± 1.0 0.462 
 Femmine 
 Ctrl Mix Bh p - value 
CL (cm) 5.8 ± 0.3 5.5 ± 0.3 5.4 ± 0.1 0.720 
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CW (cm) 12.4 ± 0.9 11.6 ± 0.7 11.4 ± 1.2 0.472 
FBW (g) 156.0 ± 14.1 a 145.7 ± 18.8 a 87.7 ± 8.0 b 0.002 
HSI (%) 8.9 ± 1.3 b 8.5 ± 1.0 b 14.1 ± 1.1 a 0.001 
GSI (%) 4.8 ± 0.8 b 5.3 ± 1.0 b 7.9 ± 0.8 a 0.009 

I dati sono espressi come media ± SD (n = 3). a,b All’interno di ciascuna riga, lettere diverse indicano differenze 
statisticamente significative tra i gruppi sperimentali. Abbreviazioni: CL, lunghezza del carapace; CW, 
larghezza del carapace; FBW, peso finale; HSI, indice epatosomatico; GSI, indice gonadosomatico. 
 
4.2 Contenuto lipidico e profilo degli acidi grassi del muscolo e dell’ovario 

I lipidi totali e il profilo di acidi grassi nei muscoli di granchio blu sia maschi 

che femmine sono mostrati, rispettivamente, nella Tabella 4 e nella Tabella 5. 

Per quanto riguarda il contenuto lipidico e di colesterolo nei muscoli sia dei 

maschi che delle femmine, non sono state riscontrate differenze significative 

tra i gruppi sperimentali. 

Considerando il profilo degli acidi grassi nei muscoli dei maschi, gli acidi 

grassi saturi 16:0 e 18:0 erano quelli maggiormente presenti, e mostravano un 

andamento opposto. In particolare, 16:0 e 18:0, rispettivamente, diminuivano 

ed aumentavano significativamente dal gruppo Ctrl al gruppo Bh. Tuttavia, il 

contenuto totale di SFA non ha mostrato differenze significative tra i gruppi 

sperimentali. Considerando gli acidi grassi monoinsaturi (MUFA), l’acido 

grasso maggiormente presente è il 18:1n-9, con concentrazioni 

significativamente più alte nel gruppo Bh rispetto agli altri, i quali non 

presentavano differenze significative tra di loro. La quantità totale di MUFA è 

risultata significativamente inferiore nel gruppo Mix rispetto agli altri. Infine, 

per quanto riguarda i PUFA, il gruppo Bh era caratterizzato da un contenuto 
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significativamente inferiore di EPA e DHA e, di conseguenza, da una quantità 

totale di PUFA n-3 significativamente inferiore rispetto agli altri gruppi 

sperimentali. Al contrario, è stato evidenziato un aumento significativo dal 

gruppo Ctrl al gruppo Bh del contenuto di LNA e ARA e, di conseguenza, della 

quantità totale di PUFA n-6. 

Tabella 4. Lipidi totali (g/100 g di tessuto), colesterolo (mg/100 g di tessuto) e profili degli acidi grassi (% del 
FAME totale) dei campioni di muscolo di granchi blu maschi alimentati con le diete sperimentali. 
 

 Ctrl  Mix Bh RMSE p - value 
Lipidi totali 1.25 1.04 1.60 0.477 ns 
Colesterolo 39.54 35.90 50.20 10.472 ns 
Acidi grassi      
14:0 2.16 a 0.96 b 1.28 b 0.342 0.0007 
16:0 20.18 a 18.03 b 17.63 b 1.123 0.01 
16:1n-7 4.80 a 4.33 ab 3.60 b 0.057 0.04 
18:0 7.59 c 10.07 b 11.80 a 0.917 0.0002 
18:1n-9 18.39 b 16.55 b 20.80 a 1.369 0.0002 
18:1n-7 2.80 2.79 2.86 0.269 ns 
18:2n-6, LNA 2.36 c 6.26 b 14.24 a 1.629 < 0.0001 
20:1n-9 1.04 a 0.37 b 0.36 b 0.113 < 0.0001 
20:4n-6, ARA 3.42 c 5.96 b 7.77 a 0.462 < 0.0001 
20:5n-3, EPA 10.19 a 12.70 a 6.68 b 1.932 0.007 
22:6n-3, DHA 18.51 a 15.15 b 5.83 c 1.890 < 0.0001 
∑ SFA 32.71 31.78 34.09 1.364 ns 
∑ MUFA 29.08 a 24.53 b 28.16 a 1.836 0.01 
∑ n-3 PUFA 30.65 a 29.68 a 13.66 b 3.346 < 0.0001 
∑ n-6 PUFA 6.85 c 13.38 b 23.52 a 1.715 < 0.0001 

I dati sono espressi come media ed errore quadratico medio (RMSE; n = 12). Per il calcolo delle Σ sono stati 
utilizzati 44 acidi grassi, ma quelli con una quantità inferiore all'1% degli esteri metilici degli acidi grassi totali 
(FAME) non sono elencati nella tabella. Le lettere (a-c) indicano differenze statisticamente significative tra i 
gruppi sperimentali all'interno della stessa riga. Abbreviazioni: SFA, acidi grassi saturi; MUFA, acidi grassi 
monoinsaturi; PUFA, acidi grassi polinsaturi; ns, nessuna differenza significativa (p > 0,05). 
 
Per quanto riguarda il profilo di acidi grassi del muscolo delle femmine (Tabella 

5), gli SFA più rappresentati erano il 16:0, che non differiva significativamente 

tra i gruppi, e il 18:0 che era significativamente più alto nel gruppo Bh rispetto 

al Ctrl. Non sono state rilevate differenze significative tra i gruppi sperimentali 
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in termini di contenuto totale di SFA. Considerando i MUFA, non sono state 

evidenziate differenze significative in termini di 18:1n-9 (il più rappresentato) 

e di quantità totale di MUFA tra i gruppi sperimentali. Per quanto riguarda i 

PUFA, il gruppo Bh era caratterizzato da un contenuto di DHA e, di 

conseguenza, da una quantità totale di PUFA n-3 significativamente inferiori 

rispetto agli altri gruppi sperimentali. Non sono emerse differenze significative 

in termini di contenuto di EPA. Diversamente, si è evidenziato un aumento 

significativo dal gruppo Ctrl al gruppo Bh del contenuto di LNA e, di 

conseguenza, della quantità totale di PUFA n-6, anche se più lieve rispetto a 

quella osservata per i maschi (Tabella 4). Il contenuto di ARA è risultato 

significativamente più elevato nei gruppi Mix e Bh rispetto a Ctrl. 

Tabella 5. Lipidi totali (g/100 g di tessuto), colesterolo (mg/100 g di tessuto) e profili degli acidi grassi (% del 
FAME totale) dei campioni di muscolo di femmine di granchio blu alimentate con le diete sperimentali. 
 

 Ctrl  Mix Bh RMSE p - value 
Lipidi totali 1.17 1.15 1.06 0.13 ns 
Colesterolo 35.56 37.03 33.12 4.60 ns 
Acidi grassi      
14:0 1.68 1.22 1.09 0.36 ns 
16:0 19.90 18.13 17.55 1.13 ns 
16:1n-7 4.71 5.03 5.21 1.35 ns 
18:0 7.86 b 9.35 ab 10.64 a 0.95 0.02 
18:1n-9 20.04 19.36 19.95 1.43 ns 
18:1n-7 2.93 2.95 2.66 0.26 ns 
18:2n-6, LNA 2.39 c 6.08 b 10.67 a 0.51 < 0.0001 
20:1n-9 1.02 a 0.54 b 0.30 b 0.21 0.01 
20:4n-6, ARA 2.98 b 5.74 a 6.33 a 0.59 0.0003 
20:5n-3, EPA 10.34 10.72 10.28 1.68 ns 
22:6n-3, DHA 18.83 a 13.90 b 8.22 c 2.32 0.002 
∑ SFA 31.88 31.53 32.28 1.27 ns 
∑ MUFA 30.51 28.50 28.64 2.60 ns 
∑ n-3 PUFA 30.71 a 26.17 a 20.12 b 3.30 0.01 
∑ n-6 PUFA 6.43 c 13.33 b 18.37 a 1.13 < 0.0001 
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I dati sono espressi come media ed errore quadratico medio (RMSE; n = 12). Per il calcolo delle Σ sono stati 
utilizzati 44 acidi grassi, ma quelli con una quantità inferiore all'1% degli esteri metilici degli acidi grassi totali 
(FAME) non sono elencati nella tabella. Le lettere (a-c) indicano differenze statisticamente significative tra i 
gruppi sperimentali all'interno della stessa riga. Abbreviazioni: SFA, acidi grassi saturi; MUFA, acidi grassi 
monoinsaturi; PUFA, acidi grassi polinsaturi; ns, nessuna differenza significativa (p > 0,05). 
 
Considerando il contenuto lipidico e il profilo degli acidi grassi dell'ovario 

(Tabella 6), sono stati ottenuti trend simili a quelli descritti per i muscoli delle 

femmine, tranne che per: (i) una quantità totale di SFA significativamente 

inferiore nel gruppo Mix rispetto agli altri gruppi sperimentali; (ii) un contenuto 

di EPA significativamente inferiore nel gruppo Bh rispetto ai gruppi Ctrl e Mix. 

Tabella 6. Lipidi totali (g/100 g di tessuto) e profili degli acidi grassi (% del FAME totale) dei campioni di 
ovario di femmine di granchio blu alimentate con le diete sperimentali. 
 

 Ctrl  Mix Bh RMSE p - value 
Lipidi totali 9.21 9.72 5.27 2.68 ns 
Acidi grassi      
14:0 3.29 a 2.43 b 1.61 c 0.22 0.01 
16:0 23.45 21.61 20.58 0.70 ns 
16:1n-7 8.48 6.22 6.95 2.74 ns 
18:0 6.67 c 7.17 b 10.96 a 0.21 0.001 
18:1n-9 18.86 20.38 19.71 1.94 ns 
18:1n-7 2.94 a 3.45 a 2.49 b 0.19 0.04 
18:2n-6; LNA 2.10 c 5.45 b 11.58 a 1.02 0.01 
20:4n-6; ARA 2.38 c 3.71 b 7.88 a 0.19 0.0002 
20:5n-3; EPA 7.47 a 6.58 a 3.91 b 0.69 0.03 
22:6n-3; DHA 15.28 a 15.04 a 5.20 b 1.64 0.01 
∑ SFA 36.51 a 33.93 b 36.99 a 0.47 0.01 
∑ MUFA 32.91 31.70 30.82 1.62 ns 
∑ n-3 PUFA 24.72 a 23.51 a 10.75 b 1.15 0.002 
∑ n-6 PUFA 5.55 c 10.60 b 21.18 a 0.71 0.001 

I dati sono espressi come media ed errore quadratico medio (RMSE; n = 12). Per il calcolo delle Σ sono stati 
utilizzati 45 acidi grassi, ma quelli con una quantità inferiore all'1% degli esteri metilici degli acidi grassi totali 
(FAME) non sono elencati nella tabella. Le lettere (a-c) indicano differenze statisticamente significative tra i 
gruppi sperimentali all'interno della stessa riga. Abbreviazioni: SFA, acidi grassi saturi; MUFA, acidi grassi 
monoinsaturi; PUFA, acidi grassi polinsaturi; ns, nessuna differenza significativa (p > 0,05). 

4.3 Analisi istologiche 

Sia i maschi che le femmine di ogni gruppo sperimentale hanno mostrato, una 

struttura priva di alterazioni in tutti i tessuti analizzati. 
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Considerando l’epatopancreas (Fig. 1 a-c), non sono state riscontrate differenze 

nella struttura del tessuto tra i gruppi sperimentali sia nei maschi sia nelle 

femmine. Tutti gli esemplari analizzati hanno evidenziato una struttura dei 

tubuli caratterizzata da cellule R diffuse e con abbondanti gocce lipidiche. 

Per quanto riguarda l’ovario (Fig. 1 d-f), le femmine di tutti i gruppi 

sperimentali erano mature e alla stessa fase di sviluppo della gonade. In 

particolare, tutti gli ovari erano organizzati in lobi che presentavano, nella 

regione centrale, il centro germinativo, occupato da oociti primari (stadio II) 

con un citoplasma fortemente basofilo e larghe vescicole acidofile. La regione 

esterna di ogni lobo era occupata da oociti vitellogenici (stadio IV), contenenti 

numerose vescicole di tuorlo che occupavano la maggior parte del citoplasma 

(ostacolando l’osservazione del nucleo). La forma irregolare degli oociti 

vitellogenici era dovuta alla pressione contro la capsula connettiva del lobo 

ovarico. 

Anche i maschi di tutti i gruppi sperimentali erano maturi e mostravano lo 

stesso grado di immagazzinamento delle spermatofore mature nei vasi deferenti 

medi. In particolare, le cellule epiteliali dei vasi deferenti risultavano appiattite 

a causa dell’intensa secrezione nel lume, che risultava pieno di spermatofore 

mature e secrezioni granulari immerse in una matrice omogenea costituita da 

liquido seminale. (Fig. 1 g-i). 
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Figura 1. Esempi di istomorfologia di (a-c) epatopancreas, (d-f) ovario, e (g-i) vasi deferenti medi del testicolo 
nei granchi blu alimentati con diete sperimentali. Scala: (a, d, g) 200 µm; (b, e, h) 100 µm; (c, f) 50 µm; (i) 20 
µm. Abbreviazioni: T, diametro del tubulo; TL, lume del tubulo; OL, lobo ovarico; VO, oocita vitellogenico; 
GC, centro germinale; PO, oocita primario; AV, vescicole acidofile; YV, vescicole del tuorlo; SP, spermatofore; 
E, epitelio; W, parete glicoproteica. 
 
4.4 Analisi molecolari 

Per quanto riguarda i maschi, è stata osservata un’espressione di rxr ed ecr 

significativamente (p < 0.05) più bassa nel gruppo Bh rispetto ai gruppi Ctrl e 

Mix, che non hanno evidenziato differenze significative tra loro (Fig. 2 a,b). 

Non sono state osservate differenze significative nei gruppi sperimentali per 

quanto riguarda l’espressione di hsp90 e chh. 
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Considerando le femmine, non è stata riscontrata nessuna differenza 

significativa tra i gruppi sperimentali nell’espressione di tutti i geni analizzati 

(Fig. 3). 

 
Figura 2. Abbondanza relativa di mRNA di (a) ecr, (b) rxr, e (c) hsp90 analizzati nell’epatopancreas e di (d) 
chh analizzato nell’ organo pericardico di esemplari maschili di granchio blu dai diversi gruppi sperimentali. I 
valori sono presentati come media ± SD (n = 5). a,b lettere diverse indicano una differenza statistica significativa 
tra i gruppi sperimentali. ns, no differenze significative (p > 0.05). 
 

 
Figura 3. Abbondanza relativa di mRNA di (a) ecr, (b) rxr, (c) vtg, e (d) hsp90 analizzati nell’epatopancreas 
e di (d) chh analizzato nell’organo pericardico di esemplari femminili di granchio blu dai diversi gruppi 
sperimentali. I valori sono presentati come media ± SD (n = 5).. ns, no differenze significative (p > 0.05). 
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5 Discussione 

Nei crostacei Decapodi, la disponibilità di fonti alimentari adeguate può 

influenzare profondamente la sopravvivenza, i tratti qualitativi, la fecondità e 

il benessere generale, sia in specie selvatiche che in condizioni controllate 

(Belgrad e Griffen, 2016; Drolet et al., 2022). Ad esempio, è stato dimostrato 

che la somministrazione di alghe (Ulva lactuca) ai granchi blu in un trattamento 

alimentare di 12 settimane ha portato ad una maggiore mortalità, alla riduzione 

delle riserve energetiche (con conseguenze sulle prestazioni riproduttive) e alla 

comparsa di comportamenti aggressivi (Griffen e Riley, 2015). Inoltre, è stato 

dimostrato che i lipidi presenti nelle diete e, in particolare, i PUFA a catena 

lunga sono fondamentali per molte funzioni dei granchi, tra cui la crescita, la 

riproduzione e il mantenimento dell’integrità strutturale dei tessuti (Esmaeili et 

al., 2024; Wang et al., 2021; Sun et al., 2020). 

I diversi trattamenti alimentari testati nel presente studio non hanno influenzato 

significativamente la sopravvivenza (superiore al 90%) e lo stato di salute 

generale dei granchi blu sia maschi che femmine, come confermato dall'assenza 

di alterazioni patologiche nella struttura di tutti i tessuti analizzati e 

dall'espressione dei marcatori di stress analizzati (hsp90 e chh). Inoltre, poiché 

i crostacei sono solitamente sensibili alla qualità dell’acqua in condizioni 

controllate, l'assenza di differenze significative sia nella sopravvivenza che 
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nella risposta allo stress ha confermato un corretto mantenimento dei granchi 

blu durante l'intera sperimentazione (Sarower et al., 2021). Nei Decapodi, la 

risposta allo stress ai fattori ambientali è regolata principalmente dai 

“crustacean hyperglycemic hormones” (chh) (Morris et al., 2010; Turner et al., 

2013; Vinagre et al., 2020), identificati per la prima volta nei tessuti del 

peduncolo oculare (Chung et al., 2010; Webster et al., 2012) e, più 

recentemente, ritrovati anche in diversi tessuti, tra cui l'organo pericardico 

(Chung e Zmora, 2008; Toullec et al., 2006; Dircksen et al., 2001). Il 

meccanismo fisiologico governato dal chh è strettamente legato alla 

disponibilità di nutrienti. Infatti, la corretta risposta allo stress è rappresentata 

dalla possibilità di raggiungere uno stato iperglicemico attraverso la 

mobilitazione di carboidrati e lipidi dalle riserve dell'epatopancreas (Vinagre et 

al., 2020; Li et al., 2017). Nel presente studio, tutti i granchi analizzati erano 

caratterizzati da un adeguata riserva di lipidi nell'epatopancreas, evidenziando 

uno stato di benessere, potenzialmente in grado di sostenere energeticamente 

eventuali condizioni di stress. 

Oltre alla risposta allo stress, la disponibilità di nutrienti e il metabolismo 

lipidico sono fondamentali per sostenere altri processi che richiedono energia, 

tra cui la crescita, la muta e la riproduzione (Sacristán et al., 2017; Vinagre e 

Da Silva, 2002; Sacristán et al., 2016). In particolare, l'accumulo di lipidi nel 
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muscolo e nell'epatopancreas è considerato un fattore cruciale per valutare 

l'apporto nutrizionale nei granchi (Zhang et al., 2024). 

Nel presente studio, sia nei granchi maschi che nelle femmine, il contenuto 

lipidico e il profilo degli acidi grassi del muscolo riflettevano il profilo della 

dieta. Questo risultato è in accordo con precedenti studi sui crostacei che hanno 

evidenziato una forte correlazione tra la dieta e la composizione nutrizionale 

dei muscoli (Zhang et al., 2019; Wang et al., 2021). L'assenza di differenze tra 

i gruppi sperimentali in termini di SFA (rappresentati principalmente dal 

palmitico e dallo stearico) e MUFA (ad eccezione di un valore leggermente 

inferiore nel gruppo Mix) ha fornito importanti informazioni sullo stato 

nutrizionale di questo tessuto (Zhang et al., 2024). Infatti, la β-ossidazione degli 

SFA, in particolare degli acidi palmitico e stearico, costituisce la principale 

fonte di energia per il mantenimento delle funzioni neuromuscolari nei granchi 

(Mei et al., 2023). Inoltre, studi precedenti condotti sul granchio del fango 

(Scylla serrata) e sul granchio cinese (Eriocheir sinensis) hanno evidenziato 

un aumento del contenuto di MUFA nel muscolo in risposta ad una dieta carente 

di acidi grassi essenziali (Suprayudi et al., 2004). Nel presente studio, sia i 

maschi che le femmine del gruppo Bh hanno mostrato valori di MUFA nel 

muscolo comparabili a quelli osservati nei gruppi Ctrl e Mix. Questo risultato 

può essere interpretato come un apporto di acidi grassi essenziali (PUFA a 
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catena lunga sia n-3 che n-6) (Esmaeili et al., 2024) sufficiente per soddisfare i 

requisiti minimi per sostenere il benessere generale e lo stato riproduttivo dei 

granchi, probabilmente a spese della crescita. Infatti, mentre i risultati ottenuti 

dalle analisi biometriche, istologiche e molecolari per maschi e femmine del 

gruppo Mix evidenziavano come i granchi blu possano recuperare rapidamente 

(20 giorni nel presente studio) da un periodo di alimentazione subottimale in 

termini di PUFA n-3, un diverso scenario è emerso dal gruppo Bh. Infatti, sia i 

maschi che le femmine di questo gruppo erano caratterizzati da un peso 

corporeo finale inferiore rispetto a quello osservato per i gruppi Ctrl e Mix. I 

PUFA a catena lunga sono coinvolti nella crescita dei crostacei, regolando la 

muta e fungendo da precursori degli eicosanoidi necessari per questo processo 

(Romano et al., 2012). Nonostante sia gli n-3 che gli n-6 PUFA risultino 

egualmente importanti per la corretta fisiologia di questa specie, il processo di 

crescita ottimale è sostenuto maggiormente dalla frazione n-3 dei PUFA e, in 

particolare, da alti livelli di EPA e DHA nella dieta, come precedentemente 

dimostrato anche nel granchio indopacifico (Portunus trituberculatus) (Yuan et 

al., 2022). Per questo motivo, nel presente studio, la somministrazione per 60 

giorni di una dieta particolarmente ricca di PUFA n-6 e povera di PUFA n-3 

non ha probabilmente fornito livelli sufficienti di EPA e DHA per sostenere 

contemporaneamente la crescita e lo stato riproduttivo, sia nei maschi che nelle 
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femmine. Infatti, tutti i granchi utilizzati nel presente studio erano in fase inter-

muta e sessualmente maturi, come evidenziato, in fase di campionamento, dalla 

colorazione arancione brillante dell'ovario e rosa pallido (per la presenza di 

liquido seminale) dei vasi deferenti dei testicoli (Zara et al., 2012; 2013), e 

come successivamente confermato dalle analisi istologiche. La riproduzione 

nei granchi è un processo energeticamente costoso in cui i lipidi sono la 

principale fonte di energia (Wu et al., 2020). Negli esemplari adulti, alti livelli 

di EPA, DHA e ARA sono necessari per la maturazione delle gonadi (Alava et 

al., 2007). 

Nei granchi, l’epatopancreas rappresenta il principale sito di stoccaggio dei 

lipidi necessari per sostenere la riproduzione (Huang et al., 2015; Wang et al., 

2014). Quest'organo è coinvolto nel trasferimento graduale dei nutrienti alle 

gonadi, favorendone lo sviluppo (Wu et al., 2020; Zheng et al., 2020). Nel 

presente studio, tutti gli esemplari erano caratterizzati dallo stesso grado di 

storage lipidico nell’epatopancreas che, di conseguenza, ha sostenuto il corretto 

sviluppo del sistema riproduttivo in tutti i gruppi, come supportato dai valori di 

HSI e GSI. In particolare, nelle femmine, il gruppo Bh era caratterizzato da 

livelli più alti di HSI e GSI rispetto agli altri gruppi sperimentali dovuti ad un 

ridotto peso corporeo dell’animale, e contemporaneamente, ad una maggiore 

incidenza dell’aumento di dimensione degli organi durante la stagione 
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riproduttiva. Questo risultato conferma uno sviluppo e un successivo 

mantenimento dell'epatopancreas e delle gonadi a sostegno della riproduzione, 

ma a spese della crescita. Infatti, nei crostacei, le dimensioni dell'epatopancreas 

sono un importante indicatore dell'accumulo di nutrienti (Wang et al., 2021), 

mentre la massa delle gonadi riflette lo stadio di maturazione sia nelle femmine 

che nei maschi (Zara et al., 2012; 2013). 

Nelle femmine di granchio, l'oogenesi è generalmente costituita da una fase 

proliferativa (moltiplicazione degli oogoni) e da una fase di crescita (stadi 

previtellogenico e vitellogenico) caratterizzata dalla differenziazione e dalla 

maturazione degli ovociti attraverso l'accumulo di tuorlo. Nel presente studio, 

l'ovario di tutti gli esemplari dei diversi gruppi sperimentali era occupato 

principalmente da oociti vitellogenici (stadio IV), contenenti numerose 

vescicole di tuorlo che rappresentano la principale forma di immagazzinamento 

dei nutrienti all'interno della cellula (Bento et al., 2020). Per questo motivo, si 

può affermare che la somministrazione di tutte le diete ha permesso un 

adeguato storage di nutrienti nell'epatopancreas che, a sua volta, ha sostenuto 

un sufficiente trasferimento di nutrienti agli ovociti in via di sviluppo, 

garantendo un corretto sviluppo gonadico nelle femmine di granchio blu. 

Questo risultato è stato supportato anche dall'espressione di ecr, rxr e vtg, che 

non ha mostrato differenze significative tra i gruppi sperimentali. Nei crostacei, 
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ecr e rxr sono coinvolti, tra le altre funzioni, nella regolazione positiva della 

sintesi di vitellogenina nell'epatopancreas, formando un eterodimero e 

avviando una cascata trascrizionale di geni responsivi agli ecdisteroidi nei 

tessuti bersaglio (Abdullah-Zawawi et al., 2021; Benrabaa et al., 2024). La 

vitellogenina è sintetizzata esclusivamente nell'epatopancreas e traslocata, 

come lipoproteina ad alta densità, nell'ovario, dove viene internalizzata negli 

ovociti attraverso l'endocitosi mediata dai recettori della vitellogenina (Girish 

et al., 2014; Aaquillah-Amr et al., 2018). La vitellogenina rappresenta la 

principale proteina che si accumula nell'ovario durante questo processo (Chen 

et al., 2004). Tuttavia, durante la fase vitellogenica, anche i lipidi sono 

fondamentali per il processo di maturazione e rappresentano componenti 

importanti per la formazione del tuorlo (Bento et al., 2020; Aaquillah-Amr et 

al., 2018). Infatti, i MUFA e i PUFA a catena lunga n-3 e n-6 si accumulano 

progressivamente durante la maturazione ovarica, fungendo da riserve 

energetiche e da componenti essenziali per garantire il successo riproduttivo 

dei granchi (Alava et al., 2007; Aaquillah-Amr et al., 2018; Feng et al., 2023). 

Nel presente studio, il profilo degli acidi grassi dei campioni di ovario rifletteva 

quello delle diete sperimentali. Mentre i gruppi Ctrl e Mix erano caratterizzati 

da livelli più elevati di PUFA n-3 rispetto a quelli n-6, il gruppo Bh ha mostrato 

un trend opposto. Tuttavia, il fabbisogno di PUFA a catena lunga, sia n-3 che 
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n-6, necessario a sostenere un corretto sviluppo ovarico è stato potenzialmente 

soddisfatto in tutti i gruppi sperimentali, come confermato dalle analisi 

istologiche. Infatti, è stato dimostrato da uno studio precedente che, 

indipendentemente dal profilo di acidi grassi della dieta, il DHA e l'EPA si 

accumulano preferenzialmente nell'ovario nella fase riproduttiva, a causa del 

loro ruolo cruciale per l'embriogenesi del granchio (Wen et al., 2002). Nel 

presente studio, le femmine del gruppo Bh, sottoposte per 60 giorni a una dieta 

ricca di PUFA n-6 e povera di PUFA n-3, hanno probabilmente investito, in 

maniera preferenziale, buona parte della ridotta quota alimentare di DHA ed 

EPA nello sviluppo ovarico. Questo investimento ha permesso di sostenere 

delle performance riproduttive paragonabili a quelle ottenute per gli altri gruppi 

sperimentali, a discapito, però, di una crescita ridotta. 

Nei granchi maschi, nonostante il minore investimento energetico per lo 

sviluppo delle gonadi e la maturazione dei gameti rispetto alle femmine, è stato 

evidenziato uno scenario simile. Lo sviluppo del sistema riproduttivo maschile 

è caratterizzato da un aumento del volume dei vasi deferenti e può essere 

associato alla produzione di liquido seminale, che agisce nel trasferimento dello 

sperma e nella formazione del tappo spermatico nei ricettacoli seminali delle 

femmine (Zara et al., 2012). Nel presente studio, i maschi di granchio blu di 

tutti i gruppi sperimentali erano caratterizzati dall'immagazzinamento di 
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spermatofore mature nel vaso deferente medio, incluse nel liquido seminale e, 

di conseguenza, da valori GSI comparabili. Infatti, i testicoli e i vasi deferenti 

non aumentano drasticamente le loro dimensioni con la maturazione (si osserva 

solo un aumento del diametro dei tubuli dei vasi deferenti a fronte 

dell’accumulo di liquido seminale). Pertanto, sia GSI che HSI risultano 

comparabili tra i gruppi anche a fronte di un ridotto peso finale del gruppo Bh 

che conferma, anche nei maschi, il mantenimento della maturazione gonadica 

a fronte della somministrazione a lungo termine di una dieta povera di PUFA 

n-3, compromettendo la crescita. In accordo con questo risultato, l'espressione 

di ecr e rxr è risultata più bassa nei granchi maschi del gruppo Bh dal momento 

che questi segnali sono coinvolti (oltre che nella riproduzione) nella muta, nella 

metamorfosi e nella crescita (Benrabaa et al., 2024; Mykles et al., 2020). Infatti, 

nei crostacei, ecr forma un eterodimero funzionale con rxr che si lega 

all'ecdisone, formando un trimero attivo. Questo complesso regola le funzioni 

di crescita e muta attivando geni bersaglio collegati ai processi di crescita 

(Abdullah-Zawawi et al., 2021; Zhang et al., 2024). Questo risultato è in 

accordo con uno studio precedente che ha dimostrato la correlazione positiva 

tra la performance di crescita e l'espressione di ecr e rxr nel granchio cinese 

(Eriocheir sinensis) (Chen et al., 2023). 
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6 Conclusioni 

I granchi blu danno priorità agli investimenti riproduttivi piuttosto che alla 

crescita, indirizzando le risorse verso gli organi riproduttivi. Questa 

interessante scoperta ha implicazioni per la sopravvivenza della specie: quando 

la presenza o la qualità del cibo diminuisce (specialmente in termini di profilo 

lipidico), il granchio blu utilizza le sue riserve nutrizionali per sostenere la 

riproduzione. Generando un gran numero di larve, aumentano le possibilità di 

stabilire nuove popolazioni in aree con nutrienti più abbondanti, garantendo 

così la sopravvivenza della popolazione. In conclusione, questo studio 

preliminare fornisce importanti indicazioni su come la composizione della 

dieta, soprattutto in termini di PUFA a catena lunga, possa influenzare la 

crescita e la riproduzione del granchio blu, evidenziando l'investimento 

preferenziale nella generazione di prole in caso di alimentazione non ottimale. 
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