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1. Introduzione

L'ottimizzazione delle produzioni animali dipendal dipristino rapido
dell’attivita riproduttiva subito dopo il parto effall’anticipazione della
puberta nei soggetti destinati alla rimonta. Quesiadizioni, infatti,
contribuiscono a ridurre il periodo improduttivmoltre, la diminuzione
dell’eta in cui si instaura la puberta riduce Kntallo generazionale e
favorisce il miglioramento genetico. Diversi fatfanoltre, influenzano
I'attivita riproduttiva, come le patologie, il magement aziendale, le
condizioni climatiche, la disponibilita di spaziol& nutrizione. Essi
possono svolgere un ruolo diretto o indiretto, ma@ni caso possono
sempre modificare le caratteristiche riproduttite. reazioni di ogni
singola specie ai fattori sopra menzionati non serspno evidenti, nelle
specie fotoperiodiche I'ambiente e la stagione bamna maggiore
influenza, mentre la nutrizione gioca un ruolo rainportante nelle
specie ad elevata specializzazione produttiva espiecial modo, nel
ridurre il divario energetico all'inizio della laione. In ogni caso, i
fattori sopra elencati possono interagire tra b le rafforzare gli effetti
negativi che condizionano l'attivita produttivaiproduttiva delle specie
in produzione zootecnica.

La bufala € una specie che vive nelle regioni cas®rtra il 31°

parallelo Nord ed il 2° parallelo Sud. Attualmeritedistribuzione della
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popolazione bufalina copre le regioni climatichee clianno dalle
latitudini piu basse (zona tropicale) alle medigtddini (zona Nord).
Questa origine geografica e la distribuzione suggeno logicamente
che i bufali si siano adattati ai macro e microclosaldi e umidi. La
bufala € una specie sensibile al fotoperiodo. Ctangecore, le bufale
sono da considerarsi specie a "giorno breve". Harahari tutto I'anno,
ma tendono a rivelarsi piu fertili quando le orelutie diminuiscono.
Secondicarelli [1995], questa caratteristica & dovuta alla loro origine
tropicale. In realta, esse provengono da zone @ del’equatore, dove
la disponibilita di foraggio coincide con il perimdn cui aumentano le
ore di buio. Pertanto, € stato supposto che sismd selezionati gli
animali che partoriscono nel periodo piu adatto lpesopravvivenza
della prole. Sembra che abbiano mantenuto questdterastica anche
quando siano stati trasferiti in luoghi dove ildggio € sempre (Italia) o
meno (aree a Sud delllEquatore come San Paolo,dBponibile
[Zicarelli, 1995].

La riproduzione della bufala e caratterizzata dardp della puberta,
estro silente, lunga inattivita ovarica postpartemscarsa fertilita
[Singh, 1988; Madan, 1988; Singla et al., 19p&.a maggior parte di
questi problemi deriva dall'uso della tecnica désthgionalizzazione dei

parti” [Zicarelli, 1997; Gasparrini, 2003. Infatti, se le bufale sono



allevate rispettando la loro epoca riproduttivaspréano un periodo di
interparto inferiore a 400 giorni e un tasso deftifita inferiore al 12%
[Zicarelli, 1994].

Immediatamente dopo il parto, le bufale mostramverdie modificazioni
fisiologiche fondamentali per sostenere la nuovaviganza. Il primo
passo € la ripresa del ciclo ovarico. Questo é chlmc durante la
gravidanza dal progesterone, che evita altre owarlaze mantiene

ipotonico l'utero.



1.1 Stagionalita riproduttiva nella specie bufalina

Gli animali selvatici sono generalmente stagionalche se questa
caratteristica e andata gradualmente diminuendo con
'addomesticamento. Tuttavia, € ancora presentaléani sottospecie
bovine @os taurus taurus), allevate liberamente come la Podolica, la
Sarda, la Maremmana, il bovino Highland e lo zekns (aurus indicus).
Per quanto riguarda il cavallo, la pecora, la capfta bufala stessa, la
stagionalita riproduttiva € stata solo parzialmem#uenzata dalla
domesticazione e dal modificarsi dell'area di aleento. Il fatto che la
selezione e il miglioramento dell'apporto alimeetahanno reso
indipendenti le vacche da latte dalla rigorosaistaita riproduttiva,
non significa che questo e o sara altrettantorfasike ottenibile in altre
specie.

Il luogo di origine e la durata della gestazioner@ influenzato la
stagionalita riproduttiva. Infatti, la necessitaturale di far coincidere
parto e svezzamento con i periodi stagionali piattadal fine di
soddisfare la riproduzione e le esigenze nutrittledla prole attraverso
un periodo in cui gli agenti eziologici (infettiei parassitari) sono meno
aggressivi e/o presentiZicarelli et al.,, 1989 rappresenta una delle
cause di questo processo di “adattamenkdadda et Lincoln, 1990Q.

Quei soggetti adattati alle condizioni piu favorgvbanno portato ad



una selezione naturale di una stagionalita riptodupiu idonea verso
la sopravvivenza della specie. Le caratteristicheduttive sono state
probabilmente determinate da stimoli recettivi dettema nervoso
centrale (SNC) durante la gestazione o i primimgiah vita. Il parto a
primavera (Marzo-Maggio), che garantisce al vitédodisponibilita di
buon foraggio nelle zone temperate a nord dell'sayea si verifica
quando la riproduzione avviene in autunno (SetteANwvembre) nel
caso di cinque mesi di gestazione (pecore e capr&g primavera
precedente, 11 e 12 mesi (cavalli e asini). Partdatstesso periodo in
cui si verifica il parto € condizionato dalla sdmig@a del sistema
neuroendocrino, per la riattivazione del ciclo oguttivo, mentre gli
animali a giorno breve (fotoperiodo negativo) o ®rmp lungo
(fotoperiodo positivo) sono in relazione con laatardella gestazione. In
alcune zone tropicali (a nord dell’equatore), Ispdnibilita di foraggio si
trova di solito dopo la stagione delle piogge, afigia usualmente in
Agosto-Dicembre Yale et al., 1996 Nel bufalo, la cui gravidanza dura
circa 10 mesi, la sensibilita alla luce e la stagioiproduttiva coincide
nellemisfero settentrionale al periodo compresa tBettembre e
Gennaio. Tuttavia, con il passare delle generaziorstimolo luminoso
e stato il fenomeno che e prevalso sulla condizigmeoduttiva delle

specie fotosensibili, anche dopo lo spostamento altni luoghi.
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All’equatore, la sensibilita alla luce non influentattivita riproduttiva a
causa del costante rapporto luce/buio durante d'ann tal caso,
I'ottimizzazione delle esigenze nutrizionali di spe animali come
bufala, equino e ovino prevalgono sullo stimolo ilmso [Vale et al.,
1994.

Cosi, si puo prevedere che ci sia una tendenzatakponalita, mano a
mano che il bufalo si allontana dall’equatore. Aalgmque tipo di
fotoperiodo un animale mostra la sensibilita hiltghezza e alla densita
della fonte di luce, fattori questi che influenzahasse ipotalamo-
ipofisi-gonade, tramite un percorso neurale mu#épsche coinvolge la
retina, il nucleo soprachiasmatico (SCN), il gamglervicale superiore
(SCG) e, infine, la ghiandola pineale. La luce fagb ritmo della
melatonina in due modi: in primo luogo grazie aiacronizzazione di
un pacemaker circadiano nel nucleo soprachiasma®80N) che
controlla I'attivita della ghiandola pineale e iecendo luogo da una
inibizione acuta della produzione di melatonina. Harata della
secrezione di melatonina fornisce quindi un inde®docrino della
lunghezza della notte e quindi della lunghezzagaeho [Lincoln et al.,

2004.

Il ciclo del fotoperiodo stagionale o annuale s@egolati dalle azioni

della melatonina o dai suoi tessuti bersaglio.gnsé di lunga durata
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della melatonina promuovono una fisiologia inveenal i segnali di
breve durata promuovono una fisiologia estiva. @Quesnomeno é stato
dimostrato da alcuni studi condotti in pecore eeatripinealectomizzati,
in cui la durata della somministrazione di melataniesogena con
pompe per infusioni ha indotto I'attivazione deiedtipi di fisiologia
stagionale Bartness et al., 199B E’ probabile che gli effetti del
fotoperiodo / melatonina sui diversi aspetti déb#logia stagionale (ad
esempio la riproduzione, il peso corporeo, ecao)siaediati da recettori
della melatonina espressi in una gamma di diveekile bersaglio
neurali, pituitarie, e probabilmente periferichangoln et al., 2003.
Alcuni studi effettuati su ovini hanno dimostrateeal SCN contiene un
orologio biologico interno che regola i ritmi cidiani endogeni
[Lincoln, 1979. Gli stimoli elaborati li, sono trasmessi peezno della
SCG alla ghiandola pineale, che funziona come usdtrttore
convertente le informazioni neuronali derivanti lddternanza del
rapporto luce/buio. Nella ghiandola pineale, I'imf@zione neuronale
stimola i ritmi della secrezione di melatonina, alegola i complessi
meccanismi dell'attivita ipotalamico-ipofisaria quindi, la funzione
delle gonadi Il[incoln, 1997. La somministrazione di melatonina
diminuisce l'attivita della tirosina idrossilasiaeimenta la secrezione di

LH; questa modulazione e indipendente dall'azioredl’astradiolo.
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E’ interessante notare che l'inibizione dell’'attividel’enzima tirosina
idrossilasi, attraverso una iniezione sistemicaunli antagonista della
dopamina (pimozide) durante la stagione di anaesénvoca un
temporaneo aumento della secrezione di LH. E’' mmiche che i livelli
di PRL sono alti durante I'anaestro. In altre speaiti livelli di PRL
diminuiscono in seguito alla somministrazione dpamina. Cosi, la
diminuzione di PRL é fondamentale per la ripreda pegolarizzazione
del ciclo ovarico in molte specie domestiche comimiproditori, suini
cosi come negli esseri umani. Questo porta ad pwigsi che il ruolo
della dopamina varia tra le specie animali e prolmnte con la loro
sensibilita al giorno breve/lungo. Il ruolo precsmlto da PRL e quindi
dalla dopamina, la cui azione diminuisce la seorezidi LH nelle
pecore, e difficile da definire. Per esempio, dostasservato che alti
livelli di prolattina e bassi livelli di ormoni tidei (Triiodotironina e
Tiroxina) nei mesi della primavera / estate noeri@riscono con il ciclo
estrale o con il concepimento della manza bufali#evallone et al.,
1994. D’ altra parte, autori indianigheth et al., 197Bhanno affermato
che elevati livelli di PRL sono presenti in bufafi anaestro e che
diminuiscono in seguito alla somministrazione diorbocriptina
[Madan, 198§. Altri autori in diversi studi Avallone et al., 1994;

Campanile et al., 1994; Borady et al., 1985anno trovato che alti
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livelli di PRL seguivano una diminuzione degli onmdiroidei. Bassi
livelli di questi ormoni sono fisiologici in primava ed estate ed
evocano un aumento del TRH che notoriamente auménédli di PRL.
Quindi, la luce sopprime e l'oscurita favorisce $@crezione di
melatonina. Nella specie bufalina la melatonina segnale endocrino
che segna l'alternanza luce-buio del giordofgan et Williams,
1989. | valori plasmatici di questo ormone si mantemgoa livelli
elevati durante le ore di buio e, in particolaia,autunno e in inverno

rispetto alla primavera e all'estatéqura 1).
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Figura 1. Livelli plasmatici di melatonina in bufale rilevatlla luce del giorno (due
ore prima del tramonto) e due (2s), 4 (4s), 6 @@s)dopo il tramonto, durante le

quattro stagioni.

Inoltre, questo quadro appare differente quanduiseirazioni dei livelli

plasmatici di melatonina sono fatte in animali e in aziende
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zootecniche dove la destagionalizzazione é stdiazata per molti anni
con successo (piu dell’l80% degli animali partorieee primi sette mesi
dellanno) oppure quando vengono presi in esamealniallevati in
aziende dove questa tecnica induce una signifeatiiminuzione
dell’efficienza riproduttiva. Il quadro circadiandella melatonina é
differente negli animali che generalmente partonsc durante la
stagione primaverile o autunnale. Infatti, durantewerno e
specialmente in primavera, due ore dopo il tramoigobufale piu
sensibili allo stimolo del fotoperiodo, mostranolora piu alti di
melatonina [Figura 2) rispetto agli animali che sono meno sensibili
all’effetto del fotoperiodo Di Palo et al., 1993; Parmeggiani et Di

Palo, 1994.
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Figura 2. Lunghezza delle ore di luce e percentuale dei partmese in differenti

nazioni.

I management aziendale e l'area di allevamento mdluenzano i
livelli di melatonina plasmaticili Palo et al., 1997. I livelli plasmatici
di melatonina, dosati su campioni prelevati due @opo il tramonto,
mostrano un valore ripetibile di 0,73Bi[Palo et al., 1993 L’alta

ripetibilita rilevata nella specie bufalina, perbeetli poter utilizzare i
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livelli plasmatici di melatonina come un mezzo madp di rilevare una
sensibilita dell’animale agli effetti stagionalZigarelli, 1994]. Se

I'ereditarieta di questo individuo risulta esseftevata, tale fenomeno
sara compreso nei programmi di selezione genetiqaabta specie. Cio
premesso, la determinazione naturale di questdteaséica riveste una
grande importanza economica, specialmente in |&aha altre zone in
cui il sistema di produzione della bufala e legalla stagione. Inoltre,
anche per altre regioni geografiche questa proeeduuid essere

vantaggiosa per I'allevamento di bufale non sehsiba stagione.

Inoltre, si puo sottolineare che le bufale che gragtono durante la
primavera e che mostrano una secrezione di metatguiu bassa dopo il
tramonto sono quelle che riescono ad adattarsi imegdpetto alla
tecnica di destagionalizzazior@i[Palo et al., 1993; Parmeggiani et Di
Palo, 1994. Le manze sono meno sensibili alla stagionaigpeatto alle
adulte e mostrano livelli plasmatici di melatonipai bassi dopo il

tramonto Borghese et al., 1995

La lunghezza delle ore di luce influenza il partaorashte tutto I'anno
nella specie bufalina. In condizioni naturali, thaita riproduttiva
aumenta durante il periodo in cui le ore di lucaiduiscono. Infatti, in
Italia (Figura 2), nelle aziende bufaline in cui la tecnica della

destagionalizzazione non viene utilizzata, la spredell’attivita
17



riproduttiva inizia da Settembre (periodo di deceeto delle ore di luce)
fino a Gennaio (periodo di incremento delle oréude) [Zicarelli et al.,
1997. Questo fenomeno e stato osservato sia quanduatelrie sono
tenute al pascolo che in stalla. Alle nostre ldiity il pascolo e
abbastanza povero da Settembre fino a Febbraidiease un buon
pascolo pud essere trovato occasionalmente dopo finea estate
piovosa. Generalmente, dopo la meta di giugnoaskplo € povero e le
condizioni nutrizionali delle mandrie, in autunndlimizio della
lattazione e ripresa del ciclo ovarico, sono gdnerate scarse. D’ altra
parte nelle aree tropicali, durante gli stessi megneralmente il

foraggio & abbondant&hah, 199(.

La sensibilita al fotoperiodo negativo si e rilevanche in aziende in cui
viene somministrata, durante tutto I'anno, unaadegjuilibrata e costante
che soddisfa i fabbisogni nutrizionali del bufalcarelli et al., 1988a;
Zicarelli, 1992; 1994. Questo tipo di stagionalita, in cui gli eventi
riproduttivi non sono sincronizzati con la dispadlité di foraggio, indica
che le bufale allevate in Italia non sono autoctdnatti, in queste aree
le bufale partoriscono in periodi in cui c’eé badsgponibilita di foraggio
e temperatura bassa. Queste condizioni si scontamo fabbisogni di
sopravvivenza del vitello, poiché lo svezzamentwiene tra il tardo

inverno e inizio primavera, ed aumenta la sensdbiilla Pasteurella
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bubaliseptica, agente eziologico di una malattia chiamata “baei@he
colpisce seriamente i vitelli bufalini. Una stagadita simile Figura 2) a
quella trovata in Italiaicarelli et al., 1977 e nelle aree tropicali
asiatiche (India e Pakistan) e stata rinvenuta enich Venezuela

[Zicarelli, 1994], Egitto, Argentina e BrasileBaruselli et al., 2001

Nella zona equatoriale del Brasile il periodo daitp[Vale et al., 1996

e, comunque, concentrato in differenti meBig@ra 2) e segue la
stagione delle grandi piogge (Novembre-Aprile), cloencide con una
buona disponibilita di foraggio. In particolare, Istagionalita é
influenzata dalla latitudineF{gura 2) ed é accentuata procedendo da
Nord (0-8 gradi) verso Sud (24-32 gradiFigura 3). Queste
osservazioni sono state confermate da recenti sfteltuati in Brasile
[Lamberson et al.,, 2007; Nascimiento et al., 207 poiché la
stagionalita delle bufale allevate nel Sud e Sudees Brasile € molto
pilu accentuata rispetto a quella di animali alle\aatGoias, che é

posizionata nel Nord del Brasile.
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Zicarelli et al. (1977), ltaly Vale (1988), Amazonas
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[Baruselli et al., 2001].
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Nonostante le modifiche apportate a molte condizilbmanagement, il
fotoperiodo non é stato condizionato durante ¢imil30 anni Eicarelli

et al., 1977, ad esclusione di quelle realta aziendali chelieqmo la

tecnica della destagionalizzazione per lunghi gerim questo caso, gli
animali sono meno sensibili alla lunghezza del mporQuesto €
un’ulteriore conferma che il carattere “fotoperibddovrebbe essere
considerato nei programmi di selezione geneticgushista specie. Da

gueste osservazioni, si puo affermare che:

a) La bufala presenta una piu grande tendenza eentrare I'attivita

riproduttiva nei mesi in cui le ore di luce dimisoono;

b) nelle zone in cui il rapporto luce/buio € costamon esiste una

tendenza alla stagionalita

Sembra, in pratica, che [linizio dell'attivita riguiuttiva richieda
particolari condizioni ambientali (disponibilita dduoni foraggi) o
comportamento sessuale di gruppo o corale.

Quest'ultimo aspetto, che é stato notato nelle ae®mzzoniche, é
presente anche in ltalia, dove fasi di intensavitti riproduttiva
(indipendentemente dalla stagione) si alternanoedogi di stasi

sessuale. Questo particolare comportamento det@rmiana

concentrazione di nascite. Generalmente, ci0o € tdowu differenti
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condizioni ambientali. Infatti, si sa che il bufa® estremamente
sensibile alle variazioni climatich€ampanile et al., 1988; Roy et al.,
1968; Vale et Ohashi, 1994; Singh et Desai, 197%d ogni modo,
anche se é presente lo stesso macroclima, alttorifapossono
influenzare I'attivita riproduttiva negli allevamerpoufalini, ad esempio
il ritmo dell’accrescimento, il management, la imitme, le pratiche

igieniche e veterinarie, ecc.

Infine, € necessario prendere atto che la bufala pa0o essere
considerata una specie cdactiferus habitus’ e quindi un ‘tatabolicus
habitus’. Infatti, la ridotta produzione lattea e, prodatente, il suo
metabolismo lipidico, la cui abilita di conservamoaiuta a prepararsi
per i periodi di scarsa disponibilita di foraggimpico di animali che
originano da zone a clima eccessivamente freddaldo); evita che la
bufala presenti caratteristiche simili alle razzevihe ad elevata
produzione lattea che usano le loro riserve pempamsare I'energia e la

deficienza di proteine durante le prime fasi diteazione.
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1.2 Anaestro

La stagionalita della bufala e caratterizzata dadlacentrazione dei parti
in pochi mesi (5-7) durante I'anno. Comunque, quaihgbarto avviene
in periodi differenti da quelli fisiologici, si ogsva una piu tarda ripresa
dell'attivita ovarica e del concepimento. Cid poed un periodo di
anaestro di lunghezza variabile e ad una ritardat@sa dell’attivita
ovarica. Nel bovino il fenomeno dell’anaestro esspeattribuito a fattori
nutrizionali. Nel bufalo, comunque, la nutrizions@o una delle cause;
e indispensabile considerare anche altri fattasme la sensibilita al
fotoperiodo, 'ambiente e le endometriti, che gro@ain ruolo principale
nella riduzione della fertilita e nell'incrementeldenomeno dell’aciclia.
In questo caso la riattivazione dell'attivita owariavviene quando le ore

di luce decrescono.

Rispetto al bovino, la bufala mostra un numerott@(? vs 3-4) di onde
follicolari [Borady et al., 198%, di follicoli antrali [Roy et al., 1968 e
follicoli non atresici, peso ovarico (4 gramrd 8,5 grammi) e volume
(lunghezza media di 2,5 cws 3,7 cm). Questa differenza si osserva alla
nascita, quando la vitella bufalina mostra 1/5 ocit rispetto ad una
vitella bovina della stessa et&dy et al., 1968 Questi fattori causano

una riduzione del numero di cicli estrali dopo ibrw. Se |l
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concepimento non avviene, si verifica ilndeeno dell’ anaestro.
Nella specie bufalina é possibile distinguere una&stro temporaneo”
(durata <150 giorni) e un “anaestro profondo” (dar&150 giorni).
L’anaestro dipende da una diminuzione dell’attivipi@talamo-ipofisi
che influenza lattivita ovaricaKaker et al., 198Q. Infatti, una
pulsatilita piu bassai manifesta dopo un ciclo estrale evidente in quei
soggetti che divengono aciclici e che non concepisdRadzan et al.,
1981; Zicarelli et al., 1997. Le bufale acicliche mostrano bassi livelli di
ormone follicolo stimolante (FSH), progesterone)(fsposito et al.,
1992; Radzan et al., 1981; Sheth et al., 1978; Va&Ohashi , 1994;
Zicarelli et al.,, 1988a; 1997; Zicarelli, 1992]e 178-estradiolo (E2)
[Sheth et al., 1978] Inoltre, sono stati rilevati alti livelli di prattina
(PRL), [Sheth et al., 197Be bassi livelli di ormone tiroidedprady et
al.,, 1985; Karsch et al.,, 1996 durante i mesi primaverili quando
l'incidenza dei soggetti aciclici € piu alta. L'artuzione dellattivita
ciclica e solitamente preceduta da un estro nornsaiguito poi da una
secrezione luteinica inadeguata. Questo fenomestate rilevato dopo
I'inizio della stagione dell’anaestro nella pecordppo la prima
ovulazione postpartum nelle bovine e durante la fagpuberale delle

due specie. Questi disordini riproduttivi sono ndacibili a due cause
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principali: una fase luteinica breve e una faseitita lunga con bassa

produzione di progesteron&drverick et al., 1993.

Le cause dell’'anaestro sono differenti se consadauila specie bufalina
allevata in Italia o in altre nazioni. In Italiae Irichieste di mercato
causano modificazioni della stagione dei parti, treenei paesi in via di
sviluppo il periodo degli accoppiamenti resta in&tr. In quest’ultimo
caso, le cause dellanaestro sono attribuibili tpatb a fattori

nutrizionali.

In Italia, il blocco della ripresa ovarica, nefipecie bufalina, dopo un
periodo variabile € particolarmente evidente quasidapplica la tecnica
di destagionalizzazione dei parti e coinvolge tulte bufale che
partoriscono nei primi due mesi dellanno o neinprcinque mesi in

zone a clima freddo.

Nel Sud Italia, e stato registrato che a 70 gidatiparto il 50,3 % delle
primipare e il 24,0 % delle pluripare erano acludicll periodo parto-
concepimento & piu breve nei soggetti che partmmscdopo Marzo
poiché non passano piu di 40 giorni tra il primolaifertile (60 giorni
dopo il parto) e l'inizio del periodo a giorno beevLe bufale che
partoriscono nei primi due mesi dell’anno, o nenprcinque mesi nelle

zone fredde, vanno incontro ad anaestro profordwos si ingravidano
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entro 70 giorni dal parto. Le modificazioni delkatto endocrino
pOSsoNno causare una mancata ripresa dell’attiidliaa ovarica e questo
potrebbe avere un’influenza negativa quando lelbufernano cicliche.
Questa condizione di “anaestro profondo” termingpad@®00 giorni
essendo state esposte ad almeno due mesi di paigiorno breve

[Zicarelli, 19944).

Alcuni animali con mancato concepimento (5,3%)efr@mpono la
gravidanza tra i 40 e 60 giorni dopo il concepimenholtre, soggetti
con anaestro temporaneo mostrano una mortalitaiemalbe del 16%
[Zicarelli, 19944. Questo spiega anche perché [lattendibilita del
dosaggio di progesterone nel latte per la diagdiogiavidanza € minore
in primavera rispetto all'autunno (64,39 93,6%), a causa di un alto
numero di cicli anomali e/o mortalita embrionaleersario tipico del
periodo primaverileCampanile et al., 2005; 2007a)eta, il micro e il
macroclima influenzano il quadro endocrino delldakaie cio comporta
un aumento dei soggetti aciclici. Le primipare e blgfale anziane
(superiore ai 10 anni) mostrano piu frequentememaestro. Il loro
intervallo parto-concepimento € generalmente pigdu(circa 60 giorni)
rispetto alle bufale pluripare. Il management powdurante i loro primi
anni, lo stress della prima lattazione, la gestezial primo periodo

postpartum o il puerperio influenzano la longedéda bufala, che tende
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ad essere meno sensibile al fotoperiodo. Al caotrée bufale anziane
sono influenzate dalla stagione del parto. E’ stationostrato
recentemente che se le bufale primipare ricevore diata altamente
energetica e con alto contenuto di amido mostrawaofertilita molto piu

alta delle pluripare\fecchio et al., 200[
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1.3 Destagionalizzazione dei parti

L’esigenza di conciliare la richiesta di mercatonthhzzarella di bufala
con le caratteristiche riproduttive della specie ihdotto i tecnici
operanti nel settore a ricercare strategie atte\agttire il calendario dei
parti cercando di concentrarli (e quindi la massprzduzione lattea) in
determinati periodi dell’anno favorevoli al mercatella mozzarella. E’
Sstata cosi messa a punto una vera e propria tecwica
destagionalizzazione dei parti Zigarelli, 1997], che consiste
nell'interrompere la promiscuita sessuale in ineertogliendo il toro
dalla mandria nel periodo Ottobre-Febbraio, per ppiistinarla a

Marzo (igura 4).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4. Parti a termine durante un anno tra una mandr@icstale (ND) ed una

destagionalizzata (D).
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Tale tecnica, tuttavia, comporta una perdita dilfig, che puo variare
dal 10 e al 35%, dovuta all’anaestro cui vanno mi@ nei mesi
primaverili soprattutto le bufale pluripar&ig¢arelli, 19944. | vari
trattamenti ormonali sono in grado, di solito, ditigare gli effetti
dell’aciclia, ma risultano inefficaci in molti cagZicarelli, 19944q|.
Bisogna comunque tener presente che esistono by$alerattutto
manze), che sono meno sensibili al fotoperiodo iagiavidano senza
problemi in primavera ed in estafi[Palo et al., 1993; Borghese et al.,
1995. L'applicazione costante della destagionalizzagi@orta ad una
selezione naturale dei soggetti meno stagionalilagcia supporre che la
valutazione del grado di stagionalita nei pianiufutdi selezione
potrebbe portare a mandrie meno sensibili al fatode. In questo
modo sarebbe piu semplice per gli allevatori progllatte nel periodo di
maggiore richiesta. La tecnica di destagionalizaaziva pero effettuata
con grande cautela e avendo cura di accertarellaitéi degli animali e
valutando il grado di stagionalita della mandriagliendo se applicare
una tecnica drastica o soft per evitare una eceepgrdita di redditivita
all’allevatore Ficarelli 1997]. Non va dimenticato, infatti, il ridotto
numero di cicli ovarici postpartum, cui si facevdenmento in
precedenza Zicarelli, 1992] e dopo i quali, se non avviene Il

concepimento, subentra l'anaestro e si accentudetaenza alla
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stagionalita, determinando fenomeni di acicliautiga durata. In una
mandria destagionalizzata puo, quindi, verificatse alcune bufale, se
non s’instaura una gravidanza prima dell’allontaeata dei tori, restino
non gravide non solo nel periodo Ottobre-Febbrama anche
successivamente, per andare poi in calore solmd'auccessivo con
'avvento della nuova stagione riproduttiva (cioeel nsuccessivo

autunno).

30



2. Ciclo estrale e funzione ovarica

Il bufalo e classificato come una specie a fotaukyibreve , ma nelle
zone equatoriali puo mostrare cicli estrali durare@no a patto che
I'alimentazione sia adeguata a sostenere la furzigmoduttiva Seren
et al., 199% | bufali diventano sempre piu poliestrali stampd
allaumentare della distanza dall’equatozecgrelli, 1997; Baruselli et
al., 20013 e le femmine che partoriscono al di fuori dellagsone
riproduttiva presentano un aumento del perioddatedkestro postpartum
con assenza dell'ovulazione fino al sopraggiungdedla stagione
riproduttiva successiv&|carelli, 2007]. Il ciclo estrale nelle bufale puo
variare dai 16 ai 28 giornManik et al., 1994; Baruselli et al., 199]7e
nelle bufale che mostrano cicli estrali regolaa, durata dell’'estro e
tipicamente di 10-20 ore nel caso in cui gli aningatlano durante la
stagione riproduttiva. Le femmine che ciclano dtegala stagione non
riproduttiva possono mostrare una durata variateléestro che va dalle
2 alle 72 ore Zicareli et al, 1988b; Baruselli, 2001
Indipendentemente dalla stagione riproduttiva o mipmoduttiva, le
bufale rispetto alle bovine manifestano I'estr®hfshi, 1994 e
I'atteggiamento di monta in maniera meno evid¢i®ey et Prakash,

2009. Sembra che la minore intensita degli estri ndigfale sia
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associata, almeno in parte, a basse concentrazroaianti di & rispetto
alle bovine da latteJeren et al., 199 Il follicolo preovulatorio nelle
bufale e piu piccolo di quello delle bovine da tdalBaruselli et al.,
1997 e cio potrebbe essere associato a bassi liveisttadiolo. Nelle
bufale l'intervallo fra la comparsa dell’estro epitco di LH puo variare
da 1 a 12 oreGill et al., 1973; Rao et al., 1981; Vale et al.,.984;
Seren et al., 199be I'ovulazione si realizza fra le 26 e le 33 dapo il

picco di LH [Seren et al., 1995; Porto-Filho et al., 1999
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2.1 Sviluppo follicolare

Le bufale mostrano uno sviluppo dei follicoli ovarad ondate durante |
cicli estrali in maniera molto simile a cio chersalizza nelle bovine
[Baruselli et al., 1997. Nelle bufale le caratteristiche fondamentali del
reclutamento follicolare, della selezione, dellantttanza e dell’atresia
durante un’ondata follicolardpruselli et al., 1997 sono simili a quelle
descritte per le bovineSjrois et Fortune, 1988; Ginther et al., 1989;
Mapletoft et al., 1994. Nelle bufale il numero delle ondate follicolari
durante un ciclo estrale puo variare da una areedue risulta essere la
piu frequente (63%Baruselli et al., 1997; Presicce et al., 2004; Nay|
et al., 2007. Nelle bovine sono stati riportati cicli estrabn 4 ondate
follicolari [Rhodes et al., 1995 mentre nelle bufale non vi & alcun
riscontro bibliografico in merito. Nelle bufale, @date follicolari si
verificano nei cicli estrali che hanno la fase &léepiu lunga e il maggior
intervallo interovulatorio rispetto ai cicli cherivao 2 ondate follicolari

(Figura 5).
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Figura 5. Diametri standardizzati dei follicoli ovarici nellbufale ©, follicolo
dominante; 2, follicolo subordinato pit grande “, secondo follicolo subordinato
piu grande) con cicli estrali ad (a) 1 ondata, Zbyndate e (c) 3 ondate (n = 10)

[Baruselli et al., 199T7.
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La bufala presenta un minor numero di follicoli lteati per ondata
follicolare rispetto alla bovinaDanell, 1987; Ty et al., 198P Tuttavia

in un recente studicdimenes et al., 2009 le bufale primipare hanno
mostrato un reclutamento di follicoli in termini merici simile a quello
delle Holstein Bos taurus) (rispettivamente 13,1 + 1,4 e 15,0 + 2,8
follicoli), comunque inferiore rispetto al numarxlutato nella Nelore (
Zebu,Bos indicus ) (29,7 + 3,1 follicoli). Nonostante questi ultirdati,
nelle bufale il numero relativamente inferiore dalicoli, tipico delle
ondate follicolari, potrebbe essere correlato a omaore riserva di
follicoli primordiali presente in questa specie .@36) rispetto alla
bovina (50.000Danell, 1987%. Inoltre le bufale tendono ad avere un
maggior tasso di follicoli atresici (67%)anell, 1987 rispetto alle
bovine (50%;Rajakoski, 1960. Nelle bufale swamp € stato riscontrato
che il numero dei follicoli antrali risulta esse@tanto il 20% rispetto a
quello riscontrato nelle bovindy et al., 1989. Il numero dei follicoli
non atresici (> 1,7 millimetri) era compreso fra ® (in media 3 ) per le
bufale e fra 17 e 32 (in media 22) per le bovimg gt al., 1989. Il
numero dei follicoli reclutati nell’ambito delle date follicolari risulta
essere relativamente costante per ogni bufdkuselli et al., 1997
Neglia et al., 200F e cio € stato anche osservato nelle boven| et

al., 1993. Dato che la risposta follicolare ai trattamend
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superstimolazione ovarica sembra essere corrdlatangero di follicoli
disponibili ad essere reclutati all'inizio del ta@anento nella bovina
[Romero et al., 199], € possibile ipotizzare che I'ereditarieta dei
follicoli antrali non atresici potrebbe rivelansn importante parametro
genetico per la selezione di bufale donatrici neogpammi di
riproduzione assistita. A tal proposito la rispodtlicolare alla
superstimolazione ovarica € rimasta relativamerdstante per ogni

bufala Misra et al., 1991.

La prima ondata follicolare nelle bufale € evideateerzo giorno del
ciclo estrale (giorno 0= estro Béruselli et al., 1997. Nei cicli a due
ondate follicolari, la seconda ondata si realigizatardi rispetto ai cicli
con 3 ondate follicolari (rispettivamente giorng8 1,1 e giorno 9,3 +
1,2) e cio si verifica anche nella bovin8irpis et Fortune, 1988;
Fortune, 1993. Nelle bufale I'accrescimento e le fasi statictel
follicolo dominante, della prima ondata , diffeesio da quelle dei cicli
estrali con 2 e 3 ondate follicolari. Il follicoldominante della prima
ondata di un ciclo estrale a 2 ondate ha una faseedcita maggiore e
un diametro piu grande rispetto al follicolo donmiteadella prima ondata
di un ciclo estrale a 3 ondat8druselli et al., 1997. Il diametro
massimo del primo follicolo dominante (13,3 + 1,&)mei cicli estrali

a 3 ondate € maggiore rispetto al diametro masdeheecondo follicolo
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dominante (11,1 + 2,1 millimetri)Baruselli et al., 1997; Figura %.

Nelle bufale il secondo follicolo dominante neilcestrali a 3 ondate si
realizza nel momento in cui ce la massima coneeitne di
progesterone circolante, cosi come accade nellmddBergfelt et al.,

1991; Sirois et Fortune, 1990; Adams et al., 199Byuke et al., 1994.

Cio deriva dal condizionamento del progesteroneotante sulle
dimensioni del follicolo dominante attraverso lagokzione della
secrezione di LH $avio et al., 199B L'LH e importante per la
steroidogenesi nei follicoli dominanti e la rido#tecrezione di LH priva
I follicoli del substrato di androgeni per l'aronzazione, e cio da

inizio all'atresia [ucy et al., 1992.

E’ stato riportato che non vi sono differenze ni@ntetro massimo del
primo follicolo dominante e il follicolo ovulatorialei cicli estrali a 2
ondate (rispettivamente 15,1 + 24 e 15,5 + 1,6 )rena 3 ondate
(rispettivamente 13,3 + 1,8 e 13,4 + 1,3 millimgtnelle bufale Murrah
[Baruselli et al., 1997. TuttaviaNeglia et al. (2007)hanno registrato
nelle bufale di razza Mediterranea Italiana unmdito massimo dei
follicoli preovulatori maggiore rispetto al diametrdei follicoli

dominanti di altre ondate follicolari del ciclo. Ne bovina, la
dimensione assoluta sia del primo follicolo domiteache di quelli

ovulatori risulta, invece, minore per i cicli edtra 3 ondateBergfelt et
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al.,, 1991; Fortune, 199B Le dimensioni follicolari osservate nello
studio diBaruselli et al. (1997)erano simili alle dimensioni follicolari
riportate per il Bos taurus, ma maggiori rispetto alle dimensioni
follicolari precedentemente riportate per le bufianik et al., 1994 e

per gli zebu Barros et al., 1993

Nelle bufale la variazione nell’accrescimento deli¢olo piu grande
(follicolo dominante DF) e del secondo follicoloupgrande (follicolo
subordinato SF) di un'ondata follicolare si vewfiotorno a 2,6 giorni
dopo la comparsa dell'ondat&ifnenes et al., 2007 cosi come si
verifica anche nello Zebsprtorelli et al., 2005; Gimenes et al., 2008
Nelle bufale al momento della variazione le dimensimedie del
follicolo dominante e del follicolo subordinatogpettivamente 7,2 e 6,4
mm) sono maggiori rispetto a quelle riscontrate loneZebu
(rispettivamente 6,2 e 5,8 mn@imenes et al.,, 200/, ma inferiori
rispetto a quelle riscontrate nelle bovine da caBes taurus
(rispettivamente 8,5 e 7,2 miGinther et al.,, 199§. Nelle bovine da
latte Holstein, le concentrazioni circolanti di FSHostrano una
diminuzione nel momento in cui si verifica la varane del follicolo o
subito dopo e le concentrazioni di LH mostrano umeanto transitorio

precedente la selezione del follicol@ifther et al., 200]. Queste
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correlazioni fra FSH, LH e le dinamiche follicolamdn sono state ancora

chiarite nelle bufaleGimenes et al., 2007; Figuralp
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Figura 6. Diametro (media + SEM) del follicolo dominanté Y, FD) e del follicolo
subordinato piu granded(, FS), e profili di FSH e di LH normalizzati al gmm in

cui si osserva la deviazione in 10 giovenche bodéalMurrah. La freccia indica

I'inizio della deviazione Gimenes et al., 2007

La comparsa della seconda e della terza ondatedlalte nelle bufale &
evidente due o tre giorni dopo l'inizio della fasetica del follicolo
dominante precedeniBaruselli et al., 1997]e cio e simile alla bovina
[Ginther et al., 1989a; Fortune, 1993] Questa osservazione nelle
bufale e nelle bovine suggerisce che il follicolmrdnante perde la sua
dominanza all'inizio della fase statica, nonostave@aga conservata la
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dominanza morfologicaHortune et al., 1991 | follicoli subordinati di
ogni ondata follicolare cessano di crescere domoinalgiorni. Una
nuova ondata non emerge fintanto che il follicotbanihante e nella fase
di accrescimento o allo stadio iniziale della fat#ica {Ginther et al.,

19894.

Questi modelli di crescita follicolare ad ondate@atati osservati nelle
bufale Mediterranee Italiane prepuberi a 5-9 mesial [Presicce et al.,
2003. E’ possibile che in queste giovani bufale I'avanon si trovi
ancora nella fase di ondata follicolare ma possareawn follicolo
relativamente grande suggerendo che la dominanieofare non si é
ancora stabilita. Sono state osservate fluttuazio@ll'lFSH e
nell’estradiolo in concomitanza con lo sviluppolifmlare, anche se i
rapporti fra 'FSH e la comparsa dellondata fal&re risultano essere

meno evidenti degli animali adul®fesicce et al., 2003
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2.2 Risposta follicolare a ormoni esogeni: induziandell’ovulazione

Gimenes et al. (2007Yiferiscono che i follicoli di bufale primipare
provenienti dall'incrocio Mediterranea x Murrah agscono la
capacita di ovulare in risposta allLH esogeno namento in cui
raggiungono il diametro di 8,5-10 mm. Invece i ifmli di bufale
Mediterranee pluripare con diametri che variano 4i& ai 13,0 mm
ovulano se trattati con hCG o agonisti del GnREarhpanile et al.,
2007a, 2008 In quest'ultimo studio, i follicoli che varianfva i 4,2 e i
13,0 mm non sempre ovulano dopo il trattamento b@& o con
agonisti del GnRH suggerendo che la dimensione miblette

necessariamente lo stadio di sviluppo o la funditindel follicolo.

Nelle bufale che vanno incontro a regolari ciclitrag i1 follicoli
dominanti raggiungono una dimensione di 13 - 15 npmma
dell'ovulazione [Baruselli et al., 1997; Neglia et al., 2007k cio
potrebbe essere interpretato suggerendo che, idizcom normali, i
follicoli nelle bufale acquisiscono la capacitacdulare intorno ai 5 - 8
mm, ma devono subire un ulteriore sviluppo in mtale da secernere
sufficiente estradiolo per svolgere un’azione éididback positivo tale da
indurre il picco preovulatorio di LH. A supporto duesta tesi, e stato

riscontrato nelle bovine Holstein che i follicoli 8,5 mm, essendo gia
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andati incontro a variazione follicolare, ovulano genere a diametri
maggiori di 10 mm $artori et al., 200]. Gli autori ipotizzano che cio
potrebbe essere attribuito ad un aumento dei oecetell’LH con

sviluppo follicolare continuo.
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2.3 Superstimolazione follicolare

La superstimolazione follicolare € piu efficace mga I'inizio del
trattamento esogeno con I'FSH viene effettuato anadenza con
I'aumento dellFSH endogeno che induce I'ondatame lemergere della
seconda ondata follicolare. Cio é difficile da ragpgere nelle bufale che
ciclano in maniera casuale vista la notevole varrez nella durata della
prima ondata follicolareHaruselli et al., 1997. L’ecografia puo essere
utilizzata per monitorare le ondate follicolari, nc&® spesso non e
praticabile e un metodo alternativo € quello diz#are trattamenti con
ormoni esogeni per controllare la comparsa deladfollicolare
[Baruselli et al.,, 2002; Andrade et al., 2003; Barwdli et Carvalho,
2009. Bufale iniettate con estradiolo all'inizio di umattamento con
progesterone di 7 giorni mostrano un’ondata folac® sincrona 4-5
giorni dopo la fine del trattament®drtolomeu et al., 2002 In uno
studio recenteGimenes et al., 200Pe stato osservato che l'intervallo
fra 1 trattamenti con estradiolo e progesterongnedrgenza dell’'ondata
follicolare era simile fra bufale (4,5 £ 0,2 gioxnHolstein (4,4 = 0,2
giorni ) e Nelore Bosindicus; 4,2 + 0,2 giorni). Questo trattamento con
'FSH pud essere programmato in modo tale che @ancon la

comparsa dell'ondata dopo sincronizzazione. Un rs@aequisito per
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indurre superstimolazione follicolare e la pos#ibildi controllare il
momento in cui avviene I'ovulazione al fine di fise il momento in cui
sia possibile effettuare l'inseminazione artifieiglAl). L'iniezione di
GnRH o LH di suino 24 ore dopo l'ultimo trattamenton FSH
determina ovulazione predittiva e sincrona in bafal cui si puo
rimuovere il bisogno dell’accertamento dell’estrer Al [Baruselli et

al., 2003. In un protocollo di superstimolazione che ughxa un
agonista del GnRH per controllare Il'attivita deilenoipofisi nelle
bufale, la somministrazione di LH di suino 24 h ddjltima iniezione
di FSH e associata a un maggior tasso di ovulazitamglizzazione e
recupero degli embrioni rispetto alle iniezionitH 12 ore dopo l'ultima
iniezione di FSH Zicarelli et al., 2004. L’iniezione di LH a 12 h
induce la luteinizzazione del follicolo senza owitame Eicarelli et al.,

2004d, mentre l'iniezione di LH a 36 ore dopo l'ultinmaiezione di FSH
induce I'ovulazione solo in una piccola percergudil bufale Carvalho

et al., 2002.

Si puo concludere che é possibile controllare lmmarsa del follicolo
all'inizio di un protocollo di superstimolazionepeio essere effettuato il
controllo dell’ovulazione alla fine del protocollnei programmi di

ovulazione multipla ed embryo transfer nelle bufale
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2.4Corpo Luteo

Il corpo luteo (CL) € una struttura endocrina ches\sluppa dopo
'ovulazione e svolge un ruolo fondamentale nel todio della
riproduzione nei mammiferiNiswender et Nett, 1994; Niswender et
al., 2000; Diaz et al., 2002In assenza del concepimento la regressione
del corpo luteo e, quindi, la sospensione dellarezgéane di
progesterone, € necessaria sia per I'avvio di wo&an ondata follicolare
ovarica sia per l'inizio del ciclo estrale successiNelle bufale il peso
del corpo luteo, alla meta della fase luteale,avéa gli 1 e 1,5 grammi
[EI-Sheikh et al., 1967; Ghosh et Mondal, 200&, quindi, inferiore
rispetto al peso del corpo luteo registrato akssh epoca nelle bovine.
Le dimensioni relativamente ridotte del corpo luteelle bufale
potrebbero spiegare, almeno in parte, la ridottarezeone di
progesterone e concentrazioni inferiori di progeste circolante in
guesta specieMondal et Prakash, 2004 Un’altra caratteristica del
corpo luteo nelle bufale € quella di possedere alarito grigio chiaro
rispetto al tipico colore arancio delle bovine, éidlovuto al fatto che le
bufale possiedono ridotte riserve di Beta-carotegietessuti Ghosh et
Mondal, 2004. Nei cicli estrali regolari, il corpo luteo nellbufale

secerne progesterone per circa 15 giorni e le caraz@oni massime di
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progesterone circolante variano dai 5 ai 12 ngfanlilf6 e il 16 giorno
del ciclo estrale$eren et al., 199p Si e visto come la regressione del
corpo luteo nelle bufale e un processo che sizaalin tempi molto piu
lunghi rispetto alle bovine il tutto basato su uhainuzione graduale
delle concentrazioni di progesterone circolankegyra 7) [Danell,

1987; Avallone et al., 1988
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Figura 7. Concentrazioni di progesterone plasmatico (P4)rdard ciclo estrale

nelle bufale Avallone et al., 1988

A supporto di questa tesi nelle bufale il rappdreo RNA/DNA delle
cellule luteiniche non si modifica durante le fdsisviluppo, crescita e
regressioneGhosh et Mondal, 200§ Sulla base del peso dei tessuti, la
quantita totale di DNA ed RNA non differisce fra ditverse fasi di
sviluppo (inizio, meta e fine) del tessuto lutemimelle bufale Ghosh et

Mondal, 20064. Il contenuto proteico €, comungue, inferiore guaei
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tessuti pesati durante la fase di regressione akplocluteo (Ghosh et
Mondal, 2006G. Nel bovino, €& stato riportato che il rapportaa fr
RNA/DNA diminuisce durante la fase di regressiore corpo luteo
[Hafs et Armstrong, 1968; Mares et al., 1962 La biosintesi del
progesterone richiede il trasporto del colesterftio alla membrana
mitocondriale interna che € un processo dipenddateuna proteina
steroidea regolatrice acuta (Sta8jdcco, 2001 In uno studio in vitro, il
tessuto luteinico dal 20mo giorno del ciclo estrade una espressione
della proteina STAR relativamente maggiore e gquésstato associato
ad elevate concentrazioni di progesterone circelddumar et al.,
1991]. Cio suggerisce che il tessuto luteinico dal 20ymarno del ciclo
estrale nelle bufale sintetizza e secerne attivéenpnogesterone. Le
bovine da latte, invece, mostravano una ridottaesspone della proteina
STAR verso la fine del ciclo estrald’dscador et al., 1996 Le
osservazioni contrastanti rilevate sia per le lmufdle per le bovine da
latte potrebbero suggerire I'esistenza di diffeeeazlivello molecolare
nei meccanismi che regolano la funzione del conpeol. Nelle bovine, il
flusso sanguigno e la vascolarizzazione del carfenlsono strettamente
correlate con la sintesi e la secrezione del ptegmse Ftormshak et
al., 1963; Kobayashi et al., 2001 Relazioni simili fra la densita

vascolare e la sintesi del progesterone sono atatke osservate nelle
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bufale nel mezzo e alla fine delle fasi lutedlis@hara et al., 1995;
Zimmermann et al., 200]. In studi recenti, condotti nella specie
bufalina, e stato osservato che l'espressione dibré di crescita
endoteliale vascolare (VEGF) nel corpo luteo vatigante il ciclo
estrale ed e correlato alle concentrazioni di pstegene circolante,
come si verifica anche nella bovin@gpa et al., 200) E’ interessante
notare come i recettori per il VEGF, sono espresflie cellule luteali
suggerendo che il VEGF potrebbe influenzare laogtegenesi nel
corpo luteo bufalino indotto da meccanismi ancoceop conosciuti
[Kashida et al., 2001 Nonostante la necessita di comprendere in
maggior dettaglio le relazioni esistenti fra VEGRdunzione del corpo
luteo, si potrebbe concludere affermando che lziumre della suddetta
ghiandola endocrina e I'angiogenesi sono strettéenearrelate. Nelle
bufale la prima ovulazione postpartum si verifieangralmente fra il
25mo e il 70mo giornoHl-Wishy, 2007 e il primo estro postpartum fra
il 44mo e I'87mo giorno. Il primo corpo luteo poatjum €& spesso
caratterizzato da una fase Iuteale inferiore (6-d®rni) e da
concentrazioni di progesterone circolante relatiat® piu basse. Cicli
estrali brevi (<18 giorni) alla ripresa dell'ovulane postpartum si
realizzano nel 25-45% delle bufaledrera et al., 1988; Khattab et al.,

1990; Barkawi, 1993; Abdalla, 200B Altri fattori che possono
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influenzare la funzione del corpo luteo nelle befaiguardano la
stagione e la presenza del maschio. Durante ibg@erdi transizione
stagionale, che corrisponde a meta inverno nefl’areediterranea, la
funzione del corpo luteo, come testimoniato dalimeshsioni dello
stesso e dalle concentrazioni di progesteronelamt® puo essere ridotta
del 5-50% Campanile et al., 1992 Uno scenario tipico per le bufale
nel periodo di transizione € un progressivo declaii’attivita delle
cellule luteiniche nei cicli successivi prima diteme in anaestro
[Zicarelli et al., 19884. Quest’ultimo € molto piu probabile che si
verifichi in bufale di 8 anni di eta o piu. In unugpo la proporzione di
femmine che mostrano riduzione del progesterone l@vicinarsi
dell'inizio dellanaestro € ridotta dalla presengiel toro bufalino

[Zicarelli et al., 1997.
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2.5 Corpo luteo e sincronizzazione dell’estro

In condizioni di cicli estrali regolari e di unanneale funzione del corpo
luteo la risposta delle bufale alla sincronizzaeiaegli estri con PGk2

e simile a quella che si ottiene nella bovigiecérelli et al., 1997. Di
conseguenza, la PG&2ion svolge un’azione litica sul corpo luteo sia
quando viene somministrata 4-5 giorni prima dellocisia dopo |l
sedicesimo giornoAcosta et al.,, 2002; Neglia et al., 20p8Nelle
bufale una caratteristica peculiare della rispadiea PGF2 si verifica
quando gli animali stanno per entrare in anaeSeaun gruppo di bufale
ha all'incirca il 50% di femmine che mostrano atév ciclica,
successivamente in risposta alle P&FRprossimativamente il 30%
diviene aciclico e la fertilita risultera esserdat@amente bassa al
momento dell'inseminazione artificiale su estrocsimizzato. D’altra
parte, la maggior parte delle femmine che mostraeita ciclica al
momento del trattamento con la P@FAmane ciclica e presenta un alto
tasso di fertilitd con inseminazione artificiale sstro sincronizzato
[Zicarelli et al., 19884. Queste ricerche suggerirebbero che trattamenti
con la PGF2 potrebbero indurre anaestro in quelle bufale gitng a
presentare tale patologia. E’ stato riportato alfale con un corpo luteo

di dimensioni relativamente grandi1(5 cm) al momento della
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sincronizzazione con PGE2resentano un tasso di fertilita piu elevato
al momento dellinseminazione artificiale rispetiobufale aventi un
corpo luteo di dimensioni inferior(.1 cm) Pi Palo et al., 1990 E’
stato, inoltre, riscontrato che bufale con un colygeo piccolo e con
basse concentrazione di progesterone circolantdramas un ridotto
tasso di ovulazione dopo sincronizzazione con RGHtito et al.,
2002. In un recente studio e stato osservato cheaindiro del corpo
luteo non e stato direttamente correlato con leceotmazioni di
progesterone e il tasso di gravidanza é risultaiogtevato in quelle
bufale che hanno mostrato un maggior afflusso dgsea a livello del

corpo luteo Russo et al., 2010

Quest'ultimo studio ha dimostrato che la misuragiaielle dimensioni
del corpo Iuteo non fornisce delle indicazioni sec circa la
funzionalita ed e necessario far ricorso all’ectocdoppler in modo da
valutare con precisione lo stato del corpo lutda probabile fertilita in

risposta alla sincronizzazione con le PGF2

Bufale con ridotta vascolarizzazione del corpodutenno, inoltre, fatto
registrare un maggior indice di resistenza sanguidgl corpo luteo al
25mo giorno dopo linseminazione artificiale e does risultato
associato ad una ridotta crescita fetalmrppanile G. risultati non

pubblicati].
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2.6 Importanza dellirrorazione del follicolo preovulatorio e del

corpo luteo

| cambiamenti emodinamici sono coinvolti nel rimtb@mento ciclico

del tessuto ovarico che avviene durante la fasalefimella crescita
follicolare, l'ovulazione e lo sviluppo del nuowmrpo luteo Moor et

al., 1975; Collins et al., 1991; Brannstrom et al1998; Acosta et al.,
200. Un’estesa formazione vascolare (angiogenesifferenziazione
cellulare (luteinizzazione) si verificano nella @@ follicolare nel
periodo che va tra il picco di LH e l'iniziale swpgpo del corpo luteo.
Con 'ovulazione il follicolo collassa e rilascia ¢tellula uovo e il liquido
antrale. Quando la membrana basale e distruttayi Masi sviluppano
dalla preesistente vascolarizzazione. L’intensiiaqdesto processo
angiogenetico raggiunge un picco 2-3 giorni pidlitawel giovane corpo

luteo.

L’ecografia color doppler € un utile e non invasiganica per valutare la
funzione della vascolarizzazione ovarica, permettasualizzazione del
flusso sanguigno in un’area delimitata della parete follicolo

preovulatorio Brannstrom et al., 1998 o all'interno del corpo luteo
[Miyazaki et al., 1998; Acosta et al., 2092 Queste immagini hanno

facilitato gli studi emodinamici e consentito dellmisurazioni
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riproducibili [Collins et al., 1991; Brannstrom et al., 1998; Acdta et
al., 2003. Un recente studio ecografico che si proponeviastigare
il cambio regionale del flusso del sangue nei dolii di donne, ha
dimostrato che il flusso sanguigno € ugualmentgibisto nel follicolo
dominante durante l'ultima fase follicolare e prirdal picco di LH.
Comunque, dopo il picco di LH, c’@ un cambiamentonuinente nel
flusso di sangue regionale del follicolo, con umanto marcato del
flusso alla base e una concomitante diminuzionefldsko all’apice
[Brannstrom et al., 1998. Cosi, la determinazione del flusso sanguigno
nei follicoli preovulatori singoli, prima dell'asizione follicolare per le
terapie IVF fornisce un importante indice sull’aenitie intrafollicolare e
puo predire lo sviluppo dell’oocita corrispondef@oulam et al., 1999;

Huey et al., 1999

L'LH induce un aumento nel flusso del sangue owanei ratti Marga

et al., 1985, conigli [Janson, 197§ e pecore Niswender et al., 197p

Comunque, il meccanismo che induce questa iperéHialipendente
rimane sconosciuto. L’LH non ha un effetto diretto vasi, maAcosta
et al. (1999)hanno ipotizzato che la stimolazione dellLH poss&re
un ruolo di mediatore su sostanze vasoattive cree@up sul follicolo
preovulatorio bovino. Le sostanze vasoattive suwobdgoun ruolo

importante nell’ovulazione cosi come nello svilugprecoce del corpo
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luteo, andando a modulare la secrezione localeradstapglandine e
ormoni steroidei Acosta et al., 1999, 2000; Kobayashi et al., 2002
Uno dei punti cardine per comprendere il ruoloalsbstanze vasoattive
nella fisiologia ovarica &€ che esse determinanoambio nel profilo del
flusso sanguigno locale nel singolo follicolo e netpo luteo durante le

varie fasi del ciclo estrale.

Nella bovina Bos taurus) i follicoli preovulatori sono ben vascolarizzati
con un rintracciabile flusso sanguigno intornoaadtro nella base del
follicolo. Con una buona vascolarizzazione si il sia un buon
follicolo preovulatorio che un buon corpo luteicpsta et al., 200B
Nelle vacche con ovulazione spontanea, la concaotra plasmatica di
estradiolo gradualmente aumenta da 2.1 pg ant- 24h a 4.7 pg ml

all'inizio del picco di LH.

Le immagini color doppler del follicolo preovulatordelle vacche sia
con ovulazione spontanea che con ovulazione indotta GnRH

mostrano un flusso sanguigno che é limitato alidrasale del follicolo
48h dopo l'iniezione delle prostaglandine, quangl@dncentrazione di
LH & basale. Questa area corrisponde a 0,06 +@yB2n entrambi i

gruppi. Nelle vacche con ovulazione spontanea,edadel flusso
aumenta gradualmente in parallelo con la concantrazplasmatica di

estradiolo e rimane tale fino all'ovulazione. Comue, dopo l'iniezione
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di GnRH l'area del flusso si estende all'interndlagarete follicolare
occupando 0,15 + 0,03 émopo 30 minuti. Questi valori rimangono pitl
alti (P<0,05) di quelli osservati prima del picquoataneo o indotto dal

GnRH.

Nella parete del follicolo preovulatorio, i TAMX\time averaged
maximum velocity) ,cioé la media delle velocita siage registrate, e
stato rilevato durante 'aumento plasmatico detacentrazione di LH
in entrambi i gruppi. Comunque negli animali coovlilazione indotta
dal GnRH, il TAMXV e aumentato in maniera sincroc@n il flusso

nell’area e resta relativamente stabile fino alllazione. Nelle vacche
che hanno ovulato spontaneamente invece, il fldssangue nell’area
del follicolo inizia ad aumentare quando la concenone di LH rimane

ancora bassa.

Nel corpo luteo giovane, il flusso del sangue ndtma aumenta
gradualmente in parallelo con 'aumento di volung cbrpo luteo, la
concentrazione plasmatica di progesterone, e il X&\alle 48 alle

120 ore dopo l'ovulazione. Tra le 72h e le 96hflusso di sangue
nell’area e il volume del corpo luteo aumentanodigdpio o del triplo,

indicando una angiogenesi attiva e un normale gpdudel corpo luteo.
| risultati dello studio dAcosta et al. (2003forniscono una prima prova

visibile del cambiamento temporaneo del flusso samp all'interno
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della parete follicolare di bovine con ovulaziom®istanea o indotta da
GnRH. Le immagini del follicolo preovulatorio rivalo che l'area del
flusso del sangue e il TAMXV sono temporalmenteoeisde con
'aumento della concentrazione plasmatica dellssitio e con il picco
di LH. Il risultato ci indica che c’@ una correlare funzionale tra il
flusso del sangue nella parete follicolare e laceotrazione plasmatica
di estradiolo e di LH nella fase preovulatoria defiovine. Il primo
rilevabile aumento della concentrazione dell'estiad plasmatico
coincide con la vascolarizzazione (presenza flussangue nell'area
del follicolo dominante) della parete follicolareQuesti risultati
concordano con studi precedenti nei quali e statoostrato che il
diametro follicolare, la concentrazione di estragesl fluido follicolare
e I'area vascolare sono parametri strettamenteciassfMattioli et al.,
200]]. Gli estrogeni in particolare sono stati ritentdttori essenziali
nella regolazione del flusso sanguigno nel tragooduttivo [Moor et

al., 1974,

Dopo liniezione di GnRH, sia il flusso ematico lioblare che la
concentrazione plasmatica di LH e estradiolo auarent
simultaneamente. Questo fenomeno puod indurre urbieamento acuto
nelle funzioni metaboliche delle cellule follicalar che esita

nellaumento della produzione di steroidi e sostawvasoattive. Gli
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estrogeni possono causare una rapida dilatazionevad® sanguigni
attivando l'ossido nitrico sintetasi endotelial®&N(@S). In uno studio su
cellule endoteliali di arterie intatte di agnekn e visto che il trattamento
con estradiolo determinava un’ attivazione rapiddieNOS, che veniva
pienamente inibita da un concomitante trattamermto ecettori per
estrogeni (REp antagonista, suggerendo che gli effetti a brexmite
degli estrogeni sono mediati da &®REChen et al., 1999 Queste
sostanze vasodilatatrici locali agiscono direttaimemella regolazione

del flusso sanguigno nell'ovaio.

L'aumento del flusso del sangue nella parete detddo preovulatorio
puo aumentare la disponibilita di gonadotropingtrianti e substrati
ormonali e altri componenti ematici necessari &lllazione e alle

cellule follicolari.

E’ stato dimostrato che I'LH non altera la pressiael sangue, ma
diminuisce la resistenza vascolare nelle ovaiaath [Varga et al.,
1989. In considerazione di un mancato effetto diratil’'LH sulla
vascolarizzazione, si suppone l'intervento di mextiavasoattivi che
vengono rilasciati durante la stimolazione dell’[&costa et al., 199p
Dopo il picco di LH, il flusso di sangue diminuiscdl’apice del
follicolo, mentre aumenta alla base dei folliaathani Brannstrom et

al., 199§. Fattori paracrini e autocrini prodotti dall’owasono anche
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critici per la rottura follicolare Repperell et al., 1995; Yoshimura,
1997. Diversi studi hanno dimostrato che sostanze afttise che
derivano dall'endotelio, fibroblasti, leucociti eellule follicolari

interagiscono tra loro modificando I'azione dellengdotropine sulle

ovaie Brannstrom et al., 1993; Tedeschi et al., 1994

In uno studio in vitro, effettuato su follicoli mat isolati da ovaia
bovine Bos taurus), € stato dimostrato che linfusione dellLH ha
aumentato I'endotelina 1 prodotta dalle celluldadetca Acosta et al.,
1999. Ulteriori studi hanno, inoltre, dimostrato chiangiotensina I,
I'endotelina 1 e il peptide natriuretico atrialensntano la secrezione di
PGs follicolari e modificano la steroidogeneAcpsta et al., 199p Cio
potrebbe indicare che c’@ una interazione tra i gamenti vascolari
(cellule endoteliali) e le cellule follicolari st@dogeniche responsabile

della modulazione del cambio locale nel flussosdgigue.

Il picco di LH induce cambi strutturali imponentiella matrice
extracellulare ovarica come una ridistribuzione flesso del sangue
nella parete follicolare alcune ore prima dell’azibne Espey, 1994

La degradazione degli strati di collagene nellaegarfollicolare e
accompagnata dallaumento della dilatazione vaseola della
permeabilita Murdoch et al., 1984. Con l'ovulazione, il follicolo

collassa e rilascia l'oocita e il fluido antraleleCuna perdita della
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membrana basale e nuovi vasi si sviluppano dallaegwstente

vascolarizzazione tecale. Questo periodo di int@anggogenesi continua
con lo sviluppo del nuovo corpo luteo. Come ridoltali questo

processo, il corpo luteo diviene uno dei piu vaadpkati organi e riceve
la maggiore quantita di flusso sanguigno per uditéessuto rispetto ad
ogni altro organo del corp®\iltbank et al., 198§. L’aumento marcato
del flusso del sangue e del volume del corpo l@#emo strettamente
associate con il potenziale rilascio di progesterandi riflesso con un
parallelo aumento della concentrazione della prtegesemia, che

indica un normale sviluppo del corpo luteo.

In conclusione, i dati confermano il concetto dheimplesso strutturale
e | cambiamenti funzionali indotti dal picco di Ll follicolo maturo
sono strettamente associati con un incremento doal flusso
sanguigno all'interno della parete del follicoloepvulatorio. Questa
informazione puo essere preziosa per gli studirifutiie riguardano il
controllo farmacologico del flusso sanguigno pembgre le funzioni

ovariche.
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3. Sviluppo e perdita embrionale

3.1 Sviluppo embrionale

Lo sviluppo embrionale nelle bufale & anticipatol@24 ore rispetto
allo sviluppo embrionale nelle bovine e cio e stltnostrato sia in studi
condotti in vitro Neglia et al., 2001 che in vivo [Gasparrini, 2002.
L’avanzato sviluppo embrionale nelle bufale € asdoaon un precoce
ingresso degli embrioni bufalini nell'utero all'imca 4-5 giorni dopo
I'estro [Karaivanov et al., 1987; Anwar et Ullah, 1998 Nelle bovine,
gli embrioni si trovano localizzati in utero a @rsei giorni dopo l'estro.
Nelle bufale le morule sono state osservate arpadal quinto giorno
dopo l'estro e le blastocisti intorno al sesto gafNeglia et al., 2001
In studi differenti & stato riportato che I'inculi@ze in vivo di embrioni
bufalini derivati si realizza a partire dal quina settimo giorno
[Gasparrini, 2002; Karaivanov et al., 1987; Drost € Elsden, 1985;
Chantaraprateep et al., 1989; Zicarelli et al., 198. Nelle bufale
I'allungamento embrionale si pensa che avvengarnotal 13mo giorno,
la fase di pre-annidamento dal 17mo al 24mo giommentre la fase di
annidamento transitorio inizia intorno al 25mo gmr[Campanile et

Neglia, 2007. Nelle bufale inoltre e stato riportato chellglicoproteina
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associata alla gravidanza incrementa a partire28liado giorno Karen

et al., 2007.

Come descritto sopra, nelle bufale il progestreminelante raggiunge
concentrazioni indicative di un corpo luteo fumate & 1,5 ng / ml)
intorno  al sesto giorno del ciclo estraleAvallone et
al., 1988; Seren et al., 1995; Campanile et al.,@y. Il progesterone
e essenziale affinché si realizzino quelle condizambientali uterine

indispensabili per lo sviluppo embrionale.

Poiché gli embrioni possono entrare in utero dingadal quarto-quinto
giorno e l'incubazione si puo verificare gia a partal quinto giorno, si
potrebbe concludere che la formazione del corpeold l'inizio della
secrezione del progesterone nelle bufale risulemsere di fondamentale
importanza. Un ritardo nella secrezione signifiatdi progesterone,
eventualmente di sole 24 ore, puo sfociare in ubi@mbe uterino che
non risulta essere idoneo all'impianto embrionaf@uesti scenari
suggeriscono che lo sviluppo embrionale e quellocdgo luteo sono
molto piu correlati nelle bufale che nelle boviresychoyos, 1973;
Paria et al., 1993; Dey, 1996 A supporto di cio, i tassi di gravidanza
nelle bufale sembrano essere correlati alle coreaphi di

progesterone circolante al quinto gior@ampanile et al., 2007h
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3.2 Mortalita embrionale e fetale

Nelle bufale il periodo in cui si puo realizzaren®rtalita embrionale
puo variare fra il 15mo e il 24mo giorno (mortalégabrionale precoce)
e fra il 25mo e il 45mo giorno (mortalita embriogahrdiva), mentre la
mortalita fetale in genere si realizza fra il 46raoil 90mo giorno
[Vecchio et al., 201D Nelle bufale che mostrano cicli estrali regqléai
mortalita embrionale precoce puo essere determaatana inadeguata
secrezione di progesterone in grado di supportaseiluppo embrionale
e dalle caratteristiche dellembrione che sono peddenti dal
progesterone. A supporto del ruolo svolto dal pstgyene nella
mortalitd embrionale precoce, e stato osservatobcii@le trattate con
PGF2r al momento dellinseminazione artificiale avevanwaggiori
concentrazioni di progesterone circolante al 10mal €0mo giorno
rispetto alle bufale non trattate e che i sogdettiati facevano registrare
un incremento di fertilita del 15%Ngglia et al., 2008 Le bufale che si
avviano verso l'anaestro stagionale mostrano amchecremento nel
progesterone sopra i livelli normali in rispostdrattamento con agonisti
del GnRH al quinto giorno dopo l'inseminazione fasitale. Questi
animali hanno un tasso di gravidanza maggiore @c4@iorno rispetto a

guelle bufale che non mostrano un incremento nefjgsterone dopo
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trattamento con un agonista del GnREampanile et al., 2007c, 2008
In relazione alla mortalita embrionale tardiva @5- giorni) le
concentrazioni di progesterone sono tipicamentenabral 10mo giorno
dopo l'inseminazione artificiale, ma subiscono ungpessivo declino

subito dopo FFigura 8; Russo et al., 2010
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Figura 8. Concentrazioni di progesterone nel siero di Igbg/rll) ai giorni 10, 20,
25, 30, e 45 dopo I'inseminazione artificiale nddlgale gravide«), bufale che sono
andate incontro a mortalita embrionale tardisg € bufale che sono andate incontro
a mortalita fetalex) [Russo et al., 2010

La diminuzione del progesterone dopo il 10mo giopu® avere delle
implicazioni che sono correlate al ruolo del prdageme nella

regolazione dell’'espressione del MUC-1 nell’epgeli uterino.
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L’espressione dei recettori trans membrana delleCMUe presente
anche nella specie bufalinBdrucatti et al., 2006, e rappresentano un
ostacolo allo sviluppo della blastocis@G¢isert et Malayer, 200Q. Il
progesterone riduce I'espressione di MUC-1 favooeridhpianto della
blastocisti, mentre la diminuzione del progesterangartire dal 10mo
giorno € associata ad un incremento della mortah@rionale tardiva,
in quanto una riduzione del progesterone circolamteocherebbe una
continua espressione di MUC-1 alterando i normdcessi di impianto.
Le bufale che vanno incontro a mortalita fetale-g@6giorni) possono
avere livelli di progesterone normale al 25mo gigrma di solito
diminuiscono fra il 30mo e il 45mo giorno dopo seminazione

artificiale (Figura 8) [Vecchio et al., 201D
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4. Scopo del lavoro

La tematica affrontata in questa tesi mira a ctgaalcuni aspetti che
influenzano la funzionalita del corpo Iuteo e il ceesso
dell'inseminazione strumentale nella specie bualPertanto Sono state
programmate prove sperimentali utili a comprendéndluenza della
stagionalita riproduttiva sull’attivita del corpotéo, sull'instaurarsi e sul
mantenimento della gestazione. Cio e risultat@ ytér verificare alcune
delle cause che hanno influenzato la perdita emalg e mettere a
punto protocolli farmacologici utili a migliorare lfertilita nella specie

bufalina.

Il piano sperimentale ha, pertanto, previsto ddfer fasi e,

precisamente:

a) Vascolarizzazione del follicolo e del corpo luteo enortalita

embrionale tardiva nella specie bufalina (esperimeo 1).

b) Influenza della stagione sulla funzionalita del cquo luteo e
riflessi sull’efficienza dell'inseminazione strumemale nella

specie bufalina (esperimento 2).

c) Effetto del trattamento tardivo con GnRH, hCG e

progesterone sulla fertilita della bufala (esperimato 3).
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5. Esperimento 1 Vascolarizzazione del follicolo e del corpo lutee

mortalita embrionale tardiva nella specie bufalina

5.1 Materiali e metodi

\

La prova e stata condotta su 72 bufale adulte pdvei di razza
Mediterranea ltaliana, allevate a stabulazioneréibn 2 aziende delle
province di Napoli e Caserta. Le bufale presentavaadiamente una
distanza dal parto di 183 + 77 giorni e un ordinpatto di 2,8 = 2,0
ed erano stabulate su paddoks in cemento con wrsgisponibile
di circa 15 r/capo. | soggetti ricevevano una dieta somministcan
tecnica Unifeed caratterizzata da una densita energetica di 0,90
UFL/kg di sostanza secca, una concentrazione iteipe grezze del
15% e una percentuale di foraggi del 50-55%. Ldtaakelle bufale
da utilizzare per l'espletamento di questo espearimee stata
effettuata tenendo conto dello stato di ciclicitadell'assenza di
eventuali anormalita a carico dell’apparato geaitdle bufale scelte
sono state successivamente sottoposte a  sincroitizea
dellovulazione e inseminazione strumentale (I1S)teanpo fisso
utilizzando il programma Ovsynch-Tai (Synchroniaatof Ovulation
and Timed Artificial Insemination)Hursley et al., 1995 Neglia et

al., 2003.
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Tale trattamento consiste nel somministrare unae dis GhRH
agonista al giorno 0 e al giorno 9, intervallate wtea iniezione di

PGFR, al giorno 7 Figura 9).

1° GnRH PGF2a 2° GnRH 1° IS 2° IS

| | | l |

Giorno O Giorno 7 Giorno 9 Giorno 10 Giorno 11

Figura 9. Schema di utilizzo del protocollo Ovsynch-Tai Rag.

La prima iniezione di GnRH ha la funzione di detgrare

I'ovulazione o la luteinizzazione di un eventuatdli€olo dominante

presente sull’ovaio, mentre lo scopo della secoedauello di

sincronizzare il momento dell'ovulazione, garantengh maggior
rilascio di ormone luteinizzante e quindi migliodan’ovulazione e la
produzione di progesterone dal corpo luteo chedizaa formare. La
PGk, ha lo scopo di eliminare il corpo luteo formatosseguito alla
prima iniezione di GnRH, determinando un abbass&omdesi tassi di
progesterone. E’ il metodo ad oggi piu utilizzatdla specie bufalina,
in quanto ha il vantaggio di risultare abbastanzanemico e di

semplice utilizzo. Fornisce ottimi risultati, sofitdto su animali
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ciclici, consentendo di ottenere circa I'85-90% atfiimali in estro
[Neglia et al., 2008 La ciclicita dei soggetti € di fondamentale
importanza, in quanto con le iniezioni di GnRH nenva ad
incrementare la produzione di LH a livello ipofigarma viene
semplicemente rilasciata la quantita di ormone g@Eumulata
nell'ipofisi posteriore. La percentuale di gravidarsi attesta tra il 35
e il 40% nelle bufale adulte e tra il 45 e il 60&l@ manze.

Le bufale sono state divise in 2 gruppi sperimer@alippo P (n=35) e
Gruppo C (n=37), omogenei per giorni di lattaziged 187 £ 73,%s

GC 179 £ 78) ed ordine di parto (GP 2,6 +&(@GC 2,9 +1,9).

1) Il Gruppo P ha ricevuto, al momento dell’ IS ausomministrazione
per via intramuscolare di 0,524 mg di Cloprostersaidico (Estrumafe
Schering-Plough Animal health, S.p.A.), equivalerdge 0,500 mg

Cloprostenolo.

2) Il Gruppo C ha ricevuto, al momento dell’ 1S,ausomministrazione
per via intramuscolare di 2 ml di soluzione fisgilka ed e stato

utilizzato come gruppo controllo.
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5.2 Indagine ecografica

A 5 ore dalla fecondazione, i soggetti sono statioposti ad indagine
ecografica con un ecografo portatie SonoAce Piotatd di sonda

lineare con frequenza di 10 MHz.

Pertanto ciascun ovaio € stato visualizzato pedeswiare, tramite
tecnologia Eco-color-Doppler, la vascolarizzaziortel follicolo
ovulatorio. Successivamente € stata effettuatanpitieail pulse wave,
I'analisi spettrale dei vasi del follicolo per ihlcolo degli indici:peak
systolic velocity (PSV cm/s), end diastolic velgc{EDV cm/s), Time
average maximum velocita (TAM cm/s), median timeraged mean
velocita (VMEAN cm/s) (GMEAN mmHg), (GPEAK mm HgjS/D),
resistence index (RI) e pulsatile index (PI). Tudescansioni Doppler
sono state effettuate in un rapporto costante ldrepdi guadagno, e di

velocita.

A 10 e 20 giorni dall'intervento di inseminaziongusnentale, tutte le
bufale sono state sottoposte a nuova indagine atcgi(SonoAce Pico
con sonda lineare di 10 MHz) per valutare i diamgt corpo luteo, e
mediante color doppler, la vascolarizzazione dstiksso. A tal fine é
stata effettuata, tramite il pulse wave, I'anabgiettrale dei vasi del

corpo luteo per il calcolo degli indigreak systolic velocity (PSV cm/s),
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end diastolic velocity (EDV cm/s), Time average maxm velocita
(TAM cm/s), median time averaged mean velocita (\MAEcm/s)
(GMEAN mmHg), (GPEAK mm Hg), (S/D), resistence ird@l) e

pulsatile index (PI).

Ulteriori indagini ecografiche sono state effettuat 25 e 45 giorni
dall’intervento di IS, al fine di valutare lo svijpo e lo stato di salute
del’embrione mediante misurazione e valutazionkebadtito cardiaco,
nonché l'incidenza della mortalita embrionale taadiLEM). Lo stato di
gravidanza é stato infine confermato a 70 giorrl'l8aper valutare

I'incidenza della mortalita fetale.
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5.3 Analisi statistica

L’analisi statistica dei dati & stata effettuatéraaterso il test del chi
quadro per il confronto delle percentuali di granda tra i gruppi a 25,

45 e 70 giorni.

Il confronto tra i valori di vascolarizzazione ki mediante eco-
doppler sul follicolo ovulatorio e corpo luteo a @020 giorni € stato

analizzato mediante il test t di Student a due code

5.4 Risultati

Nel presente esperimento € emerso che la ferdli@é®d giorni dall’lS e
stata del 43,05% (31/72). Tale valore si e ridailtesame ecografico
effettuato a 45 giorni al 37,5% (27/72). La ridumodella percentuale di
soggetti gravidi € senz'altro da attribuire al feremo della mortalita
embrionale tardiva che ha interessato il 12,9% 1(4/8elle bufale

diagnosticate gravide a 25 giorni dall’lS.

Non sono emerse, differenze statisticamente sggtifie tra gli stadi
riproduttivi considerati a 25 gg. post inseminagdgravidevs vuote) e
a 45 gg. post inseminazione (gravide, vuote e LEa le dimensioni
(lunghezza e larghezza) medie dei follicoli ovutategistrati il giorno

della fecondazionel@bella 1).
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Tabella 1. Dimensioni del follicolo ovulatorio (lunghezza ardghezza in cm)
registrate dopo 5 ore dall'intervento di IS in Hafaon gravide (NG), gravide (G)
e che hanno mostrato mortalita embrionale tardi#a).

Giorno NG G LEM
dall'ls (n) (n) (n)
15+04 1,6+0,3
Lunghezza _
(412) (32)
25
1,1+0,3 1,2+0,2
Larghezza _
(41) (32)
15+04 1,6+0,3 1,7+0,3
Lunghezza
(41) (27) (4)
45
1,1+0,3 1,2+0,2 1,2+0,1
Larghezza
(41) (27) (4)
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Dall’analisi dei parametri rilevati sui corpi luteiemerso che gli stessi a

10 giorni presentavano una larghezza media maggw&rsoggetti vuoti

rispetto ai gravidi sia a 25 (P<0,05) che a 45@R¥) giorni Tabella 2)

dall’lS.

Tabella 2. Dimensioni del corpo luteo (lunghezza e larghenzen) al giorno 10
dall'intervento di IS in bufale non gravide (NG)agide (G) e che hanno mostrato
mortalita embrionale tardiva (LEM).

Giorno NG G LEM
dall'ls (n) (n) (n)
2,01 +0,55 1,99 £ 0,29
Lunghezza _
(41) (32)
25
1,61 0,47 1,41+0,18
Larghezza _
(41) (32)
2,01 +0,55 2,02 +0,30 1,83+0,16
Lunghezza
(41) (27) (4)
45 1,61 £ 0,47 1,43+0,18 1,30+ 0,13
Larghezza
(41) (27) (4)

a#bp<0,05xxxp=0,07
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Tale tendenza si inverte al 20mo giorno dallTalgella 3.

Tabella 3. Dimensioni del corpo luteo (lunghezza e larghenzen) al giorno 20
dall'intervento di IS in bufale non gravide (NG)agide (G) e che hanno mostrato
mortalitd embrionale tardiva (LEM).

Giorno NG G LEM
dall'ls (n) (n) (n)
1,9+0,3 2,1+0,3
Lunghezza _
(41) (32)
25
15+0,2* 1,6 £0,2**
Larghezza _
(412) (32)
19+0,3 21+04 20+0,1
Lunghezza
(41) (31) 4
45 15+0,2 1,6+0,3 16+0,2
Larghezza
(41) (31) 4
* ;é *%* p= 0,09
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Dall'analisi del flusso ematico del follicolo ovitaio, registrata al
giorno dell’inseminazione, sono stati rilevati dealori medi di TAM
pari a 4,7+ 2,0. In particolare, € emerso che il follicolo gralatorio
delle bufale gravide a 25 e 45 giorni ha fatto strgre valori piu elevati
che hanno raggiunto la significativita statisticsclasivamente con |

soggetti non gravidiTiabella 4).

Tabella 4. TAM rilevato sul follicolo ovulatorio 5 ore dopdrtervento di IS in
bufale non gravide (NG), gravide (G) e che hannatnato mortalita embrionale
tardiva (LEM).

Giorno NG G LEM
dall'ls (n) (n) (n)
42+272 5,1+ 1,6%
25 TAM .
(41) (31)
42 +272 53+1,7% 43+0,6
45 TAM
(41) (27) (4)

* #£%% p=0,09 ; x #xx p=0,07
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Una migliore vascolarizzazione, testimoniata daowati TAM piu

elevati, e stata registrata anche per il corpmlat@0 giorni Tabella 5).

Dall’analisi della tabella 5 si evidenziano, infattalori di TAM medi

maggiori nei soggetti gravidi rispetto ai vuoti (§89) e ai LEM

(p<0,05).

Tabella 5. TAM rilevato sul corpo luteo al giorno 10 dall'lla bufale non
gravide (NG), gravide (G) e che hanno mostrato atitht embrionale tardiva

(LEM).
Giorno NG G LEM
dall'ls (n) (n) (n)
7,7 +3,7 8,9+38
25
TAM (41) (31)
7,7 +3,7% 95+3,72 55+23
45 TAM
(41) (27) (4)

* #£%% p=0,09 ; a#b p<0,05

77



Non sono emerse differenze statisticamente sigtivie per questo

parametro rilevato sul Corpo luteo a 20 giorni p8sfrabella 6).

Tabella 6. TAM rilevato sul corpo luteo al giorno 20 dall'l® bufale non
gravide (NG), gravide (G) e che hanno mostrato atitkt embrionale tardiva
(LEM).

Giorno NG G LEM
dall'lS (n) (n) (n)
10,8 £ 4,2 10,0+ 3,0
25 TAM )
(42) (32)
10,8 +4,2 10,3+£3,0 8,3+29
45 TAM
(41) (27) (4)

* #*% p=0,09 ; a#b p<0,05
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Non sono emerse differenze tra le bufale del grupgpdrollo e quelle

che hanno ricevuto la somministrazione di P&R2 momento dell’lS

per la fertilita Tabella 7) e per i parametri vascolari rilevati sul folliool

ovulatorio e sul corpo luteo.

Gruppo 25 gg post-IS 45 gg post-1S
Gravide Vuote Totale Gravide LEM
(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Gruppo C 45,95% 54,05% 100% 40,54% 13,3%
(37) (17/37) (20/37) (37/37) (15/37) (2/15)
Gruppo P 40% 60% 100% 34,28% 14,28%
(35) (14/35) (21/35) (35/35) (12/35) (2/14)
Totale 43,05% 56,94% 100% 37,5% 12,9%
(72) (31/72) (41/72) (72/72) (27/72) (4/31)

azbp<0,05A£#Bp<0,01

Tabella 7. Percentuali di soggetti gravidi, vuoti e con miitdaembrionale tardiva

(LEM) al 25mo e 45mo giorno post IS nei gruppi €.e
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5.5 Discussione

L’incidenza della mortalita embrionale tardiva (LENiscontrata in
guesto esperimento e stata di gran lunga infedorpiella rilevata in
precedenti studi effettuati durante il periodo i ¢ numero di ore di
luce inizia ad accrescerfgtampanile et al., 2005; Vecchio et al. 2010]
Anche la fertilita riscontrata a 25 e 45 giorniigultata piuttosto bassa.
In un precedente lavof@ampanile et Neglia, 2007kra emerso che ad
una bassa fertilita a 25 giorni corrispondeva umaash incidenza del
fenomeno della mortalita embrionale non modificabda interventi
farmacologici effettuati a 25 giorni dall’'lS. In gsto esperimento e stato
evidenziato, infatti, che il trattamento con prg&adina al momento
dell'intervento fecondativo non ha modificato latilga. In questi casi €
ipotizzabile che i fattori che agiscono sul sucoedslla fertilita della
specie agirebbero ad altri livelli impedendo latifigzazione della
cellula uovo e di conseguenza l'avvio della gestazi L'adozione di
protocolli terapeutici precoci e/o tardivi utilifavorire il mantenimento
della gravidanza ed evitare il fenomeno della ntiket@mbrionale non
avrebbe alcun effetto. Inoltre, va sottolineato lehdimensioni del corpo
luteo sono risultate maggiori nei soggetti vuotii@ probabilmente & da
attribuire alle accennate cause di perdita dilfiértiE’ probabile che una

bassa quantita di estrogeni prodotti dal follicaoulatorio abbia
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ritardato il picco di LH e di conseguenza si saeshkerificato un
aumento delle dimensioni del follicolo e l'ovulaa® di un oocita
probabilmente non idoneo a dar luogo ad una grazalaE’ noto che le
dimensioni del corpo luteo, spesse volte, sonoetate alle dimensioni
del follicolo ovulatorio. La tendenza si e inveata 20 giorni in quanto a
quest’epoca € iniziato il fenomeno della regressidal corpo luteo nei

soggetti vuoti.

Una migliore vascolarizzazione del follicolo pretatorio e del corpo
luteo favorisce l'insorgenza e il mantenimento aeljestazione. Nel
presente lavoro sono stati registrati valori piévati del TAM sia nel
follicolo che nel corpo luteo di 10 giorni nei segiy gravidi a 25 e 45
giorni. In un precedente lavoro era stato evidéozéhe un maggior
flusso ematico del corpo luteo a 10 giorni mighada fertilita in bufale
sottoposte a sincronizzazione dell’ovulazione ¢R8sso et al., 2010]
Un miglior flusso favorisce, infatti, una migliowgtivita secretiva del
corpo luteo che si traduce in una maggiore seanezd progesterone
[Russo et al., 2010] Nel presente esperimento, la migliore
vascolarizzazione del follicolo preovulatorio, Egata nei soggetti
gravidi, avrebbe favorito una miglior risposta alotocollo di

sincronizzazione e al picco indotto di LH.
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Nel bovino Acosta et al. (2003)descrive un aumento del TAM nella
parete del follicolo preovulatorio sincrono coflulsso di sangue durante
'aumento plasmatico della concentrazione di LH seggetti con
ovulazione indotta mediante GnRH. | risultati dedklodio diAcosta et
al. (2003) forniscono una prima prova Vvisibile del cambiament
temporaneo del flusso sanguigno all’interno debaepe follicolare di
bovine con ovulazione indotta da GnRH. Le immagiel follicolo
preovulatorio rivelano che l'area del flusso dehgsze e il TAM sono
temporalmente associate con 'aumento della corednhe plasmatica
dell’estradiolo e con il picco di LH. Il risultatmdica una correlazione
funzionale tra il flusso del sangue nella paretdlicbare e la
concentrazione plasmatica di estradiolo e di LHanklse preovulatoria
delle bovine. Il primo rilevabile aumento della centrazione
dell’'estradiolo plasmatico coincide con la vasaaleazione (presenza
flusso di sangue nellarea del follicolo dominantdglla parete
follicolare. Questi risultati concordano con stydecedenti nei quali €
stato dimostrato che il diametro follicolare, lancentrazione di
estrogeni nel fluido follicolare e l'area vascolas®no parametri

strettamente associilattioli et al., 2001].
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6. Esperimento 2 Influenza della stagione sulla funzionalita del

corpo luteo e riflessi sull’efficienza dell'insemimazione strumentale

nella specie bufalina

6.1 Materiali e metodi

La prova e stata condotta tra Ottobre e Dicemhutu(amo) e Gennaio e
Marzo (periodo di transizione) rispettivamente sunumero di 104 e di
118 pluripare di Bufala Mediterranea Italiana &y nel Sud Italia
(latitudine compresa tra 40.5° N e 41.5°N). Laahgh media dal parto
dei due gruppi era rispettivamente di 150 + 63 2 582 giorni. Le
bufale erano allevate su paddoks in cemento conspagio disponibile
pari a 15 m per ciascuna bufala. | soggetti ricevevano undadie
somministrata con tecnicdJnifeed caratterizzata da una densita
energetica di 0,90 UFL/kg di sostanza secca, umgecdrazione in

proteine grezze del 15% e una percentuale di fog$0-55%.

La scelta delle bufale da utilizzare per l'espletato del presente
esperimento é stata effettuata tenendo conto d#dito di ciclicita e
dellassenza di eventuali anomalie a carico dgbiapto genitale. In
definitiva, tutti i soggetti selezionati venivanmt®posti a visita
ginecologica mediante esplorazione rettale pertamula presenza o

assenza, a livello delle ovaie, di follicai 1 cm e/o corpi lutei e
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'assenza di patologie uterine. Le bufale sceltenosostate
successivamente sottoposte a sincronizzazione odeldizione e
inseminazione strumentale (IS) a tempo fisso aalmlo 'Ovsynch-Tai
Program[Neglia et al., 2003] Il protocollo utilizzato per sincronizzare
'ovulazione e stato simile a quello sviluppato Riarsley et al. (199%
per la bovina e adattato ddeglia et al. (2003)nella bufala. Esso
consiste nel somministrare, al giorno 0, 12 ug dsdoelin acetato
(Receptdl, Intervet), 15 mg di luprostiol (ProsolVinintervet) al giorno
7 e ripetere i 12 pg di buserelin acetato al gio®nd.'inseminazione
strumentale é stata effettuata dopo 16 e 40 oila damministrazione

dell’'ultima dose di buserelin acetato.

Per verificare lo stato di gestazione e I'eventuatedenza di mortalita
embrionale tardiva, tutte le bufale inseminate setaie sottoposte ad
indagine ecografica a 25 e a 45 giorni dall'interteedi |S. Sono stati,
inoltre, prelevati campioni di sangue a 10, 20 e d@b6rni dopo

intervento di inseminazione strumentale per il sdggio del

progesterone mediante metodica RIA. | campioniatigsie sono stati
centrifugati a 2000 rpm per 15 minuti. Successivaed plasma e stato

separato e stoccato a -18 °C fino al momento delidisi.
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6.2 Analisi statistica

Le differenze nella concentrazione del progestemosato nel plasma
nei giorni 10, 20 e 25 dopo l'inseminazione strutan nelle bufale

risultate gravide, non gravide e in quelle che loapresentato mortalita
embrionale tardiva e tra le due differenti stagismno state testate con

I’ANOVA per misure ripetute (SAS\ISTAT, 2000).

Le differenze relative all’incidenza di soggettiagidi, non gravidi e
quelli che hanno presentato mortalita embrionalelita sono state

valutate mediante il test del Chi quadrato.
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6.3 Risultati

L’incidenza di soggetti gravidi a 25 giorni nonuitsa statisticamente
significativa tra le bufale inseminate nel periaddgunnale e nel periodo
di transizione. La differenza all'indagine ecogeaficondotta a 25 giorni

dall'intervento di IS risulta essere di solo 7 pygrcentuali Tabella 8).

Tabella 8: Fertilita e incidenza della mortalita embrionaledtea (LEM) in
bufale sottoposte ad IS in due differenti stagioni.
Transizione Autunno
n % n %
Gravide 25 giorni 52 44,1 53 51
Gravide 45 giorni 38 32,2a 47 452 Db
Vuote 66 55,9a 51 490b
LEM 14 26,9 a 6 11,3 b
a,b=P<0,05

L’elevata perdita embrionale (P<0,05) registratasoggetti inseminati
nel periodo in cui aumenta il numero di ore di lggernaliera (periodo
di transizione) ha ridotto notevolmente la ferilfacendola scendere dal
44,1% al 32,2% e incrementando le differenze (PX0tfa le stagioni

(Tabella 8).
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L’'andamento del progesterone ematico riflette inegale 'andamento
dei fenomeni riproduttivi descritti. Infatti i lile di progesterone, dosati
nei soggetti gravidi e in quelli vuoti a 45 giornrisultano

significativamente piu bassi (P<0,01) nelle bufakeminate nel periodo
di transizione, mentre tale andamento é riscoriegadmlo al giorno 10
dall'lS nelle bufale che hanno presentato mortatitdbrionale tardiva

(Tabella 9).

Tabella 9: Livelli ematici di progesterone a 10, 20 e 25 giatall’ IS in bufale
gravide, vuote e con mortalita embrionale tardiMaN]) riscontrati in due differenti
stagioni.
Gravide Vuote LEM
m*es m* es m* es
10 Giorni
Transizione 2,1+0,1 Ax 1,4+0,1Bb 2,1+0,2 ax
Autunno 4.4 +0,2 Ay 3,2+0,1Bb 4,4+ 1,0 ay
20 Giorni
Transizione 2,8 +0,1 Ax 1,8 £ 0,2 Bx 34+05A
Autunno 45+ 0,1 Ay 2,4+0,1 By 3,2+0,7b
25 Giorni
Transizione 3,4+0,1 Ax 1,4+ 0,2 Bx 28+03A
Autunno 4,7+0,1 Ay 2,3+0,1 By 2,7+£05B

A, B e a, b = differenze per P < 0,01 (maiuscole)Pe< 0,05 (minuscole) tra righe;

X, y = differenze per P < 0,01 tra colonne.
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E’ interessante notare che pur con livelli di psigeone diversi gli
andamenti risultano simili nelle classi riproduttigravide, vuote e
LEM) e nei tempi considerati. L'incidenza di calamomali, registrata
nei soggetti non gravidi, risulta statisticamenie @levata (P<0,0001)
nella stagione in cui aumenta il numero di ore wtel giornaliera
(periodo di transizione). In particolare, mentrd periodo autunnale
I'incidenza di soggetti aciclici (A) e con luteizazione tardiva (LT) e
complessivamente del 4% (2% A e 2% LT), nel periddivansizione si
osserva il 29% di A, il 27% di LT ed il 15,6% diggetti con fase

luteinica breve.
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6.4 Discussione

Questo esperimento e stato effettuato per confrertafficacia della
inseminazione strumentale nella bufala mediterram@&na in due
periodi dell’anno, caratterizzati da diversa durdgdle ore di luce. Alle
latitudini italiane, il bufalo si comporta come uspecie a fotoperiodo
negativo e le femmine mostrano una diminuzione ’'atdilita
riproduttiva da meta inverno fino alla primaveraisposta alla crescente
lunghezza del giornfZicarelli, 1997]. La stagionalita riproduttiva puo
essere una delle principali cause di scarsa fartilelle bufale: puberta
ritardata, estro silente e lunga inattivita ovanme postpartuniSingh,
1988; Singla et al., 1996}isultano principalmente influenzate dalla
durata di luce giornaliera. Nella bufala, una rdoattivita del corpo
luteo (CL) e stata osservata durante il periodolutie crescente
[Campanile et al., 1992] Questa condizione non provoca sempre
inattivita ovarica: I'estro puo essere seguito’dalllazione, ma a questa,
puo far seguito una fase luteinica inadegydtearelli, 1992]. Infatti,
stata dimostrata una funzionalita inferiore del @ltante un periodo di

luce giornaliera crescenf€ampanile et al., 2005; 2007b]

E’ stato dimostratdGarrett et al., 1988; Mann et Lamming, 1999;

2001] che, come nelle bovine e nelle pecore, anche sp#aie bufalina
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la mortalita embrionale (EM) é dovuta principalmeerstd una ridotta
secrezione di progesterone (P4) da parte deJGmpanile et Neglia,

2007}

La maggior parte di questi problemi derivano dalizzo della tecnica

di destagionalizzazione dei pafHicarelli, 1997; Gasparrini, 2002]
Infatti, in Italia, Brasile, Venezuela e Argentirga stato rilevato un
periodo di interparto inferiore a 400 giorni ed tasso di rimonta
inferiore al 12%, quando le bufale sono allevaspettando la loro
stagionalita naturale e senza un accoppiamentaatiad [Zicarelli et

al., 1992] Purtroppo, nel nostro paese, la stagionalitaodpttiva della
bufala ha forti implicazioni economiche: il piccaraiale della richiesta

di latte da parte del mercato corrisponde al peripdmaverile-estivo,
non favorevole all'attivita riproduttiva del bufal®er superare questo
problema €& stata ampiamente impiegata la tecnica di
destagionalizzazione (OBSM). Quando questa teahistata applicata
per brevi periodi e stata osservata una riduziagia dertilita (30%vs
15%) rispetto alle aziende agricole in cui € statattata per periodi piu
lunghi [Campanile, 1997] Questo perché nel corso degli anni sono state
selezionate le bufale meno sensibili agli effed fhtoperiodo; tuttavia,

una perdita di fertilita si registra ancora.
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Nella specie bufalina la mortalita embrionale € siderata una delle
principali cause di perdita di fertilita, soprattuhegli animali che non si

accoppiano durante il loro periodo riproduttivo.

| risultati ottenuti nel nostro studio dimostraneecalle nostre latitudini
I'efficienza dell'inseminazione strumentale, stim&ibme percentuale di
gravidanza dopo il 45mo giorno dalla IS, € notewwite migliorata

durante i mesi con diminuzione delle ore di lucergaliera (autunno)
rispetto al periodo di transizione (45,2 9 35,2 rispettivamente).
Poiché non sono state riscontrate differenze derngravidanza a 25
giorni tra i due periodi, la perdita di fertilit@gistrata nel periodo di
transizione e legata principalmente alla maggior@denza di LEM

(11,3% vs 26,9% nel periodo di transizione). Questo € un esem
eclatante ed atteso della stagionalita delle sptiein accordo con altri
studi esequiti a diverse latitudini e con tipolodiggestione e condizioni
di allevamento diverse. Infatti, la percentualendirtalita embrionale che
abbiamo trovato nel periodo di transizione rientreel range

precedentemente riportato (20-40%) per la bufalditdeanea Italiana
fecondata con IS durante le stagioni caratterizdatelevato numero di
ore di luce[Campanile et al., 2005; 2007a; 2007bp’ altra parte, il

tasso di mortalitd embrionale osservato in autumelgpresente studio e

simile a quello (circa il 7%) registrato in Brasiei giorni in cui si
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avverte una diminuzione della luce giornali@Baruselli et al., 1997]

Sempre in Brasile un tasso di mortalita embriorgdé 20% ¢é stato
riscontrato in bufale vicino allequatore ddale et al. (1989) e

opportuno sottolineare che a queste latitudinii dhttori, come la
disponibilita di foraggio e la pioggia, piuttostbecil rapporto luce/buio
influenzano I'attivita riproduttiva della bufala.importanza del nostro
studio consiste nell'aver confrontato I'efficiendalla 1S in periodi di
crescente e decrescente durata della luce giomatiell’arco dello
stesso anno ed alle stesse latitudini. Infattidiswi diversi autori
effettuati in paesi diversi non possono esserdnfi@cte confrontati a
causa della moltitudine di fattori che possono ressaplicati, come ad
esempio | sistemi di gestione, l'alimentazione e tkxniche di

allevamento.

Il tasso di LEM registrato durante il periodo diansizione e
paragonabile a quello (20%) registrato, alle ldiiu italiane, nelle
bufale sottoposte ad inseminazione naturale durargerni a luce

crescent¢Vecchio et al., 2007]

Il tasso di concepimento osservato nel nostro stuistato molto
superiore a quello (35%) che e stato recentemgrigato daOropeza
et al. (2010)in Venezuela, in bufale di razza Murrah allevat& cin

sistema semi-intensivo durante la stagione riptodut(Novembre-
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Gennaio) in seguito a FTAI. Inoltre, i tassi di cepimento descritti nel
nostro studio, in entrambi i periodi, sono statclen superiori a quelli
trovati dagli autori indiani dopo I'lS su estro spaneo; questi autori
riportano un tasso di concepimento che va dal 168%33,3% in
relazione alla fase dell’'estro, con i risultati fleg quando le manze
sono state inseminate a 18-24 ore dopo |'d8wonaresan et Ansari,

2001}

In questa prova € stata, inoltre, dimostrata lssibdita al fotoperiodo
della specie che causa un alterazione del ciclella €unzionalita del
corpo luteo. Nel periodo di transizione, e statdatti, registrata una
maggiore incidenza di bufale acicliche e di calmmomali nei soggetti
sincronizzati, sottoposti ad IS e risultati vuoliirdagine ecografica
effettuata a 25 e a 45 giorni. In questo stessooger livelli di

progesterone ematico, dosati in tutte le categgreduttive considerate
(gravide, non gravide e LEM), significativamenta passi, testimoniano
la minore funzionalita del corpo luteo (CL). E’ tstaosservato che
l'attivita del CL e influenzata principalmente dalstagione del parto
[Zicarelli, 1994a] e dipende dalla durata della luce diurna. Infai,

influisce sull’attivita dell'asse ipotalamo-ipofiscon conseguenze
sull'attivita ovarica [Kaker et al.,, 1980] Durante il periodo di

transizione, che corrisponde al pieno inverno alidf I'incidenza di
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riduzione dell'attivita del CL nella bufala si atta tra il 5% e il 50%

[Campanile et al., 1992]

Tra le cause di LEM, l'inadeguata funzionalita @&l e quindi la ridotta
concentrazione di P4 nel periodo preimpianto fagaila perdita
embrionale. L’alterata secrezione del P4 e statagaia con una ridotta
capacita dell’embrione in via di sviluppo a seceenénterferon-tau
(IFN-t) a livelli necessari per prevenire la luteol[$Vathes et al.,

1998]

Tuttavia, vale la pena sottolineare che, nonostaraeo stati descritti
nella bufala una mortalita embrionale precoce e modalita fetale, la
maggiore incidenza di EM si manifesta piu tardpeigo ai bovini, tra il
25mo ed il 40mo giorngCampanile et Neglia, 2007] e questo ci fa
escludere che ci sia un problema di riconoscimemaberno-fetale. In
effetti, questo riconoscimento tra madre e fet@meutb alla produzione
da parte delllembrione di quantitd adeguate di tFbhe bloccha la
luteolisi che altrimenti si verificherebbe intorabl6mo-18mo giorno, in
assenza di segnali, in modo che il ciclo possamigoiare. Inoltre,
poiché nella bufala la fase di impianto si conclud®rno al 30mo
giorno, questa EM tardiva si verifica quando lacpla#a si sta

sviluppando.
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Comunque, la riduzione della concentrazione detliral e stata trovata
all'incirca nel 50% delle bufale che hanno mostiaiM, suggerisce la
presenza concomitante di altri fattori. Pertanto,LEM nella specie
bufalina € un fenomeno complesso, non ancora d&l tompreso, e
presenta una eziologia multifattoriale. E’ noto ¢hejualita dei gameti
influenza il successo dellinseminazione e il pmsmento della
gravidanza. Pertanto, al fine di spiegare circébPo di EM non
imputabile alla ridotta secrezione di P4, abbiarpotizzato che la
stagione possa influenzare anche la competenzao drliluppo
dellovocita. Nella nostra indagine € interessant®tare che
I'abbassamento della progesteronemia tra il 10nmio2@mo giorno si
verifica soltanto nelle bufale inseminate in autunmentre nel periodo
di transizione tale abbassamento non avviene ezftano ipotizzabile,
anche in funzione della minore concentrazione daigesterone, che
I'alterazione sia avvenuta nella fase iniziale 'deilbriogenesi e che,
ancora una volta, si dimostra che la LEM nella laufa correlata agli

effetti della luce sul quadro riproduttivo.
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7. Esperimento 3 Effetto del trattamento tardivo con GnRH, hCG e

progesterone sulla fertilita della bufala

7.1 Materiali e metodi

Animali

Lo studio & stato condotto tra Gennaio e Marzo & Rufale pluripare
di razza Mediterranea lItaliana ad una distanzapdaio di 152 + 59

giorni allevate in Italia meridionale (tra il 40,8°il 41,5° parallelo N),

stabulate su paddocks in cemento con una dispiaidilspazio di circa
15 m?/capo. | piani alimentari adottati prevedevama razione con le
seguenti caratteristiche: 50-55% di foraggi e 4%5d) concentrati, una
densita energetica di 0,90 UFL/Kg di S.S. e 15%rdteine grezze/S.S.
Gli animali, utilizzati per I'espletamento di quesésperimento, sono
stati scelti attraverso un esame clinico (esplorazirettale) per stabilire
lo stato di ciclicita e 'assenza di patologie ai@adella sfera genitale.
Dei soggetti sottoposti a visita clinica dell’apgiar riproduttivo, solo

quelli con un corpo luteo e/o con un follicolo dm@&nsioni superiori ad
1 cm e con assenza di patologie clinicamente apabdez dell’apparato

genitale sono stati selezionati per la sincronizreaez dell’estro e quindi

per I'lS.
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Sincronizzazione dell’estro e IS

| soggetti sono stati sincronizzati mediante prolioc Ovsynch-Tai
[Pursley et al., 1995; Neglia et al., 2003]I protocollo prevede la
somministrazione di agonisti del GnRH (busereliretatm 12 ug;
Receptd!, Intervet, Milano, Italia) al giorno 0, al giorfodi un analogo
di PGR, (luprostiol, 15 mg; Prosolvit) intervet) e nuovamente al giorno
9 somministrazione di GnRH agonista (1g). L'IS e stata effettuata
dallo stesso operatore ed ogni animale é statoninsg¢o, a 16 e 40 h

dalla seconda iniezione dell'agonista del GnRH.
Diagnosi di gravidanza

A 25 giorni dallintervento di inseminazione strumae € stato
effettuato I'esame ecografico per verificare lotstdi gestazione e lo
sviluppo embrionale. L'ecografia € stata effettuzta ecografo Aloka
SSD-500 con una sonda lineare di 7,5 MHz (Aloka,d©@kyo, Japan)

sempre dallo stesso operatore.

La diagnosi di gravidanza e stata confermata agdngdiante ecografia
e a 70gg. mediante esplorazione rettale. Le bufaeide a 25 gg. ma
non a 45gg. sono state considerate come soggetti noortalita

embrionale tardiva (LEM), mentre le bufale gravadé5gg. ma non a 70

gg. sono state considerate come soggetti con unalitiofetale (FM).
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Trattamenti e dosaggio del progesterone

Al 25mo giorno dalla prima inseminazione, le bufglavide (n=204)
sono state divise in gruppi omogenei consideraimtdihe di parto e la
distanza dal parto ed ogni gruppo e stato destiratalifferenti

trattamenti:

1. GnRH agonista (n=52) somministrazione di d¢ di buserelin

acetato (Recepfd] Intervet) intramuscolo (im).

2. hCG (n=51) 1500 U.l. di gonadotropina corionica nmghCG;

Chorulor?; Intervet) im.
3. Progesterone (n=47) 341 mg di P4 im ogni 4 gioemnidvolte.

4. Controllo (n=54) trattamento con soluzione fisiotay (0,9% di

NacCl) im.

A 10, 20 e 25 giorni dall'inseminazione strumentsie provveduto a
prelevare, da tutte le bufale inseminate, un cangil latte che e stato
stoccato fino al momento delle analisi. La deteaniaone del
progesterone e stata effettuata con metodica Rl8ieso di latte come
descritto dePrandi et al. (1992, 1994 modificata d&€ampanile et al.

(2007a).
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7.2 Analisi statistica

Le differenze di concentrazione dj Rel siero di latte ai giorni 10, 20 e
25 dall'l.S. tra le gravide, non gravide e le bafahe hanno avuto LEM
o FM sono state analizzate con 'TANOVA per misugetute (SPSS
12.0, 2005). Il confronto fra soggetti gravidi eggetti con LEM o FM
tra i trattamenti e stato effettuato mediante dt tdel y2 (SPSS 12.0,

2005).

7.3 Risultati

Delle 385 bufale inseminate, a 25 giorni sono taeal gravide il 52,9%
(204/385) tale incidenza si e ridotta al 41,8%1(885) alla diagnosi
ecografica effettuata al 45mo giorno. Nel periodmpreso tra il 25mo e
il 45mo giorno dall'l.S. é stata registrata una LENedia del 21%
(43/204), che e risultata notevolmente piu elevetasoggetti che non
hanno avuto alcun trattamento (38,9%). | trattameom agonista del
GnRH, hCG e P4 al 25mo giorno post IS hanno, infatrementato

(P<0,01) la percentuale di animali gravi@iapella 10).
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Tabella 10: Tasso di gravidanza a 25, 45 e 70 giorni dopo dimisiazione in bufale trattate
GnRH, hCG, Progesterone e soluzione salingi@ho 25, e l'incidenza della mortalita embrio
(EM) (tra i giorni 25 e 45) e mortalita fetale (FMbra i giorni 45 e 70).

% Gravidanza EM FM
Gruppo 25 Giorni 45 Giorni 70 Giorni 25-45 Giorni | 45-70 Giorni
(n) (n) (n) (n) (n)
GnRH 52 84,8' (44) 93,2" (41) 15,4 (8) 6,8 (3)
hCG 51 86,3 (44) 90,9" (40) 13,7 (7) 9,1 (4)
P4 47 85,1 (40) 92,8" (37) 14,9" (7) 7,5 (3)
Controllo 54 61,1° (33) 90,9" (30) 38,9 (21) 9,1 (3)
Totale 204 78,9 (161) 91,9 (148) 21,1 (43) 8,1 (13)
a#bp<0,05 ABp<0,01

La percentuale di animali con camera gestaziondke giorni € stata piu
bassa nel gruppo controllo , rispetto al gruppo BNRCG e del gruppo

trattato con P4.

Se considerassimo solo gli animali che presentanaacremento dei
valori di P4 (p<0,05) tra il giorno 20 (284 £ 39)l giorno 25 (202 + 28)

dall'inseminazione tutti i trattamenti non avrehbbeeffetto sulla
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riduzione della mortalita embrionale. Infatti il Q% (22/22) di questi
animali trattati con GnRH, hCG e P4 hanno mostratortalita

embrionale tra il 25mo e il 45mo giorno.

La mortalita embrionale tra il 45mo e il 70mo giortalla fecondazione

e stata dell’8,1% (13/161).

Delle 181 bufale non gravide, il 53,6% (97/181) beesentato
manifestazioni estrali con elevati livelli di P418 giorni dall'lS e una
riduzione a 20 giorni. In 32/181 (17,7%) bufalévelli di P4 sono stati
elevati (>150 pg/ml) solo al giorno 20. Infine 1811non hanno mostrato
valori di P4 elevati né al giorno 10 né al giorn®@ & quindi sono
considerate acicliche. Il 22,6% (n=41) degli animain gravidi ha avuto
elevati livelli di P4 sia al giorno 10 che al gior20, ed € interessante
notare che il 15,5% (28/181) dei soggetti, ha nadstalti livelli di P4

nei giorni 10, 20 e 25.

In Tabella 11vengono riportate le concentrazioni di P4 nelcshrlatte

dei soggetti gravidi, non gravidi e di quelli chenno mostrato LEM.
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Tabella 11: Concentrazione di progesterone (pg/ml) nel sielattk in bufale gravid
(G), non gravide (NG) e in bufale che hanno mostrabrtalita embrionale tardiv
(LEM) al giorno 10, 20 e 25 dopo I'Al. | risultasiono stati presentati come medi
ES.
Giorni dopolA
(n) 10 20 25
G (161) 282,4+£10,2a 299,6 £ 9,8A 367,6 £ 15A
NG (181) 243,6 £ 29,1b 195,3+£10,6B 2349+ 14.3B
LEM | (43) 291,5 + 26,5ab 2274 + 23,1B 214 + 20B
a#bp<0,05 ABp<0,01

| livelli di progesterone dosati nel siero di lat®ono risultati

statisticamente piu elevati (P < 0,05) nei sogghk#gnosticati gravidi a
45 giorni rispetto alle bufale non gravide. Tal#adenza (P < 0,01) si e
evidenziata successivamente, a 20 e 25 giorni,eanefie bufale che

hanno presentato mortalita embrionale tardivabélla 11).

Non sono state evidenziate, invece, differenzdinelli di P4 nel siero
nei giorni 10, 20 e 25 dalla fecondazione tra l&aleuche hanno avuto

mortalita fetale e le bufale gravide a 70 giorni.
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7.4 Discussione

L’'importanza della concentrazione di P4 durant@riene settimane di
gravidanza per ridurre la LEM é stata dimostratbanaufala[Vale et

al., 1989; Campanile et al., 2008, 2008a; Negliaat, 2008]

Le analisi della concentrazione di P4 hanno masttae negli animali
gravidi ci sono livelli di P4 piu alti a 20 e 25 .gdall'inseminazione
rispetto alle bufale non gravide e a quelle chenbamostrato LEM,
confermando lI'importanza di questo ormone nel n@ntento della

gravidanza.

Come descritto, alcuni soggetti non gravidi hanrostmato alti livelli di
P4 nel siero di latte (> 150 pg/ml) in tutti i caioyp (10, 20, 25 gg. post
IS). Alcuni studi effettuati sul bufalo hanno dimrado che la dinamica
follicolare si manifesta ad ondate e che un foreeréemento della
concentrazione di P4 nel sangue periferico é megostal 20mo-22mo
giorno sia nei soggetti con 2 che in quelli con date follicolari

[Baruselli et al. 1997]

Pertanto, in questo lavoro gli alti livelli di P4gistrati fino al 25mo
giorno, potrebbero essere associati ad una prenocelita embrionale
(EEM) dovuta ad un inadatto riconoscimento matefietale. Infatti

stato dimostrato che un precoce incremento di R#dqél 10mo giorno
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dallinseminazione) ottenuto con la somministragiodi una dose
luteolitica di PG§, il giorno dellinseminazione, € in grado di
determinare un incremento della percentuale diidemze di circa Il
17% in bufale Mediterranee Italiane fecondate meiqulo di transizione
[Neglia et al.,, 2008] In ogni caso un’alta incidenza di mortalita
embrionale tardiva nel bufalo e stata registragailt25mo e il 40mo
giorno dalla fecondaziongCampanile et al.,, 2005]e il ricorso ai
trattamenti posticipati da luogo ad un incremengtladpercentuale di

gravidanza.

Infatti le bufale trattate con agonisti del GhnRK;®, o0 progesterone a
25 gg. dalla fecondazione mostrano una riduzionka deortalita
embrionale, raggiungendo livelli di P4 simili a udegli animali che

mantengono la gravidanf@ampanile et al., 2008]

Questa osservazione suggerisce che il trattamemwtcoanoni trofici o
progesterone a 25 gg. ha effetti benefici sull@ttemento embrionale
delle bufale. Anche nel presente lavoro il trattatoecon progesterone
(341 mg di 17-a hydroxyprogesterone caproate somtrato 3 volte
intramuscolo a distanza di 4 gg.), buserelin o h@G25 gg.
dallinseminazione nelle bufale gravide incremekdapercentuale di

gravidanza riducendo l'incidenza della mortalitébeianale.
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In questo studio, lincidenza della mortalita erobale nel gruppo
controllo, & stata simile (38,9%) a quella osserviat un precedente
lavoro (45%) condotto nello stesso periodo dell@f@ampanile et al.,

2005]

| trattamenti per incrementare le concentrazionP4inon sempre sono
efficaci nella riduzione della mortalita embrionaldall’analisi
retrospettiva dei dati qui riportati si € osseryatfatti, che il trattamento
tardivo non ha avuto alcun effetto sulle bufale ¢f@no presentato
LEM. In questi soggetti € probabile che [I'abbassame della
progesteronemia, avvenuto in un epoca piu prec@fmdq giorno
dall'lS), ha compromesso la vitalita del’embrioaedi conseguenza il

proseguimento della gestazione.

In bovine con mortalita embrionale fra il 35mo e 4Pmo giorno
dall’inseminazione si assiste ad una regressiohealpo luteo e ad una

riduzione della concentrazione di P4 nel |§ttolff, 1992].

Sebbene la perdita embrionale tardiva sia preceathlla luteolisi, non é
esclusa la possibilita che la funzione del corgedusia compromessa

prima della perdita embrionale.

In un precedente studio fatto in bufale inseminagd periodo di

transiziongCampanile et al., 2005]}¢ stato trovato un decremento della
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progesteronemia al 10mo e al 20mo giorno dalla fdarione in
soggetti che hanno mostrato EM tra il 25mo e il d0giorno. Questa
condizione e confermata da lavori condotti in bevan pecore dove la

mortalita embrionale precoce € associata ad unaziode della

concentrazione ematica di fMann et Lamming 1999; 2001]

Una ottimale attivita luteinica e conseguentemendeleguate
concentrazioni di P4 inducono un ambiente uterpyr@priato e quindi
una sufficiente crescita embrionale che sono lalizooni essenziali nel
processo di impianto. Lo stretto dialogo tra ilgwtio del concepimento
e la madre e alla base di questo fenomeno perckindeaonizzazione
dell’embrione con lo stato dell’'utero € un puntdico per un impianto
ottimale [Psychoyos, 1973; Paria et al., 1993; Dey, 1996In
particolare, per tutto il periodo ddransitory attachment” che si verifica
tra il 16mo e il 18mo giorno fino al 25mo-30mo giordi gravidanza nei
ruminanti, un ruolo chiave € espletato dalle glrodgine transmembrana
chiamate mucine-one (Muc-1) le quali sono statecrités in diverse

specie di mammiferi incluso il bufaJ@erucatti et al., 2006]

La sintesi di queste proteine durante il periodan mecettivo per
I'epitelio uterino € veramente alta, tuttavia gaestostra una drastica
riduzione quando I'endometrio € esposto allazideeP4. Nelle bovine

e stato dimostrato che livelli elevati di P4 pet@giorni sono capaci di
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bloccare la sintesi delle Muc-1 agendo sulle celldel’endometrio

[Geisert et Malayer, 2000]

Si potrebbe ipotizzare che bassi livelli di P4iki20mo e il 25mo giorno
in animali che vanno incontro a mortalita embrien&rdiva non siano
sufficienti a bloccare la sintesi di Muc-1 deteremdo uno scorretto

transitory attachment.

Tuttavia non si puo escludere che i bassi livelPd registrati al 20mo e
al 25mo giorno siano responsabili di una ridottascita embrionale,
risultante in una ridotta area dittachment, come precedentemente

dimostrato nella pecoffilephew et al., 1994; Khan et al., 2003; 20Q7]

Risulta plausibile che, a causa di uno dei fattatescritti
precedentemente o di una combinazione di essitdbt& dell’embrione
possa essere compromessa e i trattamenti non esHea&ci nella

riduzione della mortalita embrionale.

La mortalita fetale in questo studio € risultatdeiiore a quanto
registrato in bufale sottoposte a monta natupdkxchio et al., 2007]
nelle quali una piu alta incidenza (P<0,01) dellartalita fetale (46-90
giorni di gestazione) e stata dimostrata in ungakridi incremento di
ore di luce giornaliera (periodo di transizione &ntbre-Marzo)

paragonato al periodo Aprile-Luglio.
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La perdita di gravidanza in seguito al riconoscitnoematerno della
stessa e durante la placentazione € un probleenamniie nella vacca da
latte. Questo e associato a bassi livelli di P41#28mo e il 37mo giorno
di gestazione i quali potrebbero essere dovuti ad dduzione di
secrezione di P4 da parte del corpo luteo o ad wmento della
metabolizzazione del P4 come descrittolaskeep (2004) In questo
studio i livelli di P4 nel siero a 10, 20 , 25 gtplla fecondazione non
differiscono da quelli degli animali gravidi a 7§.ge dagli animali che

hanno avuto mortalita fetale.
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8. Conclusioni

La bufala ha grande capacita di adattamento airglivdimi ed € un
efficiente animale da reddito specialmente nelleeatropicali e sub
tropicali. Negli ambienti dove non c’é¢ una sigrdfiva variazione
annuale nel fotoperiodo (zone equatoriali), la magginfluenza sulla
riproduzione € esercitata dall’'alimentazione. Lefalm vengono
influenzate significativamente dal fotoperiodo cbaumentare della
distanza dall’equatore, ma l'alimentazione rimamengre un fattore

importante.

In Italia, dove esiste una realta zootecnica bndalassai avanzata, il
regime alimentare € controllato e costante. Pertaitri fattori sono
chiamati in causa nel determinismo dell’efficiemgaoduttiva in questa

specie.

Infatti, numerose altre sono le cause che influeoza fertilita delle
bufale, particolarmente nel periodo sfavorevolea albro attivita

riproduttiva.

Dai risultati ottenuti dall’espletamento di questerche € emerso che la
perdita di fertilita nella bufala sottoposta adeiménazione artificiale
dipende in gran parte dall’alterata funzionalitd derpo luteo. Una

minore  vascolarizzazione del follicolo  preovulatori gia
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comprometterebbe la successiva funzionalita delllele luteiniche. Un
maggiore afflusso di sangue al follicolo rappresesitbe la condizione
essenziale, unitamente ad una ottimale vascolai@za precoce del
corpo luteo, condizioni ottimali per lo sviluppo knonale precoce. In
definitiva una maggiore disponibilita di nutriemtel fluido follicolare
garantirebbe una maggiore qualita dell’oocita esdekcessivo embrione.
A questo si aggiunga che solitamente livelli piteveti di LH
garantiscono una maggiore attivita dei fattori wéest e, quindi, una
valutazione dello stato vascolare del follicolorpbbe rappresentare una
misura indiretta dello stadio di ciclicita dei segiyda inseminare e della
probabilita di successo dell'intervento inseminativSicuramente un
fattore condizionante la fertilita della specie dlufa € rappresentato,
come piu volte registrato nelle prove eseguitelpesvolgimento della
seguente tesi, dal fenomeno della perdita embronhe nella specie
bufalina avviene in diverse epoche di gestaziona. mortalita
embrionale nella bufala e condizionata dalla temni@dé® stagionalita di
questa specie e dall'influenza che la stagioneeptassull'attivita del
corpo luteo e di conseguenza sugli effetti dellencemtrazioni di
progesterone sui complessi fenomeni d@plantation. Una buona
vascolarizzazione delle cellule luteiniche garaetisuna precoce e

ottimale attivita secretiva del corpo luteo, comutie essenziale per
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assicurare un ambiente uterino idoneo allo svilugptale e alla
placentazione. Infatti, i soggetti che vanno incor perdita embrionale
hanno fatto registrare livelli di progesterone iidg. Poiché la mortalita
embrionale nelle bufale inseminate nel periodaahgizione si verifica
in un epoca piu tardiva rispetto alla bovina, digsgfica I'efficacia del
trattamento tardivo sulla fertilita della speciddiima sottoposta a IS nel

periodo di transizione.

Tuttavia negli animali con basse concentraziori?4lisia al 20mo che al
25mo giorno la vitalita embrionale € probabilmemmmpromessa e
quindi i trattamenti tardivi non sono sufficientiradurre la mortalita
embrionale. Sulla base di questo studio sembrerehbei trattamenti
dovrebbero essere effettuati prima del 25mo giatalbinseminazione
per aumentare il range degli animali responsivinoltte, poiché la
mortalita fetale non e influenzata dai livelli dd Fino al 25mo giorno,
ulteriori studi sono necessari per valutare adttidri implicati in questo

fenomeno.

D’altronde, € pur vero che il ricorso a protocddirmacologici non
sempre risolve le problematiche relative alla pardli fertilita della
specie, particolarmente durante il periodo a luesaente. Da quanto €

emerso da tale elaborato, infatti, 1 trattamertn PGE, o con altre
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molecole possono favorire la riduzione della mdgaémbrionale, ma

non agiscono nel favorire I'insorgenza della granizh.

Verosimilmente, dunque, una maggiore irrorazioniefalecolo e/o del
corpo luteo migliorerebbe l'incidenza di gravidanaétraverso una
migliore attivita delle suddette ghiandole legatda amaggiore

disponibilita di ossigeno e di nutrienti.

Ricerche supplementari sono, quindi, necessarievpsficare in che
modo favorire la vascolarizzazione del follicolcepvulatorio, utile da
un lato a sincronizzare l'evento ovulatorio e, ‘@élo, al successo

dell'lS nel periodo sfavorevole all’attivita riprattiva di questa specie.

La presente tesi ha, infine, evidenziato la netzes$ focalizzare
maggiormente l'attenzione sulla fase dell'impiargmbrionale nelle
bufale, momento veramente critico per linstaurasia prosecuzione
della gravidanza. Cio rappresenta un’importantguaado futuro per la
ricerca che portera ad effettuare notevoli pasanfwnella tecnologia, in
modo tale da migliorare nel complesso le prestazipnoduttive nelle

bufale.
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