MESSA A PUNTO DELLA RIPRODUZIONE ARTIFICIALE DI ANGUILLA E PROVE DI SVEZZAMENTO LARVALE IN CATTIVITA’ E STUDIO SULLA SOPRAVVIVENZA
E SVILUPPO DELLE FORME EMBRIONALI E LARVALI IN AMBIENTE NATURALE.

PROGETTO DI RICERCA:

Messa a punto della riproduzione artificiale di
Anguilla anguilla e relative prove di svezzamento larvale in
ambiente controllato, e studio sulla sopravvivenza e sviluppo
delle forme embrionali e larvali in ambiente naturale.

Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie
Corso di Laurea in Acquacoltura ed Igiene dei Prodotti Ittici
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STATO DELL’ARTE

Il Regolamento (CE) N. 1100/2007 del 18 settembre 2007 definendo la popolazione
dell’anguilla in forte diminuzione istituisce misure per la ricostituzione dello stock di anguilla
europea, secondo le linee guida per la stesura dei loro Piani di Gestione Nazionale (Guidance
Document for the Preparation of the Eel Management Plan).

Tale esigenza e stata recepita in modo concreto nel 2007 dalla Direzione Generale della Pesca
Marittima e dell’ Acquacoltura, Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali, che
ha supportato il Progetto “Indagine finalizzata alla costituzione di una base conoscitiva per
[’elaborazione di un Piano di Gestione Nazionale della risorsa Anguilla anguilla” (bando 06-
03-7042 del 5 Dicembre 2006, che tematica A — Valutazione delle risorse biologiche).

L’Italia ha redatto un Piano di Gestione per I’anguilla secondo quanto richiesto dagli
indirizzi del regolamento europeo indicando una strategia di gestione sostenibile per questa
specie volta alla valutazione della risorsa, alla raccolta di dati ed allo sviluppo di metodologie
in grado di accrescere le conoscenze sul ciclo biologico della specie focalizzando la ricerca
sulla riproduzione e sulla sopravvivenza ed accrescimento delle forme giovanili.

Il piano & supportato soprattutto dalle strategie regionali dell” Emilia-Romagna, fra le piu
rappresentative a livello nazionale per le qualita ambientali delle zone umide costiere e
dell’entroterra, dei corsi d’acqua sfocianti al mare e delle vie d’acqua interne. Questa
Regione, oltre a definire i criteri di gestione dello sforzo di pesca della specie, hanno avviato i
primi studi scientifici per accrescere le conoscenze relative alla vita delle anguille ed hanno,
per prime, finanziato progetti di riproduzione artificiale in ambiente controllato.

La carenza di informazioni sulla vita dell’anguilla, viste le peculiarita biologiche e di
sfruttamento di questa specie catadroma, porta a definire una serie di obiettivi a livello locale
e la loro trasposizione in iniziative concrete all’interno di uno schema di riferimento
scientifico di portata comunitaria.

La conservazione e la gestione della popolazione dell’anguilla sono due aspetti di un
problema ampio e complesso che chiama in causa problematiche anche molto diverse fra loro
che vanno dallo sfruttamento commerciale alla tutela di habitat naturali, dagli areali di
crescita agli ambiti di risalita naturale, dai ripopolamenti allo sforzo di pesca. Senza dubbio,
quando si ha a che fare con una specie come 1’anguilla, con un ciclo biologico in molti aspetti

sconosciuto soprattutto in ambito marino, risulta evidente la difficolta nel programmare
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mirate strategie di salvaguardia e tutela degli stock se non vengono supportate da
sperimentazioni di carattere scientifico.

A questo riguardo la Regione Emilia-Romagna in collaborazione con il Centro Universitario
di Cesenatico hanno avviato gia da tempo ricerche ¢ sperimentazioni sull’anguilla che sono
state presentate nei principali congressi scientifici europei mentre i primi dati risultano in
corso di pubblicazione in riviste scientifiche di rilevanza mondiale. Particolarmente
interessanti sono state le indicazioni ottenute sul processo di maturazione gonadale in vari
areali, su sistemi non invasivi di rilevazione dell’eta degli animali e soprattutto sulla messa a
punto di una tecnica di riproduzione indotta che ha permesso, primi in Europa, una cospicua
produzione di uova feconde e di forme larvali.

| risultati incoraggianti ottenuti fino ad ora dal Centro di Ricerca universitario di Cesenatico
in ambito riproduttivo, hanno portato ad un naturale proseguimento della ricerca in abito dello
svezzamento larvale in ambiente controllato, e studio sulla sopravvivenza e sviluppo delle
forme embrionali e larvali in ambiente naturale. Cosi come nella riproduzione, infatti, questo
“passaggio” presenta solitamente elevate criticita che devono essere osservate e studiate in
ambito scientifico per poter essere positivamente superate al fine di poter garantire produzioni

di tipo acquacolturale.

ARTICOLAZIONE GESTIONALE DEL PROGETTO

Il progetto di ricerca sara suddiviso in 2 esperimenti e gestito da un unico gruppo di lavoro
incardinato presso il Corso di Laurea in Acquacoltura ed Igiene delle Produzioni lttiche di
Cesenatico (Facolta di Medicina Veterinaria dell’Universita di Bologna) e sotto la
responsabilita scientifica del Dott. Oliviero Mordenti che coordinera ciascun operatore
impegnato nello studio.

Le funzioni delle unita operative coinvolte vengono di seguito sinteticamente descritte:

Dott. Oliviero mordenti, dott. Andrea di biase, dott. Giuseppe Bastone:

Predisposizione dei bacini di prova, riproduzione artificiale, semina degli animali, carotaggi

in punti campione dei fondali, raccolta periodica della biomassa e dei campioni di benthos di
plancton ed e dell’acqua, raccolta periodica di campioni di giovanili, valutazioni zootecniche
dei risultati ottenuti.

Dott.ssa Annalisa Zaccaroni, dott. Andrea Di Biase, dott. Giuseppe Bastone:

Analisi periodiche delle principali caratteristiche chimico-fisiche delle acque, valutazione
quali-quantitativa della biomassa e determinazione del benthos e del plancton, valutazione di

eventuali presenze di inquinanti sui tessuti delle anguille mantenute nei bacini vallivi.
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Prof.ssa Albamaria Parmeggiani, dott.ssa Rubina Sirri

Studio della fisiologia della riproduzione, verifica dello stato sanitario e nutrizionale delle
forme larvali per tutta la durata della sperimentazione, valutazioni di carattere gonadico
durante lo sviluppo delle anguille.

Prof. Pierpaolo Gatta, dott. Alessio Bonaldo, dott. Luca Parma

Stesura dei protocolli alimentari per larve con particolare riferimento a micronutrienti come
acidi grassi, vitamine e minerali, alla richiesta amminoacidica e alla richiesta energetica,

ottimizzazione dell’allevamento (svezzamento, alimentazione, condizioni ambientali).

Esperimento 1:

Messa a punto della riproduzione artificiale di Anguilla anguilla e relative prove di

svezzamento larvale in ambiente controllato
OBIETTIVI

La sperimentazione si propone di mettere a punto la riproduzione artificiale dell’anguilla e
dare avvio ad una seconda fase progettuale che preveda:
- il confronto di popolazioni di anguilla presenti nell’area valliva di Comacchio da
sottoporre alla pratica della riproduzione artificiale;
- la ricerca di un programma alimentare in grado di garantire la sopravvivenza delle
forme larvali e post-larvali di anguilla mantenuti in cattivita.
Tale obiettivo potrebbe essere raggiunto attraverso una serie di operazioni che vengono di

seguito schematicamente elencate:

Reperimento dei riproduttori in 2 aree vallive di Comacchio,

Induzione alla maturazione gonadica in ambiente controllato,

Spremitura dei riproduttori e fecondazione delle uova,

Incubazione e schiusa delle uova embrionale.

METODICA

Per la prova verranno utilizzate femmine e maschi adulti catturati all’interno delle valli di

Comacchio provenienti da comprensori diversificati, presumibilmente Fondo Valle e
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Fattibello. Le due popolazioni sembrano, infatti, essere caratterizzate da taglia, indice di
argentinizzazione e alimentazione differenti.
Nel caso in cui non fossero catturati in natura un numero di anguille sufficiente per la
sperimentazione, 1’Universita potrebbe reperire i soggetti di sesso maschile acquistandoli
presso aziende della Regione Emilia-Romagna che operano nel settore, mentre le femmine
potrebbero essere pescate presso altre valli dislocate nel medio-alto Adriatico.
Gli animali saranno trasportati presso il Centro Sperimentale del Corso di Laurea in
Acquacoltura ed Igiene dei Prodotti Ittici dell’Universita di Bologna con sede a Cesenatico
(Forli-Cesena) e mantenuti in cattivita.
Dalla raccolta verranno selezionate le femmine di maggiori dimensioni dei 2 comprensori
vallivi e tutti i soggetti di sesso maschile. Inmediatamente prima dell’inizio dell’esperimento
tutte le anguille verranno sottoposte ad analisi biometrica in modo da ottenere i principali
indici esterni indicatori dello stato di maturazione gonadico (indice di argentinizzazione,
indice oculare, indice della pinna pettorale, ecc). Campioni di sangue verranno prelevati al
fine di determinare alcuni importanti parametri ematici (estradiolo, testosterone, cortisolo) ed
un campione di anguille verra immediatamente sacrificato cosi da poter valutare 1’indice
gonadosomatico (GSI), il grado di maturazione oocitario ed il contenuto lipidico ed profilo
acidico delle carni.
Dopo un periodo di acclimatazione i 2 gruppi sperimentali verranno sottoposti ad un unico
processo di induzione ormonale/ambientale, gia utilizzato proficuamente dall’Unita Operativa
in sperimentazioni precedenti, della durata stimabile in:

e 15-30 settimane per le femmine,

e 6-15 settimane per i maschi.
La tecnica prevede ’utilizzo di differenti principi ormonali presenti in commercio e la
variazione temporale di parametri ambientali quali la temperatura dell’acqua, il fotoperiodo e
I’intensita luminosa.
Al termine del programma di induzione, tutte le femmine ed i maschi che avranno raggiunto
la piena maturazione gonadica verranno utilizzati per effettuare prove tese a:

o testare differenti tipologie di fecondazione tese a migliorare la percentuale di uova
feconde,
e individuare una tecnica in grado di favorire [’emissione spontanea dei gameti in

vasca (“riproduzione naturale”),
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o testare differenti tipologie di incubazione tese ad identificare ['impiantistica e
[’ambiente migliore per la stabulazione delle uova in termini di temperatura salinita
dell’acqua e intensita luminosa,

e mettere a confronto i risultati riproduttivi delle 2 differenti popolazioni di anguilla.
Una volta ottenuta la schiusa delle uova, prendera avvio la seconda fase sperimentale che
prevede lo studio riguardante 1’individuazione di una dieta alimentare in grado di garantire la
sopravvivenza delle forme larvali nel momento in cui e terminato il riassorbimento del sacco
vitellino ed € avvenuta I’apertura dell’apparato buccale.

Nell’occasione verranno testate alcune diete alimentari adottando:

e tecniche standardizzate per lo svezzamento di specie ittiche marine di allevamento,

e tecniche mediante ['utilizzo del mesocosmo,

e tecniche di svezzamento innovative in cui saranno previsti nuovi principi alimentari

sia di natura organica che prodotti specifici del commercio.
| risultati ottenuti, sia nella fase di riproduzione artificiale che nella fase di incubazione
saranno sottoposti ad elaborazione statistica e relativa valutazione critica.
Lo studio potrebbe dare un forte contributo alla messa a punto della riproduzione artificiale in
ambiente controllato. Nonostante i buoni risultati ottenuti dal gruppo di ricerca di Cesenatico,
risultano, infatti, ancora numerosi gli aspetti che possono essere migliorati (qualita delle uova,
percentuale di fecondazione, tecnica di incubazione, riproduzione naturale in vasca, ecc) al
fine di garantire una produzione larvale migliore sia in termini qualitativi che in termini
quantitativi. Utilizzando due popolazione differenti, si potrebbero, inoltre, ottenere
indicazioni importanti relative ai fattori ambientali che influiscono sulla riproduzione.
La sperimentazione, infine, potrebbe portare a conoscenze relative all’alimentazione e
all’accrescimento delle forme larvali in ambiente controllato. Cosi come nella riproduzione,
infatti, questo “passaggio” presenta notoriamente elevate criticita che devono essere osservate
e studiate in ambito scientifico per poter essere positivamente superate al fine di poter
garantire produzioni di tipo acquacolturale.

TEMPISTICA DEL PROGETTO

Le singole operazioni vengono indicate sinteticamente in Tabella. La durata prevista del
progetto e di 12 mesi. La tempistica potrebbe subire delle variazioni durante la realizzazione

del progetto in relazione all’evoluzione della sperimentazione ed ai risultati ottenuti.
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Tempistica esperimento 1

Predisposizione impianto, reperimento X | X
riproduttori, analisi morfometriche

Programma di riproduzione artificiale X| X[ X|X|X]|X|X

Valutazione ed elaborazione dei dati ottenuti X| X | X|X|X
(indici, incrementi gonadici, risultati ematici ed
istologici, risultati riproduttivi.)

Programma di incubazione, schiusa e X| X[ X|X|X
svezzamento larvale

Valutazione ed elaborazione dei dati ottenuti X[ X | X | X
(fecondazione, sviluppo embrionale, schiusa,
svezzamento, accrescimenti, ecc.)

Relazione finale, produzione di articoli scientifici X

DIVULGAZIONE

Oltre alla relazione tecnico-scientifica intermedia e finale, al fine di rendere noti i risultati
ottenuti a seguito delle attivita della presente ricerca, potranno essere redatti scritti di carattere
scientifico da presentare in occasione di congressi o da pubblicare su riviste di prestigio di

carattere internazionale.

Esperimento 2:

Studio sulla sopravvivenza e lo viluppo naturale di forme embrionali e larvali di anguilla

europea (Anguilla anguilla, L.) mantenute in bacini chiusi vallivi

OBIETTIVI

La ricerca propone una valutazione di carattere biologico al fine di studiare lo sviluppo
embrionale e la dieta naturale di larve di anguilla europea (Anguilla anguilla, L.) mantenute in
bacini chiusi vallivi nonché di valutare la sopravvivenza e la crescita in relazione alle

potenzialita alimentari fornite dalla biomassa zooplanctonica esistente.
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Dallo studio si potrebbero ricavare numerose informazioni relative a:
e livelli di sopravvivenza ed eventuali tempi di accrescimento delle forme larvali di
anguilla in ambiente naturale-vallivo,

o approfondimenti relativi alla dieta naturale dei soggetti.

METODICA DELLA RICERCA
Al termine del programma di induzione ormonale/ambientale, gia utilizzato proficuamente
dall’Unita Operativa in sperimentazioni precedenti, tutte le femmine ed i maschi che avranno
raggiunto la piena maturazione gonadica saranno sottoposti alla pratica della riproduzione
artificiale per I’ottenimento di uova feconde.
Raggiunta questa fase, prendera avvio la sperimentazione con la semina in campo aperto sia
delle forme embrionali che delle forme larvali.
La prova prevede 1’utilizzo di bacini in terra naturali e/o aree vallive comacchiesi all’interno
delle quali saranno messe in posa apposite “gabbie galleggianti” create appositamente in cui
verranno introdotte sia le uova feconde prossime alla schiusa che le forme larvali
(leptocefali).
La tempistica delle immissioni avverra con modalita scalare in relazione al programma di
induzione ormonale adottato sui riproduttori all’interno della serra ittiologica dell’Universita;
il quantitativo di materiale utilizzato (uova e larve) dipendera dai risultati ottenuti dalle
anguille durante la temporalita del processo di riproduzione indotta.
All’interno di bacini in terra verranno fissate piccole reti (forma a barca) della capacita di
alcuni metri cubi costituite da maglie da plancton sporgenti 20 cm dal livello massimo
dell’acqua. All’interno di ciascuna “gabbia” verranno seminati i rispettivi i lotti (uova
embrionale o leptocefali) provenienti dall‘attivita riproduttiva eseguita presso il Centro di
ricerca di Cesenatico.
Per tutta la durata della sperimentazione verranno eseguiti dei campionamenti periodici in
ciascuna area all’interno della quale verra eseguita:

e una valutazione della sopravvivenza, dello stato di salute e nutrizionale degli animali;

e uno studio quali-quantitativo del benthos presente nella colonna d’acqua circostante le

aree in cui sono state posizionate le reti;

¢ uno studio sulle principali caratteristiche fisico-chimiche delle acque.
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In particolare, si preleveranno dei campioni di acqua utilizzando bottiglie in polietilene
immerse ad una profondita di 15 cm e trasportate nel laboratorio dell’Universita per le analisi
della qualita (sostanze azotate, ammoniaca, pH, salinita ecc.).

Per i campioni del benthos verranno utilizzate reti da plancton poste nelle vicinanze delle reti
contenenti il materiale larvale.

La sperimentazione dovrebbe garantire la possibilita di reperire informazioni riguardanti la
possibilita di sopravvivenza delle forme larvali in relazione alla presenza di zooplancton delle
aree lagunari testate ed eventualmente di ottenere informazioni dettagliate sui livelli di
accrescimento.

Tempistica del progetto

Le singole operazioni, indicate in Tabella, saranno sviluppate in funzione della fase di
accettazione del presente progetto che prevede una durata di 8 mesi. La tempistica potrebbe
subire delle variazioni durante la realizzazione del progetto in relazione all’evoluzione della

sperimentazione ed ai risultati ottenuti.

Tempistica esperimento 2

Individuazione delle aree idonee alla semina X
delle forme embrionali e/o larvali

Installazioni delle reti X[ X[ X
semina delle forme embrionali e/o larvali X[ X[ X
Analisi periodiche delle principali caratteristiche X[ X | X | X|X

delle acque e del benthos

Valutazione ed elaborazione dei dati ottenuti X | X

Relazione finale, produzione di articoli scientifici X

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Il progetto risulta altamente innovativo in quanto si configura come una ricerca in grado di
garantire la produzione di uova e forme larvali di anguilla.
Al momento attuale, infatti, non risultano studi che riguardino tentativi su larga scala di

svezzamento di larve di anguilla europea in quanto la ricerca, fino ad oggi, non era stata in
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grado di garantire, con la riproduzione indotta, produzioni consistenti di biomassa larvale tali
da giustificare questo tipo di sperimentazione.

In letteratura, inoltre, il materiale informativo relativo alla dieta alimentare delle forme larvali
di anguilla risulta essere molto ridotto e fa solitamente riferimento o alle aree atlantiche di
riproduzione (Mar dei Sargassi) oppure prendono in considerazione ’anguilla giapponese
(Anguilla japonica) pesce con caratteristiche differenti rispetto all’anguilla europea.

A livello funzionale, inoltre, le ricerche presentate possono essere di enorme interesse in
qguanto rispondono pienamente alle direttive europee di salvaguardia di questa specie e
rientrano negli obiettivi di tutela della Regione Emilia-Romagna compatibilmente con le
esigenze produttive e quindi economiche della vallicoltura estensiva costiera. Nel caso in cui i
risultati attesi (la possibilita di fare sviluppare forme larvali di anguilla in aree vallive) fossero
confermati, le ricadute applicative sarebbero di enorme importanza sia in ambito
protezionistico (programmi di ripopolamento) che nel settore zootecnico (riduzione degli

acquisti sul mercato di giovanili selvatici per dare avvio all’allevamento).

Cesenatico, [/

Il Responsabile Scientifico*
Dott. Oliviero Mordenti
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