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PRESENTAZIONE

Quando si parla di sperimentazione animale, solitamente si pensa a specie superiori, quali: 
vacche, maiali, conigli, ratti, cavie, cani, primati (generalmente macachi), o comunque 
animali con cui l’uomo ha instaurato nei millenni una certa familiarità. La sensibilità so-
prattutto verso alcune delle specie citate, è andata via via crescendo nel corso degli anni, 
prevalentemente nei Paesi occidentali. Ciò ha determinato una reazione sociale collettiva, 
concretizzatasi in alleanze associative, contrarie all’uso nella sperimentazione animale, pre-
valentemente di suddette specie, per motivi etici e morali. 

In realtà, per scelte opportunistiche o conseguenti a quanto scritto, la ricerca, da tempo 
ha rivolto la propria attenzione verso strumenti alternativi a quelli animali, riuscendo a volte 
a soddisfare gli obiettivi sperimentali e quindi a perseguire gli scopi stessi della indagine 
scientifica. In altri casi però, anziché fare affidamento sulle specie “consuete” o a metodi 
alternativi, è stata privilegiata la strada che prevede l’impiego di altre specie, meno “tradi-
zionali”. In questo quaderno monografico, gli Autori riportano alcuni esempi nell’ambito 
di Cefalopodi, Anfibi e Pesci.

Paradossalmente, con queste scelte, è stato possibile, per le caratteristiche loro partico-
lari, avere riscontri scientifici più attendibili e attinenti alla tematiche della ricerca. Infatti 
le specificità fisiologiche e/o etologiche calzano perfettamente a misura, per dare riscontri 
precisi ai quesiti posti dalle sperimentazioni. 

La Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche, organizzando un Evento su 
questo argomento e dando alle stampe la pubblicazione dei lavori presentati, intende favori-
re la conoscenza nell’ambito dei Ricercatori e non solo, della possibilità di impiegare specie 
sostitutive a quelle tradizionali. Anche in questo modo, la Fondazione persegue gli obiettivi 
di informare, comunicare e fare crescere il mondo della ricerca e di coloro che utilizzano i 
suoi prodotti. Nella fattispecie, lo scopo è anche quello di informare quel mondo che intrat-
tiene con gli animali un rapporto di particolare sensibilità e “umanità”.

 
Il Responsabile Scientifico
Prof. MARIO COLOMBO
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PREFAZIONE

L’utilizzo dei modelli animali per la ricerca scientifica è in continua evoluzione in ottempe-
ranza al principio delle 3R (Replacement, Reduction, Refinement), criterio fondante della nor-
mativa europea (Direttiva EU 63/2010) e di quella italiana (D.Lvo 26/2014). In questa ottica 
quindi l’utilizzo delle specie acquatiche rappresenta una importante occasione di Refinement 
poiché consente di sostituire l’utilizzo di specie a più elevato sviluppo del Sistema Nervoso 
Centrale mantenendo però inalterata la validità scientifica del risultato. In accordo con questo 
principio l’utilizzo di modelli acquatici è in continuo aumento in tutto il mondo. Scopo del 
presente Convegno è quello di presentare e discutere le migliori procedure per l’utilizzo delle 
specie acquatiche maggiormente utilizzate nella ricerca scientifica sia di base, sia applicata.

Nei primi due interventi, verrà preso in considerazione l’allevamento dello zebrafish 
(Danio Rerio) che nell’ultimo trentennio ha avuto un forte sviluppo come modello animale, 
in molti settori della ricerca biomedica. La prolificità elevata, la trasparenza del suo embrio-
ne, la possibilità di applicazione delle più svariate tecniche di transgenesi insieme alla versa-
tilità del suo utilizzo e ai bassi costi di gestione hanno portato alla sua adozione in numerosi 
campi della ricerca scientifica in sostituzione dei modelli murini.

In seguito si tratterà dei Cefalopodi, la classe di molluschi più complessa e meno rappre-
sentata come numero di specie presenti. La Direttiva EU 63/2010, amplia per la prima volta 
anche ai Cefalopodi l’ambito di applicazione delle normative sulla protezione degli animali 
utilizzati a fini scientifici, fino a prima limitato ai solo vertebrati non umani, definendo linee 
guida per le pratiche di allevamento e mantenimento come animali da laboratorio. I Cefalo-
podi sono considerati da tempo come modelli sperimentali in molte aree di ricerca, principal-
mente in neuroscienze e fisiologia.

Un altro grande capitolo che accomuna tutte le specie acquatiche è il controllo della qualità 
dell’acqua per mezzo di un corretto campionamento, di tecniche diagnostiche definite e infine 
di modalità di intervento per un controllo microbiologico capillare e routinario dell’ambiente.

Infine verrà presa in considerazione la specie Xenopus Laevis, un anfibio anuro utilizzato 
già alla fine del XIX secolo per gli studi di embriologia e principalmente, negli ultimi 30 an-
ni, negli studi di biologia dello sviluppo. Nel presente compendio si descrivono le caratteri-
stiche della specie e le condizioni considerate ideali per l’allevamento e i principali utilizzi 
nella ricerca biomedica, nel rispetto del benessere animale.

Si ringrazia per la collaborazione la Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche 
di Brescia che ha aderito con entusiasmo al progetto, realizzando anche la stampa del pre-
sente volume.

 

GIULIANO GRIGNASCHI
Responsabile Benessere Animale
Università degli Studi di Milano

FABIO LUZI
Responsabile Formazione Animali 

da Laboratorio
Università degli Studi di Milano
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Specie acquatiche
nella ricerca scientifica
Brescia, 19 marzo 2020

L’ALLEVAMENTO E MANAGEMENT DELLO ZEBRAFISH

MAURO VASCONI
Dipartimento di Medicina Veterinaria – Università degli Studi di Milano

mauro.vasconi@unimi.it

L’allevamento dello Zebrafish (Danio re-
rio) ha avuto nell’ultimo trentennio un enor-
me sviluppo, legato all’utilizzo della specie 
come modello animale implicato in nume-
rosi rami della ricerca biomedica. La specie 
ha preso il sopravvento su molte altre specie 
utilizzate come modello animale grazie alla 
versatilità del suo utilizzo e per essere il mo-
dello animale vertebrato con il minore co-
sto di gestione. I numerosi vantaggi dell’uti-
lizzo dello Zebrafish rispetto ad altre specie 
animali, e i molteplici utilizzi a cui la specie 
può essere destinata, verranno trattati in un 
altro capitolo del presente volume. 

L’allevamento dello Zebrafish ha origi-
ni ben precedenti al suo utilizzo in ricerca 
scientifica, essendo tale specie ittica utiliz-
zata da molto più tempo come animale orna-
mentale, per cui la specie è stata ben dome-
sticata e si è perfettamente adattata alla vita 
in cattività. La gestione dell’animale è quindi 
molto semplice e alla portata di personale di 
laboratorio anche con una minima esperien-
za nella gestione di organismi acquatici. Per 
comprendere i parametri ambientali ottima-
li per l’allevamento dello Zebrafish è oppor-
tuno conoscere l’ambiente naturale in cui la 
specie si è evoluta e quindi prospera. 

DISTRIBUZIONE E HABITAT

L’areale di distribuzione originale della 
specie comprende le zone poste a sud della 
catena dell’Himalaya, quindi le acque dolci 
di Pakistan, India, Nepal, Bhutan e Bangla-
desh. Lo Zebrafish ama vivere in piccoli cor-
si d’acqua con corrente moderata o in acque 
ferme di piccoli laghi, stagni e lanche fluvia-
li. La specie è anche molto diffusa nelle ri-
saie e nelle pozze d’acqua di abbeverata del 

bestiame. Lo Zebrafish negli ambienti in cui 
è presente occupa un po’ tutte le nicchie eco-
logiche, vivendo sia nei pressi della vegeta-
zione sommersa od emergente, sia in acque 
aperte, che nelle zone nei pressi dei fondali, 
i quali possono essere sia ghiaiosi che sab-
biosi o con abbondante limo. Questa versa-
tilità ambientale si riflette anche nell’ampia 
versatilità alimentare. Studi che hanno ana-
lizzato il contenuto gastrico di Zebrafish rac-
colto nei suoi ambienti naturali, hanno dimo-
strato come la specie si adatti a vari substrati 
alimentari, ritrovando sia componenti vege-
tali che animali e tra la componente anima-
le sia organismi bentonici, che zooplancton, 
che organismi volatili predati sulla superfi-
cie dell’acqua. La specie è quindi a suo agio 
sia a nutrirsi sul fondo che in superficie, ren-
dendo molto semplice la somministrazione 
di alimento artificiale nella pratica di labora-
torio. Nel tempo sono stati anche analizzati i 
parametri qualitativi delle acque in cui lo Ze-
brafish è naturalmente presente. Lo Zebrafish 
vive in una zona caratterizzata da un clima 
monsonico, in cui si alternano periodi di sic-
cità ad altri in cui abbondanti precipitazioni 
trasformano in acquitrini estese porzioni di 
territorio. Vivendo in ambienti molto vari, e 
in alcuni casi sopravvivendo anche per perio-
di limitati in acque di scarsa qualità chimica, 
come ad esempio i casi in cui nella stagione 
secca esemplari di Zebrafish sopravvivono in 
pozze dove per evaporazione l’acqua ha con-
centrato i vari elementi e composti chimici in 
essa disciolti, lo Zebrafish è una specie tol-
lerante a varie condizioni ambientali, non ri-
sentendo di periodi in cui l’acqua si discosta 
dai valori ottimali. Bisogna però sottolinea-
re che, se esemplari di Zebrafish vengono al-
levati con acque ricche di composti azotati o 
con valori di minerali elevati, la specie vie-



2

ne sottoposta a uno stress latente cronico, il 
quale ha un influsso negativo sia sullo status 
immunitario dell’animale, favorendone quin-
di l’insorgenza di patologie, sia sullo stato ri-
produttivo, causando inizialmente una per-
dita di fertilità che può esitare in un arresto 
del ciclo riproduttivo, se le condizioni non 
tornano a dei valori ottimali. Questo com-
portamento è sempre riconducibile all’am-
biente naturale in cui l’animale si è evoluto, 
in cui la popolazione si riproduce con mag-
gior vigore nei periodi monsonici, quando le 
copiose piogge portano acqua pure all’habi-
tat della specie e gli ambienti potenzialmen-
te abitabili si espandono notevolmente, gra-
zie alle piene dei fiumi e all’espandersi delle 
acque stagnanti. La concentrazione dei so-
luti in acqua è quindi il segnale chimico che 
lo Zebrafish recepisce per dar vita allo sti-
molo riproduttivo che porta la popolazione 
di questa specie ad espandersi notevolmen-
te in un breve periodo. L’estrema adattabili-
tà ambientale e la facilità di allevamento ha 
reso questa specie una delle specie preferite 
agli acquariofili principianti, adatta ad esse-
re allevata in acquari di piccole dimensioni 
e anche da persone non ancora perfettamen-
te formate alla gestione di organismi acqua-
tici. Questa versatilità, associata a molti altri 
fattori positivi, è stata la spinta all’utilizzo 
dello Zebrafish nei laboratori di ricerca bio-
medica. Ciononostante occorre avere la con-
sapevolezza che l’estrema resistenza a condi-
zioni ambientali sfavorevoli non può essere 
usata come escamotage per non prestare le 
massime attenzioni nella gestione di alleva-
menti di Zebrafish utilizzati a scopo di ricer-
ca. Affinché i risultati ottenuti da un ricerca-
tore siano confrontabili con quelli avuti da 
altri studiosi nel medesimo campo di ricer-
ca, occorre che il modello animale utilizzato 
si trovi nelle condizioni ottimali. Ciò richie-
de quindi una standardizzazione dei metodi 
di allevamento dello Zebrafish, in modo che 
tutti i laboratori in cui l’animale viene uti-
lizzato si trovino nelle medesime condizio-
ni operative. La ricerca moderna infatti non 
si può permettere il lusso di utilizzare mo-
delli animali senza produrre risultati corretti, 
quindi non vi può essere nessun fattore ester-

no alla ricerca che potenzialmente ne possa 
alterare i risultati, soprattutto nei casi in cui 
per ottenere tali risultati sono stati sacrifica-
ti degli animali. L’etica applicata all’utiliz-
zo di essere viventi nella ricerca biomedica 
ha imposto una tendenza a ridurre al minore 
numero possibile gli animali che devono es-
sere utilizzati e sacrificati per favorire il pro-
gresso delle conoscenze, ed è altresì neces-
sario fornire le migliori condizioni possibili 
agli esemplari impiegati. 

La specie raggiunge la maturità sessuale 
già verso i tre mesi di età, mentre per quello 
che riguarda la sua longevità, lo Zebrafish vi-
ve in media 18 mesi. Nelle condizioni ideali 
che si possono ottenere in laboratorio si so-
no registrati casi di esemplari che hanno rag-
giunto anche i 3 anni di età, ma questi episo-
di sono delle eccezioni. Bisogna sottolineare 
come comunque pesci di età superiori all’an-
no e mezzo non vengono più utilizzati come 
riproduttori in quanto le loro performances 
riproduttive sono scarse. 

STRUTTURE DI ALLEVAMENTO

Impianto

Lo Zebrafish viene allevato in speciali 
strutture a lui dedicate e progettate per que-
sto scopo. In commercio sono disponibili nu-
merose soluzioni adattabili a tutte le esigen-
ze e disponibilità economiche. Esistono sia 
soluzioni stand alone, dove in un’unica uni-
tà sono presenti sia le vasche di allevamen-
to che la componentistica dedicata alle stru-
mentazioni necessarie per il mantenimento 
delle ottimali condizioni dell’acqua di alle-
vamento, sia soluzioni che prevedono delle 
unità di allevamento da connettere a un cir-
cuito idrico che si occupa poi separatamente 
di fornire acqua depurata alle vasche e filtra-
re l’acqua reflua. Entrambe le soluzioni han-
no la medesima validità e la scelta tra l’una 
o l’altra dipende più che altro da questioni 
di spazio e budget. Concettualmente uno sta-
bulario per Zebrafish ha lo stesso schema di 
funzionamento di un acquario domestico, ov-
vero una parte in cui sono presenti gli animali 
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e una parte di filtro che si occupa di garantire 
il corretto smaltimento dei cataboliti prodotti 
dal metabolismo animale e riportare l’acqua 
utilizzata a delle caratteristiche chimiche ot-
timali per la vita degli organismi acquatici. 
La filtrazione in acquariologia si basa su si-
stemi che comprendono tre vie per ottenere 
la depurazione dell’acqua, ovvero una filtra-
zione di tipo meccanica, una filtrazione bio-
logica e una filtrazione chimica. La filtrazio-
ne meccanica si basa sulla capacità di alcuni 
materiali di trattenere i solidi sospesi presenti 
in acqua. Tale filtrazione è rappresentata so-
litamente in acquario da spugne di differen-
te porosità, mentre i più sofisticati sistemi di 
allevamento per Zebrafish sono dotati di fil-
tro a cartuccia in grado di trattenere particelle 
di dimensione variabile a seconda della car-
tuccia usata. Solitamente i sistemi prevedono 
un doppio filtro, il cui primo è più permeabi-
le (120-150 micron), seguito da uno più se-
lettivo (50 micron). Tali filtri a cartuccia so-
no dotati di manometro per il controllo della 
pressione interna e quindi per avere sempre 
sott’occhio la necessità di pulizia/sostituzio-
ne della cartuccia installata. Nei sistemi di 
maggior dimensioni, dove l’impianto di fil-
trazione è indipendente dalle vasche di alle-
vamento, la filtrazione meccanica può esse-
re effettuata tramite filtri a tamburo. Tali filtri 
hanno una maglia di rete rotante che può ave-
re dimensioni di filtrazione diverse; a tali se-
tacci sono collegati dei sensori di pressione, 
i quali, quando la maglia è sporca, registrano 
un aumento di pressione dell’acqua e aziona-
no un sistema di contro lavaggio, che, spruz-
zando acqua in pressione in senso opposto al 
normale senso di circolazione dell’acqua in 
impianto, elimina il particolato imprigionato 
nelle rete e lo allontana tramite un sistema di 
scarico. Una volta che l’acqua si è depurata 
delle particelle in sospensione, passa attraver-
so il filtro biologico. Tale unità è deputata al-
la trasformazione di composti azotati tossici 
per i pesci, prodotti dal loro stesso metaboli-
smo, in composti dalla tossicità minore e che 
quindi si possono accumulare in acqua sen-
za apportare danno al pesce medesimo. Nello 
specifico il catabolismo proteico, molto atti-
vo nei pesci per la produzione di energia ne-

cessaria al loro sostentamento, porta tali ani-
mali a produrre un significativo quantitativo 
di ammonica, la quale, data la sua piccola di-
mensione e permeabilità alle membrane cel-
lulari, viene liberata tal quale dall’apparato 
branchiale dei pesci nell’ambiente circostan-
te. In acqua l’ammoniaca può rimanere tale o 
passare nella forma di ammonio. Ammoniaca 
e ammonio sono due forme diverse dell’azo-
to. Il fattore più importante per determinare il 
rapporto tra ammoniaca e ammonio nell’ac-
qua è il pH. È importante ricordare che l’NH3 
non ionizzato può essere pericoloso per gli 
organismi acquatici, in quanto, come prece-
dentemente detto, attraversa facilmente le 
membrane cellulari, mentre l’ammonio io-
nizzato è sostanzialmente innocuo. La rela-
zione fra ammoniaca e ammonio è controlla-
ta dalla seguente equazione chimica:

NH3 + H2O <-> NH4
+ + OH-

In condizioni di acidità, la reazione è di-
retta verso destra, mentre quando è basico è 
diretta verso sinistra. In generale, a una tem-
peratura prossima alla temperatura ambien-
te, per un pH inferiore a 6,0 la proporzione 
tra ammonio-N più ammoniaca-N sotto for-
ma di NH3 è molto bassa, mentre quella sot-
to forma di NH4

+ è molto alta. A un pH di 
circa 8,0, la proporzione di NH3 è minore o 
uguale al 10%, mentre per un pH lievemente 
superiore a 9,0 tale proporzione è attorno al 
50%. Per questo motivo solitamente è molto 
più rischioso gestire pesci in acque basiche 
piuttosto che acide. 

La trasformazione dell’ammoniaca in un 
composto meno dannoso avviene attraverso 
due passaggi distinti. Il primo prevede l’ossi-
dazione dell’ammoniaca a nitrito NO2 mentre 
nel secondo il nitrito viene ossidato a nitra-
to NO3. Entrambi questi passaggi sono ese-
guiti da particolari popolazioni batteriche 
(Nitrobacter e Nitrosomonas). La compar-
sa di ossigeno nei prodotti di queste reazio-
ni rende evidente come per una corretta fun-
zione del filtro biologico, il quale non è altro 
che un ambiente ricco dei batteri nitrifican-
ti, sia indispensabile avere un’acqua corret-
tamente ossigenata, pena la mancata trasfor-
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mazione dell’ammoniaca. Per questo motivo 
è meglio predisporre, prima del filtro biolo-
gico, una stazione di ossigenazione dell’ac-
qua, che, visti gli scarsi consumi di ossigeno 
che si hanno nei sistemi di allevamento degli 
Zebrafish, può essere semplicemente costitu-
ita da una vasca in cui sono presenti pietre 
porose che insufflano aria ambientale in ac-
qua. Lo scambio gassoso tra la superficie del-
le bollicine di aria immesse in acqua consen-
te sia di apportare ossigeno in quantità vicine 
ai livelli di saturazione, che di allontanare gas 
disciolti nocivi alla salute dei pesci, come il 
diossido di carbonio prodotto dai pesci me-
desimi. Il filtro biologico strutturalmente è 
molto semplice, essendo costituito solamen-
te da un substrato che offre la maggior super-
ficie possibile, colonizzabile quindi dai batte-
ri che ne garantiscono il funzionamento, nel 
minor volume. Sono stati studiati dei suppor-
ti plastici sferoidali con molti anfratti, che 
sviluppano il miglior rapporto tra superficie 
sviluppata nell’unità di volume, i quali ga-
rantiscono ottime prestazioni di trasformazio-
ne dell’ammoniaca anche in volumi ristretti. 
È necessario precisare, nel momento in cui 
si descrive la funzione di un filtro biologi-

co, che tale sistema di filtraggio, basandosi 
su un fattore biotico, ovvero una popolazio-
ne batterica, non è subito attivo al momento 
della sua messa in opera, ma sarà necessario 
un periodo di fisiologica maturazione del fil-
tro prima che esso raggiunga la piena funzio-
nalità. Tale periodo può essere notevolmente 
accorciato grazie a degli starter disponibili in 
commercio che forniscono al sistema di fil-
traggio una notevole quantità di colonie bat-
teriche vitali che potranno quindi rapidamen-
te colonizzare il filtro e renderlo pienamente 
efficiente. Risulta evidente che nel tempo i si-
stemi di allevamento a ricircolo, tenderanno 
ad accumulare il prodotto finale delle reazio-
ni viste pocanzi in acqua, ovvero i nitrati. Per 
tenere sotto controllo il valore di questi ulti-
mi, che comunque causano stress e possono 
quindi compromettere lo status sanitario de-
gli Zebrafish solamente a concertazioni ele-
vate, si pratica un ricambio parziale di acqua 
costante, che può essere quantificato in una 
percentuale che può andare da 5 al 10% del 
volume totale. In questo modo il valore dei 
nitrati in acqua non salirà mai sopra i valori 
stressanti e si manterrà costante nel tempo. Il 
filtro biologico, a differenza dei filtri di altre 

(Da Emerson K., R.C. Russo, R.E. Lund and R.V. Thurston. 1975. Aqueous ammonia equilibrium cal-
culations: effect of pH and temperature. J. Fish. Res. Board Can., 32:2379-2383).

Tab. 1. – Diversa percentuale di presenza di ammoniaca in acqua a seconda del pH e temperatura.
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tipologie, non richiede molta manutenzione, 
basandosi su un ciclo vitale di batteri che si 
rinnova di continuo. Esso deve essere puli-
to una volta ogni sei mesi, o ad ogni svuota-
mento dell’impianto. Una manipolazione più 
frequente del filtro biologico ne può compro-
mettere la funzionalità. 

Lo step successivo alla filtrazione biologi-
ca comprende una filtrazione di tipo chimi-
co. Alla base di questo tipo di filtrazione vi è 
la necessità di eliminare dall’acqua compo-
sti disciolti che non vengono mitigati dall’o-
pera del filtro biologico. La filtrazione chimi-
ca può ad esempio eliminare composti quali 
i fosfati, anche essi presenti negli scarti me-
tabolici legati all’alimentazione dei pesci, e 
che, se presenti in eccesso in acqua, possono 
causare sia stress all’animale, sia la prolife-
razione di alghe acquatiche con conseguen-
te scadimento delle condizioni ambienta-
li delle vasche di allevamento dei pesci. Per 
rimuovere questi composti si può ricorre-
re a diverse sostanze, che possono svolge-
re una filtrazione chimica selettiva o meno. 
Il più classico esempio di materiale filtrante 
non selettivo è il carbone attivo, un carbo-
ne vegetale attivato tramite repentino riscal-
damento termico associato ad un altrettanto 
repentino raffreddamento. Questo processo 
crea microfratture nella struttura del carbone 
e rende disponibili sulla superficie del mede-
simo siti di legame a diversa affinità chimi-
ca. Molte sostanze presenti in acqua andran-
no quindi a legarsi ai siti di legame venendo 
quindi trattenuti dai carboni. Il carbone at-
tivo è quindi molto efficiente nel trattenere 
sostanze, ma non è in grado di scegliere co-
sa eliminare dall’acqua, potendo quindi cau-
sare un depauperamento di composti utili al 
metabolismo dei pesci. Esistono altre sostan-
ze studiate per eliminare specifici composti 
dall’acqua, il cui esempio migliore è la ze-
olite, una sostanza minerale formata da un 
micro reticolo, al cui interno le molecole da 
eliminare vengono selettivamente intrappo-
late. Sia carbone attivo che zeolite hanno la 
necessità di venire periodicamente sostitui-
te una volta che la loro efficacia cala a causa 
dell’esaurimento dei siti di legame che le va-
rie sostanze dispongono.

L’ultimo step che l’acqua compie, prima 
di ritornar nel circuito che alimenta le vasche 
di allevamento dei pesci, comprende il pas-
saggio da una unità di sterilizzazione, for-
mata da lampade UV, i quali denaturando il 
DNA hanno effetto germicida. È importan-
te che le lampade UV siano poste nel punto 
in cui l’acqua risulti già priva di corpusco-
lato in sospensione, in quanto la presenza di 
eventuali particelle può schermare l’azione 
dei raggi UV e non colpire eventuali micro-
organismi dannosi che possono essere pre-
senti sulla superficie dei corpi sospesi non 
esposta ai raggi. Il sistema descritto fino ad 
ora può essere considerato come base per un 
impianto di allevamento di Zebrafish a sco-
po di ricerca. Negli impianti più sofisticati 
sono presenti altre strutture in grado di con-
trollare altri parametri dell’acqua di alleva-
mento. Ad esempio si possono inserire delle 
sonde di pH collegate a serbatoi di soluzione 
tampone in grado di erogare tali soluzioni in 
caso di scostamento del valore di pH rispet-
to a quello programmato. Un altro accesso-
rio con cui si può implementare la funziona-
lità dell’impianto di allevamento comprende 
un serbatoio in cui viene riversata acqua ul-
trapura ottenuta da un impianto ad osmosi 
inversa, alla quale in automatico vengono 
aggiunte soluzioni saline in grado di riporta-
re l’acqua alla concentrazione osmotica ot-
timale. Tale serbatoio si connette al sistema 
e fornisce il ricambio idrico visto preceden-
temente in grado sia di compensare le per-
dite dovute alla eventuale fuoriuscita di ac-
qua dall’impianto, quale ad esempio l’acqua 
persa durante le operazioni di pulizia delle 
vasche di allevamento o quella che si per-
de con i contro lavaggi dei filtri a tamburo, 
sia di ricambiare il volume di acqua giorna-
liero necessario per il controllo dei livelli di 
nitrati. All’interno del sistema di filtraggio 
è solitamente posto anche il controllo della 
temperatura dell’acqua. Tale strumento non 
è implicato nella pulizia dell’acqua ma ser-
ve solamente a mantenere alla corretta tem-
peratura l’acqua di allevamento. Essendo lo 
Zebrafish un pesce sviluppatosi in un clima 
tropicale, il sistema servirà essenzialmente a 
scaldare l’acqua dell’impianto e sarà costitu-
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ito da una resistenza elettrica azionata da un 
termostato, settato alla temperatura desidera-
ta. Occorre comunque precisare che tale stru-
mento servirà solamente ad evitare fluttua-
zioni della temperatura dell’acqua, la quale 
sarà comunque portata a valori prossimi alla 
temperatura desiderata tramite la regolazione 
della temperatura ambientale della stanza in 
cui è presente l’impianto. Collocare un im-
pianto di allevamento di Zebrafish in un lo-
cale freddo è altamente sconsigliato in quan-
to il lavoro eccessivo richiesto ai riscaldatori 
dell’acqua ne influisce su funzionalità e pre-
cisione. Inoltre la presenza di acqua sensibil-
mente più calda rispetto all’ambiente in cui 
viene collocata causa una eccessiva evapo-
razione della stessa, con l’effetto di portare a 
una concentrazione dei soluti presenti in ac-
qua e quindi un allontanamento costante dei 
valori dell’acqua rispetto a quelli desiderati.

Tab 2. – Principali parametri di riferimento 
da considerare per garantire condizioni stan-
dard di allevamento di Zebrafish.
Parametro Valore ottimale
Alcalinità 50-150 mg / L CaCO3

pH 6,8-7,5 (6,0-8,5 tollerata)
Salinità 0,5-1 g / L
Conducibilità 300 -1.500 mS
Temperatura 26-28,5°C
Ossigeno disciolto > 6,0 mg / L
Durezza 50-100 mg / L CaCO3

Ammoniaca <0,02 mg / L
Nitrato (NO 3-) <50 mg / L
Nitriti (NO 2-) <0,1 mg / L

Vasche

Le vasche in cui materialmente sono con-
tenuti i pesci hanno subìto negli anni una 
notevole evoluzione, migliorando sensibil-
mente per quello che riguarda la circolazio-
ne dell’acqua all’interno delle vasche stes-
se. Un corretto flusso di acqua è importante 
per non disturbare i pesci, i quali, come visto 

in precedenza, non amano particolarmente 
le zone a alta velocità di corrente idrica, ma 
allo stesso modo deve garantire per quanto 
possibile l’abolizione di zone morte all’inter-
no delle vasche, dove si potrebbero poi accu-
mulare feci e cibo non ingerito dai pesci. Ta-
li sostanze devono invece essere convogliate 
in un apposito scomparto presente all’interno 
della vasca a cui si può collegare un sifone 
e, agendo su di esso, aspirare tutto lo scarto 
che si desidera eliminare dalla vasca. Per ot-
tenere questo effetto le vasche hanno pareti 
con particolari inclinazioni e un ingresso ed 
uscita dell’acqua posto in modo tale da crea-
re un flusso idrico ben controllato e canaliz-
zato per il raggiungimento degli scopi appe-
na citati. Le vasche di allevamento vengono 
raggruppate in particolari supporti, impilate 
in più fila e colonne, fino a completare dei 
rack chiamati anche armadi. Queste struttu-
re hanno dei binari a cui le vasche si appog-
giano, facilitandone l’estrazione e rimozione 
dall’unità di allevamento. Ad ogni vasca si 
devono connettere i tubi di entrata ed usci-
ta dell’acqua e ognuno di essi è dotato di una 
valvola, la quale consente di interrompere 
il flusso d’acqua in ogni singola vasca sen-
za avere ripercussioni sulle altre vasche che 
condividono il circuito idrico. Solitamente 
una struttura di allevamento comprende va-
sche di dimensione differente, che vanno da 
una capacità di un litro, utilizzata per l’ac-
crescimento dei giovanili, sino alle vasche da 
5-10 litri utilizzate per gli adulti. Dimensio-
ni di vasche differenti consentono di adegua-
re la densità a cui si tengono gli esemplari di 
Zebrafish a secondo della loro dimensione. 
Le case produttrici delle vaschette in plasti-
ca solitamente forniscono anche gli strumen-
ti di lavoro ad esse dedicati, quali ad esempio 
i retini che servono per la cattura dei pesci, 
i quali presentano una forma sovrapponibi-
le alla sezione della vasca, in modo da po-
ter far scorrere i retini all’interno della va-
sca occupandone tutta la sezione e quindi 
imprigionare tutti i pesci contenuti nella va-
sca con una unica pescata, senza quindi do-
ver ripetere più volte l’operazione, cosa che 
causerebbe uno stress maggiore ai pesci che 
si tenta di catturare. Sia le vasche, che i reti-
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ni, che tutti gli accessori utilizzati nei siste-
mi di allevamento per Zebrafish, sono di ma-
teriale plastico atossico e autoclavabile. Le 
ditte specializzate nella produzione di siste-
mi di allevamento solitamente producono an-
che autoclavi e macchine di lavaggio dedica-
te ad accogliere la strumentazione e che sono 
progettate per un lavaggio completo dei va-
ri componenti senza il rischio di danneggia-
mento.

Le vasche devono essere illuminate e ge-
neralmente si ricorre all’illuminazione am-
bientale, fornendo 14 ore di luce e 10 di buio. 

Gli Zebrafish vengono solitamente tenu-
ti a delle densità di 5 individui per litro da 
adulti. Nelle fasi di crescita il numero di in-
dividui per unità di volume è maggiore, ar-
rivando a 25 esemplari per litro durante la 
fase larvale e a 15 esemplari per litro nella 
fase giovanile. 

ALIMENTAZIONE

L’alimentazione dello Zebrafish si è evo-
luta nel tempo grazie al sempre più intensivo 
utilizzo che questo animale ha avuto nei la-
boratori di ricerca. Se fino a 15 anni or sono 
non vi erano delle linee di alimenti artificia-
li dedicati alla specie e quindi si ricorreva ad 
utilizzare mangimi studiati per l’acquaristica, 
ora esistono in commercio linee di mangimi 
che seguono l’alimentazione dello Zebrafish 
dallo svezzamento fino all’adulto e alla ri-
produzione. L’alimento viene normalmente 
fornito due volte al giorno ed è bene che l’o-
peratore osservi nel dettaglio come gli ani-
mali si alimentano, per registrare, al primo 
segnale, delle alterazioni del comportamen-
to alimentare che possono essere il preludio 
a patologie. In molte strutture di allevamen-
to rimane comunque l’abitudine di fornire, 
in associazione con i mangimi artificiali co-
stituiti da mangime estruso di varie dimen-
sioni, anche dell’alimento vivo. Tale alimen-
to viene utilizzato soprattutto per gli animali 
non direttamente utilizzati per la ricerca ma, 
ad esempio, è una ottima integrazione per i 
pesci riproduttori, ovvero i pesci da cui otte-
nere le uova che verranno poi utilizzate per 

le sperimentazioni. Una integrazione con ali-
mento vivo produce infatti come risultato un 
aumento della fecondità degli animali e uo-
va di qualità superiore rispetto ad animali ali-
mentati esclusivamente con dieta artificiale. 
Come alimento vivo vengono utilizzati nau-
plii, ovvero forme larvali, di Artemia sali-
na ed adulti del medesimo crostaceo. Tale 
piccolo crostaceo vive abitualmente nei la-
ghi salati o in lagune e produce delle uova in 
grado di sopravvivere per anni anche in as-
senza di acqua, come risposta evolutiva alla 
vita in corpi idrici in cui, in alcuni momen-
ti dell’anno, l’acqua contenuta presenta dei 
valori di salinità non compatibili con la vita 
di questi animali. Gli adulti di artemia sali-
na quando registrano un aumento di salinità 
dell’acqua modificano il loro comportamento 
riproduttivo ed emettono uova racchiuse in 
cisti che proteggono l’embrione dall’ambien-
te esterno. Le cisti sono disidratate e posso-
no venire raccolte e stoccate anche per mesi 
in ambiente asciutto, consentendone anche la 
commercializzazione. Una volta che le cisti 
devono venire usate esse devono essere rei-
dratate. A tale procedimento l’embrione con-
tenuto al loro interno riprende il proprio svi-
luppo ed è in grado di emergere dall’uovo e 
dare vita a una nuova generazione di arte-
mie. I nauplii di Artemia sono anche utiliz-
zati come primo alimento per le larve di Ze-
brafish, una volta che esse hanno esaurito le 
loro riserve alimentari endogene, ovvero il 
residuo del sacco vitellino embrionale. Ini-
zialmente venivano utilizzate culture di Pa-
ramecium, ma studi recenti hanno dimostrato 
come sia possibile alimentare con successo 
le larve di Zebrafish partendo direttamente 
con nauplii di artemia, avendo solo l’accor-
tezza di utilizzarne ceppi nani, che presen-
tando dimensioni minori possono essere pre-
da delle larve appena queste cominciano ad 
alimentarsi di alimento esogeno. Sono sta-
te testate delle diete artificiali utilizzabili co-
me primo alimento per le larve di Zebrafish, 
ma ad oggi i risultati ottenuti con queste die-
te non sono ancora paragonabili a quelli che 
si hanno con l’alimento vivo. Probabilmen-
te la larva di Zebrafish, come del resto molte 
altre specie ittiche, ha necessità dello stimo-
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lo visivo di una preda in movimento per sca-
tenare il comportamento alimentare, quindi 
un alimento inerme viene ingerito con me-
no frequenza e può quindi causare proble-
mi di denutrizione nelle larve portando ad un 
mancato accrescimento e di conseguenza al-
la morte. L’utilizzo di nauplii come alimen-
to larvale richiede però una procedura atta ad 
eliminare dall’alimento somministrato anche 
le eventuali cisti di artemia non schiuse, in 
quanto la struttura cistica non viene degra-
data dagli enzimi digestivi dei pesci e, data 
la sua dimensione paragonabile al diametro 
del lume intestinale delle larve di pesce, essa 
può causare ostruzioni intestinali che portano 
quindi alla morte degli individui che ingeri-
scono cisti intere. Per questo motivo è neces-
sario attuare delle procedure che ci permet-
tono o di separare completamente le cisti di 
artemia dai nauplii, oppure di eroderne la pa-
rete in modo da lasciare esposto solamente 
l’uovo di artemia, privato della sua capsula 
protettiva. Questa seconda opzione viene ef-
fettuata con dei bagni acidi in cui vengono 
sciolte le cisti, seguiti da un tamponamento 
per riportare le uova a pH neutro e non com-
prometterne la vitalità. La procedura è ab-
bastanza delicata e prevede utilizzo di acidi 
e basi forti il cui utilizzo espone l’operato-
re a dei rischi. Inoltre un errore nella tem-
pistica di applicazione di uno dei passaggi 
è in grado di provocare la morte delle uo-
va di artemia impedendone la schiusa. Per 
questi motivi solitamente il decapsulamento 
delle cisti di artemia è l’opzione meno prati-
cata per l’ottenimento di nauplii privi di ci-
sti. Il secondo metodo prevede la separazione 
di nauplii e cisti, sfruttando la tendenza dei 
nauplii di nuotare in zone maggiormente illu-
minate. Il procedimento è quindi il seguente 
e prevede l’utilizzo di un contenitore conico 
dove far schiudere le cisti. Le cisti vengono 
prima reidratate in acqua dolce per 20 mi-
nuti, in modo da riattivarne la vitalità. Suc-
cessivamente sono poste in acqua marina nel 
contenitore conico, trasparente e dotato di un 
rubinetto al suo vertice, il cui azionamento 
consente lo svuotamento del recipiente. Le 
cisti, mantenute in costante agitazione da un 
aeratore a pietra porosa posto sul fondo del 

cono, schiudono in circa 24 ore a tempera-
tura di 20°C. A schiusa completa si spegne 
l’aeratore e lo si estrae. Ad acqua ferma si 
accende una luce circa a metà dell’altezza 
del cono. I nauplii liberi da cisti nuoteran-
no nella colonna d’acqua avvicinandosi al-
la sorgente luminosa, mentre le cisti schiuse 
saliranno in superficie e quelle non schiuse 
precipiteranno sul fondo del contenitore, pro-
ducendo una perfetta separazione. Azionan-
do quindi il rubinetto si potranno scartare, 
con la prima acqua in uscita dal cono, le ci-
sti non schiuse e pericolose per i pesce, men-
tre nel volume di acqua seguente si potran-
no recuperare i nauplii. Essi verranno quindi 
sciacquati con acqua pulita e immessi nelle 
vasche dove sono presenti le larve da alimen-
tare. Esiste una ulteriore tecnica per ottenere 
una perfetta separazione di cisti ed nauplii, 
ovvero l’utilizzo di cisti di Artemia magne-
tizzate. Queste cisti sono prodotte da una in-
dustria che si occupa dell’alimentazione per 
pesci di acquacoltura ed è riuscita a carica-
re magneticamente le pareti delle cisti. Una 
volta che le cisti sono state reidratate e i nau-
pli sono schiusi sarà quindi semplice allon-
tanare tutte le cisti dall’acqua di allevamen-
to semplicemente inserendovi un magnete, a 
cui confluiranno solamente le cisti, mentre i 
nauplii rimarranno liberi di nuotare in acqua. 

I nauplii di Artemia sono un ottimo ali-
mento in quanto contengono naturalmente 
un elevato quantitativo di lipidi di alta quali-
tà, ricchi di acidi grassi omega-3. Se invece 
che alimentare le larve di Zebrafis si vorran-
no alimentare gli adulti, si potrà procedere 
all’accrescimento delle Artemie. Per ottene-
re adulti di artemia dal profilo nutrizionale 
ottimale è bene quindi alimentare le artemie 
in accrescimento con degli integratori ricchi 
dei nutrienti che vogliamo vengano veicolati 
ai pesci che stiamo allevando. In commercio 
sono disponibili vari arricchitori costituiti da 
paste di alghe unicellulari, le quali conferi-
scono alle artemie sia acidi grassi essenzia-
li, che numerose vitamine ed antiossidanti, i 
quali garantiranno i nutrienti per i pesci nel-
la loro forma più biodisponibile e naturale. 
Lo stimolo presentato all’adulto di Zebrafish 
fornendo un alimento vivo che si muove da-
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vanti ad esso, costituisce un forte stimolo ali-
mentare che è in grado di migliorare lo stato 
di salute generale del pesce e di conseguenza 
anche le performance riproduttive.

L’alimento artificiale viene somministrato 
tramite dei dispenser in ogni vasca, che con-
sentono di dosare precisamente i quantitativi 
di alimento e di standardizzarne il dosaggio e 
distribuzione. Le case produttrici che proget-
tano e realizzano le strutture di allevamen-
to hanno ideato anche questi utili accessori 
che si innestano perfettamente sulle apertu-
re presenti nelle vaschette di allevamento. La 
somministrazione dell’alimento vivo, soprat-
tutto per quello che riguarda i nauplii, viene 
invece eseguita con siringa connessa ad una 
cannula. I nauplii essendo organismi di ac-
qua marina non vivono a lungo nelle acque 
dolci in cui vengono allevati gli Zebrafish, 
per cui è bene inserirli in acqua proprio nel-
le vicinanze delle larve dei pesci, in quanto 
in breve tempo esse muoiono e non vengono 
più predate dai pesci. Sia nell’alimentazio-
ne di adulti che di larve è bene interrompere 
il flusso di acqua nelle vasca, in modo che la 
corrente idrica non allontani troppo veloce-
mente il cibo dai pesci provocando una man-
cata assunzione di alimento e un aumento del 
rifiuto prodotto nell’impianto. 

RIPRODUZIONE

Molti esperimenti che utilizzano Zebra-
fish si basano sull’utilizzo delle uova fecon-
date e delle larve prima che esse abbiano 
cominciato ad alimentarsi. Questa tenden-
za deriva dal fatto che l’utilizzo di embrio-
ni e larve di pesci che non hanno ancora co-
minciato ad assumere alimento ha un iter 
più snello per quello che riguarda l’autoriz-
zazione all’utilizzo di animali nella speri-
mentazione. Risulta quindi evidente che la 
produzione continua di un buon numero di 
uova sia una necessità costante per i labora-
tori che utilizzano Zebrafish come modello 
animale. La riproduzione di questa specie è 
abbastanza semplice, motivo che ha contri-
buito al successo nell’utilizzo di questo pe-
sce come animale da laboratorio. Lo Zebra-

fish ha una riproduzione continua, con cicli 
di produzione di uova molto ravvicinati, che 
possono anche avvenire ogni 2-3 giorni. Un 
utilizzo così continuo e massiccio produce 
però alla lunga un esaurimento della capa-
cità riproduttiva delle femmine di Zebrafish, 
con perdita di numero di uova prodotte a de-
posizione e percentuale di schiusa. Per que-
sto motivo si tende a utilizzare le femmine 
per la riproduzione circa una volta a setti-
mana, in modo che nel periodo tra due depo-
sizioni successive vi sia uno stop riprodut-
tivo che consenta all’animale di reintegrare 
energie e nutrienti per la riproduzione suc-
cessiva. La riproduzione può essere gestita 
sia come riproduzione di massa che facendo 
riprodurre individui selezionati, scegliendo-
ne il partner. La scelta si basa sugli obiettivi 
che il ricercatore deve perseguire, se ottene-
re un gran numero di uova oppure pochi in-
dividui ma di una ben precisa linea genetica 
o con caratteristiche particolari. È anche pos-
sibile eseguire la riproduzione artificiale con 
la manipolazione dei gameti. Per ottenere 
un elevato successo riproduttivo è necessa-
rio che gli esemplari utilizzati per la riprodu-
zione siano mantenuti in acqua dalle miglio-
ri caratteristiche qualitative, in quanto, come 
visto in precedenza, un acqua di scarsa qua-
lità può portare l’animale ad interrompere il 
suo ciclo riproduttivo in attesa di condizioni 
ambientali migliori. 

RIPRODUZIONE DI MASSA

Per ottenere quotidianamente un elevato 
numero di uova si può ricorrere alla riprodu-
zione di massa, agendo su un cospicuo nu-
mero di riproduttori contemporaneamente. 
I riproduttori vengono selezionati e sposta-
ti dalle vasche di allevamento alla vasca di 
riproduzione, la quale ha una conformazio-
ne particolare, studiata appositamente per lo 
scopo. Lo Zebrafish presenta un dimorfismo 
sessuale riconoscibile osservando la forma 
del corpo del pesce. Le femmine si presenta-
no più rotondeggianti e con colorazione me-
no brillante, mentre i maschi hanno un corpo 
più slanciato e con pigmentazione più cari-



10

ca. È bene introdurre un numero di femmi-
ne ben superiore ai maschi e non esagerare 
con gli individui di sesso maschile. I maschi 
di Zebrafish hanno infatti un comportamen-
to competitivo e le lotte che si generano tra 
di essi possono portare alla morte degli indi-
vidui più deboli. D’altra parte è stato dimo-
strato che la visione da parte delle femmine 
di comportamenti ostili tra i vari maschi pre-
senti nel banco ha il vantaggio di stimolare 
la produzione di gameti di qualità maggio-
re. I maschi hanno anche un comportamen-
to di corteggiamento verso le femmine che 
vengono stimolate alla deposizione anche 
tramite colpetti sull’addome portati con il 
muso dal maschio. La riproduzione avviene 
alle prime luci dell’alba. Entro la prima ora 
dall’accensione dell’illuminazione le femmi-
ne avranno deposto le uova, le quali saranno 
immediatamente fecondate dai maschi che 
seguono le femmine nell’atto di emettere le 
uova. Le uova sono di grosse dimensioni se 
rapportate alla dimensione degli Zebrafish, 
intorno a 1mm di diametro, e sono comple-
tamente trasparenti e non adesive. Esse ca-
dono sul fondo della vasca. Sfruttando que-
sto comportamento la vasca di riproduzione 
ha un fondo a tronco di piramide, separato 
da un setto con dei pori attraversabili dalle 
uova ma non dai pesci adulti. Le uova ca-
dranno quindi sul fondo della vasca racco-
gliendosi nel bicchiere di raccolta e gli adulti 
non potranno più raggiungerle. Ciò serve ad 
evitare la predazione che le uova potrebbero 
subire dopo la deposizione da parte di altri 
riproduttori. Prima che queste vasche venis-
sero messe in commercio vi era l’abitudine 
di utilizzare delle normali vasche di stabula-
zione, dove venivano stabulati Zebrafish di 
un unico genere. Per avere la riproduzione 
si andavano ad inserire esemplari dell’altro 
genere, tenendo un rapporto di maschi fem-
mine 2:1. Per impedire la predazione delle 
uova si ricopriva il fondo della vasca di bi-
glie di vetro, tra cui le uova possono penetra-
re e raggiungere il fondo della vasca in sicu-
rezza. Avvenuta la riproduzione si andavano 
ad estrarre sia i pesci che le biglie, ottenen-
do le uova deposte libere sul fondo della va-
sca e potendole quindi facilmente prelevare 

per il loro utilizzo successivo. Una femmina 
di solito produce un centinaio di uova traspa-
renti in una singola emissione. Un buon clu-
ster di uova viene considerato di 80-300 uo-
va di cui almeno l’80% è fecondato. Le uova 
non fecondate si possono riconoscere poche 
ore dopo la deposizione in quanto presenta-
no una colorazione bianca e non è possibile 
veder l’embrione contenuto nel suo percorso 
di sviluppo. Le uova non fecondate o morte 
devono essere allontanate il prima possibile 
dal resto delle uova in quanto esse vanno in 
contro a degradazione e possono essere un 
centro di contagio per il resto delle uova, so-
prattutto di infezioni funginee. 

RIPRODUZIONE DI COPPIA 

Se vogliamo riprodurre dei particolari 
esemplari di Zebrafish per ottenere delle li-
nee selezionate, è possibile organizzare la ri-
produzione con coppie selezionate di ripro-
duttori. Tali pesci devono essere inseriti il 
giorno precedente alla riproduzione in appo-
site vaschette, simili a quelle di allevamen-
to, ma che possono essere divise con un setto 
permeabile all’acqua e che hanno un fondo 
grigliato dove le uova, una volta deposte, 
possono cadere e rimanere al sicuro dalla 
predazione. Maschio e femmina vengono po-
sti nei due settori della vasca, ma garantendo 
un contatto visivo ai due esemplari e il pas-
saggio di acqua da uno scomparto all’altro, 
in quanto affinché la fertilità dei due esem-
plari sia massima occorre che essi si possa-
no vedere e che possano scambiarsi vicende-
volmente dei segnali costituiti da ferormoni. 
Al mattino con la prima illuminazione della 
vasca si procede a rimuovere il setto e la ri-
produzione avrà luogo nell’ora successiva. È 
importante non lasciare maschio e femmina 
in uno spazio ristretto per un periodo troppo 
lungo con possibilità di contatto in quanto il 
maschio potrebbe avere un comportamento 
troppo irruento nei confronti della femmina 
e portarle uno stress tale da compromettere 
la sua fisiologia riproduttiva. La medesima 
vasca viene utilizzata anche per ottenere dei 
gameti dai pesci con cui poi poter eseguire 
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una riproduzione artificiale. Maschio e fem-
mina rimangono separati ma a contatto tut-
ta la notte e il mattino non vengono libera-
ti nel medesimo spazio, ma prelevati per il 
prelievo delle gonadi. I pesci possono veni-
re anestetizzati tramite bagno in Tricaina al-
la concentrazione di 150 mg/l. Una volta che 
i pesci hanno perso la capacità di mantenere 
l’equilibrio e presentano un ritmo respirato-
rio lento e costante possono essere appoggia-
ti su appositi posizionatori, tenuti umidi per 
non danneggiare la cute del pesce, e tramite 
una leggera pressione sull’addome, si posso-
no far fuoriuscire sia le uova che lo sperma a 
seconda del sesso dell’animale. È importante 
sottolineare che in caso di prelievo di sperma 
è importante aspirare il liquido seminale con 
una pipetta direttamente dal polo genitale del 
pesce, impedendo che esso entri in contatto 
con l’acqua. Gli spermatozoi dei pesci sono 
infatti emessi dal maschio in una stato inat-
tivato ed in questo stato possono essere con-
servati per il loro successivo utilizzo, mentre 
appena essi entrano in contatto con l’acqua 
subiscono il processo di attivazione che li 
porterà a morte in pochi minuti, eliminando-
ne il potere fecondante. 

Le uova fecondate, qualsiasi sia il meto-
do con il quale sono state prodotte, devono 
essere raccolte tramite sifonamento con tubi 
del calibro idoneo, per non essere danneggia-
te. Le uova vengono quindi messe ad incu-
bare in piastre di Petri, disinfettandole prima 
con soluzioni differenti in base al protocollo 
sperimentale a cui le uova saranno destinate. 
Come disinfettanti si possono utilizzare so-
luzioni con blu di metilene, iodopovidone o 
ipoclorito di sodio. 

Il completo sviluppo embrionale si com-
pleta in 72h dalla fecondazione per le uova 
tenute a 28°C . Alla schiusa la larva presen-
ta una sviluppo molto incompleto, non pre-
sentando ad esempio un apparato digeren-
te funzionante. A 5 giorni dalla schiusa le 
larve hanno esaurito le riserve del vitelli-
no e cominciano ad alimentarsi attivamente. 

Contemporaneamente vi è la prima insuf-
flazione della vescica natatoria e la capa-
cità di nuoto dell’animale comincia a svi-
lupparsi con la differenziazione delle pinne. 
In fase larvale precoce vi è un’unica pin-
na che percorre il corpo del pesce dal capo 
all’apertura anale. Passati i primi dieci gior-
ni dalla schiusa, fase identificata come fase 
larvale precoce, il pesce attraversa la sua fa-
se larvale tardiva che lo porterà in un mese 
ad avere l’aspetto definitivo simile a quello 
dell’individuo adulto. 

BIBLIOGRAFIA

Carvalho, A. P., Araújo, L. and Santos, M. 
M. (2006), Rearing zebrafish (Danio 
rerio) larvae without live food: evaluation 
of a commercial, a practical and a purified 
starter diet on larval performance. 
Aquaculture Research, 37: 1107-1111. 
doi:10.1111/j.1365-2109.2006.01534.x

Engeszer R.E., Patterson L.B., Rao A.A., 
Parichy D.M. Zebrafish in the wild: a 
review of natural history and new notes 
from the field. Zebrafish. 2007 4(1):21-40.

Farias M, Certal AC (2016) Different Feeds 
and Feeding Regimens have an Impact on 
Zebrafish Larval Rearing and Breeding 
Performance. SOJ Aquatic Res 1(1): 1-8

Lawrence C. Advances in Zebrafish 
Husbandry and Management. In Methods 
in Cell Biology

Editor(s): H. William Detrich, Monte 
Westerfield, Leonard I. Zon, Academic 
Press, Volume 104, 2011, Pages 429-451, 
ISSN 0091-679X, ISBN 9780123748140

Lawrence C. The husbandry of zebrafish 
(Danio rerio): A review. Aquaculture, 269 
Issues 1-4 2007: 1-20

Nasiadka A., Matthew D. Clark, Zebrafish 
Breeding in the Laboratory Environment, 
ILAR Journal, Volume 53, Issue 2, 
June 2012, Pages 161–168, https://doi.
org/10.1093/ilar.53.2.161





13

Specie acquatiche
nella ricerca scientifica
Brescia, 19 marzo 2020

ZEBRAFISH, IL PESCE SCIENZIATO

LUCA DEL GIACCO, ANNA GHILARDI
Dipartimento di Bioscienze, Università degli Studi di Milano

Corresponding Author: Luca Del Giacco, Dipartimento di Bioscienze, Università degli Studi di 
Milano, via Giovanni Celoria, 26, 20133 Milano (MI), Italy

Tel. +39 02 50314807 – Email: luca.delgiacco@unimi.it

INTRODUZIONE

Lo zebrafish (nome scientifico Danio re-
rio) è un piccolo pesce tropicale d’acqua 
dolce originario del sud est asiatico. Diver-
se sue caratteristiche, tra le quali sicuramen-
te la facilità d’allevamento, l’essere prolifi-
co per tutto l’anno e la trasparenza del suo 
embrione, lo hanno reso modello d’elezione 
per lo studio delle più disparate problemati-
che di ordine biologico. Inoltre, la sua estre-
ma manipolabilità e la possibilità di appli-
care in zebrafish le più avanzate tecniche di 
transgenesi e genome editing, ne ha raffor-
zato la presenza nei laboratori di ricerca di 
tutto il mondo.

In questa presentazione si intende fornire 
una visione generale del modello zebrafish, 
partendo dallo sviluppo embrionale per arri-
vare alle motivazioni che hanno portato alla 
sua adozione come strumento insostituibile in 
innumerevoli campi della ricerca scientifica.

Zebrafish è un pesce teleosteo appartenen-
te alla famiglia dei Ciprinidi. La sua prima 
descrizione in letteratura, ad opera del medi-
co e naturalista scozzese Francis Hamilton, 
risale ai primi dell’800; Hamilton, studian-
do la flora e la fauna dell’Asia meridionale 
si imbatte in questo piccolo pesciolino (l’a-
dulto misura circa 3 cm in lunghezza) che 
descrive come ‘bello’, ma anche ‘insipido’ 
e probabilmente di scarso valore economico 
(Hamilton, 1822). L’ambiente naturale del-
lo zebrafish sono i corsi d’acqua lenta o fer-
ma delle pianure alluvionali di Bangladesh, 
India, Nepal e Pakistan, sebbene i massivi 
cambiamenti ambientali di origine antropica 
ne fanno un abitante molto presente anche 
nelle acque associate alla coltivazione del ri-
so. Lo zebrafish preferisce acque calde, rela-
tivamente limpide e lente con una certa ve-

getazione e un fondo limoso, anche se sono 
stati trovati in una varietà di ambienti diver-
si (Arunachalam et al., 2013; Engeszer et al., 
2007; McClure et al., 2006; Parichy, 2015; 
Spence et al., 2006, 2008; Suriyampola et 
al., 2016). Sebbene zebrafish venga allevato 
in laboratorio alla temperatura di 28/28.5°C, 
ceppi selvatici sopravvivono anche a tempe-
rature comprese tra 24,6° e 38,6°C senza se-
gni di stress termico (Engeszer et al., 2007). 

Sebbene la sua riproduzione in natura sia 
associata alla stagione dei monsoni (Maha-
patra et al., 2004; Spence et al., 2006, 2008; 
Suriyampola et al., 2016), zebrafish in con-
dizioni di laboratorio è in grado di riprodur-
si per tutto l’arco dell’anno, senza manife-
stare alcun tipo di stagionalità, consentendo 
così ai ricercatori di ottenere giornalmen-
te un cospicuo numero di embrioni per la 
sperimentazione. Lo sviluppo embrionale di 
zebrafish, così come la fecondazione delle 
uova, sono eventi che si verificano esterna-
mente al corpo della femmina adulta. L’ac-
coppiamento avviene solitamente alle pri-
me luci dell’alba (Hisaoka & Firlit, 1962; 
Legault, 1958; Spence et al., 2007), moti-
vo per il quale, per ottenere embrioni in la-
boratorio, i maschi e le femmine adulti ven-
gono fatti accoppiare all’accensione della 
luce artificiale, che mima il sorgere del so-
le. Brevemente, il maschio e la femmina, la 
sera precedente l’accoppiamento, vengono 
alloggiati in una vaschetta (vaschetta d’ac-
coppiamento) ma rimangono fisicamente 
separati da una piccola parete di materiale 
trasparente. La mattina seguente, all’accen-
dersi delle luci, la parete di separazione vie-
ne rimossa e i pesci sono in grado di inte-
ragire. Il maschio corteggia la femmina - la 
insegue colpendola ripetutamente sul fian-
co - portandola alla deposizione delle uova 
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che vengono immediatamente fecondate da-
gli spermatozoi rilasciati dal maschio che la 
insegue da vicino (Darrow & Harris, 2004). 
Una femmina può deporre centinaia di uova 
per accoppiamento (Hisaoka & Firlit, 1962) 
ad intervalli di circa 10 giorni l’uno dall’al-
tro. Purtroppo, il destino dell’uovo fecon-
dato (zigote) sarebbe quello di essere canni-
balizzato dai genitori; per tale motivo nelle 
vaschette d’accoppiamento utilizzate in la-
boratorio si interpone, tra i pesci e il fondo 
della vaschetta, una fitta rete che consenta il 
passaggio delle uova fecondate (che vanno 
quindi ad adagiarsi sul fondo) ma che impe-
disca agli adulti di cibarsene.

 Lo zebrafish è caratterizzato da uno svi-
luppo embrionale incredibilmente rapido (in 
circa 48 ore di sviluppo il ‘piccolo’ è già 
una larva in grado di nuotare) che è possibi-
le seguire nel dettaglio in ogni sua fase gra-
zie alla trasparenza dell’embrione (Fig. 1) e 
dell’involucro, detto corion, che lo circonda 
(Kimmel et al., 1995). Il corion è una strut-
tura coriacea di natura glicoproteica che 
conferisce all’embrione una protezione con-
tro insulti meccanici e, in parte, anche chi-
mici e biologici; l’unica via di accesso at-
traverso il corion che lo spermatozoo ha per 
arrivare all’uovo deposto e fecondarlo è co-
stituita dal micropilo, un ‘foro’ passante che 
mette in comunicazione l’ambiente esterno 
con il plasmalemma dell’uovo: lo sperma-
tozoo di zebrafish che, come quello di tutti 
i pesci Teleostei risulta privo di acrosoma, 
attraversa il micropilo e si fonde alla cellula 

uovo (Bonsignorio et al. 1996; Del Giacco 
et al., 1998; Del Giacco et al., 2000). Dopo 
la fecondazione il micropilo viene chiuso, 
il corion si solleva dall’uovo e il citoplasma 
più chiaro si sposta al polo animale dell’em-
brione, separando il blastodisco (la regione 
dello zigote da cui origina l’embrione) dalla 
più grande massa di tuorlo (o vitello) sotto-
stante, che rappresenta il materiale di riser-
va di cui si nutre l’embrione durante i pri-
mi giorni di sviluppo. A partire da circa 45 
minuti dopo la fecondazione, il blastodisco 
va incontro ad una divisione di tipo mero-
blastico/discoidale, mentre il vitello rimane 
indiviso e confinato in quella che viene de-
finita cellula del vitello. Ogni ciclo cellula-
re impiega circa 15 minuti e le divisioni si 
verificano in modo sincrono. A partire dal 
quarto ciclo cellulare (passaggio da 8 a 16 
blastomeri), le divisioni cellulari iniziano a 
separare completamente alcune cellule dal 
vitello, mentre altre (cellule marginali) ri-
mangono ad esso collegate (Kimmel et al., 
1995). Col procedere delle divisioni cellu-
lari si produce una massa di cellule al po-
lo animale dell’embrione in via di svilup-
po, chiamata blastoderma. In concomitanza 
col decimo ciclo cellulare l’embrione inizia 
la fase detta della transizione di media bla-
stula (mid-blastula transition), dove le divi-
sioni cellulari si allungano e diventano asin-
crone, i blastomeri iniziano la trascrizione 
dei loro genomi, piuttosto che affidarsi agli 
mRNA di origine materna, ed acquisiscono 
capacità migratorie così da potersi organiz-

Figura 1 – Foto allo stereomicroscopio di embrioni di zebrafish. Nel pannello sono ritratti embrioni di 
zebrafish a 24 (A) e 48 ore di sviluppo (B), orientati con l’estremità anteriore verso sinistra e quella dor-
sale verso l’alto. La trasparenza dei tessuti consente di osservare anche strutture interne all’embrione 
(ad esempio le vescicole encefaliche e la notocorda).
Abbreviazioni: v, vitello (materiale di riserva che viene gradualmente assorbito durante i primi giorni di 
sviluppo); t, telencefalo; m, mesencefalo; o, occhio; or, orecchio; p, pinna; n, notocorda.
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zare, successivamente, nei tre foglietti em-
brionali, ecto-, meso- ed endoderma (Kane 
& Kimmel, 1993). Sempre in questo perio-
do, le cellule marginali a ridosso della cel-
lula del vitello collassano, spingendo i loro 
nuclei e contenuti citoplasmatici nel vitel-
lo stesso, formando così uno strato sincizia-
le di vitello multinucleato chiamato strato 
sinciziale vitellino (YSL, yolk syncytial la-
yer), una struttura peculiare dei pesci Tele-
ostei che è vitale per i movimenti cellula-
ri che seguiranno (Kimmel & Law, 1985; 
Kimmel et al., 1995). Infatti, è proprio gra-
zie allo YSL e al sistema di microtubuli ad 
esso connesso che le cellule del blastoder-
ma cominciano, secondo un movimento det-
to di epibolia, a scorrere sulla cellula del vi-
tello per circondarla completamente (Bruce, 
2016). Sulla base della percentuale di vitel-
lo coperta dalle cellule del blastoderma che 
stanno compiendo l’epibolia si definiscono 
gli stadi embrionali in questa fase dello svi-
luppo. Al 50% di epibolia una quota del-
le cellule che stanno compiendo il viaggio 
dal polo animale a quello vegetativo si se-
parano e si muovono ‘a ritroso’ verso il po-
lo animale; ciò determina la formazione di 
due distinte popolazioni cellulari: la prima, 
che continua a compiere l’epibolia, che co-
stituisce l’epiblasto (precursore dell’ecto-
derma) e la seconda - che risale al di sotto 
della prima, verso il polo animale – che rap-
presenta l’ipoblasto (precursore di endo- e 
mesoderma); ha così inizio la gastrulazio-
ne. Negli istanti immediatamente successi-
vi si apprezza la formazione di un accumu-
lo di cellule (lo scudo embrionale o shield) 
in un punto discreto dell’equatore dell’em-
brione; lo scudo embrionale marca il futu-
ro lato dorsale dell’embrione e rappresenta 
un’area cruciale per la definizione dell’asse 
dorso-ventrale, incluso il differenziamento 
del sistema nervoso. A circa 10 ore dalla fe-
condazione il processo di epibolia si è com-
pletato e tutta la cellula del vitello è stata 
inglobata dall’embrione; si possono quindi 
apprezzare la formazione dell’abbozzo del-
la regione caudale (tailbud), vicino a quel-
lo che era il polo vegetativo dell’embrione, 
così come l’abbozzo della regione cefalica 

nei pressi di quello che era il polo animale. 
Quindi inizia la segmentazione del meso-
derma del tronco in somiti, segmentazione 
che procede in senso antero-posteriore, con 
i primi somiti che si formano ogni 20 minuti 
e i successivi ogni 30 (Kimmel et al., 1995). 
Contemporaneamente ha luogo la neurula-
zione, processo che culmina con la forma-
zione del tubo neurale a partire da una re-
gione specifica del foglietto ectodermico. 
Lo sviluppo prosegue rapidamente: a circa 
24 ore dalla fecondazione la maggior par-
te dei principali organi è formata. La schiu-
sa dei pesci dal loro corion avviene, in ge-
nere, tra le 48 e le 72 dalla fecondazione e, 
convenzionalmente, segna la fine del perio-
do embrionale e marca l’ingresso nel perio-
do larvale (Kimmel et al., 1995). Tra i 3 e i 
4 giorni di sviluppo la vescica natatoria co-
mincia a funzionare consentendo il nuoto in 
verticale all’interno della colonna d’acqua 
(Müller e van Leeuwen, 2004; Parichy et 
al., 2009). Dalla fine del giorno 5 la larva è 
in grado di aprire la bocca e nutrirsi autono-
mamente, palesando anche degli atteggia-
menti predatori (Muto & Kawakami, 2013).

Tutte le fasi dello sviluppo poc’anzi de-
scritte si riferiscono ad embrioni e larve in-
cubati a 28,5°C; deviazioni sia verso il basso 
sia verso l’alto della temperatura modifica-
no il tasso di sviluppo (Kimmel et al., 1995). 
Il periodo di crescita larvale segue il perio-
do embrionale e si protrae per circa un mese, 
mentre la maturità sessuale viene raggiun-
ta intorno ai 120 giorni post-fecondazione. 
Sebbene possa vivere anche parecchi anni, lo 
zebrafish comincia a mostrare segni di invec-
chiamento intorno ai 2 anni di vita (Gerhard 
et al., 2002).

I meccanismi alla base della determina-
zione del sesso e del differenziamento del-
le gonadi in zebrafish sono ancora oggetto di 
dibattito; non risulta esistere una coppia di 
cromosomi sessuali, ma si ritiene comunque 
che il sesso in zebrafish venga determinato 
principalmente per via genetica e non am-
bientale (più geni autosomici sarebbero coin-
volti), anche se l’ambiente può influenzare i 
suddetti meccanismi a diversi livelli (Liew 
and Orbàn, 2013). 
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VITA DA LABORATORIO

Lo zebrafish nasce come modello per lo 
studio della biologia dello sviluppo dei Ver-
tebrati. L’interesse degli scienziati per que-
sto organismo risale almeno agli anni ‘30, 
quando Charles Creaser lo utilizzò nei labo-
ratori sperimentali didattici e nella ricerca 
(Creaser, 1934). Sebbene a partire dagli an-
ni ’40 diversi gruppi utilizzavano zebrafish 
per studiare lo sviluppo embrionale, il com-
portamento, la neurobiologia la formazione 
di tumori e per saggi tossicologici e di tera-
togenicità (Battle & Hisaoka, 1952; Endo & 
Ingalls, 1968; Hisaoka & Firlit, 1962; Marra-
ble, 1965), l’ampia diffusione dello zebrafish 
come modello sperimentale è da attribuirsi 
a George Streisinger, che era alla ricerca di 
un Vertebrato che potesse essere impiegato 
negli studi genetici e, come acquariofilo, ne 
aveva compreso i numerosi vantaggi (Walker 
& Streisinger, 1983). 

Qualche anno più tardi Christiane 
Nüsslein-Volhard, già premio Nobel per 
gli studi condotti su Drosophila tra gli an-
ni ’70 ed ’80, organizzò uno screening di 
mutagenesi su larga scala utilizzando pro-
prio zebrafish, identificando oltre 4000 li-
nee mutanti che interessavano vari aspetti 
dello sviluppo embrionale. La descrizione 
di una selezione di queste linee è stata pub-
blicata in un numero speciale della rivista 
Development (Haffter et al., 1996) e negli 
anni seguenti numerosi laboratori di tutto il 
mondo hanno dedicato i loro sforzi all’iden-
tificazioni dei geni la cui alterazione era alla 
base dell’insorgenza dei fenotipi alterati di 
sviluppo. Inoltre, negli anni ’90, zebrafish 
veniva inserito nel progetto genoma e il se-
quenziamento del suo DNA veniva comple-
tato nel 2013 (Howe et al., 2013), metten-
do in evidenza come il genoma di zebrafish 
e quello umano contenessero approssimati-
vamente lo stesso numero di geni e che cir-
ca il 70% di questi fossero tra loro omolo-
ghi. Infine, circa l’85% dei geni associati a 
malattia identificati fino ad ora nell’uomo 
hanno un corrispettivo in zebrafish (Howe 
et al., 2013).

Un importante aspetto relativo al genoma 
di zebrafish che deve essere tenuto in oppor-
tuna considerazione quando si decide di in-
traprendere studi che prevedano, ad esempio, 
l’inattivazione di uno specifico gene di inte-
resse, è che zebrafish possiede non uno, ben-
sì due ortologhi di molti dei geni dei Mam-
miferi. Ciò sembrerebbe dovuto ad un evento 
di tetraploidizzazione, avvenuto tra 280 e 
350 milioni di anni fa, alla base della radia-
zione che ha portato all’evoluzione dei pesci 
Teleostei. Ormai, dopo tutto questo tempo, 
lo zebrafish non è più tetraploide (è tornato 
ad essere un organismo diploide) ma, nono-
stante ciò, presenta due ortologhi in circa il 
30% dei casi quando comparato ai Mammi-
feri (Pasquier et al., 2017).

L’estrema facilità della micromanipola-
zione degli embrioni di zebrafish, insieme 
all’introduzione di tecnologie di transgenesi 
sempre più efficienti quali quella basata sul-
la SceI meganucleasi e, soprattutto, i sistemi 
fondati sull’uso dei trasposoni come il Tol2 
o lo Sleeping Beauty hanno notevolmente fa-
cilitato la possibilità di inserire casualmen-
te sequenze transgeniche nel genoma di ze-
brafish (Davidson et al., 2003; Kawakami, 
2007; Kwan et al., 2007). Ciò ha consenti-
to, ad esempio, di generare delle linee repor-
ter che esprimono proteine   fluorescenti in 
distretti specifici dell’embrione che vengo-
no così marcati e possono venire monitora-
ti, durante lo sviluppo, nell’embrione in vivo 
(Pan et al., 2013).

La disponibilità della sequenza del ge-
noma ha consentito di sviluppare strategie 
per condurre esperimenti di genetica inver-
sa (intervento sito-specifico sul DNA geno-
mico e analisi del fenotipo eventualmente 
indotto) allo scopo di studiare la funzione di 
un particolare gene di interesse. Una delle 
tecniche più diffuse che consente l’ablazio-
ne funzionale transiente di un gene è quella 
che prevede l’iniezione nello zigote di oli-
gomeri antisenso chiamati morfolino, che 
riconoscono, in quanto complementari, il 
mRNA del gene da inattivare e ne bloccano 
la traduzione determinando un decremento 
della quantità della proteina corrisponden-
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te nell’embrione in sviluppo (Nasevicius & 
Ekker, 2000). Per l’alterazione stabile del 
gene (o dei geni) di interesse si ricorre in-
vece alle tecniche di modificazione del ge-
noma. Le strategie per l’editing del geno-
ma in zebrafish erano inizialmente basate 
sull’utilizzo di tecniche macchinose quali 
le nucleasi ZFN e TALEN (Zu et al., 2013). 
Più recentemente, l’evoluzione del sistema 
CRISPR/Cas9, basato sul sistema immu-
nitario delle cellule batteriche, ha reso l’e-
diting genomico, anche in zebrafish, estre-
mamente semplice ed immediato, oltre che 
molto economico (Li et al., 2016).

Poiché gli organismi acquatici sono sen-
sibili alle sostanze presenti nel mezzo, ze-
brafish (ma soprattutto i suoi embrioni) è 
diventato un modello imprescindibile per 
screening tossicologici allo scopo di identi-
ficare sostanze potenzialmente carcinogeni-
che o teratogeniche (Parenti et al., 2019; Pa-
rolini et al., 2019). Per lo stesso motivo gli 
embrioni di zebrafish rappresentano un va-
lido strumento per identificare composti in 
grado di migliorare o revertire fenotipi alte-
rati (Benedetti et al., 2016). Data la loro ri-
dotta dimensione (pochi millimetri), un nu-
mero elevato di embrioni e larve può così 
venire trattato con differenti composti (o con 
concentrazioni differenti del medesimo com-
posto) aggiunti direttamente all’acqua, con-
sentendo così quelli che vengono definiti de-
gli high-throughput unbiased screening, cioè 
l’analisi su larga scala di un alto numero di 
composti potenzialmente attivi in un singolo 
esperimento senza avere la necessità di cono-
scere, a priori, nessuna informazione riguar-
dante le molecole indagate.

Questo scritto vuole essere solo una bre-
vissima introduzione al sistema zebrafish 
che, come è possibile intuire anche solo da 
una rapida occhiata alla crescita esponenzia-
le del numero di pubblicazioni che lo vedo-
no protagonista (Meyers, 2018), si sta affer-
mano in innumerevoli ambiti della ricerca 
scientifica e non solo (qui non riportati per 
ovvi motivi di spazio), ambiti che vanno dal-
la rigenerazione di tessuti ed organi, allo stu-
dio del comportamento, alla generazione di 
modelli malattia.
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I CEFALOPODI

I cefalopodi sono la classe di molluschi 
più complessa e meno rappresentata, in ter-
mini di numero di specie (Hanlon and Mes-
senger 1996). Con i loro grandi occhi e il 
loro comportamento “intelligente”, affasci-
nano da sempre l’umanità fin dalle antiche 
culture minoica, greca e cinese attirando l’at-
tenzione non solo degli scienziati. Includo-
no esclusivamente animali marini che hanno 
colonizzato sia le acque superficiali che quel-
le profonde, occupando una vasta gamma di 
nicchie ecologiche. Vivono in tutti gli oceani 
del mondo, ad eccezione del Mar Nero e del 
Mar Caspio. Sono stati tra i grandi predatori 
che hanno dominato gli oceani durante la lo-
ro lunga storia geologica. Si sono evoluti du-
rante l’era Cambriana, popolarono i mari pri-
ma dei pesci, divenendo predatori dominanti 
e a loro volta preda di altri grandi predato-
ri, con un ruolo importante nelle reti trofi-
che degli ecosistemi marini (Jereb and Ro-
per 2005; Pierce et al. 2008). Rappresentano 
a tutt’oggi un importante fonte di cibo per 
molte specie marine e per l’uomo. Nel corso 
degli ultimi 60 anni negli oceani e mari del 
mondo il numero di cefalopodi è aumentato 
(Doubleday et al. 2016). Attualmente si ritie-
ne che i cambiamenti su vasta scala dell’am-
biente marino, causati dalle attività umane, 
quali il riscaldamento globale e la pesca ec-
cessiva delle specie ittiche (predatrici e com-
petitori dei cefalopodi), rappresentino il dri-
ver dell’aumento globale dei cefalopodi.

Gli scienziati sono stati sempre attrat-
ti dalle capacità esibite da alcuni cefalopo-
di (polpi, seppie e calamari), che consentono 
loro di fare cose che non ci si aspetterebbe da 
un mollusco: apprendono (Grasso and Basil 
2009; Hochner et al. 2006), memorizzano e 

mostrano comportamenti sofisticati in natu-
ra quando mettono in atto strategie di preda-
zione, difesa e riproduzione (De Lisa et al. 
2012; De Lisa et al. 2013; Hanlon and Mes-
senger 1996; Hvorecny et al. 2007). Inoltre 
dormono (Frank et al. 2012), mostrano una 
sorta di “personalità” (Godfrey-Smith 2016; 
Mather 2008; Pronk et al. 2010) e sono in 
grado di utilizzare strumenti (Huffard 2013). 
I polpi, in particolare, sono abili nel cambiare 
il loro comportamento per adattarsi a diver-
se circostanze (Norman et al. 2001). Questo 
tipo di comportamento adattativo suggerisce 
che questi animali possiedono coscienza e 
capacità di percepire il dolore, una proprietà 
che gioca un ruolo fondamentale nel model-
lare il loro comportamento in natura (Crook 
and Walters 2011; Vitti 2013; Winlow et al. 
2018). Questa loro grande capacità adattati-
va potrebbe essere collegata ad un’altra in-
trigante caratteristica scoperta recentemente 
grazie al sequenziamento del genoma e del 
trascrittoma di Octopus bimaculoides: la ca-
pacità di modificare alcuni geni, cambiando 
l’RNA che codifica per le proteine (Albertin 
et al. 2015; Liscovitch-Brauer et al. 2017). 
Convenzionalmente si ritiene che l’RNA agi-
sca come un messaggero intermedio, tra il 
DNA e le proteine, ma può accadere che l’R-
NA modificato, cambiando le proprie istru-
zioni genetiche, crei proteine che non sono 
originariamente codificate nel DNA, permet-
tendo ad un organismo di aggiungere nuo-
ve proteine al suo modello genetico di base; 
questo meccanismo è definito RNA-editing. 
I coleoidi hanno decine di migliaia di cosid-
detti siti di ricodifica dell’RNA, quindi più 
del 60% delle trascrizioni di RNA viene ri-
codificato mediante editing, un valore incre-
dibilmente più alto di quello osservato in al-
tri animali, tra cui i moscerini della frutta e 



22

l’uomo, nei quali si raggiunge al massimo un 
valore dell’1%. Tali recenti scoperte hanno 
consentito la realizzazione di calamari (Eu-
prymna scolopes) transgenici mediante la 
tecnica CRISPR-Cas9 (Rosenthal personal 
communication), dando la possibilità di cre-
are modelli traslazionali di malattie.

Una delle caratteristiche più affascinan-
ti dei cefalopodi è la loro capacità di mime-
tizzarsi cambiando il colore della loro pelle 
in pochi secondi per adattarsi all’ambien-
te circostante e sparire completamente sul-
lo sfondo. I cefalopodi in un paio di secondi 
fanno quello che gli scienziati delle “ma-
chine learning” e di “computer vision” rie-
scono ad ottenere solo dopo aver addestra-
to reti neuronali a riprodurre un ambiente. 
Questa capacità è dovuta ai cromatofori, iri-
dofori, leucofori e cellule riflettenti conte-
nuti nella loro pelle multistrato (Buresch et 
al. 2015; Grasso and Basil 2009; Packard 
1972). Questi organi sono di diversi colo-
ri, a seconda del pigmento che contengono 
e di diverse dimensioni. Sono controllati da 
motoneuroni per gruppi di cromatofori del-
lo stesso colore in modo gerarchico (Rei-
ter et al. 2018). Se l’animale vuole spari-
re in uno sfondo scuro, i cromatofori neri 
devono espandersi mentre quelli gialli de-
vono ridursi. Quindi i motoneuroni “a con-
trollo nero” invieranno il messaggio di con-
trazione dei muscoli, mentre i motoneuroni 
“a controllo giallo” rimarranno in silenzio. 
Il camouflage è una caratteristica di immen-
sa complessità e, nonostante le molte decadi 
di indagini, siamo solo all’inizio della no-
stra comprensione dei meccanismi che re-
golano la percezione visuale-spaziale dei 
cefalopodi e l’adattamento all’ambiente 
circostante. Recenti indagini hanno inizia-
to a rivelare l’esistenza di meccanismi in-
dipendenti di controllo del camouflage ba-
sati esclusivamente sulla “percezione della 
pelle” dell’illuminazione ambientale (King-
ston et al. 2015; Ramirez and Oakley 2015). 
Questi studi hanno dimostrato che i croma-
tofori, possono essere attivati   dalla luce in 
un modo completamente indipendente dal 
sistema nervoso centrale. Questo processo 
è basato su un meccanismo molecolare co-

mune e conservato di foto-trasduzione del-
la luce che avviene tra l’occhio e la pelle.

L’attenzione a queste affascinanti abili-
tà si è sviluppata in oltre 100 anni di ricer-
ca classica dedicata allo studio degli aspet-
ti sia comportamentali che neurofisiologici 
di questi “invertebrati avanzati” (Hochner 
et al. 2006). La neuroetologia, che combina 
neuroscienza ed etologia, mira ad esplicita-
re le basi neurofisiologiche che sottendono al 
comportamento animale ed è il campo in cui 
maggiormente si sono sviluppate le ricerche 
sui cefalopodi (De Lisa et al. 2012; De Lisa 
et al. 2013), in particolare su Calamaro (Loli-
go vulgaris), Seppia (Sepia officinalis) e Pol-
po (Octopus vulgaris).

Dal 1° gennaio 2013, le circa 700 specie 
di cefalopodi viventi sono state incluse nel-
la direttiva UE relativa alla “protezione degli 
animali utilizzati a fini scientifici” con la stes-
sa regolamentazione precedentemente adotta-
ta per i vertebrati (direttiva 2010/63/UE) a cui 
ha fatto seguito il D.L. 4 marzo 2014, n. 26 
(Polese et al. 2014; Smith et al. 2013).

ALLEVAMENTO E MANAGEMENT  
DEI CEFALOPODI 

I cefalopodi sono considerati da tempo 
come modelli sperimentali in molte aree di 
ricerca, in particolare in neuroscienze e fisio-
logia (Gilbert et al. 1990) e l’attuale ricerca 
scientifica si basa sempre di più sul mante-
nimento di animali sani in laboratorio. Tut-
tavia, la storia dell’allevamento dei cefalo-
podi non è così antica (tranne, forse, per le 
ricerche di Grimpe 1928), con importanti 
progressi a partire da circa cinquant’anni fa 
(Choe and Ohshima 1961; Itami et al. 1963) 
quando sono state gettate le basi per l’alleva-
mento di questi molluschi.

Un recente impulso al miglioramento del-
le pratiche di allevamento dei cefalopodi è 
scaturito principalmente dalla comunità di ri-
cerca biomedica attratta dal sistema nervo-
so altamente sviluppato di questi molluschi 
e dalle loro avanzate capacità visive (Hanlon 
1987; Koueta and Boucaud-Camou 1999). 
Stimoli per la coltura di questi animali so-
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no l’industria globale in rapida crescita per 
l’acquariofilia, principalmente polpi e sep-
pie, e la tendenza mondiale nell’acquacoltu-
ra commerciale per la produzione di organi-
smi a scopo alimentare.

Come conseguenza di questa crescente at-
tenzione all’allevamento dei cefalopodi, ne-
gli ultimi decenni ci sono stati periodici pro-
gressi nel campo dell’acquacoltura (Hanlon 
1987; Hanlon 1988; Hanlon 1998; Hanlon 
et al. 1999a; Hanlon et al. 2009; Hanlon et 
al. 2013; Hanlon et al. 1999b; Villanueva and 
Norman 2008; Villanueva et al. 1995; Vil-
lanueva et al. 1997), dovuti alla valutazione 
del potenziale espresso da alcune specie (Lee 
et al. 1994a; Rosas et al. 2013; Sykes et al. 
2006; Vaz-Pires et al. 2004), caratterizzate da 
un ciclo vitale breve ed elevati indici di cre-
scita (Rodhouse et al. 2014). Negli ultimi anni 
i cambiamenti ambientali antropogenici (sur-
riscaldamento delle acque, riduzione drastica 
degli stock ittici dovuti ad un eccessivo sfrut-
tamento), hanno portato ad un sostanziale au-
mento della biomassa mondiale in controten-
denza con il depauperamento degli altri stock 
ittici conseguenti a politiche di pesca intensiva 
e overfishing (Doubleday et al. 2016).

Dalle delicate forme planctoniche agli 
adulti bentonici, una varietà di specie e fasi 
di vita sono state mantenute, allevate e colti-
vate, con diversi gradi di successo. La mag-
gior parte delle specie considerate sono ce-
falopodi costieri per la facilità di cattura, il 
mantenimento e la disponibilità di una no-
tevole mole di informazioni riguardanti i lo-
ro cicli vitali.

Tra le specie più diffuse e commercializ-
zate per scopi alimentari in Italia ci sono il 
Calamaro, la Seppia, il Polpo, il Moscardi-
no e il Totano (Boyle and Rodhouse 2005). 
In Asia, in special modo nelle Filippine, vie-
ne consumato e apprezzato anche il Nauti-
lus pompilius.

I cefalopodi hanno molte caratteristiche 
considerate favorevoli e attraenti per l’ac-
quacoltura. Tra quelle che meritano attenzio-
ne, oltre ai loro cicli di vita brevi (per lo più 
tra 4 e 18 mesi) è da considerare, la facilità 
nell’ottenere grandi quantità di uova, infatti 
molte specie, in particolare polpo e seppia, 

le depongono prontamente quando vengo-
no introdotte in cattività. La fertilità di al-
cune specie risulta piuttosto elevata e para-
gonabile alle specie ittiche (Saville 1987), 
con conseguente produzione di un gran nu-
mero di paralarve planctoniche, mentre altre 
specie che mostrano bassa fertilità produco-
no grandi uova e piccoli bentonici (Fig. 1). 
Questi piccoli, a sviluppo diretto, sono mi-
niature degli adulti, con un sistema nervoso 
altamente sviluppato e abilità predatorie in-
nate. Il tasso di crescita di alcuni cefalopodi 
è impressionante, compreso tra il 5 e il 13% 
del peso corporeo umido al giorno (WW d-1) 
(Lee et al. 1994a; Lee et al. 1994b) che com-
binato con alti tassi di conversione alimenta-
re del 30-50% (Lee et al. 1994a; O’Dor and 
Wells 1978) li rendono uno dei gruppi più 
interessanti di invertebrati marini considera-
ti adatti per l’acquacoltura. Inoltre, i cefalo-
podi sono apprezzati come alimento ad al-
to contenuto proteico (75-85% di peso secco 
proteico) e per il fatto che l’80-85% del lo-
ro peso corporeo totale è commestibile per 
il consumo umano (Lee et al. 1994a; Lee et 
al. 1994b). Ciò rappresenta un impatto signi-
ficativo sulla redditività e sulla capacità di 
mercato, in particolare se confrontato con il 
solo il 40-45% dei crostacei e il 40-75% dei 
pesci teleostei (Kreuzer 1984). Le implica-
zioni di queste caratteristiche biologiche per 
la coltura commerciale sono evidenti e si tra-
ducono in brevi cicli di coltura con elevati 
rapporti di produzione in biomassa e di con-
seguenza un elevato rapporto costi-benefici. 
Tuttavia, la reddittività dipende anche da al-
tri fattori, come la domanda, i mercati e l’alto 
valore commerciale. È quindi importante va-
lutare i mercati che potrebbero sostenere po-
tenziali iniziative commerciali che coinvol-
gano l’acquacoltura dei cefalopodi.

La domanda attuale dipende quasi esclu-
sivamente da stock catturati in natura, ma è 
improbabile che la pesca possa continuare 
a soddisfare la domanda. Il declino di molti 
stock ittici ha aumentato la pressione di pe-
sca sui cefalopodi, ampliando la loro impor-
tanza commerciale e il conseguente rapido 
aumento delle statistiche sulle catture ne-
gli ultimi decenni (Pierce and Portela 2014; 
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Rodhouse et al. 2014). La pesca globale di 
cefalopodi è aumentata costantemente dal 
1950 da un totale di 0.5 milioni di tonnella-
te all’anno con un picco di oltre 4 milioni di 
tonnellate nel 2007, seguito da un recente ca-
lo a 3.5 milioni di tonnellate nel 2010 (Pier-
ce and Portela 2014). Pertanto, il trend a lun-
go termine sembra indicare che gli anni del 
boom della pesca dei cefalopodi potrebbero 
essere terminati a causa della pesca eccessi-
va. Questo trend segue la diffusa percezione 
che la produzione della pesca in generale stia 
diminuendo in tutto il mondo (Hilbor 2012; 
Rodhouse et al. 2014; Worm et al. 2009).

Tuttavia, esiste un mercato consolidato e 
redditizio per i cefalopodi nei paesi europei 
e asiatici. La maggior parte dei paesi europei 
sono importatori di cefalopodi e la Spagna 
e l’Italia sono in cima alla lista degli impor-
tatori (importano più di 5 e 4 milioni di ton-
nellate, rispettivamente). Durante il 1976 e 
il 2009, il Giappone ha importato più cefa-
lopodi di qualsiasi altro paese (7 milioni di 
tonnellate), raggiungendo il più grande de-
ficit netto totale import-export di qualsiasi 
paese del mondo (Pierce and Portela 2014). 
Ad esempio le statistiche sul commercio dei 
cefalopodi enfatizzano la limitata disponibi-
lità di polpi nel 2011 (Globefish 2012) e le 
cifre per gli anni a seguire indicano che il 
Giappone aumenterà ulteriormente le sue im-
portazioni di polpi. Anche per i calamari e 
le seppie, le importazioni stanno aumentan-
do (Pierce and Portela 2014), quindi chiara-
mente c’è una domanda crescente di cefalo-
podi in Europa e in Giappone e nei mercati 
di esportazione. Se la pesca mondiale dei 
cefalopodi continuerà a mostrare un decli-
no, l’aumento della domanda tenderà ad au-
mentare i prezzi, il che rappresenterà sicura-
mente lo stimolo più efficace per lo sviluppo 
dell’acquacoltura dei cefalopodi come l’uni-
ca alternativa plausibile per soddisfare la do-
manda. Inoltre la necessità di destagionaliz-
zare il loro reperimento in commercio, trova 
nell’acquacoltura una possibile risposta (Ku-
nisaki 2000; Ruíz-Capillas et al. 2002). 

La produzione è in gran parte limitata dal-
le abitudini alimentari altamente selettive dei 
cefalopodi, che sono carnivori e quindi ne-

cessitano di una dieta a base di proteine   con 
lipidi di alta qualità ricchi di acidi grassi es-
senziali, fosfolipidi e colesterolo. Soddisfare 
i loro voraci appetiti richiede grandi quanti-
tà di cibo, preferibilmente vivo. A causa dei 
loro alti tassi metabolici e di alimentazione 
(20-50% WW d1; (Hanlon 1987; Lee et al. 
1994a), se le loro esigenze nutrizionali non 
vengono soddisfatte, possono morire di fa-
me rapidamente e fin dalla tenera età ricorro-
no al cannibalismo (vedi, ad esempio, Ibáñez 
and Keyl 2010). Le prime fasi dello svilup-
po sono particolarmente vulnerabili poiché 
richiedono, per sostenere i loro tassi di ali-
mentazione esorbitanti, mangime vivo di di-
mensioni, forma e mobilità specifiche, poi-
ché sono cacciatori visivi ed olfattivi (80% 
del WW d1; Di Cosmo et al. 2018b; Hanlon 
1987; Segawa 1990). L’allevamento delle 
paralarve e la produzione di giovani su base 
commerciale sono stati gravemente limitati 
da questi fattori, insieme a una conoscenza 
insufficiente delle loro abitudini alimentari e 
dei tipi di cibo, causando alti tassi di mor-
talità durante i primi stadi di vita in cattivi-
tà. Ciò sottolinea la necessità di trovare una 
fornitura affidabile di mangime vivo per le 
paralarve o di sviluppare mangimi artificiali 
convenienti. Come per altre specie di acqua-
coltura marina commerciale, concentrarsi sui 
miglioramenti nutrizionali è una strategia ne-
cessaria per abbreviare i tempi di raggiungi-
mento delle taglie commerciali.

La coltura dei cefalopodi su piccola sca-
la è già possibile per alcune specie, come 
il calamaro della barriera corallina, Sepio-
teuthis lessoniana (Lesson, 1839), la seppia 
europea, Sepia officinalis (Linnaeus, 1758); 
il polpo messicano, Octopus maya (Voss e 
Solis, 1966), e il polpo comune, Octopus 
vulgaris (Cuvier, 1797). Tutte queste spe-
cie selezionate, ad eccezione di O. vulgaris, 
producono prole di grandi dimensioni senza 
una fase paralarvale planctonica vulnerabile. 
Invece risulta decisamente proibitivo l’alle-
vamento di Nautilus, in quanto richiederebbe 
delle temperature estremamente basse, consi-
derato che questi animali vivono a oltre 500 
metri di profondità, o di calamari che mal si 
adattano alla cattività.
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Le seppie sono animali stupendi sia per 
gli straordinari colori che per la singolare in-
telligenza. Le seppie possiedono dieci tenta-
coli ciascuno con due fila di ventose dei quali 
due sono destinati all’alimentazione e vengo-
no allungati in pochissimi istanti per cattura-
re e portare al becco la preda. Possiedono tre 
cuori, un cervello complesso ed hanno una 
durata di vita compresa dai sei mesi ai tre 
anni. Cambiano colore in modo sorprenden-
te. Il cambiamento di colore repentino per-
mette di confondere sia prede che predatori, 
quest’ultimi possono essere disorientati an-
che dal getto d’inchiostro meglio conosciu-
to come il “nero di seppia”. Sono predato-
ri fenomenali, inseguono le loro prede con 
astuzia ed attaccano con precisione, veloci-
tà e abilità. Quando sono allevati con il tem-
po imparano a riconoscere chi le nutre.

La specie di seppia maggiormente usa-
ta per l’acquacoltura è Metasepia pfefferi 

(Grasse et al. 2014). In natura essa si trova 
a profondità comprese tra 3 e 90 metri, prin-
cipalmente nelle acque del Sud Est asiatico 
e in Australia. Il suo habitat naturale sono il 
sedimento e il fango, mentre è meno comu-
ne su substrati rocciosi poiché risulta essere 
troppo visibile alle sue prede anche se tali 
substrati sono invece ampiamente utilizzati 
per la deposizione e l’ancoraggio delle uo-
va. Il problema principale del mantenimen-
to in acquario di piccole seppie (Metasepia 
pfefferi e Sepia bandensis) è dato dal repe-
rimento di animali sani in quanto i combat-
timenti che avvengono durante il trasporto 
portano a lesioni o ad infezioni che possono 
essere letali. Gli animali sani possono esse-
re mantenuti in acquario per tutta la durata 
della vita naturale, fino alla senescenza. Le 
seppie, essendo molto piccole, possono es-
sere allevate anche in piccole vasche, cir-
ca 40 litri per esemplare, sviluppate in al-

Fig. 1 – Uova di cefalopodi. (A) Sepioteuthis lessoniana, (B) Sepia officinalis, (C) Octopus maya and 
(D) Octopus vulgaris. Scale bar 1 cm. (Vidal et al. 2014)
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tezza per dare alle seppie la sensazione di 
profondità. 

Le Metasepia pfefferi e le Sepia banden-
sis (Vidal et al. 2014) provenendo dal sud est 
asiatico (ad es. dalle Filippine) sono allevate 
bene in acqua alla temperatura di circa 28°C, 
pH compreso tra 8.1-8.4 e ammoniaca, ni-
triti e nitrati quanto più possibile vicini allo 
zero, privi di metalli pesanti. Prima di inse-
rire le piccole seppie l’acquario deve esse-
re ben maturo. L’acquario dev’essere dotato 
non solo di filtrazione meccanica, ma anche 
di schiumatoio e filtro a carboni attivi per far 
fronte ad evenutali spruzzi di inchiostro. Infi-
ne è consigliabile effettuare un cambio men-
sile del 25-50% di acqua.

Gli animali devono alloggiare in vasche 
dotate di tane abbastanza ariose e un letto di 
sabbia alto almeno 0.5 centimetri per con-
sentirgli di scavare.

 Per quando riguarda la dieta le seppie, es-
sendo predatori, in natura mangiano soprat-
tutto crostacei e pesci, e sembra che il movi-
mento della preda provochi in loro lo stimolo 
della caccia. In acquario questi animali po-
trebbero essere nutriti con crostacei e pesci 
marini comprati nei negozi di acquariofilia, 
anche se risulterebbe molto costoso, oppure, 
utilizzare pesce o crostacei freschi o conge-
lati, ma gli esemplari allevati vanno prima 
abituati a questo genere di alimenti, ad esem-
pio simulando il movimento di una preda vi-
va. Le seppie devono essere alimentate quo-
tidianamente poiché hanno un metabolismo 
molto accelerato.

Grandi sforzi si stanno concentrando per 
la messa in opera del farming dei polpi, che 
rappresentano dei candidati ideali per tali 
scopi. I polpi infatti vivono poco, crescono 
rapidamente e maturano presto, e tipicamen-
te raggiungono due-tre chili (un peso eleva-
tissimo per un invertebrato). Nonostante sia 
considerato un candidato ideale per l’acqua-
coltura, attualmente è difficile coltivare i pri-
mi stadi di vita dei polpi e mantenere un alto 
tasso di sopravvivenza per le loro paralarve, 
che rappresentano attualmente lo step criti-
co e limitante (Aguado Giménez and García 
García 2002; Carrasco et al. 2006).

In particolare, negli ultimi anni, sono sta-
ti condotti studi concernenti l’allevamen-
to estensivo di Octopus vulgaris e di Sepia 
officinalis, in Portogallo e in Tunisia (Sykes 
et al. 2006), Octopus maya in Messico (Ro-
sas et al. 2013), Octopus ocellatus in Asia 
(Segawa and Nomoto 2002), Octopus mi-
mus in Sud America (Baltazar et al. 2000), 
Octopus bimaculoides in America (Solor-
zano et al. 2009). Attualmente i polpi ven-
gono, da diversi anni, allevati e riprodotti in 
cattività con successo (soprattutto negli Sta-
tes). Tuttavia siamo ben lontani dall’alleva-
mento intensivo a scopi alimentari che si sta 
orientando soprattutto sul polpo comune del 
Mediterraneo (Octopus vulgaris), ma anche 
sul polpo californiano (Octopus bimaculoi-
des) che meglio si prestano all’allevamento 
in cattività (Iglesias et al. 2014).

Il polpo conduce una vita solitaria e fe-
nomeni di cannibalismo sono molto comuni, 
pertanto devono essere isolati dai conspeci-
fici. Inoltre, i polpi sono animali molto incli-
ni alla fuga pertanto le vasche devono essere 
ben chiuse e il coperchio deve essere stret-
tamente fissato. I polpi hanno una enorme 
superficie corporea e di conseguenza sono 
molto sensibili alla qualità dell’acqua, quin-
di inquinanti quali ammoniaca e nitriti do-
vrebbero essere tenuti a zero. I nitrati sem-
brano essere tollerati fino alla concentrazione 
di 50-100 ppm senza effetti apparenti. Il ra-
me risulta invece letale anche a bassissime 
concentrazioni e dovrebbe essere testato pri-
ma dell’introduzione del polpo in acquario. 
Per tutti gli altri parametri si possono segui-
re le linee guida comuni per gli invertebrati 
di acquario marino. È importante sapere che 
un polpo produce una quantità di ammoniaca 
tre volte superiore a quella prodotta da pesci 
delle medesime dimensioni corporee; inoltre, 
è necessario mantenere i livelli di ossigena-
zione dell’acqua più alti possibili in quanto, 
essendo i polpi dotati di tre cuori, anche il 
fabbisogno d’ossigeno è di tre volte superio-
re rispetto a quello di un pesce.

Proprio perchè tali animali richiedono ac-
qua molto ossigenata, nonostante la produ-
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zione di rifiuti biologici, è utile utilizzare fil-
tri sovradimensionati e ottimi schiumatoi. 

Anche i polpi, quando si sentono minac-
ciati possono emettere una nuvola di inchio-
stro molto viscosa, ad altissima densità pro-
teica. Nonostante tale inchiostro non presenti 
velenosità, esso potrebbe coprire le branchie 
dell’animale, uccidendolo per asfissia. Un ot-
timo schiumatoio unito a dei carboni attivi di 
ottima qualità sono di solito sufficienti per 
eliminare l’inchiostro dalla vasca. 

La salinità è l’altro parametro critico 
dell’acqua da tenere strettamente sotto con-
trollo. Il valore a cui puntare per la salinità è 
sempre quello di 1.026, tenendo presente che 
una bassa salinità ucciderà il polpo. Il pH de-
ve essere mantenuto tra 8 e 8.4 ed è necessa-
rio un cambio d’acqua del 25% ogni quindici 
giorni. La temperatura di allevamento consi-
gliata va dai 16 ai 22°C.

ALLEVAMENTO A SCOPO 
SCIENTIFICO

I cefalopodi sono stati utilizzati nella ri-
cerca da oltre 100 anni, per la loro plasticità 
fenotipica, per un sistema nervoso comples-
so e centralizzato, per gli studi sull’appren-
dimento e la memoria e per delle caratteri-
stiche anatomiche che facilitano gli studi 
fisiologici (ad es. l’assone gigante del ca-
lamaro). Il 1 ° gennaio 2013, la ricerca che 
utilizza una delle circa 700 specie esisten-
ti di “cefalopodi vivi” è stata regolamenta-
ta all’interno dell’Unione europea dalla di-
rettiva 2010/63, accolta dalla legislazione 
italiana con decreto legislativo n° 26/2014, 
conferendo ai cefalopodi la stessa protezio-
ne offerta precedentemente solo ai vertebra-
ti. La direttiva ha notevoli implicazioni per la 
ricerca nel campo delle neuroscienze e la co-
munità scientifica ha prodotto “linee guida” 

Fig. 2 – Polpo Octopus vulgaris coinvolto nella sperimentazione animale nello stabulario del Diparti-
mento di Biologia, Università degli Studi di Napoli Federico II – Di Cosmo’s facilities.
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per l’utilizzo dei cefalopodi nella sperimen-
tazione animale (Fiorito et al. 2014; Polese et 
al. 2014; Winlow and Di Cosmo 2019; Win-
low et al. 2018) dando particolare enfasi al 
benessere dei cefalopodi.

Tra i cefalopodi i più utilizzati per l’alle-
vamento a scopo scientifico ritroviamo polpi 
(in particolare Octopus vulgaris) e il calama-
ro sepiolide (Euprymna scolopes).

Euprymna scolopes (conosciuto anche 
come calamaro delle Hawaii) è originario 
dell’Oceano Pacifico centrale, dove è pre-
sente in acque costiere poco profonde al lar-
go delle Isole Hawaii e dell’Isola di Midway. 
L’E. scolopes cresce fino a 30 millimetri di 
lunghezza del mantello. I piccoli pesano 
0,005 grammi e maturano in 80 giorni men-
tre gli adulti pesano fino a 2,67 grammi. In 
natura, l’E. scolopes si nutre in particolare di 
gamberetti, mentre in laboratorio è allevato 
con una dieta variegata che comprende misi-
di e artemie. E. scolopes è stata a lungo stu-
diata a causa della relazione simbiotica con il 
batterio bioluminescente Vibrio fischeri, che 
colonizza uno speciale organo luminoso nel 
mantello del calamaro. 

Il polpo O. vulgaris (Fig. 2) è allevato in 
cattività soprattutto per studiarne le incredibi-
li capacità cognitive legate ad una straordina-
ria intelligenza (Di Cosmo et al. 2018b), che 
vanno dal problem solving al gioco, e alla ca-
pacità di effettuare neurogenesi adulta (Berta-
pelle et al. 2017; Di Cosmo et al. 2018a). Tut-
tavia gli esperimenti comportamentali su tali 
animali possono essere effettuati solo con ani-
mali pescati ad hoc dall’ambiente, ed allevati 
in stabulario (Di Cosmo et al. 2015). 

In stabulario i polpi hanno una aspettativa 
di vita che va dai 6 mesi ai 15 mesi. Solo al-
cune specie abissali e di acque fredde, come 
Barhypolypus articus, hanno una aspettativa 
di vita maggiore, che può arrivare a 6 anni. 
Il polpo è un animale dalle dimensioni varia-
bili e per tali esemplari è consigliata una va-
sca di almeno 100 litri. 

L’intelligenza dei polpi richiede un am-
biente arricchito, che consiste nell’inseri-
mento di oggetti all’interno della vasca. Il 
modo più semplice per fare tutto ciò consiste 
nell’inserimento di una tana, rocce, conchi-

glie di taglia mista e vari tipi di oggetti (ba-
rattoli, lego, etc); il polpo apprezzerà e ma-
gari utilizzerà tali accessori per costruire la 
porta della propria tana.

La maggior parte dei polpi sono animali 
notturni, ma generalmente cambiano le loro 
abitudini in base al momento della giornata 
in cui vengono nutriti. In natura la dieta di un 
polpo consiste soprattutto in crostacei, anche 
se la maggior parte degli esemplari accette-
rà di buon grado tranci di pesce. Il cibo può 
essere proposto anche con una pinza, al fi-
ne di guadagnare l’approvazione dell’anima-
le e migliorare le relazioni operatore-anima-
le. Per consentire una veloce acclimatazione 
dei polpi, è consigliato mantenere sempre la 
luce soffusa.

LIMITAZIONI ATTUALI

Si sono registrati progressi significativi 
nei metodi di coltura dei cefalopodi ed oggi 
è possibile allevare molte specie per perio-
di relativamente lunghi nei laboratori e nelle 
strutture acquatiche. Tuttavia per alcune spe-
cie, ci sono ancora alcuni ostacoli importan-
ti da superare prima che diventi possibile so-
stenere l’acquacoltura per più cicli di vita a 
un livello di produzione industrialmente sta-
bile ed economicamente sostenibile. 

La progettazione di base del sistema di ac-
quacoltura dei cefalopodi è passata da pro-
getti rettangolari-cubici a circolari-cilindrici, 
popolati con semplici unità abitative a base 
di tubi dove i polpi sono disposti in circo-
lo per sfruttare appieno i volumi d’acqua. Il 
rilascio dei mangimi negli acquari di gran-
di dimensioni è generalmente manuale e ca-
suale, con alcuni animali che tendono a do-
minare durante la fase di alimentazione, con 
conseguenti tassi di crescita e gamma di di-
mensioni variabili.

I requisiti di qualità dell’acqua aumenta-
no i rischi per l’acquacoltura su larga scala in 
assenza di un sistema di acqua di mare aperto 
che sia stabile a lungo termine e di alta qua-
lità, poiché tutti i cefalopodi sono altamente 
vulnerabili alla presenza di inquinanti artifi-
ciali e improvvisi cambiamenti di parametri 
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quali temperatura, salinità, pH e concentra-
zioni di vari soluti. È quindi necessario pre-
vedere un monitoraggio efficiente, una mi-
surazione particolarmente regolare del pH e 
del contenuto di composti azotati all’aumen-
tare della biomassa coltivata, facendo atten-
zione a non superare la capacità del sistema. 
I sistemi di acquacoltura richiedono il man-
tenimento delle temperature vicino a quelle 
della popolazione naturale (Boyle 1991), con 
un’attenta valutazione del fabbisogno ener-
getico per il raffreddamento e il riscaldamen-
to, se le temperature utilizzate e quelle natu-
rali sono significativamente diverse.

Uno dei maggiori “colli di bottiglia” pre-
senti nell’acquacoltura dei cefalopodi è la 
produzione di quantità sufficienti di prole di 
qualità. Ciò è direttamente correlato al con-
trollo della riproduzione che rimane una pie-
tra miliare per lo sviluppo dell’acquacoltu-
ra dei cefalopodi. La qualità e la quantità di 
uova e piccoli, dipenderanno dalle influenze 
ambientali durante il processo di maturazio-
ne e durante lo sviluppo embrionale. È stato 
dimostrato che la vitalità delle uova si ridu-
ce dopo diverse generazioni di coltura a cau-
sa della consanguineità (ad esempio Walsh 
et al. 2002); quindi, il controllo sulla ripro-
duzione è necessario per raggiungere la pro-
duzione di massa. La fase paralarvale e il pe-
riodo di insediamento sul fondo, in un certo 
numero di specie che producono uova picco-
le, hanno dimostrato di essere “colli di botti-
glia” critici. Ad oggi tutte le specie con una 
fase paralarvale possono essere allevate so-
lo sperimentalmente, in numeri che risultano 
essere troppo bassi per essere commercial-
mente praticabili.

La nutrizione è un problema comune al-
la coltura della maggior parte delle specie di 
cefalopodi e di molte fasi del loro ciclo vita-
le, in quanto si sa poco su (1) cosa mangiano 
in natura i cefalopodi in diverse fasi della vi-
ta, (2) la loro fisiologia nutrizionale e (3) co-
me e quando presentare alimenti adeguati in 
un sistema chiuso. 

L’intelligenza straordinariamente eleva-
ta dei cefalopodi ha portato al riconoscimen-
to dell’importanza dell’arricchimento (ad 
esempio Wood and Wood 1999) , come il 

gioco e altre forme di stimolazione che po-
trebbero fornire distrazione da tratti compor-
tamentali negativi come il cannibalismo (Bu-
delmann 2010). L’assenza di opportunità di 
arricchimento dell’ambiente in cattività, in 
particolare per i polpi, può abbassare il gra-
do di salute e quindi la crescita ottimale ri-
chiesta per l’acquacoltura commerciale.

In termini di possibili limitazioni future, il 
valore della policoltura (per superare le limita-
zioni della resa per unità di volume d’acqua) a 
livello commerciale non è ancora stato studia-
to. Le alghe sono state utilizzate come parte 
del filtraggio in serie durante il ritrattamento 
dell’acqua in circuiti chiusi (vedi, ad esempio 
Yang et al. 1989) , ma la policoltura in termi-
ni di tentativi di raccogliere gli scarti e il cibo 
non consumato dai sistemi di coltura dei pol-
pi è in gran parte inesplorato (Al-Hafedh et al. 
2012; Martínez-Porchas et al. 2010).

Infine il dilemma etico di coltivare anima-
li intelligenti come i cefalopodi come fonte 
di cibo deve ancora essere esplorato come 
possibile limitazione.
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L’acqua rappresenta un mezzo altamen-
te “vitale” non solo per le specie acquatiche 
(Zebrafish, Medaka, Cefalopodi) o semi-ac-
quatiche (Xenophus) utilizzate nella speri-
mentazione, che vivono necessariamente in 
tale ambiente, ma anche per le specie “mi-
croscopiche” (alghe, batteri, virus, protozoi) 
che possono colonizzarla.

Nella cura dei modelli acquatici è di fon-
damentale importanza la qualità dell’acqua, 
in quanto soprattutto in questi animali vi è un 
significativo legame con la salute e il loro be-
nessere. Già l’ottava edizione del testo “Gui-
de for the care and use of laboratory ani-
mals” nel 2011 sottolineava come “Different 
classes, species, and ages in a species may 
have different water-quality needs and sen-
sitivities to changes in water-quality para-
meters” [ILAR, 2011]. Infatti, anche per gli 
acquatici, le risposte sperimentali (sia com-
portamentali sia di altra natura) possono es-
sere fortemente condizionate dall’ambiente e 
dalla comparsa di malattie.

LA QUALITÀ DELL’ACQUA

La qualità dell’acqua è uno dei primi pa-
rametri che vanno presi in considerazione 
quando gli animali mostrano alterazioni nel 
comportamento o segni di distress. Le carat-
teristiche da valutare comprendono tempera-

tura, pH, prodotti del ciclo dell’azoto (ammo-
niaca, nitriti, nitrati), fosforo, cloro, potenziale 
di ossido-riduzione, conduttività, durezza, al-
calinità, ossigeno disciolto (O2), contenuto di 
ioni e metalli, e da ultimo anche le caratteri-
stiche microbiologiche [Mason & Matthews]. 
Ad esempio, i pesci sono poichilotermi e la 
temperatura influenza la chimica dell’acqua e 
la fisiologia degli animali, nonché la prolifera-
zione microbica; per Zebrafish, che è una spe-
cie d’origine tropicale la temperatura ideale è 
di 28.5°C, come riportato dalla letteratura e, in 
genere, nei diversi stabulari viene mantenuta 
in un range variabile da 24-29°C. [Alestrom]. 
A temperature più basse, infatti, gli embrioni 
o le larve crescono più lentamente, mentre po-
co è noto sulle variazioni nel comportamento 
degli adulti.

Anche la solubilità dell’ossigeno nell’ac-
qua viene influenzata dalla temperatura in 
quanto diminuisce al suo aumentare; tutta-
via, i sistemi a ricircolo non richiedono l’in-
troduzione di O2 in quanto il continuo movi-
mento porta ad un’ossigenazione sufficiente 
[Lawrence, 2012; Alestrom, 2019].

La qualità dell’acqua è però legata alla 
fonte della stessa; in alcuni laboratori viene 
utilizzata l’acqua potabile senza grandi cor-
rezioni, ma il cloro deve essere rimosso poi-
ché il livello safe per l’uomo (0.1 mg/L) è 
tossico per i pesci. In alcuni casi è sufficiente 
tenere in agitazione e areare l’acqua in mo-
do costante per 24 ore prima di utilizzarla; 
nel caso venga disinfettata con l’uso di clo-
rammina, invece, è necessario trattare l’ac-
qua filtrandola attraverso filtri a carbone atti-
vo [Alestrom, 2019; Lawrence, 2012].

Nella maggior parte delle facilities per pe-
sci, in genere, l’acqua viene controllata ed 
“aggiustata” poiché o troppo dura o troppo 
dolce oppure viene usata acqua deionizzata 
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condizionata. Per quest’ultimo scopo viene 
usata l’osmosi inversa con la successiva ag-
giunta di sale, cloruro di calcio e bicarbona-
to di sodio per arrivare alla giusta durezza 
e pH [Alestrom, 2019; Lawrence, 2012]. In 
base al sistema di produzione dell’acqua la 
conduttività dipende dalla quantità di sodio 
e cloro o di calcio e carbonato; per quanto 
concerne il pH in genere rientra in un ran-
ge tra 6.5 e 8.

Nei sistemi a ricircolo l’acqua viene puri-
ficata grazie alla combinazione di filtri mec-
canici e biologici e poi irradiata con raggi 
UVC prima di essere reintrodotta nei tank. 
Di nuovo è fondamentale che tutti i parame-
tri siano corretti in quanto, nel caso dell’u-
so di filtri biologici, il loro “funzionamen-
to” è legato alla presenza e moltiplicazione 
dei batteri nitrificanti (Nitrobacter e Nitroso-
monas spp.) che permettono di detossificare 
l’ammoniaca a nitriti e poi ai nitrati [ILAR, 
2011]. Il pH deve essere valutato giornal-
mente mentre settimanalmente vanno con-
trollati i composti azotati.

Per quanto riguarda il ciclo luce-buio, de-
vono essere fornite 10 ore di buio e 14 di luce, 
che non interferiscono col benessere animale 
e con i comportamenti fisiologici/riproduttivi 
[Lawrence, 2012; https://zebrafish.org].

Le indicazioni sui parametri che condizio-
nano la qualità dell’acqua riportate per i pe-
sci, usati nella sperimentazione, valgono an-
che per i cefalopodi. Le condizioni ottimali 

variano da specie a specie, in base agli sta-
di di vita (paralarve, giovani, adulti) e alla 
fisiologia (femmine versus maschi). I para-
metri da controllare sono sempre ossigeno 
(da mantenere vicino alla saturazione poi-
ché i cefalopodi hanno un metabolismo mol-
to elevato); pH (7.8-8.3); livelli di composti 
azotati anch’essi diversi per le diverse specie 
[Fiorito, 2015].

I PATOGENI NELLE SPECIE 
ACQUATICHE DI LABORATORIO

Rapidi cambiamenti nella qualità dell’ac-
qua possono causare stress e aumentare mor-
bilità e mortalità legate allo sviluppo di mi-
crorganismi. Questo poiché per le specie 
acquatiche non solo è presente una flora 
commensale che in condizioni di equilibrio 
non causa patologie (come per qualsiasi al-
tra specie animale), ma anche una “flora am-
bientale” legata all’acqua che è rappresenta-
ta da specie potenzialmente patogene (ad es., 
per i batteri Pseudomonadaceae, Aeromona-
daceae, Vibrio, Micobatteri). In particolare, i 
modelli acquatici che si trovano in sistemi di 
ricerca confinati sono costantemente circon-
dati da e ingeriscono i loro “rifiuti”; perciò, 
senza una qualità ottima dell’acqua, batteri e 
protozoi anche opportunisti possono causare 
infezioni [Kent, 2009; Mansfield, 2010; Ma-
rancik, 2019].

Tab. 1 – Principali indicazioni per quanto concerne la qualità dell’acqua nella stabulazione di 
Zebrafish, secondo lo ZIRC e le indicazioni EZRC & FELASA.

PARAMETRO ZIRC EZRC & FELASA
Densità degli animali > 7 5 (in base al volume del tank)

Luce 12 luce:12 buio oppure 10:14 10 luce:14 buio
Temperatura 26-28.5 26-29

pH 6.8-7.5 6.5-8
Conduttività (µS) 300-1.000 250-600

Nitriti (mg/L) < 0.1 ≤ 0.025
Nitrati(mg/L) < 5-10 < 2.5

Ossigeno disciolto 6.0
(modificata da https://zebrafish.org e www.eufishbiomed.kit.edu)
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Il fallimento delle operazioni di disinfezio-
ne nei sistemi a ricircolo di acqua, come quel-
li in genere usati per Zebrafish, può portare al-
la diffusione rapida di patogeni nei tanks, così 
come alterazioni nel filtro biologico con accu-
mulo di ammoniaca tossica, che può non solo 
stressare gli animali stabulati ma anche com-
promettere i batteri che sono alla base del fun-
zionamento del filtro biologico stesso.

I sistemi a flusso offrono più vantaggi, 
poiché i pesci ricevono acqua pulita con un 
flusso costante, con un minimo accumulo di 
rifiuti e la trasmissione di patogeni. L’uso di 
sistemi statici invece permette di confinare 
i patogeni eventualmente presenti, ma sono 
time-consuming per la necessità dei frequen-
ti cambi dell’acqua [Mansfield, 2010; Ale-
strom, 2019; Marancik, 2019].

Ecco dove sta la sfida per il microbiolo-
go: valutare il ruolo commensale o patogeno 
che le diverse specie possono avere nell’am-
biente acquatico.

In ogni caso, fino a qualche anno fa le cono-
scenze relative alla malattie infettive nelle spe-
cie acquatiche utilizzate nella ricerca derivava-
no dall’acquacoltura e dai pet; fortunatamente 
ora la diffusione dei modelli acquatici ha per-
messo di ampliare la conoscenza con studi mi-
rati [Alestrom, 2019, Marancik, 2019].

Ovviamente è indispensabile introdur-
re un sistema di monitoraggio sanitario del-
le popolazioni di pesci, utilizzati nelle fa-
cilities, per valutare la presenza di malattie 
infettive e non. Tre sono, infatti, gli elementi 

che possono favorire lo sviluppo di malattie 
infettive: 1) le condizioni dell’ambiente (ad 
es., presenza di biofilm) che possono favori-
re la diffusione di microrganismi, 2) l’elevata 
densità degli animali che può facilitare la tra-
smissione della malattia e 3) lo stress secon-
dario alla loro manipolazione [Murray, 2016; 
Marancik, 2019] (Figura 1).

È possibile osservare la presenza di batteri 
Gram-negativi causa di infezioni sia primarie 
sia secondarie, tra cui Edwardsiella ictaluri, 
che è associata a setticemia in animali senza 
segni clinici, e Aeromonas spp., causa di le-
sioni cutanee probabilmente secondarie pro-
prio a cattiva qualità dell’acqua e allo stress 
[Murray, 2016; Alestrom, 2019; Marancik, 
2019]. I micobatteri sono piuttosto diffusi e 
causa di forme croniche e talvolta mortali; ol-
tre a quelle riportate in tabella 2 vi sono anche 
M. abscessus, M. fortuitum anch’essi causa di 
malattia quando le condizioni ambientali so-
no deteriorate. Il controllo delle micobatterio-
si nelle facilities per pesci è un problema com-
plesso poiché si ritiene che i micobatteri siano 
ubiquitari negli ecosistemi acquatici e siano 
presenti in biofilm anche quando gli animali 
non sono infettati [Whipps, 2008].

A tale proposito va ricordato che l’am-
biente acquatico si presta bene alla produ-
zione, da parte di molti dei batteri sopra ri-
portati, di biofilm. Infatti, Costerton nel suo 
studio del 1978 osservò proprio che comuni-
tà batteriche acquatiche, adese a una super-
ficie, erano avvolte in un glicocalice che ne 

AMBIENTE
(condizioni acqua,
presenza di batteri)

ANIMALI
(sovraffollamento)STRESS

Fig. 1 – Rappresentazione schematica dei fattori 
che possono condizionare lo sviluppo di malattie infettive.
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mediava l’adesione, suggerendo che la for-
mazione di biofilm può essere considerata un 
meccanismo evoluzionistico che permette ai 
batteri di sopravvivere in ambienti compe-
titivi, supportando la selezione di patogeni 
protetti rispetto all’ecosistema esterno [Co-
sterton, 1978; Donlan and Costerton, 2002]. 
Il biofilm è una architettura complessa e di-
namica coordinata da un sistema di comuni-
cazione detto quorum-sensing e basato su 5 
step che coinvolgono i batteri: a) adesione; 
b) aggregazione; c) accumulo; d) maturazio-
ne; e) distacco (Otto, 2009).

Oltre ai micobatteri anche Aeromonas ed 
Edwardsiella possono produrre biofilm; inol-
tre, Pseudomonas, batterio Gram-negativo 
spesso presente nell’acqua anche come con-
taminante ambientale, può produrre tale ma-
trice [Marancik, 2019; Poli, 2017].

Per quanto riguarda i parassiti, invece, è 
possibile riscontrare la presenza del nemato-
de Pseudocapillaria tomentosa causa di en-
terite e che viene ritenuto, in seguito a studi 
di carcinogenesi, un possibile fattore confon-
dente nello sviluppo di neoplasia intestinale. 

Il microsporidio Pseudoloma neurophilia, è 
invece, associato a problemi di ipofecondi-
tà ed a deformità muscolo-scheletriche; può 
colpire anche il Sistema Nervoso Centrale 
dando encefalite o mielite, interferendo con 
studi comportamentali. Il problema princi-
pale legato a questo parassita è la resistenza 
delle sue spore al candeggiamento e la pos-
sibilità di trasmissione intra-ovo.

I virus sono la componente più “abbon-
dante” delle comunità microbiche acquatiche 
ma poche sono le segnalazioni in letteratura 
[Marancik, 2019].

Nei cefalopodi la situazione è abbastan-
za sovrapponibile a quella appena vista per i 
pesci; il mantenimento della qualità dell’ac-
qua è fondamentale per minimizzare il ri-
schio di trasmissione di malattie infettive e 
lo stress che può rendere gli animali più su-
scettibili ad infezione. Inoltre, vanno evita-
ti anche traumatismi durante la manipolazio-
ne che possono causare lesioni cutanee door 
opener a infezioni secondarie (batteriche in 
genere) che, se non trattate, possono causare 
anche mortalità [Fiorito, 2015].

Tab. 2 – Principali microrganismi che possono essere presenti in un sistema acquatico per 
Zebrafish. 
Patogeno Patologia e impatto Trasmissione materna
Edwardsiella iactaluri Setticemia

Elevata mortalità
Non nota. Non osservata 
nelle uova

Aeromonas spp. Forme cutanee
Elevata morbilità e mortalità

Non nota

Mycobacterium chelonae Infiammazione cronica
Bassa mortalità

Non nota; bacilli osservati 
nelle ovarie

Mycobacterium marinum Malattia sistemica grave
Rischio zoonosico

Non nota; bacilli raramente 
osservati nelle uova

Mycobacterium 
haemophilum

Grave infiammazione cronica
Elevata mortalità

Non nota; numerosi bacilli 
osservati nelle ovarie

Pseudocapillaria tomentosa Grave enterite cronica e grave 
emaciazione
Mortalità da moderata a grave 

No

Pseudoloma neurophilia Emaciazione, ipofertilità e 
cambiamenti comportamentali
Bassa mortalità

Si; trasmissione intra-ovo 
documentata

(modificata da Murray, 2016)
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IL CAMPIONAMENTO E LE 
TECNICHE DIAGNOSTICHE

A tutt’oggi vi sono poche linee guida rela-
tive al monitoraggio dei patogeni e delle in-
fezioni nei sistemi di stabulazione per specie 
acquatiche; perciò i metodi di campionamen-
to variano da struttura a struttura. Il numero 
dei pesci sottoposto a controlli viene spes-
so scelto in modo arbitrario oppure è legato 
al costo degli esami di laboratorio che devo-
no essere eseguiti; basandosi sulle linee gui-

da dell’OIE (Office International des Epizo-
oties) “Aquatic Animal Health Surveillance” 
si dovrebbe utilizzare un campione della po-
polazione che fornisca il 95% di confiden-
za per l’identificazione di un patogeno, uti-
lizzando le tecniche gold standard [WHO, 
2010]. In realtà, questo modus operandi è 
utilizzato per il pesce destinato al consumo e 
poco si sa per quel che concerne i pesci uti-
lizzati nella ricerca.

In genere gli Zebrafish campionati per 
l’Health monitoring sono scelti in modo 

Tab. 3 – I più comuni batteri che sono riportati nei cefalopodi e che possono essere sia com-
mensali (ad es., Vibrio fisheri, Pseudomonas spp.) sia patogeni (ad es., Vibrio lentus, Aero-
monas spp., Flavobacterium spp.).
Batteri Batteri
Acinetobacter anitratus Vibrio alginolyticus
Aeromonas cavia Vibrio anguillarum
Aeromonas spp. Vibrio carchariae
Micrococcus spp. Vibrio damsela
Myxobacteria spp. Vibrio harveyi
Pseudomonas spp. Vibrio lentus
Pseudomonas stutzeri Vibrio pelagius
Rickettsia spp. Vibrio spp.
Vibrio parahaemolyticus Vibrio splendidus

(modificata da Fiorito, 2015)

Tab. 4 – Test diagnostici che possono essere utilizzati nella sorveglianza microbiologica e 
nello screening sui pesci campionati (a partire da rene, cuore, cervello, branchie, fegato, mil-
za generalmente in pool).
Batteriologia Tecnica/che diagnostiche

Batteri aerobi Coltura su Tryptic Soy Agar e agar sangue
Mycobacteria spp. PCR
Edwarsiella ictaluri Coltura + PCR
Flavobacterium columnare Coltura + PCR
Aeromonas hydrophila Coltura + PCR

Virologia
Colture cellulari Linee cellulari FHM e BF-2

Parassitologia
Pseudocapillaria tomentosa Microscopia + PCR
Pseudoloma neurophilia PCR

(modificata da Marancik, 2019)
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randomizzato da diverse sottopopolazioni 
presenti nello stabulario, in modo da avere 
un’ampia distribuzione campionaria. Inol-
tre, alcune facilities scelgono di avere delle 
“sentinelle” (così come avviene nei rodito-
ri), cioè pesci stabulati in contenitori isolati 
che sono esposti all’acqua in uscita. Molto 
importante è, però, utilizzare tecniche dia-
gnostiche sensibili e specifiche per i patoge-
ni da ricercare.

In caso di morbilità/mortalità elevate nel-
lo stabulario, dal momento che l’acqua è il 
mezzo nel quale gli animali si trovano ed è 
anche il mezzo responsabile della diffusio-
ne rapida dei patogeni, una scelta possibile 
è quella di eseguire esami microbiologici su 
campioni di acqua. È possibile determina-
re la conta batterica totale mesofila a 25°C e 
a 37°C (come viene fatto per l’acqua di be-
vanda destinata al consumo umano) [Proc-
tor, 2015; Saxena, 2015], oltre alla presenza 
di E. coli, coliformi, coliformi fecali, Pseu-
domonas, ecc. [Saxena, 2015]. Anche per 
l’acqua sono a disposizione diverse tecniche 
diagnostiche, di cui quelle basate sulla bio-
logia molecolare sono estremamente sensibi-
li. Va ricordato, però, che i risultati ottenuti 
con queste tecniche, basate sulla ricerca del 
DNA o dell’RNA, non sono correlabili al-
la vitalità dei microrganismi, in quanto l’a-
cido nucleico può persistere anche in cellu-
le morte. Pertanto, quando possibile, sarebbe 
meglio affiancare alle tecniche di isolamento 
molecolari quelle “classiche”, che permetto-
no di valutare anche la vitalità del patogeno 
[Saxena, 2015].

Per il controllo dell’acqua è possibile an-
che sfruttare i sistemi ad ATP, che permetto-
no di valutare la carica microbica utilizzan-
do la misurazione dell’energia prodotta dai 
microrganismi; questa tecnica fornisce una 
stima diretta della concentrazione microbi-
ca e della vitalità. L’ATP viene quantificato 
misurando la luce prodotta attraverso la rea-
zione fra l’ATP e l’enzima luciferasi usando 
un luminometro; la quantità di luce prodot-
ta è direttamente proporzionale alla quantità 
di organismi viventi presenti nel campione. 
Maggiore è la carica, maggiore è la misura 
dell’ATP in superficie (unità di misura: RLU 

- Relative Light Units) e la misura è rapidis-
sima (< 1 min).

Alla luce di quanto illustrato, il ruolo del 
microbiologo nella diagnostica di un pro-
blema infettivo all’interno di un’aquatic fa-
cility è di nuovo fondamentale, poiché può 
guidare il veterinario e il responsabile del be-
nessere, nonché i ricercatori coinvolti, nel-
la definizione dei protocolli da seguire per il 
monitoraggio sanitario, nella scelta dei cam-
pioni significativi, nella scelta delle tecniche 
diagnostiche più appropriate all’identifica-
zione microbica e, non ultima, nell’interpre-
tazione dei risultati ottenuti.

COME INTERVENIRE?

Una volta appurata la presenza di un ri-
schio o di un’infezione sostenuta da micror-
ganismi (batteri soprattutto), è necessario 
intervenire sull’acqua e sui sistemi di sta-
bulazione. Poiché molte malattie possono 
diffondersi attraverso il contatto fisico tra i 
pesci, attraverso le vasche e i sistemi di cir-
colazione dell’acqua, qualsiasi parte delle 
attrezzature a contatto con gli animali de-
ve essere sanitizzata periodicamente. Per ta-
le disinfezione è possibile utilizzare sostan-
ze chimiche ma è necessario risciacquare 
abbondantemente per evitare la contamina-
zione dell’acqua. Più sicuro è l’utilizzo del 
calore e dell’autoclavaggio a 121°C, che per-
mette la sterilizzazione dei materiali. I nidi 
possono essere immersi sia in acqua calda 
per almeno 10 min e poi asciugati, sia im-
mersi in una miscela di disinfettanti commer-
ciali e acqua ottenuta per osmosi inversa per 
1 ora. Le vasche, i coperchi, i sistemi per l’a-
limentazione, i contenitori, ecc. possono es-
sere puliti utilizzando i metodi precedente-
mente illustrati con l’eventuale aggiunta di 
candeggina dal 2 al 5%. La mancanza di li-
nee guida aggiornate porta ad avere sistemi 
di disinfezione diversi nelle diverse strutture 
[Garcia, 2011].

In conclusione, il microbiologo si trova 
davvero davanti a una sfida nel caso del mo-
nitoraggio sanitario per animali acquatici uti-
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lizzati nella ricerca. Infatti, i microrganismi 
in questo ambiente si trovano in un equili-
brio molto fragile e possono comportarsi co-
me commensali o come patogeni a seconda 
delle fluttuazioni anche minime dei diversi 
parametri, che a loro volta possono causare 
stress nei pesci. 

La sfida potrà essere vinta o almeno af-
frontata, però, soltanto collaborando con tut-
to il personale coinvolto nello stabulario e 
puntando sull’educazione al corretto approc-
cio alle patologie infettive negli acquatici.

BIBLIOGRAFIA

Aleström P, D’Angelo L, Midtlyng PJ, 
Schorderet DF, Schulte-Merker S, Sohm 
F, Warner S: Zebrafish: Housing and 
husbandry recommendations. Laboratory 
Animals 0(0) 1–12, 2019

Costerton JW, Geesey GG, Cheng KJ: How 
bacteria stick. Sci. Am., 238: 86–95, 1978

Donlan RM, Costerton JW: Biofilms: 
survival mechanisms of clinically relevant 
microorganisms. Clin Microbiol Rev., 
15(2):167-93, 2002

Fiorito G, Affuso A, Basil J, Cole A, de 
Girolamo Paolo, D’Angelo L, Dickel 
L, Gestal C, Grasso F, Kuba M, Mark 
F, Melillo D, Osorio D, Perkins K, 
Ponte G, Shashar N, Smith D, Smith J, 
Andrews PLR: Guidelines for the Care 
and Welfare of Cephalopods in Research 
–A consensus based on an initiative by 
CephRes, FELASA and the Boyd Group. 
Laboratory Animals, 49(S2), 1–90, 2015

Garcia RL & Sanders GE: Efficacy of 
Cleaning and Disinfection Procedures 
in a Zebrafish (Danio rerio) Facility. 
JAALAS, 50(6), 2011

https://zebrafish.org/wiki/health/disease_
manual/start

Institute for Laboratory Animal Research 
(ILAR): Guide for the care and use of 
laboratory animals. Washington DC, 
National Academic Press, 2011

Kent ML, Feist SW, Harper C, Hoogstraten-
Miller S, Law JM, Sánchez-Morgado JM, 
Tanguay RL, Sanders GE, Spitsbergen 

JM, Whipps CM: Recommendations 
for control of pathogens and infectious 
diseases in fish research facilities. Comp 
Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol, 
149(2): 240-8, 2009

Lawrence C & Mason T: Zebrafish Housing 
Systems: A Review of Basic Operating 
Principles and Considerations for Design 
and Functionality. ILAR Journal, 53(2), 
179-191, 2012

Mansfield KG, Riley LK, Kent ML: 
Workshop summary: detection, impact, 
and control of specific pathogens in 
animal resource facilities. ILAR Journal, 
51(2), 171-179, 2010

Marancik D, Collins J, Afema J, Lawrence C: 
Exploring the advantages and limitations 
of sampling methods commonly used in 
research facilities for zebrafish health 
inspections. Laboratory Animals 0(0) 
1-13, 2019

Mason TJ & Matthews M: Aquatic 
environment, housing and management 
in the Eight Edition of the Guide 
for the Care and Use of Laboratory 
Animals: additional considerations and 
recommendations. JAALAS, 51(3), 329-
332, 2012

Murray KN, Varga ZM, Kent ML: 
Biosecurity and health monitoring at the 
Zebrafish International Resource Center. 
Zebrafish 13(S1), S-30-S-38, 2016

Poli G, Dall’Ara P, Martino PA, Rosati S: 
Microbiologia e immunologia veterinaria. 
EDRA Milano, 2017

Proctor CR, Edwards MA, Pruden A: 
Microbial composition of purified waters 
and implications for regrowth control in 
municipal water system. Environ. Sci.: 
Water Res. Technol, 1, 882-892, 2015

Saxena G, Bharagava RN, Kaithwas G, Raj 
A: Microbial indicators, pathogens and 
methods for their monitoring in water 
environment. J of Water and Health, 
13(2), 319-339, 2015

Whipps CM, Matthews JL, Kent ML: 
Distribution and genetic characterization 
of Mycobacterium chelonae in laboratory 
zebrafish Danio rerio. Dis Aquat Organ, 
82(1): 45-54, 2008



42

World Organisation for Animal Health. 
Aquatic animal health surveillance. In: 
Aquatic animal health code. 13th ed. 
Paris: World Organisation for Animal 
Health, 9-43, 2010

www.eufishbiomed.kit.edu: The European 
Society for Fish Models in Biology and 
Medicine



43

Specie acquatiche
nella ricerca scientifica
Brescia, 19 marzo 2020

ALLEVAMENTO DI XENOPUS LAEVIS: PRINCIPII GENERALI

ELENA MENEGOLA, SILVIA CAMERONI, RENATO BACCHETTA, 
FRANCESCA DI RENZO

Università degli Studi di Milano, Dipartimento di Scienze e Politiche Ambientali
Corresponding Author: Elena Menegola - elena.menegola@unimi.it

INTRODUZIONE

Xenopus laevis, Anfibio Anuro di origine 
africana, è utilizzato come organismo mo-
dello per studi di fisiologia fin dall’inizio del 
‘900. In questo periodo venne anche utilizza-
to per effettuare test di gravidanza, in quanto 
l’iniezione ipodermica nelle femmine di X. 
laevis di urina umana era in grado di stimo-
lare la deposizione delle uova solo se l’urina 
conteneva gonadotropina corionica umana 
(hCG), ormone prodotto solo in gravidan-
za). In seguito, proprio per la possibilità di 
stimolare la deposizione di uova iniettando 
hCG, è stato proposto come modello per stu-
di di biologia dello sviluppo e embriotossici-
tà (tra i test di tossicologia dello sviluppo si 
ricordi il test FETAX- Frog Embryo Terato-
genesis Assay: Xenopus, validato ECVAM). 
Più recentemente, Xenopus è stato identifica-
to come modello per lo studio degli effetti di 
interferenti endocrini, usando la metamorfo-
si come evento sensibile a tali composti (test 
XEMA- XEnopus Matamorphosis Assay). 

Nonostante X. laevis sia un modello utiliz-
zato da parecchi decenni, non ci sono linee 
guida standard univoche per la cura e la ge-
stione degli Anfibi da laboratorio. Di seguito 
descriveremo le caratteristiche della specie e 
le condizioni considerate ideali per l’alleva-
mento al fine di garantire il benessere animale.

CARATTERISTICHE E HABITAT 
NATURALE

X. laevis è un Anfibio Anuro acquatico dal 
corpo piatto e piriforme, in cui è caratteristi-
ca la presenza dell’organo della linea late-
rale anche dopo la metamorfosi. Nell’adulto 
quest’organo è visibile in posizione latero-

dorsale dalla base del cranio fino alla porzio-
ne caudale e consta di circa 180 neuromasti 
specializzati per percepire lo spostamen-
to dell’acqua attorno all’animale e rilevare 
la presenza di predatori o prede (Elepfandt, 
1996; Van Zutphen et al., 2001). La picco-
la testa è caratterizzata da occhi dorsali pri-
vi di palpebre, atti a perlustrare la superficie 
dell’acqua, e assenza di lingua (sono anima-
li definiti per questo aglossi). Le narici so-
no posizionate sulla sommità del muso e la 
presenza di due cavità nasali (la vomero-na-
sale e la rostrale) offre loro la possibilità di 
percepire gli odori sia nell’aria che nell’ac-
qua (Elepfandt, 1996). Pur avendo orecchio 
interno e orecchio medio ben sviluppati, la 
pelle della zona auricolare è indifferenziata 
senza una apertura otica visibile. Tale morfo-
logia permette a X. laevis di percepire molto 
bene i suoni sott’acqua.

La pelle dell’animale selvatico è mime-
tica: di un colore bruno – verde con tona-
lità grigio oliva e grandi macchie scure sul 
dorso, mentre le parti ventrali sono bianco-
giallastre (Deuchar, 1975). Linee albine sono 
state ottenute tra gli animali allevati, benché 
il tipo di albinismo non sia totale e dipen-
da dallo stadio del ciclo vitale (viene detto 
albinismo periodico) (Hoperskaya, 1975). 
L’epidermide è sottile, con funzione respira-
toria soprattutto per dissipare CO2 (Van Zu-
tphen et al., 2001). Nel derma sono alloggia-
te ghiandole alveolari, a secrezione mucosa 
e sierosa. I secreti, riversati sulla superficie 
cutanea, hanno funzioni impermeabilizzan-
ti e antibatteriche, costituendo una barriera 
contro gli agenti patogeni potenzialmente ag-
gressivi (batteri, funghi, protozoi) (Schultz & 
Dawson, 2003). Tra i secreti cutanei protet-
tivi, è stata descritta una nuova classe di so-
stanze antibiotiche di particolare interesse, le 
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magainine (peptidi con attività antiparassita-
ria, antivirale e, sembra, anche antitumora-
le, motivo questo che rende X. laevis inte-
ressante agli occhi delle case farmaceutiche).

Gli arti anteriori hanno quattro dita fili-
formi libere, atte a portare il cibo alla boc-
ca e a sminuzzarlo, mentre quelli posterio-
ri hanno cinque dita palmate, atte al nuoto. 
La possente muscolatura degli arti posteriori 
rende X. laevis abile anche nel salto. La pre-
senza di artigli è caratteristica ed ha porta-
to al nome comune anglosassone di African 
clawed frog.

Gli esemplari femmine differiscono dai 
maschi per la presenza di alette cloacali, per i 
fianchi allargati e per le dimensioni maggio-
ri (oltre i 15 cm dal muso alla cloaca, mentre 
i maschi raggiungono al massimo i 10 cm) 
(University of Ariziona, 2001).

Dal punto di vista cromosomico X. laevis 
ha un cariotipo allotetraploide, con n=18 cro-
mosomi. Funzionalmente, tuttavia, si com-
porta da diploide.

Classificazione di Xenopus laevis:
Classe Amphibia
Subclasse Lissamphibia
Superordine Salientia
Ordine Anura
Famiglia Pipidae
Sottofamiglia Dactylethrinae
Genere Xenopus 
Specie X. laevis 

X. laevis ha origini africane, ma attual-
mente si trova anche in America settentriona-
le e in Gran Bretagna, dove è stato introdotto 
artificialmente e dove è entrato in competi-
zione con le specie endemiche.

X. laevis annovera diverse sottospecie che 
si possono trovare nella Penisola del Capo in 
Sud Africa, in Sudan a nord-est e Nigeria a 
nord-ovest. Nonostante queste sottospecie si 
trovino in tutto il Sud Africa, nello Zimbab-
we e anche in altri continenti, si ritiene che 
in realtà siano discendenti della popolazio-
ne nativa residente nella Penisola del Capo 
in Sud Africa (Carr et al., 1987; Tinsley and 

McCoid, 1996). La sottospecie maggiormen-
te utilizzata nei laboratori è X. laevis laevis.

L’habitat naturale di X. laevis non è uni-
voco: fiumi, laghi, acquitrini, stagni o fossati 
con un fondo fangoso, di solito poco profon-
di, sono alcuni degli ambienti colonizzati in 
natura. Pur essendo, in condizioni normali, 
totalmente acquatici (Mattison, 1998; Tyler 
1999) nei periodi di accoppiamento o quan-
do si verifica un periodo di siccità, gli adul-
ti possono ricorrere a due possibili strategie: 
possono migrare alla ricerca di nuove pozze 
stagionali, muovendosi abbastanza veloce-
mente attraverso una serie di salti “lolloping 
leaps”, oppure possono scavare una nicchia 
nel fango con un’apertura per l’aria (Deu-
char, 1975; Wilson et al. 2002) dove possono 
rimanere, in uno stato di dormienza o torpo-
re, anche per otto mesi senza cibarsi (estiva-
zione) (Hewitt and Power, 1913).

La migrazione è limitata dalla distanza 
(gli esemplari selvatici possono spostarsi di 
0,2 Km durante la tarda primavera in cerca di 
un luogo adatto per la deposizione delle uova 
(Tinsley and McCoid, 1996)) e dal periodo 
dell’anno. Gli animali preferiscono le sera-
te piovose, così da limitare il pericolo di una 
disidratazione eccessiva che, in un paio d’ore 
potrebbe portare alla morte (Van Zutphen et 
al. 2001). Nel periodo in cui estivano, sono 
in grado di alterare la concentrazione osmo-
tica dei fluidi corporei trattenendo l’urea, 
aumentandone i livelli e generando uno sta-
to ipertonico: strategia che consente loro di 
minimizzare la perdita d’acqua (Balinsky et 
al., 1967; Stebbins and Cohen, 1995; Wray 
& Wilkie, 1995). L’abilità di sopportare stati 
ipertonici rende Xenopus in grado di invade-
re anche ambienti salmastri (Munsey, 1972; 
Romspert, 1976).

L’habitat ideale può essere in ambien-
ti molto diversi tra loro ma in genere X. la-
evis predilige acque piuttosto ferme, eutro-
fiche (laghi poco profondi con larghe rive, 
paludose o no, con acque chiare, verdi o gial-
le, ricche di sali umici e di fitoplancton), pri-
ve di pesci predatori, con fondi soffici e non 
ghiaiosi, con vegetazione emergente, con 
una temperatura intorno ai 20°C quasi tutto 
l’anno. Queste condizioni sono state correla-
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te a benessere, alto tasso riproduttivo con an-
che un ampliamento del periodo riproduttivo 
oltre ad un acceleramento dello sviluppo lar-
vale (McCoid and Fritts, 1993, 1995).

CARATTERISTICHE 
COMPORTAMENTALI

X. laevis è una specie territoriale, notturna 
che vive in colonie, nelle quali si stabilisce 
una gerarchia. Pur non avendo corde voca-
li o sacchi vocali, sono in grado di emettere 
suoni caratteristici (clicks e buzzes) tramite i 
quali gli individui comunicano tra loro (Tin-
sley & Kobel, 1996).

Il normale comportamento consiste nel tra-
scorrere la maggior parte del tempo giacen-
do immobili sulla superficie dell’acqua (Uni-
versity of Arizona, 2001) con gli arti anteriori 
estesi, aspettando il cibo (Mattison, 1998). La 
dieta nell’adulto è pressoché onnivora, si basa 
quasi completamente sulla predazione di or-
ganismi acquatici, in prevalenza crostacei, in-
setti nectonici e bentonici; una quota inferio-
re della dieta deriva da animali terrestri caduti 
accidentalmente in acqua e da predazione nei 
confronti di uova e larve di altre specie di an-
fibi e di pesci. Gli artigli delle zampe posterio-
ri facilitano la presa di insetti e altri alimenti 
dal fango e, se la preda è grande, la frammen-
tazione in porzioni facilmente ingeribili.

Il periodo riproduttivo in natura nel luo-
go di origine di X. laevis è la tarda primave-
ra, quindi da settembre (Primavera) a Mar-
zo (fine Estate); talvolta questo intervallo 
di tempo si allunga decisamente tra marzo 
e giugno se le condizioni sono favorevoli 
(Measey, 2004). Il picco di massima inten-
sità dei richiami sonori maschili si riscontra 
in aprile - maggio. In natura ci sono condi-
zioni di concorrenza tra i maschi per l’acces-
so alle poche femmine recettive, viene quin-
di stabilita una gerarchia in cui i subordinati 
raramente possono vocalizzare (Tobias et 
al. 2004). Nel periodo recettivo le femmine 
mostrano le alette cloacali arrossate mentre i 
maschi sviluppano guanti nuziali di un colo-
re marrone scuro sugli avambracci interni e 
le dita, con i quali trattengono più facilmen-

te le femmine durante l’accoppiamento (Sive 
et al, 2000). Il maschio sale sul dorso della 
femmina stringendola alla vita e così facen-
do esplica un’azione di “spremitura” mecca-
nica sull’addome della femmina a cui è ab-
bracciato. Questa posizione può durare più 
di 12 ore (Sive et al. 2000); durante questo 
periodo la femmina depone in tempi diversi 
e il maschio contemporaneamente al rilascio 
delle uova rilascia lo sperma, assicurando la 
fecondazione. La fecondazione è esterna e le 
uova vengono deposte, coperte da una massa 
gelatinosa prodotta dagli ovidutti, su piante 
acquatiche, rocce o strutture bentoniche. Gli 
adulti effettuano durante l’accoppiamento 
una serie di capriole in acqua e centinaia di 
uova vengono rilasciate e fertilizzate (Deu-
char, 1975; Dawson et al, 1992).

La divisione cellulare procede subito do-
po la fecondazione e in poche ore la fase di 
blastula è raggiunta. La schiusa dalla mem-
brana vitellina avviene dopo due o tre giorni; 
dall’uovo fuoriescono larve che inizialmen-
te si attaccano al substrato circostante tramite 
l’organo adesivo che secerne una secrezione 
collosa. Successivamente le larve si stacca-
no e iniziano a nutrirsi in forma libera (stadio 
47 secondo Nieuwkoop e Faber, 1956) (Mc-
Coid and Fritts, 1980). Essendo erbivori fil-
tratori, i girini di X. laevis si cibano filtran-
do il fitoplancton, in particolare le diatomee 
e altre alghe unicellulari, i protozoi e i batte-
ri (Deuchar, 1975; Schoonbee et al., 1992) in 
sospensione nell’acqua. 

La dieta carnivora subentra dopo la meta-
morfosi (completata in due o tre mesi dalla 
fecondazione) (University of Arizona, 2001). 

I giovani sono voraci e aggressivi, nutren-
dosi pressoché di tutto quello che trovano, 
manifestando anche episodi di cannibalismo 
verso i giovani conspecifici.

ALLEVAMENTO

Affinché l’allevamento porti al maggior 
benessere animale, è indispensabile ripro-
durre al meglio le condizioni dell’ambiente 
colonizzato, considerando che X. laevis al-
levato in laboratorio si adatta perfettamente 
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alla presenza discreta dell’uomo (può rima-
nere completamente ‘indifferente’ al rumore 
improvviso e può abituarsi allo spostamento 
frequente di persone nella stanza) (Consiglio 
d’Europa, 2004). 

Vanno evitati inutili movimenti delle mani 
sopra la vasca che spaventano gli esemplari 
sospesi sulla superficie dell’acqua inducen-
dole a rispondere con la fuga per nasconder-
si. Questa risposta non è solitamente stimo-
lata da oggetti che passano a lato della vasca 
(Elepfandt, 1996), ma solo da oggetti in rapi-
do movimento sopra la vasca (in natura, uc-
celli predatori). 

Visto che X. laevis in natura vive in grup-
pi gerarchici, il raggruppamento è consiglia-
bile. I principali vantaggi sono dati dall’abi-
tudine all’alimentazione collettiva (in questa 
specie frenesie per l’alimento non sono così 
diffuse quando gli animali vivono isolati o 
in numero molto ridotto [Consiglio d’Euro-
pa, 2004]) e da una riduzione marcata delle 
risposte alla paura. 

Mantenere la stabilità dei gruppi è consi-
gliabile per agevolare le relazioni co-specifi-
che riducendo situazioni di stress che spesso 
sfociano in lotte tra individui provocando lo-
ro lesioni e ferite.

Nel D.lgs 26/2014 non ci sono indicazioni 
precise per l’allevamento di X. laevis. La di-
mensione del gruppo deve essere calibrata al-
le dimensioni della vasca di allevamento (gli 
individui non devono trovarsi in condizioni 
di sovraffollamento in quanto le risposte fre-
netiche per l’alimentazione possono porta-
re i compagni di vasca a infliggersi lesioni 
traumatiche) (De Nardo, 1995). Stabilito il 
numero di animali favorevole a incoraggia-
re questi comportamenti, il concetto di “area 
per esemplare” diventa più importante del 
numero effettivo di esemplari presenti nella 
vasca. La densità di popolazione all’interno 
della vasca è un fattore critico per gli anima-
li in crescita, maggiore è la densità minore 
è la crescita e, per gli adulti, la produttività 
(Hilken et al. 1995). Inoltre, ricordiamo che 
una densità troppo elevata e livelli d’acqua 
insufficienti influiscono negativamente sulla 
qualità degli ovociti nelle femmine, provo-

cando in alcuni casi la regressione dell’ova-
io (Alexander & Bellerby, 1938).

Il gruppo che viene composto dovrebbe 
essere abbastanza piccolo da consentire la 
formazione di una gerarchia stabile, ma an-
che abbastanza grande da promuovere deliri 
per l’alimentazione. In assenza di dati com-
pleti che ci permettano di stabilire l’ottimale 
dimensione di un gruppo di X. laevis, si è vi-
sto che gruppi composti minimo da 5 o 6 ani-
mali risultano funzionali. È importante, infi-
ne, che gli animali tenuti insieme nella stessa 
vasca siano di dimensioni simili (animali più 
grossi possono cannibalizzare i più piccoli). 
Per alloggiare 4-5 esemplari di medie dimen-
sioni, LASA (2001) raccomanda una dimen-
sione della vasca di 65 x 45 x 45 cm e l’uso 
di 5-10 litri d’acqua.

Vasche

Le vasche di allevamento devono essere 
costruite con materiale atossico, liscio, an-
tiurto, impermeabile, possibilmente a ridotta 
crescita di alghe, facile da pulire e senza spi-
goli vivi. I materiali maggiormente utilizzati 
sono le plastiche PVC autoclavabili (Schultz 
& Dawson, 2003).

Le vasche devono essere di colore opaco 
o scuro perché meglio approssima la condi-
zione di stagno (Sive et al. 2000). Un fon-
do scuro o nero migliora il senso di sicurez-
za degli animali (Consiglio d’Europa, 2004; 
Goldin, 1992; Hilken et al. 1995). Le vasche 
dotate di un pavimento trasparente, permet-
tono infatti il passaggio della luce da sotto, 
che è l’esatto opposto di ciò che si verifica in 
uno stagno naturale.

Il coperchio, indispensabile per evitare le 
fughe, deve consentire all’aria di circolare li-
beramente.

La forma della vasca è altrettanto impor-
tante, non deve limitare l’attività locomoto-
ria e il comportamento sociale, come le rea-
zioni euforiche (Consiglio d’Europa, 2004), 
devono avere spazio sufficiente per poter ag-
giungere oggetti che costituiscono un arric-
chimento ambientale, come ad esempio rifu-
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gi e ninfee artificiali (Brown & Nixon, 2004; 
Kreger, 2002; Schaeffer 1999). 

A questo riguardo il D.lgs 26/2014 dà in-
dicazioni molto generali e adatte a qualsiasi 
specie, espresse nell’allegato III Sezione A, 
Paragrafo 3.3, comma a) - b) – c):
a) Alloggiamento 
Gli animali, ad eccezione di quelli per na-
tura solitari, sono alloggiati in gruppi sta-
bili di individui compatibili. Nei casi in cui 
sono consentiti alloggiamenti singoli ai sen-
si dell’articolo 33, paragrafo 3, la durata 
è limitata allo stretto necessario ed è man-
tenuto il contatto visivo, uditivo, olfattivo e 
tattile. Si deve sorvegliare attentamente l’in-
serimento o il reinserimento degli animali in 
gruppi stabili per evitare problemi di incom-
patibilità e perturbazioni delle relazioni so-
ciali.
b) Arricchimento 
Tutti gli animali dispongono di spazio suffi-
cientemente complesso che consenta loro di 
esprimere un ampio repertorio di comporta-
menti normali. Essi dispongono di un cer-
to grado di controllo e di scelta rispetto al 
proprio ambiente per ridurre comportamen-
ti indotti da stress. Gli stabilimenti mettono 
in atto tecniche adeguate di arricchimento 
per ampliare la gamma di attività a disposi-
zione degli animali e aumentare la loro ca-
pacità di risposta tra cui l’esercizio fisico, il 
foraggiamento e le attività di manipolazione 
e cognitive adeguate alle specie interessate. 
L’arricchimento ambientale offerto negli al-
loggiamenti è adattato alle specie e alle esi-
genze individuali degli animali. Le strategie 
di arricchimento negli stabilimenti sono ri-
viste e aggiornate periodicamente.
c) Alloggiamenti 
Gli alloggiamenti non sono costruiti con ma-
teriali dannosi per la salute degli animali. 
Essi sono progettati e costruiti in modo da 
non danneggiare gli animali. Se non si trat-
ta di strutture usa e getta, sono costruiti con 
materiali resistenti alle tecniche di pulizia e 
decontaminazione applicate. La progettazio-
ne delle pavimentazioni degli alloggiamenti 
è adattata alle specie e all’età degli animali 
ed è progettata in modo da facilitare l’aspor-
tazione degli escrementi.

Parametri di allevamento

I parametri consigliati sono parzialmente 
diversi a seconda delle fonti, di seguito i pa-
rametri che riteniamo più idonei:

• Temperatura della stanza: 18°C. De-
ve essere circa 3°C in meno rispetto a 
quella dell’acqua ma idonea anche per 
il personale che vi lavora.

• Ricambi d’aria all’ora: 10-12

• Fotoperiodo: 12 ore di luce e 12 ore di 
buio. È consigliabile la simulazione di 
alba e tramonto. 

• Illuminazione: Non deve esserci illumi-
nazione diretta delle vasche. Lux delle 
lampade: 54-354 a livello della superfi-
cie dell’acqua. 

• Parametri dell’acqua: sono in com-
mercio sistemi rack che permettono il 
controllo automatizzato dei parametri 
dell’acqua di allevamento (pH 6,5 - 8,5; 
conducibilità: 900-1.100 µS; tempera-
tura di allevamento adulti: 18°C-20°C; 
temperatura di allevamento per larve-
girini fino a un anno: 22-23°C; con-
centrazione di Ammoniaca: 0 mg/L; 
concentrazione di Nitriti: < 0.3 mg/L; 
concentrazione di Nitrati: < 25 mg/L). 
In generale il ricambio dell’acqua non 
deve causare flussi troppo alti (solita-
mente è sufficiente il ricambio del 10% 
nelle 24 ore, anche se questo parametro 
può essere anche raddoppiato a seconda 
delle concentrazioni di nitriti e nitrati).

• Alimentazione: X. laevis adulto è car-
nivoro (Phillips, 1979), in natura si ci-
ba anche di carcasse di animali morti 
anche se preferisce cibo vivo (Green, 
2002), è vorace e si serve dell’olfatto 
per portare alla bocca qualsiasi poten-
ziale alimento. Pur essendo insetti la 
preda più comune negli animali adul-
ti (Tinsley & Kobel, 1996), dall’esame 
del contenuto dello stomaco sono sta-
ti trovati anche i resti di pesci, uccelli 
e altri anfibi, lumache, vermi e altri in-
vertebrati acquatici (Green, 2002). Non 
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essendo indispensabile per la cattura il 
movimento della preda, gli esemplari 
allevati accettano facilmente prodotti 
alimentari preparati ad hoc.

 Si consiglia di somministrare il cibo alla 
fine della giornata in modo che consu-
mino e digeriscano il loro cibo indistur-
bate durante la sera/notte, questo riflette 
più da vicino il comportamento in natu-
ra ed evita il problema di rigurgito da 
stress e paura (la letteratura scientifica 
dimostra che esiste il rigurgito del cibo 
correlato allo stress, University of Ari-
zona 2001). È importante non disturba-
re e non manipolare i soggetti per alme-
no 3-5 ore per evitare che rigurgitino il 
cibo con rischio di soffocamento.

 La quantità di cibo somministrata per 
unità varia a seconda dell’età, della sta-
gione, del genere e della temperatura 
dell’acqua. Si raccomanda in condizioni 
standard circa 1 g/animale. La frequen-
za consigliata di somministrazione del 
cibo agli adulti varia fra i vari autori: 
giornaliera, una volta a settimana o 2-3 
volte a settimana. Il cibo non consuma-
to entro la mattina successiva la sommi-
nistrazione deve essere rimosso per pre-
venire la contaminazione dell’acqua. 

Il monitoraggio sanitario deve essere ef-
fettuato da veterinari qualificati, che dia-
no anche indicazioni sulla necessità di una 
eventuale quarantena.
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Lo Xenopus Laevis, anfibio anuro, è una 
specie acquatica utilizzata da ormai quasi un 
secolo nei laboratori di tutto il mondo. Già 
a partire dalla fine del XIX secolo gli anfibi 
venivano utilizzati per studi di embriologia, 
e dagli anni ‘20 del secolo scorso l’utilizzo 
dello xenopus compare nelle pubblicazio-
ni scientifiche. Nel corso degli ultimi 30 an-
ni, questa specie è stata adottata come (ani-
male) modello principalmente nella biologia 
dello sviluppo e i suoi oociti nell’espressio-
ne eterologa finalizzata allo studio funziona-
le delle proteine di membrana. Lo xenopus, 
inoltre, è stato utilizzato da Thomas Mor-
gan, premio Nobel nel 1933 per i suoi stu-
di sul ruolo dei cromosomi nella , trasmis-
sione ereditaria, condotti e finalizzati però in 
un altrettanto famoso organismo modello: la 
Drosophila (Drosphila Melanogaster). L’en-
docrinologo Lancelot Hogben avvia la pro-
pria carriera accademica in Sudafrica negli 
anni ‘30, svolgendo ricerche sui cromatofo-
ri, ed utilizza per i suoi studi una specie loca-
le, lo Xenopus laevis appunto, durante la sua 
ricerca osserva come l’iniezione di estratto 
di ghiandola pituitaria in una femmina di xe-
nopus induca l’ovulazione dopo poche ore. 
Da tempo i ricercatori tentavano di indivi-
duare una specie ad ovulazione continua per 
sviluppare un test di gravidanza, gli studi 
di Hogben, perciò, permisero di identifica-
re questo anfibio come possibile animale per 
testare la presenza di gondatropine in fluidi 
iniettati nell’animale. In precedenza, i tenta-
tivi di sviluppare un test di gravidanza richie-
devano il sacrificio dell’animale (topi, ratti o 
conigli), tempi molto lunghi e scarsi risulta-
ti. Hogben, con i suoi esperimenti verificò 
che la femmina X. laevis ovula se iniettata 

con l’urina da una donna gravida, la presenza 
dell’ormone gonadotropina corionica stimo-
la, infatti, l’ovideposizione degli oociti entro 
18 ore. Questo effetto è dovuto alla presen-
za, nell’ovaio di xenopus, di oociti a tutti e 
sei possibili stadi di maturazione e all’assen-
za di stagionalità dei cicli riproduttivi. Per 
diverso tempo, fino alla fine degli anni ‘50, 
l’Hogben Test è stato l’unico test di gravi-
danza disponibile tanto che molti ospedali 
e diversi laboratori allevavano X. laevis per 
questo scopo. La paternità dell’utilizzo del-
lo xenopus come test di gravidanza è tuttavia 
controversa dal momento che il primo a pub-
blicare questo studio è stato Hillel Shapiro, 
allievo di Hogben durante la sua permanen-
za in Sudafrica, con Harry Zwarenstein (Sha-

Fig. 1 – Xenopus Laevis
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piro and Zwarenstein, 1934). La controversia 
sulla scoperta è stata discussa in un articolo 
dei primi anni 2000 dal premio Nobel Gur-
don (Gurdon and Hopwood, 2000) , il quale 
chiarisce come Hogben abbia dimostrato in 
linea di principio che lo xenopus potesse es-
sere usato per testare la presenza di gonado-
tropine nelle urine di una donna gravida, ma 
la sua segnalazione non menziona affatto il 
test di gravidanza nella pubblicazione, poten-
zialità che compare invece nel lavoro di Sha-
piro. In ogni caso è Hogben che, con il suo 
lavoro, rende definitivamente lo xenopus l’a-
nimale modello alla base delle ricerche suc-
cessive che porteranno a svariati premi No-
bel. (https://www.yourgenome.org/stories/
the-african-clawed-frog-).

Proprio Gurdon nel 1958 inizia i suoi stu-
di relativi al trapianto di nucleo e pubblica 
nel 1962 il lavoro, premiato 50 anni dopo 
con il Nobel, in cui dimostra che la specializ-
zazione delle cellule è reversibile. Egli dimo-
strò, con un esperimento in cui utilizza uova 
di Xenopus laevis, che la sostituzione del nu-
cleo cellulare immaturo in una cellula uovo 
con il nucleo di una cellula intestinale matu-
ra permette all’uovo di svilupparsi in un nor-
male girino; e dà prova del fatto che il DNA 
della cellula matura possiede ancora intera-
mente le informazioni necessarie per forma-
re tutte le cellule della rana (Gurdon, 2013; 
Gurdon, 2015; Halley-Stott et al., 2010).

Con questi esperimenti sviluppò la tecni-
ca del trasferimento nucleare che è ancora 
ad oggi utilizzata e rese possibile per la pri-
ma volta l’applicazione del termine clone ad 
un animale. 

Gurdon ebbe anche un ruolo fondamen-
tale nello sviluppo delle tecniche di espres-
sione eterologa in quanto autore del primo 
lavoro che dimostra come, a seguito dell’i-
niezione di RNA codificante per una proteina 
(in questo primo approccio l’emoglobina e b 
mioglobina di xenopus), la suddetta protei-
na possa essere correttamente tradotta e resa 
funzionale dall’apparato traduzionale dell’o-
vocita (Gurdon, 1973; Gurdon et al., 1971; 
Smith et al., 1973).

Per un decennio la tecnica di Gurdon non 
ebbe particolari applicazioni, tuttavia a parti-

re dai primi anni ‘80 del secolo scorso tecni-
che sempre più efficienti di identificazione di 
nuove sequenze di DNA permisero il clonag-
gio di geni codificanti per numerose proteine 
e aumentarono di conseguenza la disponibi-
lità dei rispettivi cRNA.

In molti casi si mostrava necessario con-
fermare la funzionalità della proteina ottenu-
ta, conoscerne la farmacologia e identificare 
l’attività delle cosiddette proteine “orfane”. 
Così, l’esigenza di un sistema in grado di 
caratterizzare con dettaglio la funzione e le 
proprietà di proteine, anche multimeriche, 
fece sì che la tecnica ideata da Gurdon ve-
nisse applicata ottenendo l’espressione fun-
zionale di proteine di membrana. Il premio 
Nobel nel 2003 Peter Agre utilizza proprio 
questo sistema per lo studio delle acquapo-
rine (Agre, 2004; Agre and Kozono, 2003)

Dal 1981 la tecnica di espressione etero-
loga in oociti di Xenopus laevis di proteine 
elettrogeniche, come ad esempio canali ioni-
ci, trasportatori e recettori, divenne la tecni-
ca di elezione per gli studi funzionali e far-
macologici (Kusano et al., 1982; Sumikawa 
et al., 1981).

A partire da questo anno, il numero di 
pubblicazioni riguardo studi che si servono 
degli oociti di Xenopus laevis come sistema 
di espressione eterologa è cresciuto copiosa-
mente, raggiungendo i 1000 lavori/ anno nel 
decennio 1996/2006 e stabilizzandosi oltre i 
500 negli ultimi anni.

Nella presente relazione l’attenzione sarà 
focalizzata sull’utilizzo dello xenopus come 
fonte di cellule uovo, cellule che possono es-
sere considerate delle minuscole fabbriche di 
proteine. L’utilizzo di queste peculiari cellule 
è legato ad alcune caratteristiche che le ren-
dono altamente adatte alla caratterizzazione 
funzionale e farmacologica di proteine elet-
trogeniche di membrana. Innanzitutto i mec-
canismi di traduzione sono noti e l’efficienza 
di traduzione può essere agevolmente incre-
mentata tramite l’utilizzo di strategie speci-
fiche studiate in modo accurato da Worming-
ton e riprese in Bossi et al (Bossi et al., 2007; 
Wormington, 1991). Le cellule uovo di X. le-
avis hanno dimensioni di circa 1 mm e sono 
perciò facilmente manipolabili, in particolare 
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Fig. 2 – Xenopus laevis (MeSH terms), numero di pubblicazioni anno

Fig. 3 – Schematizzazione della preparazione del cRNA, della microiniezione ed espressio-
ne in oociti di Xenopus laevis (Peres A., D’Angelo E., Fisiologia, Molecole cellule e siste-
mi, © 2006 dei.ermes Milano).
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nella fase di microiniezione e di analisi elet-
trofisiologica. Inoltre, possono essere man-
tenute per una decina di giorni in semplice 
soluzione salina, addizionata al bisogno con 
antibiotici e piruvato. Dal momento che tut-
te le cellule, se correttamente iniettate, espri-
mono le proteine, è possibile ottenere pre-
parazioni biochimiche omogenee. L’elevata 
capacità di traduzione e di inserimento di 
modifiche post-traduzionali fa sì che queste 
cellule, quando iniettate con cDNA o cRNA 
codificanti per diverse subunità di proteine 
multimeriche, siano in grado di assemblare 
correttamente la proteina stessa, glicosilan-
dola, trasferendola opportunamente in mem-
brana e mantenendo la funzionalità che la 
proteina stessa aveva nel tessuto originale. 
Queste caratteristiche permettono lo studio 
dei ruoli delle singole subunità, e consento-
no la costruzione proteine chimera e proteine 
codificanti per mutanti puntiformi o proteine 
con domini aminoacidici modificati.

Dal momento che, iniettato il cRNA, il 
90/95% delle proteine espresse è di tipo eso-
geno, un grosso vantaggio è rappresentato 
dalla possibilità di comprendere la funzio-
nalità di una proteina in un ambiente “iso-
lato” (Broer, 2010; Dascal, 1987; Wagner et 
al., 2000), e in soluzioni saline controllate. 
Sono noti, infatti, la maggior parte di cana-
li, trasportatori e recettori endogeni espres-
si rendendo facilmente identificabili le ca-
ratteristiche delle proteine esogene (Krause 
et al., 1996; Sobczak et al., 2010; Terhag et 
al., 2010; Tosco et al., 2008; Tzounopoulos 
et al., 1995; Van Winkle, 1993). Inoltre, sono 
conosciute le principali caratteristiche chimi-
co fisiche, pubblicate in Broer 2010 e ripor-
tate nella seguente tabella:

Tab. 1 – Da Broer (Broer, 2010)
Proprietà Valore 
Volume accessibile 368±21
Permeabilità all’acqua 1-4x10-4 cm/s
Superfice 18-30mm2

Potenziale di membrana Da -30 a -60 mV
Capacità tampone 20mM/unità di pH 

a pH 7.0

pH intracellulare 7.4±0.1
Concentrazione di Na+ 4-10mM
Concentrazione di K+ 76-120 mM
Concentrazione di Ca2+ <0.3 mM
Concentrazione di ATP 3-5mM

Gli oociti di Xenopus leavis sono utilizza-
ti per l’espressione eterologa tramite micro-
iniezione di RNA (mRNA, cRNA PolyA-
RNA) (Sigel, 1990; Soreq and Seidman, 
1992), cDNA oppure tramite microiniezio-
ne di membrane provenienti da altre cellule 
isolate per centrifugazione (microtrapianti di 
membrana) (Marsal et al., 1995; Palma et al., 
2012). Eventualmente possono anche essere 
silenziate proteine endogene tramite i siRNA 
(Prives and Foukal, 1991). 

Il protocollo per la preparazione degli 
oociti è riportato in numerose pubblicazio-
ni (Bossi et al., 2007; Broer, 2010; Nargeot 
et al., 1992; Wagner et al., 2000) e qui rias-
sunto. Gli oociti vengono prelevati tramite 
laparatomia da uno Xenopus laevis femmi-
na adulta: anestetizzato l’animale secondo 
quanto riportato in (Cakir and Strauch, 2005; 
Smith et al., 2018), l’ovario viene parzial-
mente estratto tramite una piccola incisio-
ne di qualche mm sulla cute e nel musco-
lo sottostante, a questo punto gli oociti sono 
prelevati nel numero necessario per l’esperi-
mento. Dopo essere stati asportati, gli ooci-
ti vengono separati manualmente in piccoli 
gruppi e trattati con collagenasi in agitazio-
ne a 18°C per la completa separazione e per 
la rimozione delle cellule follicolari. Suc-
cessivamente, dopo aver rimosso i residui 
del trattamento enzimatico, sono seleziona-
ti gli oociti che si trovano al V o VI stadio 
di maturazione in buono stato, con netta se-
parazione tra polo animale e vegetativo, con 
corretta e omogenea pigmentazione e turgi-
dità. Il giorno successivo al prelievo si pro-
cede alla microiniezione di 50nL di mRNA 
alla concentrazione desiderata. L’iniezione 
è eseguita con micro-iniettore movimentato 
da un micromanipolatore allo stereomicro-
scopio penetrando la cellula, possibilmente 
nel polo vegetativo, per l’iniezione di mRNA 
e membrane, raggiungendo poi la vescico-
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la germinativa per l’iniezione di cDNA, che 
sarà trascritto dalla cellula stessa. A questo 
punto, gli oociti si lasciano in incubazione in 
soluzione di mantenimento per 48-72h pri-
ma di effettuare i test funzionali, in partico-
lare per le proteine di membrana è necessario 
attendere almeno 60 ore affinché sia lasciato 
il tempo all’oocita di sintetizzare la proteina 
di studio e ottenere una buona espressione. 

Per concludere, è altresì importante espor-
re le possibili problematiche che limitano 
l’utilizzo di questo modello. Innanzitutto, 
l’espressione è transiente, quindi la protei-
na espressa a seconda della complessità e 
dell’emivita permane in membrana per un 
tempo variabile dalle 48 alle 120 ore, fatto-
re che rende limitato il tempo di utilizzo per 
ciascun batch. È necessario tener presente 
anche che queste cellule sono normalmente 
studiate a circa 18° C e che la composizione 
della membrana è adattata a queste tempera-
ture, per questo motivo è opportuno analiz-
zare la funzionalità delle proteine che la co-
stituiscono solo tra i 17°C e 27° C, per non 
incorrere in una eccessiva rigidità o eccessi-
va fluidità della membrana, che altererebbero 

il comportamento della proteina considerata 
(Bossi et al., 2012). Ciononostante, protei-
ne di mammifero mantengono perfettamente 
caratteristiche come affinità, velocità ed effi-
cienza di trasporto alle temperature di 18/21 
°C, perché spesso legate alle caratteristiche 
di fluidità della membrana stessa. Infine, è 
importante ricordare che non sempre batch 
diversi esprimono la stessa quantità di pro-
teina, e in alcuni casi la presenza di cana-
li endogeni può influenzare lo studio delle 
proteine in esame, richiedendo particolari ac-
corgimenti per identificare la funzione della 
proteina studiata. In altri casi la funzionalità 
nota di proteine endogene può essere utiliz-
zata per verificare l’attività di diverse protei-
ne o recettori (Bertram et al., 2011). 

Sono ora illustrate brevemente alcune ap-
plicazioni degli oociti di Xenopus laevis nel-
lo studio di proteine di trasporto, si è scelto 
in modo particolare un lavoro significativo 
per i molteplici approcci utilizzati. Uno delle 
tecniche maggiormente utilizzate per lo stu-
dio della funzionalità di proteine di traspor-
to elettrogeniche è la misura tramite Voltage 
clamp a due elettrodi delle correnti genera-
te dall’oocita in risposta alla traslocazione di 

Fig. 4 – A estrazione degli oociti tramite laparotomia; B oociti prima del trattamento in collagenasi; C 
oociti dopo il trattamento, sono riconoscibili diversi stadi riassunti in D; E set da microiniezione; F mi-
croiniezione
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un substrato. In particolare, nello studio del-
le proteine SLC (SoLuteCarrier), trasporta-
tori di membrana secondariamente attivi o 
cotrasportatori, il trasferimento di una mole-
cola organica o di uno ione contro il proprio 
gradiente di concentrazione è sostenuto dal-
la contemporanea traslocazione secondo gra-
diente di ioni sodio o protoni. In alternativa 
è possibile misurare la quantità di substrati 
traslocati utilizzando gli stessi radiomarca-
ti oppure tramite l’utilizzo di probe fluore-
scenti. In molti casi l’approccio tramite di-
versi metodi di indagine permette di chiarire 
al meglio gli attori coinvolti in una risposta 
funzionale.

Nello studio qui riassunto due trasporta-
tori di metalli dell’ameba Dictyostelium di-
scoideum (Buracco et al., 2015) sono stati 
caratterizzati utilizzando un approccio mul-
tiplo. Queste proteine sono coinvolte nell’o-
meostasi del ferro e come nei macrofagi 
conferiscono la resistenza ai batteri patoge-
ni, nel Nramp1 Dictyostelyum è espresso nel 
fagosoma, nel ratto e nell’uomo a seconda 
dell’isoforma la proteina è localizzata sul-
la membrana plasmatica o a livello subcel-
lulare (Mackenzie et al., 2007). Nramp2 si 
trova localizzata nel vacuolo contrattile di 
dictyostelium e non ha un equivalente tra 
le proteine di vertebrato. In questo studio, il 

cDNA codificante per le proteine di interes-
se è stato modificato per permetterne la cor-
retta espressione sulla membrana plasmatica 
dell’oocita, costruendo una proteina chimera 
dove le regioni transmembrana, codificanti 
per le regioni funzionali del trasportatore, so-
no quelle del trasportatore clonato in dictyo-
stelium (Fig. 5), le regioni C ed N terminale 
sono invece quelle codificanti per il traspor-
tatore ortologo di ratto rDMT1, contenenti 
le sequenze per il suo indirizzamento nel-
la membrana plasmatica. Queste modifiche 
hanno permesso di studiare la funzionalità 
della proteina c-Nramp1 e c-Nramp2 trami-
te un approccio elettrofisiologico, fluorime-
trico e di uptake classico. Gli esperimenti so-
no stati condotti misurando tramite Voltage 
clamp a due elettrodi le correnti generate in 
presenza di diversi metalli divalenti (Fig. 6); 
al tempo stesso tramite microscopia confo-
cale (Fig. 7) l’effettivo ingresso di metallo in 
cellula è stato monitorato attraverso l’utiliz-
zo di un marcatore fluorescente, la cui fluore-
scenza veniva ridotta dalla presenza dei sub-
strati nell’ambiente citoplasmatico, e tramite 
la quantificazione del ferro radioattivo ritro-
vato all’interno della cellula dopo l’esposi-
zione dell’oocita esprimente la proteina ad 
una soluzione contenente il substrato radio-
marcato. 

N-term rDMT1-

From ATG- M1 to-A57- S58-N59 (linker)

CN
Nramp 1 or 2

c-Nramp1 from E60 to M539 (from 33 to 512 in Dyctiostelium Nramp1)

c-Nramp2 from P60 to W545 (from 98 to 583 in Dyctiostelium Nramp2)

C-Term rDMT1 (from S573 to K592 -rat DMT1)

From H540-linker - S541 to K559 c-Nramp1 numbering;

From M546-H547-linker S548 to K566 for c-Nramp2 numbering.

59 aa 19 aa

Fig. 5Fig. 5 – Struttura della proteina chimera realizzata per l’espressione in membrana della proteina 
Nramp1 clonata da Dictyostelium discoideum. Figura tratta da (Buracco et al., 2015).
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Fig. 6 – Correnti rappresentative in presenza di Fe2+ e Mn2+ che generano correnti pH-di-
pendenti negli oociti esprimenti c-Nramp1 o rDMT1. (A, B). Le registrazioni sono state 
condotte al potenziale di membrana di −40 mV in soluzione di sodio a pH 6,0 (A) o (B) 
a pH diversi e perfuso con i metalli indicati. In C sono riportate le correnti medie di tra-
sporto misurate in un numero significativo di oociti (da 5 a 20 provenienti da batch di-
versi) esprimenti cNramp1 o DMT1, in presenza di concentrazioni crescenti di Fe2+ e Mn2 
(Ca)+, in Mn2+ a pH differenti (Cb), in Mn2+ in presenza di Na o in sua assenza (sostituito 
dal TMA) (Cc). Figura tratta da (Buracco et al., 2015).
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Fig. 7 – Immagini al microscopio confocale del trasporto di metallo negli ovociti 
di xenopus mediante misura della fluorescenza della calceina. Oociti di xenopus 
che esprimono c-Nramp1, c-Nramp2 o rDMT1 sono stati iniettati con calceina e 
perfusi con una soluzione contenente o meno il metallo indicato. A sinistra im-
magini rappresentative degli oociti nelle diverse condizioni. A destra l’andamen-
to della fluorescenza della calceina preventivamente iniettata negli oociti in pre-
senza dei diversi metalli. Immagine da (Buracco et al., 2015)
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I dati raccolti hanno permesso di com-
prendere nel dettaglio la funzionalità di 
ddNramp1, e di caratterizzare parzialmente 
ddNramp2, la cui espressione era piuttosto 
ridotta e l’elettrogenicità assente.

Utilizzando la medesima sonda fluore-
scente che ha consentito di quantificare l’in-
gresso del metallo in cellula, è stato messo 
a punto di recente un metodo che permette 
di raccogliere rapidamente dati significati-
vi in numerosi oociti, anche per trasportato-
ri non elettrogenici. Il metodo citato si basa 
sulla misura della fluorescenza dell’estratto 
cellulare di oociti esprimenti la proteina di 
interesse (nel nostro caso i trasportatori di 
Dictyostelium e DMT1 o la proteina traspor-
tatrice di di- e tri- peptidi PepT1 di coniglio) 
esposta al substrato. Questo metodo permet-
te di raccogliere informazioni su un numero 
elevato di oociti, esposti in contemporanea 
al substrato, leggendo la fluorescenza trami-
te un lettore di piastre al termine dell’esposi-
zione. I dati raccolti hanno permesso di vali-
dare il metodo dal momento che confermano 
quanto visto in precedenza con gli approcci 
soprariportati (Buracco et al., 2015) e quanto 
scritto in letteratura (Boll et al., 1994), e han-
no permesso di approfondire la caratterizza-
zione della funzionalità di Nramp2 (Cinquet-
ti, 2019).

Gli esempi illustrati sono solo alcune del-
le applicazioni dell’espressione eterologa di 

proteine di trasporto in oociti di Xenopus la-
evis, nel laboratorio di Fisiologia Cellulare e 
Molecolare. La tecnica nel laboratorio è am-
piamente utilizzata soprattutto per studi com-
parativi di trasportatori provenienti da diversi 
ortologhi con lo scopo di meglio caratteriz-
zare la funzionalità e i domini aminoacidici 
coinvolti nelle interazioni con il substrato e 
negli step del ciclo di traslocazione (Marghe-
ritis et al., 2013; Soragna et al., 2004). Alla 
tecnica classica dell’espressione, volta a mi-
sure elettrofisiologiche, sono spesso affian-
cati approcci diversificati per avere un qua-
dro completo del trasporto e dell’espressione 
delle proteine stesse.

In parallelo sono spesso studiate le cor-
renti indotte dai substrati o dalle variazioni 
di potenziale correlandole con l’espressio-
ne della proteina sulla membrana plasmati-
ca valutata tramite tecniche immunochimi-
che (Bossi et al., 2011) (immunocitochimica, 
Western-blot, Single oocyte chemilumine-
scence, SOC) e quantificando, infine, con 
tecniche fluorescenti (Cinquetti, 2019) o tra-
mite HPLC (Vollero et al., 2016), l’effetti-
va quantità di substrato trasportato. L’insie-
me dei dati raccolti permette di indentificare 
in maniera dettagliata i residui chiave (Gio-
vanola et al., 2018), il ruolo delle proteine 
accessorie (Margheritis et al., 2016) o ca-
ratterizzare nel dettaglio nuovi trasportatori 
(Gomes et al., 2019; Vacca et al., 2019).

Fig. 8 – Saggi di uptake di ferro radiomarcato in oociti di Xenopus che esprimono c-Nramp1, o rDMT1. 
(A) oociti non iniettati (Control) o iniettati con cRNA per c-Nramp1 o rDMT1 (cRNA inj.) sono sta-
ti incubati con 2 in presenza o meno di 1 mM MnCl2 (B) Uptake di ferro in c-Nramp1 ai diversi pH, 
(C)inibizione dell’uptake del ferro da parte dei metalli indicati. Figura tratta da (Buracco et al., 2015).
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