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ABSTRACT

Il presente lavoro di tesi & basato su un’attivita di ricerca che prende in considerazione
I’estrazione di polisaccaridi e biometaboliti algali per valutare la loro potenziale attivita
larvicida. Nella Laguna di Venezia e nel Lago di Ganzirri (Messina) sono stati raccolti
esemplari di Undaria pinnatifida, Hypnea cornuta, Sargassum muticum, Fucus virsoides,
Ulva rigida, Dictyota dichotoma, Cystoseira barbata e Asparagopsis taxiformis. Gli
estratti ottenuti sono stati in seguito testati su larve di Aedes albopictus, la specie di
zanzara piu diffusa nel nostro territorio nonché la piu invasiva e pericolosa del genere
Aedes, in grado di trasmettere gravi patologie negli animali e nell’'uomo. Al giorno d’oggi
esistono numerosi insetticidi chimici per il controllo delle zanzare che risultano essere
perd nocivi per 'ambiente e per chi ci vive. | risultati di tutte le specie algali utilizzate
che si sono potuti osservare da questo studio hanno messo in evidenza un effetto
larvicida dei biometaboliti estratti da Dictyota dichotoma annoverandola in questo
modo come potenziale fonte di sostanze naturali da usare in futuro come alternativa

agli insetticidi sintetici.



1. INTRODUZIONE

L'impiego di insetticidi sintetici, al giorno d’oggi, risulta essere particolarmente
abbondante. Questi composti chimici, come ad esempio gli organoclorurati, gli
organofosforici, i carbammati, le piretrine e i piretroidi, sono usati comunemente per
controllare I'incremento di insetti, tuttavia risultano essere composti inquinanti, tossici e
resistenti. | prodotti naturali, invece, sono una buona alternativa perché sono meno
nocivi per gli organismi bersaglio e possiedono una biodegradabilita innata (Ali et al.,
2013).

Le alghe sono una fonte di sostanze naturali biologicamente attive quali
polisaccaridi, biometaboliti, vitamine, acidi grassi, steroli, pigmenti ecc. che trovano
impiego in molteplici ambiti.

Numerose specie algali sono utilizzate quale alimento sia per I'uomo che per gli
animali, soprattutto nei paesi asiatici, rappresentando il 90% della produzione totale
(McHugh D.J., 2002). Alcuni peptidi algali, ad esempio il fucosio' e I'acido ursolico?
estratti da Fucus sp. e Laminaria sp., vengono utilizzati in cosmetica perché possiedono
attivita idratante per la pelle. Questi peptidi vengono utilizzati anche inpreparati contro
cellulite e obesita. Un’altra sostanza presente in alcune alghe (es. Laminaria digitata,
Ulva lactuca e Undaria pinnatifida) € lo iodio, impiegato come integratore alimentare in
quanto ha la funzione di stimolare il metabolismo. L’alga bruna Ascophyllum nodosum
viene impiegata in agricoltura come fertilizzante e nel foraggio per animali.

Tra i composti naturali derivati dalle macroalghe i biometaboliti possiedono una
vasta gamma di attivita biologiche. Essi vengono infatti utilizzati come antibiotici,
antivirali, antivegetativi, antiinfiammatori, antimitotici, antilarvicidi, antibatterici e
anticancerogeni (Salvador et al., 2007; Selvin & Lipton, 2004). | prodotti naturali con
attivita biocida possono aiutare ad eliminare i vettori di parassiti nelle loro fasi larvali o
dopo metamorfosi completa in adulto, rimpiazzando i prodotti di sintesi, avendo una

rapida degradazione e costi pil bassi (Selvin et al., 2004).

1. Fucosio: nella sua molecola contiene un gruppo aldeidico. Fa parte dei deossizuccheri.
2. Acido ursolico: idrossiacido triterpenico (terpene contenente 30 atomi di carbonio) penta ciclico. 5



Le Rhodophyta producono la maggiore quantita di metaboliti alogenati (costituiti

soprattutto da bromo e iodio) rispetto alle alghe verdi e brune (Oumaskour et al.,2013).

1.1 1 FICOCOLLOIDI

Le alghe marine sono ricche di polisaccaridi, sostanze naturali che vengono
utilizzate nel settore alimentare, nell’industria cosmetica e farmaceutica (Ren, 1997;
Tseng, 2001; Renn, 1990). La parola ficocolloide indica che queste sostanze, estratte
dalle alghe (dal greco phykos = alga), hanno la capacita di formare soluzioni colloidali
guando dispersi in acqua. Possiedono un elevato peso molecolare e sono composti da
polimeri con unita zuccherine. Sono i componenti strutturali principali della parete
cellulare delle alghe. La struttura di queste sostanze varia a seconda dellespecie algali
(Costa et al.,2010), mentre la loro attivita biologica dipende dalla struttura chimica, dal
peso molecolare e dalla conformazione della catena (Ye et al., 2008). | polisaccaridi
svolgono un ruolo beneficiario nell’attivita biologica come anticoagulanti (Mao et
al.,2009), antivirali (Ponce et al.,, 2003), antiossidativi (Ruperez et al.,, 2002),
anticancerogeni (Synytsya et al.,2010) e antiinfiammatori (Na et al.,2010). | principali
polisaccaridi che compongono la parete cellulare sono cellulosa, emicellulosa e pectine
ma alcuni sostengono fisicamente il tallo in acqua (carragenine, alginati, fucani e
laminarine).

| ficocolloidi si classificano in:
- alginati, fucani e laminarani — alghe brune (Phaeophyta)
- agar e carragenani — alghe rosse (Rhodophyta)

- xilani, mannani e ulvani — alghe verdi (Chlorophyta)

0 Alginati
Sono polimeri lineari ricavati dalla parete cellulare di molte alghe, generalmente
dal gruppo delle alghe brune. Contengono gruppi carbossilici (poliuronide). La loro
struttura chimica & costituita da polimeri di 1-4 B-D acido mannuronico (M) e di a-L
acido guluronico (G). La quantita e la qualita del polisaccaride estratto dipende dalle
specie algali e dalla stagione di raccolta dei campioni.Una molecola di alginato € un

polielettrolita: sottoforma di sale monovalente risulta essere solubile in acqua a



qualsiasi intervallo di temperatura. Gli alginati sono in grado di formare un gel
attraverso un’interazione con cationi, ad esempio il calcio. La forma acida prende il
nome di acido alginico (Fig.1), mentre, la forma di sale (alginato di sodio, di potassio, di

ammonio e di calcio), risulta essere molto importante nella parete cellulare.

Fig.1: struttura chimica dell’acido alginico (G= guluronico ; M= mannuronico)

Sono usati nella produzione di vernici, come agenti gelificanti e additivi (I'acido
alginico e catalogato dallUE come E-400), come stabilizzanti per ceramiche e
nell’industria farmaceutica. Le specie piu importanti da cui sono estratti gli alginati sono
le alghe brune, quali Laminaria sp., Fucus serratus, Undaria pinnatifida e Dictyota

dichotoma.

0 Fucani

Costituiscono una complessa serie di polisaccaridi che si trovano nella parete
cellulare delle alghe brune. Generalmente sono costituenti intercellulari pero una
frazione di questi si puo trovare nella parete cellulare. | fucoidani (Fig.2) sono composti
prevalentemente da fucopiranoside e solfato naturale (Berteau & Mulloy, 2003).

Sono polisaccaridi idrosolubili e danno soluzioni altamente viscose. Sono utilizzati
maggiormente nell'industria alimentare ma il loro impiego si estende anche alla
cosmetica. Utilizzati anche in applicazioni mediche come modulatori della
coagulazione,antiinfiammatori, anticoagulanti, antitumorali, agenti antivirali (Rinaudo,

2007).

Fig.2: struttura chimica di un fucoidano (www.glycomix.co)



O Laminarine

Polisaccaridi di riserva delle alghe brune. La loro struttura € data da unita
monomeriche di glucosio aventi legame B 1-3. Esistono in due forme: una solubile e
I'altra insolubile (Rinaudo, 2007). Sia la forma solubile che quella insolubile sono
costituite da legami(1-3)-D-glucosio con una porzione di legame (1-6)-glucosio e
mannitolo (Fig.3). Generalmente si trovanonelle specie di Laminaria, da cui prendono il
nome ma possiamo trovarle, anche se in misura minore, in Ascophyllum, Fucus e
Undaria. Il contenuto di queste sostanze nelle alghe varia sia in base alla stagione sia in
base all’ambiente in cui si trovano. Le laminarine hanno la funzione di proteggere da

infezioni provocate da patogeni e rinforzano il sistema immunitario.

OH

B-1,3 B-1,6

Fig.3: struttura chimica di una laminaria (www.wikipedia.it)

O Agar

Chiamato anche agar-agar, € noto sin dal XVIl secolo in Giappone per la sua
capacita gelificante. Viene estratto da varie specie di alghe rosse (tra le quali Gelidium,
Petrocladiella, Gracilaria e Hypnea). La temperatura di gelificazione, la forza del gel, la
composizione e la resa finale dei polisaccaridi estratti dipende da diversi fattori, ad
esempio l'irradiazione solare, i parametri ambientali e le varie specie algali. Questo
ficocolloide € composto dall’unita fondamentale di agarobiosio (Fig.4): uno zucchero
costituitoda D-galattosio e 3,6-anidro-L-galattosio (D-L-galattopiranosio). L’agarobiosio
tende a formare due tipi di polimeri: la frazione neutra € chiamata agarosio ed ¢ la
frazione responsabile della gelificazione,che avviene attraverso legami idrogeno tra le

molecole di agarosio; I’altra frazione € I'agaropectina.



Fig.4: struttura chimica dell’agarobiosio

L'agar si scioglie se portato ad alte temperature, mentre & insolubile a
temperatura ambiente. Quando viene fatto raffreddare le molecole tendono a legarsi
tra loro e formare un reticolo in grado di intrappolare I'acqua e le altre molecole
presenti, costituendo in questo modo un gel. Affinche avvenga la gelificazione la
temperatura non deve superare i 30 - 40 °C. L’agar trova impiego in numerosi settori: in
campo medico e farmaceutico come lassativo e anticoagulante, nella separazione e
purificazione per scopi chimici, come enzima, ormone o vaccino (Rinaudo, 2007), come
additivo nell’industria alimentare (catalogato dall’UE come E406) (Selby & Wynne, 1973;
Sand et al., 1973).

0 Carragenine

Fanno parte della famiglia dei galattani e sono solubili in acqua (Fig.5). Sono
composti con unita alternate di galattosio modificato. Le carragenine naturali sono
polisaccaridi solfati e sono costituite da due frazioni: k-carragenano e A-carragenano.
Il k-carragenano presenta una struttura ramificata, composta da residui di D-
galattosio solfato e 3,6 anidro D-galattosio mentre il A-carragenano € composto

prevalentemente da D-galattosio solfato. Abbiamo anche le iota carragenine (Tab.1).
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Fig.5: struttura chimica delle tre classi di carragenine (www.wikipedia.it)



Tab.1: Le tre classi di carragenani con descrizione e specie algale in cui sono presenti

Nome Descrizione Specie algale

KAPPA Gel rigido e forte Kappaphycus cottonii
Chondrus

Hypnea

Furcellaria

IOTA Gel morbido, flessibile ed | Euchema spinosum
elastico Hypnea
Gigartina

LAMBDA Non forma gel Girgatina pistilata
Chondrus crispus

Per quanto riguarda il loro uso, le applicazioni industriali sono le piu importanti,
come descritto da numerosi autori (Sandford & Baird, 1983; Sand et al., 1973; Towle et
al., 1973). Per 'uso industriale solitamente si utilizzano i kappa e lambda carragenani
(Jiao et al., 2011). Nel settore alimentarele carragenine vengono impiegate come
additivi e identificate con il codice E 407. Questa caratteristica le inserisce nel gruppo
degli addensanti e stabilizzanti. Sono usate anche per consolidare ed emulsionare
soluzioni. Trovano uso anche in farmaceutica come antitumorali, antivirali e

anticoagulanti (Rinaudo, 2007).

0 Ulvani, Xilani e Mannani

Gli ulvani sono i principali polisaccaridi presenti nelle alghe verdi dell’ordine delle
Ulvales. | costituenti principali sono xylosio, ramnosio, acido glucuronico e iduronico
(Percival et al., 1967; Lahaye et al., 1996). Nel’industria alimentare vengono usati come
fibre dietetiche (Bobin-Dubigeon et al., 1997; Andrieux et al., 1998; Lahaye et al., 1998).
Molti generi hanno dimostrato di avere attivita biologica (Noda et al., 1990; Maeda et
al., 1991; lvanova et al., 1994; Lee et al., 1999) o abilita di produrre gel (Haug, 1976;
Lahaye et al., 1996). Gli xilani (Fig.6) appartengono alla famiglia delle emicellulose. Come
unita monometrica di base hanno lo xilosio.

Queste sostanze fanno parte della parete cellulare vegetale, quindi sono molto
diffuse in natura. Fanno parte della struttura di materiali legnosi, semilegnosi, paglia,
gusci ecc.

10
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Fig.6: struttura chimica di uno xilano (www.wikipedia.it)

La loro catena principale & costituita da D-B-xilopiranosio con legame 1-4. Nella
struttura principale possono estendersi delle ramificazioni composte da xilosio ma
anche da arabinosio, mannosio, galattosio e acido 4-O-metil-glucoronico. Possiedono
ridotta solubilita in acqua ma questa pud aumentare con la riduzione della
polimerizzazione della molecola. Nell'industria alimentare vengono utilizzati come fibre.
Comunemente estratti dalle alghe verdi ma si possono trovare anche nella parete
cellulare di altre alghe. | mannani (Fig.7) sono polisaccaridi ad alto peso molecolare che
contengono numerose unita di mannosio. Si trovano comunemente nella parete
cellulare vegetale e svolgono una funzione di riserva oppure di sostegno.In base ai

diversi generi algali si trovano altrettanti diversi polisaccaridi prodotti (Percival, 1979).

O% /H O\\ /H
HO—r—H H——OH
HO——H H——OH

H——OH HO——H

H——OH HO——H

CH,OH CH-OH
D-Mannose L-Mannose

Fig.7: struttura chimica del mannosio (www.wikipedia.it)
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1.2 | BIOMETABOLITI
Sono classificati in base alla via biosintetica da cui derivano. Le alghe marine
sintetizzano composti bioattivi con diverse attivita (Manilal et al., 2011).
| biometaboliti includono fenoli, terpeni, proteine, composti organici alogenati volatili,
acetogenine, metaboliti derivati da acidi grassi, carotenoidi. Alcuni autori sostengono
che le alghe producono questi composti organici come un sistema di difesa contro le
infezioni, il grazing (Goodwin et al., 1997), I'allelopatia, e i danni causati da epifiti

(Dworjanyn et al., 1999). Hanno attirato I'attenzione anche molti composti volatili.

0 Composti organici alogenati volatili

Le macroalghe sono una fonte molto nota di composti organici alogenati volatili
a basso peso molecolare (volatile halogenated organic compounds, VHOC) (Urhahn &
Ballschmiter, 1998; Moore, 1976; Burreson et al., 1976). Ekdahl et al. (1998) sostiene
che i VHOC svolgono un ruolo di difesa contro epifiti o contro ilgrazing a causa della loro
tossicita (Ekdahl et al., 1998). La loro produzione varia notevolmente in base alla
stagione e all’habitat, inoltre le specie algali tropicali rilasciano rese maggiori rispetto a

quelle temperate (Ekdahl et al., 1998).

0 Fenoli
Si trovano sia nelle alghe che nelle piante terrestri. Nella loro conformazione
possiedono almeno un anello fenolico (Fig. 8). | fenoli sono composti aromatici che
derivano dal benzene e, nella loro struttura, possiedono un ossidrile legato all’anello
benzenico. Sono sostanze molto eterogenee nella struttura chimica e nella funzione che
svolgono. Efficaci nella difesa contro potenziali agenti patogeni come Proteus, Klebsiella

pneumonial e Streptococcus pyogenes (Weinstein et al., 1975; Lim et al., 2000).

OH

Fig. 8: struttura chimica del fenolo
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O Proteine

Sono delle sostanze plastiche e svolgono azione costruttiva. Le proteine sono

composte principalmente da azoto, carbonio, ossigeno, idrogeno ma possono contenere
anche zolfo e fosforo. Le proteine presenti all'interno delle alghe hanno una struttura
relativamente semplice e comprendono, in proporzione adeguata, tutti gli amminoacidi
essenziali (www.algheria.it).
Il contenuto proteico varia in base alla specie algale. Generalmente, la frazione proteica
che si trova nelle alghe brune, & piuttosto bassa (3-15% del peso secco), mentre le alghe
verdi e rosse possono contenere dal 10 al 47% di proteine in relazione al peso secco
(CEVA; Arasaki & Arasaki, 1983). L’alga bruna Undaria pinnatifida presenta un contenuto
proteico che va dall’11 al 24% del peso secco, mentre la maggior parte delle alghe brune
sfruttate industrialmente (come Laminaria digitata e Fucus vesiculosus) presenta un
contenuto proteico inferiore all’11% del peso secco (Tab. 2).

Molte specie appartenenti al genere Ulva, possiedono un contenuto proteico che
rappresenta il 10-26% del peso secco (Fujiwara-Arasaki et al., 1984). Il contenuto
proteico dipende anche dal periodo stagionale. Prendendo come esempio la specie
Palmaria palmata e stato riscontrato che livelli proteici piu elevati si hanno alla fine
della stagione invernale e primaverile mentre, nei mesi estivi, si hanno bassi livelli
proteici (Fleurence, 1999). Sono stati riportati studi della variazione stagionale del
contenuto proteico anche per quanto riguarda Ulva lactuca e Laminaria digitata
(Auguer & Santimoine, 1978; Abdel-Fattah & Sary, 1987). Le proteine algali vengono

impiegate generalmente nell’alimentazione umana.

Tab.2: contenuto proteico in diverse specie algali usate in ambito industriale (Fleurence,

1999).

Seaweed species Palmaria Porphyra Ulva lactuca Ulva pertusa Laminaria Fucus sp. Ascophyllum
or genus palmata tenera digitata nodosum
Protein (in % of dry mass) B35 13=47 T0=21 2=l G5 3=11 3=15

13



O Carotenoidi
Polimeri a catena lineare, formati da una lunga catena di circa 35-40 atomi di carbonio
che spesso termina in un anello. Esistono circa 600 tipi di carotenoidi diversi che
possiedono importanti funzioni biologiche in batteri, alghe, piante e animali (Polivka &
Sundstrom, 2004). Esistono varie tipologie di carotenoidi (Tab.3), tra questi B-carotene

(Fig.9) e fucoxantina (Fig.10) trovano impiego in molteplici prodotti.

Tab.3: tipi di carotenoidi nelle alghe verdi, brune e rosse

Gruppo algale Carotenoidi

Alghe verdi B-carotene

violaxantina

neoxantina
Alghe rosse a e B-carotene

luteina

zeaxantina
Alghe brune violaxantina

fucoxantina

Fig.9: struttura chimica del B carotene

Fig.10: struttura chimica della fucoxantina

14



0 Steroli
Sono importanti costituenti chimici delle macroalghe e i componenti principali della

dieta degli organismi acquatici. | fitosteroli (Fig.11) sono un unico gruppo di composti

aventi C28 e C29 in cui viene aggiunto un gruppo metile o etile al C24.

HO

Fig.11: struttura chimica di un fitosterolo

O Terpeni

Idrocarburi composti da carbonio e idrogeno. E stato dimostrato che, nelle
macroalghe, piu della meta dei metaboliti secondari e costituita da isoprenoidi
(Stratmann et al., 1992). | terpeni sintetizzati a partire dalla molecola di Acetil-CoA o da
intermedi della glicolisi. Sono costituiti dall’'unione di piu molecole di isoprene (Fig.12);
possono contenere unita isopreniche modificate contenenti elementi diversi dal
carbonio e dall'idrogeno (terpenoidi), come ad esempio le vitamine A, D, E, K. Sono

insolubili in acqua.

CHs
CH
H,cZ NF ¢

Fig.12: struttura chimica dell’isoprene

| terpeni vengono classificati in base al numero di unita isopreniche presenti (Tab. 4).

15



Tab.4: classificazione dei terpeni

Denominazione Unita isopreni che | Numero atomi
composto (CsHs) di carbonio
Emiterpeni 1 5
Monoterpeni 2 10
Sesquiterpeni 3 15
Diterpeni 4 20
Sesterpeni 5 25
Triterpeni 6 30
Politerpeni >6 >30

O Polichetidi

E la seconda grande classe di composti che si possono trovare nelle macroalghe
comprendenti circa un quarto dei composti conosciuti (Blunt et al., 2007). Sono
composti da polimeri di acetato (C2) e, a volte, da propionato (C3). Risultano essere
molto simili agli acidi grassi per quanto riguarda la loro origine biosintetica. Si possono

trovare anche in piante, animali, batteri e funghi.

16



1.3 LA ZANZARA TIGRE

Philum: Arthopoda
Classe: Insecta

Ordine: Diptera
Sottordine: Nematocera

Famiglia: Culicidae

$ &+ &+ &+ &+ 9

Genere: Aedes

Le zanzare sono il gruppo di
insetti pilu importante per quanto
riguarda la salute pubblica perché
trasmettono agenti che possono

causare gravi patologie (Hales et al.,

2002).

Fig.13: femmina di Ae. Albopictus (foto di

Le loro punture sono anche in grado di .

Montarsi F.)
provocare reazioni allergiche
e sistemiche (Peng et al., 2004).
Tra le varie specie invasive che sono state scoperte in Europa Aedes albopictus (Fig.13)
rappresenta la minaccia piu grave per quanto riguarda la salute pubblica. E considerata
la specie di zanzara piu invasiva del mondo. Oltre a questa, ce ne sono altre tra cui:
Aedes japonicus e Ae. Aegyptie. La zanzara tigre e originaria dell’Asia (a sud nella zona
compresa tra la Nuova Guinea, il Madagascar e le Isole dell’Oceano Indiano; a nord tra

Cina, Corea e Giappone). E attualmente presente nei paesi tropicali, subtropicali ed, in

parte, nella zona mediterranea (Fig.14).

17



Distribution of established tiger mosquitoes*

I Asian tiger mosquito B Yellow fever mosquito B Asian tiger and yellow fever mosquito Polynesian tiger mosquito

* We present these data to the best of our knowledge and belief, but do not give any guarantee that the data are free of errors,

Fig.14: areale della zanzara tigre (www.biogents.com)

Negli ultimi 30-40 anni ha colonizzato tutti i continenti ad eccezione
dell’Antartide (Caminade et al., 2012; Benedict et al., 2007). In Europa la prima
apparizione risale al 1979 in Albania (Benedict et al., 2007), mentre in Italia la sua
presenza é stata registrata dal 1990 nelle localita di Genova e Padova, dalle quali si &
diffusa in tutta Italia (Sabatini et al., 1990; Dalla Pozza et al., 1992). Come mostrato in
figura 15, Ae. albopictus, con il passare degli anni, si € diffusa in tutte le regioni italiane
ad eccezione della Val d’Aosta (Dutto, 2009).

Attualmente la specie risulta essere presente in tutti i paesi del Mediterraneo e si
sta gradualmente espandendo verso nord e ovest europeo (Caminade et al.,2012;
Medlock et al., 2012). Ultimamente e stata segnalata anche nel sud della Svizzera, in
Olanda, in Bulgaria, in Russia, in Belgio e in Germania. Dal 1986 ha iniziato a colonizzare
il continente americano (Moore, 1999; Reiter, 1998; Rossi et al., 1999). Nelle zone
dell’Africa e stata osservata per la prima volta nel 1989 quando larve vive di Ae.
Albopictussono state trovate nella citta di Capo Town ma linfestazione & stata
subitocontrollata (Cornel et al., 1991; Simard et al., 2005).

Nel 1991 ha colonizzato la Nigeria, poi il Cameroon, la Guinea Equatoriale e il Gabon

(Simard et al., 2005; Paupy et al., 2009).
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La diffusione in nuove aree probabilmente & dovuta al commercio di copertoni
usati (Reiter, 1998), di piante ornamentali, di altri materiali ed allo spostamento di
persone in genere (Tatem et al., 2006). Una volta che Ae. albopictus viene introdotta in

una zona e molto difficile da eradicare.

Aedes albopicfus
Current known distribution: January 2014™
= Established
Introduced
= Absent
® NoData
Unknown

Outermost regions
= Azores (PT) 7
= Canary Islands (ES)

= Madeira (PT)

w  SvalbardlJan Mayen (NO)

3 f {‘J\ W ECDC 2014/VBORNET

Fig.15: rapida diffusione di Ae. albopictus (www.ecdc.europa.eu)
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1.3.1 Habitat

Gli habitat naturali di Aedes albopictus sono le foreste dove depone le uova nelle
cavita degli alberi, del suolo ed in tutte le piante che trattengono acqua come le
bromeliacee ed il bambu. Da qui si & poi adattata agli ambienti antropizzati come le zone
urbane, sub-urbane e rurali. Le femmine depongono le uova sopra il pelo dell’acqua e la
loro schiusa avviene una volta che queste vengono sommerse. Le uova risultano essere
molto resistenti sia alle basse temperature che al disseccamento. In ambito urbano
depongono le uova in qualsiasi tipo di contenitori sia naturale che artificiale. |
contenitori possono essere di qualsiasi materiale: metallo, legno, vetro, plastica,
gomma, pietra purché siano in grado di contenere anche una piccola quantita

di acqua dolce (Paupy et al., 2009). (Fig.16)

;
TRENDS in Parastiology

Fig.16: Alcuni siti di riproduzione di Aedes albopictus: A e L) contenitori metallici, B)
terrari, C) buchi di pietra, D) vasi di ceramica, E) contenitori di plastica, F) grondaie, G)
discarica di pneumatici, H) accumulo di acqua superficiale, 1) contenitori monouso, J)

parcheggio martellante, K) vassoi fioriera (Bonizzoni et al., 2013)
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1.3.2 Ciclo riproduttivo e biologia
Il ciclo riproduttivo delle zanzare si divide in quattro fasi: uova, larva, pupa ed

adulto. (Fig.17). La durata del ciclo € influenzata dalla temperatura (Romi et al., 1997).
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Fig.17: ciclo riproduttivo di una zanzara (www.myfcph.org)

Le uova di Ae. albopictus sono di forma
ellittica e di colore nero (Fig.18). Hanno
dimensioni pari a 0,6 mm x 0,2 mm. Vengono
depositate in piccole raccolte d’acqua e quando
le condizioni sono sfavorevoli vengono

prodotte uova diapausanti. Queste non

schiudono subito ma sono “programmate” per

i/ A
resistere a condizioni estreme. Fig.18: uova di Aedes albopictus (foto
Le uova diapausanti sono leggermente piu grandi di Montarsi F.)

e sono piu resistenti al disseccamento.
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La fase larvale & acquatica e comprende quattro stadi di sviluppo; al quarto
stadio le larve sono lunghe fino a poco piu di un centimetro. Esse sono apode, di forma
cilindrica e allungata, con un corpo diviso in capo (dotato di antenne), torace e addome
diviso in 9 segmenti (Fig.19). Si muovono molto velocemente in acqua e respirano
I'ossigeno atmosferico tramite un sifone presente sull’ottavo segmento. Lo sviluppo
larvale dipende dalla temperatura, ma in media dura dai 5 ai 10 giorni (Hawley, 1988). Si
nutrono di corpuscoli organici presenti in acqua attraverso dei filtri boccali (Harbarch,

2007). La pupa é lo stadio successivo a quello larvale (Fig.20). La sua vita e di circa due

giorni ed e strettamente influenzata dalla temperatura (Hawley, 1988).

Fig.19: larva di Aedes albopictus Fig.20: pupa di Aedes albopictus

(foto di Montarsi F.) (foto di Montarsi F.)

Dopo la metamorfosi, dalla pupa
emerge l'individuo adulto (Fig.21). Aedes
albopictus presenta una colorazione
nerastra con bande bianche caratteristiche
lungo la testa, il torace e le zampe. Ha
dimensioni che vanno dai 2 ai 10 mm con i

maschi piu piccoli delle femmine.

(foto di Montarsi F.)
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In condizioni di laboratorio le femmine vivono in media dalle 4-8 settimane fino a

3-6 mesi mentre, in natura, hanno una durata di vita di 20 giorni (Calzolari, 2008).
La femmina di Aedes albopictus si accoppia una volta ma puo fare piu cicli gonotrofici3,
fino a 7 sotto condizioni di laboratorio. La fecondita media di ogni femmina & di circa
300-350, ovvero 42-88 uova ogni pasto di sangue (Robinson, 2005). Le rigide
temperature invernali riescono ad inattivare una buona parte delle uova svernate. | mesi
ideali per la schiusa delle uova sono tra aprile e maggio, quando le temperature
superano i 10°C. Lo stadio larvale (ciclo preimmarginale) ha una durata di 15-20 giorni in
primavera e fine estate-primo autunno; di 6-8 giorni in piena estate.

Tra agosto e settembre, generalmente, si ha la massima densita numerica della
popolazione. Il ciclo giunge al termine tra ottobre e novembre quando gli adulti
muoiono dopo aver deposto uova diapausanti che daranno inizio ad un nuovo ciclo
I’'anno seguente.

Il diffondersi di questa specie e legato generalmente ad una serie di fattori che
possono essere naturali e/o antropici. Tra i fattori naturali abbiamo il clima (quello caldo
— umido dei tropici & il piu favorevole) e le precipitazioni le quali, oltre a fornire I'acqua
per le larve, contribuiscono ad innalzare I'umidita relativa che e utile affinche gli adulti
sopravvivano. Se le temperature sono elevate la zanzara € in grado di compiere una
crescita esponenziale della popolazione (Romi, 2001).

Il fattore limitante, invece, & rappresentato dall’altitudine, infatti la specie tende
a privilegiare le pianure e le basse zone collinari. Tra i fattori derivanti dall’'uomo quello
di maggior importanza e dato dalla disponibilita di contenitori. Zone in cui sono presenti
orti, giardini, oppure terrazzi con piante sono i luoghi ideali per la proliferazione di Ae.
albopictus. Oltre a questi ci sono anche dei fattori di secondaria importanza e
ricordiamo la scarsa normativa vigente e la sottovalutazione del problema da parte delle

autorita locali.

3. Ciclo gonotrofico: intervallo tra due deposizioni di uova o tra due pasti di sangue, compreso
tra 2 e 5 giorni.
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1.3.3. Importanza sanitaria di Aedes albopictus

Aedes albopictus € in grado di trasmettere patogeni e parassiti che causano
patologie gravi sia nell'uomo che negli animali. Questa specie € un vettore per circa 22
arbovirus (virus trasmessi da artropodi). Tra questi numerosi Flavivirus, Bunyavirus e
Alfavirus: includono West Nile, Sindbis, Febbre Gialla, Chikungunya e altri (Shroyer et al.,
1986; Vazeille at et al., 2010; Thiboutot et al., 2010; Moore & Mithchell, 1997; Dohm et
al., 1995). In Europa, Italia compresa, il virus Chikungunya é stato diagnosticato in molti
viaggiatori provenienti dalle aree affette dall’infezione (alcune aree dell’Africa, del sud-
est asiatico e del subcontinente indiano) ma la trasmissione in loco da parte delle
zanzare non era mai stata riscontrata (Angelini et al., 2007).

Nell’agosto del 2007 un focolaio di Chikungunya con piu di 250 casi umani
confermati in due paesi nella provincia di Ravenna, Castiglione di Cervia e Castiglione di
Ravenna, rappresento il primo caso di trasmissione autoctona in Europa (Rezza et al,,
2007; Bonilauri et al., 2008). Questi due episodi hanno fatto crescere l'allerta di un
possibile aumento di diffusione di arbovirus in Europa, dove Ae. albopictus si e diffusa
dalla prima segnalazione in Albania nel 1979 (Benedict et al., 2007). La competenza
vettoriale di Ae. albopictus per alcuni Alfavirus (Mayoro, Ross River, Encefalomielite
Equina dell’Est, Sindbis), Flavivirus (Encefalomielite Giapponese, Febbre Gialla, West
Nile) e Bunyavirus (Jamestown Canyon, Rift Valley Fever, Keystone) € dimostratainoltre
da diversi esperimenti eseguiti in campo (Shroyer et al., 1986; Mitchell, 1995).

Aedes albopictus pud anche contribuire alla diffusione di Dirofilaria immitis e D.
repens, i due principali agenti della filaria canina, essendo stata dimostrata la sua
competenza vettoriale in laboratorio (Cancrini et al., 2003a, 2003b).

Tra il 2001 e il 2010 Ae. albopictus & stato I'unico vettore primario di focolai di
Dengue nelle isole Hawaii, nelle isole dell’Oceano Indiano, nell’Africa Centrale e nella
Cina meridionale (Paupy et al.,2009; Wu et al., 2010; Gasperi et al., 2012) mentre, nel
2010, c’e stata la prima trasmissione in Europa (Schafner et al., 2013).

Anche quando non sussistono pericoli sanitari non va sottovalutato il fastidio che le
zanzare arrecano con le loro punture. In molti casi questi insetti ostacolano le attivita
all’aperto, rendendo invivibili le aree turistiche ed urbanizzate soprattutto se localizzate

in prossimita di focolai larvali.
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2. OBIETTIVI DELLA TESI

L'obiettivo del presente lavoro di tesi € quello di valutare la potenziale attivita
biologica di estratti algali, polisaccaridi e biometaboliti, contro larve di Aedes albopictus
(Diptera: Culicidae), al fine di sperimentare possibili metodi alternativi nella lotta contro
le zanzare, evitando in questo modo I'impiego massivo di composti chimici e
minimizzando cosi i probabili effetti tossici che il loro uso ha sull’ambiente, sul'uomo e
sugli animali.

Sono state testate le potenzialita come larvicidi di ficocolloidi estratti da quattro
specie algali: Undaria pinnatifida, Hypnea cornuta, Sargassum muticum e Fucus
virsoides. In letteratura sono presenti studi che certificano la loro attivita biologica ma
non di quella larvicida (Synytsya et al., 2010; Plouguerné et al., 2010). In aggiunta, sono
state testate le potenzialita come larvicidi di biometaboliti estratti da altre specie di
alghe. Per questa prova sono state utilizzate: Ulva rigida., Asparagopsis taxiformis,
Dictyota dichotoma e Cystoseira barbata. La scelta di queste specie algali & dovuta al
fatto che sono gia presenti studi in letteratura riguardo I'attivita larvicida contro zanzare
del genere Aedes dei generi Ulva e Dictyota (Poonguzhali & Nisha, 2012; Bantoto & Dy,
2013) mentre le altre due, soprattutto Cystoseira, sono due specie che presentano
elevata attivita biologica contro patogeni, funghi e parassiti (Abourriche et al., 1999;

Badea et al., 2009).

Il lavoro e stato svolto presso I'Universita Ca Foscari di Venezia ed il Laboratorio
di Parassitologia dell’Istituto Zooprofilattico sperimentale delle Venezie, sede di Legnaro

(PD).
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3. MATERIALI E METODI

3.1 AREE DI STUDIO

LA LAGUNA DI VENEZIA

- Posizione: 45°10’ N, 12°40’' E

- Lunghezza: circa 51 km

- Larghezza: circa 12 km

- Perimetro: 157 km

- Superficie totale: 549 km?, di cui I'8% & costituita da aree sopra il livello del mare
(litorali, casse di colmata, isole, argini) e il 92% dal sistema idraulico: canali (11,9%),
bassifondi, velme e barene (80,1%).

- Profondita media: ca. 1 m; variabile tra 15-5 m nelle bocche di porto e nei canali
navigabili, e pochi centimetri nelle aree interne.

- Profondita massima: -52 m nella bocca di porto di Malamocco

- Salinita media: 18-37%o

La laguna di Venezia (Fig.22) e localizzata nel mar Adriatico lungo le coste venete.
Circa I'8% della sua superficie totale € occupata da terra, ’11% é ricoperta da acqua o da
canali dragati e il restante 80% € composto da piane di marea, paludi di acqua salata e
casse di colmata. La laguna é collegata al mare da tre bocche di porto: Lido-San Nicolo,
Malamocco e Chioggia. Si hanno evidenti cambiamenti nel livello delle acque con

fenomeni di alta e bassa marea.

Fig.22: la Laguna di Venezia (www.corila.it)
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IL LAGO DI GANZIRRI

- Posizione: 38°15’ N; 15°36’ E

- Lunghezza: circa 1.7 km

- Larghezza: circa 250 m

- Superficie totale: 0.33 km?

- Profondita massima: circa 7 m

- Salinita: tra 29 e 34 %o

Il lago di Ganzirri (Fig.23) si trova a nord di Messina e la sua origine & dovuta a
causa del fenomeno dell’insabbiamento. In passato si presentava con 1/3 di estensione
rispetto a quella attuale mentre adesso si estende per circa 338.000 m? con una
lunghezza di circa 1.7 km ed una profondita massima di circa 7 m. La sua forma &
allungata in direzione Sud/Ovest- Nord/Est. Per quanto riguarda la batimetria il lago &
diviso in due bacini; il piu settentrionale, non € molto profondo (<2 m) e risulta essere
caratterizzato da evidenti fenomeni di eutrofizzazione. La temperatura media e di 12°C
in febbraio e di 30°C in luglio. Il livello di salinita ha un andamento variabile tra 29 e
34%o. Intorno al 1830 sono stati costruiti due canali (Il canale Carmine a nord e il canale
Catuso a sud) che permettono l'ingresso dell’acqua del mare. Questi canali vengono
tenuti o meno aperti a seconda della necessita di ossigenare le acque del lago, che
tendono ad andare incontro all’eutrofizzazione. Un terzo canale ha la funzione di
collegare il lago di Ganzirri al lago di Faro. Nel lago di Ganzirri sono presenti diverse
specie macroalgali, quali Gracilaria confervoides, Gracilaria compressa, Chaetomorpha

linum, Hypnea cornuta e Agardhiella subulata.

Fig.23: veduta aerea del lago di Ganzirri (www.wikipedia.it)
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3.2 DISEGNO DI CAMPIONAMENTO

| campionamenti delle varie specie macroalgali sono stati condotti tra il 2011 e il
2013, in diversi siti della laguna di Venezia e del lago di Ganzirri (Messina). Le alghe sono
state raccolte manualmente utilizzando un rastrello e avendo cura di non danneggiarle.
Gli esemplari raccolti sono stati puliti cercando di eliminare la parte epibionte*. Dopo
essere stati pesati, i campioni destinati all’estrazione dei ficocolloidi sono stati essiccati
al sole e successivamente macinati. Per quanto riguarda i campioni destinati
all’estrazione deii biometaboliti, questi sono stati congelati a -20 °C e successivamente
liofilizzati (Fig. 24).

E stato stilato un database con i codici di riconoscimento, le specie algali, la data

di campionamento, il sito di campionamento e le coordinate geografiche.

Fig.24: le varie fasi del campionamento: A) raccolta campioni; B) pesatura; C) essicazione

al sole (ficocolloidi); D) liofilizzazione (biometaboliti); E) macinazione (ficocolloidi)

4. Epibionte: organismo sessile (spugne, idrozoi, antozoi, briozoi) che puo ricoprire altri
organismi, utilizzandoli come substrato.
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3.3 PROTOCOLLO DI ESTRAZIONE DEI FICOCOLLOIDI

Materiale necessario:

s

polverizzatore
bilancia tecnica

becher di vetro
Falcon® (25-50 ml)

millig (Rho-bidistillata) con sistema Millipore Elix 5: per lavaggi
stufa

vaschetta ad ultrasuoni (Branson 5510)
spruzzetta in polietilene

parafilm

carta alluminio

spatole

cucchiaini

pipette

centrifuga (4000 giri)

cuvette di plastica

provette

mortaio

etanolo (EtOH 100% e 96 %)

acetone (C3HeO 100%)

B 5 &5 5 5 &5 5 5 &5 S5 &5 S5 5 5 S5 5 5 S5 5

NaOH 2N

L’estrazione dei polisaccaridi eéstata eseguita con pretrattamento dei campioni in
etanolo assoluto e acetone, al fine di eliminare pigmenti e lipidi. Successivamente
ciascun campione e stato immerso in acqua bidistillata a 70°C per 24 ore. Il residuo &
stato rimosso tramite centrifugazione, mentre al surnatante & stato aggiunto etanolo
96% (V/V) per ottenere |'estratto grezzo attraverso precipitazione (Fig.25) (in appendice

vengono riportati i dettagli dei protocolli applicati).
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Fig.25: fasi dell’estrazione dei polisaccaridi algali: A) campione macinato; B) falcon con
pellet e EtOH al 100%; C e D) precipitazione in EtOH 96%,; E) dettaglio del precipitato; F)
polisaccaride estratto (foto di Armeli Minicante S.)
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3.4 PROTOCOLLO DI ESTRAZIONE DEI BIOMETABOLITI

Materiale necessario:

s

bilancia analitica
carta alluminio
pinzette e cucchiaini
bottiglie di vetro
filtro

etanolo (EtOH 96%)
acetone (C3Hs0)
rotavapor

pallone rotante

Br B B M B & B 5 M

eppendorf

L’estrazione dei biometaboliti & stata eseguita attraverso passaggi seriali in
etanolo al 96% e, successivamente, in acetone. Dopo aver liofilizzato il campione algale,
questo e stato fatto macerare per 24 ore in etanolo 96% . Successivamente il campione
e stato separato dal solvente di estrazione tramite filtrazione, e messo a macerare in
acetone al 100%per altre 24 ore, e infine filtrato nuovamente.Le soluzioni di etanolo e di
acetone sono state trattate al rotavapor (max 30 °C), al fine di separare il solvente dal
soluto. Il prodotto grezzo ottenuto e stato conservato in frigorifero fino all'impiego nelle

successive analisi. In Fig.26 vengono illustrate le fasi dell’estrazione.
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Fig.26: fasi dell’estrazione dei biometaboliti algali: A) campioni liofilizzati; B) campione in
EtOH 96%; C) filtrazione; D) campione in acetone; E)estratti finali; F-G) campione in

evaporatore rotante; H) estratti finali
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3.5 INFEZIONE DI LARVE DI AEDES ALBOPICTUS CON ESTRATTI POLISACCARIDICI E
BIOMETABOLITI ALGALI

E stato messo a punto un test di laboratorio che permette di osservare il tasso di
mortalita degli individui a seconda del tipo di estratto algale utilizzato. L’attivita o
tossicita del prodotto & stata valutata come LCsp e LCq, che rappresenta la
concentrazione che provoca la morte rispettivamente del 50% e del 90% degli individui
testati. | controlli sono stati eseguiti dopo 24 e 96 ore dall’inizio della prova. La
percentuale di mortalita (P) & stata corretta in relazione alla mortalita osservata nel
controllo negativo usando la formula di Abbots (1925):

P= (PI-C)/(1-0)
dove Pl & la mortalita osservata nel campione e C quella osservata nel controllo.
La differenza di mortalita fra trattati e controllo & stata testata con il test esatto di
Fischer.

Le larve sopravvissute sono state lasciate sfarfallare per valutare un eventuale
effetto sul regolare sviluppo dell’adulto. Sono stati testati sia i polisaccaridi che i
biometaboliti algali per vedere se possiedono un’azione tossica nei confronti della
specie in questione, dato che ci sono stati studi in passato, su altre specie di ditteri, con
esito positivo (Schimitt et al., 1995; Bantoto & Dy, 2013; Poonguzhali & Nisha, 2012).
Dapprima e stato eseguito un test preliminare utilizzando una concentrazione di
estratto di 400mg/l. Nel caso in cui sia stato osservato un effetto positivo (mortalita
delle larve) si & proceduto all’analisi con basse concentrazioni. Al contrario, nei casi in
cui non & stato osservato nessun effetto positivo non si € proceduto oltre per i motivi gia
descritti nello scopo della tesi. Le prove sono state condotte presso I'insettario dell’lZS
delle Venezie, una stanza adibita all’allevamento delle zanzare con condizioni
controllate di temperatura, umidita e luce:

e temperatura dell’acqua 25°C

e umidita aria 60%,

e illuminazione con lampade che riproducono la radiazione luminosa
naturale (5000 °kelvin) ed un fotoperiodo con 12 ore di luce e 12 ore di

buio).
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Specie algali utilizzate

ESTRAZIONE FICOCOLLOIDI BIOMETABOLITI

Undaria pinnatifida

Hypnea cornuta

Sargassum muticum

Fucus virsoides

estratte con acqua estratte con etanolo e acetone
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Strumentazione e materiale necessario:

bilancia analitica
Falcon®

acqua declorata
pipettemonouso
cibo per gatti
garza protettiva
elastici

estratto algale

Bs By B B B By Bo En O

piastre petri

3.5.1 Prova di tossicita dei ficocolloidi ad alta concentrazione (prova preliminare)

L’esperimento e stato allestito aggiungendo per ciascuna prova, 10 larve di Ae.

albopictus 1l stadio (ottenute dalla schiusa di uova di zanzare dell’allevamento pathogen
free) in provette Falcon® con 25 ml di soluzione con I'estratto algale mediante etanolo.

La concentrazione testata di 400 mg/| & stata preparata sciogliendo 10 mg di estratto in
25 ml di acqua riscaldata (c.ca 40°C). Alle larve & stato somministrato cibo per gatti in
piccole quantita (come descritto da alcuni protocolli di allevamento delle zanzare) per
evitarne la morte per eccessiva carica organica. Le provette sono state coperte con
garza protettiva e lasciate in insettario fino al completo sviluppo degli insetti
(sfarfallamento degli adulti). In contemporanea, & stato allestito anche un controllo
utilizzando 10 larve in 25 ml di acqua declorata. Per ogni specie algale sono state

eseguite tre repliche. In Fig.27 sono riportate alcune immagini della prova in corso.
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Larva IV stadio

Larva Il stadic

Fig.27: alcune fasi della prova preliminare dei ficocolloidi su Ae. albopictus.

A) Provette con 25ml di soluzione con estratto algale a 400mg/I. Si notano gli individui in
fase larvale; B) Piastre Petri e provette durante i controllo di mortalita; C) Provette con
esemplari chiuse da garza; D) Individuo sfarfallato in provetta con estratto di Undaria
pinnatifida; E) Individui a contatto con estratti polisaccaridici di Fucus virsoides in piastra

Petri
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3.5.2 Prova di tossicita dei biometaboliti ad alta concentrazione (prova preliminare)
L'esperimento & stato allestito con le stesse modalita descritte per la prova di
tossicita dei ficocolloidi al alta concentrazione (prova preliminare). Sono stati eseguiti
test sia con gli estratti con etanolo che con acetone. Per gli estratti con acetone di Ulva
rigida, Asparagopsis taxiformis e Dictyota dichotoma, a causa della scarsa quantita di
biometaboliti estratti, dovuto forse ad una poca biomassa algale di partenza, non é stato
possibile effettuare il test alla concentrazione di 400 mg/l ma si € scelto di partire con
una concentrazione di 100 mg/l. Quest’ultima & stata preparata sciogliendo 2 mg di
estratto in 20 ml di acqua declorata anziché 25 ml, incubando poi sempre 10 larve per
prova. Per ogni estratto etanolico sono state eseguite due repliche mentre ne & stata
fatto solo una per gli estratti di acetone a causa della poca quantita di sostanza

disponibile.

3.5.3 Prova di tossicita dei biometaboliti a basse concentrazioni

Questa prova e stata eseguita solamente per la specie che ha mostrato una certa
efficacia nel test preliminare (Dictyota dichotoma, vedere nel capitolo dei risultati). Sono
state provate diverse concentrazioni: 8 mg/l; 20 mg/l; 50 mg/l e 100 mg/l ottenute
sciogliendo rispettivamente 0,2 mg; 0,5 mg; 1,25 mg e 2,5 mg di estratto algale con
etanolo in provette Falcon® con 25 ml di soluzione acquosa. Invece, per la stessa specie
estratta con acetone sono state testate concentrazioni piu basse: 4 mg/l; 8 mg/l; 12
mg/l, 16 mg/l e 20 mg/| ottenute sciogliendo rispettivamente 0,1 mg; 0,2 mg; 0,3 mg;
0,4 mg e 0,5 mg. La scelta di queste concentrazioni piuttosto basse € dovuta al fatto che
la quantita di sostanza a disposizione era minima e non era possibile effettuare test con
concentrazioni piu elevate. A ciascuna provetta sono state aggiunte sempre 10 larve al
Il stadio e mantenute poi con le modalita gia descritte. Sono state eseguite tre repliche

per I'estratto etanolico e due per I'estratto con acetone (Fig.28).
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Fig 28: fasi del test larvicida con biometaboliti di Dictyota dichotoma. A) uova; B)
prelievo dell’estratto; C) pesatura; D) inserimento larve in falcon; E) conteggio della

mortalita larvale; F) gabbie per adulti
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4. RISULTATI

4.1 RESA DI ESTRAZIONE DEGLI ESTRATTI ALGALI

Dall’estrazione dei ficocolloidi sono state ottenute le seguenti rese (Tab.5):

Tab. 5: resa finale espressa in grammi dei polisaccaridi estratti

. Alghe essiccate Polisaccaridi
Specie .
(gr) estratti (gr)
Hypnea cornuta 10.0g 0.39
Undaria pinnatifida 10.0g 0.33
Sargassum muticum 10.0g 0.59
Fucus virsoides 10.0g 0.09

Mentre, 'estrazione dei biometabiliti ha dato le seguenti rese finali (Tab.6):

Tab.6: resa finale espressa in grammi dei biometaboliti estratti

Alghe Estratti biometabolici
Specie liofilizzate
(gr) Etanolo Acetone
Asparagopsis taxiformis 2.81 0.23 0.10
Ulva rigida 7.78 0.20 0.02
Dictyota dichotoma 10.74 1.09 0.02
Cystoseira barbata 22.67 0.72 0.03
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4.2 RISULTATI DEI TEST DI TOSSICITA’ DEGLI ESTRATTI ALGALI VERSO LE LARVE DI
ZANZARE

4.2.1 Risultati del test di tossicita dei ficocolloidi ad alta concentrazione (prova

preliminare)

In tabella 7 sono presenti i risultati delle tre repliche del test preliminare

utilizzando i ficocolloidi estratti da Undaria pinnatifida, Sargassum muticum, Hypnea

cornuta e Fucus virsoides.

Tab. 7: prova preliminare del test di tossicita dei ficocolloidi

Attivita U. pinnatifida H. cornuta S. muticum F. virsoides C
R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X
inizio prova 0O 0O O o00]JO0O O O ’ 00|l 0 O O 00| 0 O 0 00 0
mortalita a 24h 0 0 0 0,0 1 0 0 0,3 0 0 0 0,0 0 0 0 0,0 0
mortalitaa9%éh | 0 0 0 00| 0 0 O 00| 0 0 1 0,3 1 0 1 07 0
mortalitatotale| 0 0 0 00| 1 0 O 0,3 0o 0 1 0,3 1 0 1 107 0
adultiottenuti | 10 10 10 100| 9 10 10 97 |10 10 9 97 |9 10 9 93 10

Legenda: R1, R2, R3 = numero di repliche; C = controllo; X = media aritmetica

Si pud notare che non esiste nessuna attivita larvicida dopo 24 h e 96 h dalla

somministrazione delle sostanze. | risultati ottenuti indicano anche le metamorfosi

complete in individui adulti.

4.2.2 Risultati del test di tossicita dei biometaboliti ad alta concentrazione (prova
preliminare)

Di seguito sono riportati i risultati del test preliminare sui biometaboliti di Ulva rigida,
Asparagopsis taxiformis, Cystoseira barbata e Dictyota dichotoma estratti con etanolo

(Tab. 8) ed acetone (Tab. 9). per vedere se queste sostanze naturali possiedono attivita

larvicida nei confronti della zanzara.
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Tab. 8: prova preliminare del test di tossicita degli estratti di etanolo

_ U. rigida | A. taxiformis | C. barbata |D. dichotoma| C

R1 R2| R1 R2 R1 R2| R1 R2

inizio prova 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mortalita a 24h 0 0 1 1 1 0 7 9 2
mortalita a 96h 1 0 1 2 1 1 3 1 0
mortalita totale | 1 0 2 3 2 1 10 10 2
adulti ottenuti 9 10 8 7 8 9 0 0 8

Legenda: R1, R2 = numero di repliche; C = controllo

Tab.9: prova preliminare del test di tossicita degli estratti di acetone

_U. rigida |A. taxiformis |C. barbata |D. dichotoma| C
R1 R1 R1 R1

inizio prova 0 0 0 0 0

mortalita a 24h 0 1 1 1 2

mortalita a 96h 1 0 0 6 0

mortalita totale 1 1 1 7 2

adulti ottenuti 9 9 9 3 8

Legenda: R1 =replica; C = controllo

Osservando le tabelle si pud dedurre che, nell’arco delle 96 h, I’estratto etanolico
di Dictyota dichotoma ha provocato la morte totale delle larve. Anche l'estratto di
acetone di Dictyota dichotoma ha causato una evidente mortalita larvale (7 su 10);

mentre tutte le altre specie algali hanno dato bassi o nulli valori di tossicita.
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4.2.3 Risultati del test di tossicita dei biometaboliti di Dictyota dichotoma a diverse
concentrazioni

E stato quindi pensato di effettuare il test a concentrazioni piu basse utilizzando
gli estratti di etanolo e acetone di Dictyota dichotoma, per calcolare gli indici LC50 e LC90
in caso ci fosse una significativa mortalita delle larve. In tabella 10 sono presenti i
risultati del test di Dictyota dichotoma con |'estratto etanolico, mentre in tabella 11 si

trovano i risultati del test effettuato sulla stessa alga utilizzando I'estratto di acetone.

Tab. 10: prova di tossicita a basse concentrazioni con estratto etanolico di Dictyota

dichotoma
Attivita 8 mg/l 20 mg/| 50 mg/I 100 mg/I C
R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X |R1 R2 R3 X
inizio prova 0 o o 00|lo o o o00]lo o o o0o0lo0 0o 0 o0 0
mortalitaa24h | 1 2 o 10}l0 1 0o o03|4 4 1 30[|8 6 5 63 1
mortalitaa9ésh | 1 2 2 17}l0 o o o0|2 3 4 302 3 5 33 0
mortalita totale| 3 4 2 3,0 0 1 0 0,3 6 7 5 60 |10 9 10 9,7 1
adultiottenuti | 7 6 8 70|10 9 10 97 |4 3 5 40|0 1 o0 03 9
Legenda: R1, R2, R3 = numero di repliche; C = controllo; X = media aritmetica
Tab. 11: prova di tossicita a basse concentrazioni con estratto acetone di Dictyota
dichotoma
Attivita 4 mg/| 8 mg/I 12 mg/I 16 mg/| 20 mg/I C
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
inizio prova 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mortalita a 24h 0 1 0 6 0 1 0 5 0 0 0
mortalita a 96h 1 0 3 0 3 0 0 2 2 1 0
mortalita totale 1 1 3 6 3 1 0 7 2 1 0
adulti ottenuti 9 9 7 4 7 9 10 3 8 9 10

Legenda: R1, R2 = numero di repliche; C = controllo
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Dall’osservazione dei risultati si pu0 osservare che [l'estratto etanolico ha
mostrato una mortalita significativa delle larve in tutte le repliche per 100 mg/I (p<0.01)
e in due repliche per 50 mg/l (p<0.05). Quindi per gli estratti etanolici di Dictyota
dichotoma risulta una LCqy pari a 100 mg/l ed una LCso di 50 mg/I.

Per quanto riguarda l'efficacia degli estratti con acetone, dall’osservazione
generale di tutte le repliche non e stato possibile calcolare i valori di LCoy € LCsg.
Tuttavia, prendendo in considerazione le singole repliche & risultata una mortalita
significativa in una delle due repliche per 8mg/| (p<0.05) ed in una per 16mg/I (p<0.01).
In generale possiamo dire che ¢ stato possibile osservare una certa mortalita delle larve
anche a queste concentrazioni piuttosto basse. E'importante aggiungere che in tutte le
prove la metamorfosi in adulti € avvenuta con successo senza subire particolari arresti

durante le varie fasi di sviluppo (larve di IV stadio e pupe).
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5. DISCUSSIONE

Lo scopo di questa prova & stato quello di valutare se effettivamente puo esserci

un qualche effetto positivo di tossicita degli estratti nei confronti delle larve. Se uno
degli estratti algali avesse mostrato una qualche attivita larvicida potrebbe essere
utilizzato come una sostenibile alternativa all’'uso di insetticidi sintetici piu tossici.
L'idea di utilizzare estratti algali contro lo stadio larvale delle zanzare non & nuova. Molti
studi (Ciccia et al., 2000; Elbanna et al., 2011; Manilal et al., 2009; Poonguzhali et al.,
2012) hanno testato, con risultati positivi, I'efficacia di sostanze naturali presenti sia
nelle alghe che nelle piante sulle larve. La scelta di provare ad utilizzare gli estratti algali
contro la zanzara tigre (Aedes albopictus) € dovuta al fatto che esso presenta una fase
larvale acquatica e quindi gli estratti non devono essere somministrati direttamente
all'individuo ma possono essere aggiunti nell’acqua dove vivono le larve. L'uso di larve al
Il stadio & dovuto al fatto che alcuni larvicidi agiscono nella fase di muta (momento in
cui si ha il passaggio dallo stadio Il allo stadio IV o dal IV stadio alla fase di pupa)
bloccando in questo modo lo sviluppo e inducendo alla morte. Quindi anche il
rallentamento della crescita risulta essere comunque un effetto positivo dal punto di
vista pratico perché viene ridotta la popolazione di Ae. albopictus che si puo sviluppare
in una stagione.

Per il controllo delle zanzare e percio necessario cercare di ridurre al minimo la
crescita della loro popolazione concentrandosi maggiormente sullo stadio larvale, sia
perché permette di avere risultati migliori e duraturi, sia perché il controllo delle larve
ha un impatto sull’ambiente minore rispetto al trattamento contro gli individui adulti.
Diversi Autori hanno utilizzato dei criteri propri di caratterizzazione della potenza
larvicida di sostanze naturali (Kiran et al., 2006; Chantraine et al., 1998; Massebo et al.,
2009; Magalhdes et al., 2010). Per poter essere efficace come larvicida sul mercato
dovrebbe essere in grado di uccidere almeno il 50% delle larve anche a concentrazioni
minime, di solito indicate come una LCs0 <100 mg/l (Cheng et al., 2003). Per questo
motivo sono state effettuate delle prove preliminari con [l'estratto ad una
concentrazione molto elevata (400 mg/l). Gli estratti che non davano mortalita delle

larve a questa concentrazione sono stati quindi considerati non efficaci.
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| ficocolloidi ricavati da Undaria pinnatifida, Hypnea cornuta, Sargassum
muticum e Fucus virsoides si sono rivelati non efficaci nei confronti delle larve di Aedes
albopictus gia con le prove preliminari ad elevata concentrazione. Prendendo in
considerazione gli estratti delle altre quattro specie di alghe (Ulva rigida, Asparagopsis
taxiformis, Cystoseira barbata e Dictyota dichotoma) invece, si sono potute notare
alcune sostanziali differenze. Sia gli estratti etanolici che di acetone di Dictyota
dichotoma hanno provocato la morte delle larve, i primi alla concentrazione di 400 mg/I,
i secondi a 100 mg/I; mentre le altre specie non hanno dato tossicita positiva. Dopo aver
eseguito la prova di tossicita a basse concentrazioni abbiamo concluso che gli estratti di
etanolo di Dictyota dichotoma risultano essere tossici nei confronti dello stadio larvale
di Aedes albopictus avendo un LC50 di 50 mg/l e un LC90 di 100 mg/I. Le larve rimaste in
vita si sono sviluppate allo stadio di pupa fino ad arrivare alla metamorfosi completa in
adulto (sfarfallamento).

Bantoto et al., (2013) ha studiato I'efficacia larvicida di estratti algali presenti in
due specie di alghe brune (Padina minor e Dicyota linearis) contro larve di Aedes
aegypti. La mortalita larvale aumentava all’aumentare della concentrazione di estratto.
Per quanto riguarda l'estratto di D. linearis non si osservava nessuna mortalita a 20
mg/l; i valori di LC50 erano di 60 mg/| e quelli di LC90 di 91.6 mg/l. Quindi, i risultati da
noi ottenuti sono paragonabili a quelli ottenuti da Bantoto et al. (2013) anche se la
specie di zanzara e di alga non erano esattamente le stesse.

Le Dictyotaceae sono una fonte di terpeni bioattivi, che potrebbero essere una
risposta evolutiva delle alghe brune agli erbivori. Dictyota e Padina producono terpeni e
sesquiterpeni (De Paula et al.,, 2011). Nel presente studio, Dictyota dichotoma ha
mostrato una significativa attivita larvicida contro Ae. albopictus suggerendo la presenza
di metaboliti attivi, probabilmente terpenoidi; tuttavia, |'effetto larvicida delle alghe
brune potrebbe anche essere dovuto a fenoli o acidi grassi insaturi (Bantoto et al.,
2013).

Altri autori (Poonguzhali & Nisha, 2012) hanno testato I'attivita larvicida di
estratti metanolici, acetone e benzene di Ulva fasciata e Grateloupia lithophila, contro il

vettore Culex quinquefasciatus.
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Gli Autori riportano per Ulva fasciata valori di LC50 con I'estratto metanolico e di
LC90 con I'estratto di acetone piuttosto elevati (rispettivamente 432 mg/l e 885 mg/I).

Confrontando i valori di questi studi con quelli da noi ottenuti si puo concludere
che gli estratti delle alghe del genere Ulva sono effettivamente poco efficaci per il
controllo delle zanzare.

Va inoltre evidenziato che esistono comunque alcune differenze tra i nostri studi
e quelli effettuati in passato da altri autori, ma questo & dovuto al fatto che sono state
usate specie algali, concentrazioni e metodi estrattivi diversi. Anche il dittero in
guestione non ¢ lo stesso.

In generale, la bioattivita di un composto di diverse specie dello stesso taxa varia
con la zona geografica e pud dipendere da parametri ecologici e geografici come
irradiazione o nutrienti (Marti et al., 2004). Si ritiene che la produzione di metaboliti
secondari composti da carbonio sia maggiore nelle zone con elevata intensita luminosa,

concentrazioni basse di nutrienti e pascolo elevato (Coley et al., 1985).
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6. CONCLUSIONI

Gli estratti algali possono essere ricchi fonti alternative di agenti per il controllo
delle larve delle zanzare, in quanto costituiscono un serbatoio di composti bioattivi che
sono biodegradabili in prodotti non tossici e possono essere potenzialmente utilizzati
nel controllo dello stadio larvale dell’insetto.

Il presente studio dimostra che gli estratti polisaccaridici di Hypnea cornuta,
Sargassum muticum, Fucus virsoides e Undaria pinnatifida non possiedono attivita
tossica nei confronti delle larve di Aedes albopictus. Mentre, per quanto riguarda
I'estratto etanolico di Dictyota dichotoma, tenendo presente il valore ottenuto di LC50
(50 mg/1) e confrontandolo con il valore minimo di attivita larvicida (LC50 < 100mg/I) si &
arrivati alla conclusione che Dictyota dichotoma possa essere un efficace candidato nel
controllo di Aedes albopictus.

Bisogna tenere presente per0 alcune problematiche emerse durante Ia
sperimentazione come ad esempio la disponibilita algale (non tutte sono presenti in
guantita elevate per poter effettuare abbastanza prove); il metodo di estrazione (alcuni
protocolli risultano essere lunghi e laboriosi) e la specie di zanzara in questione (certi
generi possono essere resistenti a certi principi attivi). Per il controllo della zanzara tigre
attualmente esistono in commercio molti prodotti chimici che agiscono sia sullo stadio
larvale (insetticidi larvicidi) che sull’adulto (insetticidi adulticidi). Per i primi si impiegano
regolatori di crescita, come il Piriproxyfen, il Diflubenzuron ed il Bacillus thuringiensis
israelensis, mentre come adulticidi vengono impiegati i piretroidi sintetici e naturali. |
larvicidi non sono pericolosi per i vertebrati, ma hanno effetti negativi contro altri
invertebrati acquatici innocui (altre larve d’insetti, copepodi, ecc.), mentre gli adulticidi
sono piu tossici, anche per i vertebrati. | ficocolloidi ed i biometaboliti sono sostanze
naturali che possiedono efficacia come anticoagulanti, antivirali, antiossidanti e
antitumorali ma, mentre i primi non possono essere utilizzati come larvicidi nella lotta
contro le zanzare, i secondi sono dotati di questa capacita. Tornando allo studio in
guestione, visti i risultati ottenuti dalle prove, se in futuro si risolveranno le

problematiche dovute al metodo estrattivo mettendo a punto ulteriori indagini
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scientifiche, Dictyota dichotoma potrebbe essere annoverata come una specie
potenzialmente interessante per una possibile alternativa agli insetticidi sintetici.

Avere a disposizione un prodotto naturale, non tossico per i vertebrati,
biodegradabile e non residuale permetterebbe il suo utilizzo anche in ambito domestico,
alla portata di tutti, senza ricorrere a ditte di disinfestazione specializzate. Per questi
motivi riteniamo che gli studi su questo tipo di sostanze andrebbero approfonditi e

incoraggiati.
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7. APPENDICE

7.1 BIOLOGIA DELLE MACROALGHE TRATTATE

% Hypnea cornuta

Phylum: Rhodophyceae
Ordine: Gigartinales
Famiglia: Hypneaccaeae

Genere: Hypnea

Fa parte della categoria delle alghe rosse. | talli (Fig.1) sono di colore rosso e di forma
cilindrica, alti 6-20 cm, intrecciati con altre alghe o formanti ciuffi fissati al substrato. Gli assi
sono ramificati in modo alterno, ricoperti da rami spiniformi lunghi 1-2 mm. La struttura del
tallo € monoassiale: in sezione trasversale la cellula assiale & ben distinta ed & circondata da
grosse cellule midollari rotondeggianti o ovoidi. Il cortex presenta un singolo strato di cellule di
spessore tra i 25 e i 30 p. Presenta un ciclo trigenetico aplodiplofasico isomorfo. In Fig.2 si
osserva il dettaglio al microscopio ottico del ramo di H. cornuta con delle particolari
estroflessioni che prendono il nome di processi stellati. Questa specie fa parte della Biocenosi
delle alghe infralitorali. La troviamo nel Mediterraneo (Fig.3), nel Golfo di Guinea, nel mar dei
Caraibi, nell’Oceano Pacifico e Indiano. E classificata come una specie invasiva.

Fig.1: A) tallo di Hypnea cornuta; B)dettaglio al microscopio ottico del ramo di Hypnea cornuta
500-Am con processi stellati (foto di Sfriso A.)
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% Undaria pinnatifida

Phylum: Phaeophyceae
Ordine: Laminariales
Famiglia: Alariaceae

Genere: Undaria

E una specie aliena di origine giapponese. Il suo tallo (Fig.2) & costituito da tre parti: base,
stipite e fronda. | talli macroscopici (sporofiti) variano sia per quanto riguarda la forma sia per
quanto riguarda le loro dimensioni. Possono andare dai 30-40 cm fino ai 2 m di lunghezza (Fig.
5) e dipendono dalla densita, dalle caratteristiche ambientali dei siti di appartenenza, dalle
caratteristiche chimico-fisiche e trofiche della colonna d’acqua e dalla profondita in cui essi si
trovano. Generalmente di colore bruno-rossiccio, carnoso e viscido al tatto a causa della
presenza di muco superficiale. Si riproduce sia sessualmente che asessualmente. Il suo ciclo
riproduttivo presenta un’alternanza tra fase sporofitica e gametofitica. Nella parte inferiore
dello sporofito, nei mesi primaverili, compaiono gli organi riproduttivi i quali danno origine e
liberano zoospore. Dopo la loro germinazione si sviluppano gametofiti sia femminili che
maschili i quali rimangono ancorati al substrato. A fecondazione avvenuta, da questi talli
microscopici si origineranno nuovi sporofiti. La troviamo ancorata a substrati rocciosi che si
trovano dal mesolitorale inferiore fino all’inizio dell’infralitorale. A volte, la si puo trovare in
stretta associazione con Sargassum muticum. In estate tende a scomparire a causa delle
elevate temperature dell’acqua. Osservata nell’lOceano Atlantico e Pacifico e nel

MM

Fig.2: talli di Undaria pinnatifidae diverse fasi di accrescimento (foto di Sfriso A.)

Mediterraneo. Introdotta attraverso |’acquacoltura.
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Sargassum muticum

Phylum: Phaeophyceae
Ordine: Fucales
Famiglia: Sargassaceae

Genere: Sargassum

Presenta dimensioni molto grandi ed & originaria del Giappone. La sua colorazione & bruno-
giallastra o marrone-oliva (Fig.3). Viene distinta dalle altre alghe per la presenza di piccole
vesciche sferiche galleggianti che possono trovarsi singolarmente o a gruppi. Cresce
specialmente su substrati duri (rocce, conchiglie) e si fissa a questi tramite un disco basale
largo circa 3 cm. | suoi talli, filamentosi e ramificati, se si sviluppa isolata e in acque vivificate
possono raggiungere i 7-8 m di lunghezza. Dal disco basale andando verso la parte apicale
dell’alga si nota un assottigliamento e una suddivisione in ramificazioni primarie e secondarie.
Puo crescere in ambienti con salinita compresa tra 7 e 34%. e temperature comprese trai 10 e
i30 °C. E’ una specie invasiva, in grado di colonizzare rapidamente vaste aree e soppiantare le
alghe che si trovano nei dintorni. E monoica cioé presenta sullo stesso individuo organi
riproduttivi sia maschili che femminili. Il ciclo di vita presenta una predominanza della fase
sporofitica rispetto a quella gametofitica. Quando lo sporofito giunge a maturita si formano gli
organi di riproduzione (concettacoli). Qui sono presenti organi specifici che portano i ricettacoli
femminili (oogoni) e quelli maschili (anteridi). Gli oogoni danno poi origine alle ovocellule
mentre gli anteridi ai gameti. Quando I'ovocellula viene fecondata si originera una nuova
plantula che presto diventera sporofito. Sargassum muticum si pud e distribuita in Gran
Bretagna, Francia, Belgio, Paesi Bassi, nel Mediterraneo e nella laguna di Venezia. La sua
introduzione é avvenuta attraverso I'acquacoltura (molluschicoltura).

Fig.3: talli di Sargassum muticume dettaglio di un ramo di Sargassum muticum che mostra le
vesciche gassose (foto di Sfriso A.)
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~  Fucus virsoides

Phylum: Phaeophyceae
Ordine: Fucales
Famiglia: Fucaceae

Genere: Fucus

Presenta talli frondosi, a gambo corto, che si dividono dicotomicamente in lamine nastriformi
larghe da 1 a 3 cm, attraversate da una nervatura centrale ben visibile (Fig.4). E provvista di un
disco basale che la ancora al substrato. La parte apicale pud essere semplice o biforcuta e qui
si trovano dei ricettacoli rigonfi e punteggiati in cui sono presenti gli organi riproduttivi. La sua
pigmentazione € marrone scuro (in vivo) e nerastra (su esemplari secchi). Presenta una
consistenza membranosa e una ramificazione dicotomica. Puo arrivare fino a 20 cm di altezza.
E capace di sopportare elevate escursioni mareali (con la bassa marea & in grado di essiccarsi
per poi reidratarsi con I'alta marea) ed e pluriennale. La riproduzione, generalmente sessuata
si ha nel periodo primaverile e avviene attraverso anteridi ed orgoni i quali, a maturita, escono
dal concettacolo’ attraverso |'ostiolo. La fecondazione si ha in acqua tra un gamete femminile
di grosse dimensioni e non ciliato ed un gamete maschile di piccole dimensioni ma provvisto di
due flagelli. Al termine, 'uovo si deposita sul fondale marino generando un nuovo individuo
chiamato plantula. Presenta un ciclo monogenetico diploide. Il suo habitat ideale sono le rocce
che si trovano nel mesolitorale superiore in luoghi calmi e caratterizzati da periodi regolari di
emersione. Specie endemica del Golfo di Trieste e dell’Alto Adriatico (www2.units.it)

Fig.4: A) tallo di Fucus virsoides, B) altri esemplari di Fucus virsoides, C) dettaglio della
nervatura centrale (foto di Sfriso A.)
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Ulva spp.

Phylum: Chlorophyceae
Ordine: Ulvales

Famiglia: Ulvaceae

Genere: Ulva

La sua fronda presenta un aspetto laminare e foliaceo, con il bordo ondulato. | suoi talli si
trovano generalmente in forma pleustofitica (galleggiano nell’acqua) ma possono attaccarsi
anche al substrato tramite un corto peduncolo basale. Le cellule possono avere sia forma
qguadrangolare che poligonale e risultano simili in tutto il tallo algale (Fig.5). La colorazione
dell'individuo vivo & sui toni di verde con qualche sfumatura azzurra alla base mentre,
I'individuo secco presenta una colorazione verde. Alla base risulta essere rigida e coriacea. Non
presenta ramificazioni. Sono presenti dei rizoidi che hanno la funzione di attaccare Ulva al
substrato. La riproduzione pud essere sia sessuata che asessuata e presenta un ciclo
aplodiplonte e isomorfico in cui si alternano gametofiti dioici ed isogami e sporofiti. Il suo
habitat principale sono le rocce e la si puo trovare generalmente in luoghi esposti, ancorata o
libera su banchi di sabbia che sono protetti dal mesolitorale-infralitorale superiore. Usata nel
settore alimentare come piatto fritto e nel settore farmaceutico come vitamina A e
antimicrobico. Ulva & un’alga che si trova comunemente ed & ubiquitaria. Se la si trova con un
numero esteso di individui e in mezzo a poche altre specie, sta ad indicare una condizione di

eutrofizzazione o di alterazione ambientale.

Fig.5: Ulva rigida; dettaglio al microscopio ottico di cellule e cloroplasti di Ulva rigida (foto di
Sfriso A.)
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Cystoseira barbata

Phylum: Phaeophyceae
Ordine: Fucales

Famiglia: Cystoseiraceae

Genere: Cystoseira

| suoi talli sono di grandi dimensioni, a forma di cespuglio. Alcuni esemplari arrivano a 1.30 m
di altezza (Fig.6). Sono presenti vescicole aerifere sui rami secondari dell’alga. In vivo, presenta
una colorazione che cambia a seconda della stagione: in inverno & bruna olivastra, in
primavera giallastra. Non e iridescente. Gli esemplari secchi, invece, sono neri. Ha una
ramificazione irregolare che a volte puo essere dicotomica, altre volte regolarmente pennata.
Si attacca al substrato attraverso un disco circolare stretto e tozzo. Presenta un ciclo
monogenetico diploide e si riproduce per oogamia in concettacoli che si trovano distribuiti su
tutto il tallo oppure in parti specializzate che si trovano sui rami laterali. E una specie reofila (&
in grado di sopportare situazioni di idrodinamismo non intenso dell’acqua) e si trova su rocce
dell’ infralitorale. La si puo trovare nel golfo di Triste e di Venezia, e pilu in generale, nei mari
Adriatico e Mediterraneo. E usata comunemente in farmacia come antilipemico. Il suo
principio attivo & I'acido alginico.

Fig.6: Cystoseira barbata (foto di Sfriso A.)
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% Dictyota dichotoma

Phylum: Heterokontophyta
Ordine: Dictyotales
Famiglia: Dictyotaceae

Genere: Dictyota

| suoi talli sono appiattiti, piu 0 meno nastriformi e ad accrescimento apicale, alti fino a 20-30
cm (Fig.7). La sua forma & composta da lamine larghe da uno a pochi mm. In vivo presenta una
colorazione bruno scuro o verde oliva e, sott’acqua, a blu elettrico per iridescenza. L'esemplare
secco, invece, presenta una variazione di colore che va dal verde al giallo al bruno. Le fronde
sono generalmente formate da tre o piu strati di cellule. La superficie delle fronde & costituita
da ciuffi di peli. Ha una ramificazione dicotomica regolare. Sono presenti rizoidi che terminano
con un disco adesivo ed hanno la funzione di ancorare I'esemplare al substrato. Presenta un
ciclo digenetico isomorfo e si riproduce in modo sessuale per oogamia. La troviamo
generalmente su rocce o come epifita nella zona infralitorale. Presente nel golfo di Trieste e di
Venezia, e pill in generale, nei mari Mediterraneo, Adriatico e nel mar Rosso. E presente anche
negli oceani Atlantico e Indiano. Il genere e usato in farmacia come antilipemico. Il suo
principio attivo e I'acido alginico.

Fig.7: tallo di Dictyota dichotoma (foto di Sfriso A.)
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Asparagopsis taxiformis

Phylum: Rhodophyceae
Ordine: Bonnemaisoniales

Famiglia: Bonnemaisoniaceae

Genere: Asparagopsis

Fa parte della categoria delle alghe rosse. E chiamato anche “asparago marino” a causa della
sua forma morfologica. Asparagopsis taxiformis & una macroalga cosmopolita. | suoi talli si
trovano comunemente in ambiente sublitorale poco profondo. Il suo ciclo & trigenetico
aplodiplofasico eteromorfo (le due fasi aploide e diploide sono diverse tra loro). Si ha
I'alternanza di un macrotallo gametofitico e di un microtallo tetrasporofitico (Fig. 8) che, alle
origini, era stato denominato Falkenbergia hillebrandii e si pensava fosse una specie distinta. |
gametofiti hanno una struttura eretta e sono caratterizzati da un lungo stelo cilindrico molto
ramificato e di forma piramidale. | talli sono di consistenza molle e flaccida, di dimensioni
anche fino a 30 cm. La colorazione va dal rosso al rosa ma possono esserci anche esemplari
con colorazioni che vanno dal verde al giallastro. | rami principali hanno una disposizione ad
elica attorno all’asse e presentano un aspetto piumoso. Possono essere presenti anche dei
corti ramuli spinosi uncinati o falciformi. | microtalli tetrasporofitici, invece, sono filamentosi e
ramificati, raggruppati in ciuffi piumosi di forma sferica alti da 1 fino a 3 cm. Possono essere
epifiti o epiliti. Asparagopsis taxiformis si riproduce sia in modo sessuato che in modo
asessuato. | macrotalli gametofitici crescono su substrati duri e rocciosi ma si possono trovare
anche come epifiti generalmente su alghe rosse coralline. La specie presenta un odore forte ed
€ nota come fonte di molti metaboliti secondari tossici che servono presubilmente come difesa
contro il grazing. Queste sostanze sono principalmente alocarburi volatili (VHOC), in particolare

bromocarburi.

Fig.8: gametofito di A. taxiformis e tetrasporofito (fase Falkenbergia hillebrandii) (foto di
Armeli Minicante S.)
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7.2 PROTOCOLLI PER L’ESTRAZIONE DI POLISACCARIDI

Alghe brune

Pesare in bilancia analitica circa 30gr di campione macinato. Per campioni in cui sono presenti
pochi polisaccaridi incubare in soluzione di NaOH 2N (80g/I) ed essiccare in stufa a 60°C per 1
ora. L'NaOH aumenta la resa di ficocolloidi. | campioni vanno poi filtrati e lavati con acqua.
Incubare in etanolo (EtOH) 100% e inserire in ultrasuoni per 30 min. Se il campione non é
abbastanza compatto centrifugare (4000giri-10 min — T. ambiente) utilizzando delle falcon® e
rimuovere il surnatante. Incubare il pellet in acetone 100% e inserire in ultrasuoni per 30 min.
Centrifugare nuovamente per 10 min, recuperare il pellet e incubare in acqua bi-distillata.
Essiccare in stufa a 70°C per una notte. L’etanolo e I'acetone servono per la depigmentazione
dell’estratto mentre I'acqua bidistillata ha la funzione di estrarre il polisaccaride. Il giorno
seguente centrifugare per 1h, recuperare il surnatante e precipitare in EtOH 96% (V/V).
Attendere 15 minuti e recuperare il precipitato, se si ritiene necessario centrifugare per 10
mine recuperare nuovamente il precipitato. Porre il polisaccaride estratto in cuvette di plastica
e seccare in stufa a 40°C. Per conservare il polisaccaride € necessario inserirlo in una provetta
dopo averlo accuratamente polverizzato con un mortaio e dopo averlo pesato per avere la resa
finale.

Alghe rosse

Pesare in bilancia analitica circa 30gr di campione macinato. Incubare, se necessario, in NaOH
2N ed essiccare in stufa a 60°C per 1 h. Filtrare e lavare con acqua. Incubare il campione in
EtOH 100% e inserire in bagno ad ultrasuoni per 30 min. Centrifugare per 10 min, rimuovere il
surnatante, incubare in acetone 100% e inserire nuovamente in bagno ad ultrasuoni per 30
min. Recuperare il pellet e incubare in acqua bi-distillata. Essiccare in stufa a 40°C per una
notte. Il giorno dopo centrifugare per 10 min, recuperare il surnatante e precipitare in EtOH
96% (V/V). Attendere 15 mine recuperare il precipitato. Se si ritiene necessario centrifugare
per 30 min e recuperare nuovamente I'estratto. Porre il polisaccaride in cuvette di plastica e
seccare in stufa a 40°C.

Per conservare il polisaccaride & necessario inserirlo in una provetta dopo averlo
accuratamente polverizzato con un mortaio e dopo averlo pesato per avere la resa finale.
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7.3 STADI VITALI DI AEDES ALBOPICTUS

Il stadio

Fig.9: fasi di sviluppo di larva di
Aedes albopictus

Fig.11: femmina adulta di Aedes albopictus
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