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ABSTRACT

In most aquatic organisms, especially those thae hexternal fertilization, sperm motility is a
fundamental parameter for the success of fertibnatin fact the knowledge of sperm motility can
be very useful in the aquaculture and ecotoxicaklgsectors improving breeding procedures,
cryopreservation protocols and spermiotoxicity gssén this sense, this study aimed to: (1) obtain
the basic knowledge on sperm motility of aquaceltorarine organisms; (2) propose and optimize
protocols for sperm cryopreservation; (3) proposel aptimize ecotoxicological tests using
cryopreservated sperm. For this we used the Meditean native organismaytilus
galloprovincialis Tapes decussatuBaracentrotus lividusand Sparus auratathe alien molluscs
cultured in ItalyCrassostrea gigagnd Tapes philippinarumand the Brazilian native molluscs
Perna perna Crassostrea brasilianaCrassostrea rhizophoraeand Nodipecten nodosusi.
nodosus M. galloprovincialis and T. decussatushowed the best performance in the general
evaluation of physiological parameters of sperm ilitot In general the method of sperm
acquisition affected the performance of sperm lityptf the studied species. For some species, the
stored sperm at low temperatures for a short pehniagl proved viable after activation. The
nodosussperm showed good viability to cryopreservatiorotigh the addition of EG 7% for 10
minutes of adaptation at room temperature and ifigegradient of -6°C/minA reduced sperm
motility was observed after cryopreservation araming of P. lividus, P. pernandC. brasiliana
The ecotoxicological assay through Auratacryopreserved sperm demonstrated a remarkable
potential as an universal test in the evaluatiordifferent aquatic ecosystems. The spedies
galloprovincialis T. decussatusand N. nodosuswere considered as potentially useful with
biological systems in spermiotoxicity tests.



RESUMO

Na maioria dos organismos aquaticos, principalmeatgieles que apresentam fecundacao externa,
a motilidade espermatica € um parametro fundamerated o exito da fertilizacdo. De fato o
conhecimento da motilidade espermatica pode sertomilii nos setores da aquicultura e
ecotoxicologia otimizando protocolos de reproducadificial, criopreservagcao e testes
espermiotoxicidade. Neste sentido, este estudoctave objetivos: adquirir conhecimentos de base
sobre a motilidade espermatica de organismos naFi@plicados a aquicultura; (2) otimizar e
projetar protocolos de criopreservacdo de semenot{Bizar e projetar testes ecotoxicolégicos
utilizando semen criopreservado. Para isso foraifizados 0s organismos autoctones do
MediterranedMytilus galloprovincialis Tapes decussatuRaracentrotus lividuse Sparus aurata

0s moluscos aléctones cultivados na lt&limssostrea gigag Tapes philippinarume moluscos
autoctones do litoral brasileil@erna perna Crassostrea brasilianaCrassostrea rhizophorae
Nodipecten nodosuonforme observado nos resultaddsnodosusM. galloprovincialise T.
decussatusapresentaram o melhor desempenho na avaliagadbdyper parametros fisioldégicos da
motilidade espermatica. Em geral o método de oBtep semen influenciou no desempenho da
motilidade esperméatica das espécies estudas. Baraas espécies o semen conservado resfriado
por um curto periodo mostrou-se viavel apos a @diwvaO semen dd. nodosusapresentou uma
alta resistencia para a criopreservacao mediantiizacdo de EG 7% por 10 minutos de equilibrio
sob temperatura ambiente e gradiente de congelandent6°C/min. Por outro lado foi observada
uma escassa motilidade espermatica apos a criopaede do semen d@. lividus P. pernae C.
brasiliana O teste ecotossicoldgico com semen criopresersado auratademonstrou um notavel
potencial como teste universal na avaliacdo dedatifes ecossistemas aquéticos, assim como as
espéciedM. galloprovincialis T. decussatue N. nodosugoram consideradas sistemas biologicos
potencialmente utilizaveis em testes de espernimtade.



PREMESSA

La motilita spermatica e un fattore fondamentale lf@sito della fertilizzazione negli organismi

acquatici, soprattutto per quelli che presentaramridazione esterna. Per mezzo della motilita
spermatica € possibile determinare la qualita @shes Questo parametro e tradizionalmente
impiegato in protocolli di fecondazione sia spemamente, sia nella pratica acquacolturale.
Attualmente diverse metodologie sono utilizzate |pevalutazione della motilita spermatica, dalla
tradizionale analisi visuale al microscopio otti@la moderna analisi computerizzata mediante

sofisticati sistemi di computazione dei movimepisnatici.

Questo studio propone un modo pratico e efficigatiela valutazione della qualita del seme degli
organismi acquatici attraverso I'analisi dei paramfesiologici della motilita spermatica: 1- tempo
di attivazione, 2- massima classe di motilita, @rada della massima classe di motilitd e 4- durata
totale della motilita spermatica. Questa metodal@gbasata sulla tecnica classica di analisi \@sual
al microscopio ottico e non richiede l'utilizzo slirumenti sofisticati potendo essere realizzata in
gualsiasi laboratorio.

| quattro parametri della motilitd spermatica, temgi attivazione, massima classe di motilita,
durata della massima classe di motilita e duratealella motilita spermatica, sono direttamente
relazionate ai comparti cellulari responsabili gemovimento dello spermatozoo: la membrana
plasmatica, le macromolecole contrattili, il metigdrno mitocondriale e il metabolismo generale.

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

hY

La criobiologia € una scienza interdisciplinare céta alla base di molte conoscenze ed
applicazioni; la criobiologia acquatica si collo@a maniera interdisciplinare tra le scienze
acquatiche, la biologia, le biotecnologie, I'ammitee e le produzioni agroalimentari come
'acquacoltura. La crioconservazione di gameti eshibrioni di organismi acquatici puo essere
utilizzata in vari campi di applicazione: procedsiselezione per il miglioramento genetico delle
specie acquatiche in allevamento; trasferimensipdicie con riduzione del rischio di trasmissione
di infezioni; disponibilita continua di gameti pegsroduzioni oltre le normali stagioni di
riproduzione; supporto alle applicazioni dell'ingegia 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 maridliverso da quello dei mammiferi in due
aspetti importanti: € immotile alla emissione anatilita & indotta al contatto con l'acqua marina.
Metodi di valutazione della qualita dello sperma gliesti organismi devono tenere in
considerazione questi fattori poiché i parametsurati saranno influenzati dalla tecnica con cui
viene indotta la motilita e dal periodo in cui dogene misurata (Kime et al., 2001).

| due parametri piu evidenti che sono utili perwate la qualita degli spermatozoi sono la motilita
(movimento progressivo) e la durata del movimeN&. mammiferi la velocita spermatica lineare e
tra gli indicatori piu affidabili della fertilitaMoore & Akhondi, 1996). Nei pesci e molluschi marin
la traiettoria dello spermatozoi € generalmentecpiwilinea rispetto ai mammiferi.

La metodologia piu comunemente utilizzata per \akiia qualita dello sperma e stata quella di
osservare lo sperma direttamente al microscopieoetuino o tramite videoregistrazione, e valutare
il suo movimento in confronto ad una scala predeitesta (Guest et al., 1976; Billard et al., 1977,
McMaster et al., 1992; Utsugi, 1993; Fabbrociniagét 2000). Tali metodi possono dare una
valutazione approssimativa della motilita spernaatita poiche questi metodi sono suscettibili di
trattamento statistico, se i punteggi sono realizzan diversi osservatori indipendenti per ogni
campione, possono in definitiva essere considaftadiabili.

Un importante passo avanti nella valutazione rapiddiettiva della motilita spermatica € venuto
dall'impiego di un sofisticato metodo di analisi idimagine per la valutazione spermatica dei
mammiferi —CASA:Computer Assisted Sperm Analyspiesta metodologia pu0 essere applicata
senza restrizione per organismi acquatici mediafdeni adattamenti tecnici (Kime et al., 2001;
Rurangawa et al., 2004).

Attualmente questa metodologia viene utilizzatahanger la valutazione della motilita spermatica
di pesci teleostei (Dreanno et al., 1997; Dreannal.e 1998; Fauvel et al., 1998; Abascal et al.,
2007; Fabbrocini et al., 2012) e di alcuni mollusctarini (Lyons et al., 2005; Acosta-Salmén et

al., 2007). Tuttavia I'analisi spermatica per mexsd sistema CASA non e ancora ampiamente
diffusa a causa dei costi elevati, e gran partdi diegrche sulla motilita e criopreservazione sono
ancora fatte mediante analisi visuale al microszoptico.

Per quanto riguarda la conoscenza della motiliterrsptica degli organismi acquatici i dati
disponibili in letteratura sono scarsi. La maggparte si riferisce ai pesci di acqua dolce di
acquacoltura soprattutto ciprinidi e salmonidi (Mewa et al., 1983; Billard & Cosson, 1992;
Rurangawa et al., 2004). Per i molluschi marimijtiate sono le ricerche direzionate specificamente
alla motilita spermatica, la gran parte € assocadka criopreservazione spermatica e ai saggi
ecotossicologici (Earnshaw et al., 1986; Gwo et28l02; Dong et al., 2005; Di Matteo et al., 2009;
Vitiello et al., 2011).



Criopreservazione

Secondo la Society for Cryobiology, societa scfamatiinternazionale per la biologia e medicina
delle basse temperature, la criobiologia comprelodstudio di materiale o sistemi biologici
(proteine, cellule, tessuti ed organi) sottopostoadizioni moderatamente ipotermiche, alle basse
temperature ed alle temperature criogeniche (eldeC).

La crioconservazione dei gameti € una tecnologia lWlego tempo utilizzata nell'ambito
aguaculturale perché permette la creazione diHeanit gameti che garantiscono una serie di
vantaggi quali la disponibilita continua di gamttori delle stagioni normali di riproduzione, la
possibilita di incrociare animali che presentondipalari caratteristiche genetiche, la creazione d
linee selezionate per determinati caratteri eratdizione del rischio di trasmissione di infezioni
(Tsai & Lin, 2012). Inoltre, dal punto di vista aiabtale, questa biotecnologia permette di creare
un banco genetico per specie minacciate ed iniveatothzione (Holt, 1996; Fickel et al., 2007).

Per guanto riguarda la criopreservazione dei garteetprime sperimentazioni sono state svolte
utilizzando il seme di rana e galline pero senzerarisultati tangibili (Luyet & Hodapp, 1938;
Shaffner et al., 1941). Tuttavia solamente nel 194&imi risultati concreti sono stati osservati
sulla criopreservazione del seme di galline (Pelgal., 1949). Alcuni anni dopo € stato registrato
il primo risultato effettivo utilizzando seme digog, quale I'aringa dell’Atlantico (Blaxter, 1953).

La tecnica di criopreservazione di gameti e di eamar dei pesci e invertebrati acquatici si viene
sviluppando rapidamente negli ultimi anni, prindipante per la acquacoltura (Carolsfeld et al.,
2003). Per alcune specie gquesta tecnologia e tetabrconsolidata e diffusa in tutto il mondo. Un
esempio classico & lo scambio di materiale geneticpreservato dell'ostric€rassostrea gigas,
mollusco ampiamente allevato a livello mondiale4€@I&. Liao, 2001; Guo, 2009).

Attualmente la criopreservazione di spermatozoita@assperimentata con successo per molti
organismi acquatici e protocolli di criopreservamosu larga scala sono stati testati per specie
d'acqua dolce e marine (Gwo, 2000; Suquet et@DQZTiersch et al., 2007).

Nell'ambito dei molluschi marini studi per la messg@unto di protocolli di criopreservazione di
seme sono stati svolti per un numero limitato djamismi quale I'ostrica giappone€gassostrea
gigas(Van der Horst et al., 1985; Bourgrier, 1986; Yanmk®& Moyse, 1991; Smith et al., 2001;
leropoli et al., 2004; Adams et al., 2004; Don@let 2005; Dong et al., 2006), I'ostrica americana
Crassostrea virginicaZell et al., 1979; Paniagua-Chavez & Tiersh, 200&)ostriche esotiche
Saccostrea cucullajgrassostrea iredaleiCrassostrea tulipgYankson & Moyse, 1991), l'ostrica
piatta del Mediterrane@strea edulig(Vitiello et al., 2011), le ostriche perlifefeinctada fucata
martensii Kawamoto et al., 2007; Narita et al., 20@3pinctada margaritiferg(Acosta-Salmon et
al., 2007), la cozza mediterrandytilus galloprovincialis (Di Matteo et al., 2009), il mitilo
australianoPerna canaliculugSmith et al., 2012), le capesamtggopecten purpuratugDupré et
al., 2004) eChlamys farreri(Li et al., 2000) e le specie di abalddaliotis diversicolor supertexa
(Gwo et al., 2002) &l. rufescengSalinas-Flores et al., 2005).

In Brasile studi relazionati alla criopreservaziotel seme di molluschi marini sono scarsi e
indicano l'esistenza di problemi nella standardzzaae della tecnica (Reis et al., 2003; Zeni ¢t al.
2009a; Zeni et al., 2009b). In questo senso, stubdase per I'ottimizzazione dei protocolli ormai

esistenti e I'esecuzione di nuovi protocolli apatiai molluschi con potenziale zootecnico devono
essere incentivati per garantire la produziondicoa di seme e I'ampliamento della produzione
commerciale di molluschi.

Per quanto riguarda i ricci di mare sono stati @ab i protocolli per le speci8trongylocentrotus
drobachiensidDunn & McLachlan, 1973)S. intermediug Hemicentrotus pulcherrimu@sahina



& Takahashi, 1979)Pseudocentrotus depressykurokura et al., 1989)Tetrapigus nigere
Loxechinus albugBarros et al., 1997), Evechinus chloroticufAdams et al., 2004). Per il riccio
mediterranedParacentrotus lividusincora non é stato proposto un protocollo di césgrvazione
del seme. Studi precedenti indicono che il semgudsta specie € molto sensibile al congelamento
(Lombardi, 2006; Vitiello, 2011). Anche la criopeggabilita degli embrioni di questa specie non e
stata standardizzata (Paredes & Bellas, 2009; 8&llRaredes, 2011).

by

In ogni modo la crioconservazione di gameti, intipatare di specie marine, non € ancora
diffusamente utilizzata, soprattutto perché mancstndi approfonditi sulle problematiche ad esso
connesse (Gwo, 2000). Inoltre le caratteristicemliogiche degli spermatozoi di pesci e molluschi
sono diverse da quelle presenti nei mammiferi pguali la criopreservazione e stata abbastanza
studiata e molti problemi superati (Chao & LiaoQ2) Dal punto di vista morfologico e fisiologico
gueste differenze non permettono la semplice rigmimohe di protocolli gia consolidati soprattutto
perché i protocolli di criopreservazione sono gatmente specie-specifici (Holt, 2000a).

Le fasi di congelamento/scongelamento provocanevatitdanni alle cellule (Adam et al., 1995;
Holt, 2000b; Morris et al., 2012), soprattuttoigkllo della membrana plasmatica, la cui integéta
indispensabile per la corretta funzionalita celi@je@ dunque indispensabile, per l'applicazione di
tali biotecnologie, studiare le varie fasi del ms®o di congelamento e del successivo
scongelamento, come pure dei mezzi in cui i gaswio diluiti durante queste fasi, in modo da
ottenere allo scongelamento il ripristino, quantogompleto e possibile, della normalita fisiolagic
delle cellule integre crioconservate.

Per garantire il successo della criopreservazionecgssario ottimizzare tutte le fasi sperimentali,
tra le quali € fondamentale la scelta dell’agemiepcotettivo (CPA). | CPA proteggono le cellule
ed i tessuti nel processo di congelamento e scanggito (Leung, 1991). Queste sostanze sono
classificate basicamente in intracellular e extialzi. | CPA intracellulari sono soluti organici
responsabili per la protezione del compartimentaaellulare durante il congelamento. Presentono
basso peso molecolare e grande capacita di peileteanella membrana plasmatica. 1| CPA
extracellulari sono macromolecole non permeabilicla funzione é ridurre la formazione dei
cristalli di ghiaccio, sostenendo la disidrataziae#ulare e proteggere la membrana plasmatica. Le
sostanze piu utilizzate sono saccarosio, glucdattsio, trealosio, polivinilpirrolidone (PVP) e

mannitolo (Niemann, 1991; Denniston et al., 2000).

Sostanze come il dimetilsolfossido (DMSO), glicer@LY), propilen glicole (PG), etilen glicole
(EG) e metanolo (MET) sono generalmente impiegateecagente crioprotettivi intracellulari nel
congelamento dei gameti, tuttavia presentono efiessici per le cellule (Arakawa et al., 1990).
Negli studi tesi all’ottimizzazione di protocolli driopreservazione spermatica inizialmente il pian
sperimentale viene organizzato per individuareositita degli agenti crioprotettivi. In generale i
CPA che presentono una rapida permeabilita sondapiriti perché richiedono un tempo minore
di adattamento prima del congelamento, quindi nheeziene esposto per meno tempo agli effetti
dannosi dell’'agente crioprotettivo (Kasai et ad9&).

Allo stesso modo l'addizione di soluzione diluerdefondamentale per fornire un ambiente
osmotico e nutrizionale per gli spermatozoi durahprocesso di congelamento e scongelamento.
La diluizione del seme in un mezzo idoneo, in meftecie ittiche aumenta la capacita fecondante
(Tambasen-Cheong et al., 1995; Ohta & lzawa, 198®)ire, aiuta a stabilizzare i parametri
chimico-fisici (Tan-Fermin et al., 1999) e a voliein grado di indurre l'inibizione della motilita
spermatica, impedendo lo spreco delle riserve etielge degli spermatozoi (Chambeyron &
Zohar, 1990; Villani & Catena, 1991; Barbato et 4098; Sansone et al., 2001).

Altro fattore essenziale per I'ottenimento, all@sgelamento di spermatozoi di buona qualita e la
velocita di raffreddamento e congelamento e le ditdddi adattamento all’extender: procedure



troppo lente, infatti, implicano una lunga espasia delle cellule ad alte concentrazioni di CPA,
variazioni di pH, precipitazioni di soluti (Fisert al., 1993); tempi di raffreddamento e
congelamento eccessivamente brevi hanno pero amopaveniente la formazione incontrollata di
cristalli di ghiaccio che possono provocare danha anembrana plasmatica, alterando la
funzionalita cellulare (Mazur, 1984; De Leeuw et #090; Holt, 2000b; Morris et al., 2012).



1.2 Utilizzo di seme criopreservato in saggi ecotsisologici

La metodologia tradizionalmente utilizzata per Elutazione della contaminazione ambientale
consiste nella ricerca diretta degli inquinanti mate analisi chimico-fisiche. Le informazioni
ottenibili in questo modo presentano pero dellerze, in quanto non permettono di registrare le
tracce di episodi di degrado avvenuti precedentéenensoprattutto, non danno una stima reale
delle loro azioni tossiche sugli organismi viverde sono il risultato, innanzitutto, di effettiide
vari inquinanti (Chapman, 2002; Chapman et al.22@avoren et al., 2005).

Qualsiasi sia il fine che spinge alla sorvegliamzh alla tutela di un determinato ambiente, é
necessario 'utilizzo di adeguate metodologie dniteraggio ambientale e di una corretta strategia
di applicazione di queste metodologie (Burton 9% Chapman, 2008; D'Adamo et al., 2008).

| saggi di tossicita rappresentano un utile struimgxer I'identificazione precoce di situazioni di
rischio per il biota, in quanto permettono di evid@re gli effetti causati dall'insieme degli
inquinanti biodisponibili nell'area considerata niagtle misure replicate, in specie target scelte in
base allimportanza che rivestono nell’ecosisternasiderato e/o in base alla loro sensibilita
(Nipper et al., 1993; Nascimento et al., 2000).

| saggi di tossicita, infatti, permettono una rapidalutazione della frazione biodisponibile di
inquinanti, anche a basse concentrazioni, tenendtbmel contempo anche degli effetti additivi,
sinergici e/o antagonisti di tutte le component ahteragiscono con il biota (Nipper et al., 1993;
Fabbrocini et al., 2005; Macken et al., 2009; Narat al., 2009).

La scelta degli organismi (indicatori biologici)upidonei per un saggio di tossicita deve tenere
conto di numerosi fattori, tra cui sensibilita édsdbilita, distribuzione e rilevanza ecologicaldel
specie, disponibilita nell’arco dellanno. Inoltre;n saggio ecotossicologico deve prevedere
“endpoints” che possano essere misurati in manilenau possibile riproducibile, oggettiva,
accurata e rapida (Chapman 2002; Chapman et 8r)20

La capacita riproduttiva costituisce un indicateemsibile per la sopravvivenza di una specie e puo
quindi risultare anche un utile parametro per taakiil rischio ambientale indotto da fenomeni di
contaminazione chimica. In effetti, grazie allaologlevate sensibilita, gameti ed embrioni di
organismi acquatici sono comunemente utilizzatitesi ecotossicologici (Pagano et al., 1986; His
et al., 1999; Au et al., 2000; Lam et al., 2000ld&eet al., 2001; Micheletti et al., 2004; Raisudd
et al., 2007; Masullo et al., 2008; Embry et al1@) e per valutare la qualita biologica dellelacq

e dei sedimenti in aree soggette ad effetti antrofeiras et al., 2003; Volpi Ghirardini et al.,
2005; Saco-Alvarez et al., 2010). Gli effetti di llrosostante tossiche sulla motilita spermatica e
sulla capacita di fecondazione e sviluppo larvaleosstati studiati in differenti specie (Pagano et
al., 1993; Warnau et al., 1996; Yokota et al., 200dzzi Novelli et al., 2003; Abascal et al., 2007
Losso et al., 2007; Beiras & Bellas, 2008; Filostal., 2008).

Studi di spermiotossicita sono stati ampiamentectief@iti su numerosi sistemi biologici,
confermando l'elevata sensibilita ai contaminasestati degli spermatozoi di differenti specie
acquatiche (Kime et al., 1996; Rurangwa et al. 22®bsety et al., 2003; Lahnsteiner et al., 2004;
Lera et al., 2006; Gopalakrishnan et al., 2008).

Tra i fattori che favoriscono l'utilizzo degli speatozoi nelle indagini ecotossicologiche vi e la
rapidita delle procedure di esposizione e valutsiotipicamente, infatti, nei saggi di
spermiotossicita, la tossicita di un inquinanteafutata esponendo lo sperma per un breve periodo
di tempo (30-60 minuti), al termine del quale,ilizzo del parametro motilitd spermatica fornisce
una risposta immediata all'esposizione del contanten



L'applicazione delle tecniche di analisi computesia della motilita spermatica alle specie
acquatiche ne ha reso possibile una valutazionglaapguantitativa ed oggettiva, che fornisce
inoltre in tempo reale informazioni su parametraliila velocita lineare e curvilinea o la frequenza
del battito flagellare, che non sono osservabilnoamente, ma che sono stati positivamente
correlati alla capacita fecondante (Brokaw, 198bnd& et al., 1996; Kime et al., 1999; Au et al.,
2000; Au et al., 2001; Kime et al., 2001; Au et 2002; Cosson, 2004; Liu et al., 2007).

Inoltre, la possibilitd di predire la capacita fadante di un campione di seme mediante analisi
computerizzata della motilita non dipende dallalitfuadelle uova o da altri fattori che possono
influenzare le fasi di fecondazione e sviluppo &y riducendo cosi notevolmente il numero di
variabili, rispetto ad un test ecotossicologicalizeonale (Au et al., 2000; Au et al., 2001; Auakt
2002).

Nella messa a punto di un protocollo sperimentale possa fungere da saggio ecotossicologico
facilmente applicabile e ripetibile € necessarituteae, non solo l'effettivo grado di sensibilita a
diversi contaminanti del sistema biologico presesame, ma anche la disponibilita di tale sistema
per I'esecuzione di saggi lungo tutto I'arco detia

Una ulteriore problematica che si pone quandofsomf il problema della messa a punto di test
tossicologico € legata alla stagionalita dei cifgroduttivi e quindi alla disponibilita dei sistém
biologici (gameti ed embrioni di specie acquatideatinella); tale difficolta puo essere ovviata
utilizzando le tecnologie criobiologiche: lo stogg# in azoto liquido rende i sistemi biologici
bioindicatori disponibili in qualsiasi periodo dalino per I'esecuzione dei saggi ecotossicologici,
con indubbio potenziamento dei controlli ambientakzie alla possibilita di effettuare azioni di
biomonitoraggio in continuo e con maggiore omogenei standard qualitativo, rendendo piu
affidabili e riproducili i saggi (Benhra et al., 9B, Paredes & Belas, 2009).

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

Pertanto i sistemi criopreservati possono essersigderati dei buoni indicatori biologici da
utilizzare per effettuare saggi ecotossicologispondendo a tutti i requisiti richiesti: disponiail
continua; correlazione effetti xenobiotici-rischamnbientale; omogeneita di campioni utilizzabili;
test rapidi, semplici e riproducibili.

Gli spermatozoi di sparidi, come quelli 8parus auratasono fisiologicamente inattivi in relativa
bassa osmolarita, cio li rende adattabili a difié@rambienti acquatici. La orata. aurata specie
ampiamente allevata, offre la possibilita di avenea continua ed elevata disponibilita di
spermatozoi grazie a metodi standardizzati dicomservazione dello sperma di tale teleosteo
(Fabbrocini et al., 2000), per 'effettuazione estt ecotossicologici affidabili e riproducibili.
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2 SCOPO DELLA RICERCA

&

PIANO SPERIMENTALE



2.1 Scopo della ricerca

Tale lavoro sperimentale € stato finalizzato adliepponi in ambito acquatico, basato sulla
acquisizione di conoscenze sui parametri fisiolioggtla motilita spermatica, e sulla ottimizzazione
e progettazione di protocolli di criopreservazioper spermatozoi di specie acquacolturali e
acquacolturabili.

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

Inoltre, la presente ricerca ha mirato all'ottirazione del biosaggio ecotossicologico con
spermatozoi criopreservati di Orédpaurus auratger la valutazione di ambienti acquatici diversi
(marini, di transizione e di acqua dolce), metteradpunto la esecuzione di un test semplice,
universale, affidabile e ripetibile; nonché allagettazione di nuovi saggi con seme di molluschi
marini per il monitoraggio ambientale degli ecasist marino costieri.



2.2 Piano sperimentale

Il progetto di tesi e stato sviluppato in tre faperimentali, che hanno riguardato distinti aspetti
della ricerca: motilita spermatica, criopreservagi@ saggi ecotossicologici.

Acquisizione conoscenza sulla motilita spermatica

Questa fase sperimentale ha avuto come oggettaudiosl’acquisizione di conoscenza della
motilita spermatica di specie autoctone meditemadytilus galloprovincialis, Paracentrotus
lividus e Tapes decussatysdi specie alloctone allevate in Itali€résostrea gigase Tapes
philippinarum) e delle specie autoctone del litorale brasiliéi@erna perna, Crassostrea brasiliana
(=gasar), Crassostrea rhizophoraNodipecten nodosyus

Per ogni specie e stata valutata la motilita spgcaanediante determinazione dei parametri
fisiologici di tale funzionalita: tempo di attivamie, massima classe di motilita, durata della
massima classe di motilita e durata totale dellélitdospermatica.

Per alcune specie sono state fatte prove preliimsn#ie modalita di prelievo del seme e sugli difet
dei parametri ambientali e della conservazionel ¢érdiesporto del seme sulla motilita spermatica.

Progettazione ed ottimizzazione di protocolli di dopreservazione per spermatozoi di
specie acquacolturali

In questa fase sono stati sperimentati i protoadilicriopreservazione del seme delle specie
Paracentrotus lividuse Nodipecten nodosussistemi biologici per i quali tali protocolli di
criopreservazione sono stati previamente testat, mon hanno ancora raggiunto risultati
significativi e il seme diPerna pernae Crassostrea brasiliang=gasai specie per le quali non
sono disponibili protocolli specifici.

Per ognuno di tali sistemi biologici la sperimeimaez € stata svolta secondo la classica
articolazione dello studio criobiologico per la m&s punto di un protocollo di criopreservazione:
acquisizione delle conoscenze sul sistema biolog®ola gestione degli esperimenti, selezione
degli agenti crioprotettivi meno tossici, seleziodei gradienti di adattamento/raffreddamento
precongelamento, selezione delle curve di congeltmseongelamento e ottimizzazione del
protocollo.



Ottimizzazione e progettazione di biosaggi con sp@atozoi criopreservati

Questo aspetto della ricerca prevede l'articolaziom due fasi distinte: 1) I'ottimizzazione del
saggio con seme criopreservato di ofgparus aurata?) la progettazione di nuovi saggi con seme
di molluschi marini.

Il protocollo sperimentale messo a punto con spiynoacriopreservati dbparus aurataproposto

da Vitiello (2011) e stato ottimizzato esponendgiditema criopreservato e scongelato a matrice
ambientale di origini diverse (marini, di transiz@e di acqua dolcely’ stata valutata la sensibilita
del biosaggio in funzione delle valutazione dei ttjoa parametri fisiologici della motilita
spermatica rispetto al controllo.

Nella seconda fase e stata prevista I'individuazidin specie di molluschi marini il cui seme é
potenzialmente utilizzabile in saggi di spermiotcits, vale a dire quelli che presentono
'andamento della motilita spermatica applicabile aaratteristiche necessarie per la realizzazione
del test per tale scopo, I'andamento della motdparmatica di ogni mollusco é stato analizzato e
confrontato con quello d?aracentrotus lividusorganismo modello per questo tipo di saggio.

In tutte le fasi sperimentali ogni esperimentoacstipetuto 3 volte, € ciascuna ripetizione éastat
effetuata in triplicato (n9). L'analisi statistica & stata condotta effettleait Test t di Student per
evidenziare la significativita. Il valore p <0,05stato individuato come livello soglia per la
significativita.



3 RISULTATI E DISCUSSIONI



3.1 Acquisizione conoscenza sulla motilita spermat

3.2 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale sono stati esamimpatiametri fisiologici della motilita spermatica di
alcuni organismi marini utilizzati in acquacolturra le specie autoctone mediterranee, le specie
alloctone allevate in Italia e le specie autoctbrasiliane.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi éasffettuata analizzando la motilita spermatica,
espressa in classi (da 0 a 5), in base alla per@endi spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazior@ppsta da Fabbrocini et al. (2000).

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

Spermatozoi RVL (%) 0 5 10 15 20 30 50 65 80 9( 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 é stato utilizzato sem@udiduttori sessualmente maturi (lunghezza media
60 £5mm), dall'azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NA}li animali erano provenienti da allevamenti
commerciali della regione Campania senza esserga@eper evitare 'emissione di gameti (Figura
1).

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

Il trasporto degli animali fino al laboratorio eagi effettuato a secco in camera di polistirolo,
mantenuto ad una temperatura di 5°C mediante tugtiaccio. Nel laboratorio tutti i molluschi
sono stati lavati e ne sono stati asportati glaargmi incrostanti.



Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme € stato ottenuto mediante prelievo biopintmducendo un pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale . Il materiale recuperato e §tatto utilizzando un setaccio a maglia di 20 pum

per allontanare residui di tessuto gonadale. Umpu@tia di ogni campione e stata attivata in acqua
di mare filtrata a temperatura ambiente (1:1000)\#&r la valutazione della qualita dello sperma.
La motilita e stata valutata al microscopio ott{g@00) e i campioni con motilita maggiore di classe

3 sono stati utilizzati per la formazione dei podla classe di motilita & stata valutata secondo
Fabbrocini et al. (2000).

Emissione gametica

Il seme €& stato ottenuto sottoponendo gli organismshock termico e raccolto dai mitili
singolarmente al fine di selezionare le emissianmdyliore qualita con cui costituire i pool di
spermatozoi utilizzati per la sperimentazione.

| molluschi sono stati ricoperti con acqua di m@teata sterilizzata (0,45m) a 18°C con ricambi
periodici dell’acqua sotto a sequenziale shock i@rda 4-5°C (Di Matteo et al., 2009). All'inizio
dell’emissione gli individui venivano separati e spoin recipienti singolarmente per |l
completamento dell’emissione. Dopo I'emissionesdapensione spermatica e stata filtrata 20 um e
la motilita valutata al microscopio ottico (x20®rpa formazione dei pools.

Effetto del prelievo bioptico e dell’emissione authotilita spermatica

In questa prova é stato valutato I'andamento duliilita spermatica nel tempo dello sperma
ottenuto da prelievo bioptico e di quello emessaliarge induzione per shock termico. Per ogni
esperimento sono stati utilizzati molluschi matyer ogni tipologia di prelievo (bioptico/
emissione) e formati pools con almeno tre migliodividui (motilitd maggiore della classe 3,0).

Il seme ottenuto da prelievo bioptico € stato atbvmediante diluizione 1:1000 con acqua di mare
filtrata (0,45um) e mantenuto a temperatura ambigd8 +1°C), salinita 36%, pH 8,0-8,5
monitorando lI'andamento della motilita spermatica.

Le sospensione di spermatozoi ottenute da emisgenshock termico sono state filtrate ed unite
costituendo un pool relativamente concentrato @rmsptozoi emessi. Aliquote di tale soluzione

sono state diluite 1:200 con acqua di mare filt{@d5um) e mantenute a temperatura ambiente,
monitorando I'andamento della motilita spermatica.

Conservazione di seme mantenuto a differenti regrmici

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

Valutazione dello sperma ottenuto da prelievo bompe da emissione per shock termico
conservato a freddo

In questo esperimento e stato utilizzato seme wtiteda prelievo bioptico e da emissione indotta
mediante shock termico. Entrambe le serie di cam@iono state mantenute inattive a freddo (3°C)
per 24 ore. In seguito il seme e stato attivat@déqua di mare filtrata e mantenuto a 18 +1°C,
monitorandone lI'andamento della motilita spermatica



Valutazione del seme ottenuto da prelievo bioptomservato inattivo a tre temperature
diverse

In questo esperimento e stato utilizzato seme watibeda prelievo bioptico. || seme secco € stato
suddiviso in aliquote che sono state mantenutéiveaa differenti regimi termici (18°C, 7°C e 3°C)
per 24 ore. Dopo il periodo di 24 ore il seme éos#dtivato in acqua di mare filtrata e mantenuto a
18 +1°C, monitorandone I'andamento della motiltérmatica.

Per la fase successiva di questo esperimentocudibizzato il migliore risultato ottenuto nellade
precedente. Un’aliquota di seme ottenuto da preligeptico & stata mantenuta inattiva a freddo
(7°C) per 24 ore. In seguito il seme é stato dtbivia acqua di mare filtrata e mantenuto a 18 +1°C,
monitorandone I'andamento della motilita spermaticagistrando i parametri della motilita: tempo
di attivazione, massima classe di motilita raggimturata della massima motilita e durata totale
della motilita spermatica.

Tapes decussatus

Per la sperimentazione e stato utilizzato semgubduttori sessualmente maturi (lunghezza media
50 +5mm), dall’azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NARli animali erano provenienti da pesca dal
mare della Sardegna, senza essere depurati paresk@missione di gameti (Figura 2).

Figura 2. Aspetto generale dei molluschi utilizzeggli esperimenti.

Il trasporto degli animali in laboratorio € staféeduato a secco in camera di polistirolo, mantenu
ad una temperatura di 5°C mediante 'uso di gheaddel laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati prima di iniziare gli esperimenti.

Ottenimento seme

Il seme é stato ottenuto mediante prelievo biopintmducendo un pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale. Il materiale recuperato € siittatd 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 é staiaadét in 10 ml di acqua di mare filtrata (0,22 pm),
mantenuta a 18 +1°C, salinita 30%H 8,02. L'andamento della motilita spermaticatato



analizzato al microscopio ottico (x200) e registrabn videocamera. L’andamento della motilita &
stato seguito nel tempo (Fabbrocini et al., 200@lutando i parametri della motilita: tempo di
attivazione, massima classe di motilita raggiudtaata della massima motilitd spermatica e durata
totale della motilita.

Paracentrotus lividus

Per le sperimentazioni sono stati utilizzate spéoaw@ di riproduttori sessualmente maturi della
Stazione Zoologica di Napoli Anton Dohr (1) oppuarimali raccolti dallambiente naturale
nell'area di Sorrento (NA) (2).

1. I ricci della Stazione Zoologica sono stati mantemmuacquario a circuito aperto per circa
un mese e alimentati cdiva sp Il seme é stato raccolin loco e conservato secco in tubi
eppendorf. | campione sono stati trasportati in examdi polistirolo con temperatura
controllata per il Laboratorio di Fisiologia Genlerad Ambientale dell’'Universita di Napoli
per le prove sperimentali.

2. Per guanto riguarda i ricci pescati in mare, isp@to degli animali fino al laboratorio e
stato effettuato a secco in camera di polistiroi@ntenuto ad una temperatura di 5°C
mediante 'uso di ghiaccio. In laboratorio tuttidci sono stati lavati e mantenuti in acquario
in condizioni controllate (salinita 37 £1%o; tempteira 20 +1°C; N@ 2,5 £1,0; NQ 10
+5). Gli organismi sono stati alimentati cOiva sp e pezzi di carote.

Ottenimento seme

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

1. Shock meccanico, agitando moderatamente i riccitqgeminuti fino alla liberazione dei
gameti;

2. Shock elettrico, applicando 12-24 volt di corresteé due punti estremi dell’ animale, e
agitandoli;

3. Shock osmotico, iniettando nel peristoma dell’ aalam0,5M KCI (35g/L) e poi agitandolo
(Figura 3).

Figura 3 Shock osmotico per mézzo d’iniezione di KCI 0,5Mgitazione.



Ognuno di questi metodi ha i suoi vantaggi e pnolbléPer quanto riguarda la necessita di una
ridotta quantita di gameti lo shock meccanico éqaaveniente perché garantisce un elevato tasso
di sopravvivenza. Lo shock elettrico e I'osmoticiomppuovono maggiori quantita di gameti e
I'emissione é piu rapida (Gago & Luis, 2011).

Analisi della motilita del seme fresco

Per tutte le fasi sperimentali sono stati utilizpatol costituiti da spermatozoi con classe di fitati
maggiore di 3. Alla costituzione del pool di seree®, un'aliquota é stata attivata in acqua di mare

filtrata (1:1000 V/V) e ne e stato valutato l'andsnto della motilita spermatica. Campioni di
spermatozoi caratterizzati da una minore motili@rsiatica sono stati scartati.

Subito dopo l'attivazione del pool aliquote di Fjilseme sono state valutate. La valutazione della
motilita €& stata fatta in microscopio ottico e mgita sulla videocamera. Le immagini

videoregistrate di ciascun esperimento sono statdizaate da tre operatori addestrati con
osservazioni indipendenti. Il pattern di motilitegli spermatozoi e stato valutato nel tempo,
determinando i quattro parametri della motilitamp® di attivazione, massima classe di motilita

raggiunta, durata della massima motilita, duratalécdella motilita spermatica.

In questa fase sono stati condotti esperimentirmmn mantenuti in acquario e con quelli pescati in
mare. |l risultato della motilitd & stato rapprasém come la media dei saggi realizzati con lasstes
condizione sperimentale: concentrazione del sen&080nl, attivazione in acqua di mare filtrata
nel rapporto 1:1000 (V/V), temperatura d’acqua 21Ge salinita 36%o.

3.2.2 Le specie alloctone allevate in Italia

Crassostrea gigas

Per la sperimentazione € stato utilizzato spermapdoduttori sessualmente maturi (lunghezza
media 100 +10mm), dall’azienda IRSVEM. s.r.l. (BlacblA) e del Laboratorio de Moluscos
MarinhosdellaUniversidade Federal de Santa CatarinraMM/USFC (Florianépolis, Brasile). Gli
animali provenivano da acquacoltura, senza essatiedspurati per evitare I'emissione dei gameti
(Figura 4).

Il trasporto degli animali in laboratorio € staféeduato a secco in camera di polistirolo, mantenu
ad una temperatura di 5°C mediante I'uso di gheaddel laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati e puliti dagli organismi incrostanti primaixiziare gli esperimenti.

. 1 i J - W ‘
Figura 4. Esemplari di ostrica giappongSeassostrea gigasitilizzati negli esperimenti. Alla
sinistra l'ostrica allevata in Italia fornito da 3YEM s.r.l. e alla destra quella allevata in Bmeasil

presso ilLaboratorio de Moluscos Marinhed MM/UFSC
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Ottenimento seme

Il seme é stato ottenuto mediante prelievo biopitducendo una pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale. Il materiale recuperato € siittatd utilizzando un setaccio a maglia di 20 um

per allontanare residui di tessuto gonadale. Usualia di ogni campione € stata attivata in acqua di
mare filtrata a temperatura ambiente (1:1000 V/&f) Ia valutazione della qualita dello sperma. La
motilita e stata valutata al microscopio ottico@®® 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 poolspérmatozoi di animali allevati nel Mediterraneo.
Campioni di spermatozoi con scarsa motilita specaaono stati scartati. La formazione dei pools
sono stati formati da seme di un minimo di 3 malhus

Un'aliquota di 10 pl del seme prelevato e statvatt in 1 ml di acqua di mare (1:10 V/V),
mantenuta a 24°C, salinita 35%. e pH 8,17. La matdiegli spermatozoi e stata valutata nel tempo
determinandone i parametri della motilita: tempo atiivazione, massima classe di motilita
raggiunta, durata della massima motilita, durataléodella motilita spermatica. La motilita & stata
osservata e filmata sul microscopio e valutata dap&ratori indipendenti in classe di motilita
(Fabbrocini et al., 2000).

Capacita di attivazione dello sperma mantenutofecénti regimi termici

Per determinare anche la capacita di attivaziorsenhe e stato mantenuto a due temperature di
conservazione per 24 ore dal prelievo biopticondaderiale biologico.

Il seme secco € stato suddiviso in aliquote che state mantenute inattive a differenti regimi
termici (25°C e 7°C) per 24 ore. In seguito il seinstato attivato in acqua di mare filtrata (24°C,
35%0 e pH 8,28) monitorandone I'andamento dellalit@ospermatica.

Tapes philippinarum

Per le sperimentazioni sono stati utilizzati riprtidri sessualmente maturi (lunghezza media 39
+4mm), dall'azienda IRSVEM s.r.l. (Bacoli, NA). Génimali provenivano da allevamenti nel
nordest d’ltalia senza essere depurati per evi@rgssione di gameti.

Il trasporto degli animali e stato effettuato acgeim ambiente termostatico (camion), mantenuto ad
una temperatura di 5°C. In laboratorio tutti i miskthi sono stati lavati prima da iniziare gli
esperimenti.

Ottenimento seme

Il seme e stato ottenuto mediante prelievo biopittmducendo una pipetta Pasteur all'interno del
tessuto gonadale (Figura 5). Il materiale recupegastato filtrato utilizzando un setaccio a maglia
di 20 um per allontanare residui di tessuto goreadad sospensione di spermatozoi € stata attivata
diluendo il liquido seminale con acqua di marediih sterilizzata (0,22m; 25°C; 30%o; pH 8,14).
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Figura 5. Morfologia interna della vongola asiatitapes philippinarumLe frecce indicano il
dettaglio della gonada matura (sinistra) e quedia matura (destra).

Analisi della motilita del seme fresco

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

Capacita di attivazione e valutazione della quatigllo sperma conservato a freddo

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

Pools di sperma secco sono stati ottenuti da masaiuri e aliquote di 10 pl sono stati
immediatamente attivate in 10 ml di acqua di mdteafa (temperatura 24°C, salinita 32%. e pH
9,35) per la valutazione dellandamento della ntétispermatica nel tempo. Altri aliquote di
sperma secco sono stati conservate a freddo (#C)4ore. Dopo questo periodo il seme € stato
attivato in acqua di mare filtrata nelle stessedizioni monitorandone I'andamento della motilita
spermatica.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

In questo esperimento e stato valutato I'effettladsalinita sulla motilita spermatica. Pools di
sperma secco sono stati ottenuti con prelievo wopta riproduttori maturi. Aliquote di 10 pl di
sperma sono stati attivate in 10 ml di acqua dienfidtrata (0,45um) a una temperatura di 23,5°C,
pH 8,74 in due salinita distinte: 29%. e 32%0. La iitatspermatica e stata valutata nel tempo da 3
operatori indipendenti.



3.2.3 Le specie autoctone brasiliane

Perna perna

Per le sperimentazioni sono stati utilizzati i seiniriproduttori sessualmente maturi (lunghezza
media 80 +5mm) con le gonadi in stadio di sviluppl®A, caratterizzate per il manttello molto
spesso e i follicoli totalmente pieni di gameti ufletta, 1969). Gli animali erano provenienti da
esperimenti di mitilicoltura delldniversidade Federal de Santa Catarisguati nel nordovest
dell'lsola di Santa Catarina - Florianépolis, BlagFigura 6).

Il trasporto degli animali in laboratorio é staféeuato a secco in camera di polistirolo, mantenu
ad una temperatura di 5°C mediante l'uso di ghtadai laboratorio tutti i molluschi sono stati
lavati e puliti da organismi incrostanti prima diziare gli esperimenti.

Figura 6. Allevamento di molluschi delldniversidade Federal de Santa CatariraUFSG
localizzato in Sambaqui/Florianopolis, Regione 8abBrasile. (Foto: Vitor A. Pontinha)

Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme e stato ottenuto introducendo una pipetiate®Rr all'interno del tessuto gonadale. I
materiale recuperato e stato filtrato utilizzandosetaccio a maglia di 20 um per allontanare résidu
di tessuto gonadale.



La sospensione di spermatozoi € stata attivataehaisdo il liquido seminale con acqua di mare
filtrata sterilizzata a temperatura ambiente (10L0@/V). La qualita dello sperma e stata
previamente valutata al microscopio ottico (x20®) eampioni con motilita maggiore di classe 3,0
sono stati utilizzati per la formazione dei pools.

Emissione gametica

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

Pertanto i molluschi sono stati immersi individuahte in contenitori con acqua di mare filtrata e
sterilizzata (0,45 m) a 22°C con ricambi periodici dell’acqua sottsesuenziali shock termici da
2-4°C (Di Matteo et al., 2009). Dopo I'emissiong sbbspensione spermatica e stata filtrata 20 um e
la motilita valutata al microscopio (x200) per ¢arhazione dei pools.

Figura 7.Prove di emissione gametica con il mitiRerna perna Alla sinistra gli organismi
posizionati singolarmente nella vasca con ricantbimico dell'acqua. Nel centro il dettaglio dell
mollusco sottoposto a shock. Nella destra un massdssualmente maturo.

Effetto del prelievo bioptico e dell’emissione authotilita spermatica

In questa prova e stata valutata la motilita nelge degli spermatozoi ottenuti da prelievo bioptico
e di quelli emessi mediante induzione per shoakitay. Per ogni esperimento sono state utilizzati
molluschi maturi per ogni metodologia (bioptico/esione) e formati rispettivi i pools con i
migliori campioni di seme con motilita superioréaatlasse 3,0. Per ciascun pool le concentrazione
spermatiche sono state aggiustate‘a10® cel/ml.

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

Le sospensioni ottenute da emissione per shockdersono state filtrate ed unite costituendo pools
relativamente concentrati di spermatozoi emessquate di tali soluzioni sono state diluite con
acqua di mare filtrata e mantenuta nelle stessdizioni del seme precedente. L'andamento della
motilita spermatica di tutti campioni € stata ogata e registrata nel tempo.

Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 pl del seme prelevato sono stateatt in 10 ml di acqua di mare (24*18pz/ml),
mantenuta a 24 +1°C, salinita 29%., pH 8,12. Immedi@nte dopo I'attivazione la motilita
spermatica €& stata analizzata al microscopio ot{x®200) e registrato con videocamera.



L’andamento della motilita e stato osservato etaatuin classi di motilita (Fabbrocini et al., 2000
seguendo i parametri della motilita: tempo di attirone, massima classe di motilita raggiunta,
durata della massima motilita e durata totale delidlita spermatica.

Capacita di attivazione nel tempo di seme manteauwtifferenti regimi termici

Per determinare la migliore tipologia di consereaei del seme sono stati condotti esperimenti di
conservazione dei materiale biologico a differenegimi termici. In questi esperimenti & stato

utilizzato seme secco inattivato ottenuto da pvelibioptico suddiviso in aliquote di seme senza
diluizione e di seme diluito in acqua di mare ragdporto 1:50 (V/V). Le aliquote di seme inattivato

sono state conservate a due regimi termici peridfig a freddo (8°C) e a temperatura ambiente
(23°C). Ogni 24 ore la motilita spermatica e stathutata.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Pools di seme secco sono stati formati con prel@gptico da riproduttori maturi. Aliquote di 10
pI di seme sono stati attivati in 10 ml di acquandire filtrata (0,45um) a una temperatura di 25°C,
pH 8,50 in due salinita distinte: 26%. e 31%&a motilita degli spermatozoi é stata valutath ne
tempo da 3 operatori indipendenti.

Crassostrea brasiliana (gasar)

E’ stato utilizzato seme di riproduttori sessualteemmaturi (lunghezza media 50 +5mm)
provenienti da allevamento per la ricerca ddllaiversidade Federal de Santa Catarina
Floriandpolis, Brasile.
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Il trasporto degli animali in laboratorio & statfieduato a secco in camera di polistirolo. Nel
laboratorio tutti i molluschi sono stati lavati alii da organismi incrostanti prima di iniziarei gl
esperimenti.

Ottenimento seme

Prelievo bioptico

Il seme é stato ottenuto introducendo una pipettsteRr all'interno del tessuto gonadale dopo
alcuni lievi tagli nella superficie delle gonadinhateriale recuperato € stato filtrato utilizzando
setaccio a maglia di 20 um per allontanare residteéssuto gonadale.

La sospensione di spermatozoi € stata attivataehaisdo il liquido seminale con acqua di mare
filtrata e sterilizzata a temperatura ambiente@@0LV/V). La qualita del seme e stata previamente
valutata al microscopio ottico (x200) e i campiaon migliore motilita (Classe3,0) sono stati
utilizzati per la formazione dei pools.

Emissione gametica

Prove di emissione sono state condotte sottopondiodtriche a successivi shock termici
singolarmente al fine di selezionare I'emissionindgigliore qualita con cui costituire i pools di
spermatozoi utilizzati per la sperimentazione (Fagg)).

Pertanto i molluschi sono stati immersi individuahte in acqua di mare filtrata e sterilizzata (0,45
m) a 22°C con ricambi periodici dell'acqua sottsequenziali shock termici da 2-4°C. Dopo
'emissione, la sospensione spermatica e statatél0 um e la motilita posteriormente valutata al

microscopio ottico (x200) per la formazione dei Isoo



Figura 8. Dettagli dell'ottenimento dei semi dedtoca Crassostrea brasiliananediante prelievo
bioptico (sinistra) e emissione indotta per medizehock termici.

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

Per ogni prova sono state utilizzate pools di settenuti da molluschi maturi. Per ciascun pool le
concentrazioni spermatiche sono state aggiustate eel/ml.

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

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

Analisi della motilita del seme fresco

Aliquote di 10 pl del pool ottenuto da prelievo fico sono state attivate in 10 ml di acqua di mare
(5*10° cel./ml) mantenuta a 22°C, salinita 36%. e pH 8®-8nmediatamente dopo I'attivazione
'andamento della motilita spermatica e stato amatd in microscopio ottico (x200) e registrato in
videocamera. L'andamento della motilita & statautab in classi di motilita (Fabbrocini et al.,
2000) ed i parametri della motilita: tempo di atiione, massima classe di motilita raggiunta,
durata della massima motilita e durata totale dalilita spermatica.

Crassostrea rhizophorae

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

Il trasporto degli animali in laboratorio & statffeduato a secco in camera di polistirolo. Nel
laboratorio tutti i molluschi sono stati lavati alii da organismi incrostanti prima di iniziarei gl
esperimenti.



Ottenimento seme

Il seme e stato ottenuto introducendo una pipettsteRr all'interno del tessuto gonadale dopo
alcuni tagli nella superficie delle gonadi. || ma@dée recuperato e stato filtrato utilizzando un
setaccio a maglia di 20 um per allontanare residtessuto gonadale.

La sospensione di spermatozoi € stata attivataetaisdo il liquido seminale con acqua di mare
filtrata e sterilizzata a temperatura ambiente QQL V/V). La qualita dello sperma € stata
previamente valutata al microscopio ottico (x200)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 prelievoopiico proveniente da maschi maturi € stata
attivata in 10 ml di acqua di mare (5®16el./ml) mantenuta a 23°C, salinitd 35%. e pH 8,40.
Immediatamente dopo I'attivazione l'andamento defletilita spermatica & stato analizzato al

microscopio ottico (x200) e registrato con videoesn L’andamento della motilita e stato

osservato nel tempo e valutato in classe di mét{abbrocini et al., 2000) registrando allo stesso
modo i parametri della motilita: tempo di attivazép massima classe di motilita raggiunta, durata
della massima motilita e durata totale della matsipermatica.

Capacita di attivazione nel tempo del seme manteatiteddo

Per determinare I'effetto della conservazione atifio sulla motilita spermatica sono stati condotti
esperimenti di conservazione del materiale biolmgRools di seme secco sono stati conservati a
freddo (8°C) in tubi eppendorf da 2 ml per 48 dra.motilitd spermatica e stata valutata dopo
attivazione 1:100 (V/V) in acqua di mare filtrataterilizzata (23°C; 35%o).

Nodipecten nodosus

Sono stati utilizzati semi di riproduttori sessuafite maturi provenienti da allevamento
commerciale in Porto Bel@7 08'63"S 48 32'66"YDSanta Catarina, Regione Sud del Brasile.

Il trasporto degli animali fino al laboratorio eati effettuato a secco in camera di polistirolol Ne
laboratorio tutti i molluschi sono stati lavati elii da organismi incrostanti prima d’iniziare gli
esperimenti.

Le capesante sono state mantenute in vasche dai%0dircuito chiuso in condizioni controllate
(18 £1°C, 35 £1%0) per mantenere le gonadi in “stptper gli esperimenti. | molluschi erano
alimentati regolarmente con una misceldstichrysis galbana Chaetoceros calcitrangapporto
1:4) nella concentrazione totale di 5*k&llule/ind/giorno, a flusso continuo.

Ottenimento dei gameti

Prove di emissione sono state condotte sottoponéndolluschi a successivi shock termici e
raccolti singolarmente al fine di selezionare lassioni di migliore qualita con cui costituire i@o
di spermatozoi ed ovociti utilizzati per la sperittazione (Figura 9).

Pertanto i molluschi sono stati immersi in acquandre filtrata e sterilizzata (0,4%n) a 22°C con
ricambi periodici dellacqua sotto a sequenzialioch termici (Rupp & Poli, 1994). Dopo
'emissione, le sospensioni sono state filtrate (b8 seme/ 30um ovociti) e la qualita dei gameti
valutata per la formazione dei pools.



Figura 9.Prove di emissione gametica della capasahdaipecten nodosusAlla sinistra gli
organismi posizionati singolarmente con ricambiomieo dell’acqua. Alla destra una tipica
emissione di gameti femminile (aranciata) e gameischile (opaca).

La valutazione della qualita del seme € statazzaia subito dopo I'emissione in acqua di mare
filtrata (22 £1°C, 35 *1%.). Campioni di 10 pL sostati valutati mediante analisi visuale in
microscopio ottico (200x). La qualita del semeaast/alutata in classi di motilita (Fabbrocini bf a
2000).
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La valutazione degli ovociti € stata effettuata daalisi macro e microscopica. L'analisi
macroscopica e stata fatta per mezzo dellossemazilegli aspetti morfologici della porzione
femminile della gonade (Suhnel et al., 2010) metigealisi microscopica e stata basata sugli
aspetti morfologici degli ovociti (De la Roche &t 2002).

Analisi della motilita del seme fresco

In questa prova i pools ottenuti da emissione pr@reée da molluschi maturi sono stati utilizzati
come riferimento. L'emissione degli spermatozotatssfatta in acqua di mare filtrata e sterilizzata
mantenuta a 22°C, salinita 36%. e pH 8,20. Aliquditd0 pl della sospensione spermatica sono
stati utilizzate per valutare I'andamento dellailit@tnel tempo. La valutazione della motilita e
stata fatta al microscopio ottico (x200) e registreo videocamera. La motilita € stata valutata in
classi di motilita (Fabbrocini et al., 2000) regastdone i parametri: tempo di attivazione, massima
classe di motilita raggiunta, durata della massimodlita e durata totale della motilita spermatica.

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

In questa prova e stato analizzato I'andamentoadeibtilita spermatica del seme emesso e
mantenuto per 5 ore a due temperature distintgpaestura ambiente (22°C) e a freddo (7°C).

Pools di spermatozoi emessi provenienti da molluseturi sono stati suddivisi in aliquote che
sono state mantenute a differenti regimi termicieime e stato mantenuto in acqua di mare filtrata
(salinita 36%o; pH 8,30) monitorandone I'andamergtadmotilita spermatica nel tempo.



3.3 Risultati e Discussioni

3.3.1 Le specie mediterranee

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

Per quanto riguarda il seme ottenuto da emissiotettia, la massima classe di motilita e arrivata a
classe 5,0 (100% spermatozoi RVL) immediatamente ahasta tale fino a 30 minuti (Figura 10).
Al fine della sperimentazione, dopo 150 minuti, Matilitd era ancora buona con la classe 3,5. I
campione di seme ottenuto da prelievo bioptico dggiunto la massima classe di motilita (4,0)
anche esso immediatamente. Trascorsi 45 minutattaldzione, la motilita € scesa a classe 3,0,
mantenendo questo pattern di motilita fino a 120utiie scendendo a classe 2,5 a 150 minuti.

Figura 10. L'andamento della motilita spermati¢aviytilus galloprovincialismediante prelievo
bioptico e emissione indotta per shock termico.

Dal confronto con la motilita spermatica del serttermito mediante prelievo bioptico e emissione
indotta si evince una percentuale di spermatozdi BN elevata per I'emissione indotta. Tuttavia
entrambi i campioni hanno dimostrato motilita sigrer a classe 3,0 ed idoneita per fecondazione
fino a 120 minuti dopo l'attivazione.

Nella riproduzione in laboratorio la tecnica diestimento dei gameti & un fattore critico per il
successo della fecondazione. Per determinate sgiecielluschi la motilita degli spermatozoi € piu
efficiente quando e realizzata per mezzo di emmssimdotta rispetto ai risultai ottenuti con la
tecnica di prelievo bioptico (Mojares et al., 1998)guale € il risultato osservato per il mitilo
Dreissena polymorphan cui I'emissione indotta si é rivelato la teanigiu adatta per I'ottenimento
di seme.



Conservazione di seme mantenuto a differenti reggrmiici

Valutazione dello sperma conservato a freddo eotteda prelievo bioptico e da emissione
per shock termico.

L'andamento della motilita di spermatozoiMytilus galloprovincialisda prelievo bioptico e da
emissione indotta dopo 24 ore di conservazioneeddfy (7°C) ed attivati in acqua di mare a
18+1°C e riportato nella Figura 11.

Figura 11. Andamento della motilita spermaticdigiilus galloprovincialisdopo la conservazione
del seme per 24 ore a freddo (7°C) ottenuto daigatogie distinte: prelievo bioptico ed emissione
indotta.

Il seme ottenuto da prelievo bioptico ha raggiulatanassima classe di motilita (classe 4,0 +0,2)

dopo un minuto dall’attivazione mantenendo la @a8® per 120 minuti. La massima classe di

motilita del seme proveniente da emissione indadtaaggiunto 3,5 £0,2 ed & stata mantenuta per
15 minuti, scendendo lentamente a classe 3,0 dopaoirtuti.

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

Valutazione del seme ottenuto da prelievo bioptomservato inattivo in tre temperature
diverse

Dopo 24 ore il seme conservato a 3°C non ha mosatatina motilita. La migliore performance é
stata quella del seme conservato a 7°C in cui lssimea classe di motilita ha raggiunto classe 4,5 e
si € mantenuta per piu di 15 minuti. Il seme covestera temperatura ambiente (18°C) non ha avuto
una buona “performance” ed e stata osservata ueaaie perdita di motilita (Figura 12).
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Figura 12. Andamento della motilitd spermaticawvitilus galloprovincialisottenuta da prelievo
bioptico e conservato per 24 ore in 18°C (tempeasanbiente), 7°C, 3°C.

L'andamento della motilita osservato in questo sBepnto ha dimostrato l'effetto della
temperatura sulla qualita dello sperma e sopratiiithportanza della corretta conservazione del
materiale biologico per tempi lunghi. Il risultatbmostra che la conservazione a 7°C e stata la
migliore modalita di conservazione per il seme, estgnto tale condizione e stata scelta per
effetuare la valutazione degli parametri fisiologiella motilita.

Per quanto riguarda il seme conservato a 7°C, ddpaeninuti dall’attivazione gli spermatozoi
hanno raggiunto motilita spermatica superiore asda3,0, facendo durare questa intensita per 110
minuti. Dopo 240 minuti dall’attivazione la motdité discesa accentuatamente ed e zero a 340
minuti. Nella Tabella Il sono riportati i parameisiologici della motilita spermatica.

Tabella Il. Parametri fisiologici della motilita spnatica diMytilus galloprovincialisdopo 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’




Il risultato ottenuto in questo esperimento € comapige con gli esperimenti precedenti
sullandamento della motilita del seme analizzatbit® dopo il prelievo (Del Prete et al., 2011).
Questi autori osservarono valori della massimaselal motilita pari a classe 4,5 e la durata della
massima motilita mantenuta per 105 minuti senZet® della conservazione a freddo ma senza
dati sulla durata totale. Tali risultati dimostrdaamigliore conservazione a 7°C per la gestiorie de
seme di questa specie per un piu lungo periodoeRertuali sperimentazioni tale sistema biologico
va, dunque, selezionato il seme ottenuto da prelieloptico per la migliore conservabilita
dimostrata, per la gestione futura degli esperiment

Tapes decussatus
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita di spermatozoiThpes decussatuda prelievo bioptico e attivati in
acqua di mare filtrata a 18+1°C é riportato nelguFa 13.
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Figura 13. Andamento della motilita spermaticd a@pes decussatuiel seme ottenuto da prelievo
bioptico e attivato immediatamente in acqua di niitrata (18°C, 30%o, ph 8,02).

Il seme attivato a 18°C ha raggiunto motilita spatioa superiore a classe 3,0 dopo 2 minuti
dall'attivazione, facendo durare questa intenstagirca 90 minuti. La massima classe di motilita &
stata raggiunta dopo 10 minuti dall’attivazione oaadori classe 4,0 +0,5. Successivamente la
motilita & discesa lentamente fino a classe 2,5 £@, al termine dell'osservazione a 120 minuti.
Risultato diverso é stato ottenuto da Fabbrocir)’&damo (2009) dove la motilita spermatica di
T. decussatudecresce gia dopo 45 minuti dall’attivazione. kbé&lla Il sono riportati i parametri
fisiologici della motilita registrati nell’esperiméeo.



Tabella Ill. Parametri fisiologici della motilitgpermatica diTapes decussatugtenuto da prelievo
bioptico e attivato in acqua di mare filtrata a@8°

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 soparagonabili agli altri molluschi bivalvi
mediterranei studiati precedentememgtilus galloprovincialis Pecten jacobaeusOstrea edulis
(Del Prete et al., 2011). Tuttavia la motilita spatica diT. decussatufia dimostrato di essere
superiore aP. jacobaeuse O. edulis nella valutazione dei parametri fisiologici deltaotilita,
soprattutto nella durata della massima classe dtilithp ma inferiore rispetto aM.
galloprovincialis

Paracentrotus lividus
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita di spermatozoiR#iracentrotus lividusla prelievo bioptico e attivati in
acqua di mare filtrata a 21+1°C é riportato nelguFa 14.

Figura 14. Andamento della motilitd spermaticaRéiracentrotus lividusmediante emissione
indotta con attivazione in acqua di mare a 21°C.



Gli spermatozoi hanno raggiunto la massima classeotilita (classe 4,0 £0,7) nel primo minuto
dall'attivazione, facendo durare questa intensiga @rca 25 minuti. In seguito la motilita si e
leggermente ridotta a classe 3,5 facendo durarstgyeattern fino a 75 minuti dopo I'attivazione.
Sucessivamente la motilitd e scesa rapidamenteafiraggiungere classe 0,5 in 90 minuti. Nella
Tabella 1V sono riportati i parametri fisiologicella motilita registrati nell’'esperimento realizaat
conParacentrotus lividus

Tabella IV. Parametri fisiologici della motilita epnatica diParacentrotus lividusottenuto da
emissione indotta e attivato in acqua di mareatiftra 21°C.

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

Il risultato raggiunto in questo esperimento mos&rdbuona motilita (classe3,0) del materiale
biologico per 75 minuti dopo l'attivazione. In esipeenti precedenti condotti da Lombardi (2006) e
Vitiello (2011) e stata verificata una durata suger della massima classe di motilita (120-160
minuti) sia nelle stesse condizione che a piu besaperature (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'asr giapponesé&rassostrea gigasllevati in
Italia é riportato nella Figura 15. Il seme é statt@nutoda prelievo bioptico e attivato in acqua di
mare filtrata a 24°C .
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Figura 15. Andamento della motilita spermatica’dsttica Crassostrea gigafornitto da IRSVEM
s.r.l. Il seme e stato ottenuto da prelievo biaptton attivazione in acqua di mare a temperatura
24°C.

Subito dopo l'attivazione gli spermatozoi @i gigashanno raggiunto la classe 3,0. La massima
classe di matilita é stata raggiunta dopo 5 midatl'attivazione (classe 3,5 +0,2) facendo durare
guesta intensita per circa 20 minuti. In seguitaniatilita é ridotta a classe 3,0 facendo durare
guesta classe fino a 45 minuti dopo I'attivaziddal 90° minutto in poi la motilita & discesa fino a
raggiungere classe 0,5 al 360° minuto. Nella Tab¥llsono riportati i parametri fisiologici della
motilita spermatica dCrassostrea gigagegistrati nell’esperimento.

Tabella V. Parametri fisiologici della motilita deéme dell’ostrica giappone§¥assostrea gigas
ottenuto da prelievo bioptico e attivato in acquendre 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 moditeona motilita (classe3,0) del materiale
biologico per 45 minuti dopo l'attivazione. Questdurata conferma il risultato ottenuto da
esperimenti precedenti realizzati d@ngigasnel sud del Brasile dove il pattern di massimailitént

ha avuto una durata di 40 minuti (Turek, 2010)nmassima classe di motilita ha raggiunto soltanto
la classe 3,5 corrispondente a 65% di spermategodir vigorosi e lineari. leropoli et al. (2004)



ottennero seme @. gigascon classe di partenza superiore a classe 8@/4 di spermatozoi RVL)
pero questi autori non valutarono I'andamento deitdilita a lungo nel tempo.

Capacita di attivazione dello sperma mantenutoféedgnti regimi termici

L'andamento della motilita di spermatozoi @rassostrea gigasattivati dopo 24 ore di
conservazione a temperatura ambiente (25°C) edddr€/°C) é riportato nella Figura 16.
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Figura 16. Andamento della motilita spermatic&dassostrea gigadopo 24 ore di conservazione
a temperatura ambiente (25°C) e a freddo (7°C).

Dopo 24 ore il seme mantenuto al freddo (7°C) hesgmtato una maggiore massima classe di
motilitd rispetto a quello mantenuto a temperatarabiente (25°C). Tuttavia la migliore
performance e stata quella dello sperma conseevaémperatura ambiente in cui la durata della
massima classe di motilitd si mantiene per 15 mieléa durata totale per 150 minuti. Entrambi i
campioni non hanno avuto una buona “performancspetio al seme attivato subito dopo il
prelievo (Figura 15).

Tapes philippinarum
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita degli spermatozoi dellangola alloctonaTapes philippinarum
proveniente da allevamento é riportato nella Figuta
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Figura 17. Andamento della motilitd spermatica alelbngola alloctondapes philippinarumll
seme e stato ottenuto da prelievo bioptico cowagtibne in acqua di mare filtrata a temperatura
25°C, salinita 30%. e pH 8,80.

Gli spermatozoi hanno raggiunto la massima classtamente dopo 8 minuti dall’attivazione. La
massima classe di motilita raggiunta (classe 8,8)tha avuto una breve durata (circa 3 minuti). In
seguito la motilita si e ridotta a classe 1,0 dapominuti. Dal 40° minuto in poi la motilita ha
mantenuto la classe 0,5 fino a 120 minuti (termiledi’'osservazione). Nella Tabella VI sono
riportati i parametri fisiologici della motilita spmatica di Tapes philippinarumregistrati
nell'esperimento.

Tabella VI. Parametri fisiologici della motilita deseme della vongola filippinaTapes
philippinarumottenuto da prelievo bioptico e attivato in acduenare filtrata a 25°C.

Parametro Attivazione (25°C)
Tempo di attivazione 8’
Massima classe di motilita 3,0+0,5
Durata della massima motilita 3
Durata totale della motilita >120°

La motilita spermatica dI. philippinarumha dimostrato una “performance” inferiore rispeitia
vongola autoctondl. decussatugprincipalmente nel parametro durata della massihaase di
motilita.



Capacita di attivazione e qualita dello sperma neswito a freddo

Il confronto tra la motilita spermatica della voilmalloctonaTapes philippinarunmediante il
seme attivato immediatamente dopo il prelievo esgtihe conservato a freddo per 24 ore é riportato
nella Figura 18.

Figura 18. Confronto tra 'andamento della motilgpermatica della vongola alloctofapes
philippinarumdel semammediatamente prelevafty) e conservato a freddo (7°C) per 24 ore.

Il risultato dimostra che il seme conservato adeetia avuto una performance inferiore rispetto al
controllo nei primi 20 minuti. Dopo 20 minuti dalttivazione entrambi i campioni hanno avuto
andamenti similari. | parametri, tempo di attivamce massima classe di motilita, hanno dimostrato
ampie differenze e il controllo ha evidenziato umgliore qualita. L’effetto della conservazione a
freddo sembra avere influenzato il tempo di attimae che ha esibito un ritardo di 4 minuti rispetto
al controllo. Situazione simile é stata osservatailpparametro massima classe di motilita dove il
controllo ha raggiunto classe 2,5 +0,2 e il semeseovato a freddo € arrivato soltanto a classe 1,5
+0,2.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Il confronto tra la motilita spermatica della vorlgaalloctonaTapes philippinarummediante
attivazione in differenti salinita € riportato reefigura 19.

Entrambi i campioni hanno avuto un andamento siméletempo. La fascia di salinita testata non
ha dimostrato differenze sostanziali nell’andamelgita motilita spermatica.

Le concentrazioni di salinita testate qui sonoatioado con gli ambiente ambienti di allevamento
sostenibile di questa specie in Italia (Vincenzakt 2006). La vongola filippina € un organismo
eurialino che sopporta una vasta amplitudine dnialperd non mantiene un’attivita metabolica
normale in salinita inferiore a 15%o. (Kim et al.,QA0.



Figura 19. Confronto tra I'andamento della motilgpermatica della vongola alloctodapes
philippinarumattraverso I'attivazione in acqua di mare filtrétal000 V/V) in differente salinita:
29%o e 32%o. Il seme € stato ottenuto da prelievptino 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 authotilita spermatica

Il confronto tra I'andamento della motilitd speriatdi Perna pernaottenuto da prelievo bioptico
e da emissione indotta mediante shock termico €eptato nella Figura 20.

Figura 20. Andamento della motilita spermatica sieinedi Perna pernaottenuto da prelievo
bioptico e emissione indotta per shock termico.



Il seme ottenuto da emissione indotta ha presemtaomigliore “performance” rispetto a quello
ottenuto da prelievo bioptico. Questo risultato guale a quelli presentati per i mitiytilus
galloprovincialis e Dreissena polymorph@Mojares et al., 1995). La massima classe di ntétili
ottenuta del seme emesso e stata la classe 3,018opunuti ed € rimasta tale al 30° minuto. Per
guanto riguarda il seme ottenuto da prelievo baapta massima classe di motilita raggiunta é stata
la classe 2,5 al 20° minuto ed é scesa a classd 253 minuto dopo l'attivazione.

Analisi della motilita del seme fresco

L’andamento della motilita spermatica erna pernadel semeottenutoda emissione indotta é
riportato nella Figura 21.

Figura 21. Andamento della motilita spermatica datilo marrone Perna pernaottenuta da
emiisione indottaon attivazionen acqua di mare a temperatura 24 £1°C.

Gli spermatozoi solo dopo 15 minuti dall’attivazeohanno raggiunto la classe 3,0 facendo durare
guesta intensita per oltre 20 minuti. Dopo 50 midatl’'attivazione la motilita € ridotta alla class
2,0 e successivamente si € attenuata fino a raggierclasse 1,0 +0,5 al 150° minuto. In Tabella
VIl sono riportati i parametri fisiologici della nibta registrati nell’esperimento.

Tabella VII. Parametri fisiologici della motilitapsrmatica del mitilo marron®erna perna
mediante emissione indotta per shock termico imaa 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 20’
Durata totale della motilita >150°




Capacita di attivazione nel tempo di seme manteawtidferenti regimi termici

Le aliquote di semi conservati a freddo (8°C, seeeco e in sospensione) mostrarono una buona
qualita di motilita fino a 10 giorni (Figura 22).0Po 24 ore entrambi i semi (secco e in
sospensione) conservati a freddo avevano idoneitactasse superiore a 3,0. Tuttavia dopo due
giorni la motilita spermatica & discesa a clas&2d) mantenendo questo pattern fino a 7 giorni
dall'inizio della conservazione a freddo. Contrarente dopo 2 giorni i campioni conservati a
temperatura ambiente (23°C, seme secco e sosp@sepibirono motilita spermatica.

i,

Figura 22. Motilita spermatica del mitilo marrorfeerna pernain differenti modalita di
conservazione: aliquote di seme secco e in sogpendn acqua di mare (1:50) conservate in due
temperature distinte: 23°C e 8°C.

La sospensione in acqua di mare (1:50) conservdtadalo sembra non avere condizionato la
motilita del seme. Questa prova ha dimostratolligriza positiva del freddo nella conservazione
del seme diPerna pernall seme secco conservato a freddo ha infatti dirato la capacita di
attivazione fino a 7 giorni di conservazione, maetedo motilita classe 2,0.

Effetto della salinita sulla motilita spermatica

Il confronto tra la motilitd spermatica del mitilmarronePerna pernamediante attivazione in
differenti salinita e riportato nella Figura 23.



Figura 23. Effetto della salinita sul’andamentdlalenotilita spermatica del mitilo marrori®erna
pernamediante seme ottenuto da prelievo bioptico eattiiin acqua a temperatura 25°C.

Il risultato dimostra che la salinita non influenmamodo significativo 'andamento della motilita
spermatica del mitildPerna perna La salinita piu bassa (26%.0) sembra pero aveligatdt la
motilita spermatica piu velocemente raggiungendalésse di motilita 1,5 gia all’attivazione.
Diversamente il seme sottoposto alla salinita 318slimostrato una moatilita inferiore nei primi 10
minuti uguagliando la massima classe di motilitguahdicesimo minuto. Questo andamento € stato
mantenuto fino a 30 minuti dopo I'attivazione. Dapquarantesimo minuto il seme sottoposto alla
salinita piu elevata (31%.) ha dimostrato una mtatilinferiore ove si & evidenziata la prima
differenza significativa.

Diversi autori riportano la tolleranza Berna pernaalla variazione della salinita (Zuim & Mendes,

1980; Saloméo et al., 1980; Zuim & Mendes, 1981¢r8ao & Lunetta, 1989; Resgalla Jr. et al.,
2007). Questa specie presenta un’ampia capacitdattamento con accrescimento ottimale in
salinita da 20%o a 35%o

Crassostrea brasiliana (gasar)
Effetto del prelievo bioptico e dell’emissione authotilita spermatica

Il confronto tra 'andamento della motilita sperimatdi Crassostrea brasilianattenuto da prelievo
bioptico o da emissione indotta mediante shockiter® presentato nella Figura 24.



Figura 24. Andamento della motilita spermatica Gliassostrea brasiliananediante prelievo
bioptico ed emissione indotta per shock termicadqua di mare a 22°C.

La massima classe di motilita ottenuta con entratebenetodiche e stata di classe 2,5 +0,5.
Tuttavia dopo 15 minuti gli spermatozoi ottenuthngamissione hanno esibito una perdita rilevante
di matilita.

A differenza dell’esperimento realizzato con il gedei mitili M. galloprovincialise P. pernail
seme ottenuto da prelievo bioptico ha presentato migliore performance. Questo risultato si
contrappone ai risultati osservati per il mitildreissena polymorphadove I'emissione ha
dimostrato di essere la tecnica piu adatta aliatbento di spermatozoi (Mojares et al., 1995).

Analisi della maotilita del seme fresco

Conforme al risultato dell’esperimento precedentandamento della motilita spermatica
dell’ostricaCrassostrea brasiliana stato valutato nel seno¢enuttocon prelievo bioptico. Il seme
e stato attivato in acqua di mare filtrata (1:1000) a temperatura ambiente 22°C e salinita 36%o.
L’andamento della motilita & riportato nella Fig@aa



Figura 25. Andamento della motilitd spermatica 'dslfica Crassostrea brasilianan acqua di
mare a temperatura 22°C

Gli spermatozoi si sono attivati dopo un minutogiaggendo la massima classe di motilita (classe
2,5 +0,5). La massima classe di motilita degli spxoi diC. brasilianamostra valori piu bassi in
confronto all’ostrica giappones€. gigas La durata della massima classe di motilita eastat
mantenuta per 30 minuti confermando il risultategadente ottenuto da Turek (2010). Tuttavia
guesto parametro non e stato confermato con iliwaggnento a classi di motilita piu elevata.
Dopo 35 minuti dall'attivazione la motilita e staségnificativamente ridotta alla classe 1,5 con
totale immobilita al 90° minuto.

In Tabella VIII sono riportati i parametri fisiolag della motilita spermatica dCrassostrea
brasilianaregistrati nell’esperimento.

Tabella VIII. Parametri fisiologici della motilitdpermatica dell’ostricarassostrea brasiliana
mediante prelievo bioptico in acqua di mare firat22°C.

Parametro Attivazione (22°C)
Tempo di attivazione T
Massima classe di motilita 2,4+0,4
Durata della massima motilita3) 0
Durata totale della motilita 90’




Studi precedenti indicano che il periodo riprodgtitdella ostricaC. brasiliananella regione sudest

e sud del Brasile € quello da settembre a magdist{ér, 1989; Pereira et al., 1991; Gomes, 2009).
Anche se gli esperimenti sono stati condotti d’adoocon la stagione riproduttiva della specie
(marzo ed aprile) notevoli difficolta sono statecdntrate per trovare ostriche mature. Lalta
temperatura registrata in Florianopolis in estate® mver causato l'alterazione del periodo
riproduttivo diC. brasiliana anticipando I'emissione dei gameti nei mesiehmgio e febbraio.

Crassostrea rhizophorae
Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilita spermatica dell'ostriéeassostrea rhizophoradel seme ottenuto con
prelievo bioptico é riportato nella Figura 26.

Figura 26. Andamento della motilita spermatica 'dsitica Crassostrea rhizophoradl seme e
stato ottenuto da prelievo bioptico con attivazionacqua di mare filtrata a 23°C.

Gli spermatozoi sono stati rapidamente attivi dojp@ minuto dall’attivazione raggiungendo la
massima classe di motilita (classe 3,3 £0,7) cktata mantenuta fino a 30 minuti. In seguito la
motilitd & leggermente scesa a classe 2,0 +1,@0%h®nuto dopo l'attivazione. Nella Tabella IX
sono riportati i parametri fisiologici della motdi spermatica dCrassostrea rhizophoraeegistrati
nell’esperimento.



Tabella IX. Parametri fisiologici della motilita dseme dell’'ostricaCrassostrea rhizophorae
ottenuto con prelievo bioptico e attivato in acquanare filtrata a 23°C.

Parametro Attivazione (23°C)
Tempo di attivazione r
Massima classe di motilita 3,30,7
Durata della massima motilita 30’
Durata totale della motilita > 60’

Capacita di attivazione nel tempo di seme manteadteddo

La motilita spermatica dell’ostric@rassostrea rhizophoragopo 48 ore di conservazione del seme
a freddo (8°C) e riportata nella Figura 27.

Figura 27. Motilita spermatica dell’'ostric@rassostrea rhizophoramediante seme conservato a
freddo (8°C) per 48 ore.

Il risultato dimostra che il seme conservato 24 afeeddo ha avuto una performance paragonabile
al controllo. Una riduzione significativa della rilibd & stato osservata solo dopo 48 ore di
conservazione soprattutto dopo 20 minuti dall'aitrone. Risultati paragonabili sono stati osservati
per il seme dPerna pernaed anche per I'ostrica piat@strea eduligVitiello, 2011) dove € stata
evidenziata la capacita di attivazione del semeseamto a freddo.



Nodipecten nodosus

Analisi della motilita del seme fresco

L'andamento della motilitd spermatica della cap@silvdipecten nodosumediante emissione

indotta per shock termico é riportato nella Figeéa

Figura 28. Andamento della motilita spermaticaaleipasantblodipecten nodosudi seme é stato
ottenuto con emissione indotta per shock termiatiigato in acqua di mare filtrata a 22°C.

Gli spermatozoi si sono attivati rapidamente dopominuto raggiungendo la massima classe di

motilita (classe 5,0) che é stata mantenuta fir@@ minuti.

Inoltre a 19 ore si € osservata la

presenza di scarsi spermatozoi vibranti pero sem#dita. In Tabella X sono riportati i parametri
fisiologici della motilita spermatica Nodipecten nodosuggistrati nell’esperimento.

Tabella X. Parametri fisiologici della motilita daleme della capasantdodipecten nodosus

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

Parametro Attivazione (22°C)
Tempo di attivazione T
Massima classe di motilita 5
Durata della massima motilita >240°

Durata totale della motilita

> 240°




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

Gli andamenti della motilita spermatica Niodipecten nodosusttenuti con emissione indotta
mediante shock termico e mantenuti 5 ore in differeegimi termici sono presentati nella Figura
29.

Figura 29. Motilita spermatica della capasaNtadipecten nodosugel seme attivato e mantenuto
per 5 ore in differenti regimi termici: 22°C e 7°C.

In questa prova non € stata osservata alcuna dtiffartra i campioni mantenuti a temperatura
ambiente (22°C) ed a freddo (7°). Nel 300° minutosservazione la motilita si € mantenuta nella
classe 4,5 per tutte due le temperature. Il rapgaito analizzato in questo esperimento sembra
non avere condizionato la motilita spermatic&lddipecten nodosus



3.4 Conclusioni

L’acquisizione della conoscenza sulllandamentoadedbtilita spermatica degli organismi
studiati permettera I'ottimizzazione dei protocdliiriproduzione artificiale di queste specie
mediante uso del seme fresco e consentira I'otiazimne dei protocolli per criopreservare
il seme.

Per quanto riguarda la motilita spermatica dei oswhi autoctoni mediterrandijytilus
galloprovincialis e Tapes decussatupresentano le migliori “performance” in tutti i
parametri fisiologici studiati soprattutto nei pasetri durata della massima classe di motilita
e durata totale della motilita.

Nella gestione del seme Bli. galloprovincialisé stato osservato che I'emissione indotta da
shock termico origina spermatozoi con motilita sigre a quelli ottenuti da prelievo
bioptico. Tuttavia e stata osservata una miglioodilita complessiva doppo conservazione a
freddo per 24 ore del seme secco ottenuto coreprebioptico.

L'ostrica giapponesérassostrea gigagpresenta una motilita spermatica superiore alla
vongola alloctonaTapes philippinarumin tutti i parametri fisiologici analizzati. Per
entrambe le specie la conservazione del seme ddrkd influenzato negativamente la
motilita spermatica.

Il risultato raggiunto nell’esperimento svolto cah riccio Paracentrotus lividusha
dimostrato la variabilita del materiale biologichecin questo caso ha mostrato buona
motilita solo per 75 minuti; in genere tali perfante sono superiori. Di qui la necessita di
poter riuscire a criopreservare tale sistema biotng

Per quanto riguarda i molluschi autoctoni brasijida capasantdNodipecten nodosulka
esibito una motilita spermatica molto superiore alkre specie studiate. Viceversa l'ostrica
Crassostrea brasilian&a dimostrato bassi valori dei parametri fisiologiensiderati. Nella
gestione del seme di questi molluschi & stata watela possibilita di conservazione a
freddo del seme secco Berna pernaCrassostrea rhizophorae Nodipecten nodosusn
particolarePerna pernain cui il seme presenta buone performance ancpe @ogiorni di
conservazione.



3.5 Bibliografia

Absher, TM. Popula¢cdes naturais de ostras do gém&massotrea do litoral do Parana:
desenvolvimento larval, recrutamento e crescimeniese de doutorado, Instituto
Oceanografico, Universidade de Sdo Paulo, 1989

De la Roche JP, Marin B, Freites L, Vélez A (208®&)bryonic development and larval and post-
larval growth of the tropical scallopNodipecten (=Lyropecten) nodosud. 1758)
(Mollusca: Pectinidae). Aquac Res 33:819-827.

Del Prete F, Silvestri F, Rinna F, Vitiello V, Lagliptti AL, Barone CMA, Sansone G. Sperm
motility of three mediterranean bivalve molluscs.oMd Aquaculture 2011: Book of
Abstracts, Natal, Brazil, 2011.

Di Matteo O, Langellotti AL, Masullo P, Sansone ZQ9) Cryopreservation of the Mediterranean
mussel Mytilus galloprovinciali spermatozoa. Cryobiology 58:145-150.

Fabbrocini A, Lubrano-Lavadera S, Rispoli S, Saes® (2000) Cryopreservation of sea bream
(Sparus auratpspermatozoa. Cryobiology 40:46-53.

Fabbrocini A, D’Adamo R (2009) Attivazione della tiitd in spermatozoi di vongoldapes
decussatuélLinnaeus, 1758). Biol Mar Mediterr 16:226-227.

Gago J, Luis OJ (2011) Comparison of spawning itidadechniquesn Paracentrotus lividus
(Echinodermata: Echinoidebjoodstock. Aquacult Int 19:181-191.

Gomes, CAM. Ciclo reprodutivo da ostzrassostrea brasiliangLamark, 1819) em cultivo e
maturacdo em laboratorio. Dissertagdo de Mestrad@deguicultura, Universidade Federal
de Santa Catarina, 2009

leropoli S, Masullo P, Espirito Santo M, Sansone(2B04) Effects of extender composition,
cooling rate and freezing on the fertilization vidyp of spermatozoa of the Pacific oyster
(Crassostrea giggs Cryobiology 49:250-257.

Kim WS, Huh HT, Huh SH, Lee TW (2001) Effects oflisstly on endogenous rhythm of the
Manila clam,Ruditapes philippinaruniBivalvia: Veneridae). Mar Biol 138:157-162.

Lombardi, E. Criobiologia di Spermatozoi®aracentrotus lividusTesi di Laurea Sperimentale in
Fisiologia dello Stress in Ambiente Acquatico. Wrsita degli Studi di Napoli Federico I,
Facolta di Scienze MM. FF. NN., 2006



Lunetta JE (1969) Fisiologia da reproducdo dos Inéss Mytilus perna — Mollusca:
Lamellibranchig. Bol Zool Bio Mar 26:33-111.

Mojares JJ, Stachecki JJ, Kyozuka K, Armant DR, R&n1995) Characterization of zebra mussel
(Dreissena polymorphasperm morphology and their motility prior to aafter spawning. J
Exp Zool 273:257-263.

Pereira OM, Galvdo MSN, Tanji S (1991) Epoca e m&tde selecdo de sementes de ostra
Crassostrea brasiliangLamark 1819) no complexo estuarino-lagunar dea@éia, Estado
de Sao Paulo (25°S; 48°W). Bol Inst Pesca 18:41-49.

Resgalla Jr. C, Brasil ES, Salomdo LC (2007) THecefof temperature and salinity on the
physiological rates of the musdeérna perna(Linnaeus 1758). Braz Arch Biol Technol
50:543-556.

Rupp GS, Poli CR(1994) Spat production of the se#la Nodipecten nodosu&innaeus, 1758),
in the hatchery: initial studies in Brazil. Can eRep Fish Aquat Sci 2:91-96.

Salomao LC, Magalhdes ARM, Lunetta JE (1980) Infai@ da salinidade na sobrevivéncia de
Perna perngMollusca: Bivalvia). Bol Fisiol Animal USP 4:14352.

Salomao LC, JE Lunetta (1989) The effects of sigliohanges on the osmotic ionic concentrations
in the hemolymph olPerna perngMollusca: Bivalvia). Bol Fisiol Animal USP 13:283

Suhnel S, Lagreze F, Bercht M, Ferreira JF, Caoreahaefer AL, Magalh&es, Maraschin M(2010)
Sexual stages of the female portion in the scaNogipecten nodosu@.inné, 1758) and
astaxanthin quantity in each stage. Braz J Bidd5D:658.

Turek, CR. Sementes de ostras nativas no ltor8ata Catarina/Brasil, como subsidio ao cultivo.
Tese de Doutorado em Aquicultura. Universidade fedie Santa Catarina, 2010

Vincenzi S, Caramori G, Rossi R, De Leo GA (20065:45-based habitat suitability model for
commercial yield estimation dfapes philippinarunin a Mediterranean coastal lagoon
(Sacca di Goro, Italy). Ecol Model 193:90-104.

Vitiello, V. Applicazioni criobiologiche in acquattara e nella gestione delle risorse
idrobiologiche. Tesi di Dottorato in Scienze e fA@ogie delle Produzioni Agro-
Alimentari. Universita degli Studi di Napoli Fedeuill, 2011

Zuim SMF, Mendes EG (1980) Tolerancia lderna pernae Brachidontes solisianua diferentes
salinidades. Rev Bras Biol 40:137-141.



Zuim SMF, Mendes EG (1981) A influéncia da salitidana taxa respiratéria de dois mexilhdes,
Perna perna Brachidontes solisianudviollusca: Bivalvia). Rev Bras Biol 41:57-61.



3.6 Progettazione ed ottimizzazione di protocolli idcriopreservazione
per spermatozoi di specie acquacolturali

3.7 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale é stato studiata dgreservabilita del seme del riccio mediterraneo
Paracentrotus lividusee dei molluschi alloctoni brasiliafterna perna Crassostrea brasiliana
Nodipecten nodosud.’ottenimento e la gestione del seme sono sttii in base alla fase
sperimentale precedente di acquisizione di con@ssepve per ciascuna specie sono state
individuate le migliori condizioni.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi ésseffettuata analizzando la motilita spermatica,
espressa in classi (da 0 a 5), in base alla per@lendi spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazior@ppsta da Fabbrocini et al. (2000).

Paracentrotus lividus

Ottimizzazione del protocollo di adattamento/raifiamento

Basati nei risultati ottenuti da Lombardi (2006)Véiello (2011) sono state fatte prove per
I'ottimizzazione del protocollo di adattamento/rafdamento. Prove sono stati condotti con
animali allevati in acquario (ma non a circuitoudo) e selvatici. Sono stati sperimentati diversi
agenti crioprotettivi anche in miscele con diveecsacentrazioni, diverse temperature e periodi di
adattamento, congelamenti in due tipologie di aoitdel con numerose curve di congelamento. Le
diverse condizioni sperimentali testate sono diearnella Tabella XI.

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

Origini degli

animali Mantenuti in acquarioS.Z. Anton Doh e Ottenuti dalla pesc&¢rrentq
. - DMSO DMSO+
Crioprotetiv DMSO;  EG; PG,  GLY; MET; DNSO* 4GLy+  GLy+
provati ' MET; EG
Concentrazioni 1,5%: 3%: 4%: 5%: 6%: 7%; 8%; 10%
analizzate:
Prove d . temperatura ambiente e freddo
adattamento:
Periodo di 0 - 20 minuti
adattamento:
Materiale di
congelamento: paillettes 250 pl e nuosl
Gradienti di molto lento; lento; rapido; molto rapido

congelamento: (<5°C/min) (5-10°C/min) (10-30°C/min) (>30°C/min)




Per le prove di congelamento gli spermatozoi imatdddizionati con acqua di mare contenente i
crioprotettivi selezionati sono stati sottopostilitierenti gradienti di congelamento, fino a -70°C.
Al raggiungimento di -70°C le paillettes/nuncs sat@te immerse in azoto liquido. Gli spermatozoi
sono stati scongelati con un gradiente di 15°Céskeanalizzati per valutarne la classe di motilita.

Per la valutazione della motilitd aliquote di spatozoi inattivi sono stati diluite 1:1000 in
soluzioni di acqua di mare filtrata. La motilitsstata osservata e filmata al microscopio e valutata
da 3 operatori indipendenti in classe di motilkalgbrocini et al., 2000).

Perna perna

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi inattivi sono state diluitelO0 in soluzioni di acqua di mare contenenti
concentrazioni crescenti di agenti crioprotettivé.concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

DMSO: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
EG: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
PG: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
GLY: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%

MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione é stata condotta a temperatura angbadrr22,5 +0,5°C e dopo tempi di esposizione
di 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minuti aliquote di semattato sono state attivate per valutarne Issela
di matilita.

Come controllo sono stati considerati spermatonmiulbati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubagio

Per le fasi sperimentali successive sono stateieakge le concentrazioni che hanno fatto registrar
le minori perdite di motilita spermatica rispettaantrollo.

Prove di congelamento

Gli spermatozoi inattivi, addizionati con acqua rdare contenente i crioprotettivi selezionati
secondo la fase sperimentale precedente, sonosst#biposti a due gradienti di congelamento
(-3°C/min e -5.5°C/min), fino a -70°C. In questada’adattamento é stato fato per 15 minuti a
temperatura ambiente (22°C) in nunc da 2 ml. Agnaggimento della temperatura indicata, i nunc
contenenti spermatozoi sono state immersi in ampiado.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati scongetat un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati per valutarredase di motilita.



Crassostrea brasiliana (gasar)

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi inattivi sono state diluitelO0 in soluzioni di acqua di mare contenenti
concentrazioni crescenti di agenti crioprotettivé.concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

DMSO: 5%, 7%, 10%, 15%
EG: 5%, 7%, 10%, 15%
PG: 5%, 7%, 10%, 15%
GLY: 5%, 7%, 10%, 15%
MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione é stata condotta a temperatura angbr22°C e dopo i tempi di esposizione di 2, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minuti, aliquote di seme ttattsono state attivate in acqua di mare per
valutarne la classe di maotilita.

Come controllo sono stati considerati spermatonaulbati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubagio

Per le fasi sperimentali successive sono stateieakge le concentrazioni che hanno fatto registrar
le minori perdite di motilita spermatica rispettaantrollo.

Prove di congelamento

Gli spermatozoi inattivi, addizionati con acqua rdare contenente i crioprotettivi selezionati

secondo la fase sperimentale precedente, sonosetaiposti a cinque gradienti di congelamento
(-5°C/min, -8,5°C/min, -9°C/min, -11,5°C/min e -Zlmin), fino a -70°C. In questa fase

'adattamento e stato fatto per un periodo di 1@utiia temperatura ambiente (22°C) in nunc da
2ml. Al raggiungimento della temperatura indicatapunc contenenti spermatozoi sono state
immersi in azoto liquido.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati sconigetat un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati per valutarreddase di motilita.



Nodipecten nodosus

Selezione degli agenti crioprotettivi

Aliquote di spermatozoi ottenute da emissione peck termico sono state diluite in soluzioni di
acqua di mare contenenti concentrazioni crescentigenti crioprotettivi (80*10 spz/ml). Le
concentrazioni finali (V/V) testate sono state:

DMSO: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
EG: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
PG: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
GLY: 3,5%, 5%, 7%, 10%, 15%
MET: 4%, 6%, 8%

L'incubazione e stata condotta a temperatura angbr22°C e dopo i tempi di esposizione di 0, 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minuti, aliquote di seme ttattsono state attivate in acqua di mare per
valutarne la classe di motilita.

Come controllo sono stati considerati spermatonmulbati in acqua di mare in assenza di
crioprotettivi alla stessa temperatura di incubagio

Per le fasi sperimentali successive sono stateieakge le concentrazioni che hanno fatto registrar
le minori perdite di motilita spermatica rispettaantrollo.

Prove di congelamento

Aliquote di spermatozoi addizionati con acqua dreneontenente i crioprotettivi selezionati nella
fase sperimentale precedente sono state sottopasteue gradienti di congelamento (-7,5°C/min,
-6,1°C/min, -9,9°C/min, -11,2°C/min e -24°C/minjpd a -70°C. In questa fase I'adattamento &
stato fatto per 10 minuti a temperatura ambien®2 in nunc da 2 ml. Al raggiungimento della
temperatura indicata, i nunc contenenti spermate@od stati immersi in azoto liquido.

Posteriormente gli spermatozoi sono stati sconigetat un gradiente di 60°C/min fino ad una
temperatura di 20°C ed analizzati al microscopic@tx200) per valutarne la classe di motilita.

Effetto dell’addizione di glicina all'extender diiopreservazione

Dopo avere individuato i crioprotettivi piu effidaper il congelamento € stato provato I'effetto
dell’'addizione di glicina come adiuvante crioprtitet allo 0,6%. In questo modo € stato fatto un
confronto tra due tipologie di protocollo utilizzémlo stesso gradiente.



3.8 Risultati e Discussioni

Paracentrotus lividus

Selezione degli agenti crioprotettivi e prove dagelamento

Nella Tabella Xl sono delineate tutte le fasi d&8i esperimenti realizzati e la sintesi dei migliori
risultati ottenuti.

Tabella XII. Condizioni sperimentali utilizzati nelesperimenti di criopreservazione di seme del
riccio Paracentrotus lividus la sintesi dei risultati ottenuti. Nella colonfisultati’ la lettera A
rappresenta I'adattamento e la S lo scongelamento.

Esperimento Provenienza | Cladse partenza | Condizioni Crioprotettivi Adattamento Curve Risultati_{classe di motilita)
N1{12-11-2010) Acguario 25 Nunck DMSD 7%, MET 7%, Temperatura ambiente | 1) 5,6 “C/min A: tutti classe O
SIN EGTS, GLY 7% 2) 8,2 “C/min
N2 [14-12-2010) Pesca 35 MNunck DMSO 7%, EG ™% Temperaturs amblente | 11,2 *C/min A: DMSO 7 % 10 min (2,5)
MET 7%, GLY 7% 0 -10 min 5: DMSD 7% {0.5)
N3 (16-12-2010) Pesca 4.0 Munck GLY 7% , DMS0 5% -7%, Temperatura ambiente | 45 "C/min A: DMSD 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)
N5 [19-01-2011) Acguario 4.0 Faillettes DMS0 5%, 7% Temperatura ambiente | 1) 31 “C/min A: DMSOTS | 2.5)
(Stand-by) 10 min 1) 36,8 "Cfmin S: DMSOTS curve 3 (1,5/2.0)
3) 61,3 “C/min
N6 [23-02-2011) Acguario 4.0 Pailletres D50 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 DMSD 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
NE [08-03-2011) Acguario 1.2 Paillettes DMSDaN, DMSOGLY 3,5%, Temperatura ambiente | n.a. A: DMSD 3.5% +GLY 3.5% 0,5)
SN DMSD+GLY+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)
GLYLS5+DMS01,5+EG], 5% 3) 79 *C/min Situtti classe 0
Nid (16-03-2011) Acquario 3.0 Nunck D50 5-7-8-10-15 % Temperatura ambiente | 60 *C/min A: DMSO 7% 10% (0.5)
SIN 5: tutti classe 0
N1l (21-03-2011) Acguario 3.0 Munck DMS0 6- B%, Freddo (7°C) 1) 34,3 “Cfmin A: DMVSO 8% 10 min (1,0)
SIN Palllettes GLY &- 8% 5-10 min 2) 58,9°C/min 5: DMSD 8% nunck curva 1(20.5)
3) 34.8 *C/min
W12 (14-04-2011) Acguario 5.0 Munck DMS0 3-5-7-10 % Temperatura ambients | 1) 72,0 *C/min Ana.
SIN 2) 15,5 "Cfmin 5 DMS0 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 adattameemli 10 minuti a temperatura ambiente e
crioprotettivo DMSO 7%. Infatti il seme con clasg@ all’attivazione & passato a classe 2,5 nella
fase di precongelamento, ed allo scongelamentoasimbstrato classe 1,5/2,0. In precedenti
sperimentazione di altri operatori, allo scongelatoerano attivi solo spermatozoi appena motili
loco (Figura 30).
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Figura 30. Adattamento di seme Riaracentrotus lividusesposto ai differenti CPA (DMSO, EG,
GLY, MET) a temperatura ambiente (18°C) per 10 minu

In questa fase il DMSO 7% si e evidenziato conwidprotettivo meno tossico mentre il metanolo
7% é stato considerato il piu tossico. Nonostaatéos$sicita osservata tutti i crioprotettivi testat
sono stati utilizzati per la fase successiva.

Nella prova di congelamento il seme e stato congétapaillettes da 250 pl mediante tre gradienti
distinti: -31°C/min, -61,3°C/min e -37°C/min (FiguB1).
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Figura 31. Curve di congelamento impiegate per feve di criopreservazione del seme di
Paracentrotus lividus



Il gradiente piu rapido (-61°C/min) e risultatosese il migliore, con una motilita classe 1,5/2,0
dopo scongelamento mediante utilizzo di DMSO 7%ridprotettivi etilen glicole, glicerolo e
metanolo non hanno presentato nessun tipo di pootezfficace ai danneggiamenti provocati per
le basse temperature (Tabella XIlI).

Tabella Xlll. Risultato del congelamento di seméPdracentrotus lividuslopo adattamento di 10
minuti a 18°C ai differenti CPA a seguito di corayakento con vapori di azoto liquido in tre
gradienti distinti, -31 °C/min, -61 °C/min e -37%h. | risultati sono espressi in classe di matilit
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 tpuspecie di riccio si presenta particolarmente
difficile in confronto agli altri organismi marirstudiati. Sono limitati gli studi che riportano il
successo della criopreservazione del seme di qaebthodermi e soltanto per ricci del genere
Strongylocentrotus (Asahina & Takahashi, 1977; Asah& Takahashi, 1978; Asahina &
Takahashi, 1979) e Tetrapigus (Barros et al., 1¥y0s et al., 1997). Per quanto riguarda
Paracentrotus lividussoltanto il congelamento di embrioni hai avutolediisultato tangibili
(Paredes & Bellas, 2009; Bellas & Paredes, 201ifef@ntemente gli spermatozoi Bi lividussi
sono rivelati un sistema estremamente delicatodfdtile criopreservabilita (Vitiello, 2011).

Nonostante tutto, i risultati ottenuti da questpeesnenti dimostrano un considerevole sviluppo
rispetto alle prove precedenti condotte da Lombg@06) in cui € stato individuato in ugual modo
il DMSO come CPA piu effettivo perd con scarssisimatilita spermatica dopo scongelamento del
seme (classe <0,5).



Perna perna

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 32 i valori di motilita epnatica registrati negli esperimenti di tossicita
realizzati con seme dHerna pernaincubato a temperatura ambiente (22,5 +0,5°Cya&isenza dei
CPA dimetilsolfossido, etilen glicole, propilengtie, glicerolo e metanolo.
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Figura 32. Adattamento del seme Rierna pernaesposto in differenti concentrazione di CPA
(DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambientg322,5°C).

In generale tutti i crioprottetivi si sono dimogtraossici per gli spermatozoi Bierna pernadopo

30 minuti di incubazione, inducendo la riduzionllaenotilita spermatica rispetto al controllo. E’
stata evidenziata una notevole riduzione della lit®otspermatica mediante I'aumento della
concentrazione dei CPA. In questo caso la permanpee piu di 5 minuti in classe di motilita
superiore alla classe 2,0 e stata utilizzata cofeemento per la selezione dei CPA meno tossici. |
CPA selezionati e potenzialmente utilizzabili pecongelamento sono stati: DMSO 3,5% e 5%;
EG 3,5% e 5%; PG 3,5%, 5% e 7%; GLY 3,5% e 5%; ME4%.

DMSO, EG e PG alle concentrazione 5% e 7% erarnoisthviduati i CPA meno tossici per |l
seme del mitilo mediterrangdytilus galloprovincialis(Di Matteo et al., 2009). Tuttavia per |l
mitilo australiano Perna canaliculusil DMSO in concentrazione superiore a 12% é stato
individuato come agenti crioprotettivi piu efficag@mith et al., 2012).

Prove di congelamento

La Figura 33 riproduce le due curve di congelameestate nelle prove di criopreservazione del
seme diPerna perna



Figura 33. Curve di congelamento impiegate perrtesg di criopreservazione del semeRdirna
perna

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

Tabella XIV. Risultato degli esperimenti di congaknto di seme diPerna pernadopo
adattamento di 15 minuti a 22°C ai differenti CPAeguito di congelamento con vapori di azoto
liquido in due gradienti distinti, -3°C/min e -5&Mmin. | risultati sono espressi in classe di nitatil

e le crocette indicano la vibrazione degli spermaitdopo scongelamento.

CPA (%) EG35 EG5 DMSO35 DMSO5 PG35 PG5 PG7 PG10 GLY35 GLY5 MET4

Congelamento 1
-3 °C/min

Congelamento 2
-5,5 °C/min

Entrambe le curve testate non hanno permesso tavsegnza di spermatozoi. Per quanto riguarda
il gradiente di congelamento, Di Matteo et al.q2posservarono una vigorosa motilita spermatica
di Mytilus galloprovincialis dopo scongelamento impiegando un gradiente daciG®C/min.
Analogamente nel protocollo di criopreservazioné sEme diPerna canaliculus Smith et al.
(2012) osservarono che il gradiente di congelametfi©/min e stato il piu efficiente.

| migliori risultati sono stati ottenuti mediantdilzzo di EG 5%, PG 7% e 10% rivelando
spermatozoi dotati di vibrazione nelle due curV@MSO 5%, il MET 4%, il PG e GLY 3,5% e

5% non dimostrarono una protezione efficace contdanneggiamenti cellulari da processo di
congelamento.



Crassostrea brasiliana (gasar)

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 34 i valori di motilita epnatica registrati a seguito dell'incubazione del
seme a temperatura ambiente (22°C) in presenZaR¥idimetilsolfossido, etilen glicole, propilen
glicole, glicerolo e metanolo.
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Figura 34. Adattamento del semeliassotrea brasilianaesposto in differenti concentrazioni di
CPA (DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambig@@C).

Dopo 30 minuti di incubazione, ad eccezione del @M%, tutti i crioprottetivi si sono dimostrati
estremamente tossici per gli spermatozoiCdi brasiliang inducendo riduzioni della motilita
spermatica rispetto al controllo gia alla piu bassacentrazione testata (5%).

In generale e stata evidenziata una tendenza mato della tossicita all'laumentare della
concentrazione e del tempo di incubazione.

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

Anche 'EG ha esibito una buona performance ndl entenendo una buona motilita fino a 15
minuti alle concentrazioni 5% e 7%. Le concentrazitD% e 15% hanno esibito rispettivamente
tossicita moderata e elevata.

Per quanto riguarda il PG e il GLY entrambi i crofpetivi hanno presentato una performance
paragonabile dove la motilita &€ stata mantenuta sel primi cinque minuti alla concentrazione

5%. Al 7% gli spermatozoi esibirono gia una rileteamperdita di motilita cosi come alle altre

concentrazioni piu elevate.

Sorprendentemente il MET ha avuto una bassa tssiei primi 2 minuti in tutte le concentrazioni
testate. Tuttavia I'effetto tossico e stato evidatw subito dopo 5 minuti dall'incubazione nelle
concentrazioni 6% e 8%. La concentrazione 4% hhitesuna bassa tossicita con motilita
spermatica superiore a classe 2,0 per 30 minutis@e et al. (2005) e Nascimento et al. (2005)



osservarono un elevato effetto tossico del metamelgli spermatozoi dell’'ostric&€rassostrea
rhizophoraementre Zeni et al. (2009a) ottennero classe 2/8ddilita spermatica peCrassostrea
sp.dopo 20 minuti di incubazione al MET 15%.

La Tabella XV presenta una sintesi del risultateepgato in questo esperimento attribuendo una
classificazione di tossicita conforme alla ridusgodella motilita nel tempo. In gquesto caso la
permanenza per oltre 5 minuti nella classe 2,0 aastitilizzata come riferimento per la
classificazione “bassa tossicitd”. Le concentrazdbrCPA che hanno raggiunto valori superiori o
uguali alla classe 2,0 soltanto nei primi due mirsdno state considerate come “moderata
tossicita”.

Tabella XV. Sintesi del risultato osservato neffesmento di selezione dei CPA (DMSO, EG, PG,
GLY, MET) realizzato con seme drassostrea brasilianalLe crocette indicano il livello di
tossicita: (+) moderata tossicita (++) bassa tdssic

DMSO EG PG GLY MET

Concentrazione (%)| 5| 7| 10| 15/ 5 7/ 10 15
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Prove di congelamento

La Figura 35 riproduce le cinque curve di congelatmeestate nelle prove di criopreservazione del
seme diCrassostrea brasiliana

O O O o o o o

Figura 35. Curve di congelamento impiegate per feve di criopreservazione del seme di
Crassostrea brasiliana

Tra le curve testate si evidenziano tre tipologie cdngelamento: il congelamento rapido,
rappresentato nella curva n°3 con un gradiente 2di°G/min; il congelamento moderato,



rappresentato nelle curve n°1, 2 e 4 dove il gradidi congelamento varia da -8,5 a -11,5°C/min;
il congelamento lento, riprodotto nella curva ntsh gradiente di congelamento di -5°C/min.

Per quanto riguarda il gradiente di congelamentw stivergenti le informazioni disponibili nella
letteratura. Per la criopreservazione di seme aiglica Crassostrea gigasrankson & Moyse
(1991) ed leropoli et al. (2004) utilizzarono umadjente lento di circa -5°C/min diversamente dai
protocolli descritti da Adams et al. (2004) e Smghal. (2001) che usarono un gradiente di
congelamento rapido -50°C/min per la stessa sp@ae.l'ostrica piattaDstrea edulise I'ostrica
americanaCrassostrea virginicail gradiente di congelamento lento si € dimostragsere piu
efficiente (Vitiello et al., 2011; Paniagua-ChaweZiersch, 2001).

Dopo il congelamento e il successivo scongelameigo semi incubati con le differenti
concentrazioni di CPA i migliore risultati sono tstattenuti dalle curve con gradiente di
congelamento moderato (congelamento 1, 2 e 4).adlignti di congelamento lento e rapido
(congelamento 5 e 3) risultarono soltanto nellaazlone di scarsi spermatozoi (Tabella XVI).

Tabella XVI. Risultato degli esperimenti di congaknto di seme dCrassostrea brasilianaopo
adattamento di 10 minuti a 22°C ai differenti CPAeguito di congelamento con vapori di azoto
liquido in cinque gradienti distinti, -5 °C/min,,B°C/min, -9 °C/min, -11,5 °C/min e -21°C/min. |
risultati sono espressi in classe di motilita edecette indicano I'intensita della vibrazione degl
spermatozoi dopo scongelamento: (+) bassa interfsitd alta intensita, (+++) alta intensita con
scarsi spermatozoi mobili, (na) non valutabile.

CPA (%) DMSO5 DMSO7 DMSO 10 EG5 EG7 EG10 PG5 PG7 GLY5GLY7 MET4 MET6 METS8
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 i gradienti di congelamento utilizzati nonepervano un’effettiva motilitd spermatica.
Solamente sono state osservate vibrazioni deglivggiezoi ed eccezionalmente la motilita di scarsi
spermatozoi mediante l'utilizzo dello EG 7%. | nmgi risultati sono stati ottenuti mediante
utilizzo degli EG 7%, EG 10% e DMSO 7% rivelandamarosi spermatozoi dotati di vibrazioni
intense. Altrimenti i CPA propilen glicole, glicdooe metanolo non dimostrarono una protezione
efficace contro i danneggiamenti cellulari derivalal processo di congelamento.

Non esistono informazioni riguardo alla criobiolagii Crassostrea brasilianasi fa presente che
questa e la prima iniziativa volta al congelamet#b seme di questa specie. Altre prove devono
essere fatte con differenti combinazioni di CPAradgnte di congelamento per I'ottimizzazione
del processo. Il risultato qui presentato dimostraoncreto punto di partenza per I'elaborazione di
un protocollo di migliore criopreservazione.



Nodipecten nodosus

Selezione degli agenti crioprotettivi

Sono riportati in Figura 36 i valori di motilita epnatica registrati a seguito dell'incubazione del
seme a temperatura ambiente (22°C) in presenz@Riidimetilsolfossido, etilen glicole, propilen
glicole, glicerolo e metanolo.
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Figura 36. Adattamento del seme Niodipecten nodosussposto in differenti concentrazioni di
CPA (DMSO, EG, PG, GLY, MET) a temperatura ambig@@°C).

In generale tutti i crioprottetivi hanno dimostratio essere tossici per gli spermatozoi dopo |l
periodo di incubazione, inducendo riduzioni dell®tifita spermatica rispetto al controllo. La
motilitd spermatica é stata significativamente tt@o(p 0,05) dopo 10 minuti dall’attivazione

rispetto al controllo. Il glicerolo (GLY) e il dintiésolfossido (DMSO) sono stati considerati i CPA
piu tossici per gli spermatozoi.

La permanenza per piu di 5 minuti in classe di ht@tsuperiore alla classe 3,0 é stata utilizzata
come riferimento per la selezione dei CPA menoitodsetilen glicole (EG) e il propilen glicole
(PG) fino a 10% sono stati considerati i CPA merssici perN. nodosusTuttavia anche i CPA
DMSO 3,5%, GLY 3,5% e MET 4% e 6% sono state wt#tzper la fase di congelamento.

Nell’esperimento preliminare di criopreservazionel geme diN. nodosuscon 3 minuti di
adattamento a temperatura ambiente, Reis et @3)2tanno individuato il DMSO e il PG nelle
concentrazione 3% e 5% come i CPA piu efficacep pnza valutare la motilita spermatica
precongelamento. Allo stesso modo il DMSO e statlicato per la criopreservazione del seme di
Chlamys farreri(Xue & Xiang, 1995; Li et al., 2000)A&rgopecten purpuratufDupré & Espinoza,
2004).

Prove di adattamento/raffreddamento

Sulla base dei risultati ottenuti nella fase preced il periodo di 10 minuti di adattamento é stato
scelto per le prove di precongelamento. La motaip@rmatica dN. nodosusdopo 10 minuti di



adattamento agli agenti crioprotettivi e a différeagimi termici (7°C e 18°C) é rappresentataanell
Figura 37.
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Figura 37. Prove di tossicita con seméNdidipecten nodosussposto per 10 minuti sotto differenti
regimi termici: al freddo (7°C) ed a temperaturebaante (22°C).

Alle basse concentrazione per tutti i CPA non sstate riscontrate differenze significative tra i
regimi termici, eccetto per GLY 5%. Tuttavia il serasposto al freddo ha dimostrato migliore
performance con DMSO 7% e GLY5%. Diversamente omotettivi EG 10%, PG 5% e 7% e
MET 6% hanno avuto motilitd superiore quando atiateemperatura ambiente.

In base a questi risultati si € proceduto con keaaento a temperatura ambiente quale fase di
precongelamento.

Prove di congelamento

La Figura 38 riproduce le curve di congelamenttatesnelle prove di criopreservazione del seme
di Nodipecten nodosus

Tra le curve testate si evidenziano tre tipologiecdngelamento: il congelamento rapido,

rappresentato nella curva n°5 con un gradiente 2di°G/min; il congelamento moderato,

rappresentato nelle curve n°3 e n°4 dove il grdadieincongelamento varia da -9,9 a -11,2°C/min;
il congelamento lento, riprodotto nelle curve n°h°@ con gradiente di congelamento inferiore a
-8°C/min.



Figura 38. Curve di congelamento impiegate per eve di criopreservazione del seme di
Nodipecten nodosus

Dopo scongelamento del seme incubato con le diffecencentrazioni di CPA i migliori risultati
sono stati ottenuti dalle curve con gradiente digedamento lento (curve 1 e 2) e moderato (curva
3) (Figura 39).
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Figura 39. Criopreservazione del semeNdidipecten nodosudopo adattamento di 10 minuti a

temperatura ambiente (22°C) ai differenti CPA.dhgelamento € stato fatto con vapori di azoto
liquido in cinque gradienti distinti: -7,5°C/minuiva 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)séme utilizzato nella curva 5 non ha prodoto
spermatozoi motili.



| migliori risultati sono stati ottenuti mediantdilizzo di EG nelle concentrazioni 7% e 5%
scongelando spermatozoi RVL di classe 3,0, mehtt8MiSO non ha dimostrato una protezione
efficace contro i danneggiamenti cellulari.

Risultato paragonabile e stato osservato per tigpeeoArgopecten purpuratus cui il gradiente
ottimale di congelamento é stato -8,8°C/min perdiarde utilizzo di DMSO aggiunto con altri
protettori extracellulari (Dupré & Spinoza, 200Futtavia perA. purpuratussono state evidenziate
diverse alterazioni morfologiche negli spermatodopo scongelamento quali la deformazione e
gonfiamento della testa, la rottura della membraedulare, I'estrusione dell'acrossoma, il
danneggiamento mitocondriale, la rottura e I'idigiento del flagello (Espinoza et al., 2010).

Per quanto riguard&l. nodosusZeni et al. (2009b) ottennero 40% di spermatozotilmdopo
scongelamento utilizzando il DMSO 10% come criogitdto dopo 20 minuti di adattamento,
tuttavia non vi sono informazioni disponibili sutagliente di congelamento e sulla temperatura
della fase di adattamento.

Li et al. (2000) ottennero circa il 50% di spernzatiomotili nel congelamento del seme del
pectenideoChlamys (Azumapecten) farremediante utilizzo di DMSO 5% con adattamento a
freddo per 2 minuti e gradiente di congelamentGC2@in.

Effetto dell’addizione di glicina nella criopresamione

La Figura 40 presenta la motilita spermatica Nbdipecten nodosuslopo congelamento e
scongelamento del seme mediante la presenza gratadtivi con e senza la glicina 0,6%.
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Figura 40. Motilita spermatica del seme criopreagrvdi Nodipecten nodosusnmediatamente
dopo lo scongelamento (A) e dopo 2 ore (B). Il @amento € stato fatto dopo adattamento di 10
minuti (22°C) ai differenti CPA con e senza glicih&% in gradiente di -6,4°C/min.

Il risultato ha dimostrato che la glicina non haramentato la motilita spermatica Mi nodosus
dopo scongelamento. Soltanto nel campione con mietat?o la glicina ha esibito una motilita
superiore. Dopo due ore dallo scongelamento noongunque stato chiaro I'effetto della glicina
sulla motilita spermatica dN. nodosus Infatti nei campioni EG 3,5% e PG 7% l'addiziode
glicina sembra avere sostenuto una migliore matiltuttavia questo andamento non e stato
verificato per gli altri campioni testati.

Alcune ricerche riferiscono di un effetto positigdella glicina sulla matilita spermatica di teledste
dopo scongelamento, particolarmente a carico dalpeotimento mitocondriale e della riserva di
ATP (Lahnsteiner et al., 2000; He & Woods lll, 2068 & Woods I, 2004). Tuttavia Xue &
Xiang (1995) osservarono un effetto dannoso daliadne di glicina per la vitalita spermatica del
molluscoChlamys farreri



3.9 Conclusioni

Gli spermatozoi diParacentrotus lividusPerna pernae Crassostrea brasiliandhanno
dimostrato di essere sistemi biologici estremaméatgli. Ulteriori prove di congelamento
devono essere fatte per I'ottimizzazione di quasttocolli.

Il congelamento rapido nel gradiente di -61°C/mirilizzando paillettes da 250 pl,
mediante utilizzo di DMSO 7% per 10 minuti di adatento a freddo ha dimostrato di
essere il procedimento che ha dato i miglioriltéu(1,5/2,0) per la criopreservazione del
seme dP. lividus

Le prove di criopreservazione hanno indicato utewvainte criopreservabilita del seme della
specieNodipecten nodosus$.migliori risultati sono stati ottenuti attraversl gradiente di
congelamento di -6 e -7,5°C/min mediante utilizz&@ nelle concentrazioni 7% e 5% per
10 minuti di adattamento a temperatura ambiente.
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3.11 Ottimizzazione e progettazione di biosaggi capermatozoi criopreservati

3.12 Materiali e Metodi

In questa fase sperimentale sono state previdiinlinzazione del biosaggidCRY O-ecote¥tcon
seme criopreservato di Orat8p@rus aurataproposto da Vitiello (2011) e la progettazioneudi
nuovo test mediante utilizzazione di seme criopkede di molluschi marini.

Per l'ottimizzazione delCRYO-ecoteste stato proposta l'utilizzazione di differenti meit
ambientali rappresentando una variabilita di etesisacquatici, inclusi nell'intervallo di salinita
7-12%o0. Questi valori corrispondono alla stessagioe® osmotica in cui gli spermatozoi si trovano
immobili nelle gonadi di Orata (300 50 mOsm). Inegto modo € possibile incubare gli
spermatozoi immobili (Sansone et al., 2001) pedeterminato periodo in differenti soluzioni di
xenobiotici/matrici ambientali per dopo attivarlivalutare la motilitd per controllare eventuali
effetti.

Diversamente dalla metodologia presentata, la me@mene di un nuovo biosaggio con
spermatozoi criopreservati di molluschi marini @ée I'attivazione del seme direttamente in una
sospensione contenente lo xenobiotico da testdizzahdo come end-point i parametri fisiologici
della motilita spermatica.

La valutazione qualitativa degli spermatozoi éaskffettuata analizzando la motilitd spermatica,
espressa in classi (da 0 a 5), in base alla pergendi spermatozoi con movimento rapido,
vigoroso e lineare (RVL), secondo la correlazior@ppsta da Fabbrocini et al. (2000).

Ogni esperimento, effettuato in triplicato, e stap@tuto almeno tre volte (). L'analisi statistica
e stata condotta effettuando il Test t di Studesit gnalizzare le differenze significative tra il
controllo e xenobiotici. Il valore p <0,05 é statelto come livello per la significativita.

Ottimizzazione del biosaggio con seme criopresergabrata

Criopreservazione del seme

Tutte le sperimentazioni sono state condotte sunsezoi ottenuti da esemplari maschi
sessualmente maturi @parus aurataallevati presso l'azienda Panittica Pugliese dirdcainne
(BR).

Il seme e stato prelevato per stripping addomimakenuto a secco in tubi plastici da 50ml. I
trasporto del seme al laboratorio é stato effetteatro 6 ore dal prelievo, mantenendo il materiale
biologico a secco, in ambiente isolato, ad una &¥atpra di 3 £1°C (Figura 41).




Figura 41. Prelievo del seme di Orafpérus auratpallevate presso I'azienda Panittica Pugliese di
Torrecanne (BR).

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

Gli spermatozoi dSparus auratasono stati criopreservati utilizzando il protocoifeesso a punto
da Fabbrocini et al. (2000). La qualita del materibiologico & stata controllata miscelando |l
liquido seminale criopreservato con acqua di mamath e sterilizzata (0,22m, 36%o, pH 8,02,
18°C).

Dopo il congelamento le paillettes sono state érasf e conservate in un contenitore criogenico e
mantenute a -196°C. Uno stock omogeneo di sem&@ cdnservato per un periodo di 6 mesi per
la realizzazione dei test, totalizzando da 30,%ndeme prelevato fresco, 152 paillettes da 250 pl
criopreservato.

Il saggio ecotossicologico — CRYO-ecotest

Matrici ambientali

Il seme criopreservato @&. aurataé stato scongelato ed immediatamente incubataénndatrici
ambientali: sedimento dragato del Porto di Viared@iO) e percolato proveniente da una discarica
di Caserta (NA) (Figura 42).

Figura 42. lllustrazione d€@RY O-ecotesscongelamento delle paillettes ed incubazioneeiele.

L’elutriato del sedimento € stato preparato d’adoocon i procedimenti descritti nella ASTM
(1997) e diluito nei rapporti 1:1, 1:10, 1:100 im®l 1%. Il percolato e stato preparato mediante
diluizione 1:1, 1:10, 1:100; 1:1000 in NaCl 1%. ricubazione del seme é stata fatta mediante
diluizione 1:6 nelle matrici testate per 60 minat8°C. Un’aliquota di seme incubato in NaCl 1%
nelle stesse condizioni é stata utilizzata comerotio.

Al termine del periodo di incubazione il seme éastdtivato in acqua di mare filtrata e sterilizzat
(26,6°C; 36%0; pH 8,23) nel rapporto 1:100 (V/V).ahdamento della motilitd nel tempo e stato
analizzato al microscopio ottico (x200) e valutatoclassi di motilita (Fabbrocini et al., 2000).
Sono stati analizzati i parametri fisiologici detteotilita spermatica: tempo di attivazione, massima
classe di motilita raggiunta, durata della massimodilita e durata totale della motilita spermatica.



Progettazione di biosaggi con seme di molluschimhar

Le prove di tossicita condotte per selezionarddpeotettivi meno tossici nel congelamento degli
spermatozoi di questi molluschi sono state la haséiminare per individuare la possibilita di
utillizo di questi sistemi biologici, utilizzabiton la determinazione dei parametri della motifiigr,
nuovi test ecotosicologici, utili per la valutazedella qualita delle acque degli ambienti marino
costieri. Infatti, in tali prove, gli spermatozaatmo mostrato una buona sensibilita agli xenobiotic
con ottima correlazione dose/effetto.

Basandosi sulla conoscenza della motilita spermati®aracentrotus lividusorganismo modello
per test di spermiotossicita, sono stati scelticcbado con la fase sperimentale precedente i
molluschi che hanno presentato motilita spermatézagonabile a questa specie.

| parametri della motilitd spermatica dei mollusotarini previamente determinati nel capitolo 3.1
sono stati confrontati con quelli osservati peicitio Paracentrotus lividus



3.13 Risultati e discussioni

Ottimizzazione del biosaggio con seme criopreserdabrata

| valori di motilitd spermatica db. aurataregistrati dopo 60 minuti dall'incubazione del sem
criopreservato e scongelato in presenza di elataatifferenti diluizioni sono riportati in Figur.
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Figura 43. Motilita del seme criopreservato li auratadopo 60 minuti di incubazione a 3°C
nell’elutriato/NaCl 1%.

La massima classe di motilita del controllo (Na@8)lha raggiunto valore superiore alla classe 2,0
ed é stata mantenuta per 5 minuti. L'effetto tasslell’elutriato e stato osservato immediatamente
all'attivazione del seme gia per la diluizioni 1:(1<0,05).

Nella Tabella XVII e riportata la risposta del tasti parametri fisiologici della motilita del seme
criopreservato dSparus auratal parametri, tempo di attivazione, massima cladiseotilita e
durata della massima classe di motilita, hannoitesttifferenze significative tra il controllo e
I'elutriato.

Tabella XVII. Risposta del test con elutriato surgmetri fisiologici della motilitd del seme
criopreservato db. aurata (+) differenza rispetto al controllo (-) indifemte.

Parametri di motilita Controllo (NaCl 1%) Elutriato (1:100) Elutriato (1)
Tempo di attivazione Attivi al TO - +
Massima classe di motilita 2,5 - +
Durata della massima classe di motilita 4 + +

Durata totale della motilita 20’ - -




Basandosi su questi risultati € stata progettata tabella per l'interpretazione dei dati. Questa
tabella presenta una scala di tossicita compostdifferenti categorie: poco tossico, mediamente
tossico, tossico e altamente tossico (Tabella XVIDgni parametro della motilita riproduce un
punteggio nella scala, ed ogni risposta significatiente differente dal controllo rappresenta la
validazione di questo punteggio simbolizzata coa crocetta (+). In questo modo si conclude che
I'elutriato e stato classificato come poco tossied nella diluizione 1:100 e tossico (+++) nella
diluizione 1:10.

Tabella XVIII. Interpretazione dei datecondo la scala di tossicita.

Scala di tossicita

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

L’andamento della motilita spermatica del semepraservato dB. auratadopo 60 minuti a 3°C
dall'incubazione al percolato e riportato nellauiig 44.

ty "
'z "

Figura 44. Motilita del seme criopreservatoSdiauratadopo 60 minuti di incubazione a 3°C nel
percolato/NaCl 1%.

In questo saggio €& stato osservato chiaramentéett@ftossico del percolato sulla motilita
spermatica dopo 60 minuti dallincubazione. La si&edel percolato nelle diluizioni massime



(1:10, 1:100) e risultata nellimmobilita degli speatozoi gia all'inizio delle osservazioni fino a 3
minuti. Tuttavia la diluizione 1:1000 ha avuto yeformance paragonabile al controllo.

Nella Tabella XIX e riportata la risposta del tesi parametri fisiologici della motilitd del seme
criopreservato dSparus auratal parametri, tempo di attivazione, massima cladismotilita e
durata della massima classe di motilita, hannoitesthfferenze significative tra il controllo e il
percolato.

Tabella XIX. Risposta del test con percolato suiap®etri fisiologici della motilita del seme
criopreservato db. aurata (+) differenza rispetto al controllo (-) indifente.

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

Il test ha individuto chiaramente l'effetto altanteriossico del percolato nelle diluizioni 1:10 e
1:100. La diluizione 1:1000 e risultata essere pmssica con differenza soltanto nel parametro
durata totale della motilita spermatica.

La sensibilita deCRYO-ecotest stata confrontata mediante analisi computedzpat mezzo del
sistemaSCASperm Class Analyzer@abbrocini et al., 2012a; Silvestri et al., 20dihostrando la
semplicita e la potenzialita del test utilizzanéme criopreservato di teleostei particolarment8.di
aurata valutandone i parametri in “visual” della motilita risultati ottenuti utilizzando il test
proposto rappresentano un punto di partenza mobtmgttente per ulteriori studi diretti all'utilizzo
della crioconservazione quale biotecnologia diesgrsd alle indagini ecotossicologiche in ambienti
acquatici.

Progettazione di biosaggi con seme di molluschimhar

Basandosi sulla conoscenza della motilita speraati®aracentrotus lividusorganismo modello
per test di spermiotossicita, sono stati seleziatiatcordo con la fase sperimentale precedente i
molluschi che presentano motilita spermatica parafgile a questa specie. In questo modo sono
stati utilizzati come valore di riferimento i param fisiologici della motilita spermatica d?.
lividus presentati nel capitolo 3.1.

Tradizionalmente i gameti di ricci sono utilizzpgr saggi ecotossicologici, in particolare per tiest
spermiotossicita (Stober et al., 1979; Pagand.ei@82; Dinnel et al., 1981; Nacci et al., 1986;
Dinnel et al., 1987; Arizzi Novelli et al., 2002yiazi Novelli et al., 2003; Losso et al., 2004; aer
et al., 2006). Questa tipologia di test prevedeclibazione dei gameti o degli embrioni nelle
sostanze tossiche e si considera come end-poimotenale formazione embrio-larvale. La
valutazione dei parametri fisiologici della motlitspermatica si presenta come una nuova
alternativa per la interpretazione di questo tipsaggio.



La sintesi dei parametri fisiologici della motilispermatica dei molluschi studiati nel capitolo 8.1
degli studi precedenti condotti sui molluschi atwoc mediterraneiOstrea edulise Pecten
jacobaeugqVitiello et al., 2011; Del Prete et al., 2011preésentata nella Tabella XX.

Tabella XX: Sintesi della conoscenza dei paramsiplogici della motilita spermatica dei
molluschi marini studiati recentemente dal grupporiderca del Laboratorio di Fisiologia e
Criobiologia dell’Universita di NapolFederico Il | dati di riferimento sono stati acquisiti per
riccio Paracentrotus lividus

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

Paracentrotus lividus 1 4,0 £0,7 75 >90
Mytilus 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%0,2 45 >360
Tapes philippinarum 8 3,0+0,2 3 >120
Perna perna 15 3,00,0 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 evidatizicome organismi potenzialmente utilizzabili per
i saggi di spermio tossicita, i molluschi mediteesMytilus galloprovincialise Tapes decussatus
la capasanta autoctona brasilisN@ipecten nodosus

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

Per quanto riguarda la durata della massima cldissmtilita N. nodosudha esibito una notevole
performance riguardo ai valori di riferimento, nrentl. galloprovincialise T. decussatusanno
presentato valori accettabili. Tra le specie atlnetallevate in Italia I'ostric&. gigasha esibito la
migliore performance. Tutte queste specie hannouogue esibito valori simili nel parametro
massima classe di motilita raggiunta (clas$g0).

Gli spermatozoi dM. galloprovincialis T. decussatus C. gigasesibirono un tempo piu lento di
attivazione mentre gli spermatozoi M. nodosussi sono attivati subito. Dal punto di vista
fisiologico il tempo di attivazione e relazionatimnesco del processo motile, mediante variazioni
della permeabilita ionica nella membrana plasmatica

La durata totale della motilita € un parametroof@gico che e relazionato con I'energia di riserva
dello spermatozoo. Questo parametro riflette indineente il benessere della cellula, cioe,
'estensione della durata totale della motilita @érelata al metabolismo cellulare generale. In
riferimento a ci0 e stato possibile osservare lanlauperformance soprattutto del semeNdi
nodosus C. gigas



Pertanto il saggio ecotossicologico con molluschrim si puo effettuare incubando per 60 minuti
gli spermatozoi attivandoli direttamente nella g@uni di acqua di mare con i xenobiotici e/o le
matrici ambientale, valutando i quattro parameatmaditilita.



3.14 Conclusioni

I CRYO-Ecoteston seme di orata conferma la notevole potenzigjitale “biosaggio
universale” per i diversi ecosistemi acquatici da monitoracen ampi margini di
ottimizzazione e di specializzazione in base aleatteristiche ecologiche ed ambientali
delle matrici da monitorare.

| risultati ottenuti con il seme dei molluschi nrarpermettono di candidare gli spermatozoi
degli specie Mytilus galloprovincialis Tapes decussatwessoprattuttoNodipecten nodosus
come sistemi biologici potenzialmente utilizzalper saggi ecotossicologici. La motilita
spermatica di queste specie €, infatti, paragoaabduella dParacentrotus lividusspecie
largamente impiegata in saggi di spermiotossicita.
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3.16 Glossario

CPA

DMSO

EG

GLY

MET

PG

Agenti crioproteit
DimetilsolfossifG,HsSO)
Etilen glicolé,Hs0O,)
Glicerolo ¢83053)
Metanolo (GBIH)

Propilen glice&HsO5)
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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.
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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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