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ABSTRACT

In most aquatic organisms, especially those that have external fertilization, sperm motility is a
fundamental parameter for the success of fertilization. In fact the knowledge of sperm motility can
be very useful in the aquaculture and ecotoxicological sectors improving breeding procedures,
cryopreservation protocols and spermiotoxicity assays. In this sense, this study aimed to: (1) obtain
the basic knowledge on sperm motility of aquaculture marine organisms; (2) propose and optimize
protocols for sperm cryopreservation; (3) propose and optimize ecotoxicological tests using
cryopreservated sperm. For this we used the Mediterranean native organisms Mytilus
galloprovincialis, Tapes decussatus, Paracentrotus lividus and Sparus aurata, the alien molluscs
cultured in Italy Crassostrea gigas and Tapes philippinarum and the Brazilian native molluscs
Perna perna, Crassostrea brasiliana, Crassostrea rhizophorae and Nodipecten nodosus. N.
nodosus, M. galloprovincialis and T. decussatus showed the best performance in the general
evaluation of physiological parameters of sperm motility. In general the method of sperm
acquisition affected the performance of sperm motility of the studied species. For some species, the
stored sperm at low temperatures for a short period has proved viable after activation. The N.
nodosus sperm showed good viability to cryopreservation through the addition of EG 7% for 10
minutes of adaptation at room temperature and freezing gradient of -6°C/min. A reduced sperm
motility was observed after cryopreservation and thawing of P. lividus, P. perna and C. brasiliana.
The ecotoxicological assay through S. Aurata cryopreserved sperm demonstrated a remarkable
potential as an universal test in the evaluation of different aquatic ecosystems. The species M.
galloprovincialis, T. decussatus and N. nodosus were considered as potentially useful with
biological systems in spermiotoxicity tests.



RESUMO

Na maioria dos organismos aquéticos, principalmente naqueles que apresentam fecundacao externa,
a motilidade espermdtica ¢ um parametro fundamental para o exito da fertilizagdo. De fato o
conhecimento da motilidade espermdtica pode ser muito util nos setores da aquicultura e
ecotoxicologia otimizando protocolos de reproducao artificial, criopreservacao e testes
espermiotoxicidade. Neste sentido, este estudo teve como objetivos: adquirir conhecimentos de base
sobre a motilidade espermdtica de organismos marinhos aplicados a aquicultura; (2) otimizar e
projetar protocolos de criopreservagdo de semen; (3) otimizar e projetar testes ecotoxicoldgicos
utilizando semen criopreservado. Para isso foram utilizados os organismos autocténes do
Mediterraneo Mytilus galloprovincialis, Tapes decussatus, Paracentrotus lividus e Sparus aurata,
os moluscos aldctones cultivados na Itdlia Crassostrea gigas e Tapes philippinarum e moluscos
autéctones do litoral brasileiro Perna perna, Crassostrea brasiliana, Crassostrea rhizophorae e
Nodipecten nodosus. Conforme observado nos resultados N. nodosus, M. galloprovincialis e T.
decussatus apresentaram o melhor desempenho na avaliacdo geral dos parametros fisiologicos da
motilidade espermatica. Em geral o método de obtencdo do semen influenciou no desempenho da
motilidade espermatica das espécies estudas. Para algumas espécies o semen conservado resfriado
por um curto periodo mostrou-se vidvel apds a ativacdo. O semen de N. nodosus apresentou uma
alta resistencia para a criopreservagao mediante a utilizagao de EG 7% por 10 minutos de equilibrio
sob temperatura ambiente e gradiente de congelamento de -6°C/min. Por outro lado foi observada
uma escassa motilidade espermética ap0ds a criopreservacao do semen de P. lividus, P. perna e C.
brasiliana. O teste ecotossicoldgico com semen criopreservado de S. aurata demonstrou um notavel
potencial como teste universal na avaliacdo de diferentes ecossistemas aqudticos, assim como as
espécies M. galloprovincialis, T. decussatus € N. nodosus foram consideradas sistemas biolégicos
potencialmente utilizaveis em testes de espermiotoxicidade.



PREMESSA

La motilita spermatica ¢ un fattore fondamentale per I’esito della fertilizzazione negli organismi
acquatici, soprattutto per quelli che presentano fecondazione esterna. Per mezzo della motilita
spermatica ¢ possibile determinare la qualita del seme. Questo parametro ¢ tradizionalmente
impiegato in protocolli di fecondazione sia sperimentalmente, sia nella pratica acquacolturale.
Attualmente diverse metodologie sono utilizzate per la valutazione della motilita spermatica, dalla
tradizionale analisi visuale al microscopio ottico, alla moderna analisi computerizzata mediante

sofisticati sistemi di computazione dei movimenti spermatici.

Questo studio propone un modo pratico e efficiente per la valutazione della qualita del seme degli
organismi acquatici attraverso 1’analisi dei parametri fisiologici della motilita spermatica: 1- tempo
di attivazione, 2- massima classe di motilita, 3- durata della massima classe di motilita e 4- durata
totale della motilita spermatica. Questa metodologia ¢ basata sulla tecnica classica di analisi visuale
al microscopio ottico e non richiede 1’utilizzo di strumenti sofisticati potendo essere realizzata in
qualsiasi laboratorio.

I quattro parametri della motilita spermatica, tempo di attivazione, massima classe di motilita,
durata della massima classe di motilita e durata totale della motilita spermatica, sono direttamente
relazionate ai comparti cellulari responsabili per il movimento dello spermatozoo: la membrana
plasmatica, le macromolecole contrattili, il metabolismo mitocondriale e il metabolismo generale.

Queste informazioni sulla motilita spermatica permettono applicazioni in differenti campi: dalla
acquacoltura alle ricerche sull’ambiente.

La criobiologia ¢ una scienza interdisciplinare che sta alla base di molte conoscenze ed
applicazioni; la criobiologia acquatica si colloca in maniera interdisciplinare tra le scienze
acquatiche, la  biologia, le biotecnologie, I’ambiente e le produzioni agroalimentari come
I’acquacoltura. La crioconservazione di gameti e di embrioni di organismi acquatici pud essere
utilizzata in vari campi di applicazione: processi di selezione per il miglioramento genetico delle
specie acquatiche in allevamento; trasferimenti di specie con riduzione del rischio di trasmissione
di infezioni; disponibilita continua di gameti per produzioni oltre le normali stagioni di
riproduzione; supporto alle applicazioni dell’ingegneria genetica; saggi ecotossicologici; strategia
criogenica per la difesa della biodiversita.



1 STATO DELL’ARTE



1.1 Motilita spermatica e criopreservazione

» Motilita spermatica

Lo sperma dei pesci teleostei e dei molluschi marini ¢ diverso da quello dei mammiferi in due
aspetti importanti: ¢ immotile alla emissione e la motilita ¢ indotta al contatto con l'acqua marina.
Metodi di valutazione della qualita dello sperma di questi organismi devono tenere in
considerazione questi fattori poiché i parametri misurati saranno influenzati dalla tecnica con cui
viene indotta la motilita e dal periodo in cui dopo viene misurata (Kime et al., 2001).

I due parametri piu evidenti che sono utili per valutare la qualita degli spermatozoi sono la motilita
(movimento progressivo) e la durata del movimento. Nei mammiferi la velocita spermatica lineare ¢
tra gli indicatori pit affidabili della fertilita (Moore & Akhondi, 1996). Nei pesci e molluschi marini
la traiettoria dello spermatozoi ¢ generalmente pill curvilinea rispetto ai mammiferi.

La metodologia pil comunemente utilizzata per valutare la qualita dello sperma ¢ stata quella di
osservare lo sperma direttamente al microscopio sul vetrino o tramite videoregistrazione, e valutare
il suo movimento in confronto ad una scala predeterminata (Guest et al., 1976; Billard et al., 1977,
McMaster et al., 1992; Utsugi, 1993; Fabbrocini et al., 2000). Tali metodi possono dare una
valutazione approssimativa della motilita spermatica ma poiche questi metodi sono suscettibili di
trattamento statistico, se 1 punteggi sono realizzati con diversi osservatori indipendenti per ogni
campione, possono in definitiva essere considerati affidabili.

Un importante passo avanti nella valutazione rapida e obiettiva della motilita spermatica ¢ venuto
dall'impiego di un sofisticato metodo di analisi di immagine per la valutazione spermatica dei
mammiferi — CASA: Computer Assisted Sperm Analysis. Questa metodologia pud essere applicata
senza restrizione per organismi acquatici mediante alcuni adattamenti tecnici (Kime et al., 2001;
Rurangawa et al., 2004).

Attualmente questa metodologia viene utilizzata anche per la valutazione della motilita spermatica
di pesci teleostei (Dreanno et al., 1997; Dreanno et al., 1998; Fauvel et al., 1998; Abascal et al.,
2007; Fabbrocini et al., 2012) e di alcuni molluschi marini (Lyons et al., 2005; Acosta-Salmén et
al., 2007). Tuttavia I’analisi spermatica per mezzo del sistema CASA non ¢ ancora ampiamente
diffusa a causa dei costi elevati, e gran parte degli ricerche sulla motilita e criopreservazione sono
ancora fatte mediante analisi visuale al microscopio ottico.

Per quanto riguarda la conoscenza della motilita spermatica degli organismi acquatici i dati
disponibili in letteratura sono scarsi. La maggior parte si riferisce ai pesci di acqua dolce di
acquacoltura soprattutto ciprinidi e salmonidi (Morisawa et al., 1983; Billard & Cosson, 1992;
Rurangawa et al., 2004). Per i molluschi marini, limitate sono le ricerche direzionate specificamente
alla motilita spermatica, la gran parte ¢ associata alla criopreservazione spermatica e ai saggi
ecotossicologici (Earnshaw et al., 1986; Gwo et al., 2002; Dong et al., 2005; Di Matteo et al., 2009;
Vitiello et al., 2011).



» Criopreservazione

Secondo la Society for Cryobiology, societa scientifica internazionale per la biologia e medicina
delle basse temperature, la criobiologia comprende lo studio di materiale o sistemi biologici
(proteine, cellule, tessuti ed organi) sottoposti a condizioni moderatamente ipotermiche, alle basse
temperature ed alle temperature criogeniche (oltre -70°C).

N

La crioconservazione dei gameti ¢ una tecnologia da lungo tempo utilizzata nell'ambito
aquaculturale perché permette la creazione di banche di gameti che garantiscono una serie di
vantaggi quali la disponibilita continua di gameti fuori delle stagioni normali di riproduzione, la
possibilita di incrociare animali che presentono particolari caratteristiche genetiche, la creazione di
linee selezionate per determinati caratteri e la limitazione del rischio di trasmissione di infezioni
(Tsai & Lin, 2012). Inoltre, dal punto di vista ambientale, questa biotecnologia permette di creare
un banco genetico per specie minacciate ed in via di estinzione (Holt, 1996; Fickel et al., 2007).

Per quanto riguarda la criopreservazione dei gameti, le prime sperimentazioni sono state svolte
utilizzando il seme di rana e galline pero senza avere risultati tangibili (Luyet & Hodapp, 1938;
Shaffner et al., 1941). Tuttavia solamente nel 1949, i primi risultati concreti sono stati osservati
sulla criopreservazione del seme di galline (Polge et al., 1949). Alcuni anni dopo ¢ stato registrato
il primo risultato effettivo utilizzando seme di pesci, quale I’aringa dell’ Atlantico (Blaxter, 1953).

La tecnica di criopreservazione di gameti e di embrione dei pesci e invertebrati acquatici si viene
sviluppando rapidamente negli ultimi anni, principalmente per la acquacoltura (Carolsfeld et al.,
2003). Per alcune specie questa tecnologia ¢ totalmente consolidata e diffusa in tutto il mondo. Un
esempio classico ¢ lo scambio di materiale genetico criopreservato dell’ostrica Crassostrea gigas,
mollusco ampiamente allevato a livello mondiale (Chao & Liao, 2001; Guo, 2009).

Attualmente la criopreservazione di spermatozoi ¢ stata sperimentata con successo per molti
organismi acquatici e protocolli di criopreservazione su larga scala sono stati testati per specie
d'acqua dolce e marine (Gwo, 2000; Suquet et al., 2000; Tiersch et al., 2007).

Nell'ambito dei molluschi marini studi per la messa a punto di protocolli di criopreservazione di
seme sono stati svolti per un numero limitato di organismi quale 1’ostrica giapponese Crassostrea
gigas (Van der Horst et al., 1985; Bourgrier, 1986; Yankson & Moyse, 1991; Smith et al., 2001;
Ieropoli et al., 2004; Adams et al., 2004; Dong et al., 2005; Dong et al., 2006), I’ostrica americana
Crassostrea virginica (Zell et al., 1979; Paniagua-Chavez & Tiersh, 2001), le ostriche esotiche
Saccostrea cucullata, Crassostrea iredalei, Crassostrea tulipa (Yankson & Moyse, 1991), I’ostrica
piatta del Mediterraneo Ostrea edulis (Vitiello et al., 2011), le ostriche perlifere Pinctada fucata
martensii (Kawamoto et al., 2007; Narita et al., 2008) e Pinctada margaritifera (Acosta-Salmon et
al., 2007), la cozza mediterranea Mytilus galloprovincialis (Di Matteo et al., 2009), il mitilo
australiano Perna canaliculus (Smith et al., 2012), le capesante Argopecten purpuratus (Dupré et
al., 2004) e Chlamys farreri (Li et al., 2000) e le specie di abalone Haliotis diversicolor supertexa
(Gwo et al., 2002) e H. rufescens (Salinas-Flores et al., 2005).

In Brasile studi relazionati alla criopreservazione del seme di molluschi marini sono scarsi e
indicano I’esistenza di problemi nella standardizzazione della tecnica (Reis et al., 2003; Zeni et al.,
2009a; Zeni et al., 2009b). In questo senso, studi di base per I’ottimizzazione dei protocolli ormai
esistenti e I’esecuzione di nuovi protocolli applicati ai molluschi con potenziale zootecnico devono
essere incentivati per garantire la produzione continua di seme e I’ampliamento della produzione
commerciale di molluschi.

Per quanto riguarda i ricci di mare sono stati elaborati 1 protocolli per le specie Strongylocentrotus
drobachiensis (Dunn & McLachlan, 1973), S. intermedius e Hemicentrotus pulcherrimus (Asahina



& Takahashi, 1979), Pseudocentrotus depressus (Kurokura et al., 1989), Tetrapigus niger e
Loxechinus albus (Barros et al., 1997), e Evechinus chloroticus (Adams et al., 2004). Per il riccio
mediterraneo Paracentrotus lividus ancora non ¢ stato proposto un protocollo di criopreservazione
del seme. Studi precedenti indicono che il seme di questa specie ¢ molto sensibile al congelamento
(Lombardi, 2006; Vitiello, 2011). Anche la criopreservabilita degli embrioni di questa specie non ¢
stata standardizzata (Paredes & Bellas, 2009; Bellas & Paredes, 2011).

In ogni modo la crioconservazione di gameti, in particolare di specie marine, non ¢ ancora
diffusamente utilizzata, soprattutto perché mancano studi approfonditi sulle problematiche ad esso
connesse (Gwo, 2000). Inoltre le caratteristiche fisiologiche degli spermatozoi di pesci € molluschi
sono diverse da quelle presenti nei mammiferi per i quali la criopreservazione ¢ stata abbastanza
studiata e molti problemi superati (Chao & Liao, 2001). Dal punto di vista morfologico e fisiologico
queste differenze non permettono la semplice riproduzione di protocolli gia consolidati soprattutto
perché i protocolli di criopreservazione sono generalmente specie-specifici (Holt, 2000a).

Le fasi di congelamento/scongelamento provocano notevoli danni alle cellule (Adam et al., 1995;
Holt, 2000b; Morris et al., 2012), soprattutto al livello della membrana plasmatica, la cui integrita ¢
indispensabile per la corretta funzionalita cellulare; ¢ dunque indispensabile, per 1'applicazione di
tali biotecnologie, studiare le varie fasi del processo di congelamento e del successivo
scongelamento, come pure dei mezzi in cui 1 gameti sono diluiti durante queste fasi, in modo da
ottenere allo scongelamento il ripristino, quanto pitt completo & possibile, della normalita fisiologica
delle cellule integre crioconservate.

Per garantire il successo della criopreservazione ¢ necessario ottimizzare tutte le fasi sperimentali,
tra le quali ¢ fondamentale la scelta dell’agente crioprotettivo (CPA). I CPA proteggono le cellule
ed 1 tessuti nel processo di congelamento e scongelamento (Leung, 1991). Queste sostanze sono
classificate basicamente in intracellular e extracellulari. I CPA intracellulari sono soluti organici
responsabili per la protezione del compartimento intracellulare durante il congelamento. Presentono
basso peso molecolare e grande capacita di penetrazione nella membrana plasmatica. I CPA
extracellulari sono macromolecole non permeabili la cui funzione ¢ ridurre la formazione dei
cristalli di ghiaccio, sostenendo la disidratazione cellulare e proteggere la membrana plasmatica. Le
sostanze piu utilizzate sono saccarosio, glucosio, lattosio, trealosio, polivinilpirrolidone (PVP) e
mannitolo (Niemann, 1991; Denniston et al., 2000).

Sostanze come il dimetilsolfossido (DMSO), glicerolo (GLY), propilen glicole (PG), etilen glicole
(EG) e metanolo (MET) sono generalmente impiegate come agente crioprotettivi intracellulari nel
congelamento dei gameti, tuttavia presentono effetti tossici per le cellule (Arakawa et al., 1990).
Negli studi tesi all’ottimizzazione di protocolli di criopreservazione spermatica inizialmente il piano
sperimentale viene organizzato per individuare la tossicita degli agenti crioprotettivi. In generale i
CPA che presentono una rapida permeabilita sono piu favoriti perché richiedono un tempo minore
di adattamento prima del congelamento, quindi il seme viene esposto per meno tempo agli effetti
dannosi dell’agente crioprotettivo (Kasai et al., 1996).

Allo stesso modo I’addizione di soluzione diluente ¢ fondamentale per fornire un ambiente
osmotico e nutrizionale per gli spermatozoi durante il processo di congelamento e scongelamento.
La diluizione del seme in un mezzo idoneo, in molte specie ittiche aumenta la capacita fecondante
(Tambasen-Cheong et al., 1995; Ohta & Izawa, 1996); inoltre, aiuta a stabilizzare 1 parametri
chimico-fisici (Tan-Fermin et al., 1999) e a volte ¢ in grado di indurre ’inibizione della motilita
spermatica, impedendo lo spreco delle riserve energetiche degli spermatozoi (Chambeyron &
Zohar, 1990; Villani & Catena, 1991; Barbato et al., 1998; Sansone et al., 2001).

Altro fattore essenziale per I’ottenimento, allo scongelamento di spermatozoi di buona qualita ¢ la
velocita di raffreddamento e congelamento e le modalita di adattamento all’extender: procedure

9



troppo lente, infatti, implicano una lunga esposizione delle cellule ad alte concentrazioni di CPA,
variazioni di pH, precipitazioni di soluti (Fiser et al., 1993); tempi di raffreddamento e
congelamento eccessivamente brevi hanno pero come inconveniente la formazione incontrollata di
cristalli di ghiaccio che possono provocare danni alla membrana plasmatica, alterando la
funzionalita cellulare (Mazur, 1984; De Leeuw et al., 1990; Holt, 2000b; Morris et al., 2012).

10



1.2 Utilizzo di seme criopreservato in saggi ecotossicologici

La metodologia tradizionalmente utilizzata per la valutazione della contaminazione ambientale
consiste nella ricerca diretta degli inquinanti mediante analisi chimico-fisiche. Le informazioni
ottenibili in questo modo presentano pero delle carenze, in quanto non permettono di registrare le
tracce di episodi di degrado avvenuti precedentemente e, soprattutto, non danno una stima reale
delle loro azioni tossiche sugli organismi viventi, che sono il risultato, innanzitutto, di effetti dei
vari inquinanti (Chapman, 2002; Chapman et al., 2002; Davoren et al., 2005).

N

Qualsiasi sia il fine che spinge alla sorveglianza ed alla tutela di un determinato ambiente, ¢
necessario 1'utilizzo di adeguate metodologie di monitoraggio ambientale e di una corretta strategia
di applicazione di queste metodologie (Burton Jr, 1999; Chapman, 2008; D'Adamo et al., 2008).

I saggi di tossicita rappresentano un utile strumento per 1’identificazione precoce di situazioni di
rischio per il biota, in quanto permettono di evidenziare gli effetti causati dall'insieme degli
inquinanti biodisponibili nell'area considerata mediante misure replicate, in specie target scelte in
base all’importanza che rivestono nell’ecosistema considerato e/o in base alla loro sensibilita
(Nipper et al., 1993; Nascimento et al., 2000).

I saggi di tossicita, infatti, permettono una rapida valutazione della frazione biodisponibile di
inquinanti, anche a basse concentrazioni, tenendo conto nel contempo anche degli effetti additivi,
sinergici e/o antagonisti di tutte le componenti che interagiscono con il biota (Nipper et al., 1993;
Fabbrocini et al., 2005; Macken et al., 2009; Narracci et al., 2009).

La scelta degli organismi (indicatori biologici) piu idonei per un saggio di tossicita deve tenere
conto di numerosi fattori, tra cui sensibilita e affidabilita, distribuzione e rilevanza ecologica della
specie, disponibilita nell’arco dell’anno. Inoltre, un saggio ecotossicologico deve prevedere
“endpoints” che possano essere misurati in maniera il pilt possibile riproducibile, oggettiva,
accurata e rapida (Chapman 2002; Chapman et al., 2002).

La capacita riproduttiva costituisce un indicatore sensibile per la sopravvivenza di una specie e puo
quindi risultare anche un utile parametro per valutare il rischio ambientale indotto da fenomeni di
contaminazione chimica. In effetti, grazie alla loro elevate sensibilita, gameti ed embrioni di
organismi acquatici sono comunemente utilizzati nei test ecotossicologici (Pagano et al., 1986; His
et al., 1999; Au et al., 2000; Lam et al., 2000; Bellas et al., 2001; Micheletti et al., 2004; Raisuddin
et al., 2007; Masullo et al., 2008; Embry et al., 2010) e per valutare la qualita biologica delle acque
e dei sedimenti in aree soggette ad effetti antropici (Beiras et al., 2003; Volpi Ghirardini et al.,
2005; Saco-Alvarez et al., 2010). Gli effetti di molte sostante tossiche sulla motilita spermatica e
sulla capacita di fecondazione e sviluppo larvale sono stati studiati in differenti specie (Pagano et
al., 1993; Warnau et al., 1996; Yokota et al., 2001; Arizzi Novelli et al., 2003; Abascal et al., 2007;
Losso et al., 2007; Beiras & Bellas, 2008; Filosto et al., 2008).

Studi di spermiotossicita sono stati ampiamente effettuati su numerosi sistemi biologici,
confermando l'elevata sensibilita ai contaminanti testati degli spermatozoi di differenti specie
acquatiche (Kime et al., 1996; Rurangwa et al., 2002; Rosety et al., 2003; Lahnsteiner et al., 2004;
Lera et al., 2006; Gopalakrishnan et al., 2008).

Tra i fattori che favoriscono l'utilizzo degli spermatozoi nelle indagini ecotossicologiche vi ¢ la
rapidita delle procedure di esposizione e valutazione: tipicamente, infatti, nei saggi di
spermiotossicita, la tossicita di un inquinante ¢ valutata esponendo lo sperma per un breve periodo
di tempo (30-60 minuti), al termine del quale, 1'utilizzo del parametro motilita spermatica fornisce
una risposta immediata all'esposizione del contaminante.
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L’applicazione delle tecniche di analisi computerizzata della motilita spermatica alle specie
acquatiche ne ha reso possibile una valutazione rapida, quantitativa ed oggettiva, che fornisce
inoltre in tempo reale informazioni su parametri quali la velocita lineare e curvilinea o la frequenza
del battito flagellare, che non sono osservabili manualmente, ma che sono stati positivamente
correlati alla capacita fecondante (Brokaw, 1985; Kime et al., 1996; Kime et al., 1999; Au et al.,
2000; Au et al., 2001; Kime et al., 2001; Au et al., 2002; Cosson, 2004; Liu et al., 2007).

Inoltre, la possibilita di predire la capacita fecondante di un campione di seme mediante analisi
computerizzata della motilita non dipende dalla qualita delle uova o da altri fattori che possono
influenzare le fasi di fecondazione e sviluppo larvale, riducendo cosi notevolmente il numero di
variabili, rispetto ad un test ecotossicologico tradizionale (Au et al., 2000; Au et al., 2001; Au et al.,
2002).

Nella messa a punto di un protocollo sperimentale che possa fungere da saggio ecotossicologico
facilmente applicabile e ripetibile ¢ necessario valutare, non solo l'effettivo grado di sensibilita ai
diversi contaminanti del sistema biologico preso in esame, ma anche la disponibilita di tale sistema
per l'esecuzione di saggi lungo tutto I'arco dell'anno.

Una ulteriore problematica che si pone quando si affronta il problema della messa a punto di test
tossicologico ¢ legata alla stagionalita dei cicli riproduttivi e quindi alla disponibilita dei sistemi
biologici (gameti ed embrioni di specie acquatiche sentinella); tale difficolta pud essere ovviata
utilizzando le tecnologie criobiologiche: lo stoccaggio in azoto liquido rende i sistemi biologici
bioindicatori disponibili in qualsiasi periodo dell'anno per l'esecuzione dei saggi ecotossicologici,
con indubbio potenziamento dei controlli ambientali grazie alla possibilita di effettuare azioni di
biomonitoraggio in continuo e con maggiore omogeneita di standard qualitativo, rendendo piu
affidabili e riproducili i saggi (Benhra et al., 1997; Paredes & Belas, 2009).

Inoltre nelle sperimentazioni di criopreservazione la motilita degli spermatozoi di vari organismi
acquatici hanno mostrato una buona correlazione tra effetti delle sostanze crioprotettive che sono
sostanze xenobiotiche e parametri fisiologici che caratterizzano la motilita, come capacita di
attivazione, velocita, durata, percentuali di spermatozoi (RVL) rapidi, vigorosi e lineari
caratterizzati dal migliore pattern di motilita (Fabbrocini et al., 2000) e capacita fecondante.

Pertanto i sistemi criopreservati possono essere considerati dei buoni indicatori biologici da
utilizzare per effettuare saggi ecotossicologici rispondendo a tutti i requisiti richiesti: disponibilita
continua; correlazione effetti xenobiotici-rischio ambientale; omogeneita di campioni utilizzabili;
test rapidi, semplici e riproducibili.

Gli spermatozoi di sparidi, come quelli di Sparus aurata, sono fisiologicamente inattivi in relativa
bassa osmolarita, cio li rende adattabili a differenti ambienti acquatici. La orata S. aurata, specie
ampiamente allevata, offre la possibilita di avere una continua ed elevata disponibilita di
spermatozoi grazie a metodi standardizzati di crioconservazione dello sperma di tale teleosteo
(Fabbrocini et al., 2000), per I’effettuazione di test ecotossicologici affidabili e riproducibili.
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2 SCOPO DELLA RICERCA

&

PIANO SPERIMENTALE
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2.1 Scopo della ricerca

Tale lavoro sperimentale ¢ stato finalizzato ad applicazioni in ambito acquatico, basato sulla
acquisizione di conoscenze sui parametri fisiologici della motilita spermatica, e sulla ottimizzazione
e progettazione di protocolli di criopreservazione per spermatozoi di specie acquacolturali e
acquacolturabili.

Per raggiungere lo scopo della ricerca sono stati condotti una serie di esperimenti tesi alla
determinazione dei parametri fisiologici di motilita spermatica: 1- tempo di attivazione, 2- massima
classe di motilita, 3- durata della massima classe di motilita e 4- durata totale della motilita
spermatica e per la messa a punto di protocolli di criopreservazione per spermatozoi di specie
autoctone ed alloctone allevate in Italia e di specie autoctone del litorale brasiliano rappresentative
nel settore acquacolturale.

Inoltre, la presente ricerca ha mirato all’ottimizzazione del biosaggio ecotossicologico con
spermatozoi criopreservati di Orata Spaurus aurata per la valutazione di ambienti acquatici diversi
(marini, di transizione e di acqua dolce), mettendo a punto la esecuzione di un test semplice,
universale, affidabile e ripetibile; nonche alla progettazione di nuovi saggi con seme di molluschi
marini per il monitoraggio ambientale degli ecosistemi marino costieri.
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2.2 Piano sperimentale

Il progetto di tesi ¢ stato sviluppato in tre fasi sperimentali, che hanno riguardato distinti aspetti
della ricerca: motilita spermatica, criopreservazione e saggi ecotossicologici.

» Acquisizione conoscenza sulla motilita spermatica

Questa fase sperimentale ha avuto come oggetto di studio I’acquisizione di conoscenza della
motilita spermatica di specie autoctone mediterranee (Mytilus galloprovincialis, Paracentrotus
lividus e Tapes decussatus), di specie alloctone allevate in Italia (Crasostrea gigas e Tapes
philippinarum) e delle specie autoctone del litorale brasiliano (Perna perna, Crassostrea brasiliana
(=gasar), Crassostrea rhizophorae € Nodipecten nodosus).

N

Per ogni specie ¢ stata valutata la motilita spermatica mediante determinazione dei parametri
fisiologici di tale funzionalita: tempo di attivazione, massima classe di motilita, durata della
massima classe di motilita e durata totale della motilita spermatica.

Per alcune specie sono state fatte prove preliminari sulle modalita di prelievo del seme e sugli effetti
dei parametri ambientali e della conservazione e del transporto del seme sulla motilita spermatica.

» Progettazione ed ottimizzazione di protocolli di criopreservazione per spermatozoi di
specie acquacolturali

In questa fase sono stati sperimentati i protocolli di criopreservazione del seme delle specie
Paracentrotus lividus e Nodipecten nodosus, sistemi biologici per i quali tali protocolli di
criopreservazione sono stati previamente testati, ma non hanno ancora raggiunto risultati
significativi e il seme di Perna perna e Crassostrea brasiliana (=gasar) specie per le quali non
sono disponibili protocolli specifici.

N

Per ognuno di tali sistemi biologici la sperimentazione ¢ stata svolta secondo la classica
articolazione dello studio criobiologico per la messa a punto di un protocollo di criopreservazione:
acquisizione delle conoscenze sul sistema biologico per la gestione degli esperimenti, selezione
degli agenti crioprotettivi meno tossici, selezione dei gradienti di adattamento/raffreddamento
precongelamento, selezione delle curve di congelamento/scongelamento e ottimizzazione del
protocollo.
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» Ottimizzazione e progettazione di biosaggi con spermatozoi criopreservati

Questo aspetto della ricerca prevede I’articolazione in due fasi distinte: 1) 1’ottimizzazione del
saggio con seme criopreservato di orata Sparus aurata, 2) la progettazione di nuovi saggi con seme
di molluschi marini.

Il protocollo sperimentale messo a punto con spermatozoi criopreservati di Sparus aurata proposto
da Vitiello (2011) ¢ stato ottimizzato esponendo il sistema criopreservato e scongelato a matrice
ambientale di origini diverse (marini, di transizione e di acqua dolce). E’ stata valutata la sensibilita
del biosaggio in funzione delle valutazione dei quattro parametri fisiologici della motilita
spermatica rispetto al controllo.

Nella seconda fase ¢ stata prevista I’individuazione di specie di molluschi marini il cui seme &
potenzialmente utilizzabile in saggi di spermiotossicita, vale a dire quelli che presentono
I’andamento della motilita spermatica applicabili alle caratteristiche necessarie per la realizzazione
del test per tale scopo, I’andamento della motilita spermatica di ogni mollusco ¢ stato analizzato e
confrontato con quello di Paracentrotus lividus, organismo modello per questo tipo di saggio.

In tutte le fasi sperimentali ogni esperimento ¢ stato ripetuto 3 volte, ¢ ciascuna ripetizione ¢ stata
effetuata in triplicato (n 29). L'analisi statistica ¢ stata condotta effettuando il Test t di Student per
evidenziare la significativita. Il valore p <0,05 ¢ stato individuato come livello soglia per la
significativita.
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3 RISULTATI E DISCUSSIONI
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3.1 Acquisizione conoscenza sulla motilita spermatica

3.2 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale sono stati esaminati i parametri fisiologici della motilita spermatica di
alcuni organismi marini utilizzati in acquacoltura tra le specie autoctone mediterranee, le specie
alloctone allevate in Italia e le specie autoctone brasiliane.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi ¢ stata effettuata analizzando la motilita spermatica,
espressa in classi (da O a 5), in base alla percentuale di spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazione proposta da Fabbrocini et al. (2000).

Tabella I. Classi di motilita in relazione alla percentuale di spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (Fabbrocini et al., 2000).

Spermatozoi RVL (%) 0 5 10 15 20 30 50 65 80 90 100

Classe di motilita 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3.5 4 4,5 5

3.2.1 Le specie mediterranee

»  Mytilus galloprovincialis

Per la sperimentazione ¢ stato utilizzato seme di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza media
60 +5mm), dall’azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NA). Gli animali erano provenienti da allevamenti
commerciali della regione Campania senza essere depurati per evitare 1I’emissione di gameti (Figura

1).

Figura 1. Aspetto generale dei molluschi ottenuti dalla IRSVEM s.r.l. e il dettaglio delle gonadi del
maschio.

Il trasporto degli animali fino al laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo,
mantenuto ad una temperatura di 5°C mediante 1'uso di ghiaccio. Nel laboratorio tutti i molluschi
sono stati lavati e ne sono stati asportati gli organismi incrostanti.
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Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme ¢ stato ottenuto mediante prelievo bioptico introducendo un pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale . Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un setaccio a maglia di 20 uym
per allontanare residui di tessuto gonadale. Una aliquota di ogni campione ¢ stata attivata in acqua
di mare filtrata a temperatura ambiente (1:1000 V/V) per la valutazione della qualita dello sperma.
La motilita ¢ stata valutata al microscopio ottico (x200) e i campioni con motilita maggiore di classe
3 sono stati utilizzati per la formazione dei pools. La classe di motilita ¢ stata valutata secondo
Fabbrocini et al. (2000).

Emissione gametica

Il seme ¢ stato ottenuto sottoponendo gli organismi a shock termico e raccolto dai mitili
singolarmente al fine di selezionare le emissioni di migliore qualita con cui costituire i pool di
spermatozoi utilizzati per la sperimentazione.

I molluschi sono stati ricoperti con acqua di mare filtrata sterilizzata (0,45 pum) a 18°C con ricambi
periodici dell’acqua sotto a sequenziale shock termici da 4-5°C (Di Matteo et al., 2009). All’inizio
dell’emissione gli individui venivano separati € posti in recipienti singolarmente per il
completamento dell’emissione. Dopo I’emissione, la sospensione spermatica ¢ stata filtrata 20 um e
la motilita valutata al microscopio ottico (x200) per la formazione dei pools.

Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione sulla motilita spermatica

In questa prova ¢ stato valutato I'andamento della motilita spermatica nel tempo dello sperma
ottenuto da prelievo bioptico e di quello emesso mediante induzione per shock termico. Per ogni
esperimento sono stati utilizzati molluschi maturi per ogni tipologia di prelievo (bioptico/
emissione) e formati pools con almeno tre migliori individui (motilita maggiore della classe 3,0).

Il seme ottenuto da prelievo bioptico ¢ stato attivato mediante diluizione 1:1000 con acqua di mare
filtrata (0,45um) e mantenuto a temperatura ambiente (18 +1°C), salinita 36%, pH 8,0-8,5
monitorando 1'andamento della motilita spermatica.

Le sospensione di spermatozoi ottenute da emissione per shock termico sono state filtrate ed unite
costituendo un pool relativamente concentrato di spermatozoi emessi. Aliquote di tale soluzione
sono state diluite 1:200 con acqua di mare filtrata (0,45um) e mantenute a temperatura ambiente,
monitorando 1'andamento della motilita spermatica.

Conservazione di seme mantenuto a differenti regimi termici

Per determinare la migliore tipologia di conservazione del seme sono stati condotti esperimenti
dopo 24 ore di conservazione del materiale biologico a differenti regimi termici:

v Valutazione dello sperma ottenuto da prelievo bioptico e da emissione per shock termico
conservato a freddo

In questo esperimento ¢ stato utilizzato seme ottenuto da prelievo bioptico e da emissione indotta
mediante shock termico. Entrambe le serie di campioni sono state mantenute inattive a freddo (3°C)
per 24 ore. In seguito il seme & stato attivato in acqua di mare filtrata e mantenuto a 18 *1°C,
monitorandone I'andamento della motilita spermatica.
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v Valutazione del seme ottenuto da prelievo bioptico conservato inattivo a tre temperature
diverse

In questo esperimento ¢ stato utilizzato seme ottenuto da prelievo bioptico. Il seme secco ¢ stato
suddiviso in aliquote che sono state mantenute inattive a differenti regimi termici (18°C, 7°C e 3°C)
per 24 ore. Dopo il periodo di 24 ore il seme ¢ stato attivato in acqua di mare filtrata € mantenuto a
18 £1°C, monitorandone I'andamento della motilita spermatica.

Per la fase successiva di questo esperimento ¢ stato utilizzato il migliore risultato ottenuto nella fase
precedente. Un’aliquota di seme ottenuto da prelievo bioptico ¢ stata mantenuta inattiva a freddo
(7°C) per 24 ore. In seguito il seme ¢ stato attivato in acqua di mare filtrata e mantenuto a 18 £1°C,
monitorandone 1'andamento della motilita spermatica e registrando i parametri della motilita: tempo
di attivazione, massima classe di motilita raggiunta, durata della massima motilita e durata totale
della motilita spermatica.

» Tapes decussatus

Per la sperimentazione ¢ stato utilizzato seme di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza media
50 £5mm), dall’azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NA). Gli animali erano provenienti da pesca dal
mare della Sardegna, senza essere depurati per evitare 1’emissione di gameti (Figura 2).

Figura 2. Aspetto generale dei molluschi utilizzati negli esperimenti.

Il trasporto degli animali in laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo, mantenuto
ad una temperatura di 5°C mediante 1'uso di ghiaccio. Nel laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati prima di iniziare gli esperimenti.

Ottenimento seme

Il seme ¢ stato ottenuto mediante prelievo bioptico introducendo un pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale. Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un setaccio a maglia di 20 um
per allontanare residui di tessuto gonadale.

Analisi della motilita del seme fresco

Un'aliquota di 10 pl del seme prelevato ¢ stata attivata in 10 ml di acqua di mare filtrata (0,22 um),
mantenuta a 18 +1°C, salinita 30%0, pH 8,02. L'andamento della motilita spermatica ¢ stato
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analizzato al microscopio ottico (x200) e registrato con videocamera. L’andamento della motilita ¢
stato seguito nel tempo (Fabbrocini et al., 2000) valutando i parametri della motilita: tempo di
attivazione, massima classe di motilita raggiunta, durata della massima motilita spermatica e durata
totale della motilita.

» Paracentrotus lividus

Per le sperimentazioni sono stati utilizzate spermatozoi di riproduttori sessualmente maturi della
Stazione Zoologica di Napoli Anton Dohr (1) oppure animali raccolti dall’ambiente naturale
nell’area di Sorrento (NA) (2).

1.

I ricci della Stazione Zoologica sono stati mantenuti in acquario a circuito aperto per circa
un mese e alimentati con Ulva sp. Il seme ¢ stato raccolto in loco e conservato secco in tubi
eppendorf. I campione sono stati trasportati in camera di polistirolo con temperatura
controllata per il Laboratorio di Fisiologia Generale ed Ambientale dell’Universita di Napoli
per le prove sperimentali.

Per quanto riguarda i ricci pescati in mare, il trasporto degli animali fino al laboratorio &
stato effettuato a secco in camera di polistirolo, mantenuto ad una temperatura di 5°C
mediante 1'uso di ghiaccio. In laboratorio tutti 1 ricci sono stati lavati e mantenuti in acquario
in condizioni controllate (salinita 37 +1%o; temperatura 20 +1°C; NO, 2,5 £1,0; NO; 10
+5). Gli organismi sono stati alimentati con Ulva sp. e pezzi di carote.

Ottenimento seme

Per ogni prova un gruppo di 10 organismi ¢ stato indotto all’emissione. L’ ottenimento dello sperma
¢ stato fatto con tre metodi di induzione diversi:

1.

Shock meccanico, agitando moderatamente i ricci per tre minuti fino alla liberazione dei
gameti;

Shock elettrico, applicando 12-24 volt di corrente sui due punti estremi dell’ animale, e
agitandoli;

Shock osmotico, iniettando nel peristoma dell’ animale 0,5M KCI (35g/L) e poi agitandolo
(Figura 3).

Figura 3. Shock osmotico per mezzo d’iniezione di KCI 0,5M e agitazione.
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Ognuno di questi metodi ha 1 suoi vantaggi e problemi. Per quanto riguarda la necessita di una
ridotta quantita di gameti lo shock meccanico ¢ pit conveniente perché garantisce un elevato tasso
di sopravvivenza. Lo shock elettrico e I’osmotico promuovono maggiori quantita di gameti e
I’emissione ¢ pil rapida (Gago & Luis, 2011).

Analisi della motilita del seme fresco

Per tutte le fasi sperimentali sono stati utilizzati pool costituiti da spermatozoi con classe di motilita
maggiore di 3. Alla costituzione del pool di seme secco, un'aliquota ¢ stata attivata in acqua di mare
filtrata (1:1000 V/V) e ne ¢ stato valutato 1'andamento della motilita spermatica. Campioni di
spermatozoi caratterizzati da una minore motilita spermatica sono stati scartati.

Subito dopo I’attivazione del pool aliquote di Sul di seme sono state valutate. La valutazione della
motilita ¢ stata fatta in microscopio ottico e registrata sulla videocamera. Le immagini
videoregistrate di ciascun esperimento sono state analizzate da tre operatori addestrati con
osservazioni indipendenti. Il pattern di motilita degli spermatozoi ¢ stato valutato nel tempo,
determinando i quattro parametri della motilita: tempo di attivazione, massima classe di motilita

raggiunta, durata della massima motilita, durata totale della motilita spermatica.

In questa fase sono stati condotti esperimenti con ricci mantenuti in acquario e con quelli pescati in
mare. Il risultato della motilita ¢ stato rappresentato come la media dei saggi realizzati con la stessa
condizione sperimentale: concentrazione del seme 60*10°/ml, attivazione in acqua di mare filtrata
nel rapporto 1:1000 (V/V), temperatura d’acqua 21 +1°C e salinita 36%eo.

3.2.2 Le specie alloctone allevate in Italia

» Crassostrea gigas

Per la sperimentazione ¢ stato utilizzato sperma di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza
media 100 £10mm), dall’azienda IRSVEM. s.r.l. (Bacoli, NA) e del Laboratorio de Moluscos
Marinhos della Universidade Federal de Santa Catarina — LMM/USFC (Florianépolis, Brasile). Gli
animali provenivano da acquacoltura, senza essere stati depurati per evitare 1’emissione dei gameti
(Figura 4).

Il trasporto degli animali in laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo, mantenuto
ad una temperatura di 5°C mediante 1'uso di ghiaccio. Nel laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati e puliti dagli organismi incrostanti prima di iniziare gli esperimenti.

2 ‘1 "- i . - . A ' ‘ ‘

Figura 4. Esemplari di ostrilca giappoﬁese Crassostrea gigas utilizzati negli esperimenti. Alla
sinistra 1’ostrica allevata in Italia fornito da IRSVEM s.r.l. e alla destra quella allevata in Brasile
presso il Laboratorio de Moluscos Marinhos - LMM/UFSC.
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Ottenimento seme

Il seme ¢ stato ottenuto mediante prelievo bioptico introducendo una pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale. Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un setaccio a maglia di 20 um
per allontanare residui di tessuto gonadale. Un’aliquota di ogni campione ¢ stata attivata in acqua di
mare filtrata a temperatura ambiente (1:1000 V/V) per la valutazione della qualita dello sperma. La
motilita ¢ stata valutata al microscopio ottico (x200) e i campioni maggiori di classe 3,0 sono stati
utilizzati per la formazione dei pools.

Analisi della motilita del seme fresco

In questo esperimento sono stati utilizzati pools di spermatozoi di animali allevati nel Mediterraneo.
Campioni di spermatozoi con scarsa motilita spermatica sono stati scartati. La formazione dei pools
sono stati formati da seme di un minimo di 3 molluschi.

N

Un'aliquota di 10 pl del seme prelevato ¢ stata attivata in 1 ml di acqua di mare (1:10 V/V),
mantenuta a 24°C, salinita 35%o e pH 8,17. La motilita degli spermatozoi ¢ stata valutata nel tempo
determinandone i parametri della motilita: tempo di attivazione, massima classe di motilita
raggiunta, durata della massima motilita, durata totale della motilita spermatica. La motilita ¢ stata
osservata e filmata sul microscopio e valutata da 3 operatori indipendenti in classe di motilita
(Fabbrocini et al., 2000).

Capacita di attivazione dello sperma mantenuto a differenti regimi termici

Per determinare anche la capacita di attivazione il seme ¢ stato mantenuto a due temperature di
conservazione per 24 ore dal prelievo bioptico del materiale biologico.

Il seme secco ¢ stato suddiviso in aliquote che sono state mantenute inattive a differenti regimi
termici (25°C e 7°C) per 24 ore. In seguito il seme ¢ stato attivato in acqua di mare filtrata (24°C,
35%0 ¢ pH 8,28) monitorandone 1'andamento della motilita spermatica.

» Tapes philippinarum

Per le sperimentazioni sono stati utilizzati riproduttori sessualmente maturi (lunghezza media 39
+4mm), dall’azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NA). Gli animali provenivano da allevamenti nel
nordest d’Italia senza essere depurati per evitare I’emissione di gameti.

Il trasporto degli animali € stato effettuato a secco in ambiente termostatico (camion), mantenuto ad
una temperatura di 5°C. In laboratorio tutti 1 molluschi sono stati lavati prima da iniziare gli
esperimenti.

Ottenimento seme

Il seme ¢ stato ottenuto mediante prelievo bioptico introducendo una pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale (Figura 5). Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un setaccio a maglia
di 20 um per allontanare residui di tessuto gonadale. La sospensione di spermatozoi ¢ stata attivata
diluendo il liquido seminale con acqua di mare filtrata sterilizzata (0,22 um; 25°C; 30%o; pH 8,14).
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Figura 5. Morfologia interna della vongola asiatica Tapes philippinarum. Le frecce indicano il
dettaglio della gonada matura (sinistra) e quella non matura (destra).

Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 ul del seme prelevato sono state attivate in 10 ml di acqua di mare, mantenuta a
25°C, salinita 30%o, pH 8,80 e valutate I'andamento della motilita spermatica nel tempo.

Capacita di attivazione e valutazione della qualita dello sperma conservato a freddo

E’ stata valutata la capacita di attivazione e la qualita dello sperma conservato a freddo e a
temperatura ambiente per 24 ore del prelievo bioptico.

Pools di sperma secco sono stati ottenuti da maschi maturi e aliquote di 10 pl sono stati
immediatamente attivate in 10 ml di acqua di mare filtrata (temperatura 24°C, salinita 32%o. e pH
9,35) per la valutazione dell’andamento della motilita spermatica nel tempo. Altri aliquote di
sperma secco sono stati conservate a freddo (7°C) per 24 ore. Dopo questo periodo il seme ¢ stato
attivato in acqua di mare filtrata nelle stesse condizioni monitorandone 1'andamento della motilita
spermatica.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

N

In questo esperimento ¢ stato valutato I’effetto della salinita sulla motilita spermatica. Pools di
sperma secco sono stati ottenuti con prelievo bioptico da riproduttori maturi. Aliquote di 10 pl di
sperma sono stati attivate in 10 ml di acqua di mare filtrata (0,45um) a una temperatura di 23,5°C,
pH 8,74 in due salinita distinte: 29%o e 32%o. La motilita spermatica ¢ stata valutata nel tempo da 3
operatori indipendenti.
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3.2.3 Le specie autoctone brasiliane

» Perna perna

Per le sperimentazioni sono stati utilizzati i semi di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza
media 80 £5mm) con le gonadi in stadio di sviluppo IIIA, caratterizzate per il manttello molto
spesso e 1 follicoli totalmente pieni di gameti (Lunetta, 1969). Gli animali erano provenienti da
esperimenti di mitilicoltura della Universidade Federal de Santa Catarina situati nel nordovest
dell’Isola di Santa Catarina - Floriandpolis, Brasile (Figura 6).

Il trasporto degli animali in laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo, mantenuto
ad una temperatura di 5°C mediante 1'uso di ghiaccio. In laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati e puliti da organismi incrostanti prima di iniziare gli esperimenti.

N . e o

o s -

Figura 6. Allevamento di molluschi della Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC,
localizzato in Sambaqui/Floriandpolis, Regione Sud del Brasile. (Foto: Vitor A. Pontinha)

Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme ¢ stato ottenuto introducendo una pipetta Pasteur all'interno del tessuto gonadale. Il
materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un setaccio a maglia di 20 um per allontanare residui
di tessuto gonadale.
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La sospensione di spermatozoi ¢ stata attivata miscelando il liquido seminale con acqua di mare
filtrata sterilizzata a temperatura ambiente (1:1000 V/V). La qualita dello sperma ¢ stata
previamente valutata al microscopio ottico (x200) ed i1 campioni con motilita maggiore di classe 3,0
sono stati utilizzati per la formazione dei pools.

Emissione gametica

Prove di emissione sono state condotte sottoponendo i molluschi a successivi shock termici e
raccolti singolarmente al fine di selezionare le emissioni di migliore qualita con cui costituire i
pools di spermatozoi utilizzati per la sperimentazione (Figura 7).

Pertanto i molluschi sono stati immersi individualmente in contenitori con acqua di mare filtrata e
sterilizzata (0,45 um) a 22°C con ricambi periodici dell’acqua sotto a sequenziali shock termici da
2-4°C (D1 Matteo et al., 2009). Dopo I’emissione, la sospensione spermatica ¢ stata filtrata 20 um e
la motilita valutata al microscopio (x200) per la formazione dei pools.

Figura 7. Prove di emissione gametica con il mitilo Perna perna. Alla sinistra gli organismi
posizionati singolarmente nella vasca con ricambio termico dell’acqua. Nel centro il dettaglio dell
mollusco sottoposto a shock. Nella destra un maschio sessualmente maturo.

Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione sulla motilita spermatica

In questa prova ¢ stata valutata la motilita nel tempo degli spermatozoi ottenuti da prelievo bioptico
e di quelli emessi mediante induzione per shock termico. Per ogni esperimento sono state utilizzati
molluschi maturi per ogni metodologia (bioptico/emissione) e formati rispettivi i pools con i
migliori campioni di seme con motilita superiore alla classe 3,0. Per ciascun pool le concentrazione
spermatiche sono state aggiustate a 10*-10° cel/ml.

Il sem ottenuto da prelievo bioptico ¢ stato attivato mediante diluizione 1:1000 (V/V) con acqua di
mare filtrata (0,45um) e mantenuta a temperatura ambiente (24 £1°C), salinita 35%, pH 8,0-8,5.

Le sospensioni ottenute da emissione per shock termico sono state filtrate ed unite costituendo pools
relativamente concentrati di spermatozoi emessi. Aliquote di tali soluzioni sono state diluite con
acqua di mare filtrata e mantenuta nelle stesse condizioni del seme precedente. L'andamento della
motilita spermatica di tutti campioni ¢ stata osservata e registrata nel tempo.

Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 pl del seme prelevato sono state attivate in 10 ml di acqua di mare (24%10° spz/ml),
mantenuta a 24 +1°C, salinita 29%0, pH 8,12. Immediatamente dopo 1’attivazione la motilita
spermatica ¢ stata analizzata al microscopio ottico (x200) e registrato con videocamera.
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L’andamento della motilita & stato osservato e valutato in classi di motilita (Fabbrocini et al., 2000)
seguendo i parametri della motilita: tempo di attivazione, massima classe di motilita raggiunta,
durata della massima motilita e durata totale della motilita spermatica.

Capacita di attivazione nel tempo di seme mantenuto a differenti regimi termici

Per determinare la migliore tipologia di conservazione del seme sono stati condotti esperimenti di
conservazione dei materiale biologico a differenti regimi termici. In questi esperimenti ¢ stato
utilizzato seme secco inattivato ottenuto da prelievo bioptico suddiviso in aliquote di seme senza
diluizione e di seme diluito in acqua di mare nel rapporto 1:50 (V/V). Le aliquote di seme inattivato
sono state conservate a due regimi termici per 10 giorni: a freddo (8°C) e a temperatura ambiente

(23°C). Ogni 24 ore la motilita spermatica ¢ stata valutata.
Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Pools di seme secco sono stati formati con prelievo bioptico da riproduttori maturi. Aliquote di 10
ul di seme sono stati attivati in 10 ml di acqua di mare filtrata (0,45um) a una temperatura di 25°C,
pH 8,50 in due salinita distinte: 26%0 e 31%0. La motilita degli spermatozoi & stata valutata nel
tempo da 3 operatori indipendenti.

» Crassostrea brasiliana (gasar)

E’ stato utilizzato seme di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza media 50 +5mm)
provenienti da allevamento per la ricerca della Universidade Federal de Santa Catarina in
Floriandpolis, Brasile.

N

Il trasporto degli animali in laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo. Nel
laboratorio tutti 1 molluschi sono stati lavati e puliti da organismi incrostanti prima di iniziare gli
esperimenti.

Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme ¢ stato ottenuto introducendo una pipetta Pasteur all'interno del tessuto gonadale dopo
alcuni lievi tagli nella superficie delle gonadi. Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un
setaccio a maglia di 20 um per allontanare residui di tessuto gonadale.

La sospensione di spermatozoi ¢ stata attivata miscelando il liquido seminale con acqua di mare
filtrata e sterilizzata a temperatura ambiente (1:1000 V/V). La qualita del seme ¢ stata previamente
valutata al microscopio ottico (x200) e i campioni con migliore motilita (Classe 23,0) sono stati
utilizzati per la formazione dei pools.

Emissione gametica

Prove di emissione sono state condotte sottoponendo I’ostriche a successivi shock termici
singolarmente al fine di selezionare 1’emissioni di migliore qualita con cui costituire i pools di
spermatozoi utilizzati per la sperimentazione (Figura 8).

Pertanto i molluschi sono stati immersi individualmente in acqua di mare filtrata e sterilizzata (0,45
pm) a 22°C con ricambi periodici dell’acqua sotto a sequenziali shock termici da 2-4°C. Dopo
I’emissione, la sospensione spermatica ¢ stata filtrata 20 um e la motilita posteriormente valutata al
microscopio ottico (x200) per la formazione dei pools.
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Figura 8. Dettagli dell’ottenimento dei semi dell’ostrica Crassostrea brasiliana mediante prelievo
bioptico (sinistra) e emissione indotta per mezzo di shock termici.

Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione’ottenimento sulla motilita spermatica

Per ogni prova sono state utilizzate pools di seme ottenuti da molluschi maturi. Per ciascun pool le
concentrazioni spermatiche sono state aggiustate a 10° cel/ml.

N

Lo sperma ottenuto da prelievo bioptico ¢ stato attivato mediante diluizione 1:1000 (V/V) con
acqua di mare filtrata (0,45um) e mantenuta a temperatura ambiente (22°C), salinita 36%, pH 8,0-
8,5.

Le sospensioni ottenute da emissione per shock termico sono state filtrate (20 um), valutate ed unite
costituendo pools di spermatozoi emessi. Aliquote di tale soluzione sono stati diluite con acqua di
mare filtrata e mantenuta nelle stesse condizioni. La motilita spermatica ¢ stata osservata e
registrata nel tempo.

Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 pl del pool ottenuto da prelievo bioptico sono state attivate in 10 ml di acqua di mare
(5*106 cel./ml) mantenuta a 22°C, salinita 36%0 ¢ pH 8,0-8,5. Immediatamente dopo 1’attivazione
I'andamento della motilita spermatica ¢ stato analizzato in microscopio ottico (x200) e registrato in
videocamera. L’andamento della motilita € stato valutato in classi di motilita (Fabbrocini et al.,
2000) ed i1 parametri della motilita: tempo di attivazione, massima classe di motilita raggiunta,
durata della massima motilita e durata totale della motilita spermatica.

» Crassostrea rhizophorae

Sono stati utilizzati semi di riproduttori sessualmente maturi (lunghezza media 35 +5mm)
provenienti da allevamento dell’ Universidade Federal de Santa Catarina in
Sambaqui/Florianépolis, Brasile.

Il trasporto degli animali in laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo. Nel
laboratorio tutti i molluschi sono stati lavati e puliti da organismi incrostanti prima di iniziare gli
esperimenti.
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Ottenimento seme

Il seme ¢ stato ottenuto introducendo una pipetta Pasteur all'interno del tessuto gonadale dopo
alcuni tagli nella superficie delle gonadi. Il materiale recuperato ¢ stato filtrato utilizzando un
setaccio a maglia di 20 um per allontanare residui di tessuto gonadale.

La sospensione di spermatozoi ¢ stata attivata miscelando il liquido seminale con acqua di mare
filtrata e sterilizzata a temperatura ambiente (1:1000 V/V). La qualita dello sperma ¢ stata
previamente valutata al microscopio ottico (x200) e i campioni con migliore motilita (= classe 3,0)

sono stati utilizzati per la formazione dei pools.
Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 pl dei pools ottenuti da prelievo bioptico proveniente da maschi maturi ¢ stata
attivata in 10 ml di acqua di mare (5*106 cel./ml) mantenuta a 23°C, salinita 35%0 e pH 8,40.

PN

Immediatamente dopo I’attivazione l'andamento della motilita spermatica ¢ stato analizzato al
microscopio ottico (x200) e registrato con videocamera. L’andamento della motilita ¢ stato
osservato nel tempo e valutato in classe di motilita (Fabbrocini et al., 2000) registrando allo stesso
modo i parametri della motilita: tempo di attivazione, massima classe di motilita raggiunta, durata

della massima motilita e durata totale della motilita spermatica.
Capacita di attivazione nel tempo del seme mantenuto a freddo

Per determinare 1’effetto della conservazione al freddo sulla motilita spermatica sono stati condotti
esperimenti di conservazione del materiale biologico. Pools di seme secco sono stati conservati a
freddo (8°C) in tubi eppendorf da 2 ml per 48 ore. La motilita spermatica ¢ stata valutata dopo
attivazione 1:100 (V/V) in acqua di mare filtrata e sterilizzata (23°C; 35%o).

» Nodipecten nodosus

Sono stati utilizzati semi di riproduttori sessualmente maturi provenienti da allevamento
commerciale in Porto Belo (27 08'63"S 48 32'66"0), Santa Catarina, Regione Sud del Brasile.

Il trasporto degli animali fino al laboratorio ¢ stato effettuato a secco in camera di polistirolo. Nel
laboratorio tutti i molluschi sono stati lavati e puliti da organismi incrostanti prima d’iniziare gli
esperimenti.

Le capesante sono state mantenute in vasche da 50 litri a circuito chiuso in condizioni controllate
(18 £1°C, 35 *1%0) per mantenere le gonadi in “stand-by” per gli esperimenti. I molluschi erano
alimentati regolarmente con una miscela di Isochrysis galbana e Chaetoceros calcitrans (rapporto
1:4) nella concentrazione totale di 5 10’ cellule/ind/giorno, a flusso continuo.

Ottenimento dei gameti

Prove di emissione sono state condotte sottoponendo i molluschi a successivi shock termici e
raccolti singolarmente al fine di selezionare le emissioni di migliore qualita con cui costituire i pool
di spermatozoi ed ovociti utilizzati per la sperimentazione (Figura 9).

Pertanto 1 molluschi sono stati immersi in acqua di mare filtrata e sterilizzata (0,45 pum) a 22°C con
ricambi periodici dell’acqua sotto a sequenziali shock termici (Rupp & Poli, 1994). Dopo
I’emissione, le sospensioni sono state filtrate (18 um seme/ 30um ovociti) e la qualita dei gameti
valutata per la formazione dei pools.
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Figura 9. Prove di emissione gametica della capasanta Nodipecten nodosus. Alla sinistra gli
organismi posizionati singolarmente con ricambio termico dell’acqua. Alla destra una tipica
emissione di gameti femminile (aranciata) e gameti maschile (opaca).

La valutazione della qualita del seme ¢ stata realizzata subito dopo 1’emissione in acqua di mare
filtrata (22 £1°C, 35 *1%0). Campioni di 10 pL sono stati valutati mediante analisi visuale in
microscopio ottico (200x). La qualita del seme ¢ stata valutata in classi di motilita (Fabbrocini et al.,
2000).

N

La valutazione degli ovociti ¢ stata effettuata da analisi macro e microscopica. L'analisi
macroscopica ¢ stata fatta per mezzo dell'osservazione degli aspetti morfologici della porzione
femminile della gonade (Siihnel et al., 2010) mentre 1’analisi microscopica ¢ stata basata sugli
aspetti morfologici degli ovociti (De la Roche et al., 2002).

Analisi della motilita del seme fresco

In questa prova i pools ottenuti da emissione proveniente da molluschi maturi sono stati utilizzati
come riferimento. L’emissione degli spermatozoi ¢ stata fatta in acqua di mare filtrata e sterilizzata
mantenuta a 22°C, salinita 36%0 ¢ pH 8,20. Aliquote di 10 ul della sospensione spermatica sono
stati utilizzate per valutare 1'andamento della motilita nel tempo. La valutazione della motilita ¢
stata fatta al microscopio ottico (x200) e registrata co videocamera. La motilita ¢ stata valutata in
classi di motilita (Fabbrocini et al., 2000) registrandone i parametri: tempo di attivazione, massima
classe di motilita raggiunta, durata della massima motilita e durata totale della motilita spermatica.

L’andamento della motilita spermatica del seme mantenuto in differenti regimi termici

In questa prova ¢ stato analizzato I’andamento della motilita spermatica del seme emesso e
mantenuto per 5 ore a due temperature distinte: temperatura ambiente (22°C) e a freddo (7°C).

Pools di spermatozoi emessi provenienti da molluschi maturi sono stati suddivisi in aliquote che
sono state mantenute a differenti regimi termici. Il seme ¢ stato mantenuto in acqua di mare filtrata
(salinita 36%o; pH 8,30) monitorandone 1'andamento della motilita spermatica nel tempo.
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3.3 Risultati e Discussioni

3.3.1 Le specie mediterranee

»  Mytilus galloprovincialis
Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione’ottenimento sulla motilita spermatica

Per quanto riguarda il seme ottenuto da emissione indotta, la massima classe di motilita ¢ arrivata a
classe 5,0 (100% spermatozoi RVL) immediatamente ed ¢ rimasta tale fino a 30 minuti (Figura 10).
Al fine della sperimentazione, dopo 150 minuti, la motilita era ancora buona con la classe 3,5. 1l
campione di seme ottenuto da prelievo bioptico ha raggiunto la massima classe di motilita (4,0)
anche esso immediatamente. Trascorsi 45 minuti dall’attivazione, la motilita € scesa a classe 3,0,
mantenendo questo pattern di motilita fino a 120 minuti e scendendo a classe 2,5 a 150 minuti.

@ Prelievo bioptico

B Emissione

Classe di motilita

0 5 10 15 30 45 60 90 120 150

Tempo (minuti)

Figura 10. L’andamento della motilita spermatica di Mytilus galloprovincialis mediante prelievo
bioptico e emissione indotta per shock termico.

Dal confronto con la motilita spermatica del seme ottenuto mediante prelievo bioptico e emissione
indotta si evince una percentuale di spermatozoi RVL pil elevata per I’emissione indotta. Tuttavia
entrambi i campioni hanno dimostrato motilita superiore a classe 3,0 ed idoneita per fecondazione
fino a 120 minuti dopo I’attivazione.

Nella riproduzione in laboratorio la tecnica di ottenimento dei gameti ¢ un fattore critico per il
successo della fecondazione. Per determinate specie di molluschi la motilita degli spermatozoi ¢ piu
efficiente quando ¢ realizzata per mezzo di emissione indotta rispetto ai risultai ottenuti con la
tecnica di prelievo bioptico (Mojares et al., 1995). Uguale ¢ il risultato osservato per il mitilo
Dreissena polymorpha in cui I’emissione indotta si ¢ rivelato la tecnica piu adatta per I’ ottenimento

di seme.
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Conservazione di seme mantenuto a differenti regimi termici

v' Valutazione dello sperma conservato a freddo e ottenuto da prelievo bioptico e da emissione
per shock termico.

L'andamento della motilita di spermatozoi di Mytilus galloprovincialis da prelievo bioptico e da
emissione indotta dopo 24 ore di conservazione a freddo (7°C) ed attivati in acqua di mare a
18+1°C ¢ riportato nella Figura 11.
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Figura 11. Andamento della motilita spermatica di Mytilus galloprovincialis dopo la conservazione
del seme per 24 ore a freddo (7°C) ottenuto da due tipologie distinte: prelievo bioptico ed emissione
indotta.

Il seme ottenuto da prelievo bioptico ha raggiunto la massima classe di motilita (classe 4,0 £0,2)
dopo un minuto dall’attivazione mantenendo la classe 3,0 per 120 minuti. La massima classe di
motilita del seme proveniente da emissione indotta ha raggiunto 3,5 +0,2 ed ¢ stata mantenuta per
15 minuti, scendendo lentamente a classe 3,0 dopo 60 minuti.

Dal confronto tra le due tipologie si evince una migliore qualita del seme ottenuto da prelievo
bioptico. Tale risultato conferma che il seme secco risulta non soltanto qualitativamente migliore in
termini di andamento della motilita spermatica, ma anche piu idoneo all'utilizzo nelle 24 ore
successive all'ottenimento.

v’ Valutazione del seme ottenuto da prelievo bioptico conservato inattivo in tre temperature
diverse

Dopo 24 ore il seme conservato a 3°C non ha mostrato alcuna motilita. La migliore performance ¢
stata quella del seme conservato a 7°C in cui la massima classe di motilita ha raggiunto classe 4,5 e
si & mantenuta per pit di 15 minuti. Il seme conservato a temperatura ambiente (18°C) non ha avuto
una buona “performance” ed ¢ stata osservata una notevole perdita di motilita (Figura 12).
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Figura 12. Andamento della motilita spermatica di Mytilus galloprovincialis ottenuta da prelievo
bioptico e conservato per 24 ore in 18°C (temperatura ambiente), 7°C, 3°C.

L’andamento della motilita osservato in questo esperimento ha dimostrato 1’effetto della
temperatura sulla qualita dello sperma e soprattutto 1I’importanza della corretta conservazione del
materiale biologico per tempi lunghi. Il risultato dimostra che la conservazione a 7°C ¢ stata la
migliore modalita di conservazione per il seme, e pertanto tale condizione & stata scelta per
effetuare la valutazione degli parametri fisiologici della motilita.

Per quanto riguarda il seme conservato a 7°C, dopo 10 minuti dall’attivazione gli spermatozoi
hanno raggiunto motilita spermatica superiore a classe 3,0, facendo durare questa intensita per 110
minuti. Dopo 240 minuti dall’attivazione la motilita ¢ discesa accentuatamente ed ¢ zero a 340
minuti. Nella Tabella II sono riportati i parametri fisiologici della motilita spermatica.

Tabella II. Parametri fisiologici della motilita spermatica di Mytilus galloprovincialis dopo 24 ore di
conservazione del seme a freddo (7°C).

Parametro Attivazione 24 ore
Tempo di attivazione 10°
Massima classe di motilita 4.5 +0,2
Durata della massima motilita 110’
Durata totale della motilita 340°
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Il risultato ottenuto in questo esperimento ¢ comparabile con gli esperimenti precedenti
sull’andamento della motilita del seme analizzato subito dopo il prelievo (Del Prete et al., 2011).
Questi autori osservarono valori della massima classe di motilita pari a classe 4,5 e la durata della
massima motilita mantenuta per 105 minuti senza I’effetto della conservazione a freddo ma senza
dati sulla durata totale. Tali risultati dimostrano la migliore conservazione a 7°C per la gestione del
seme di questa specie per un piu lungo periodo. Per eventuali sperimentazioni tale sistema biologico
va, dunque, selezionato il seme ottenuto da prelievo bioptico per la migliore conservabilita
dimostrata, per la gestione futura degli esperimenti.

» Tapes decussatus
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita di spermatozoi di Tapes decussatus da prelievo bioptico e attivati in
acqua di mare filtrata a 18+1°C ¢ riportato nella Figura 13.
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Figura 13. Andamento della motilita spermatica di Tapes decussatus del seme ottenuto da prelievo
bioptico e attivato immediatamente in acqua di mare filtrata (18°C, 30%o, ph 8,02).

Il seme attivato a 18°C ha raggiunto motilita spermatica superiore a classe 3,0 dopo 2 minuti
dall’attivazione, facendo durare questa intensita per circa 90 minuti. La massima classe di motilita &
stata raggiunta dopo 10 minuti dall’attivazione con valori classe 4,0 £0,5. Successivamente la
motilita € discesa lentamente fino a classe 2,5 +0,5 ed al termine dell’osservazione a 120 minuti.
Risultato diverso ¢ stato ottenuto da Fabbrocini & D’Adamo (2009) dove la motilita spermatica di
T. decussatus decresce gia dopo 45 minuti dall’attivazione. In Tabella III sono riportati i parametri
fisiologici della motilita registrati nell’esperimento.
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Tabella III. Parametri fisiologici della motilita spermatica di Tapes decussatus ottenuto da prelievo
bioptico e attivato in acqua di mare filtrata a 18°C.

Parametro Attivazione (18°C)
Tempo di attivazione 10°
Massima classe di motilita 4,0 £0,5
Durata della massima motilita 88’
Durata totale della motilita >120°

Il risultato dimostra che i parametri ottenuti sono paragonabili agli altri molluschi bivalvi
mediterranei studiati precedentemente: Mytilus galloprovincialis, Pecten jacobaeus e Ostrea edulis
(Del Prete et al., 2011). Tuttavia la motilita spermatica di 7. decussatus ha dimostrato di essere
superiore a P. jacobaeus e O. edulis nella valutazione dei parametri fisiologici della motilita,
soprattutto nella durata della massima classe di motilita, ma inferiore rispetto a M.
galloprovincialis.

» Paracentrotus lividus
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita di spermatozoi di Paracentrotus lividus da prelievo bioptico e attivati in
acqua di mare filtrata a 21+1°C ¢ riportato nella Figura 14.
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Figura 14. Andamento della motilita spermatica di Paracentrotus lividus mediante emissione
indotta con attivazione in acqua di mare a 21°C.
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Gli spermatozoi hanno raggiunto la massima classe di motilita (classe 4,0 +0,7) nel primo minuto
dall’attivazione, facendo durare questa intensita per circa 25 minuti. In seguito la motilita si ¢
leggermente ridotta a classe 3,5 facendo durare questo pattern fino a 75 minuti dopo 1’attivazione.
Sucessivamente la motilita ¢ scesa rapidamente fino a raggiungere classe 0,5 in 90 minuti. Nella
Tabella IV sono riportati 1 parametri fisiologici della motilita registrati nell’esperimento realizzato
con Paracentrotus lividus.

Tabella IV. Parametri fisiologici della motilita spermatica di Paracentrotus lividus ottenuto da
emissione indotta e attivato in acqua di mare filtrata a 21°C.

Parametro Attivazione (21°C)
Tempo di attivazione I
Massima classe di motilita 4,0 £0,7
Durata della massima motilita 75°
Durata totale della motilita >90°

Il risultato raggiunto in questo esperimento mostra la buona motilita (classe >3,0) del materiale
biologico per 75 minuti dopo I’attivazione. In esperimenti precedenti condotti da Lombardi (2006) e
Vitiello (2011) ¢ stata verificata una durata superiore della massima classe di motilita (120-160
minuti) sia nelle stesse condizione che a piu basse temperature (10°C).

3.3.2 Le specie alloctone allevate in Italia

» Crassostrea gigas
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita di spermatozoi dell’ostrica giapponese Crassostrea gigas allevati in
Italia ¢ riportato nella Figura 15. Il seme ¢ stato ottenuto da prelievo bioptico e attivato in acqua di
mare filtrata a 24°C .
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Figura 15. Andamento della motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea gigas fornitto da IRSVEM
s.r.l. Il seme ¢ stato ottenuto da prelievo bioptico con attivazione in acqua di mare a temperatura
24°C.

Subito dopo I’attivazione gli spermatozoi di C. gigas hanno raggiunto la classe 3,0. La massima
classe di motilita ¢ stata raggiunta dopo 5 minuti dall’attivazione (classe 3,5 +0,2) facendo durare
questa intensita per circa 20 minuti. In seguito la motilita ¢ ridotta a classe 3,0 facendo durare
questa classe fino a 45 minuti dopo I’attivazione. Dal 90° minutto in poi la motilita ¢ discesa fino a
raggiungere classe 0,5 al 360° minuto. Nella Tabella V sono riportati i parametri fisiologici della
motilita spermatica di Crassostrea gigas registrati nell’esperimento.

Tabella V. Parametri fisiologici della motilita del seme dell’ostrica giapponese Crassostrea gigas
ottenuto da prelievo bioptico e attivato in acqua di mare filtrata a 24°C.

Parametro Attivazione (24°C)
Tempo di attivazione 5’
Massima classe di motilita 3,5 0,2
Durata della massima motilita 45’
Durata totale della motilita >360°

Il risultato raggiunto in questo esperimento mostra buona motilita (classe 23,0) del materiale
biologico per 45 minuti dopo I’attivazione. Questa durata conferma il risultato ottenuto da
esperimenti precedenti realizzati con C. gigas nel sud del Brasile dove il pattern di massima motilita
ha avuto una durata di 40 minuti (Turek, 2010). La massima classe di motilita ha raggiunto soltanto
la classe 3,5 corrispondente a 65% di spermatozoi rapidi, vigorosi e lineari. leropoli et al. (2004)
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ottennero seme di C. gigas con classe di partenza superiore a classe 4,0 (=80% di spermatozoi RVL)
pero questi autori non valutarono 1’andamento della motilita a lungo nel tempo.

Capacita di attivazione dello sperma mantenuto a differenti regimi termici

L'andamento della motilita di spermatozoi di Crassostrea gigas attivati dopo 24 ore di
conservazione a temperatura ambiente (25°C) e a freddo (7°C) e riportato nella Figura 16.
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Figura 16. Andamento della motilita spermatica di Crassostrea gigas dopo 24 ore di conservazione
a temperatura ambiente (25°C) e a freddo (7°C).

Dopo 24 ore il seme mantenuto al freddo (7°C) ha presentato una maggiore massima classe di
motilita rispetto a quello mantenuto a temperatura ambiente (25°C). Tuttavia la migliore
performance ¢ stata quella dello sperma conservato a temperatura ambiente in cui la durata della
massima classe di motilita si mantiene per 15 minuti e la durata totale per 150 minuti. Entrambi 1
campioni non hanno avuto una buona “performance” rispetto al seme attivato subito dopo il
prelievo (Figura 15).

» Tapes philippinarum
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita degli spermatozoi della vongola alloctona Tapes philippinarum
proveniente da allevamento & riportato nella Figura 17.
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Figura 17. Andamento della motilita spermatica della vongola alloctona Tapes philippinarum. 11
seme ¢ stato ottenuto da prelievo bioptico con attivazione in acqua di mare filtrata a temperatura
25°C, salinita 30%0 e pH 8,80.

Gli spermatozoi hanno raggiunto la massima classe lentamente dopo 8 minuti dall’attivazione. La
massima classe di motilita raggiunta (classe 3,0 £0,5) ha avuto una breve durata (circa 3 minuti). In
seguito la motilita si ¢ ridotta a classe 1,0 dopo 15 minuti. Dal 40° minuto in poi la motilita ha
mantenuto la classe 0,5 fino a 120 minuti (termine dell’osservazione). Nella Tabella VI sono
riportati 1 parametri fisiologici della motilita spermatica di Tapes philippinarum registrati
nell’esperimento.

Tabella VI. Parametri fisiologici della motilita del seme della vongola filippina Tapes
philippinarum ottenuto da prelievo bioptico e attivato in acqua di mare filtrata a 25°C.

Parametro Attivazione (25°C)
Tempo di attivazione &
Massima classe di motilita 3,0 £0,5
Durata della massima motilita 3
Durata totale della motilita >120°

La motilita spermatica di 7. philippinarum ha dimostrato una “performance” inferiore rispetto alla
vongola autoctona 7. decussatus principalmente nel parametro durata della massima classe di
motilita.
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Capacita di attivazione e qualita dello sperma mantenuto a freddo

Il confronto tra la motilita spermatica della vongola alloctona Tapes philippinarum mediante il
seme attivato immediatamente dopo il prelievo ed il seme conservato a freddo per 24 ore ¢ riportato
nella Figura 18.
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Figura 18. Confronto tra I’andamento della motilita spermatica della vongola alloctona Tapes
philippinarum del seme immediatamente prelevato (tp) e conservato a freddo (7°C) per 24 ore.

Il risultato dimostra che il seme conservato a freddo ha avuto una performance inferiore rispetto al
controllo nei primi 20 minuti. Dopo 20 minuti dall’attivazione entrambi i campioni hanno avuto
andamenti similari. I parametri, tempo di attivazione e massima classe di motilita, hanno dimostrato
ampie differenze e il controllo ha evidenziato una migliore qualita. L’effetto della conservazione a
freddo sembra avere influenzato il tempo di attivazione che ha esibito un ritardo di 4 minuti rispetto
al controllo. Situazione simile ¢ stata osservata per il parametro massima classe di motilita dove il
controllo ha raggiunto classe 2,5 +0,2 e il seme conservato a freddo ¢ arrivato soltanto a classe 1,5
+0,2.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Il confronto tra la motilita spermatica della vongola alloctona Tapes philippinarum mediante
attivazione in differenti salinita ¢ riportato nella Figura 19.

Entrambi i campioni hanno avuto un andamento simile nel tempo. La fascia di salinita testata non
ha dimostrato differenze sostanziali nell’andamento della motilita spermatica.

Le concentrazioni di salinita testate qui sono di accordo con gli ambiente ambienti di allevamento
sostenibile di questa specie in Italia (Vincenzi et al., 2006). La vongola filippina & un organismo
eurialino che sopporta una vasta amplitudine di salinita perd non mantiene un’attivita metabolica
normale in salinita inferiore a 15%o0 (Kim et al., 2001).
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Figura 19. Confronto tra I’andamento della motilita spermatica della vongola alloctona Tapes
philippinarum attraverso 1’attivazione in acqua di mare filtrata (1:1000 V/V) in differente salinita:
29%o0 e 32%o. 11 seme ¢ stato ottenuto da prelievo bioptico ed attivato a temperatura 23°C e pH 8,74.

3.3.3 Le specie autoctone brasiliane

» Perna perna
Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione sulla motilita spermatica

Il confronto tra I’andamento della motilita spermatica di Perna perna ottenuto da prelievo bioptico
e da emissione indotta mediante shock termico ¢ presentato nella Figura 20.
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Figura 20. Andamento della motilita spermatica del seme di Perna perna ottenuto da prelievo
bioptico e emissione indotta per shock termico.
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Il seme ottenuto da emissione indotta ha presentato una migliore “performance” rispetto a quello
ottenuto da prelievo bioptico. Questo risultato ¢ uguale a quelli presentati per i mitili Mytilus
galloprovincialis e Dreissena polymorpha (Mojares et al., 1995). La massima classe di motilita
ottenuta del seme emesso ¢ stata la classe 3,0 dopo 15 minuti ed ¢ rimasta tale al 30° minuto. Per
quanto riguarda il seme ottenuto da prelievo bioptico la massima classe di motilita raggiunta ¢ stata
la classe 2,5 al 20° minuto ed ¢ scesa a classe 2,0 al 25° minuto dopo 1’attivazione.

Analisi della motilita del seme fresco

L’andamento della motilita spermatica di Perna perna del seme ottenuto da emissione indotta ¢
riportato nella Figura 21.
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Figura 21. Andamento della motilita spermatica dal mitilo marrone Perna perna ottenuta da
emiisione indotta con attivazione in acqua di mare a temperatura 24 +1°C.

Gli spermatozoi solo dopo 15 minuti dall’attivazione hanno raggiunto la classe 3,0 facendo durare
questa intensita per oltre 20 minuti. Dopo 50 minuti dall’attivazione la motilita ¢ ridotta alla classe
2,0 e successivamente si ¢ attenuata fino a raggiungere classe 1,0 £0,5 al 150° minuto. In Tabella
VII sono riportati 1 parametri fisiologici della motilita registrati nell’esperimento.

Tabella VII. Parametri fisiologici della motilita spermatica del mitilo marrone Perna perna
mediante emissione indotta per shock termico in acqua di mare filtrata a 24 £1°C.

Parametro Attivazione (24 £1°C)
Tempo di attivazione 15°
Massima classe di motilita 3,0 +0,0
Durata della massima motilita 200
Durata totale della motilita >150°

53



Capacita di attivazione nel tempo di seme mantenuto a differenti regimi termici

Le aliquote di semi conservati a freddo (8°C, seme secco e in sospensione) mostrarono una buona
qualita di motilita fino a 10 giorni (Figura 22). Dopo 24 ore entrambi i semi (secco e in
sospensione) conservati a freddo avevano idoneita con classe superiore a 3,0. Tuttavia dopo due
giorni la motilita spermatica ¢ discesa a classe 2,5/2,0 mantenendo questo pattern fino a 7 giorni
dall’inizio della conservazione a freddo. Contrariamente dopo 2 giorni i campioni conservati a
temperatura ambiente (23°C, seme secco e sospeso) non esibirono motilita spermatica.
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Figura 22. Motilita spermatica del mitilo marrone Perna perna in differenti modalita di
conservazione: aliquote di seme secco e in sospensione in acqua di mare (1:50) conservate in due
temperature distinte: 23°C e 8°C.

La sospensione in acqua di mare (1:50) conservata a freddo sembra non avere condizionato la
motilita del seme. Questa prova ha dimostrato 1’influenza positiva del freddo nella conservazione
del seme di Perna perna. Il seme secco conservato a freddo ha infatti dimostrato la capacita di
attivazione fino a 7 giorni di conservazione, mantenendo motilita classe 2,0.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Il confronto tra la motilita spermatica del mitilo marrone Perna perna mediante attivazione in
differenti salinita ¢ riportato nella Figura 23.
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Figura 23. Effetto della salinita sull’andamento della motilita spermatica del mitilo marrone Perna
perna mediante seme ottenuto da prelievo bioptico e attivato in acqua a temperatura 25°C.

Il risultato dimostra che la salinita non influenza in modo significativo 1’andamento della motilita
spermatica del mitilo Perna perna. La salinita pit bassa (26%0) sembra perd avere attivato la
motilita spermatica pit velocemente raggiungendo la classe di motilita 1,5 gia all’attivazione.
Diversamente il seme sottoposto alla salinita 31%o ha dimostrato una motilita inferiore nei primi 10
minuti uguagliando la massima classe di motilita al quindicesimo minuto. Questo andamento ¢ stato
mantenuto fino a 30 minuti dopo 1’attivazione. Dopo il quarantesimo minuto il seme sottoposto alla
salinita piu elevata (31%0) ha dimostrato una motilita inferiore ove si ¢ evidenziata la prima
differenza significativa.

Diversi autori riportano la tolleranza di Perna perna alla variazione della salinita (Zuim & Mendes,
1980; Salomao et al., 1980; Zuim & Mendes, 1981; Salomdo & Lunetta, 1989; Resgalla Jr. et al.,
2007). Questa specie presenta un’ampia capacita di adattamento con accrescimento ottimale in
salinita da 20%o a 35%o.

» Crassostrea brasiliana (gasar)
Effetto del prelievo bioptico e dell’ emissione sulla motilita spermatica

Il confronto tra I’andamento della motilita spermatica di Crassostrea brasiliana ottenuto da prelievo
bioptico o da emissione indotta mediante shock termico ¢ presentato nella Figura 24.
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Figura 24. Andamento della motilita spermatica di Crassostrea brasiliana mediante prelievo
bioptico ed emissione indotta per shock termico in acqua di mare a 22°C.

La massima classe di motilita ottenuta con entrambe le metodiche € stata di classe 2,5 #0,5.
Tuttavia dopo 15 minuti gli spermatozoi ottenuti con emissione hanno esibito una perdita rilevante
di motilita.

A differenza dell’esperimento realizzato con il seme dei mitili M. galloprovincialis e P. perna il
seme ottenuto da prelievo bioptico ha presentato una migliore performance. Questo risultato si
contrappone ai risultati osservati per il mitilo Dreissena polymorpha dove 1’emissione ha
dimostrato di essere la tecnica piu adatta all’ottenimento di spermatozoi (Mojares et al., 1995).

Analisi della motilita del seme fresco

Conforme al risultato dell’esperimento precedente 1’andamento della motilita spermatica
dell’ostrica Crassostrea brasiliana ¢ stato valutato nel seme otenutto con prelievo bioptico. Il seme
¢ stato attivato in acqua di mare filtrata (1:1000 V/V) a temperatura ambiente 22°C e salinita 36%o.
L’andamento della motilita ¢ riportato nella Figura 25.
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Figura 25. Andamento della motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea brasiliana in acqua di
mare a temperatura 22°C.

Gli spermatozoi si sono attivati dopo un minuto raggiungendo la massima classe di motilita (classe
2,5 +0,5). La massima classe di motilita degli spematozoi di C. brasiliana mostra valori piu bassi in
confronto all’ostrica giapponese C. gigas. La durata della massima classe di motilita ¢ stata
mantenuta per 30 minuti confermando il risultato precedente ottenuto da Turek (2010). Tuttavia
questo parametro non ¢ stato confermato con il raggiungimento a classi di motilita piu elevata.
Dopo 35 minuti dall’attivazione la motilita ¢ stata significativamente ridotta alla classe 1,5 con

totale immobilita al 90° minuto.

In Tabella VIII sono riportati i parametri fisiologici della motilita spermatica di Crassostrea
brasiliana registrati nell’ esperimento.

Tabella VIII. Parametri fisiologici della motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea brasiliana
mediante prelievo bioptico in acqua di mare filtrata a 22°C.

Parametro Attivazione (22°C)
Tempo di attivazione r
Massima classe di motilita 2,4 +0,4
Durata della massima motilita (=3) 0’
Durata totale della motilita 90’
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Studi precedenti indicano che il periodo riproduttivo della ostrica C. brasiliana nella regione sudest
e sud del Brasile ¢ quello da settembre a maggio (Absher, 1989; Pereira et al., 1991; Gomes, 2009).
Anche se gli esperimenti sono stati condotti d’accordo con la stagione riproduttiva della specie
(marzo ed aprile) notevoli difficolta sono state incontrate per trovare ostriche mature. L’alta
temperatura registrata in Florianépolis in estate pud aver causato I’alterazione del periodo
riproduttivo di C. brasiliana anticipando 1’emissione dei gameti nei mesi di gennaio e febbraio.

» Crassostrea rhizophorae
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea rhizophorae del seme ottenuto con
prelievo bioptico € riportato nella Figura 26.
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Figura 26. Andamento della motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea rhizophorae. 1l seme ¢
stato ottenuto da prelievo bioptico con attivazione in acqua di mare filtrata a 23°C.

Gli spermatozoi sono stati rapidamente attivi dopo uno minuto dall’attivazione raggiungendo la
massima classe di motilita (classe 3,3 +0,7) che ¢ stata mantenuta fino a 30 minuti. In seguito la
motilita ¢ leggermente scesa a classe 2,0 1,0 al 60° minuto dopo I’attivazione. Nella Tabella IX
sono riportati i parametri fisiologici della motilita spermatica di Crassostrea rhizophorae registrati
nell’esperimento.

58



Tabella IX. Parametri fisiologici della motilita del seme dell’ostrica Crassostrea rhizophorae
ottenuto con prelievo bioptico e attivato in acqua di mare filtrata a 23°C.

Parametro Attivazione (23°C)
Tempo di attivazione r
Massima classe di motilita 3,3 40,7
Durata della massima motilita 307
Durata totale della motilita > 60’

Capacita di attivazione nel tempo di seme mantenuto a freddo

La motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea rhizophorae dopo 48 ore di conservazione del seme
a freddo (8°C) ¢ riportata nella Figura 27.
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Figura 27. Motilita spermatica dell’ostrica Crassostrea rhizophorae mediante seme conservato a
freddo (8°C) per 48 ore.

Il risultato dimostra che il seme conservato 24 ore a freddo ha avuto una performance paragonabile
al controllo. Una riduzione significativa della motilita ¢ stato osservata solo dopo 48 ore di
conservazione soprattutto dopo 20 minuti dall’attivazione. Risultati paragonabili sono stati osservati
per il seme di Perna perna ed anche per I’ostrica piatta Ostrea edulis (Vitiello, 2011) dove ¢& stata
evidenziata la capacita di attivazione del seme conservato a freddo.
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» Nodipecten nodosus

Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita spermatica della capasanta Nodipecten nodosus mediante emissione

indotta per shock termico ¢ riportato nella Figura 28.
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Figura 28. Andamento della motilita spermatica della capasanta Nodipecten nodosus. Il seme ¢ stato
ottenuto con emissione indotta per shock termico e attivato in acqua di mare filtrata a 22°C.

Gli spermatozoi si sono attivati rapidamente dopo un minuto raggiungendo la massima classe di
motilita (classe 5,0) che ¢ stata mantenuta fino a 240 minuti. Inoltre a 19 ore si ¢ osservata la
presenza di scarsi spermatozoi vibranti perd senza motilita. In Tabella X sono riportati i parametri
fisiologici della motilita spermatica di Nodipecten nodosus registrati nell’esperimento.

Tabella X. Parametri fisiologici della motilita del seme della capasanta Nodipecten nodosus

ottenuto con emissione indotta in acqua di mare filtrata a 22°C.

Parametro Attivazione (22°C)
Tempo di attivazione r
Massima classe di motilita 5
Durata della massima motilita >240°
Durata totale della motilita > 240°
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L’andamento della motilita spermatica del seme mantenuto in differenti regimi termici

Gli andamenti della motilita spermatica di Nodipecten nodosus ottenuti con emissione indotta

mediante shock termico e mantenuti 5 ore in differenti regimi termici sono presentati nella Figura
29.
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Figura 29. Motilita spermatica della capasanta Nodipecten nodosus del seme attivato e mantenuto
per 5 ore in differenti regimi termici: 22°C e 7°C.

In questa prova non ¢ stata osservata alcuna differenza tra i campioni mantenuti a temperatura
ambiente (22°C) ed a freddo (7°). Nel 300° minuto di osservazione la motilita si ¢ mantenuta nella
classe 4,5 per tutte due le temperature. Il range termico analizzato in questo esperimento sembra
non avere condizionato la motilita spermatica di Nodipecten nodosus.
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3.4 Conclusioni

v' L’acquisizione della conoscenza sull’andamento della motilita spermatica degli organismi
studiati permettera 1’ottimizzazione dei protocolli di riproduzione artificiale di queste specie
mediante uso del seme fresco e consentira 1’ottimizzazione dei protocolli per criopreservare
il seme.

v Per quanto riguarda la motilita spermatica dei molluschi autoctoni mediterranei, Mytilus
galloprovincialis e Tapes decussatus presentano le migliori “performance” in tutti i
parametri fisiologici studiati soprattutto nei parametri durata della massima classe di motilita
e durata totale della motilita.

v’ Nella gestione del seme di M. galloprovincialis & stato osservato che 1’emissione indotta da
shock termico origina spermatozoi con motilita superiore a quelli ottenuti da prelievo
bioptico. Tuttavia ¢ stata osservata una migliore motilita complessiva doppo conservazione a
freddo per 24 ore del seme secco ottenuto con prelievo bioptico.

v' Lostrica giapponese Crassostrea gigas presenta una motilitd spermatica superiore alla
vongola alloctona Tapes philippinarum in tutti i parametri fisiologici analizzati. Per
entrambe le specie la conservazione del seme a freddo ha influenzato negativamente la
motilita spermatica.

v' 1l risultato raggiunto nell’esperimento svolto con il riccio Paracentrotus lividus ha
dimostrato la variabilita del materiale biologico che in questo caso ha mostrato buona
motilita solo per 75 minuti; in genere tali performance sono superiori. Di qui la necessita di
poter riuscire a criopreservare tale sistema biologico.

v Per quanto riguarda i molluschi autoctoni brasiliani, la capasanta Nodipecten nodosus ha
esibito una motilita spermatica molto superiore alle altre specie studiate. Viceversa 1’ostrica
Crassostrea brasiliana ha dimostrato bassi valori dei parametri fisiologici considerati. Nella
gestione del seme di questi molluschi ¢ stata osservata la possibilita di conservazione a
freddo del seme secco di Perna perna, Crassostrea rhizophorae e Nodipecten nodosus, in
particolare Perna perna in cui il seme presenta buone performance anche dopo 7 giorni di
conservazione.
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3.6 Progettazione ed ottimizzazione di protocolli di criopreservazione
per spermatozoi di specie acquacolturali

3.7 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale ¢ stato studiata la criopreservabilita del seme del riccio mediterraneo
Paracentrotus lividus e dei molluschi alloctoni brasiliani Perna perna, Crassostrea brasiliana e
Nodipecten nodosus. L’ottenimento e la gestione del seme sono stati fatti in base alla fase
sperimentale precedente di acquisizione di conoscenze, ove per ciascuna specie sono state
individuate le migliori condizioni.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi ¢ stata effettuata analizzando la motilita spermatica,
espressa in classi (da O a 5), in base alla percentuale di spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazione proposta da Fabbrocini et al. (2000).

» Paracentrotus lividus

Ottimizzazione del protocollo di adattamento/raffreddamento

Basati nei risultati ottenuti da Lombardi (2006) e Vitiello (2011) sono state fatte prove per
I’ottimizzazione del protocollo di adattamento/raffreddamento. Prove sono stati condotti con
animali allevati in acquario (ma non a circuito chiuso) e selvatici. Sono stati sperimentati diversi
agenti crioprotettivi anche in miscele con diverse concentrazioni, diverse temperature e periodi di
adattamento, congelamenti in due tipologie di contenitori con numerose curve di congelamento. Le
diverse condizioni sperimentali testate sono descritte nella Tabella XI.

Tabella XI. Condizioni sperimentali utilizzati nelle prove di criopreservazione del seme di
Paracentrotus lividus.

Origini degli

.. Mantenuti in acquario (S.Z. Anton Dohrn) e Ottenuti dalla pesca (Sorrento)
animali:
. . . DMSO DMSO+
Crioprofettivi DMSO:  EG:  PGi  GLY: MET; o0t 4GLY+  GLY+
provati: ; MET: EG
Concentrazioni 1,5%: 3%; 4%; 5%: 6%: 7%; 8%: 10%
analizzate:
Prove di .
adattamento: temperatura ambiente e freddo
Periodo di L
adattamento: 0 - 20 minuti
Materiale di
congelamento: paillettes 250 pl e nuncs 2ml
Gradienti di molto lento; lento; rapido; molto rapido
congelamento: (<5°C/min) (5-10°C/min) (10-30°C/min) (>30°C/min)
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Per le prove di congelamento gli spermatozoi inattivi, addizionati con acqua di mare contenente 1
crioprotettivi selezionati sono stati sottoposti a differenti gradienti di congelamento, fino a -70°C.
Al raggiungimento di -70°C le paillettes/nuncs sono state immerse in azoto liquido. Gli spermatozoi
sono stati scongelati con un gradiente di 15°C/sec ed analizzati per valutarne la classe di motilita.

Per la valutazione della motilita aliquote di spermatozoi inattivi sono stati diluite 1:1000 in
soluzioni di acqua di mare filtrata. La motilita ¢ stata osservata e filmata al microscopio e valutata
da 3 operatori indipendenti in classe di motilita (Fabbrocini et al., 2000).

» Perna perna

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi inattivi sono state diluite 1:100 in soluzioni di acqua di mare contenenti
concentrazioni crescenti di agenti crioprotettivi. Le concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

e DMSO: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
e EG:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

o PG:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

e GLY:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

e MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione ¢ stata condotta a temperatura ambiente di 22,5 +0,5°C e dopo tempi di esposizione
di 2,5, 10, 15, 20, 25 e 30 minuti aliquote di seme trattato sono state attivate per valutarne la classe
di motilita.

Come controllo sono stati considerati spermatozoi incubati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubazione.

Per le fasi sperimentali successive sono state selezionate le concentrazioni che hanno fatto registrare
le minori perdite di motilita spermatica rispetto al controllo.

Prove di congelamento

Gli spermatozoi inattivi, addizionati con acqua di mare contenente i crioprotettivi selezionati
secondo la fase sperimentale precedente, sono stati sottoposti a due gradienti di congelamento
(-3°C/min e -5.5°C/min), fino a -70°C. In questa fase 1’adattamento ¢ stato fato per 15 minuti a
temperatura ambiente (22°C) in nunc da 2 ml. Al raggiungimento della temperatura indicata, i nunc
contenenti spermatozoi sono state immersi in azoto liquido.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati scongelati con un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati per valutarne la classe di motilita.
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» Crassostrea brasiliana (gasar)

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi inattivi sono state diluite 1:100 in soluzioni di acqua di mare contenenti
concentrazioni crescenti di agenti crioprotettivi. Le concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

e DMSO: 5%, 7%, 10%, 15%
e EG:5%, 7%, 10%, 15%

o PG: 5%, 7%, 10%, 15%

e GLY: 5%, 7%, 10%, 15%

e MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione ¢ stata condotta a temperatura ambiente di 22°C e dopo i tempi di esposizione di 2, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minuti, aliquote di seme trattato sono state attivate in acqua di mare per
valutarne la classe di motilita.

Come controllo sono stati considerati spermatozoi incubati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubazione.

Per le fasi sperimentali successive sono state selezionate le concentrazioni che hanno fatto registrare
le minori perdite di motilita spermatica rispetto al controllo.

Prove di congelamento

Gli spermatozoi inattivi, addizionati con acqua di mare contenente i crioprotettivi selezionati
secondo la fase sperimentale precedente, sono stati sottoposti a cinque gradienti di congelamento
(-5°C/min, -8,5°C/min, -9°C/min, -11,5°C/min e -21°C/min), fino a -70°C. In questa fase
I’adattamento ¢ stato fatto per un periodo di 10 minuti a temperatura ambiente (22°C) in nunc da
2ml. Al raggiungimento della temperatura indicata, 1 nunc contenenti spermatozoi sono state
immersi in azoto liquido.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati scongelati con un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati per valutarne la classe di motilita.
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» Nodipecten nodosus

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi ottenute da emissione per shock termico sono state diluite in soluzioni di
acqua di mare contenenti concentrazioni crescenti di agenti crioprotettivi (80%10° spz/ml). Le
concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

e DMSO: 3,5%, 5%, 1%, 10%, 15%
e EG:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

o PG:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

e GLY:3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

e MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione ¢ stata condotta a temperatura ambiente di 22°C e dopo i tempi di esposizione di 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minuti, aliquote di seme trattato sono state attivate in acqua di mare per
valutarne la classe di motilita.

Come controllo sono stati considerati spermatozoi incubati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubazione.

Per le fasi sperimentali successive sono state selezionate le concentrazioni che hanno fatto registrare
le minori perdite di motilita spermatica rispetto al controllo.

Prove di congelamento

Aliquote di spermatozoi addizionati con acqua di mare contenente i crioprotettivi selezionati nella
fase sperimentale precedente sono state sottoposte a cinque gradienti di congelamento (-7,5°C/min,
-6,1°C/min, -9,9°C/min, -11,2°C/min e -24°C/min), fino a -70°C. In questa fase 1’adattamento ¢
stato fatto per 10 minuti a temperatura ambiente (22°C) in nunc da 2 ml. Al raggiungimento della
temperatura indicata, i nunc contenenti spermatozoi sono stati immersi in azoto liquido.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati scongelati con un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati al microscopio ottico (x200) per valutarne la classe di motilita.

Effetto dell’addizione di glicina all’extender di criopreservazione

Dopo avere individuato i crioprotettivi piu efficaci per il congelamento ¢ stato provato I’effetto
dell’addizione di glicina come adiuvante crioprotettivo allo 0,6%. In questo modo ¢ stato fatto un
confronto tra due tipologie di protocollo utilizzando lo stesso gradiente.
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3.8 Risultati e Discussioni

» Paracentrotus lividus

Selezione degli agenti crioprotettivi € prove di congelamento

Nella Tabella XII sono delineate tutte le fasi dei 13 esperimenti realizzati e la sintesi dei migliori

risultati ottenuti.

Tabella XII. Condizioni sperimentali utilizzati nelle esperimenti di criopreservazione di seme del
riccio Paracentrotus lividus e la sintesi dei risultati ottenuti. Nella colonna “Risultati” la lettera A
rappresenta I’adattamento e la S lo scongelamento.

Esperimento P a | Classe pa ‘Condizioni Crioprotettivi Adattamento Curve Risultati_{classe di motilita)
N1{12-11-2010) Acguario 25 Munck DMSD 7%, MET 7%, Temperatura ambiente | 1) 5,6 “C/min A: tutti classe O
SIN EG T, GLY 7% 1) 8,2 *C/min
N2 (14-12-2010) Pesca is5 Munck DMSO 7% , EG 7% Temperatura amblente | 11,2 *C/min A: DMSO 7 % 10 min (2,5)
MET 7%, GLY 7% 0 -10 min S: DMSO 7% (0,5)
N3 [16-12-2010) Pesca 4.0 Nunck GLY 7% , DMSO 5% -7%, Temperatura ambiente | 45 "C/min A: DMSO 5% 7% (3.0)
EG ™% 5: DMSO 7% GLY 5% (0,5)
N4 [18-01-2011) Pesca 40 Palllettes DMSD 5- 7%, Temperatura amblente | 30 °C/min A: DMSO 5% 7% (3.0)
(Stand-by) GLY 5- 7% 5 DMSD 5% 7% (0,5)
NS (19-01-2011) Acguario 4.0 Faillettes DMSD 5%, 7% Temperatura ambiente | 1) 31 “C/min A: DMSOT% ( 2,5)
{Stand-by) 10 min 1) 36,8 “Cfmin S DMSOT% curve 3(1,5/2,0)
3} 61,3 “C/min
N6 [23-02-2011) Acguario 4.0 Paillettes DMSD 1,5-3%, Temperatura ambiente | 1) 67,7 “C/min A: DMSO 1,5% MET 1,5%
SIN EG 1.5- 3% , MET 1,5-3%, 10-20 min 2} 78,9 "C/min S: tutti classe 0
GLY 1.5-3%, PG 1.5-3% 3) 110 *Cfmin
N7 [24-02-2011) Acguario 35/4.0 Palllettes DMS0 5-7%, GLY 5-7%, Temperatura amblente | 1) 110 “C/min A: MET 6% 2min (3)
SIN MET &-8% 1-2 min 2) 25,7°C/min S: DMS0 7% (0,5)
3} 90 "C/min
N8 [(08-03-2011) Acquario 2.2 Paillettes DMSDaN, DMSOGLY 3,5%, Temperatura ambiente | n.a. A: DMSD 3,5% +GLY 3.5% (0,5)
SIN DMSDSGLY+MET 2% 10 min
NS [15-03-2011) Acguario 3,5/4.0 Munck DMSD 4% Temperatura ambiente | 1) 130 “Cfmin Az GLY 1L5+DMS0 1.5 +EG 1,5%
SIN GLY 3,5+DM50 3,5% 10-20 min 2} 112°C/miin 10 min {1,0)
GLYLS+DMSO1,5+EGL 5% 3) 79 *C/min Situtti classe 0
Nid (16-03-2011) Acquario 3.0 Munck D50 5-7-8-10-15 % Temperatura ambiente | 60 *C/min A: DMSO 7% 10% (0.5)
SIN 5: tutti classe 0
N11 (21-03-2011) Acguario 3.0 MNunck DMSD &- B%, Freddo (7°C) 1) 34,3 *C/min A: DMSO 8% 10 min (1,0)
SIN Pallletres GLY &- 8% 5-10 min 2) 58,9°C/min S: DMSD 8% nunck curva 1 (20,5)
3) 34.8 *C/min
W12 (14-04-2011) Acguario 5.0 Nunck DMS0 3-5-7-10 % Temperatura ambients | 1) 72,0 *C/min Ana.
SIN 2) 15,5 *C/min 5 DMSO 7% e 10% (20.5)
N13 (02-05-2012) Acguario 45 Munck DMS0 5-7-10 % Temperatura ambiente | n.a. A:DMS0 5% (1,5)
SIN Paillettes 5 min

Il miglior risultato & stato ottenuto con adattamento di 10 minuti a temperatura ambiente e
crioprotettivo DMSO 7%. Infatti il seme con classe 4,0 all’attivazione & passato a classe 2,5 nella
fase di precongelamento, ed allo scongelamento si ha mostrato classe 1,5/2,0. In precedenti
sperimentazione di altri operatori, allo scongelamento erano attivi solo spermatozoi appena motili in

loco (Figura 30).
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Figura 30. Adattamento di seme di Paracentrotus lividus esposto ai differenti CPA (DMSO, EG,
GLY, MET) a temperatura ambiente (18°C) per 10 minuti.

In questa fase il DMSO 7% si ¢ evidenziato come il crioprotettivo meno tossico mentre il metanolo
7% ¢ stato considerato il piu tossico. Nonostante la tossicita osservata tutti i crioprotettivi testati
sono stati utilizzati per la fase successiva.

Nella prova di congelamento il seme ¢ stato congelato in paillettes da 250 ul mediante tre gradienti
distinti: -31°C/min, -61,3°C/min e -37°C/min (Figura 31).
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Figura 31. Curve di congelamento impiegate per le prove di criopreservazione del seme di
Paracentrotus lividus.
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Il gradiente piu rapido (-61°C/min) ¢ risultato essere il migliore, con una motilita classe 1,5/2,0
dopo scongelamento mediante utilizzo di DMSO 7%. I crioprotettivi etilen glicole, glicerolo e
metanolo non hanno presentato nessun tipo di protezione efficace ai danneggiamenti provocati per
le basse temperature (Tabella XIII).

Tabella XIII. Risultato del congelamento di seme di Paracentrotus lividus dopo adattamento di 10
minuti a 18°C ai differenti CPA a seguito di congelamento con vapori di azoto liquido in tre
gradienti distinti, -31 °C/min, -61 °C/min e -37°C/min. I risultati sono espressi in classe di motilita
dopo scongelamento.

CPA (%) DMSO 5 DMSO 7 EG7 GLY 7 MET 7

Congelamento 1

0 0,5 0 0 0
(-31°C/min)
Congelamento 2
na 1,5/2,0 0 0 0
(-61°C/min)
Congelamento 3
0,5 0,5 0 0 0

(-37°C/min)

Effettivamente la criopreservazione di seme di questa specie di riccio si presenta particolarmente
difficile in confronto agli altri organismi marini studiati. Sono limitati gli studi che riportano il
successo della criopreservazione del seme di questi echinodermi e soltanto per ricci del genere
Strongylocentrotus (Asahina & Takahashi, 1977; Asahina & Takahashi, 1978; Asahina &
Takahashi, 1979) e Tetrapigus (Barros et al., 1996; Barros et al., 1997). Per quanto riguarda
Paracentrotus lividus soltanto il congelamento di embrioni hai avuto delle risultato tangibili
(Paredes & Bellas, 2009; Bellas & Paredes, 2011). Differentemente gli spermatozoi di P. lividus si
sono rivelati un sistema estremamente delicato e di difficile criopreservabilita (Vitiello, 2011).

Nonostante tutto, i risultati ottenuti da queste esperimenti dimostrano un considerevole sviluppo
rispetto alle prove precedenti condotte da Lombardi (2006) in cui ¢ stato individuato in ugual modo
il DMSO come CPA piu effettivo perd con scarssisima motilita spermatica dopo scongelamento del
seme (classe <0,5).
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» Perna perna

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 32 i valori di motilita spermatica registrati negli esperimenti di tossicita
realizzati con seme di Perna perna incubato a temperatura ambiente (22,5 +0,5°C) in presenza dei
CPA dimetilsolfossido, etilen glicole, propilen glicole, glicerolo e metanolo.
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Figura 32. Adattamento del seme di Perna perna esposto in differenti concentrazione di CPA
(DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambiente (22,5 +0,5°C).

In generale tutti i crioprottetivi si sono dimostrato tossici per gli spermatozoi di Perna perna dopo
30 minuti di incubazione, inducendo la riduzioni della motilita spermatica rispetto al controllo. E’
stata evidenziata una notevole riduzione della motilita spermatica mediante 1’aumento della
concentrazione dei CPA. In questo caso la permanenza per pitt di 5 minuti in classe di motilita
superiore alla classe 2,0 ¢ stata utilizzata come riferimento per la selezione dei CPA meno tossici. [
CPA selezionati e potenzialmente utilizzabili per il congelamento sono stati: DMSO 3,5% e 5%;
EG 3,5% e 5%; PG 3,5%, 5% e 7%; GLY 3,5% e 5%; MET al 4%.

DMSO, EG e PG alle concentrazione 5% e 7% erano stati individuati i CPA meno tossici per il
seme del mitilo mediterraneo Mytilus galloprovincialis (Di Matteo et al., 2009). Tuttavia per il
mitilo australiano Perna canaliculus i1 DMSO in concentrazione superiore a 12% ¢ stato
individuato come agenti crioprotettivi piu efficace (Smith et al., 2012).

Prove di congelamento

La Figura 33 riproduce le due curve di congelamento testate nelle prove di criopreservazione del
seme di Perna perna.
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Figura 33. Curve di congelamento impiegate per le prove di criopreservazione del seme di Perna
perna.

Dopo lo scongelamento del seme incubato con le differenti concentrazioni di CPA il miglior
risultato ¢ stato ottenuto con la curva 2 con gradiente di congelamento -5,5°C/min, ove sono stati
osservati spermatozoi motili (Tabella XIV).

Tabella XIV. Risultato degli esperimenti di congelamento di seme di Perna perna dopo
adattamento di 15 minuti a 22°C ai differenti CPA a seguito di congelamento con vapori di azoto
liquido in due gradienti distinti, -3°C/min e -5,5°C/min. I risultati sono espressi in classe di motilita
e le crocette indicano la vibrazione degli spermatozoi dopo scongelamento.

CPA (%) EG35 EG5 DMSO35 DMSO5 PG35 PG5 PG7 PG10 GLY35 GLYS MET4

Congelamento 1
-3 °C/min

Congelamento 2
-5,5 °C/min

Entrambe le curve testate non hanno permesso la sopravivenza di spermatozoi. Per quanto riguarda
il gradiente di congelamento, Di Matteo et al. (2009) osservarono una vigorosa motilita spermatica
di Mytilus galloprovincialis dopo scongelamento impiegando un gradiente di circa -6°C/min.
Analogamente nel protocollo di criopreservazione del seme di Perna canaliculus, Smith et al.
(2012) osservarono che il gradiente di congelamento -4°C/min ¢ stato il piu efficiente.

I migliori risultati sono stati ottenuti mediante utilizzo di EG 5%, PG 7% e 10% rivelando
spermatozoi dotati di vibrazione nelle due curve. Il DMSO 5%, il MET 4%, il PG e GLY 3,5% e
5% non dimostrarono una protezione efficace contro i danneggiamenti cellulari da processo di
congelamento.

74



» Crassostrea brasiliana (gasar)

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 34 i valori di motilita spermatica registrati a seguito dell'incubazione del
seme a temperatura ambiente (22°C) in presenza dei CPA dimetilsolfossido, etilen glicole, propilen
glicole, glicerolo e metanolo.

ms'

m10'
m1s'
W20

m25'
30

Figura 34. Adattamento del seme di Crassotrea brasiliana esposto in differenti concentrazioni di
CPA (DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambiente (22°C).

Dopo 30 minuti di incubazione, ad eccezione del DMSO 5%, tutti 1 crioprottetivi si sono dimostrati
estremamente tossici per gli spermatozoi di C. brasiliana, inducendo riduzioni della motilita
spermatica rispetto al controllo gia alla piu bassa concentrazione testata (5%).

N

In generale ¢ stata evidenziata una tendenza all’aumento della tossicita all'aumentare della
concentrazione e del tempo di incubazione.

I1 DMSO ha dimostrato una bassa tossicita fino a 10 minuti di incubazione nelle concentrazioni
uguali e inferiori a 10%. La concentrazione 15% ¢ risultata essere molto tossica per gli spermatozoi.
Tuttavia il seme incubato nel DMSO 5% ha presentato la migliore performance del test mostrando
al 30° minuto una motilita classe 2,5.

Anche I’EG ha esibito una buona performance nel test mantenendo una buona motilita fino a 15
minuti alle concentrazioni 5% e 7%. Le concentrazioni 10% e 15% hanno esibito rispettivamente
tossicita moderata e elevata.

Per quanto riguarda il PG e il GLY entrambi i crioprottetivi hanno presentato una performance
paragonabile dove la motilita ¢ stata mantenuta solo nei primi cinque minuti alla concentrazione
5%. Al 7% gli spermatozoi esibirono gia una rilevante perdita di motilita cosi come alle altre
concentrazioni pil elevate.

Sorprendentemente il MET ha avuto una bassa tossicita nei primi 2 minuti in tutte le concentrazioni
testate. Tuttavia I’effetto tossico & stato evidenziato subito dopo 5 minuti dall’incubazione nelle
concentrazioni 6% e 8%. La concentrazione 4% ha esibito una bassa tossicita con motilita
spermatica superiore a classe 2,0 per 30 minuti. Sansone et al. (2005) e Nascimento et al. (2005)
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osservarono un elevato effetto tossico del metanolo negli spermatozoi dell’ostrica Crassostrea
rhizophorae mentre Zeni et al. (2009a) ottennero classe 2,5 di motilita spermatica per Crassostrea
sp. dopo 20 minuti di incubazione al MET 15%.

La Tabella XV presenta una sintesi del risultato osservato in questo esperimento attribuendo una
classificazione di tossicita conforme alla riduzione della motilita nel tempo. In questo caso la
permanenza per oltre 5 minuti nella classe 2,0 ¢ stata utilizzata come riferimento per la
classificazione “bassa tossicita”. Le concentrazioni di CPA che hanno raggiunto valori superiori o
uguali alla classe 2,0 soltanto nei primi due minuti sono state considerate come ‘“moderata

tossicita”.

Tabella XV. Sintesi del risultato osservato nell’esperimento di selezione dei CPA (DMSO, EG, PG,
GLY, MET) realizzato con seme di Crassostrea brasiliana. Le crocette indicano il livello di
tossicita: (+) moderata tossicita (++) bassa tossicita.

DMSO EG PG GLY MET

Concentrazione (%)| 5 |7 |10 |15 |5 |7 (10|15 |5 | 7 (10 |15|5 |7 /10 |15| 4 6|8

Selezionati o+ |+ |+ ||+ ++ | + ++ |+ + ++ |+ |+

Prove di congelamento

La Figura 35 riproduce le cinque curve di congelamento testate nelle prove di criopreservazione del
seme di Crassostrea brasiliana.
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Figura 35. Curve di congelamento impiegate per le prove di criopreservazione del seme di
Crassostrea brasiliana.

Tra le curve testate si evidenziano tre tipologie di congelamento: il congelamento rapido,
rappresentato nella curva n°3 con un gradiente di -21°C/min; il congelamento moderato,
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rappresentato nelle curve n°1, 2 e 4 dove il gradiente di congelamento varia da -8,5 a -11,5°C/min;
il congelamento lento, riprodotto nella curva n°S con gradiente di congelamento di -5°C/min.

Per quanto riguarda il gradiente di congelamento sono divergenti le informazioni disponibili nella
letteratura. Per la criopreservazione di seme dell’ostrica Crassostrea gigas Yankson & Moyse
(1991) ed Ieropoli et al. (2004) utilizzarono un gradiente lento di circa -5°C/min diversamente dai
protocolli descritti da Adams et al. (2004) e Smith et al. (2001) che usarono un gradiente di
congelamento rapido -50°C/min per la stessa specie. Per 1’ostrica piatta Ostrea edulis e 1’ostrica
americana Crassostrea virginica il gradiente di congelamento lento si ¢ dimostrato essere piu
efficiente (Vitiello et al., 2011; Paniagua-Chavez & Tiersch, 2001).

Dopo il congelamento e il successivo scongelamento dei semi incubati con le differenti
concentrazioni di CPA 1 migliore risultati sono stati ottenuti dalle curve con gradiente di
congelamento moderato (congelamento 1, 2 e 4). 1 gradienti di congelamento lento e rapido
(congelamento 5 e 3) risultarono soltanto nella vibrazione di scarsi spermatozoi (Tabella XVI).

Tabella XVI. Risultato degli esperimenti di congelamento di seme di Crassostrea brasiliana dopo
adattamento di 10 minuti a 22°C ai differenti CPA a seguito di congelamento con vapori di azoto
liquido in cinque gradienti distinti, -5 °C/min, -8,5 °C/min, -9 °C/min, -11,5 °C/min e -21°C/min. |
risultati sono espressi in classe di motilita e le crocette indicano I’intensita della vibrazione degli
spermatozoi dopo scongelamento: (+) bassa intensita, (++) alta intensita, (+++) alta intensita con
scarsi spermatozoi mobili, (na) non valutabile.

CPA (%) DMSOS5 DMSO7 DMSO10 EGS EG7 EG10 PG5 PG7 GLYS GLY7 MET4 MET6 METS

Congelamento 1 + + + + +++ +
-11,5 °C/min
Congelamento 2 + + + + ++ ++ + + + + + +
-9 °C/min
Congelamento 3 + + + + + + + na + na na
-21 °C/min
Congelamento 4 + ++ + + ++ ++ + na na na
-8,5 °C/min
Congelamento 5 + + + + + + + na na na
-5 °C/min

Tutti 1 gradienti di congelamento utilizzati non preservano un’effettiva motilita spermatica.
Solamente sono state osservate vibrazioni degli spermatozoi ed eccezionalmente la motilita di scarsi
spermatozoi mediante ['utilizzo dello EG 7%. I migliori risultati sono stati ottenuti mediante
utilizzo degli EG 7%, EG 10% e DMSO 7% rivelando numerosi spermatozoi dotati di vibrazioni
intense. Altrimenti 1 CPA propilen glicole, glicerolo e metanolo non dimostrarono una protezione
efficace contro i danneggiamenti cellulari derivanti dal processo di congelamento.

Non esistono informazioni riguardo alla criobiologia di Crassostrea brasiliana, si fa presente che
questa ¢ la prima iniziativa volta al congelamento del seme di questa specie. Altre prove devono
essere fatte con differenti combinazioni di CPA e gradiente di congelamento per I’ottimizzazione
del processo. 1l risultato qui presentato dimostra un concreto punto di partenza per 1’elaborazione di
un protocollo di migliore criopreservazione.
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» Nodipecten nodosus

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 36 i valori di motilita spermatica registrati a seguito dell'incubazione del
seme a temperatura ambiente (22°C) in presenza dei CPA dimetilsolfossido, etilen glicole, propilen
glicole, glicerolo e metanolo.
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Figura 36. Adattamento del seme di Nodipecten nodosus esposto in differenti concentrazioni di
CPA (DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambiente (22°C).

In generale tutti i crioprottetivi hanno dimostrato di essere tossici per gli spermatozoi dopo il
periodo di incubazione, inducendo riduzioni della motilita spermatica rispetto al controllo. La
motilita spermatica ¢ stata significativamente ridotta (p<0,05) dopo 10 minuti dall’attivazione
rispetto al controllo. Il glicerolo (GLY) e il dimetilsolfossido (DMSO) sono stati considerati i CPA
pil tossici per gli spermatozoi.

La permanenza per piu di 5 minuti in classe di motilita superiore alla classe 3,0 ¢ stata utilizzata
come riferimento per la selezione dei CPA meno tossici. L’etilen glicole (EG) e il propilen glicole
(PG) fino a 10% sono stati considerati i CPA meno tossici per N. nodosus. Tuttavia anche i CPA
DMSO 3,5%, GLY 3,5% e MET 4% e 6% sono state utilizzati per la fase di congelamento.

Nell’esperimento preliminare di criopreservazione del seme di N. nodosus con 3 minuti di
adattamento a temperatura ambiente, Reis et al. (2003) hanno individuato il DMSO e il PG nelle
concentrazione 3% e 5% come i CPA piu efficace, perd senza valutare la motilita spermatica
precongelamento. Allo stesso modo il DMSO ¢ stato indicato per la criopreservazione del seme di
Chlamys farreri (Xue & Xiang, 1995; Li et al., 2000) e Argopecten purpuratus (Dupré & Espinoza,
2004).

Prove di adattamento/raffreddamento

Sulla base dei risultati ottenuti nella fase precedente il periodo di 10 minuti di adattamento ¢ stato
scelto per le prove di precongelamento. La motilita spermatica di N. nodosus dopo 10 minuti di
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adattamento agli agenti crioprotettivi e a differenti regimi termici (7°C e 18°C) ¢ rappresentata nella
Figura 37.
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Figura 37. Prove di tossicita con seme di Nodipecten nodosus esposto per 10 minuti sotto differenti
regimi termici: al freddo (7°C) ed a temperatura ambiente (22°C).

Alle basse concentrazione per tutti i CPA non sono state riscontrate differenze significative tra i
regimi termici, eccetto per GLY 5%. Tuttavia il seme esposto al freddo ha dimostrato migliore
performance con DMSO 7% e GLY5%. Diversamente i crioprotettivi EG 10%, PG 5% e 7% e
MET 6% hanno avuto motilita superiore quando adattati a temperatura ambiente.

In base a questi risultati si ¢ proceduto con I’adattamento a temperatura ambiente quale fase di
precongelamento.

Prove di congelamento

La Figura 38 riproduce le curve di congelamento testate nelle prove di criopreservazione del seme
di Nodipecten nodosus.

Tra le curve testate si evidenziano tre tipologie di congelamento: il congelamento rapido,
rappresentato nella curva n°5 con un gradiente di -24°C/min; il congelamento moderato,
rappresentato nelle curve n°3 e n°4 dove il gradiente di congelamento varia da -9,9 a -11,2°C/min;
il congelamento lento, riprodotto nelle curve n°1 e n°2 con gradiente di congelamento inferiore a
-8°C/min.
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Figura 38. Curve di congelamento impiegate per le prove di criopreservazione del seme di
Nodipecten nodosus.

Dopo scongelamento del seme incubato con le differenti concentrazioni di CPA i migliori risultati
sono stati ottenuti dalle curve con gradiente di congelamento lento (curve 1 e 2) e moderato (curva
3) (Figura 39).
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Figura 39. Criopreservazione del seme di Nodipecten nodosus dopo adattamento di 10 minuti a
temperatura ambiente (22°C) ai differenti CPA. Il congelamento ¢ stato fatto con vapori di azoto
liquido in cinque gradienti distinti: -7,5°C/min (curva 1), -6,1°C/min (curva 2), -9,9°C/min (curva
3), -11,2°C/min (curva 4) e -24°C/min (curva 5). Il seme utilizzato nella curva 5 non ha prodoto
spermatozoi motili.
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I migliori risultati sono stati ottenuti mediante utilizzo di EG nelle concentrazioni 7% e 5%
scongelando spermatozoi RVL di classe 3,0, mentre il DMSO non ha dimostrato una protezione
efficace contro i danneggiamenti cellulari.

Risultato paragonabile ¢ stato osservato per il pectenideo Argopecten purpuratus in cui il gradiente
ottimale di congelamento ¢ stato -8,8°C/min pero mediante utilizzo di DMSO aggiunto con altri
protettori extracellulari (Dupre & Spinoza, 2004). Tuttavia per A. purpuratus sono state evidenziate
diverse alterazioni morfologiche negli spermatozoi dopo scongelamento quali la deformazione e
gonfiamento della testa, la rottura della membrana cellulare, 1’estrusione dell’acrossoma, il
danneggiamento mitocondriale, la rottura e I’irrigidimento del flagello (Espinoza et al., 2010).

Per quanto riguarda N. nodosus Zeni et al. (2009b) ottennero 40% di spermatozoi motili dopo
scongelamento utilizzando il DMSO 10% come crioprotettivo dopo 20 minuti di adattamento,
tuttavia non vi sono informazioni disponibili sul gradiente di congelamento e sulla temperatura
della fase di adattamento.

Li et al. (2000) ottennero circa il 50% di spermatozoi motili nel congelamento del seme del
pectenideo Chlamys (Azumapecten) farreri mediante utilizzo di DMSO 5% con adattamento a
freddo per 2 minuti e gradiente di congelamento -20°C/min.

Effetto dell’addizione di glicina nella criopreservazione

La Figura 40 presenta la motilita spermatica di Nodipecten nodosus dopo congelamento e
scongelamento del seme mediante la presenza di crioprotettivi con e senza la glicina 0,6%.

g @ (B)

ECPA ] ECPA

B CPA +Glicine 0,6% B CPA +Glicine 0,6%

EG3.5 EG5 EG7 PG3.5 PG5 PG7 MET 4 EG3.5 EG5 EG7 PG3.5 PG5S PG7 MET 4

Figura 40. Motilita spermatica del seme criopreservato di Nodipecten nodosus immediatamente
dopo lo scongelamento (A) e dopo 2 ore (B). Il congelamento ¢ stato fatto dopo adattamento di 10
minuti (22°C) ai differenti CPA con e senza glicina 0,6% in gradiente di -6,4°C/min.

Il risultato ha dimostrato che la glicina non ha incrementato la motilita spermatica di N. nodosus
dopo scongelamento. Soltanto nel campione con metanolo 4% la glicina ha esibito una motilita
superiore. Dopo due ore dallo scongelamento non ¢ comunque stato chiaro I’effetto della glicina
sulla motilita spermatica di N. nodosus. Infatti nei campioni EG 3,5% e PG 7% 1’addizione di
glicina sembra avere sostenuto una migliore motilita, tuttavia questo andamento non ¢ stato
verificato per gli altri campioni testati.

Alcune ricerche riferiscono di un effetto positivo della glicina sulla motilita spermatica di teleostei
dopo scongelamento, particolarmente a carico del compartimento mitocondriale e della riserva di
ATP (Lahnsteiner et al., 2000; He & Woods III, 2003; He & Woods III, 2004). Tuttavia Xue &
Xiang (1995) osservarono un effetto dannoso dell’addizione di glicina per la vitalita spermatica del
mollusco Chlamys farreri.
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3.9 Conclusioni

v' Gli spermatozoi di Paracentrotus lividus, Perna perna e Crassostrea brasiliana hanno
dimostrato di essere sistemi biologici estremamente fragili. Ulteriori prove di congelamento
devono essere fatte per 1’ottimizzazione di questi protocolli.

v' 11 congelamento rapido nel gradiente di -61°C/min, utilizzando paillettes da 250 pl,
mediante utilizzo di DMSO 7% per 10 minuti di adattamento a freddo ha dimostrato di
essere il procedimento che ha dato i migliori risultati (1,5/2,0) per la criopreservazione del
seme di P. lividus.

v" Le prove di criopreservazione hanno indicato una rilevante criopreservabilita del seme della
specie Nodipecten nodosus. 1 migliori risultati sono stati ottenuti attraverso il gradiente di
congelamento di -6 e -7,5°C/min mediante utilizzo di EG nelle concentrazioni 7% e 5% per
10 minuti di adattamento a temperatura ambiente.
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3.11 Ottimizzazione e progettazione di biosaggi con spermatozoi criopreservati

3.12 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale sono state previste 1’ottimizzazione del biosaggio (CRYO-ecotest) con
seme criopreservato di Orata (Sparus aurata) proposto da Vitiello (2011) e la progettazione di un
nuovo test mediante utilizzazione di seme criopreservato di molluschi marini.

Per 1’ottimizzazione del CRYO-ecotest ¢ stato proposta l'utilizzazione di differenti matrici
ambientali rappresentando una variabilita di ecosistemi acquatici, inclusi nell’intervallo di salinita
7-12%o. Questi valori corrispondono alla stessa pressione osmotica in cui gli spermatozoi si trovano
immobili nelle gonadi di Orata (300 £50 mOsm). In questo modo ¢ possibile incubare gli
spermatozoi immobili (Sansone et al., 2001) per un determinato periodo in differenti soluzioni di
xenobiotici/matrici ambientali per dopo attivarli e valutare la motilita per controllare eventuali
effetti.

Diversamente dalla metodologia presentata, la progettazione di un nuovo biosaggio con
spermatozoi criopreservati di molluschi marini prevede 1’attivazione del seme direttamente in una
sospensione contenente lo xenobiotico da testare utilizzando come end-point i parametri fisiologici
della motilita spermatica.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi ¢ stata effettuata analizzando la motilita spermatica,
espressa in classi (da O a 5), in base alla percentuale di spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazione proposta da Fabbrocini et al. (2000).

Ogni esperimento, effettuato in triplicato, & stato ripetuto almeno tre volte (n >9). L'analisi statistica
¢ stata condotta effettuando il Test t di Student per analizzare le differenze significative tra il
controllo e xenobiotici. Il valore p <0,05 ¢ stato scelto come livello per la significativita.

» Ottimizzazione del biosaggio con seme criopreservato di orata

Criopreservazione del seme

Tutte le sperimentazioni sono state condotte su spermatozoi ottenuti da esemplari maschi
sessualmente maturi di Sparus aurata allevati presso 1’azienda Panittica Pugliese di Torrecanne
(BR).

Il seme ¢ stato prelevato per stripping addominale e tenuto a secco in tubi plastici da 50ml. Il
trasporto del seme al laboratorio ¢ stato effettuato entro 6 ore dal prelievo, mantenendo il materiale
biologico a secco, in ambiente isolato, ad una temperatura di 3 +1°C (Figura 41).
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Figura 41. Prelievo del seme di Orate (Sparus aurata) allevate presso 1’azienda Panittica Pugliese di
Torrecanne (BR).

Per tutte le fasi della sperimentazione sono stati utilizzati pools costituiti da spermatozoi con classe
di motilita maggiore di classe 3,0. Campioni di spermatozoi caratterizzati da una minore motilita
spermatica sono stati scartati.

Gli spermatozoi di Sparus aurata sono stati criopreservati utilizzando il protocollo messo a punto
da Fabbrocini et al. (2000). La qualita del materiale biologico & stata controllata miscelando il
liquido seminale criopreservato con acqua di mare filtrata e sterilizzata (0,22 pm, 36%o, pH 8,02,

18°C).

Dopo il congelamento le paillettes sono state trasferite e conservate in un contenitore criogenico e
mantenute a -196°C. Uno stock omogeneo di seme ¢ stato conservato per un periodo di 6 mesi per
la realizzazione dei test, totalizzando da 30,5 ml di seme prelevato fresco, 152 paillettes da 250 pl
criopreservato.

1l saggio ecotossicologico — CRYO-ecotest

v' Matrici ambientali

Il seme criopreservato di S. aurata & stato scongelato ed immediatamente incubato in due matrici
ambientali: sedimento dragato del Porto di Viareggio (TO) e percolato proveniente da una discarica
di Caserta (NA) (Figura 42).

Figura 42. Illustrazione del CRYO-ecotest: scongelamento delle paillettes ed incubazione del seme.

N

L’elutriato del sedimento & stato preparato d’accordo con i procedimenti descritti nella ASTM
(1997) e diluito nei rapporti 1:1, 1:10, 1:100 in NaCl 1%. Il percolato ¢ stato preparato mediante
diluizione 1:1, 1:10, 1:100; 1:1000 in NaCl 1%. L’incubazione del seme ¢ stata fatta mediante
diluizione 1:6 nelle matrici testate per 60 minuti a 3°C. Un’aliquota di seme incubato in NaCl 1%
nelle stesse condizioni ¢ stata utilizzata come controllo.

Al termine del periodo di incubazione il seme ¢ stato attivato in acqua di mare filtrata e sterilizzata
(26,6°C; 36%0; pH 8,23) nel rapporto 1:100 (V/V). L’andamento della motilita nel tempo ¢ stato
analizzato al microscopio ottico (x200) e valutato in classi di motilita (Fabbrocini et al., 2000).
Sono stati analizzati 1 parametri fisiologici della motilita spermatica: tempo di attivazione, massima
classe di motilita raggiunta, durata della massima motilita e durata totale della motilita spermatica.
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» Progettazione di biosaggi con seme di molluschi marini

Le prove di tossicita condotte per selezionare i crioprotettivi meno tossici nel congelamento degli
spermatozoi di questi molluschi sono state la base preliminare per individuare la possibilita di
utillizo di questi sistemi biologici, utilizzabili con la determinazione dei parametri della motilita, per
nuovi test ecotosicologici, utili per la valutazione della qualita delle acque degli ambienti marino
costieri. Infatti, in tali prove, gli spermatozoi hanno mostrato una buona sensibilita agli xenobiotici
con ottima correlazione dose/effetto.

Basandosi sulla conoscenza della motilita spermatica di Paracentrotus lividus, organismo modello
per test di spermiotossicita, sono stati scelti d’accordo con la fase sperimentale precedente i
molluschi che hanno presentato motilita spermatica paragonabile a questa specie.

I parametri della motilita spermatica dei molluschi marini previamente determinati nel capitolo 3.1
sono stati confrontati con quelli osservati per il riccio Paracentrotus lividus.
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3.13 Risultati e discussioni

> Ottimizzazione del biosaggio con seme criopreservato di orata

I valori di motilita spermatica di S. aurata registrati dopo 60 minuti dall'incubazione del seme
criopreservato e scongelato in presenza di elutriato a differenti diluizioni sono riportati in Figura 43.
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Figura 43. Motilita del seme criopreservato di S. aurata dopo 60 minuti di incubazione a 3°C
nell’elutriato/NaCl 1%.

La massima classe di motilita del controllo (NaCl 1%) ha raggiunto valore superiore alla classe 2,0
ed ¢ stata mantenuta per 5 minuti. L’effetto tossico dell’elutriato ¢ stato osservato immediatamente
all’attivazione del seme gia per la diluizioni 1:10 (p<0,05).

Nella Tabella XVII ¢ riportata la risposta del test sui parametri fisiologici della motilita del seme
criopreservato di Sparus aurata. 1 parametri, tempo di attivazione, massima classe di motilita e
durata della massima classe di motilita, hanno esibito differenze significative tra il controllo e
I’elutriato.

Tabella XVII. Risposta del test con elutriato sui parametri fisiologici della motilita del seme
criopreservato di S. aurata. (+) differenza rispetto al controllo (-) indifferente.

Parametri di motilita Controllo (NaCl 1%) Elutriato (1:100) Elutriato (1:10)
Tempo di attivazione Attivi al TO - +
Massima classe di motilita 2,5 - +
Durata della massima classe di motilita 4 + +
Durata totale della motilita 20° - -
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Basandosi su questi risultati ¢ stata progettata una tabella per I’interpretazione dei dati. Questa
tabella presenta una scala di tossicita composta per differenti categorie: poco tossico, mediamente
tossico, tossico e altamente tossico (Tabella XVIII). Ogni parametro della motilita riproduce un
punteggio nella scala, ed ogni risposta significativamente differente dal controllo rappresenta la
validazione di questo punteggio simbolizzata con una crocetta (+). In questo modo si conclude che
I’elutriato ¢ stato classificato come poco tossico (+) nella diluizione 1:100 e tossico (+++) nella
diluizione 1:10.

Tabella X VIII. Interpretazione dei dati secondo la scala di tossicita.

Scala di tossicita

Tossicita elevata + + + +
Tossico + + + .
Mediamente tossico + + - -
Poco tossico + - - -

L’andamento della motilita spermatica del seme criopreservato di S. aurata dopo 60 minuti a 3°C
dall’incubazione al percolato ¢ riportato nella figura 44.
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Figura 44. Motilita del seme criopreservato di S. aurata dopo 60 minuti di incubazione a 3°C nel
percolato/NaCl 1%.

In questo saggio ¢ stato osservato chiaramente I’effetto tossico del percolato sulla motilita
spermatica dopo 60 minuti dall’incubazione. La severita del percolato nelle diluizioni massime
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(1:10, 1:100) ¢ risultata nell’immobilita degli spermatozoi gia all’inizio delle osservazioni fino a 3
minuti. Tuttavia la diluizione 1:1000 ha avuto una performance paragonabile al controllo.

Nella Tabella XIX ¢ riportata la risposta del test sui parametri fisiologici della motilita del seme
criopreservato di Sparus aurata. 1 parametri, tempo di attivazione, massima classe di motilita e
durata della massima classe di motilita, hanno esibito differenze significative tra il controllo e il
percolato.

Tabella XIX. Risposta del test con percolato sui parametri fisiologici della motilita del seme
criopreservato di S. aurata. (+) differenza rispetto al controllo (-) indifferente.

Parametri di motilita Percolato (1:1000) Percolato (1:100) Percolato (1:10)
Tempo di attivazione - + +
Massima classe di motilita - + +
Durata della massima classe di motilita - + +
Durata totale della motilita + + +

Il test ha individuto chiaramente I’effetto altamente tossico del percolato nelle diluizioni 1:10 e
1:100. La diluizione 1:1000 ¢ risultata essere poco tossica con differenza soltanto nel parametro
durata totale della motilita spermatica.

La sensibilita del CRYO-ecotest ¢ stata confrontata mediante analisi computerizzata per mezzo del
sistema SCA Sperm Class Analyzer® (Fabbrocini et al., 2012a; Silvestri et al., 2011) dimostrando la
semplicita e la potenzialita del test utilizzando seme criopreservato di teleostei particolarmente di S.
aurata valutandone i parametri in “visual” della motilita. I risultati ottenuti utilizzando il test
proposto rappresentano un punto di partenza molto promettente per ulteriori studi diretti all'utilizzo
della crioconservazione quale biotecnologia di sostegno alle indagini ecotossicologiche in ambienti
acquatici.

> Progettazione di biosaggi con seme di molluschi marini

Basandosi sulla conoscenza della motilita spermatica di Paracentrotus lividus, organismo modello
per test di spermiotossicita, sono stati selezionati d’accordo con la fase sperimentale precedente 1
molluschi che presentano motilita spermatica paragonabile a questa specie. In questo modo sono
stati utilizzati come valore di riferimento 1 parametri fisiologici della motilita spermatica di P.
lividus presentati nel capitolo 3.1.

Tradizionalmente i gameti di ricci sono utilizzati per saggi ecotossicologici, in particolare per test di
spermiotossicita (Stober et al., 1979; Pagano et al., 1982; Dinnel et al., 1981; Nacci et al., 1986;
Dinnel et al., 1987; Arizzi Novelli et al., 2002; Arizzi Novelli et al., 2003; Losso et al., 2004; Lera
et al., 2006). Questa tipologia di test prevede 1’incubazione dei gameti o degli embrioni nelle
sostanze tossiche e si considera come end-point la normale formazione embrio-larvale. La
valutazione dei parametri fisiologici della motilita spermatica si presenta come una nuova
alternativa per la interpretazione di questo tipo di saggio.
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La sintesi dei parametri fisiologici della motilita spermatica dei molluschi studiati nel capitolo 3.1 e
degli studi precedenti condotti sui molluschi autoctoni mediterranei Ostrea edulis e Pecten
jacobaeus (Vitiello et al., 2011; Del Prete et al., 2011) ¢ presentata nella Tabella XX.

Tabella XX: Sintesi della conoscenza dei parametri fisiologici della motilita spermatica dei
molluschi marini studiati recentemente dal gruppo di ricerca del Laboratorio di Fisiologia e
Criobiologia dell’Universita di Napoli Federico II. 1 dati di riferimento sono stati acquisiti per
riccio Paracentrotus lividus.

Tempo di Massima classe di Durata massima Durata totale della
attivazione (min) motilita motilita (min) motilita (min)

Paracentrotus lividus 1 4,0 +0,7 75 >90
Mpytilus galloprovincialis 12 4,5 £0,2% 110* 340
Tapes decussatus 10 4,0 +£0,5* 88* >120
Ostrea edulis 10 3,7 +0,3 19 120
Pecten jacobaeus 35 4,2 0,5 55 105
Crassostrea gigas 5 3,5 40,2 45 >360
Tapes philippinarum 8 3,0 £0,2 3 >120
Perna perna 15 3,0 +0,0 20 >120
Crassostrea brasiliana 1 2.4 +0,4 0 90

Crassostrea rhizophorae 1 3,3 +0,7 15 >60
Nodipecten nodosus 1 5,0 £0,0* >240* >240

Sulla base di tali informazioni sono stati evidenziati, come organismi potenzialmente utilizzabili per
1 saggi di spermio tossicita, i molluschi mediterranei Mytilus galloprovincialis e Tapes decussatus, e
la capasanta autoctona brasiliana Nodipecten nodosus.

I parametri piu rilevanti in questo tipo di valutazione sono indubbiamente la massima classe di
motilita raggiunta e la durata della massima classe di motilita (Fabbrocini et al., 2013).
Fisiologicamente questi parametri sono relazionati rispettivamente alla capacita contrattile del
flagello associata alle macromolecole contrattili e all’energia di pronto uso della cellula che
proviene dal metabolismo mitocondriale.

Per quanto riguarda la durata della massima classe di motilita N. nodosus ha esibito una notevole
performance riguardo ai valori di riferimento, mentre M. galloprovincialis e T. decussatus hanno
presentato valori accettabili. Tra le specie alloctone allevate in Italia 1’ostrica C. gigas ha esibito la
migliore performance. Tutte queste specie hanno comunque esibito valori simili nel parametro
massima classe di motilita raggiunta (classe 2 3,0).

Gli spermatozoi di M. galloprovincialis, T. decussatus e C. gigas esibirono un tempo piu lento di
attivazione mentre gli spermatozoi di N. nodosus si sono attivati subito. Dal punto di vista
fisiologico il tempo di attivazione ¢ relazionato all’innesco del processo motile, mediante variazioni
della permeabilita ionica nella membrana plasmatica.

La durata totale della motilita ¢ un parametro fisiologico che ¢ relazionato con I’energia di riserva
dello spermatozoo. Questo parametro riflette indirettamente il benessere della cellula, ciog,
I’estensione della durata totale della motilita ¢ correlata al metabolismo cellulare generale. In
riferimento a ci0 ¢ stato possibile osservare la buona performance soprattutto del seme di M.
nodosus e C. gigas.
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Pertanto il saggio ecotossicologico con molluschi marini si pud effettuare incubando per 60 minuti
gli spermatozoi attivandoli direttamente nella soluzioni di acqua di mare con i xenobiotici e/o le
matrici ambientale, valutando i quattro parametri di motilita.
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3.14 Conclusioni

v' Il CRYO-Ecotest con seme di orata conferma la notevole potenzialita quale “biosaggio
universale” per 1 diversi ecosistemi acquatici da monitorare, con ampi margini di
ottimizzazione e di specializzazione in base alle caratteristiche ecologiche ed ambientali
delle matrici da monitorare.

v' T risultati ottenuti con il seme dei molluschi marini permettono di candidare gli spermatozoi
degli specie Mytilus galloprovincialis, Tapes decussatus e soprattutto Nodipecten nodosus
come sistemi biologici potenzialmente utilizzabili per saggi ecotossicologici. La motilita
spermatica di queste specie ¢, infatti, paragonabile a quella di Paracentrotus lividus, specie
largamente impiegata in saggi di spermiotossicita.
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3.16 Glossario

CPA

DMSO

EG

GLY

MET

PG

Agenti crioprotettivi
Dimetilsolfossido (C,HeSO)

Etilen glicole (C,H¢O»)

Glicerolo (C3HgOs)

Metanolo (CH;0H)

Propilen glicole (CsHgO5)
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The aim of this study was to evaluate the feasibility of using cryopreserved 5. aurata semen in
spermiotoXicity tests. Cryopreservation is a biotechnology that can provide viable gametes and
embryos on demand, rather than only in the spawning season, thus overcoming a imitation that has
hindered the use of some spedes in ecotoxicological bioassays.

Firstly, the sperm motlity pattern of cryopreserved semen was evaluated after thawing by means of
both visual and computer-assisted analyses. Motility parameters in the cryopreserved semen did not
change significantly in the first hour after thawing, meaning that they were maintained for long enough
to enable their use in spermictoxicity tests. In the second phase of the research, bioassays were
performed, using cadmium as the reference toxicant. in order to evaluate the sensitivity of cryopre-
served 5. qurata semen to ecotoxicological contamination.

The sensitivity of the sperm motility parameters used as endpoints (motility percentages and
velocities) proved to be comparable to what has been recorded for the fresh semen of other agquatic
species (LOECs from 0,02 to 0.03 mg L '). The test showed good reliability and was found to be rapid
and easy to perform, requiring only a small volume of the sample, Moreover, cryopreserved semen is
easy to store and transfer and makes it possible to perform bioassays in different sites or at different
tumes with the same batch of semen

The proposed bioassay is therefore a promising starting point for the development of toxidty tests
that are increasingly tailored to the needs of ecotoicology and environmental quality evaluation
strategies.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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I saggi ecotossicologici con gameti ed embrioni di organismi acquafici sono comunemente
impiegati nei programmi di monitoraggio ambientale, grazie alla relativa facilita di esecuzione dei
test ed alla loro elevata sensibilita. D’altra parte, il loro utilizzo spesso strettamente dipendente dalla
stagione riproduttiva, la elevata variabilita biologica e la difficolta nello stabulare 1 riproduttori o
trasferirli in base alle necessita restringono fortemente 1l numero di specie da poter inserire nelle
batterie di test.

Nell’ambito delle ricerche tese alla messa a punto di nuovi biosaggi, gli autori hanno sperimentato
un approccio innovativo: l'utilizzo di gameti criopreservati quale sistema biologico test. La
criopreservazione di gameti ed embrioni di specie acquatiche e infatti una biotecnologia ormai
ampiamente affermata, che permette di ottenere “on demand” gameti ed embrioni di elevata ed
omogenea qualita, potenzialmente utilizzabili non solo a fini acquacolturali, ma anche in campo
ecotossicologico. Per la messa a punto di questo CRYO-ecotest sperimentale & stato utilizzato il
seme dell’orata S aurara, una specie eurialina diffusa e comunemente allevata nell’area
Mediterranea, per la quale la fisiologia della motilita spermatica ¢ stata ampiamente studiata e
protocolli per la crioconservazione del seme sono disponibili ormai da diversi anni. Il seme
criopreservato € stato scongelato ed immediatamente incubato sia in tossici di riferimento (metalli
pesanti, IPA, pesticidi) che in matrici ambientali (sedimenti, percolati); al termine del periodo di
incubazione i parametri di motilita sono stati valutati mediante videomicroscopia o sistema
computerizzato (SCA — Sperm Class Anayzer®). La sensibilita del sistema biologico “seme
criopreservato” e la riproducibilita del CRYO-ecotest sono stati valutati e confrontati con quelli
relativi a seme fresco di numerose specie acquatiche.

Il CRYO-ecotest ¢ risultato essere rapido e di facile esecuzione; il seme criopreservato puo essere
facilmente trasportato e conservato anche per periodi relativamente lunghi, rendendo possibile
condurre saggi indipendentemente dalla stagione riproduttiva, con la possibilitd di utilizzare in
luoghi o in momenti diversi lo stesso batch di seme. Inoltre. I’end point sperimentato non richiede
elevate quantita di matrice da testare e soprattutto non prevede l'utilizzo di stadi larvali o di
giovanili, aspetto questo molto importante per la scelta dei biosaggi con vertebrati da inserire nelle
batterie di test.

In conclusione, considerato 1’elevato numero di specie acquatiche (sia invertebrati che vertebrati)
per le quali esistono protocolli di criopreservazione di gameti ed embrioni ormai standardizzati, il
CRYO-ecotest mostra notevoli potenzialita come punto di partenza per la messa a punto di biosaggi
“universali”, ovvero estremamente versatili, da poter essere ottimizzati di volta in volta in base alle
specifiche caratteristiche ecologiche ed ambientali dell’area da monitorare.

99



Appendice 3

CRYO-Ecotest: a new tool for the ecotoxicological evaluation of aquatic
environments

by A. Fabbrocint, R. D Adamd’, F. Del Prete, A. L. Langellottf, F. Rinna, R. Sessd,
F. Silvestrf, G. Villant, V. Vitielld and G. Sansone™*

*Istituto di Scienze Marine, Consiglio Nazionale delle Ricerche, Lesina (FG), Italy -

adele.fabbrocini@fg.ismar.cnr.it; raffaele.dadamo@fg.ismar.cnr.it

* Dip. Biologia, Universita degli Studi di Napoli “Federico II", Napali, Italy - giovanni.sansone@unina.it;
raf_sessa@yahoo.it; giovannivillaniyyn6@alice.it; v_valentina5095@libero.it

* CRIAcq - Centro Interdipartimentale di Ricerche per la Gestione delle Risorse Idrobiologiche e per I'Acquacoltura,
Portici [NA), Universita degli Studi di Napoli “Federico I, ltaly - giovanni.sansone@unina.it fdelprete78@libero.it;
silvestrifausto@hotmail.com; francescarinna@virgilio.it; langello@unina.it

Abstract - A new approach in environmental studies has been investigated by authors, who propose the use of
cryopreserved biological systems in ecotoxicological bioassays. Aim of this work has been the evaluation of the
feasibility of spermiotoxicity test using cryopreserved semen of the sea bream S auratas, with sperm motility
parameters as endpoint. Thawed sperm was incubated in environmental samples and in a reference toxicant; then
motility was evaluated by videomicroscopy by both visual and computer assisted analyses. On the basis of the
obtained results, the proposed bioassay could be a promising start-point for the development of toxicity tests more
and more tailored to the needs of ecotoxicology and environmental quality evaluation strategies for aquatic
environments.

Keywords: ecotoxicological test, sperm motility, cryopreservation, sea bream
1. Introduction

Ecotoxicological bioassays using the gametes and embryos of aquatic species are commonly required in integrated
environmental monitoring programs due to their high sensitivity to the synergistic and/or antagonistic effects of all
components interacting with the biota. On the other hand, many factors limit the use of gametes and embryos in
ecotoxicological tests: their availability, often limited to the spawning season, the difficulty in collecting, transferring
and storing for long periods, and above all their biological variability (Paredes and Bellas, 2003; Schipper et al.,
2008).

Cryopreservation is a biotechnology that provides on demand viable gametes and embryos of homogeneous quality,
thus overcoming the main limitations in the use of some species in bioassays; in addition, cryopreserved biological
systems could drastically reduce the use of animal models or whole organisms in performing ecotoxicological
evaluations.

The sea bream & aurata is a euryhaline species commonly found and intensively reared in the Mediterranean
region; semen of this specimen is stored immotile in the gonads in relatively hypo-osmotic fluid and motility is
triggered by sea water; the physiology of its sperm motility has been widely studied [Lahnsteiner et al., 2010) and
sperm cryopreservation protocols are now available [Fabbrocini et al., 2000]; in addition the sensitivity and reliability
of sea bream cryopreserved semen has been previously tested in spermiotoxicity test using Cd as reference
toxicant (Fabbrocini et al, 2012). On these bases, aim of this work has been the evaluation of the sensitivity and
reliability of sea bream cryopreserved semen using two environmental samples (sediment elutriate, dumpsite
leachate) as tested matrices, in order to evaluate the feasibility of the CRYO-Ecotest: a spermiotoxicity test
performed using cryopreserved semen of the sea bream S awrats, with sperm motility parameters as endpoints,
that could allow evaluations for a wide range of aquatic ecosystems.

2. Materials and methods

2.1 Semen cryopreservation

The semen was collected by abdominal stripping from adult male sea bream bred intensively. Samples found to have
poor motility or contaminated by faeces or urine were discarded; subsequently, pools of semen were made up for
every five best males. Semen was cryopreserved according the procedure described in Fabbrocini et al. (2000).
Briefly, semen was diluted at a ratio of 1:6 in 1% NaCl [motility inhibitor medium] containing 5% dimethyl sulfoxide
(DMS0), frozen at a gradient of 10 °C min™ to -150 °C, and finally immersed in liquid nitrogen up to 24 months.

2.2 Motility evaluation

: Corresponding author. Dip. Biologia, Universita degli Studi di Napoli Federico ll, v. Mezzocannone 8, 80134 Napoli. Tel. +39 081
2534599; fax +39 081 2535090
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Introducton

The common pandoca, Papellur entbaims (Linnaens, 1758), is an impoctant species for fishecies and one of
the most pronusing speces for diversification of manne aguacniture in the Mediterranean Sea (Klaondatos
et al. 2004).

Snccessfnl storage of fish sperm in Ligud mtrogen has been achieved :n several fish speces, but the
procednres for fish sperm cryopreservation differ from species to species (Tanaks et al 2002).

pandora (Magechiclo et al. 2004; Lechekhab 2007), there ace not studies on semen coyopreservation of this
after menbation in five different cryoprotectants were exanuned, this experimentation represents a
prelinunary step for the development of a eryopreservation protocol for sperm of common pandora.
Materials and methods

Senunal flred was obtaned by abdemen steipping of at least 10 adnlt matiuge males, previonsly anesthetized,
bred in a Meditesranean Bsh farm (Panittica Pogliese, Apuba, Italy). The semen was collected individnally
and mantamed at a temperatnee of 33 1°C. Indmdnal semen samples showmng better motility were muxed i
homogeneons pools. All activations weee made by dilnton 1:100 with filtered seawater (0.2 pm, 36%., 8.1
pH) at 18%1°C, evalmating the percentage of motle spermatozoa and the guality of their movement, as
descoibed in Fabbrocini et al. (2000). Founr valnes were recorded to descabe the motdlity specm cncve: time
to reach the mamnmm motility (activabon tme), maxomm motility value, ducation of masomm motilty
and total time of motility (natil class 0). To evalnate short-term conservation, alignots of dey semen and
diluted semen (1:6 in 1% NaCl - inkubitor of motility) weee placed at 3Z1°C in the dadk and actvated 6, 24,
48 and 72h after sampling. The mamavm class and the total duration of sperm motihity were recorded. For
cryoprotectants toxicity evalnaton, the specm dilvted 1:6 wath a solntion of 1% NaCl (v/v) and contaning
the cryoprotectants, was incubated at 18%1°C. The following cryoprofectants were tested: dimethyl
sulfoxide (DLSO), ethylene giyeol (EG), propylene giyeol (PG), glycecol (GIOH) at 5-7-10-15-20 %% v/v
and methancl (MetOH) at 2-4-6-8-10 % v/v. After 10, 20 and 30 minutes, aliqnots of sperm suspensions
were activated and the mamomm motility classes recorded.

Resules

The specrm motility valnes were reported in Table 1. After collection, the P. ensbrin speem is charactedzed
by a very fast actrabon tme (1 oun), 3 masmnm motility cormesponding to percentage of RVL sperm
(rapid, vigogons and hnear) over 80% (class 4), the muntenance of sperm motlity over class 3 for 10 oun
and 30 min of total total dustion of motikty. Dy semen kept at 331°C showed a significant (p<t0.05)
rednction n sperm motility already after 24 h, with decay in mamiomm class, dumtion of maximmm class and
total dnmtion of motility. The dintion with 1% NaCl indnced a rednction in maxiomm class of motibty
already after 6 bk of inenbation, while it allowed a better duration of the highest elass and the total duration
of motility natil 72 h. The activation time did not show any significant modification (data not shown).
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Table 1. Mesility paramesers of P. erytivinns remen; [a7 mapcimsmy moniliy valie (meeilipy cass, mean X 1d), [B7 duration of
mmaeimnom masilty valves (min) snd 07 sotal time of moziliny (il elass 0) fmrin)

Activation Dry conservation 1*% NaCl dilution (1:6)
Motility | after pool at 311°C conservation at 311°C
paramererc | formation -
{0k} 6h 24h 45h T2h 6h 24h 45h 2h
[a] (clace) 42002 | 40002 | 35502 | 25503 | 35103 ) A3t 02 | a0l | 20f0d | dok02
[b] (nndn) 10 10 5 3 2 10 10 7 3
[c] (mnim) 30 30 5 5 20 X 30 30 15

DMSO and EG were found to be the less toxic ecyoprotectants (Table 2): thew concentrations np to 10%
inenbation. The other cryoprotectants tested (PG, GIOH, MetOH) showed hagher levels of toxioty already
at 10 oun of menbation tme.
Table 2 Macimum sercentage (38} of crvesroreciants that pave valies of soerm morilipy sasistically nor different from consral
(5=0.05) afer 10, 20 and 30 min of incubarion

DAIZD E: Pz GIOH Me=tOH
taefv) | Pl | (feedy) | el | (i)
10 mnin 15 15 10 10 [
20 min 15 15 10 10 4
30 min 10 10 5 7 4

Discussion and conclusions

Commeon pandoza showed a motdity specm pattern samilas to other manne Bsh, with a lagh matial valne and
1 dechine 1n few awontes after activation (Cosson et al, 2008); differences were recorded in totsl ttme of
sperm motility cespect to data of Lechekhab (2007), that reported total motility duration ranging from 35 (in
Angust) to 60 min (in July) in common pandora adnults males bred in Algeria The best shori-term
conservation procedure nntil 24 h after the sperm collechon was obtained by dilnting the semen with 1%
NaCl and kept at 3T1°C.

The effects on speem motility obtained after exposnee to cryoprotectants showed considesble differences
respect to the resnlts reported for seabream in Fabbrocim et al (2000) and for seabass in Sansone et al

(2002). In pactienlar, common pandora showed lower effects on spesm motility after exposue to all
cryoprotectants tested The resnlts obtzmned in this wock wall be usefnl to develop an effective
cryopreservabon pootocol for P. et specmatozoa.
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| saggi ecotossicologici rappresentano uno strumento utile per lidentificazione
precoce di situazioni di rischio per il biota, capaci di rilevare gli effetti dei tossici anche a
basse concentrazioni, permettendo di scegliere le specie target in base all'importanza che
rivestono nell’ecosistema in esame e/o alla loro sensibilita.
L'orata Sparus aurata, specie ampiamente allevata, offre la possibilita di avere una
continua ed elevata disponibilita di spermatozoi durante la stagione riproduttiva (ottobre-
marzo); inoltre la buona criopreservabilita di tale seme rende disponibili stocks omogenei
di spermatozoi tutto I'anno per l'effettuazione di saggi ecotossicologici, garantendo una
maggiore omogeneita di standard qualitativo e rendendo piu affidabili e riproducibili i test.
L'obiettivo della presente ricerca é stato la messa a punto di un test ecotossicologico per
la valutazione di sedimenti dei diversi ecosistemi acquatici (marini, di transizione e
dulciacquicoli), utilizzando seme fresco e criopreservato di S. aurata.
Il test progettato prevede I'esposizione del seme alla matrice da saggiare in un medium di
incubazione specifico (60-180min) e la successiva valutazione dei parametri di motilita
spermatica con modalita visual e/o computerizzata.
Il biosaggio sperimentato ha mostrato elevata facilita di gestione, affidabilita, ripetibilita ed
una buona confrontabilita con saggi gia normati.
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In the present study we evaluated the sperm motility of four finfish species reared in
Mediterranean seafarms: European seabass (Dicentrarchus labrax), Gilthead
seabream (Sparus aurata), Sharpsnout seabream (Diplodus puntazzo) and Common
Pandora (Pagellus erythrinus) to improve reproductive techniques and develop
cryopreservation protocols.

Samples of sperm were collected from mature individuals maintained in commercial
hatcheries. Each pool of sperm was activated with 1:100 dilution in filtered seawater
(0.45 pm) and kept at 20 +2°C. Sperm motility was evaluated with inverted phase
contrast microscope (200x). Percentage of active sperms and the quality of
movement were assessed. Final results were expressed in classes of motility.

The considered physiological parameters (Table 1) have proved as good indicators
for evaluation of sperm quality. The sperms of S. aurata and P. erythrinus showed
maximum duration of best motility class that was maintained for more than 10
minutes.

Table 1. Physiological parameters of sperm motility (22 +2°C) of four Mediterranean finfish species.

Activation Total time of Maximum class Duration of max.

time* motility of motility motility (>3 class)
(sec) (min) (1.0 ~ 5.0) (min)
Dicentrarchus labrax 10" 3 4.5 0.5 15
Sparus aurata 30" 25' 4.5 +0.5 15'
Diplodus puntazzo 30" F4 4.5 +0.5 1’
Pagellus erythrinus 80" 30 4.5 0.5 10

* Time to reach the maximum motility value.
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The underlying knowledge of sperm physiological behavior is a key factor to improve
breeding techniques of aquatic species as the bivalve molluscs. In this study sperm
motility of mediterranean mussel (Mytilus galloprovincialis), european flat oyster
(Ostrea edulis) and mediterranean scallop (Pecten jacobaeus) was evaluated.

The experiments were conducted with a minimum of 30 mature male individuals of
each species kept in ripe stage. The sperm was bioptically obtained from mollusc
gonads, avoiding water and other tissues contaminations. The semen was activated
in filtered sea water (0.45 um), with a dilution ratio 1:100 (v/v), and kept at 18°C. The
sperm motility was evaluated through inverted phase contrast microscope (200x) and
percentage of active sperms as well as the quality of movement were assessed.
Final results were expressed in classes of motility.

The trend of sperm motility (Fig. 1) showed significant differences among the three
species (p<0,05). Particularly the differences were observed for the following
parameters: (1) time to reach the maximum motility value (activation time); (2) motility
duration class values >3; (3) total time of motility. Only the maximum motility values
showed no differences among the three species. These results will be essential to
develop fertilization protocols or cryopreservation procedures and they could also be
used to evaluate potential ecotoxicity of aguatic pollutants with deleterious effect on
sperm motility.

«=@=+ 0. edulis M. galloprovincialis —i— P. jacobaeus

Sperm motility class
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time (min)

Figure 1. Sperm motility of O. edulis, M galloprovincialis and P. jacobaeus.
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