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CAPITOLO1
Introduzione

1.1 II plasma seminale

Il plasma seminale (SP) & una componente essenziale dell’eiaculato. Rappresenta la
porzione liquida del seme, in cui sono veicolati gli spermatozoi. I costituenti biochimici,
variabili nelle diverse specie animali, sono prodotti principalmente dalle ghiandole
accessorie dell’apparato genitale maschile, ovvero vescichette seminali, prostata e
ghiandole bulbo-uretrali, tra cui principalmente le vescichette seminali (tranne nei
camelidi dove queste sono assenti (Juyena and Stelletta, 2009)). Altri siti di produzione
secondaria solo la rete testis e 'epididimo (Mann and Lutwak-Mann, 1981).

Si e spesso ritenuto, in maniera semplicistica, che il SP avesse una funzione limitata a
mezzo di trasporto e di nutrizione per gli spermatozoi a livello di vie genitali femminili.
Alcune ricerche mettono pero in evidenza che animali inseminati tramite inseminazione
artificiale (Al), e quindi con seme in cui il liquido seminale e stato fortemente diluito o del
tutto eliminato, incorrono in una diminuzione della fertilita rispetto all'inseminazione con
monta naturale, suggerendo per il plasma seminale un’azione importante anche per
quanto riguarda funzione degli spermatozoi, fertilizzazione e sviluppo embrionale nelle

prime fasi (Tummaruk et al., 2000).

1.1.1 Componenti biochimici



I componenti biochimici del plasma seminale sono vari e variabili. Comprendono
peptidi, proteine, aminoacidi, substrati energetici, ioni, ormoni ed altro. Ciascun gruppo
verra brevemente e singolarmente preso in considerazione nei paragrafi successivi. La
variabilita di composizione e legata alla capacita di produzione, immagazzinamento e
secrezione degli organi coinvolti (tra cui soprattutto le ghiandole accessorie dell’apparato
genitale maschile). Tale variabilita viene riscontrata tra diverse specie, nella stessa specie
tra maschi differenti e anche nello stesso maschio tra piu eiaculati (Killian et al., 1993;
Aurich et al., 1996). Le variazioni di alcuni parametri potrebbero anche essere collegate a
differenze nella gestione d’allevamento, nell’alimentazione e nella stabulazione, ma

ulteriori studi sono necessari. Un riassunto dei componenti fin'ora studiati € mostrato

nella Tabella n°1.

Tabella n° 1. Composizione del plasma seminale nei ruminanti e nei camelidi (I'unita di
misura, se non altrimenti specificata, € da considerarsi mg/dl).



Camelidi | Camelidi
Contenuto Tori Arieti Becchi Bufali del . del
Vecchio Nuovo
Mondo Mondo
Fruttosio 150 - 900 150 - 600 875 368 - 815 23,5 3-7
Glucosio 300 09-1,6 48 -8,8 13 -52 29 -42 4-8
Acido citrico 340 - 110 - 260 - 440 - 444 9,80 3,10-6
1,150
Proteine totali 3,80 2,30 - 2,50 0,77 - 1,48 - 1,60 - 2,60 3-4
(/)
Lipidi totali 29 254 - 396 - 150 -175 87 51-115
Fosfolipidi 149,1 - 57 6,9 - 59,4 26 - 48 27 -31
312,16 - - 117,83 15,30 - -
Colesterolo 2590
Acido 1-8 4,50 - 5,20 - 4,28 - -
glutammico
Na 140 - 280 120 - 258 60 - 183 260 - 278 - -
K 80 - 210 50 - 140 76 - 255 192 - 205 - -
Ca 35-60 6-15 5-15 30 7,7-88 13- 31
P 9 48-12,0 - 8-9 1,7 -4,6 7-17
Cl 110 - 290 86 82-215 303 - 347 84 -120 263 - 491
Mg 7-12 2-13 1-4 43 -57 - -
Zn 2,60 - 3,70 56 - 179 - 0,80-1,17 - -
Testosterone | 210 -1310 25 -375 - 970 - -
(pg/ml)
Estrogeni 20 - 166 - - 43,67 - -
(pg/ml)
Prostaglandine 5-10 500 - 20.000 - - - -
(ng/ml)
246 BU/dI | 14,895 -40.818 - 315 BU/dl - -
ALP
mU®/ml
AST 345 - 623 190 - 256 - ‘166 - -
SFU/ml mU®/ml unita*/ml
ALT 150 - 18.3 39 -148 - 34 - -
SFU/ml mU®/ml unita*/ml
LDH 1.909 968 - 1.697 - 1.621 - -
unita*/ml mU®/ml BBU/ml

BU = Bodansky Units; SFU = Sigma Frankel Unit; BBU = Berger-Broida Units;
* L’unita citata corrisponde all’attivita del SP che produce un pg di piruvato.
® mU = micro Unita
(Flipse, 1960; Singh et al., 1969; Chauhan and Srivastav, 1973; Kozumplik and Vinkler, 1982;
El-Manna et al., 1986; Garnica et al., 1993; Pineda, 1995; Zedda et al., 1996; Javed et al., 2000; Shore
et al., 2003; Mosaferi et al., 2005; Gundogan, 2006; Andrabi, 2009; Juyena and Stelletta, 2009).

1.1.1.1 Proteine




Le numerose proteine presenti nel plasma seminale sono prodotte principalmente da
epididimo e vescichette seminali (Chandonnet et al., 1990). Sembra che abbiano rilevanti
effetti sulla stabilita di membrana degli spermatozoi (Desnoyers and Manjunath,1992),
sulla motilita (Henricks et al., 1998; Sanchez-Luengo et al., 2004) e la capacitazione degli
stessi (Therien et al., 1998) e sull'interazione con la cellula uovo (Yanagimachi, 1994).
Inoltre favoriscono la fagocitosi degli spermatozoi avitali e I'attivita dei polimorfonucleati
grazie all’azione delle proteasi (Dacheux et al., 2003).

Nel toro sono state isolate delle proteine leganti 1'eparina (HBPs), denominate proteine
del plasma seminale bovino (BSPs). La loro produzione & a carico delle vescichette
seminali e, fin'ora, ne sono state individuate quattro: BSP-A1, BSP-A2 (chiamate anche
PDC-109), BSP-A3 e BSP-30 kDa. Queste proteine sono in grado, una volta entrate a far
parte del plasma seminale, di rimuovere una certa quantita di colesterolo (5 - 8%) dalla
membrana degli spermatozoi e di legarsi ai fosfolipidi, interferendo con la loro mobilita e
quindi rendendo piu stabile I'intera membrana (Villemure et al., 2003). BSP-A1, BSP-A2 e
BSP-A3 hanno identica composizione aminoacidica e peso molecolare compreso tra 15 e
16,5 kDa, ma differiscono nell’estensione della glicosilazione, mentre BSP-30 kDa non
risulta glicosilata. BSP-A1, BSP-A2 e BSP-A3 legano specificatamente fosfolipidi contenenti
fosforilcolina (PC), mentre BSP-30 kDa puo legare anche fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositolo, acido fosfatidico e cardiolipina (Desnoyers and
Manjunath 1992). Le BSPs si legano anche a livello di acrosoma, post-acrosoma e regioni
mediane degli spermatozoi, giocando un ruolo probabilmente importante nell’inizio della
motilita spermatica (Scheit et al., 1988; Manjunath et al., 1993). Favoriscono inoltre, nelle
vie genitali femminili, il legame degli spermatozoi all’epitelio dell’ovidotto, portando alla
costituzione di un reservoir di spermatozoi in cui la motilita viene mantenuta (Ignotz et
al., 2001; Gwathmey et al., 2006). Therien et al. (2001) ha ipotizzato un ruolo anche nella
capacitazione: le BSPs legate alla membrana spermatica, raggiunte le vie genitali
femminili, interagirebbero con lipoproteine ad alta densita (HDL) presenti nell’ovidotto
e/ o nel liquido follicolare; questo porterebbe al distaccamento delle BSPs e del colesterolo
dagli spermatozoi, con alterazione dell’equilibrio prima raggiunto dalla membrana

plasmatica ed induzione di segnali intracellulari che porterebbero all’aumento della



permeabilita di membrana al Ca2*. Le BSPs che rimangono invece legate ai fosfolipidi di

membrana, funzionerebbero da collegamento con la calmodulina, presente a livello di

membrana plasmatica interna e partecipante agli eventi che regolano l'ingresso del Ca2*
durante la capacitazione e la reazione acrosomiale (Manjunath et al, 1993). Yu et al. (2003)
ipotizzano invece che le PDC-109 prevengano una reazione acrosomiale prematura
inibendo la proteina chinasi C. Tutte queste funzioni sono determinanti per un corretto
stato di mantenimento del seme anche se, per la stimolazione delle BSPs, € necessaria la
presenza di eparina o lipoproteine ad alta densita o glicosaminoglicani (GAG) presenti
nelle secrezioni dell’ovidotto femminile (Manjunath and Therien, 2002).

Proteine simili alle BSPs sono state riscontrate nel plasma seminale di verro (pB1) (Sanz
et al., 1993; Calvete et al., 1997), di stallone (HSP-1, HSP-2, HSP-12 kDa) (Calvete et al.,
1995, 1997; Menard et al., 2003), di bisonte (BiSV-16 kDa, BiSV-17 kDa, BiSV-18 kDa,
BiSV-28 kDa) (Boisvert et al., 2004), di ariete (RSP- 14 kDa, RSP-16 kDa, RSP-20 kDa,
RSP-24 kDa) (Jobim et al., 2005; Bergeron et al., 2005) e di becco (GSP-14 kDa, GSP-15
kDa, GSP-20 kDa, GSP-22 kDa) (Villemure et al., 2003). Le loro funzioni non sono ancora
state chiarite ma probabilmente sono simili a quelle delle BSPs. Recentemente e stata
individuata la presenza di PDC-109 anche nel SP di bufalo (Harshan et al. 2008).

Un’altra famiglia di proteine, le spermadesine, sono state individuate nel toro
(Einspanier et al., 1994), nell’ariete (Bergeron et al., 2005) e nel becco (Luciana et al., 2007).
Queste proteine hanno un peso molecolare compreso tra 12 e 16 kDa e inizialmente furono
classificate in modo generico come aSFP (acidic seminal fluid protein) (Teixeira et al.,
2002). Dagli studi effettuati si e visto che le spermadesine sono associate alla superficie
degli spermatozoi e vengono prodotte dalle vescichette seminali (Teixeira et al., 2006), una
in particolare (AWN-1) anche da epididimo, rete testis e tubuli retti (Topfer-Petersen et al.,
1998). Sono proteine multifunzionali che mostrano affinita di legame con vari
oligosaccaridi, polisaccaridi sulfatati, inibitori delle serin-proteasi e fosfolipidi
(Topfer-Petersen et al., 1998) e inoltre interagiscono con glicosaminoglicani simil-eparina
prodotti dall’epitelio del tratto genitale femminile (Tienthai et al., 2000). Cio fa pensare
che abbiano un ruolo nella capacitazione e nell'interazione con la cellula uovo (Jonakova

et al., 1998). Un altro ruolo e quello di ridurre la perossidazione lipidica e regolare
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I'attivita dei mitocondri. In questo modo preservano energia e mantengono la vitalita
degli spermatozoi (Schoneck et al., 1996).

Nell'insieme queste proteine (BSP e spermadesine) vengono comunemente chiamate
“anti-shock” perché sembrano proteggere gli spermatozoi dai danni dovuti a shock da
freddo (ovvero la discesa improvvisa della temperatura dai 20 ai 0 °C). In verita, come
riportato da Muifio-Blanco et al. (2008), il legame delle proteine con la membrana
spermatica, che protegge le cellule dal freddo, tende contemporaneamente, a danneggiare
gli spermatozoi stessi durante il congelamento, perché la discesa eccessiva della
temperatura provoca probabilmente un’alterazione della struttura proteica e quindi di
quella degli spermatozoi. Si e visto infatti che se le frazioni del seme, liquida e cellulare,
vengono separate immediatamente dopo il prelievo, gli spermatozoi non subiscono
alterazioni durante il congelamento. L’aggiunta successiva della parte liquida, dopo che il
seme e stato scongelato, ne migliora le caratteristiche.

Bradley et al. (1982) hanno invece purificato, nell’ariete, una frazione proteica acida a

basso peso molecolare stabile al calore, che viene chiamata calcemina. Essa agisce come un

regolatore Ca2* dipendente di due enzimi: la Mg2*-ATPasi Ca2*-dipendente e la 3’ - 5

nucleotide ciclico fosfodieterasi. Probabilmente stimola I'attivita Ca2* dipendente a livello
di flagello. Un’altra proteina calmodulina simile (CLP, calmoduline-like protein) e stata
identificata nel plasma seminale di bufalo. Tale proteina e presente in alta concentrazione
e si pensa abbia un ruolo nella capacitazione e nella reazione acrosomiale (Sidhu and
Guraya, 1989).

Nel SP di toro é stata separata anche una molecola d’adesione chiamata osteopontina
(OPN), di 55 kDa, derivante dall’ampolla e dalle vescichette seminali (Cancel et al., 1997).
Probabilmente I'OPN si lega agli spermatozoi al momento dell’eiaculazione e rimane
legata fino al momento della fertilizzazione (Souza et al., 2008), partecipando poi alla
fertilizzazione stessa e ai primi stadi di sviluppo embrionale (Goncalves et al., 2006; Souza
et al., 2008).

Sempre nel toro e stato isolato un peptide, denominato seminalplasmina (SPNL) (Reddy
and Bhargava, 1979) o caltrina, che viene prodotto dalle vescichette seminali (Wempe et

al., 1990). Le funzioni sono molteplici: inibire la trascrizione (Scheit et al, 1985); regolare il
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trasporto di Ca2* (Sitaram et al., 1997); incrementare la fluidita di membrana degli
spermatozoi e dell’acrosoma (Shivaji et al., 1989); bloccare l'esocitosi spontanea
dell’acrosoma inibendo la pompa Na2*/Ca2*, ma anche stimolare gli antagonisti della
zona pellucida per permettere una corretta reazione acrosomiale (Clark et al., 1993).
Alcune proteine, nel becco, sono assenti durante la stagione non riproduttiva (Cardozo
et al., 2006), mentre altre sono sempre presenti ma in minor quantita durante la stagione
non riproduttiva (Smith et al.,, 1999). Queste variazioni stagionali nei profili proteici
potrebbero essere collegate ai differenti livelli di gonadotropine e alla diminuzione del
numero dei loro specifici recettori a livello testicolare. Cio porterebbe ad una diminuzione
della funzionalita endocrina delle gonadi e quindi anche della funzionalita escretoria di

epididimo e ghiandole seminali (Xu et al., 1991).

1.1.1.2 Aminoacidi ed enzimi

La maggior parte degli aminoacidi presenti vengono prodotti a livello di testicoli ed
epididimo, e solo in parte nelle ghiandole sessuali accessorie. La loro concentrazione tende
ad aumentare dopo l'eiaculazione a causa dei massivi processi di catabolismo proteico che
si instaurano nel seme. Gli aminoacidi servono come substrato energetico a veloce
reperibilita, necessario alle reazioni cui il seme deve andare incontro (Newmark et al.,
1967). Gli aminoacidi piu rappresentati sono l'acido glutammico e I'L-arginina.

Gli enzimi presenti sono la Glutammato-Ossalacetato Transaminasi (GOT), I’ Aspartato
Amino Trasferasi (AST), la Glutammato-Piruvato Transaminasi (GPT), 1’Alanina
Aminotransferasi (ALT), la Fosfatasi Alcalina (ALP) e la Lattato Deidrogenasi (LDH). Essi
sono necessari alle reazioni metaboliche che forniscono I’energia agli spermatozoi. Inoltre,
localizzandosi soprattutto a livello di membrana spermatica, sono considerati degli
indicatori di stabilita della membrana stessa e quindi della qualita del seme (Corteel, 1980).

Le transaminasi sono dislocate principalmente al centro della cellula spermatica (Mann
et al., 1981) e la loro presenza nel plasma seminale a livelli elevati viene considerata come
segno di danno agli spermatozoi (Sirat et al., 1995) o alterazione della funzionalita di
membrana dovuta ad una non corretta maturazione spermatica a livello di epididimo,

spesso a causa di una eccessiva frequenza di prelievo del seme.
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La lattato deidrogenasi, presente nel citosol e nella matrice mitocondriale degli
spermatozoi (Montamat et al., 1976; Burgos et al., 1995), & considerata un isoenzima della
lattato deidrogenasi presente nei tessuti somatici, in quanto le catene aminoacidiche
differiscono (Zinkham et al., 1963; Li et al., 1983). L’enzima si trova debolmente legato alla
parete cellulare e cio ne facilita il rilascio nel plasma seminale (Rao et al., 1984). La sua
funzione e quella di regolare la glicolisi in caso di carenza di ossigeno: il piruvato viene
trasformato in lattato durante una reazione mediata dall'NADH (Jones, 1997). Una ridotta
produzione di lattato deidrogenasi da parte del parenchima testicolare pud portare a
disturbi della funzionalita spermatica e a cambiamenti nel metabolismo spermatico.

La fosfatasi alcalina viene prodotta, per la maggior parte, dalle ghiandole seminali
accessorie. Si e riscontrata la sua attivita sia a livello di testa e parte centrale dello
spermatozoo, sia a livello di coda. Questo enzima regola la defosforilazione proteica, uno
dei passaggi importanti nel complesso fenomeno dell’acquisizione della motilita
spermatica (Tang et al., 1975).

La fosfolipasi Ay (PLAjp) e un enzima ubiquitario che idrolizza il legame estere tra

l'acido grasso in posizione 2 ed il glicerolo dei fosfolipidi, ed e stato ritrovato anche nel

liquido seminale di numerose specie animali (Upreti et al., 1999). Probabilmente la PLA»>

partecipa alla reazione acrosomiale (Fry et al., 1992) e alla fusione spermatozoo - cellula
uovo (Yuan et al., 2003).

Un altro enzima con attivita di fosfolipasi e stato ritrovato nel becco e chiamato enzima
coagulante I'albume d'uovo (EYCE, egg yolk coagulating enzyme) o SBUIIl. L’'EYCE
idrolizza i fosfolipidi presenti nell’albume d'uovo utilizzato nei diluenti per la
conservazione del seme, e li trasforma in acidi grassi insaturi e lipofosfolipidi che risultano
tossici per il seme e lo fanno coagulare (Roy, 1957). Dopo la purificazione questo enzima é
risultato essere una N-glicoproteina monomerica di 55 - 60 kDa (BUSgp60) con affinita per
'eparina. Sias et al. (2005) hanno dimostrato che BUSgp60 e una proteina tipo 2 associata a
lipasi pancreatica (PLRP2, pancreatic-lipase-related proteins 2) con attivita di fosfolipasi

A1 La funzione di questa proteina nel plasma seminale non & ancora chiara ma

probabilmente agisce nel processo di pulizia dell’uretra che avviene prima del passaggio
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del seme, grazie ad una secrezione mucoide prodotta dalle ghiandole bulbo-uretrali (Sias
et al., 2005).

Il plasma seminale contiene anche acetil-idrolasi del fattore attivante le piastrine
(PAFAHS, platelets activating factor acetylhydrolase), considerato un protettore del seme
nelle vie genitali femminili. Il PAF ha un suo ruolo nella capacitazione degli spermatozoi
ma la presenza, nelle vie genitali femminili, di PAF di origine spermatica provoca una
reazione infiammatoria con richiamo di neutrofili e formazione di superossidi che possono
portare a gravi danni cellulari e a blocco della motilita spermatica (Kovalsky et al., 1992).
Le PAFAHs potrebbero essere responsabili dell’inibizione del PAF di derivazione
spermatica e dell’idrolizzazione dei fosfolipidi danneggiati in modo da prevenire i danni
cellulari (Hough et al., 1994).

Nel toro sono state isolate delle arilsulfatasi (AS-A, -B e -C), la cui funzione si esplica nel
miglioramento della stabilita e permeabilita della membrana plasmatica degli
spermatozoi, tramite la rimozione dei gruppi solfato da molecole steroidee e
glicoconiugate (Gadella et al., 1991). Langlais et al. (1985) ipotizzano che I’AS-C sia un
promotore della capacitazione degli spermatozoi ma le ricerche sulle arisulfatasi
dovrebbero essere comunque approfondite.

Le funzioni di altri enzimi ritrovati nel plasma seminale sono totalmente oscure. L’a-1,4
glucosidasi e stata isolata nell’ariete ed & considerata un buon indicatore dello stato
funzionale dell’epididimo, dato che da questo e principalmente prodotta (Tremblay et al.,
1990). Guerin et al. (1981) hanno dimostrato una correlazione positiva tra 'a-1,4
glucosidasi e la concentrazione di spermatozoi nell’eiaculato, mentre Tremblay et al.
(1990) hanno evidenziato una correlazione negativa tra I'enzima e la motilita spermatica.
La prostaglandin-H2 D-isomerasi (PGDS) e stata invece rilevata nel liquido seminale di
toro (Gerena et al., 1998), ariete e stallone (Fouchécourt, et al., 1999). Probabilmente & un
enzima prodotto dall’epididimo perché non si é riusciti ad isolarlo nelle secrezioni delle

vescichette seminali e nel SP di animali deferenctomizzati. Il ruolo della PGDS é tuttora

ignoto.
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1.1.1.3 Ioni

Gli ioni sono una parte importante del plasma seminale.

Cationi quali sodio, calcio, potassio e magnesio mantengono 1'equilibrio osmotico nel
liquido seminale e sono delle componenti di importanti enzimi (Cevik et al., 2007). Il sodio
e il catione presente in maggior quantita, tranne nel plasma seminale di toro, dove il piu
rappresentato e il calcio (Setchell et al., 1988). Il sodio € importante per la funzionalita
spermatica (Mosaferi et al., 2005), mentre il calcio partecipa alla reazione acrosomiale e
permette la motilita degli spermatozoi (Kaya et al., 2002). Il magnesio si ritrova spesso nei
sistemi enzimatici, € considerato un marker della funzionalita escretoria delle vescichette
seminali (Wong et al., 2001) e sembra abbia una suo ruolo per quanto riguarda la motilita
spermatica (Jobim et al., 2004). I potassio € un inibitore metabolico e alte concentrazioni di
questo catione nel plasma seminale portano a diminuzione dell’attivita metabolica e della
motilita degli spermatozoi (Massaney et al., 2003). E stata riscontrata una correlazione
negativa tra la concentrazione di sodio, calcio e magnesio e la percentuale di spermatozoi
anormali, e invece una correlazione positiva se si considera la concentrazione di potassio
(Assumpcao et al., 2005; Cevik et al., 2007). Il rame fa parte di enzimi come la Cu-Zn
ossido dismutasi (SOD) che agisce contro i radicali liberi evitando danni cellulari. Inoltre
alte concentrazioni di rame riducono i processi ossidativi che porterebbero a blocco della
motilita e diminuzione della vitalita (Pesch et al., 2006). D’altra parte una concentrazione
eccessiva, proprio per la sua funzione antiossidante, porterebbe a diminuzione o
abolizione della motilita spermatica (Skandhan, 1992), in quanto i radicali liberi svolgono
un ruolo importante nella maturazione e nella capacitazione spermatica (Aitken and
Vernet, 1998). Nel bufalo e stata recentemente trovata una correlazione positiva tra la
concentrazione di rame nel plasma seminale e la motilita spermatica, ed e stata ipotizzata
una sua diretta stimolazione centrale che porterebbe a rilascio di LH (Eghbali et al., 2008).
Lo zinco ha un’attivita antiossidante (Gavella et al., 1998), sembra essere il maggiore
responsabile dell’attivita antibatterica nel plasma seminale e stabilizza 1’assemblamento
finale delle nucleoproteine e la membrana plasmatica degli spermatozoi (Lewis-Jones et
al., 1996). Inoltre sembra controllare il metabolismo e la motilita degli spermatozoi tramite

rispettivamente la regolazione dell’attivita enzimatica e la regolazione del sistema ATP e
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delle riserve di fosfolipidi (Hidiroglou et al., 1984). Hidiroglou et al. (1979) hanno
ipotizzato che il testosterone regoli il turnover di zinco attraverso le ghiandole sessuali
accessorie.

L'unico anione individuato & il cloro, che potrebbe giocare un suo ruolo durante la
capacitazione e la reazione acrosomiale, durante la quale si aprono diversi canali ionici di
membrana, tra cui quello appunto del cloro (Meizel, 1997; Purohit et al., 1999). Si e visto

perd che un aumento delle concentrazioni e legato ad una diminuzione della fertilita

(Cevik et al., 2007).

1.1.1.4 Zuccheri riducibili

Il fruttosio e lo zucchero presente in maggiore quantita nel plasma seminale dei
ruminanti e viene prodotto nelle vescichette seminali a partire dal glucosio ematico, sotto
stimolazione del testosterone (Kumar et al., 1994). Si e visto che la concentrazione di
fruttosio tende ad aumentare durante la stagione riproduttiva (Matasuoka et al., 2006). La
sua funzione & quella di fungere da substrato riducibile e fornire energia agli spermatozoi
(Gabriel et al., 1999). La concentrazione di fruttosio nel liquido seminale viene utilizzata
come indicatore della concentrazione di androgeni, dato che sono quest’ultimi a regolarne
la produzione (Mann et al., 1981).

Nello stallone, nel cui seme il fruttosio € presente in basse quantita, & possibile
riscontrare la presenza di glucosio (Mann, 1964), ed anche il plasma seminale di coniglio
contiene un’apprezzabile quantita di glucosio in aggiunta al fruttosio (Mann et al., 1950).
Probabilmente questo zucchero ha una funzione energetica accessoria al fruttosio, e viene
utilizzato in situazioni critiche.

Un altro zucchero presente nel plasma seminale é il sorbitolo. Nel liquido seminale di
ariete e stato isolato l'enzima sorbitolo deidrogenasi che impedisce al sorbitolo di essere

trasformato in fruttosio (Setchell et al., 1988).

1.1.1.5 Profilo lipidico

Il profilo lipidico e costituito da colesterolo, fosfolipidi, digliceridi, trigliceridi e cere.

Probabilmente le fonti di lipidi per il plasma seminale sono 1'epididimo e gli spermatozoi

16



stessi (Juyena et al., 2009). Si e osservato che la concentrazione di lipidi € maggiore nel
primo eiaculato che nei successivi (Igbal et al., 1984) e comunque diminuisce in caso di
maschi vasectomizzati (Pickett et al., 1966). La funzione dei lipidi nel plasma seminale ¢
molteplice: fanno parte della struttura spermatica, intervengono nel metabolismo e nella
capacitazione degli spermatozoi e nella fertilizzazione del gamete femminile (Hafez, 1987).
Il colesterolo ed i fosfolipidi sono le frazioni piti rappresentate e sono fondamentali per la
struttura e la funzionalita di membrana. Ciononostante un incremento del colesterolo puo
portare a deficit di fertilita perché sembra limitare il normale funzionamento della
reazione acrosomiale (Cross, 1998). I fosfolipidi possono essere utilizzati come substrato
energetico nel caso ci sia carenza di zuccheri riducibili (Scott et al., 1968), anche se cio puo
portare ad effetti negativi sulla stabilita di membrana e giustificare la ridotta capacita
fertilizzante del seme congelato. Georgiev (1983) e Taha et al. (2000) hanno dimostrato che
una ridotta concentrazione di lipidi nel plasma seminale porta a sua volta ad una
riduzione di concentrazione e motilita spermatica. La precisa funzione dei lipidi rimane,

comunque, tutt’ora sconosciuta.

1.1.1.6 Antiossidanti

Gli spermatozoi sono altamente sensibili alla perossidazione lipidica (LPO) da parte di

radicali liberi o specie reattive dell’ossigeno (ROS) come possono essere il perossido di

idrogeno (HoO»), 'anione superossido (O2-) ed il radicale idrossilico (-OH) (Aitken, 1984).

Contemporaneamente i ROS svolgono un ruolo importante nella maturazione e nella
capacitazione spermatica perché fungono da accettori di idrogeno per la glutatione
perossidasi, durante 'addensamento della cromatina negli spermatozoi (Aitken et al.,
1998). Quindi per mantenere le attivita fisiologiche nel seme & necessario un perfetto
equilibrio tra i ROS che vengono prodotti e quelli che vengono eliminati (Drevet, 2006),
altrimenti le cellule spermatiche possono andare incontro da una parte ad alterata
maturazione e dall’altra a danni ossidativi che ne riducono funzione e motilita. Esistono
sistemi sia intra- che extracellulari, enzimatici e non, che prevengono la formazione dei
ROS e che fungono quindi da antiossidanti. Sia gli spermatozoi che il plasma seminale

contengono superossido dismutasi (SOD), glutatione riduttasi (GR), glutatione perossidasi
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(GPx), con i suoi substrati glutatione ridotto e glutatione ossidato (GSH and GSSG), e
catalasi (CAT) (Storey et al., 1998). Le catalasi proteggono il seme quando si trova a livello
di lume dell’epididimo, mentre superossido dismutasi e glutatione perossidasi, prodotte

dalle vescichette seminali, proteggono il seme dopo 1'eiaculazione (Zubkova et al., 2004).

Le superossido dismutasi agiscono trasformando gli O2- in Oy e H)O» mentre le catalasi

convertono I'Hy>Op a Op e HyO (Alvarez et al., 1987). Il glutatione, substrato per gli enzimi

glutatione perossidasi e glutatione transferasi, € presente nel plasma seminale in alte

concentrazioni. Esso funge da donatore di elettroni e puo interagire direttamente con

H»Op, 02, -OH, radicali alcossilici e idroperossidi (Lenzi et al., 1996). La glutatione

perossidasi agisce formando GSH a partire da GSSG.
Oltre agli antiossidanti propriamente detti, il plasma seminale contiene albumina, che ¢
in grado di assorbire i perossidi lipidici e contribuisce in tal modo a proteggere sia la

membrana che la motilita spermatica (Alvarez et al., 1995).

1.1.1.7 Ormoni

Nel liquido seminale e stata riscontrata la presenza di estrogeni (E), progesterone (P),
testosterone (T), ormone luteotropo (LH), prolattina (PRL) e prostaglandine (PG). Gli
ormoni steroidei e le prostaglandine sono prodotti dalle cellule del Leydig nel testicolo,
dall’epididimo, dalle vescichette seminali, dalla prostata e dagli spermatozoi stessi (Hess
et al., 2001). Le concentrazioni variano da specie a specie. Nell’ariete il plasma seminale
contiene una minor quantita di estrogeni e testosterone rispetto al toro, mentre i livelli di
prostaglandine (PGE) sono pit elevati. E risaputo che le prostaglandine, la cui
concentrazione ¢ legata al periodo stagionale (Shore et al., 2003), stimolano nelle pecore la
contrattilita della cervice favorendo la risalita degli spermatozoi (Gustafsson et al., 1977) e
sono positivamente correlate con la fertilita (Dimov et al., 1977). Le specifiche funzioni di
prolattina, ormone luteotropo, estrogeni e testosterone non sono conosciute ma si e
riscontrata una correlazione negativa tra la concentrazione di prolattina immunoreattiva e

motilita e vitalita del seme (Sidhu et al., 1992).
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Henricks et al. (1998) hanno dimostrato la presenza anche di un altro ormone, 1'IGF-I
(Insulin-like Growth Factor I), nel plasma seminale di toro. Questo ormone viene
sintetizzato nelle cellule del Leydig e del Sertoli, sotto il controllo di FSH ed LH (Lejeune
et al., 1996). L'IGF-I e un polipeptide che probabilmente funge da fattore chemiocinetico,
necessario per un normale sviluppo delle cellule germinali ed una corretta morfologia
degli spermatozoi (Glander et al., 1996). A livello di regione acrosomiale di spermatozoi
non ancora capacitati sono presenti dei recettori per I'IGF-I e questo fa pensare che
I'ormone in questione abbia un ruolo negli eventi pre-fertilizzazione. Miao et al. (1998)
hanno infatti ipotizzato che favorisca 'incremento della velocita lineare e la diminuzione
della larghezza della testa degli spermatozoi, entrambe caratteristiche importanti perché il

seme possa superare le barriere mucosali che si trovano nel tratto genitale femminile e

attraversare la zona pellucida (Suarez et al., 1992).

1.1.1.8 Citochine

Le citochine sono state riconosciute come fattori antinfiammatori fondamentali del
plasma seminale. Nel seme di toro sono state isolate diverse citochine: le interleuchine 6 e
10 (IL-6 e IL-10) ed il fattore di necrosi tumorale a (TNFa) (Vera et al., 2003). L'IL-10 ha il
compito di mantenere l’equilibrio immunologico nel seme ed evitare il rigetto degli
spermatozoi. Il TNFa, prodotto dalle vescichette seminali sotto lo stimolo del testosterone
(Robertson et al., 2002), agisce sia come pro-infiammatorio sia come regolatore negativo

della risposta all'infiammazione (Hodge-Dufour et al., 1998).

1.1.1.9 Vescicole di membrana

Nel plasma seminale sono presenti delle vescicole di membrana ma la loro origine ed il
meccanismo con cui vengono rilasciate nel seme non sono ancora noti. Questi organelli

potrebbero avere un effetto positivo sulla motilita progressiva degli spermatozoi e, tramite
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il loro legame alla superficie spermatica, probabilmente agiscono sulla capacitazione e
sulla reazione acrosomiale (Fabiani et al., 1994). In ogni caso sono necessarie maggiori

ricerche.

1.2 Il plasma seminale nei camelidi, con particolare riferimento
agli alpaca (Lama pacos)

Il plasma seminale negli alpaca e tutt’oggi in fase di studio e le conoscenze accumulate
sono ancor piu scarse che negli altri animali. Una caratteristica peculiare del seme dei
camelidi in generale e l'elevatissima viscosita. Questa particolarita rende difficile la
valutazione, la diluizione e la conservazione del seme, e per tale motivo, in aggiunta alle
difficolta di raccolta del seme stesso, I'inseminazione artificiale negli alpaca é stata fin’ora
quasi impraticabile su larga scala. L’origine, la composizione e la funzione della
componente viscosa del liquido seminale & ancora sconosciuta e solamente alcuni
costituenti biochimici sono stati individuati (El-Manna et al., 1986; Garnica et al., 1993,
Mosaferi et al., 2005). Cio evidenzia I'importanza del proseguimento degli studi in questo

ambito e I'interesse, anche economico e sociale, che ne consegue.

1.2.1 Componenti biochimici

1.2.1.1 Proteine

Lo studio delle proteine nel plasma seminale dei camelidi ¢ stato maggiormente
incentrato su una particolare frazione proteica, con caratteristiche GnRH simili (Paolicchi
et al., 1999; Pan et al., 2001, Adams et al., 2005), chiamato fattore inducente 1'ovulazione

(OIF). Ricerche effettuate sul seme di cammello hanno portato ad ipotizzare che I'OIF sia
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formato da tre sub-strati: lo strato pitt esterno e costituito da una glicoproteina di 19,431
kDa, quello intermedio e formato da una proteina alcalina di 19,000 kDa ed il pit interno
da una proteina acida di 13,188 kDa (Pan et al, 2001). Lo studio di tale fattore &
particolarmente importante per riuscire a definire meglio le peculiarita riproduttive di

queste specie, dato che sono ad ovulazione indotta.

1.2.1.2 Ioni

Uno studio di Agarwal et al. (2004) mette in evidenza, nel dromedario, che le
concentrazioni di sodio e potassio, riscontrabili nel plasma seminale e nel plasma ematico
(BP), sono molto simili tra loro. Si puo ipotizzare che la funzione di questi cationi nel
plasma seminale sia quindi la stessa che nel plasma ematico, ovvero mantenere I'equilibrio
elettrolitico ed osmotico, permettendo agli spermatozoi di sopravvivere nel liquido in cui
sono immersi.

Nel liquido seminale di alpaca il catione pitt rappresentato e il calcio, mentre, per
quanto riguarda gli anioni, il pit presente é il cloro (Garnica et al, 1993). Si puo riscontrare

anche una certa quantita di fosfato inorganico, che potrebbe derivare dalla

gliceril-fosforil-colina e dalla fosforil-colina (Dawson et al., 1957).

1.2.1.3 Zuccheri riducibili

Nei camelidi, sia del vecchio che del nuovo mondo, le concentrazioni di fruttosio nel
plasma seminale sono molto basse, a causa dell’assenza delle vescichette seminali. In
questi animali la maggior sorgente di fruttosio e il corpo della prostata, con un minor
contributo da parte di ghiandole bulbo-uretrali, ampolla del dotto deferente e pars
disseminata della prostata (El-Manna et al., 1986). Lo zucchero principale e il glucosio, che
viene trasformato in fruttosio tramite fosforilazione, grazie all’azione di sorbitolo

deidrogenasi e aldoso riduttasi (Agarwal et al., 2004). La concentrazione di glucosio risulta

essere molto pill elevata negli animali giovani (Garnica et al., 1993).
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1.2.1.4 Profilo lipidico

Garnica et al. (1993) hanno quantificato i lipidi ed i fosfolipidi nel plasma seminale di
alpaca. La loro funzione non e ancora stata chiarita ma probabilmente hanno un ruolo
nella maturazione e nel mantenimento dell’integrita di membrana.

Studi riguardanti i camelidi del Vecchio Mondo hanno messo in evidenza una
concentrazione di colesterolo pitt bassa che negli altri animali. Considerando il ruolo che il
colesterolo ha nella stabilita di membrana, queste minori concentrazioni potrebbero essere

alla base della difficolta di conservazione del seme nei camelidi (Agarwal et al., 2004).

Obiettivo di questa tesi & proporre uno studio bio-chimico del plasma seminale di
alpaca, con particolare attenzione alla componente proteica, in relazione a diverse sessioni
di alimentazione controllata (per quattro periodi in totale). Fine ultimo della ricerca &
I'eventuale riscontro di una connessione tra il tipo di alimento somministrato, le

caratteristiche fisiche e le caratteristiche bio-chimiche del seme prelevato.

CAPITOLO 11
Materiali e metodi

Il lavoro per questa tesi si e svolto in due momenti fondamentali: in un primo momento
e stato svolto un lavoro di campo, con lo scopo di addestrare gli animali, prelevare il seme
ed il sangue ed effettuare misure testicolari e del BCS, mentre in un secondo momento si e
svolta la parte di laboratorio, con I'effettuazione degli esami biochimici ed elettroforetici.

2.1 Prelievo del seme

2.1.1 Animali
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Il gruppo di animali che é stato utilizzato per la ricerca é costituito da sette alpaca in
totale, cinque maschi e due femmine interi. Gli individui sono stati scelti casualmente tra
diverse fasce d’eta e provengono tutti dall’Azienda Agricola Poggio Piero (Montemassi,
GR), di proprieta del Sig. Rene Steiger. I maschi appartengono ad un gruppo di animali
eliminati dalla riproduzione per caratteristiche non considerate idonee dall’allevatore per
il miglioramento genetico degli animali da fibra. Le generalita dei soggetti sono illustrate

nella Tabella n°2.

Tabella n° 2. Nome e numero di riferimento, sesso, data di nascita e fenotipo degli
animali utilizzati nella ricerca.

Nome Numero | Sesso | Data di nascita | Fenotipo
Nerone 1 3 12 -09 - 2001 Huacaya
Rubens 2 3 30 - 09 - 2004 Huacaya
Schumi 3 3 11 - 09 - 2004 Huacaya
Enrico 4 3 14 - 05 - 2001 Huacaya

El Mariachi 5 3 27 -09 - 2003 Suri

Medea Q 02 - 06 - 2000 Huacaya

Lady Q 15 -12 - 2006 Huacaya

Gli animali sono stati stabulati in box separati, uno per i maschi ed uno per le femmine,
senza possibilita per i maschi di vedere od odorare le femmine. Il contatto tra i due gruppi
e avvenuto solamente durante le sessioni di raccolta del seme.

I maschi, vergini, sono stati gradualmente addestrati alla monta ed al prelievo del seme
con vagina artificiale, utilizzando le due femmine come teaser. La presenza di due
femmine ha permesso di poter procedere con I'addestramento e lo studio anche quando
una delle due era temporaneamente non recettiva. Ciascun maschio veniva portato al
luogo di monta separatamente dagli altri ed abituato alla vagina artificiale. L'impossibilita
di utilizzare un manichino ha portato all’effettuazione del prelievo di seme direttamente
tramite salto sulla femmina e gli animali sono stati abituati alla presenza ed ai movimenti
degli operatori, che sono rimasti gli stessi per tutta la durata della ricerca.

Segni d’eccitamento sono stati mostrati fin dall’inizio, indicando una buona libido da

parte dei maschi. I segnali presi in considerazione sono stati l'alzare e l’abbassare
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frequentemente la coda, il tremolare delle orecchie e la vocalizzazione, come suggerito da
Novoa (1970). La particolare vocalizzazione, mantenuta in maniera pitt 0 meno costante
nei diversi maschi durante la monta, viene definita come “orgling”. E un suono gutturale
che sembra avere una parte attiva nello stimolo del rilascio dell'LH precedente
I"'ovulazione (Bravo, 1994).

La normale posizione di copula negli alpaca & di tipo sternale: quando il maschio
effettua il salto, la femmina si mette in posizione sternale, con gli arti raccolti sotto di sé
(Fernandez-Baca et al., 1970; England et al.,, 1971) ed il maschio assume la posizione
copulatoria, con gli arti anteriori che si portano sopra le spalle della femmina ed i
metatarsi che toccano il terreno e sostengono il peso del corpo (Novoa, 1970). (Vedi Figura
n°l). A penetrazione avvenuta, la pelvi del maschio € molto vicina a quella della femmina
(Fowler, 1998). Gli animali sono stati considerati pronti ed addestrati quando tutti e
cinque, ciascuno con le proprie particolarita, hanno assunto una posizione corretta di
copula, cercando la vagina artificiale per effettuare la penetrazione e tollerando le

manualita dell’operatore (vedi Figura n°2).

Figura n° 1. Posizione copulatoria di tipo
sternale. Gli animali usati in questo studio
mantengono una posizione leggermente piu
arretrata del normale a causa dello spazio
occupato dalla vagina artificiale.
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Figura n° 2. Gli animali sono stati abituati a
penetrare la vagina artificiale ed a sopportare la
vicinanza e le manualita di un operatore.

Il luogo scelto per la monta e dotato di pavimento antiscivolo ed e posto in una zona
tranquilla degli stabulari, in modo da mantenere gli animali in un ambiente silenzioso e

confortevole, sempre comunque con un accesso visivo all’esterno.

2.1.2 Vagina artificiale modificata

La vagina artificiale utilizzata e stata modificata, in parte come suggerito da Bravo et al.
(1997a, 2000) (vedi Figura n°3), per mimare la presenza della cervice, necessaria a
riprodurre una copula pitt naturale possibile. Gli alpaca, infatti, durante la monta,
depositano direttamente il seme in entrambi i corni dell’utero, tramite lievi movimenti a
stoccata (Franco et al., 1981; Bravo, 1994, 2002) e probabilmente il passaggio del pene
attraverso il restringimento cervicale stimola l'eiaculazione, che avviene piu volte
(Lichtenwalner et al., 1996a,b). La struttura complessiva della vagina artificiale & formata
da un tubo in PVC di 11.5 cm di lunghezza e 4.8 cm di diametro, cui e fatta passare
all'interno una guaina di gomma, risvoltata e fermata alle estremita del tubo rigido, in
modo da creare una camera interna tra la guaina stessa ed il tubo. Raggiunge, dopo
I'inserimento della guaina di gomma una lunghezza di 15.5 cm. La camera interna viene
riempita con acqua calda, ad una temperatura costante di 42°C, e successivamente
insufflata, in modo da creare un certo grado di pressione sulle pareti. Nella parte craniale,
sempre a livello di camera interna, é stato sistemato un anello di gommapiuma di 1.5 cm
di diametro e 3 cm di larghezza, per simulare la cervice. L'intera parte di guaina morbida,
che fuoriesce dal tubo rigido e contenente anche la falsa cervice, viene inserita ed

assicurata ad un provettone di vetro che serve per la raccolta del seme (vedi Figure n°4 e
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n°5), e la vagina artificiale modificata raggiunge una lunghezza finale di 26.2 cm. Solo alla
fine della monta il seme viene trasferito in normali provette graduate e mantenuto ad una
temperatura di 37°C. Inizialmente si e provato ad utilizzare una guaina in lattice, cui
veniva alla fine assicurata una provetta, ma la lunga durata dell’accoppiamento e l'alta
viscosita del seme portavano ad un contatto troppo prolungato degli spermatozoi con il
lattice, che risultava tossico, mentre il vetro si comporta da materiale inerte.
All'inserimento della guaina morbida nel provettone si & sempre cercato di imprimere un
movimento rotatorio in senso orario, in modo da creare nella guaina stessa delle pieghe a
spirale che imitassero ancora una volta la cervice. In questa specie infatti la cervice
presenta due o tre pieghe a spirale (Sumar & Adams, 2007) ed il maschio imprime al pene,
che possiede un glande di tipo cartilagineo e di forma uncinata (Sumar, 1983; Elwishy,
1988), un movimento spiralato (vedi Figura n°6). Il processo cartilagineo probabilmente
aiuta a dirigere il pene attraverso la cervice (Johnson, 1989; Bravo, 1995; Fowler, 1998), a
disperdere il seme nell'utero (Smith, 1999b) ed inoltre stimola meccanicamente
I'ovulazione (Bakker et al.,, 2000). Per mantenere la temperatura per tutto il tempo

necessario, la vagina completata viene inserita in una fodera isolante al cui interno c’é

della lana e all’esterno del cuoio, e poi il tutto & avvolto in un tappetino termico.

Figura n° 3. Riproduzione schematica della vagina artificiale modificata suggerita ed
utilizzata da Bravo et al. (2000) per la raccolta del seme nei cammelli.
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Figura n° 4. Modificazione apportata alla vagina artificiale
utilizzata da Bravo et al. (2000). La guaina morbida fuoriesce
dal tubo rigido di PVC per una lunghezza di 4 cm, ed
all'interno di questa & posto l’'anello di gommapiuma
simulante la cervice.

Figura n° 5. Come appare la vagina
artificiale wutilizzata, al termine del
montaggio.
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Figura n° 6. Sfoderamento del pene e caratteristico
movimento spiralato.

La fase di addestramento degli animali e coincisa con I’affinamento delle caratteristiche
strutturali della vagina artificiale, fino ad un esplicito gradimento da parte dei maschi. Si e
avuta conferma della qualita della vagina artificiale usandola per prelevare il seme a
cinque alpaca regolarmente usati come stalloni riproduttori, nello stesso allevamento di
provenienza degli animali sottoposti a studio, dove l'inseminazione delle femmine

avviene abitualmente tramite monta naturale.

2.1.3 Standardizzazione dei prelievi di seme

Il periodo di addestramento & servito per stabilire con precisione il protocollo da seguire
durante la fase di monitoraggio propriamente detta. Il seme e stato raccolto una volta la
settimana, sempre nel medesimo giorno e, preferenzialmente, durante le ore mattutine.
Una volta preparata la vagina artificiale, il maschio veniva portato dalla femmina, in attesa
nel luogo prestabilito. Gli animali non sono mai stati forzati e la monta e sempre avvenuta
secondo il tempo deciso dal maschio e con accettazione da parte della femmina. Ciascuna
sessione di prelievo e stata cronometrata, prendendo il tempo da quando il maschio

effettuava la penetrazione, finché non si alzava volontariamente.

2.1.4 Periodi a diversa alimentazione
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Il fine della Tesi e quello di studiare le variazioni fisiche e chimiche, e quindi qualitative,
del seme, in relazione a variazioni della dieta. Per questo motivo i maschi sono stati
sottoposti a quattro periodi, di sei settimane ciascuno, a diversa alimentazione. Le prime
due settimane di ciascun periodo sono servite da adattamento per il passaggio da una
dieta all’altra, in modo da non sottoporre gli animali a cambiamenti troppo repentini.
Durante le altre quattro settimane e stato effettuato il prelievo di seme, come indicato
precedentemente. [ prelievi effettuati nelle prime due settimane sono serviti
esclusivamente a collezionare il plasma seminale, mentre nelle ultime due settimane, il
seme, in caso raggiungesse parametri adeguati, ¢ stato congelato. Le diete prese in
considerazione sono state: solo fieno, fieno e pascolo, pascolo e mangime per ovini,
pascolo e mangime per cavalli. La suddivisione in periodi e le corrispettive diete associate

sono mostrati nella Tabella n°3.

Tabella n° 3. Elenco dei periodi sperimentali a diversa alimentazione con le
corrispettive diete associate.

Periodo Data settimane Dieta
1 02/03/09 -12/04/09 Fieno
Pascolo
2 13/04/09 - 24/05/09 +
Fieno
Pascolo
3 25/05/09 - 05/07/09 +
Mangime Ovini
Pascolo
4 06/07/09 -16/08/09 +
Mangime Cavalli

Il fieno e di prato polifita, di qualita medio alta, ed e stato somministrato ad libitum. Il
pascolo e sempre di tipo polifita ed e stato possibile far ruotare gli animali su tre diversi
appezzamenti, in modo da avere sempre un buon foraggio. Entrambi i mangimi presi in
considerazione si presentano in forma di pellets, con aggiunta di frammenti di mais ed
orzo fioccati, di avena e di carrube in quello per cavalli. La loro composizione e le

caratteristiche nutritive sono elencate nelle Tabelle n°4 e n°5. Il mangime per cavalli e
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risultato essere pitt appetibile per gli alpaca, i quali lo hanno preferito a quello per ovini,

che erano soliti mangiare in allevamento. L’acqua e sempre stata fornita ad libitum.

Tabella n° 4. Elenco delle generalita, della composizione, delle integrazioni e dei tenori
analitici del mangime complementare per ovini usato nella ricerca.

Nome
commerciale

Compli sheep, mangime complementare per ovini e caprini

Composizione

Farina d’orzo, farina di mais, f.e. di girasole, germe di mais, crusca di
frumento tenero, farinaccio di grano tenero, f.e di soia, calcio
carbonato, melasso di canna da zucchero, aromi

Integrazioni
(per kg di
mangime)

E972 vitamina A protetta 25.000 Ul, colina cloruro 62 mg, E971
vitamina D3 protetta 2.500 Ul, acido D-pantotenico 3 mg, vitamina E
(alfatocoferolo 91%) 31 mg, E1 ferro (solfato ferroso eptaidrato) 18.5
mg, vitamina K (M.S.B, menadione sodium bisulfite) 1.5 mg, E2 iodio
(ioduro di potassio) 1.5 mg, vitamina B1 1.5 mg, E3 cobalto (nitrato di
cobalto) 0.8 mg, vitamina B2 0.3 mg, E5 manganese (ossido di
manganese) 37 mg, vitamina B6 0.6 mg, E6 zinco (ossido di zinco) 37
mg, vitamina B12 0.01 mg, E8 selenio (selenito di sodio) 0.2 mg,
vitamina PP 100 mg

Tenori
analitici

Umidita 12%, proteina grezza 16%, lipidi grezzi 2.7%, fibra grezza
10%, ceneri grezze 7%

Tabella n° 5. Elenco delle generalita, della composizione, delle integrazioni e dei tenori
analitici del mangime complementare per cavalli usato nella sperimentazione.

Nome. Equibase 44, mangime complementare per cavalli
commerciale
Cruschello di frumento, granoturco vaporizzato e schiacciato, fiocchi
di orzo integrale, carrube frantumate, paglia di frumento, farinaccio
.. di frumento, pula vergine di riso, fiocchi di avena, carbonato di calcio
Composizione . . . .
da rocce calciche macinate, granoturco, melasso di barbabietola da
zucchero, cloruro di sodio, f.e. di soia tostata.
(tutti i derivati di soia e mais sono di origine OGM)
Ir(ltee%rlimg?l Vitamina A protetta 8101 Ul, vitamina D3 protetta 556 Ul, vitamina E
Per g (alfatocoferolo 91%) 6 Ul
mangime)
Tenori Umidita 13%, proteina grezza 12%, lipidi grezzi 3%, fibra grezza 11%,
analitici ceneri grezze 7.5%
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2.1.5 Annullamento delle interferenze legate alle diverse temperature
stagionali

Considerando che i quattro periodi a diversa alimentazione si sono svolti in un
intervallo di tempo molto ampio, bisogna tener presente che la temperatura ambientale &
variata considerevolmente. A marzo 2009 la media delle temperature minime giornaliere &
stata di 3.3°C (12.9°C quella delle massime), mentre la media delle temperature massime
giornaliere di luglio e stata di 28.8°C. La media & diminuita nel mese di agosto,
raggiungendo i 28.1°C, ma ci sono stati dei picchi che hanno raggiunto i 35°C (dati forniti
dal Servizio Meteorologico dell’aeronautica Militare, stazione di Verona-Villafranca).
Inoltre bisogna considerare che, nella zona in cui viene effettuata la ricerca, I'umidita
relativa puo raggiungere anche il 90%, e quindi la temperatura percepita e pit alta di
quella reale. Gli alpaca sono animali che si sono adattati a vivere sulle Ande, anche oltre
altitudini di 4.000 metri slm, dove i raggi UV sono intensi ma le temperature salgono
raramente sopra i 15°C.

Nei lama e negli alpaca i testicoli non sono penduli e si trovato appena al di sotto

dell’arco ischiatico (vedi Figura n°7).

Figura n° 7. Nei camelidi sudamericani i testicoli si
trovano appena al di sotto dell’arco ischiatico, molto
vicini al corpo, e la cute a livello di scroto e spessa e
grinzosa.

Questa vicinanza dei testicoli al corpo e lo spessore della pelle dello scroto, maggiore che
negli altri animali, potrebbero essere due importanti adattamenti per prevenire la
castrazione accidentale durante la stagione degli accoppiamenti, quando i maschi lottano
tra loro (Fowler, 1998). Ma cio rende i camelidi sudamericani particolarmente sensibili alle
alte temperature. Schwalm et al. (2007) hanno dimostrato che la spermatogenesi viene

inibita da temperature anche moderate, se lo stress da calore e persistente. Per questi
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motivi sono stati messi a punto dei sistemi di raffrescamento, in modo da facilitare agli
animali la termoregolazione. All'inizio del periodo caldo gli alpaca sono stati tosati. Il
pascolo é stato fornito di un gazebo mobile, con conseguente possibilita per gli animali di
ripararsi dal sole. Inoltre un getto d’acqua vaporizzata ha permesso loro di rinfrescarsi al
bisogno e facilitare la dispersione di calore. Il luogo di stabulazione e fornito d’aria
condizionata, quindi non sono stati necessari interventi. Questi accorgimenti hanno
permesso di diminuire gli effetti negativi legati al caldo e di prevenire variazioni del

livello individuale di spermatogenesi.

2.1.6 Valutazione e trattamento preliminari del seme dopo il prelievo

PN

Al termine del prelievo il seme & sempre stato trasferito nelle provette graduate e
riscaldate a 37°C. Nella valutazione preliminare sono stati presi in considerazione il
volume, il colore e la viscosita del seme, la motilita percentuale e la concentrazione degli
spermatozoi. I1 volume e sempre stato calcolato in ml, in base alla graduazione delle
provette. La viscosita e stata valutata facendo cadere delle gocce di liquido seminale su un
vetrino, tramite una pipetta Pasteur. Ad un plasma seminale completamente liquido
corrisponde il numero 3, ad uno semiliquido corrisponde il numero 2, mentre ad un
plasma seminale viscoso si associa il numero 1 (Bravo et al.,, 1997b). La motilita e la

concentrazione percentuali sono state calcolate tramite 1'uso di una camera di conta

chiamata Cell VU® Sperm Counting Chamber (vedi Figura n°8).

g ~ Figura n° 8. Cell VU® Sperm Counting Chamber.

\ ' (L'immagine e di proprieta di CellVU)

Cell VU® e una camera di conta preconfezionata fornita dall’AMI, Advanced Meditech

International. E simile ad un emocitometro ma & stata scelta perché il seme non deve
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essere diluito. La diluizione che sarebbe necessaria per la conta cellulare con un
emocitometro rende difficile la conta stessa, perché I'alta viscosita del seme negli alpaca
impedisce una distribuzione omogenea del diluente e degli spermatozoi. Con Cell VU®
invece basta apporre 10 pl di seme senza diluizione sul vetrino e coprire con "apposito
coprioggetto. La camera di conta e costituita da un quadrato, formato a sua volta da 16
quadrati pitt piccoli. La procedura di conta consiste nel segnare gli spermatozoi motili e gli
spermatozoi totali (motili + non motili) che si contano all'interno di cinque dei quadrati

piu piccoli. Il totale di spermatozoi motili va diviso per cinque e moltiplicato per dieci, per
ottenere i milioni (100) di spermatozoi motili per ml. La stessa procedura va eseguita per il

totale di motili + non motili.

ESEMPIO:
Quadrato | Spz motili | Spz motili + non motili
1 1 4
2 2 3
3 2 2
4 1 3
5 3 4
tot 9 16

9/5 x 10 = 18 x 106 spz motili/ml
16/5 x 10 = 32 x 100 spz/ml
Dopo essere stato sottoposto a valutazione preliminare, il seme & stato messo a
centrifugare ad una velocita di 35 RPM per quaranta minuti. In questo modo si é ottenuta
la separazione del plasma seminale dalla parte cellulare. Con una pipetta Pasteur si e
prelevato il plasma per inserirlo in alcune heppendorf per poterlo congelare, in attesa dei
successivi esami di laboratorio previsti.
Durante la terza e la quarta settimana di ciascun periodo i campioni di seme che sono

stati reputati di adatta qualita, sono stati congelati. I parametri presi in considerazione
sono stati una motilita maggiore del 50%, una concentrazione almeno pari a 20 x 100 e una

viscosita pari ad 1. La soluzione base con cui poi diluire il seme da congelare € composta
da TRIS (trisidrossimetilaminoetano), acido citrico, glucosio, penicillina, streptomicina e
acqua distillata. Una meta di questa prima soluzione é stata arricchita di tuorlo d'uovo ed

altra acqua distillata ed & stata mantenuta ad una temperatura di 30°C, mentre la meta
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restante e stata addizionata di tuorlo d'uovo e glicerolo ed é stata mantenuta ad una
temperatura di 4°C. Ai campioni scelti per il congelamento & stata aggiunta
immediatamente la soluzione mantenuta a 30°C, in quantita pari al campione stesso. A
questo punto il campione e stato lasciato riposare per due ore a temperatura di
refrigerazione (4°C). Al termine del tempo stabilito e stata aggiunta la soluzione
contenente glicerolo, in quantita pari al campione gia addizionato della prima soluzione, e
successivamente il seme & stato raccolto in paliette e congelato, esponendolo a vapore di
azoto liquido per cinque minuti. A questo punto i campioni sono stati introdotti nel

bidone di azoto liquido e ivi conservati.

2.2 Prelievo di sangue

Per ogni giorno di prelievo del seme, agli animali e stato prelevato anche il sangue. Il
prelievo e stato effettuato dalla giugulare e, per ciascun animale, sono state riempite una
provetta con EDTA, per ottenere il plasma, e una provetta priva di anticoagulante, per
ottenere il siero. I campioni di sangue cosi ottenuti sono stati messi a centrifugare a 35
RPM per dieci minuti. In questo modo si e ottenuta la separazione di plasma e siero dalla
componente ematica cellulare. Plasma e siero sono a questo punto stati prelevati con una
pipetta Pasteur e inseriti in alcune heppendorf per poter essere congelati, in attesa dei
successivi esami di laboratorio previsti. Il nostro studio si propone di esaminare i
parametri biochimici del plasma seminale in parallelo con i parametri biochimici del
sangue, per poterne evidenziare differenze e similitudini nelle variazioni. Per gli esami di

laboratorio e stato utilizzato il plasma ematico, ma, dove quest'ultimo si e rivelato

insufficiente, si € potuto usare il siero.

2.3 Misure testicolari e BCS

Parallelamente ai prelievi di seme e di sangue, quindi una volta alla settimana, sono

state effettuate sistematicamente le misure testicolari di tutti gli animali. E" stato utilizzato
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un calibro metallico di precisione ed il metodo standardizzato ha previsto la misurazione
della lunghezza, della larghezza e dello spessore, prima del testicolo destro e poi del
testicolo sinistro. Le misure prese in esame sono servite per calcolare il volume testicolare.
A tal fine e stata presa in considerazione la seguente formula dell’ellissoide: lunghezza x
larghezza x spessore x 0,5236. Essa si basa sull’assunto che il testicolo abbia una forma
ellissoide (Fuse et al., 1990; England, 1991; Chipkevitch et al., 1996, Diamond et al., 2000;
Gumbsch et al., 2002) e ricerche dimostrano che risulta effettivamente la pitt accurata in
caso di misurazioni eseguite tramite calibro (Gouletsou et al., 2008).

Sempre una volta la settimana sono stati valutati i BCS (Body Condition Score) dei
soggetti. Il BCS negli alpaca viene valutato come nei piccoli ruminanti: si uniscono con la
mano tesa i processi trasversi presenti a livello lombare con i processi spinosi delle stesse
vertebre (vedi Figura n®9). Se la linea di congiunzione risulta dritta si associa un BSC pari
a 2.5, ovvero un BSC medio su una scala da 1 a 5. Pit1 la linea e concava, pit il punteggio si
avvicina ad 1 e I'animale & magro, mentre piu la linea & convessa, pitt il punteggio si
avvicina a 5 e I'animale e grasso. In condizioni di buona salute, il BCS non dovrebbe mai

essere piu basso di 2.5.

Figura n° 9. Metodo di misurazione del BCS nei piccoli

ruminanti e camelidi sudamericani.
(Thompson & Meyer, 1994)

2.4 Esami di laboratorio

La parte di ricerca svolta in laboratorio ha previsto l'effettuazione sia di esami
biochimici sul plasma seminale (SP) e sul plasma ematico (BP), sia di elettroforesi su gel di
acrilammide per lo studio della componente proteica del plasma seminale. Il laboratorio di

N

riferimento e stato quello interno al Dipartimento di Scienze Cliniche Veterinarie della
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Facolta di Medicina Veterinaria dell’Universita degli Studi di Padova e si e stretta inoltre
una collaborazione con il Laboratorio di Biotecnologie della Facolta di Agraria dello stesso

Ateneo, per quanto riguarda le varie prove relative all’elettroforesi.

2.4.1 Esame biochimico del plasma seminale (SP)

Per effettuare 1'esame biochimico e stato scelto un campione di plasma seminale di
ciascun animale, per ogni settimana dei quattro periodi a diversa alimentazione. Sono stati
quindi esaminati un totale di ottanta campioni, sedici per ogni animale. Tutti i campioni
sono stati esaminati, senza nessuna diluizione, tramite analizzatore automatico (Hitachi
Boehering Mannheim, 912 Automatic Analyzer). Sono stati determinati i seguenti
parametri biochimici: fosforo (P), magnesio (Mg), y-glutammil transferasi (GGT), fosfatasi
alcalina (ALP), glucosio (GLU), urea, creatinina (CRE), proteine totali (PT), calcio (Ca),
alanina aminotransferasi (ALT), creatin-chinasi (CK), albumina (ALB), trigliceridi (TG) e

colesterolo (COL).

2.4.2 Esame biochimico del plasma ematico (BP)

Anche per l'esecuzione dell’esame biochimico del plasma ematico e stato scelto un
campione di ciascun animale, per ogni settimana di prelievo dei quattro periodi a diversa
alimentazione. Quindi, anche in questo caso, sono stati valutati un totale di ottanta
campioni, sedici per ogni animale. Nei casi in cui il plasma non sia risultato in quantita
sufficiente, & stato utilizzato il siero. Tutti i campioni sono stati esaminati, senza nessuna
diluizione, tramite analizzatore automatico (Hitachi Boehering Mannheim, 912 Automatic
Analyzer). Sono stati valutati gli stessi parametri biochimici presi in considerazione per il
plasma seminale, ovvero: fosforo (P), magnesio (Mg), y-glutammil transferasi (GGT),
fosfatasi alcalina (ALP), glucosio (GLU), urea, creatinina (CRE), proteine totali (PT), calcio
(Ca), alanina aminotransferasi (ALT), creatin-chinasi (CK), albumina (ALB), trigliceridi

(TG) e colesterolo (COL).

2.4.3 Esame elettroforetico delle proteine del plasma seminale
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I campioni di plasma seminale delle prime due settimane di ogni periodo (quindi
quaranta campioni totali) sono stati analizzati mediante elettroforesi monodimensionale in
presenza di SDS (sodio dodecil solfato), come descritto da Laemmli (1970), utilizzando una
cella elettroforetica Mini Proteans II (Bio-Rad). Inizialmente sono state effettuate delle
prove con una concentrazione totale di acrilammide pari al 12%, cosi come riportato in
letteratura per altre specie di interesse zootecnico (Scheit et al., 1988), ma le bande ottenute
non erano ben distribuite e risultavano poco identificabili. Per tale ragione e stato scelto di
utilizzare una concentrazione totale di acrilammide pari al 14%, che ci ha permesso di
leggere pitt distintamente le diverse bande, ed in particolare quelle a basso peso
molecolare. Un'ulteriore serie di corse elettroforetiche e stata eseguita su gel di
acrilammide al 16%, per avere conforto dell’assenza di bande significative al di sotto di
21,5 kDa di peso molecolare, come da evidenze precedenti. Sono stati utilizzati dei
campioni tal quale estratti con tampone Tris-HCl 1.33 M, SDS 8% e glicerolo 40%,
raggiungendo un pH finale di 6.8 e una diluizione di 1:3. I campioni sono stati seminati
prelevando una quantita variabile di plasma seminale ulteriormente diluito, in modo da
raggiungere nei diversi pozzetti una quantita costante di proteina pari a 15 pg. Le
diluizioni sono state effettuate sulla base dei valori di proteine totali trovati tramite gli
esami biochimici: a valori compresi tra 0 e 10 si e applicata una diluizione di 1:5, a valori
compresi tra 11 e 20 corrisponde una diluizione di 1:10 e a valori compresi tra 21 e 30 una
diluizione di 1:20. La corsa elettroforetica e stata condotta a 48 mA/gel fino all'uscita
dell’indicatore di corsa (blu bromofenolo). Come standard per il peso molecolare sono
state utilizzate proteine a peso molecolare noto (Broad Molecolar Weight standards,
Bio-Rad) di: 200 kDa, 116.25 kDa, 97.4 kDa, 66.2 kDa, 45 kDa, 31 kDa, 21.5 kDa, 14.4 kDa e
6.5 kDa. Al termine della corsa i gel sono stati immersi per dodici ore in Blu di Comassie,
un colorante specifico che si lega alle proteine e mette quindi in evidenza le bande a
diverso peso molecolare. Un secondo passaggio, al fine di eliminare il colorante in eccesso,
e stato eseguito immergendo i gel in acido acetico al 5% per altre dodici ore. Al termine di
quest’ultima procedura i gel sono stati fotografati, appoggiandoli su un diafonoscopio, in
modo da aumentare il contrasto tra le bande, e avendo cura di bagnare precedentemente

la superficie.
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Ciascuna foto e stata analizzata tramite i programmi per immagini Sante Dicom Viewer
ed Image J. SDViewer é servito per calcolare le distanze delle diverse bande dal punto di
partenza della corsa. Le distanze misurate per le bande standard ed il loro corrispettivo
peso molecolare noto, sono serviti per ottenere delle equazioni lineari da cui trarre i pesi
molecolari delle bande proteiche dei campioni seminati, a peso molecolare ignoto (dati
corrispondenti a PM1-7). Image ] invece ha fornito le basi per calcolare la densita delle
varie bande, rapportando le misurazioni di ciascuna banda, ottenute secondo la scala di
grigi utilizzata dal programma, con la somma di tutte le densita di ciascun pozzetto (dati
corrispondenti a PT%1-7). Questi valori percentuali, divisi secondo fasce i cui estremi sono
a peso molecolare noto (vedi Tabella n° 6), sono stati poi messi in relazione con i valori di
proteine totali riscontrati nell’esame biochimico del liquido seminale (dati corrispondenti a
PT1-7). In questo modo si puo avere l'idea di come le proteine si distribuiscono all’interno

delle fasce prese in considerazione.

Tabella n° 6. Estremi a peso molecolare noto delle fasce prese in considerazione per il
calcolo delle distribuzioni proteiche. Proteine a peso molecolare maggiore di 200 kDa
sono state inserite nella prima fascia, mentre proteine a peso molecolare inferiore a 14,4
kDa sono state inserite nella settima.

Fascia | Pesi molecolari (kDa)
1 200,00 - 116,25
116,25 - 97,40
97,40 - 66,20
66,20 - 45,00
45,00 - 31,00
31,00 - 21,50
21,50 - 14,40

NN O [WIN

2.5 Analisi statistiche

I dati ottenuti sono stati analizzati utilizzando la procedura GLM del software
SigmaStat 2.03 attraverso ANOVA per misure ripetute. Si sono ottenute, in un primo
momento, delle analisi della varianza per dati ripetuti, con il periodo e la settimana come

sorgenti di variazione, e come variabili dipendenti i parametri presi in considerazione per
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i biochimici, I'analisi qualitativa del seme e I’analisi semiquantitiva dei gel di elettroforesi.
In un secondo momento si e effettuata un’analisi della varianza per dati ripetuti, con il
periodo e gli animali come sorgenti di variazione, e per variabili dipendenti le stesse
dell’analisi precedente. Le significativita sono state valutate attraverso il test di Tuckey con
P < 0.05. Inoltre sono stati calcolati gli indici di correlazione di Pearson, sia generali che

per singolo soggetto, tra tutti i parametri valutati.

CAPITOLO 111
Risultati

3.1 Biochimico del plasma ematico, per periodo e settimana

I valori dei risultati ottenuti dal biochimico del plasma ematico, sono stati suddivisi in
valori dei macroelementi (P, Mg e Ca) (vedi Tabella n°7), valori enzimatici (GGT, ALP,
ALT e CK) (vedi Tabella n°8), valori del profilo energetico (GLU, TG e COL), con
confronto anche del BCS degli animali (vedi Tabella n°9), e valori delle componenti

proteiche (Urea, CRE, PT e ALB) (vedi Tabella n°10).

Tabella n° 7. Valori dei macroelementi (media + ESM) presenti nel plasma ematico, nei
quattro periodi e nelle diverse settimane.
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Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
P 1° 4,64 +0,58* 3,58 £ 0,58 4,36 + 0,58 4,60 + 0,58*
(mg/dl) 2° 1,52+ 0,580 a 2,20+0,58a 560+058b | 696+0,580Db
3° 2,14+ 0,580 a 2,44+058a 6,14+ 0,58 b 5,22+ 0,58* b
4° | 220+058Pa | 3,12+058ab | 4,22+058ab | 4,82+0,58*b
Mg 1° | 212+ 017¢a | 304+ 017bc | 281+ 017ac | 2,23+ 0,17a
(mg/dl) 2o | 255+ 017¢ | 2614017 | 289+ 017 219+ 0,17
3° 345+ 0,17®a | 2,79+ 017ab | 2,69+ 0,17b 222+ 0,17b
4° 340+ 0,21da | 248+ 0,17bc | 2,67+ 0,21 ac 2,40+ 0,17 bc
Ca 1° 8,85+ 0,37 9,94 +0,37 9,15+ 0,37 8,77 £ 0,37
(mg/dl) 2° 9,80+ 0,37 8,96 + 0,37 9,56 + 0,37 9,33+0,37
3° 9,37+0,37 9,30+ 0,37 9,33 +0,37 8,48 + 0,37
4° 8,68 + 0,37 8,98 + 0,37 9,38 + 0,37 9,12+ 0,37

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa

(P<0,05).

Tabella n° 8. Valori enzimatici (media * ESM) presenti nel plasma ematico, nei quattro
periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
GGT 1° 12,60 + 0,97 14,60 + 0,97 13,40 £ 0,97 14,60 + 0,97
/) 2° 13,20 £ 0,97 12,60 £ 0,97 15,60 £ 0,97 14,60 £ 0,97
3° 13,20 £ 0,97 14,40 £ 0,97 15,00 £ 0,97 13,20 £ 0,97
4° 11,20+ 0,97 a 13,60 + 0,97 ab 1560+0,97b | 13,80+ 0,97 ab
ALP 1° 62,80 + 8,09z 85,00 + 8,09* 72,40 = 8,09 88,80 £ 8,09
UI/1) 2° 5720£8,09a | 81,60+8,09*ab | 88,00+£8,09ab | 97,60 +8,09b
3° 73,40+8,09a | 121,00 £ 8,090 b 75,00 £ 8,09 a 80,00 + 8,09 a
4° 64,80 £8,09a | 105,60+ 8,09*b | 90,80+ 8,09ab | 80,80 8,09 ab
ALT 1° 13,40+1,16 a 16,00+ 1,16 a 21,40+1,16 bc | 18,00+1,16 ac
(U1/1) 2° 12,40+1,16 a 16,20+ 1,16 ac 2420+1,16 b | 20,00+1,16 bc
3° 12,60+ 1,16 a 17,80+ 1,16 b 24,00+ 1,16 c 18,00+ 1,16 b
4° 13,80+ 1,16 a 17,20+ 1,16 ac 22,00+1,16 b 18,60 1,16 be
CK 1° 142,60 + 93,83 27,60 + 93,83 40,60 + 93,83 20,40 £ 93,83
(U1/1) 2° 86,20 + 93,83 267,40 £ 93,83 364,80 £ 93,83 14,42 £ 93,83
3° 32,20 £ 93,83 63,60 £ 93,83 41,80 + 93,83 18,00 £ 93,83
4° 41,20 + 93,83 26,80 + 93,83 234,40 + 93,83 31,40 + 93,83

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all’interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa

(P<0,05).

Tabella n° 9. Valori del profilo energetico (media * ESM) presenti nel plasma ematico, e
del BCS (media £ ESM), nei diversi periodi e nelle diverse settimane.
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Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
GLU 1° 97,20 +10,50 113,80 + 10,50* 121,20 £ 10,50 118,00 + 10,50 *°
(mg/dl) 2° 108,80 £ 10,50 118,00 + 10,50*° 117,20 £10,50 136,60 + 10,50*
3° | 106,60 +10,50a | 157,60 +10,500°b | 127,40 £10,50 ab | 92,80 +10,500° a
4° 104,40 + 10,50 124,20 + 10,50*° 125,20 + 10,50 122,20 + 10,50*°
TG 1° 20,80 + 2,45 23,60 + 2,45 19,80 + 2,45 20,80 + 2,45
(mg/dl) 2° 19,20 + 2,45 18,60 + 2,45 23,60 £ 2,45 26,80 £ 2,45
3° 19,80 + 2,45 19,00 + 2,45 25,80 £ 2,45 16,20 £ 2,45
4° 19,00 + 2,45 16,20 + 2,45 16,60 * 2,45 19,20 + 2,45
COL 1° 28,20 + 13,45 33,60 + 13,45 22,60 +13,45 27,40 +13,45
(mg/dl) 2° 30,40 £ 13,45 23,40 £13,45 31,20 £13,45 76,80 + 13,45
3° 37,40 + 13,45 26,60 + 13,45 24,40 +13,45 21,40 +13,45
4° 33,80 + 13,45 25,80 + 13,45 33,80 + 13,45 23,80 + 13,45
BCS 1° 2,80+ 0,09 2,95+0,09 3,00+ 0,09 2,90 £ 0,09*
2° 2,80+ 0,09 2,85+ 0,09 2,90+ 0,09 3,05 + 0,09*°
3° 2,85+ 0,09 3,00+ 0,09 3,10+ 0,09 3,10 + 0,09*°
4° 3,00 + 0,09 ab 2,85+0,09 a 3,10+ 0,09 ab 3,30 + 0,090° b

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all’interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa
(P<0,05).

Tabella n° 10. Valori delle componenti proteiche (media * ESM) presenti nel plasma
ematico, nei quattro periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
Urea 1° 27,92+242 a 36,80 + 2,42 * ab 46,36 +242 b | 3290+242* a
(mg/dl) 2° | 32,68+242 ac | 4510+£242*°bc | 4986+£242 b 2944 +242*a
3° 2790+242 a | 48,28+2,42®°bc | 44,18 +2,42 bc | 37,64 £2,42*° ac
4° 24,52 +242 a 41,30 +2,42*° b 50,54+242 b | 3958 +242®°b
CRE 1° 2,26 £0,14* ac 242+0,14%a 1,75+ 0,14 be 1,92 £ 0,14 ac
(mg/dl) 2° | 2,77£0,149° a 1,87 £ 0,149° b 1,93+£0,14 b 1,84+0,14 b
3° 2,58 +0,14*° a 2,05 £ 0,14*° ac 1,74 £ 0,14 be 1,82+ 0,14 be
4° 2,28 +0,14*° 2,03 + 0,14*° 1,94 + 0,14 1,99 + 0,14
PT 1° 68,20 + 2,83 74,20 + 2,83 68,00 + 2,83 67,60 + 2,83
(/1) 2° 68,80 + 2,83 67,40 + 2,83 75,20 2,83 69,40 + 2,83
3° 68,20 + 2,83 69,20 + 2,83 71,60 + 2,83 64,60 + 2,83
4° 62,80 + 2,83 a 68,40 + 2,83 ac 74,80 + 2,83 bc 70,00 + 2,83 ac
ALB 1° 36,12 + 1,49 37,60 +1,49 36,92 + 1,49 35,70 + 1,49
(&/1) 2° 36,24 £1,49 34,36 £ 1,49 38,72 +1,49 36,66 + 1,49
3° 35,76 + 1,49 36,20 £1,49 37,74 £ 1,49 35,26 £1,49
4° 33,58 + 1,49 35,50 + 1,49 39,10 + 1,49 37,78 + 1,49

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa
(P<0,05).

Per quanto riguarda i macroelementi si puo vedere come il fosforo tenda ad aumentare

significativamente nel secondo, nel terzo e nel quarto periodo, in coincidenza con
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I'introduzione del foraggio fresco nella dieta. Il magnesio invece rimane abbastanza stabile
nei primi due periodi ma tende a diminuire nel terzo e nel quarto periodo, con
I'introduzione dei mangimi, prima per ovini e poi per cavalli. Il calcio, al contrario dei
precedenti cationi, non presenta nessuna differenza significativa nei diversi periodi.

Dalle variazioni dei parametri enzimatici si evince come il cambio alimentare influenzi
anche il metabolismo, soprattutto a livello epatico. La y-glutammil transferasi raggiunge
differenze significative nei quattro periodi solamente all'interno della quarta settimana,
ma si pud notare comunque un aumento generale dell’enzima, soprattutto in
corrispondenza del secondo e del terzo periodo (dove si e avuta l'introduzione
rispettivamente di foraggio fresco e mangime per ovini). La fosfatasi alcalina subisce un
netto aumento con l'introduzione del foraggio fresco (secondo periodo) e successivamente
tende a diminuire nel terzo e nel quarto periodo (introduzione dei mangimi), ma rimane
pur sempre a valori pit elevati del primo periodo (dieta con solo fieno). Anche 1’alanina
aminotransferasi tende ad aumentare nel secondo, terzo e quarto periodo ma raggiunge i
valori pitt elevati in corrispondenza del terzo periodo, ovvero all’introduzione del
mangime per ovini. La creatin kinasi ha invece un’alta variabilita sia nei diversi periodi
che nelle diverse settimane ma queste differenze non sono significative.

Sotto il profilo energetico, il glucosio non subisce variazioni significative se non per un
aumento evidente durante la terza settimana del secondo periodo. In linea piti generale si
puod comunque notare come i valori tendano ad aumentare con 'introduzione del foraggio
e dei mangimi rispetto alla dieta con solo fieno. I trigliceridi ed il colesterolo non
subiscono invece alcuna variazione significativa all’interno dei diversi periodi. Il BCS non
presenta differenze eclatanti, se non per una diminuzione significativa durante la quarta
settimana del secondo periodo ed un aumento nella quarta settimana del quarto periodo
rispetto alle precedenti settimane dello stesso periodo. In generale si puo comunque
notare come il BCS tendi ad aumentare dal primo al quarto periodo, con 'introduzione
soprattutto dei mangimi nel terzo e quarto periodo.

Tra le componenti proteiche, 1'urea presenta valori significativamente aumentati in
concomitanza del secondo e del terzo periodo, ovvero dell'introduzione del foraggio

fresco e del mangime per ovini. Per la creatinina notiamo valori piu elevati, in modo
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significativo, nel primo periodo (somministrazione agli animali di solo fieno), mentre

proteine totali ed albumina non subiscono nessuna variazione.

3.2 Biochimico del plasma seminale, per periodo e settimana

I valori dei risultati ottenuti dal biochimico del plasma seminale, sono stati anch’essi

suddivisi in valori dei macroelementi (P, Mg e Ca) (vedi Tabella n°11), valori enzimatici
(GGT, ALP, ALT e CK) (vedi Tabella n°12), valori del profilo energetico (GLU, TG e COL)
(vedi Tabella n°13) e valori delle componenti proteiche (Urea, CRE, PT e ALB) (vedi
Tabella n°14).

Tabella n° 11. Valori dei macroelementi (media + ESM) presenti nel plasma seminale,
nei diversi periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo

P 1° 0,49 +0,41* 0,73 £ 0,31* 0,75+0,31 0,83+0,40
(mg/dl) 2° 0,95+0,31* a 404+0410Db 043+0,31a 0,73+0,40 a

3° 0,63+0,41* 1,54 +0,42* 0,51+0,54 0,05+ 0,31

4° 3,81 + 0,890 0,41 +0,41* 0,43 +0,31 0,73+£0,31

Mg 1° 2,58 £0,33 3,21 + 0,24* 3,43 £ 0,24 2,31+ 0,32
(mg/dl) 2° 330£025a | 505+045®°bc | 3,36 +0,24ac | 295+0,32a
3° 412+ 0,35a | 3,64+048*ab | 3,19+044ab | 2,38+0,24Db

4° 3,22+0,70 3,52 £ 0,32*° 3,70+ 0,24 2,67 +0,24

Ca 1° 11,05+ 1,41 11,79 + 1,62 14,01 + 1,35 9,64+ 1,35
(mg/dl) 2° 10,82 + 1,03 18,30 + 3,19 13,88 + 1,03 12,23 + 1,37
3° 10,67 + 1,39 20,38 + 2,46 15,12+ 1,91 12,06 £ 1,03
4° 14,94 + 2,98 9,27 + 2,42 13,09 + 1,03 13,05+ 1,03

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa

(P<0,05).

Tabella n°® 12. Valori enzimatici (media + ESM) presenti nel plasma seminale, nei
diversi periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
GGT | 1° 105,01 + 134,08 204,75 + 101,61 323,50 + 101,61 432,30 + 131,17
o 20 231,50 + 101,61 785,38 + 180,37 191,00 + 101,61 132,02 + 131,65
3° 143,35 + 134,73 561,58 + 137,36 279,66 + 176,42 92,75 + 101,61
4° 655,78 + 291,42 146,60 + 134.25 149,75 + 101,61 143,50 + 101,61
ALP 1° 279,70 + 221,28* 528,50 + 167,70* 408,50 + 167,70 | 707,29 + 216,48
(UI/1) | 2° | 664,50+ 167,70*ab | 1650,75 + 297,67 a | 186,00+ 167,70 b | 195,96 + 217,26 b
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30

374,86 £ 222,35*

960,26 + 226,68*°

674,07 £ 291,15

167,50 + 167,70

4° | 248593 + 480,940 a | 219,70+ 221,56*b | 266,25+ 167,70 b | 213,25+ 167,70 b
ALT 1° 11,64 + 3,95 14,50 + 3,01*° 13,50 + 3,01 2,08 + 3,88
oy | 20 8,25+ 3,01a 28,94 + 3,98* b 6,25+ 3,00 a 1,47 + 3,86 a

3° 7,67 + 3,98 8,67 + 4,15* 15,43 + 5,26 4,75 + 3,00

4° 20,94 + 8,68 3,22 + 3,95@° 9,00 + 3,01 14,34 + 4,03
CK 1° 0,64+ 0,64 - - 0,89 + 0,62
Q1 |20 - 0,78 + 0,64 - 0,78 + 0,62

3° 0,71+ 0,64 - 0,98 + 0,85 0,25+ 0,48

4° 0,53 + 1,40 1,14 £ 0,64 - 0,50 + 0,65

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa

(P<0,05).

Tabella n° 13. Valori del profilo energetico (media * ESM) nel plasma seminale nei
diversi periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
GLU 1° 1,84 + 0,54 1,75+ 0,41 2,25+ 0,41 1,35+ 0,54
(mg/dl) | 20 2,00+ 0,41 1,87 + 0,55 1,25+ 0,41 0,84 + 0,74

3° 1,83+ 0,55 241+ 0,57 1,10+ 0,73 1,25+ 0,41

4° 226+ 1,18 229+ 0,54 1,00 + 0,41 0,80+ 0,57
TG 1° 20,40 + 10,19* 58,50 + 7,74° 2275+ 7,74 32,74+ 10,15
(mg/dl) | 20 38,25+ 7,74* a 121,23+ 10,41*b | 10,75+ 7,74 a -

30 25,30+ 10,36*ac | 78,92+ 10,74*°a | 37,07+ 13,81 ac | 4,50+ 7,74 bc

4° | 121,90+ 22,470 a | 13,38+ 10,180 b | 13,00+ 7,74b -
COL 1° 1,61+ 1,15 230+ 1,84 3,00 + 0,83 -
(mg/dl) | 2° 2,00+ 0,83 343+ 1,18 0,20+ 1,29 516 + 4,24

3° 0,80 + 1,30 2,03+ 1,22 - -

4° 246+ 321 237+ 1,53 0,85+ 1,22 2,62+ 211

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa

(P<0,05).

Tabella n° 14. Valori del profilo proteico (media * ESM) nel plasma seminale, nei
diversi periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
Urea 1° 18,59 + 8,69 31,28 + 6,60 41,35 + 6,60 34,48 + 8,50
(mg/dl) 2° 41,58 + 6,60 44,60 + 8,66 63,75+ 6,60 32,01 + 8,47

3° 39,00+ 8,75 48,00+ 892 | 47,42+ 11,45 35,40 + 6,60

4° 39,28+ 18,92 | 35,59+ 8,66 46,85 + 6,60 40,73 + 6,60
CRE 1° - 0,31+ 0,76 044+ 0,76 0,91+ 0,98
(mg/dl) | 2° 1,66 + 0,76 - 1,48 + 0,76 -

3° 3,38+ 1,00 - 011+ 1,31 0,28+ 0,96

4° 0,79+ 2,17 0,09+ 0,99 0,10+ 0,76 1,14+ 0,76
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PT 1° 2,09 + 3,27 3,00 + 2,48 3,50 + 2,48 3,70 + 3,20
(g/1) 20 4,00+ 2,48 | 13,01+ 326 | 3,00+ 2,48 12,08 + 3,19
3° 4,99 + 3,29 4,75+ 3,35 2,99 + 431 3,00 + 2,48
4° 6,89+ 7,11 2,08 + 3,25 2,75+ 2,48 6,75 + 2,48
ALB 1° - - - 0,62+ 0,18%
(g/1) 2° - - - 0,30 + 0,18*
3° - 0,06+ 0,19a | 0,18+ 025a | 1,00+ 0,14d° b
4° - 0,08 + 0,18 - 0,74 + 0,19*°

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all'interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa
(P<0,05).

Nel plasma seminale, i valori di fosforo non mostrano differenze significative, tranne
per la presenza di due picchi in corrispondenza della quarta settimana del primo periodo
e della seconda settimana del secondo periodo. Il magnesio tende ad aumentare nel
secondo e nel terzo periodo, con lintroduzione rispettivamente del foraggio e del
mangime per ovini, anche se tale differenza risulta significativa solamente nella seconda
settimana, mentre nella terza settimana la tendenza quasi si inverte ed i valori
diminuiscono significativamente dal primo al quarto periodo. Il calcio si comporta come
nel plasma ematico e non presenta variazioni significative nei diversi periodi.

I valori di y-glutammil transferasi sono alquanto variabili in tutti i periodi all’interno
delle diverse settimane ma le differenze non sono significative. Anche la fosfatasi presenta
valori variabili ma differenze significative risiedono in un aumento netto del parametro
nella quarta settimana del primo periodo e nella seconda settimana del secondo periodo.
L’alanil transferasi presenta anch’essa un unico valore significativamente diverso, in
corrispondenza della seconda settimana del secondo periodo. La creatin kinasi non
presenta invece alcuna differenza significativa.

Il glucosio non presenta nessuna differenza significativa. I trigliceridi invece presentano
dei valori significativamente piu elevati nella quarta settimana del primo periodo e nella
seconda settimana del secondo periodo, mentre all'interno della terza settimana si vede
una diminuzione significativa dal primo al quarto periodo. Il colesterolo, come il glucosio,
non presenta variazioni significative.

I parametri di origine proteica, urea, creatinina e proteine totali non presentano
differenze significative nei diversi periodi. Solamente I’albumina risulta avere un aumento

significativo durante la terza settimana del quarto periodo.
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Tutti i dati ottenuti dall’analisi dei valori del biochimico del plasma seminale sono stati

analizzati per soli quattro animali, in quanto I'animale 2 (Rubens) presentava dei valori

mancanti che non hanno permesso 1’effettuazione dell’analisi stessa. Tali valori risultano

assenti perché il seme di questo maschio ha sempre dimostrato una qualita tale da poter

essere congelato nella terza e quarta settimana di raccolta, e quindi non é stato possibile

recuperarne il liquido seminale. Inoltre per alcuni parametri, quali il calcio ed il magnesio,

i valori erano talmente elevati da superare il limite della soglia massima calcolabile

dall’analizzatore automatico (rispettivamente 16 mg/dl e 4,86 mg/dl).

3.3 Valutazione della qualita del seme, per periodo e settimana

I valori dei risultati ottenuti dalla valutazione dei parametri di qualita del seme sono

mostrati nella Tabella n°15.

Tabella n° 15. Valori dei parametri qualitativi (media + ESM) presi in considerazione

per la valutazione del seme, nei diversi periodi e nelle diverse settimane.

Sett 1° periodo 2° periodo 3 © periodo 4 ° periodo
Tempo di 1° 19,20+ 1,22 a 14,20 + 1,22 be 17,60 + 1,22 ac 15,00 £ 1,22 ab
raccolta 2° 16,40+ 1,22 14,40 £ 1,22 14,20 + 1,22 16,00 + 1,22
(min) 3° 17,00 + 1,22 14,37 + 1,47 15,00 + 1,22 15,20 + 1,22
4° 14,61 + 1,81 11,80 £ 1,22 15,00 + 1,22 14,20 £ 1,22
Viscosita 1° 2,00+ 0,26 2,00+ 0,26 1,80+ 0,26 2,00+ 0,26
2° 2,00+ 0,26 2,00+ 0,26 1,60 £ 0,26 2,60+ 0,26
3° 1,80 £ 0,26 1,87 + 0,32 2,00+ 0,26 1,80+ 0,26
4° 1,84+ 0,39 1,80+ 0,26 2,00+ 0,26 1,80+ 0,26
Volume 1° 2,16 + 1,03 2,46+ 1,03 559 + 1,26 2,80+ 1,03
(ml) 2° 2,60+ 1,03 1,50 £ 1,03 4,08+ 1,03 3,24+ 1,03
3° 2,26+ 1,03 1,58 + 1,26 2,33+ 1,29 3,50+ 1,03
4° 2,47 + 1,53 ab 1,40+ 1,03 a 2,86 £ 1,03 ab 530+ 1,03 b
Motilita 1° 36,25 + 8,84 30,21 + 11,12 30,00 + 8,84 20,00 + 8,84
(%) 2° 48,75 + 8,84 43,75+ 8,84 17,75 + 8,84 25,00 + 8,84
3° 17,75 + 8,84 33,75 + 8,84 28,75 + 8,84 35,00 + 8,84
4° 40,00 + 8,84 33,75+ 8,84 28,75+ 8,84 17,50 + 8,84
Conc. 1° 65,50 + 23,35*% 52,76 + 30,14 10,70 + 23,35 4,26 + 23,35
Spermatica | 2° | 157,75+ 23,350 a | 59,25+ 23,35ab 8,00+ 23,35b 13,25+ 23,35 b
(x 106) 3° 128,03 + 23,35*° 115,79 + 30,14 44,70 + 23,35 5,88 + 23,35
4° | 191,75+ 23,35®°a | 43,25+ 23,35b 31,15+ 23,35b 28,63+ 23,35 b
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Volume 1° 13,88 + 1,23 ab 14,43 + 1,23 ab 18,23 + 1,23* a 12,80+ 1,23 b
testicolare 2° 14,01+ 1,23 15,03+ 1,23 13,79 £ 1,23*° 13,40+ 1,23
destro 3° 13,88 + 1,23 12,34 + 1,23 11,08 £ 1,23®° 13,46 £ 1,23
(cm3) 4° 14,03+ 1,23 a 15,08+ 1,23 a 941+ 1,239°b 17,33+ 1,23 a
Volume 1° 16,39 + 1,46 14,38 + 1,46 15,12 + 1,46 11,53 + 1,46*
testicolare 2° 13,70 £ 1,46 12,13 + 1,46 11,90 £ 1,46 10,34 + 1,46*
sinistro 3° 12,51 + 1,46 13,93 + 1,46 12,65 + 1,46 15,25 + 1,46*°
(cm3) 4° 13,96 £ 1,46 ab 14,05 £ 1,46 ab 993 + 1,46a 17,98 + 1,460° b

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (colonne) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali all’interno di ogni settimana per i diversi periodi (righe) escludono una differenza significativa
(P<0,05).

Si puo notare come il tempo di raccolta del seme sia rimasto abbastanza costante nei
diversi periodi, anche se & presente una differenza significativa tra le prime due settimane
del primo e del secondo periodo. La viscosita non ha presentato alcuna variazione, mentre
per il volume, sebbene presenti una variazione significativa solamente nella quarta
settimana del quarto periodo, si pud evidenziare un certo aumento distribuito nel terzo e
nel quarto periodo, in coincidenza con I'introduzione dei mangimi. I valori di motilita del
seme non possiedono differenze significative ma si puo vedere una diminuzione generale
dal primo al quarto periodo, quindi con valori di motilita maggiori con alimentazione a
solo fieno. Tale diminuzione dei valori dal primo al quarto periodo € mantenuta anche nei
confronti della concentrazione del seme, ma in questo caso le differenze tra il primo
periodo ed i successivi sono significative. I volumi testicolari rimangono pressoché
costanti ma sono presenti un aumento significativo, solamente per il testicolo destro, nella
prima settimana del quarto periodo e una diminuzione, sia per il testicolo destro che per il
sinistro, nella quarta settimana del terzo periodo.

Per quanto riguarda la motilita percentuale e la concentrazione spermatica, ¢ stato

escluso dall’analisi I'animale 5 (El Mariachi) in quanto ha sempre dato un seme privo di

spermatozoi.
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3.4 Immagini dei gel di elettroforesi

Le foto dei gel di acrilammide ottenuti alla fine delle corse elettroforetiche sono presentate
nelle Figure n°10, n°11, n°12, n°13 e n°14. In ogni gel, associato ad un singolo animale,
sono presenti otto corse elettroforetiche, corrispondenti ai campioni prelevati nelle prime

due settimane di ciascun periodo.

Figura n° 10. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 14% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 1 (Nerone)
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Figura n° 11. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 14% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 2 (Rubens)
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Figure n° 12. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 14% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per 'animale 3 (Schumi).

50



Figura n° 13. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 14% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 4 (Enrico)
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Figura n° 14. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 14% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 5 (El Mariachi)

L — e e I

Dalle immagini si puod notare come ci siano delle differenze rilevanti tra i soggetti presi
in considerazione. La bande della fascia 1 sono alquanto simili. Le bande appartenenti alla
fascia di peso molecolare 2 sono presenti solamente nel quinto animale, mentre bande
appartenenti alla fascia di peso molecolare 3 sono presenti in tutti i soggetti tranne il terzo,
ma sono pilt marcate nel quarto e soprattutto nel quinto animale. Le bande pitt marcate
del terzo soggetto appartengono alla fascia 3, ma le stesse risultano assenti nei soggetti 4 e
5. Per quanto riguarda invece le bande appartenenti alla fascia 5, troviamo un’alta
variabilita. Nel primo soggetto sono presenti ma solamente durante la seconda settimana
del primo, del secondo e del quarto periodo (ovvero la prima settimana dei periodi con
dieta con solo fieno, foraggio fresco e foraggio fresco con l'aggiunta di mangime per
cavalli). Nel secondo soggetto si ritrovano in tutte le settimane e sono ben evidenti. Nel
terzo soggetto sono presenti solamente durante la seconda settimana del secondo periodo

(dieta con foraggio fresco) e la prima settimana del quarto periodo (introduzione nella
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dieta di mangime per cavalli). Il quarto soggetto le possiede solo in corrispondenza della
prima e della seconda settimana del secondo periodo (dieta con foraggio fresco), mentre il
quinto soggetto le presenta in tutte le settimane ma non sono particolarmente evidenti. Le
bande appartenenti alla fascia 6 sono riscontrabili in tutti gli animali e in tutte le settimane
dei diversi periodi e le bande appartenenti alla fascia 7 mancano al quinto soggetto. Per
quest’ultima serie di bande (fascia 7), il primo soggetto non e valutabile in quanto il gel
non é riuscito a trattenere le proteine e manca anche la banda standard corrispondente al

limite inferiore della fascia.

Per fare un confronto ed avere una conferma dello studio effettuato sui gel con
acrilammide al 14%, si presentano di seguito le foto dei gel, sempre corrispondenti ad un

singolo soggetto, con acrilammide al 16% (Vedi figure n°15, n°16, n°17, n°18 e n°19).

Figura n° 15. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 16% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 1 (Nerone).
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Figura n° 16. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 16% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 2 (Rubens).
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Figura n° 17. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 16% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per 'animale 3 (Schumi).
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Figura n° 18. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 16% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 4 (Enrico).

Figura n° 19. Corse elettroforetiche su gel di acrilammide al 16% dei campioni prelevati
nelle prime due settimane di ciascuno dei quattro periodi, per ’animale 5 (El1 Mariachi).




Essendo i gel preparati con il 16% di acrilammide, la rete attraverso cui devono passare

N

le proteine presenta maglie piu strette ed in questo modo & stato possibile trattenere
all’interno del gel stesso anche le proteine a bassissimo peso molecolare (fino a 6.5 kDa).
Dall’osservazione delle immagini ottenute possiamo confermare le identiche distribuzioni
gia delineatesi nei gel con acrilammide al 14%, specifiche per ogni animale. Bande
appartenenti a quella che andrebbe a costituire la fascia di peso molecolare 8 (dai 14,4 ai
6.5 kDa) si ritrovano in tutti i soggetti tranne il quinto. Interessante notare come seguano
lo stesso andamento delle bande appartenenti alla fascia di peso molecolare 5, ovvero il
primo soggetto le presenta in corrispondenza della seconda settimana del primo, del
secondo e del quarto periodo (alimentazione con solo fieno, foraggio fresco e foraggio
fresco con l'aggiunta di mangime per cavalli), il secondo le presenta in tutte le settimane
dei diversi periodi, nel terzo sono sempre presenti ma maggiormente evidenti durante la
seconda settimana del secondo periodo (dieta con foraggio fresco) e la prima settimana del
quarto periodo (introduzione del mangime per cavalli), e infine il quarto le presenta solo

in concomitanza del secondo periodo (alimentazione con foraggio fresco).
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Nonostante questa seconda tipologia di gel abbia dimostrato l'effettiva presenza di
proteine di peso inferiore a 14,4 kDa, il nostro studio si & concentrato su proteine a
medio-basso peso molecolare, che, secondo la letteratura presa in esame, sono le piu
importanti per quanto riguarda la qualita del seme, mentre I'OIF, su cui € importante fare
luce, presenta un peso molecolare medio-alto (di poco superiore ai 50 kDa). Percio e stato
reputato opportuno utilizzare un gel al 14% che permettesse una migliore distribuzione e

visione delle bande di nostro interesse.

3.5 Valori del peso molecolare, delle percentuali e del valore
assoluto delle proteine, per periodo e settimana

I dati dell’analisi derivanti dai valori di peso molecolare, percentuale e valore assoluto
delle proteine (ottenuti a loro volta da uno studio semiquantitativo sui gel delle

elettroforesi), divisi secondo le sette fasce a diverso peso molecolare, sono riassunti nella

Tabella n°16.
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Tabella n° 16. Valori dei pesi molecolari (PM), delle percentuali (%PT) e del numero assoluto (PT) di proteine (medie * ESM)
distribuite nelle sette fasce a diverso peso molecolare, nei diversi periodi e nelle prime due settimane di ogni periodo.

I Periodo II Periodo III Periodo IV Periodo
12 Sett 22 Sett 12 Sett 22 Sett 12 Sett 22 Sett 12 Sett 22 Sett
PM1 200,02 £ 14,28 | 206,65 + 14,28 | 200,71 + 14,28 | 204,76 £ 14,28 | 199,13 + 12,37 199,62 + 11,06 | 194,09 +12,37 | 208,63 + 12,37
%PT1 23,78 + 3,88 14,83 + 3,88 19,49 + 3,88 18,76 + 3,88 18,62 + 3,36 22,09+ 3,01 13,40 £ 3,36 11,86 + 3,36
PT1 0,60+ 0,45 0,96 + 0,45 0,49 + 0,45 0,95+ 0,45 0,80+ 0,45 1,06 £ 0,45 0,45 £ 0,45 0,58 £ 0,45
PM2 100,84 + 4,82 99,97 + 3,93 104,02 + 4,82 | 102,48 + 4,82 99,21 + 4,82 97,29 + 4,82 95,60 + 4,82 100,20 + 6,81
%PT2 13,38 + 3,58 15,19 £ 2,93 17,54 + 3,58 17,41 + 3,58 18,65 + 3,58 19,11 £ 3,58 15,89 + 3,58 10,80 £+ 5,07
P12 0,04 +0,16 0,32 +0,16 0,23+ 0,16 0,34+ 0,16 0,22+0,17 0,23 £0,16 0,17 £ 0,16 0,00 £0,16
PM3 73,63 £ 2,28 71,26 £ 2,28 73,19 £ 2,28 70,28 £ 2,28 72,23 +2,28 71,68 + 2,28 72,57 + 2,28 75,13 + 2,63
%PT3 21,18 + 3,81 13,34 + 4,40 15,66 + 3,81 11,62 £ 3,81 12,97 + 3,81 14,56 + 3,81 15,21 £ 3,81 19,25 + 4,40
PT3 0,60+ 0,61 0,29 + 0,61 0,59 + 0,61 1,08 £ 0,61 0,70+ 0,61 0,56 £ 0,61 0,40 £ 0,61 2,08 £0,61
PM4 54,05+ 1,84 56,54 + 1,84 55,10 + 1,84 57,36 + 1,84 57,47 +1,84 54,65 + 1,84 58,07 £ 1,60 57,18 £ 1,60
%PT4 24,49 + 4,99 22,21+ 4,99 23,49 + 4,99 26,04 + 4,99 25,54 + 4,99 22,79 + 4,99 19,23 +4,32 17,28 + 4,32
PT4 0,78 +0,79 2,00+ 0,79 0,65+ 0,79 2,41+ 0,79 1,08 £ 0,79 0,67 £0,79 0,50 £ 0,79 0,75+0,79
PM5 35,23 +1,10 37,50+ 1,10 36,39 +1,10 36,08 + 0,85 35,91 +1,10 35,40 £ 1,34 37,47 £ 1,10 36,26 £ 1,10
%PT5 18,81 + 4,31 28,32 + 4,31 23,13 £4,31 24,00 £+ 3,34 23,36 + 4,31 18,57 + 5,28 24,01 +£4,31 2795+ 4,31
PT5 0,52 +1,47 2,50+1,47 1,02 +1,47 3,55+1,47 1,52 +1,47 042 +1,47 098 £1,47 4,11 +1,47
PMe6 24,71 £1,32 23,91 +1,03 23,94 +1,15 23,41 +1,15 24,76 +1,03 26,09 £ 1,15 24,80 £ 1,03 24,20 £ 1,03
%PT6 25,83 + 8,19 21,97 + 6,35 27,11+ 7,09 17,59 £ 7,09 18,43 + 6,35 26,19 + 7,09 21,80 + 6,35 23,50 + 6,35
PTé6 0,44 + 0,64 1,73 + 0,64 1,05 + 0,64 2,16 + 0,64 1,25+ 0,64 0,69 £ 0,64 0,76 £ 0,64 2,00 £ 0,64
PM7 18,28 £ 1,59 16,16 £ 1,43 16,56 +1,43 16,36 £ 1,43 16,31 £ 1,43 16,92 +1,43 15,81 +£1,43 15,69 £ 1,43
%PT7 27,45+ 5,46 21,70 + 4,88 19,10 + 4,88 18,79 + 4,88 19,50 + 4,88 16,57 + 4,88 19,18 + 4,88 22,71+ 4,88
PT7 1,62+1,13 241 +1,13 1,17+ 1,13 3,10+1,13 1,62+1,13 0,77 £1,13 094 +1,13 2,27 +1,13
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In nessuna delle sette fasce a diverso peso
molecolare sono risultate delle differenze
significative. Guardando pero le immagini si
puo capire come le differenze risiedano tra
soggetto e soggetto. Avendo in questo caso
considerato, per I'analisi statistica, gli animali
come un gruppo omogeneo, le differenze si

sono appianate e non risultano significative.

Un’ulteriore analisi statistica & stata
effettuata rapportando questa volta i quattro
periodi a diversa alimentazione con i cinque
diversi animali, in modo da poter mettere in

evidenza le differenze soggettive.

4.6 Biochimico del plasma ematico, per periodo ed animale

I valori dei risultati ottenuti dal biochimico
del plasma ematico, sono stati ancora una
volta suddivisi in valori dei macroelementi
(P, Mg e Ca) (vedi Tabella n°17), valori
enzimatici (GGT, ALP, ALT e CK) (vedi
Tabella n°18), valori del profilo energetico
(GLU, TG e COL), con confronto anche del
BCS degli animali (vedi Tabella n°19), e
valori delle componenti proteiche (Urea,

CRE, PT e ALB) (vedi Tabella n°20).
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Tabella n° 17. Valori dei macroelementi (media + ESM) presenti nel plasma ematico, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens -2 Schumi - 3 Enrico -4 El Mariachi -5
P 1 1,83+ 0,80a | 3,70+ 0,80 | 2,08+ 0,80a | 135+ 0,80a | 4,18+ 0,80
(mg/dl) 2 145+ 080a | 418+ 0,80 | 1,78+ 0,80a | 2,63+ 0,80ab | 4,15+ 0,80
3 500+ 0,80b | 440+ 0,80 | 563+ 080b | 375+ 080ab | 6,63+ 0,80
4 6,03+ 080b | 598+ 0,80 | 460+ 0,80ab | 505+ 0,80b | 540+ 0,80
Mg 1 3,00+ 0,25%° | 2,64+ 025 | 231+ 025* | 256+ 025 | 3,64+ 0290°a
(mg/dl) 2 312+ 025 | 2,79+ 025 | 246+ 0,25 2,64+ 025 | 2,65+ 0,25ab
3 297+ 029 | 2,72+ 025 | 268+ 0,25 234+ 025 | 3,09+ 025ab
4 232+ 025 | 244+ 025 | 219+ 0,25 1,94+ 025 | 241+ 025b
Ca 1 941+ 042 | 924+ 042 | 924+ 042 8,78 + 0,42 9,20 + 0,42
(mg/dl) 2 921+ 042 | 930+ 042 | 9,02+ 0,42 9,98+ 0,42 8,97 + 0,42
3 918+ 042 | 960+ 042 | 9,68+ 0,42 9,02+ 0,42 9,30+ 0,42
4 875+ 042 | 906+ 042 | 952+ 0,42 8,38+ 0,42 8,80+ 0,42

Segni uguali all’interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05).

Lettere uguali nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Tabella n° 18. Valori enzimatici (media + ESM) del plasma ematico, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale

Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico -4 El Mariachi - 5

GGT 1 11,00 + 1,07* 6,75+ 1,07* a 10,25 + 1,07* 18,75 + 1,07 16,00 + 1,07®
(CI/1) 2 12,50 + 1,07*° | 10,50+ 1,07%ab | 10,50+ 1,07* 19,75+ 1,070 | 15,75+ 1,070°
3 1425+ 1,07%° | 11,00+ 1,07*b | 11,25+ 1,07* 20,00 + 1,070 | 18,00+ 1,07d°
4 13,50 + 1,07* 8,50+ 1,07°ab | 12,00+ 1,07+ 19,75+ 1,07~ | 16,50 + 1,07*°

ALP 1 77,50 + 9,75a 57,75 + 9,75 69,50 + 9,75a | 77,25 + 9,75a 40,75 + 9,75
Ui/ 2 115,00 + 9,75*b | 6575 + 9,75° | 132,00 + 9,75b* | 124,75 + 9,75b* | 54,00 + 9,75°
3 |81,75 + 975 ab| 68,00 + 9,75 | 11525 + 9,75°b | 99,50 + 9,75* ab | 43,25 + 9,75"

4 76,75 + 9,75*a | 54,00 + 9,75 | 151,25 + 9,75°b | 119,00+ 9,75°b | 33,00 + 9,75/

ALT 1 9,25+ 1,25 a 10,75+ 1,25%a | 14,00+ 1,25%°a | 1400+ 1,25*°a | 1725+ 1,25°a
Ui/ 2 12,75+ 1,25%ab | 1425+ 1,25*ab | 18,75+ 1,25°b | 19,50+ 1,25°Ab | 18,75+ 1,25°b
3 1525+ 1,25*b | 19,75+ 1,25* b | 26,00+ 1,25°c | 24,50+ 1,25° ¢ | 29,00 + 1,25° ¢
4 12,00 + 1,25*ab | 15,75+ 1,25 b | 24,00+ 1,25°c | 18,50+ 1,25°" ab | 23,00 + 1,25° ab
CK 1 33,00+ 10539 | 48,25+ 10539 | 10425+ 10539 | 89,00+ 10539 | 103,25+ 105,39
(CI/1) 2 2025 + 105,39 81,00 + 10539 | 23,50+ 10539 | 331,50+ 105,39 | 25,50+ 105,39
3 151,00 + 10539 | 32,00+ 10539 | 46,75+ 10539 | 27,75+ 10539 | 594,50 + 105,39

4 20,259 + 10539 | 20,75+ 105,39 | 17,50+ 105,39 |11,25 + 10539 | 35,53 + 105,39

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere uguali

nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Tabella n° 19. Valori del profilo energetico (media + ESM) del plasma ematico, nei diversi periodi e per i diversi animali.

GLU
(mg/dl)

TG
(mg/dl)

COL
(mg/dl)

BCS

Animale

Periodo Nerone - 1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
1 97,75+ 1293 | 101,75+ 1293 a | 96,75+ 12,93 | 103,75+ 12,93 | 121,25+ 12,93
2 106,75+ 12,93 | 152,00+ 12,93 b | 118,25+ 12,93 | 133,25+ 12,93 | 131,75+ 12,93
3 110,50+ 12,93 | 114,50+ 12,93 b | 117,00+ 12,93 | 118,00+ 12,93 | 153,75+ 12,93
4 93,50+ 12,93 | 108,50+ 12,93b | 128,25+ 12,93 | 132,00+ 12,93 | 124,75+ 12,93
1 15,25+ 2,97 22,00+ 2,97 20,75+ 2,97 22,75+ 2,97 17,75+ 2,97
2 11,25+ 2,97* 21,75+ 2,97*° 18,00 £ 2,97*° | 25,75+ 2,97° | 20,00+ 2,97*°
3 13,75+ 2,97 22,50+ 2,97 23,00+ 2,97 23,75+ 2,97 24,25+ 2,97
4 10,50 + 2,97* 27,25+ 2,97° 2450+ 2,97° | 20,75+ 2,97*° | 20,75+ 2,97*°
1 23,25+ 15,10 33,50 + 15,10 37,75+ 15,10 33,25+ 15,10 34,50+ 15,10
2 20,50 = 15,10 28,00 = 15,10 30,50 + 15,10 31,00 £ 15,10 26,75 + 15,10
3 17,75 + 15,10 33,50+ 15,10 34,50+ 15,1 26,00 + 15,10 28,25 + 15,10
4 14,50 + 15,10 90,00 + 15,10 33,50 + 15,10 26,75+ 15,10 22,00+ 15,10
1 2,88+ 0,11*° 2,69+ 0,11* 3,19+ 0,11° 2,75+ 0,11* 2,81+ 0,11*°
2 2,94+ 0,11* 2,75+ 0,11* 3,13+ 0,11* 2,81+ 0,11*° 2,94+ 0,11*°
3 3,19+ 0,11 2,69+ 0,11 3,25+ 0,11 2,94+ 0,11 3,06+ 0,11
4 3,25+ 0,11*° 2,88+ 0,11* 3,38+ 0,11° 2,94+ 0,11* 3,00+ 0,11*°

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere

uguali nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Tabella n° 20. Valori del profilo proteico (media + ESM) del plasma ematico, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Pe_‘god Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
UREA 1 299+ 3,08a 31,48+ 3,08a | 2703+ 3,08a | 2555+ 308a | 2725+ 3,08a
(mg/dl)| 2| 5083+ 3,08*b | 38,25+ 3,08°a | 3835+ 3,08°a | 4545+ 3,08°b | 41,48+ 3,08° b
3 4335+ 3,08b | 49,48+ 3,08b | 4568+ 3,08b | 44,85+ 3,08b | 5533+ 3,08c
4 | 2795+ 3,08 a | 32,75+ 3,08"a | 43,58+ 3,08"b | 27,93+ 3,08*a | 42,25+ 3,08/ b
CRE 1 214+ 016*a | 229+ 0,16*a | 2,67+ 0,16*~ | 2,97+ 0,16°~a | 2,30+ 0,16*
(mg/d) | 5 | 157+ 016*ab | 1,91+ 0,16*ab | 2,15+ 0,16*» | 2,76+ 0,16° a | 2,08+ 0,16*
3 1,40+ 0,16*b | 1,65+ 0,16*°bc | 217+ 0,16° | 1,92+ 0,16*°b | 2,07+ 0,16°
4 141+ 0,16*b | 1,74+ 016* ac | 212+ 0,16° 2,08+ 0,16°b 212+ 0,16°
PT 1 72,00+ 3,18 66,25+ 3,18 68,75+ 3,18 62,00+ 3,18 66,00+ 3,18
(8/1) 2 72,50 + 3,18 72,50 + 3,18 68,50 + 3,18 67,25+ 3,18 68,25 + 3,18
3 73,75+ 3,18 74,75+ 3,18 74,00+ 3,18 65,25+ 3,18 74,25+ 3,18
4 69,50+ 3,18* | 69,25+ 318* | 7325+ 3,18* | 59,00+ 3,18* | 68,50+ 3,18
ALB 1 35,40 + 1,56 35,05 + 1,56 38,38 + 1,56 33,85+ 1,56 34,45 + 1,56
(/1) 2 36,30 + 1,56 33,53 + 1,56 38,48 + 1,56 36,63 + 1,56 34,65 + 1,56
3 36,53+ 1,56*° | 36,48+ 1,56*° | 42,05+ 1,56* | 3548+ 1,56° | 40,08+ 1,56*

I

35,20 £ 1,56*"

35,70 + 1,56*° 41,43 £ 1,56°

32,50+ 1,567

36,93 + 1,56*°"

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere uguali

nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Dai dati ottenuti dall’analisi  dei
macroelementi si puod vedere come, nel caso
del fosforo, non ¢ siano differenze
significative tra i cinque animali. All'interno
dei diversi soggetti pero si nota che il primo
ed il terzo animale presentano un aumento
significativo dei valori durante il terzo ed il
quarto periodo (introduzione dei mangimi),
il quarto animale presenta invece un
aumento progressivo e significativo dal
primo al quarto periodo, mentre il quinto
animale non presenta alcuna variazione
significativa ma possiede in generale dei
valori piu elevati degli altri soggetti. I valori
di magnesio rimangono costanti nell’ambito
dello stesso soggetto, tranne nel quinto
animale dove c’@¢ una significativa
diminuzione dal primo al quarto periodo.
Tra i soggetti sono presenti delle differenze
significative durante il primo periodo, in cui
si vede come il primo ed il quinto animale
presentino valori piu elevati degli altri. Nei
periodi successivi i valori tendono ad
uniformarsi. Il calcio, al contrario dei cationi
precedenti, non presenta alcuna variazione
significativa, né all'interno dei soggetti né tra
i diversi soggetti.

A livello di profilo enzimatico, la
y-glutammil trasferasi presenta differenze
significative tra i soggetti in tutti e quattro i

periodi, legate a valori piu elevati nel primo
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e nel quinto animale. All'interno dello stesso
soggetto, solo il secondo presenta una
diminuzione significativa del valore durante
il secondo periodo (dieta con foraggio
fresco). La fosfatasi alcalina differisce
significativamente per il secondo ed il quinto
animale, i cui valori sono minori degli altri,
durante il secondo, il terzo ed il quarto
periodo. Il primo soggetto poi presenta un
aumento significativo in corrispondenza del
secondo periodo (dieta con foraggio fresco),
mentre il terzo ed il quarto animale
presentano valori significativamente piu
bassi nel primo periodo (dieta con solo
fieno). L’alanina aminotransferasi risulta
invece significativamente pitt elevata nel
terzo, nel quarto e nel quinto animale
durante il secondo, il terzo ed il quarto
periodo. In ciascun animale tende comunque
ad aumentare in modo significativo nel
secondo e nel terzo periodo (dieta con
foraggio fresco ed introduzione poi di
mangime per ovini). Nel quarto periodo (con
I'introduzione del mangime per -cavalli)
tende a diminuire ma rimane a valori piu
elevati rispetto al primo periodo (dieta con
solo fieno). La creatin kinasi non presenta
nessuna variazione significativa, né tra gli

animali né all’interno dello stesso animale.
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Per quanto riguarda i parametri energetici,
il glucosio non presenta differenze
significative tra i diversi animali, perd nel
secondo soggetto si pud notare un valore
significativamente pit basso nel primo
periodo (dieta con solo fieno). I primo
animale risulta avere un valore di trigliceridi
significativamente pitt basso degli altri
durante il secondo ed il terzo periodo (dieta
con foraggio fresco ed introduzione del
mangime per ovini). All'interno dello stesso
soggetto i valori si mantengono costanti. Il
colesterolo non presenta alcuna variazione,
né tra i soggetti né all'interno dello stesso
soggetto. I valori di BCS rimangono invece
costanti all'interno degli stessi animali ma vi
sono valori significativamente pitl elevati per
il terzo soggetto, durante il primo, il secondo
ed il quarto periodo.

Sotto il profilo proteico, 'urea presenta
una variazione significativa tra i soggetti nel
secondo periodo, in cui 'animale 1 possiede i
valori piu elevati, e nel quarto periodo, in cui
lo stesso animale presenta i valori piu bassi.
All'interno dei soggetti c’e alta variabilita in
quanto il primo ed quarto animale
presentano valori significativamente piu
elevati durante il secondo ed il terzo periodo
(foraggio fresco ed introduzione del
mangime per ovini), il secondo animale

presenta valori significativamente pit alti
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solo nel terzo periodo (mangime per ovini), il
terzo soggetto mostra valori
significativamente pit alti nel terzo e nel
quarto periodo (introduzione dei mangimi),
mentre il quinto animale possiede valori
significativamente pit bassi durante il primo
periodo (solo fieno) e piu alti nel terzo
periodo (mangime per ovini). La creatinina
presenta, durante il primo ed il secondo
periodo, dei valori significativamente piu
elevati legati al quarto soggetto, mentre nel
terzo e nel quarto periodo questa differenza
significativa e apportata dal soggetto 3.
All'interno degli stessi soggetti, tutti i valori
tendono a diminuire significativamente dal
primo al quarto periodo. Le proteine totali
non subiscono nessuna variazione, né tra i
soggetti né all'interno dello stesso soggetto.
L’albumina non ha variazioni all'interno del
soggetto ma si puo trovare una differenza
significativa nel terzo e nel quarto periodo, in

cui il terzo animale presenta valori piu alti.

4.7 Biochimico del plasma seminale, per periodo ed animale

I valori dei risultati ottenuti dal biochimico

del plasma seminale, sono stati anch’essi
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suddivisi in valori dei macroelementi (P)
(vedi Tabella n°21), valori enzimatici (GGT,
ALP, ALT) (vedi Tabella n°22), valori del
profilo energetico (GLU, TG e COL) (vedi
Tabella n°23) e valori delle componenti
proteiche (Urea e PT) (vedi Tabella n°24). I
dati relativi a Ca e Mg, CK, CRE e ALB
risultano mancanti in quanto i valori
biochimici sono assenti per alcuni animali, e
quindi non e stato possibile effettuare le
analisi  statistiche. Cio e legato al
congelamento del seme dei campioni migliori
durante la terza e la quarta settimana di ogni
periodo, che mnon ha permesso la
conservazione del liquido seminale. Inoltre
alcuni soggetti hanno presentato valori
troppo elevati o troppo bassi dei parametri,
quali calcio e magnesio, tali da superare la
soglia massima e minima di determinazione
dell’analizzatore automatico (rispettivamente

16 mg/dl e 4.86 m/dl).
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Tabella n° 21. Valori del fosforo (media + ESM) del plasma seminale, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico -4 El Mariachi - 5
P 1 2,10+ 0,70* 5,40 + 0,86° 0,27+ 0,7+ 1,25+ 0,86* ab 0,13+ 0,70*
(mg/dl) | 5 1,13+ 0,70* | 4,00+ 0,86* 1,53+ 0,61* 3,38+ 0,61* a 0,05+ 0,86°"
3 020+ 0,61* | 325+ 0,86° 055+ 0,61*° | 1,37+ 0,70®ab | 0,03+ 0,70*
4 0,17+ 0,70 2,20+ 0,86 0,48+ 0,61 0,63+ 0,70 b 1,08+ 0,61

Segni uguali all’interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere
uguali nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).

Tabella n° 22. Valori enzimatici (media * ESM) del plasma seminale, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
GGT 1 476,33 + 136,79 614,50 + 167,54 93,00 £ 136,79 168,50 + 167,54 169,00 + 136,79
Ui/ 2 308,33 + 136,79 705,50+ 167,54 | 370,33+ 136,79 | 573,00+ 118,47 | 187,00+ 167,54
3 94,25 + 118,47 594,50 + 167,54 | 234,25+ 118,47 | 398,00+ 136,79 | 167,67 + 136,79
4 119,00 + 136,79 468,50 + 167,54 | 271,50+ 118,47 | 199,00+ 136,79 | 152,50+ 118,47
ALP 1 1842,33 + 284,28*a | 1487,00 + 348,18*" | 199,33 + 284,28° | 234,50 + 348,18°" | 441,67 + 284,28°"
(U1/1) 2 1145,67 + 284,28 ab | 1546,00 + 348,18 | 392,00+ 28428 | 998,50+ 24620 | 301,50 + 348,18
3 286,25 + 246,20 b 810,50 + 348,18 | 456,00 + 246,20 | 212,00+ 284,28 | 311,33 + 284,28
4 401,00 + 284,28 b 690,50 + 348,18 | 463,25+ 24620 | 96,00 + 284,28 226,50 + 246,20
ALT 1 13,33 + 9,34* 75,50 + 11,44° a 6,00 + 9,34* 5,50 + 11,44* 8,33+ 9,34*
U1/ 2 7,33 + 9,34* 68,50 + 11,44 °a 14,50 + 8,09* 23,00 £ 9,34* 15,00 + 11,44*
3 2,25+ 8,09 9,50 + 11,44 b 15,50 + 8,09 18,50 + 11,44 12,00 + 9,34
4 3,33+ 9,34 2250+ 11,44 b 13,75+ 8,09 2,67+ 9,34 5,75 + 8,09

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere uguali nell’ambito

di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Tabella n°® 23. Valori del profilo energetico (media + ESM) del plasma seminale, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
GLU 1 1,67 + 3,86 3,50 + 4,73 1,33 + 3,86 3,00+ 4,73 2,00+ 3,86
(mg/dl) 2 1,67 + 3,86 3,50+ 4,73 1,75+ 3,35 2,00+ 3,35 2,50+ 4,73
3 1,25+ 3,35 3,50+ 4,73 1,75+ 3,35 1,33 + 3,86 2,50+ 4,73
4 1,00+ 3,86 1,50+ 4,73 1,25+ 3,35 1,00 + 3,86 2,50 + 4,73
TG 1 68,67 + 22,76* | 156,00 + 27,87° | 16,67 + 22,76* | 46,50+ 27,88*° | 20,00+ 22,76*
(mg/dl) 2 37,67 + 22,76* | 149,50 + 27,87° | 48,50 + 19,71* | 97,00 + 19,71* | 61,00 + 27,87+
3 500+ 19,71* | 122,00+ 27,87° | 10,25+ 19,71* | 4533+ 22,76* | 3,00+ 22,76*
4 6,33+ 22,76 | 76,50+ 27,87 | 13,25+ 19,71 | 22,67+ 22,76 | 57,50+ 19,71
COL 1 1,33 + 7,27 6,00+ 8,91 0,67 + 7,27 4,00 + 8,91 1,67+ 7,27
(mg/dl) 2 1,50+ 8,91 450 + 8,91 233+ 7,27 3,00+ 6,30 1,50 + 8,91
3 - 3,00 + 8,91 2,50 + 8,91 1,50 + 8,91 1,33+ 7,27
4 0,50 + 8,91 1,50 + 8,91 0,50 + 8,91 - 36,25 + 6,30

Segni uguali all’interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05). Lettere

uguali nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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Tabella n° 24. Valori del profilo proteico (media * ESM) del plasma seminale, nei diversi periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
UREA 1 28,43+ 8,31 | 44,70+ 10,18 | 50,93+ 8,31 | 31,60+ 10,18a | 34,00+ 8,31
(meg/dl) 2 46,83+ 831 | 68,25+ 10,18 | 35,70+ 7,20 | 41,08+ 7,20 ab | 34,55+ 10,18
3 41,50+ 7,20 | 61,30+ 10,18 | 37,08+ 7,20 | 69,37+ 831b | 52,73+ 831
4 24,00+ 8,31 | 31,00+ 10,18 | 3584+ 7,20 | 32,43+ 831a | 44,33+ 7,20
PT 1 5,67+ 3,34* | 25,00+ 4,09° | 4,33+ 3,34* | 3,00+ 4,09 * 2,67+ 3,34*
(/b 2 3,00+ 3,34* | 23,50+ 4,09° | 850+ 2,89* | 7,25+ 2,89* 2,00 + 4,09
3 225+ 2,89 | 16,00+ 4,09 | 550+ 2,89 3,33+ 3,34 2,33+ 3,34
4 233+ 334 | 17,00+ 4,09 | 550+ 2,89 2,33+ 3,34 14,50 + 2,89

Segni uguali all’interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (P<0,05).

Lettere uguali nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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I dati relativi al fosforo indicano valori pitt
elevati per il secondo soggetto, anche se cio e
significativo solo in corrispondenza del
primo, del secondo e del terzo periodo.
All'interno degli stessi soggetti i valori
rimangono costanti, tranne nel quarto
soggetto, che presenta un  valore
significativamente pitt basso nel terzo
periodo (mangime per ovini).

Tra i parametri enzimatici la y-glutammil
transferasi non  presenta  differenze
significative, né tra i soggetti né all’interno di
uno stesso soggetto. La fosfatasi alcalina
risulta significativamente pitt elevata per il
primo ed il secondo soggetto durante il
primo periodo (dieta con solo fieno).
All'interno degli animali non ci sono
variazioni significative ma in generale si puo
evidenziare una diminuzione dei valori dal
primo al quarto periodo. L’alanina
aminotrasferasi presenta differenze
significative solo tra i soggetti, nel primo e
nel secondo periodo, in cui il terzo soggetto
presenta valori piu alti. All'interno degli
stessi soggetti non vi sono differenze.

Il profilo energetico, sia riguardo il
glucosio sia riguardo il colesterolo, non
mostra differenze significative, né tra gli
animali né allinterno dello stesso animale.
Anche i trigliceridi non presentano
variazioni all’interno dello stesso soggetto

ma, tra gli animali, il secondo possiede valori
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significativamente pit elevati nel primo, nel
secondo e nel terzo periodo.

A livello di profilo proteico, 1'urea non
presenta nessuna differenza significativa, ma
in generale i valori tendono ad essere piu alti
nel terzo periodo (introduzione del mangime
per ovini). Il secondo soggetto mostra, nei
riguardi delle proteine totali, dei valori piu
elevati rispetto agli altri soggetti ma tale
differenza e significativa solamente nel
primo e nel secondo periodo. Non vi sono

variazioni all’interno degli stessi animali.

4.8 Valutazione della qualita del seme, per periodo ed animale

I valori dei risultati ottenuti dalla valutazione
dei parametri di qualita del seme sono
mostrati nella Tabella n°25. ). I dati relativi a
motilita e concentrazione risultano mancanti
in quanto i valori sono assenti per I’animale 5
che non ha mai fornito seme; quindi non e

stato possibile effettuare le analisi statistiche
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Tabella n° 25. Valori dei parametri qualitativi (media * ESM) presi in considerazione per la valutazione del seme, nei diversi
periodi e per i diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico -4 El Mariachi-5
Tempo di 1 1425+ 1,31a | 1700+ 1,31 | 19,67+ 1,51 19,25+ 1,31 1533+ 1,51 a
raccolta 2 800+ 1,31*b | 14,75+ 1,31° | 17,00+ 1,31° 16,75+ 1,31° | 11,67+ 1,51*° ab
(min) 3 | 1350+ 1,31*a | 18,00+ 1,31% | 19,00+ 1,31° | 17,50+ 1,31* | 925+ 1317 b
4 12,25+ 1,31*ab | 17,00+ 1,31* | 16,00+ 1,31* | 17,75+ 1,31° | 12,50 + 1,31*ab
Viscosita 1 2,50 £ 0,27* 1,00 £ 0,27° 2,33+ 0,31* 2,25+ 0,27* 1,67+ 0,31*°
2 3,00 £ 0,27* 1,00+ 0,27° | 225+ 0,27*A | 2,00+ 0,27* 1,33 + 0,31°7
3 2,50 + 0,27* 1,00+ 0,27° | 2,00+ 0,27* | 2,00+ 0,27* 1,33 + 0,31*°
4 2,75+ 0,27* 1,50+ 0,27° | 1,75+ 027%° | 2,50+ 0,27 1,75 + 0,27*°
Volume 1 3,75+ 1,06 ab 1,35+ 1,06 1,87 + 1,23 2,45+ 1,06 2,27+ 1,23
(ml) 2 2,23+ 1,062 1,35 + 1,06 1,28 + 1,06 2,08+ 1,06 1,93+ 1,23
3 5,75+ 1,06 ab 2,43+ 1,06 1,88 + 1,06 5,60 + 1,06 1,93+ 1,23
4 6,63+ 1,06°b | 2,25+ 1,06° | 325+ 1,06 | 343+ 1,06 1,93 + 1,23%°
Volume 1 11,98 + 1,68* | 10,47+ 1,68* | 19,39+ 1,68° | 15,81+ 1,68* | 12,08+ 1,68*
testicolo 2 12,04+ 1,68 | 1264+ 1,68 | 1725+ 1,68 | 17,09+ 1,68 12,09 + 1,68
dx (em) 3 13,01+ 1,68 | 10,75+ 1,68 | 1428+ 1,68 | 1576+ 1,68 | 11,84+ 1,68
4 13,36 + 1,68*° | 961+ 1,68* | 17,74+ 1,68° | 1850+ 1,68° | 12,03+ 1,68*
Volume 1 11,24 + 1,83+ 9,05+ 1,83 | 1859+ 1,83° | 21,78+ 1,83° 10,03 + 1,83*
testicolo 2 1040+ 1,83* | 11,18+ 1,83* | 17,16+ 1,83* | 18,48 + 1,83° 10,90 + 1,83*
s (em3) 3 12,53+ 1,83* | 862+ 1,83 | 1221+ 1,83* | 17,20+ 1,83° 11,44 + 1,83*°
4 12,87+ 1,83*° | 824+ 1,83 | 1596+ 1,83°~ | 19,69+ 1,83° 12,11 + 1,83*A

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse settimane (righe) escludono una differenza significativa (’<0,05). Lettere uguali

nell’ambito di un singolo animale (colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).
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I dati relativi al tempo di raccolta presentano
delle differenze significative legate al primo
animale che mostra valori piu bassi nel
secondo, nel terzo e nel quarto periodo,
mentre il quinto animale ha valori pitt bassi
solamente nel terzo e nel quarto periodo. Tali
diminuzioni si ripresentano significative
anche all’interno dei due soggetti stessi. I
valori riferiti alla viscosita risultano
significativamente pitt bassi per il secondo
animale in tutti i diversi periodi. Il volume
spermatico risulta significativamente piu
elevato nel primo animale durante il quarto
periodo (mangime per cavalli), anche se,
all'interno dello stesso soggetto diminuzioni
significative si presentano nel secondo e nel
quarto periodo. Per quanto riguarda il
volume testicolare, sia per il destro che per il
sinistro, il terzo ed il quarto animale
presentano valori significativamente piu alti
nel primo e nel quarto periodo, mentre
all'interno dei soggetti non vi sono

variazioni.

4.9 Valori assoluti delle proteine, per periodo ed animale

I dati dell’analisi derivanti dai valori di peso
molecolare, percentuale e valore assoluto
delle proteine (ottenuti a loro volta da uno
studio semiquantitativo sui gel delle

elettroforesi), divisi secondo le sette fasce a
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diverso peso molecolare, sono riassunti nella

Tabella n°26.

Tabella n° 26. Dati ottenuti dai valori del
numero assoluto (PT) di proteine (medie *
ESM) distribuite nelle sette fasce a diverso
peso molecolare, nei diversi periodi e per i
diversi animali.

Animale
Periodo Nerone -1 Rubens - 2 Schumi - 3 Enrico - 4 El Mariachi - 5
1 036+ 0,36 |1,27+ 0,355 [0,000+ 0,36 |0,00+ 0,36 0,31+ 0,36
PT1 2 047+ 0,36 |1,22+ 0,355 [0,000+ 0,36 |0,00+ 0,36 0,11+ 0,36
3 027+ 0,36 |1,35+ 0,355 |0,155+ 0,36 |0,31+ 0,36 0,25+ 0,36
4 0,010+ 0,36 0,89+ 0,36 0,11+ 0,36 0,04+ 0,36 0,15+ 0,36
1 0,11+ 0,12 |0,00+ 0,12 0,00+ 0,12 0,14+ 0,12a |0,20+ 0,12
P2 2 0,00* 0,00+ 0,12* |0,00+ 0,12* |0,61+ 0,12°b |0,10+ 0,12*
3 0,00+ 0,12 |0,00+ 0,12 0,00+ 0,12 031+ 0,12ab [0,25+ 0,12
4 0,00+ 0,12 |0,00+ 0,12 0,00+ 0,12 006+ 0,12a |0,16+ 0,12
PT3 |1 034+ 051 |048+ 051 [0,00+ 051 |0,15+ 0,51 0,14+ 0,51
2 029+ 051 |1,19+ 0,51 0,00+ 0,51 0,55+ 0,51 0,06 £ 0,51
3 0,14+ 051 |0,99+ 0,51 0,00+ 0,51 0,32+ 0,51 0,13+ 0,51
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4 0,18+ 0,51 [0,88+ 0,51 0,00+ 0,51 0,06 = 0,51 1,98 + 0,51
1 043+ 0,65 2,50+ 0,65 0,54 + 0,65 0,00 £ 0,65 0,00+ 0,65
PT4 2 051+ 0,65 |1,43+ 0,65 1,89 + 0,65 0,00 £ 0,65 0,00+ 0,65
3 030+ 0,65 |1,20+ 0,65 0,69+ 0,65 0,00 £ 0,65 0,00+ 0,65
4 0,19+ 0,65 |1,07+ 0,65 0,26 £ 0,65 0,06 £ 0,65 0,00+ 0,65
1 046+ 1,23 |3,00+ 1,23 0,00+ 1,23 0,00+ 1,23 0,33+ 1,23
PT5 2 019+ 1,23 3,34+ 1,23 1,02+ 1,23 1,05+ 1,23 013+ 1,23
3 000+ 1,23 |1,89+ 1,23 0,25+ 1,23 0,00+ 1,23 031+ 1,23
4 009+ 1,23 |227+ 1,23 0,13+ 1,23 0,00+ 1,23 3,87+ 1,23
1 015+ 0,61 |[1,24+ 0,61 0,98 £ 0,61 0,15+ 0,61 0,18+ 0,61
PT6 2 000+ 0,61 |1,58+ 0,61 1,26 £ 0,61 1,10+ 0,61 0,07+ 0,61
3 014+ 0,61 |0,76+ 0,61 1,01+ 0,61 0,30+ 0,61 0,21+ 0,61
4 009+ 0,61 |1,20+ 0,61 0,59 = 0,61 0,10+ 0,61 1,47 + 0,61
1 0,16 £ 0,90 |4,01+ 0,90° |048* 0,90 |0,31+ 0,90* 0,09 + 0,90*
PT7 2 0,29+ 0,90 [2,99+ 0,90 1,08 £ 0,90 0,94 + 0,90 0,04 £ 0,90
3 0,15+ 0,90 |1,82+ 0,90 0,40 = 0,90 0,52+ 0,90 0,10+ 0,90
4 0,10+ 0,90 |2,20+ 0,90 0,17+ 0,90 0,18 £ 0,90 1,37 £ 0,90

Segni uguali all'interno di ogni periodo per le diverse
settimane (righe) escludono una differenza significativa
(P<0,05). Lettere uguali nell’ambito di un singolo animale
(colonne) escludono una differenza significativa (P<0,05).

I dati ottenuti sono distribuiti abbastanza
omogeneamente in tutte e sette le diverse
fasce. Solo nella fascia a peso molecolare 2 e
presente una differenza nel quarto animale,
in cui esiste un valore piu elevato durante il
secondo periodo, significativo sia se
confrontato con gli altri animali, sia
all'interno dello stesso animale. Nella fascia
7, i secondo soggetto mostra valori
generalmente piu elevati rispetto agli altri
animali, anche se la variazione risulta

significativa solo per il primo periodo.
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4.10 Indici di correlazione

Per completare I’analisi statistica sono state
valutate le correlazioni tra i parametri di
qualita del seme (tempo di raccolta, viscosita,
volume spermatico, motilita e
concentrazione) con i valori assoluti delle
sette fasce a diverso peso molecolare. Gli
indici di correlazione sono mostrati,
separatamente per i cinque animali, nelle
Tabelle n°27, n°28 e n°29, mentre la Tabella
n°30 contiene gli indici generali di tutti e

cinque i soggetti.
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Tabella n° 27. Indici di correlazione tra i parametri di qualita presi in considerazione per il seme e le sette classi di proteine a
diverso peso molecolare, per gli animali 1 (Nerone) e 2 (Rubens).

RUBENS - 2
T. raccolta | Viscosita | Volume | Motilita | Conc.| PT1 | PT2 | PT3 | PT4 | PT5 | PT6 | P17
T. raccolta 0,33 0,28 -034 -049 005 - 019 -012 008 013 -021
Viscosita -0,17 0,26 -023 -040 -046 - 006 -029 -0,14 000 -027
Volume 0,06 -0,61 -042 -036 001 - -032 -028 -059 -057 -0,72*
Motilita 0,12 0,46 -0,18 077 040 - -013 065 053 042 081*
T |Conc -0,04 0,26 0,06 0,89* 025 - -062 079 045 037 0,68 ||
PT1 -0,26 0,39 -0,20 034 033 - 005 067 064 050 045
PT2 -0,12 0,27 0,09 0,87% 1,00+ 0,32 - - - - -
PT3 0,48 0,32 -0,23 013 010 045 004 -0,50 0,00 -003 0,04
PT4 -0,18 0,48 -0,18 034 037 096* 037 057 0,81* 0,74* 0,74*
PT5 -0,28 0,43 -010  075* 0,89 059 091* 020 0,67 0,97% 0,79*
PT6 0,13 0,16 0,42 060 072* 0713 0,73* -0,01 027 0,65 0,69
PT7 -0,50 0,52 -0,08 027 036 087 040 026 091* 0,69 0,36
NERONE - 1

La lettura della tabella di correlazione va eseguita seguendo la direzione della freccia
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Tabella n° 28. Indici di correlazione tra i parametri di qualita presi in considerazione per il seme e le sette classi di proteine a
diverso peso molecolare, negli animali 3 (Schumi) e 4 (Enrico).

ENRICO - 4
T. raccolta | Viscosita | Volume | Motilita | Conc. | PT1 | PT2 | PT3 | PT4 | PT5 | PT6 | PT7
T. raccolta -0,16 -016 -018 000 -054 -043 -045 -023 -016 -036 -043
Viscosita -0,05 -012  -046 -045 -019 -051 -054 067 -027 -040 -045
Volume - 0,60 0,25 001 -021 045 -006 -002 -003 -019 -014 -0,02
Motilita 0,03 -0,60 -0,15 085* -015 0,88 084* -030 095 093* 0,81*

1 | Conc 0,25 0,31 -0,35 0,41 -029 0,88 085 -030 0,92* 0,86 087 ||
PT1 - 0,68* 0,15 0,56 -049  -049 005 009 -001 -031 -018 0,04
PT2 - - - - - - 1,00 -025 0,87 095* 0,98*
PT3 - - - - - - 1,00 -0,25 0,83 0,94* 0,98*
PT4 0,35 0,44 -052  -040 008 -030 - - -0,18 -018 -0,12
PT5 0,31 0,31 -050 -030 -0,03 -030 @ - - 0,98 0,94* 0,83*
PT6 0,33 0,62 -045  -062 015 -007 - - 0,90* 0,80 0,92*
PT7 0,33 0,50 -053  -038 018 -030 - - 099 0,94* 093"
SCHUMI - 3

La lettura della tabella di correlazione va eseguita seguendo la direzione della freccia
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Tabella n° 29. Indici di correlazione tra i parametri di qualita presi in considerazione per il seme e le sette classi di proteine a
diverso peso molecolare, nell’animale 5 (El Mariachi).

EL MARIACHI - 5

T. raccolta | Viscosita | Volume | Motilita | Conc. | PT1 | PT2 | PT3 | PT4 | PT5 | PT6 | P17

T. raccolta

Viscosita

Volume

Motilita

Conc

PT1

PT2

PT3

PT4

PT5

PT6

PT7

0,52 0,27 - - 044 -004 -019 - -0,20 -020 -0,20
0,62 0,00 000 025 010 0,24 - 023 027 023

0,00 - 051 053 014 - 013 021 013

0,81* -0,59 - -058 -055 -059

-0,52 -051 -046 -0,52
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Tabella n° 30. Indici di correlazione generali tra i parametri presi in considerazione per la qualita del seme e le sette classi di
proteine a diverso peso molecolare.

T. raccolta | Viscosita | Volume | Motilita | Conc. | PT1 | PT2 | PI3 | PT4 | PT5 | PT6 | PT7
T. raccolta -0,02 -0,15 -002 -009 -002 -007 -010 021 -001 023 013
Viscosita 0,06 -042*  -027 -046* 000 -022 -017 ~-030 -0,18 -041*
Volume -009 -011 -007 007 -008 -022 -021 -026 ~-023
Motilita 077 069 019 -038 043* 042* 030 067*
Conc 044* 019 003 051* 037+ 033 057*
PT1 -023 030 061* 051* 035* 0,73*
PT2 -0,05 -034* -0,12 -005 -0,16
PT3 006 081* 055* 0,58
PT4 0,54* 0,63* 0,74*
PT5 085 083
PT6 0,76*
PT7
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Dalle tabelle degli indici di correlazione si puo vedere come il tempo di raccolta non
correli mai significativamente con alcun parametro. La viscosita presenta correlazioni
negative significative con la motilita e le PT1 e PT7, ma solamente nell’ambito degli indici
riassuntivi dei cinque animali. Il volume spermatico invece correla significativamente, ed
in maniera negativa, con la PT7 e solamente nel primo animale. La motilita, al contrario,
correla positivamente e significativamente in tre animali e anche negli indici generali. Essa
risulta correlata: alla concentrazione, oltre che negli indici generali, nel primo, nel secondo
e nel terzo animale; alla fascia PT1 solo negli indici generali; alla fascia PT2 nel primo e nel
quarto animale; alla fascia PT3 solo nel quarto animale; alla fascia PT4 solo negli indici
generali; alla fascia PT5, oltre che negli indici generali, nel primo, nel terzo e nel quarto
animale; alla fascia PT6 solo nel quarto animale e alla fascia PT7, oltre che negli indici
generali, nel secondo, nel terzo e nel quarto animale. La concentrazione presenta
correlazioni positive significative solamente nel primo e nel secondo animale,
rispettivamente con PT2, PT5 , PT4 e PT6. Negli indici generali esistono correlazioni
positive della concentrazione con PT1, PT4 (come nel quarto soggetto), PT5 (come nel
primo soggetto) e PT7. PT1 presenta correlazioni positive significative solo negli indici
generali, con PT4, PT5, PT6 e PT7. PT2 correla anch’essa significativamente all’interno
degli indici generali, ma questa volta negativamente. La stessa PT2 correla invece
positivamente, nel quarto soggetto, con PT3, PT5 PT6 e PT7. Anche PT3 correla
significativamente sia nel quarto soggetto che negli indici generali, ma positivamente in
entrambi i casi e con le stesse fasce PT5, PT6 e PT7. PT4 correla positivamente e
significativamente nel secondo e nel terzo soggetto, in entrambi con PT5, PT6 e PT7. PT5
correla positivamente e significativamente nei soggetti 3 e 4, in entrambi i casi con PT6 e
PT7. Infine PT6 correla positivamente e significativamente con PT7, oltre che negli indici

generali, solo nel quarto soggetto.

Per un’ulteriore possibilita di confronto tra tutti i parametri presi in considerazione
durante i diversi periodi a diversa alimentazione e la qualita del seme, si sono scongelati i
campioni conservati in azoto liquido. Di tali campioni e stata valutata la motilita residua

degli spermatozoi post scongelamento. I risultati sono presentati nella Tabella n°31.
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Tabella n° 31. Motilita percentuale post scongelamento per campioni di seme
appartenenti a diversi soggetti, raccolti durante la terza e la quarta settimana di ogni
periodo.

Period | Settiman . Motilita post
Animale o
0 a scongelamento (%)
1-
1 3 Nerone 0
2.
1 3 Rubens 0
1 3 4 - Enrico 0
2.
1 4 Rubens 1
2.
2 3 Rubens 7
2 3 4 - Enrico 0
2.
2 4 Rubens 1
2.
3 3 Rubens 1
2.
3 4 Rubens 7
2.
4 3 Rubens 2
2.
4 4 Rubens 38

Si puo vedere come I'unico animale a mantenere una certa motilita post scongelamento
sia Rubens, il numero 2. Durante il primo ed il secondo periodo anche campioni
appartenenti a Nerone ed Enrico, ovvero i soggetti 1 e 4, hanno presentato caratteristiche
tali da poter essere congelati ma alcuna motilita residua & presente dopo lo
scongelamento. I campioni del primo periodo sono risultati tutti privi di motilita residua,
tranne un campione all'l1%. Un miglioramento sembra presentarsi a partire dal secondo

periodo (dieta con foraggio fresco), ma soprattutto nel terzo e nel quarto periodo

(introduzione dei mangimi).
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CAPITOLO IV

Discussione

Lo studio effettuato ha previsto che il gruppo di animali venisse alimentato in maniera
diversa durante quattro periodi. La prima dieta presa in considerazione e di solo fieno,
ovvero l'elemento base, di solito, dell’alimentazione in allevamento. La seconda ha
previsto solo foraggio fresco, con gli animali mantenuti al pascolo, alimentazione che non
sempre e possibile negli allevamenti a causa degli spazi o delle condizioni climatiche
particolari. Il terzo ed il quarto periodo hanno previsto l'introduzione di mangime
complementare, rispettivamente per ovini e cavalli, ovvero un apporto aggiuntivo di
proteine, sali minerali e vitamine. Il mangime per ovini, il pit diffuso negli allevamenti di
piccoli camelidi data la somiglianza delle specie con le pecore, € quello pit ricco in termini
di integrazioni, soprattutto di origine proteica, mentre quello per cavalli integra
principalmente le vitamine e apporta un’elevata quantita di zuccheri. Sulla base dei
risultati ottenuti possiamo individuare se ci sono state effettivamente o meno delle
variazioni, nei diversi periodi, a livello di esami biochimici ed elettroforetici, e se cio ha
comportato anche delle differenze a livello di qualita del seme. Le uniche ricerche che
interconettono alimentazione e fertilita sono state svolte da Van Soun (2008). Lo studio e
stato effettuato, anche in questo caso, su camelidi sudamericani, ma € incentrato sulla
fertilita della femmina. In ogni caso sara preso in considerazione come metro di paragone.

Possiamo dire che il fosforo ematico aumenta durante il primo, il secondo ed il terzo
periodo, in concomitanza quindi con la dieta a base di foraggio fresco e con I'introduzione
dei mangimi. E” riconosciuto che i livelli ematici di fosforo sono legati ai livelli di vitamina
D, che ne facilita I'assorbimento intestinale e diminuisce le perdite urinarie. Entrambi i
mangimi utilizzati sono addizionati di tale vitamina, quindi e giusto presupporre che cio

abbia comportato un aumento dei livelli sistemici di fosforo. L’aumento in corrispondenza
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del secondo periodo potrebbe essere legato al fatto che gli animali sono rimasti per 'intero
corso della giornata al pascolo, ed € quindi aumentata notevolmente 1’esposizione solare,
necessaria alla sintesi della vitamina in questione. A livello invece di plasma seminale, i
valori di fosforo tendono a rimanere costanti, anche se Rubens, il soggetto 2, segue la
tendenza caratteristica del plasma ematico e presenta un aumento delle quantita nel
secondo, nel terzo e nel quarto periodo. Da quanto studiato da Van Soun (2008), il fosforo
nella femmina sembra essere correlato negativamente con la fertilita, in quanto diete
eccessivamente ricche di questo elemento compromettono 1'ovulazione. Nel nostro caso
invece non esistono correlazioni negative tra il fosforo ematico e la qualita del seme, esiste
pero, al contrario, una correlazione positiva e significativa del fosforo seminale con la
motilita e la concentrazione spermatiche (pari rispettivamente a 0,651 e 0,650). Non ci sono
altri riferimenti bibliografici per poter confrontare il risultato, in quanto il fosforo del
plasma seminale non viene preso in considerazione nemmeno in altre specie animali di
interesse zootecnico. Pero, considerando anche che gli aumenti di questo macroelemento
nel liquido seminale sono stati rilevanti solo nel soggetto 2, e che lo stesso soggetto
presenta i migliori risultati per quanto riguarda la valutazione del seme post
scongelamento, possiamo ragionevolmente pensare che, al contrario che nella femmina, il
fosforo sia positivamente connesso alla fertilita maschile.

Il magnesio ematico tende a diminuire nel secondo e nel terzo periodo, soprattutto nel
quinto animale, in corrispondenza dell’introduzione dei mangimi. La stessa tendenza,
anche se dopo un’iniziale aumento, la troviamo per i valori del plasma seminale. Cio
potrebbe essere dovuto all’elevata assunzione di proteine, apportate con i mangimi, che ne
diminuiscono 1’assorbimento (come il fosforo), anche se la presenza di vitamina D ha
un’azione contraria. Inoltre anche i costantemente alti livelli di calcio, come nei nostri
animali, ne sfavoriscono I'assorbimento intestinale. Da Wong et al. (2001) sappiamo che il
magnesio e considerato un marker per la funzionalita delle vescichette seminali, che pero
non esistono nei camelidi, e fa parte di alcuni complessi con funzione antiossidante. Non ci
sono comunque evidenze che dimostrino una correlazione tra questo catione e la qualita
del seme.

La y-glutammil transferasi mostra delle variazioni solo a livello di plasma ematico, con

un generale aumento dell’enzima all’introduzione dei mangimi. Essendo un parametro di
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danno epatico, si ha una conferma del fatto che il cambio alimentare ha modificato il
metabolismo del fegato e probabilmente della cistifellea, in parte sovraccaricandoli, per
poter far fronte al carico alimentare. Esiste inoltre una correlazione positiva significativa
tra I'enzima presente nel liquido seminale, sebbene non abbia subito variazioni, e la
motilita e la concentrazione spermatiche (rispettivamente 0,555 e 0,526). Non ci sono
riferimenti bibliografici a tal proposito, quindi il legame dovra essere approfondito da
ulteriori studi.

La fosfatasi alcalina, sia nel plasma ematico che in quello seminale, tende, seppur con
alcune eccezioni tra i soggetti, ad aumentare nettamente con il cambio alimentare da fieno
a foraggio fresco, ovvero dal primo al secondo periodo, e poi rimane tendenzialmente
elevata nel terzo e quarto periodo. Questo enzima nel plasma seminale risulta importante
per la capacitazione degli spermatozoi (Tang and Hoskins, 1975), che in questo studio e
impossibile da verificare. E possibile in ogni caso affermare che esistono correlazioni
positive e significative tra la fosfatasi alcalina seminale e la motilita e la concentrazione
spermatiche (rispettivamente pari a 0.553 e 0.628).

L’alanina aminotransferasi ematica subisce aumenti significativi durante la dieta con
foraggio fresco e con mangimi, soprattutto quello per ovini. Nel plasma seminale vi sono
delle variazioni ma risultano essere soggettive, non sembra esserci un legame stabile con
’alimentazione. Da cio si pud dedurre, come per la y-glutammil transferasi, che il cambio
di dieta abbia portato ad un leggero sovraccarico epatico. Anche in questo caso esiste una
correlazione positiva significativa tra 'enzima e la motilita del seme (0.524). Non e dato
sapere il perché di questa correlazione, anzi ci si aspetterebbe il contrario visto che in
genere le transaminasi sono indice di danno spermatico (Sirat et al., 1995). Un altro punto
che sarebbe giusto approfondire.

Tutti i parametri del profilo energetico non subiscono variazioni, né a livello di plasma
ematico, né a livello di plasma seminale. Le differenze riscontrabili sono soggettive e non
sembrano avere alcun legame con l’alimentazione o con la qualita del seme. Solo i
trigliceridi presentano correlazione positiva e significativa con motilita e concentrazione
spermatiche (rispettivamente 0,620 e 0,587), come riscontrato anche da Georgiev (1983) e

Taha et al. (2000), per i lipidi nel complesso.
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I BCS rimangono tendenzialmente costanti, con un piccolo aumento dal primo al quarto
periodo. Cio e facilmente spiegabile con il maggior apporto energetico legato ai mangimi,
ma non ci sono riscontri di un peggioramento della qualita del seme.

L'urea ematica mostra un significativo aumento dei valori soprattutto in corrispondenza
dell’introduzione nella dieta del mangime per ovini. Lo stesso parametro nel plasma
seminale non presenta variazioni. Il mangime per ovini utilizzato e particolarmente ricco
di proteine (16%) e questo porta a stimolare il ciclo dell’'urea per metabolizzare quelle in
eccesso. Cosi si verifica un aumento del parametro in circolo, mentre le proteine totali
rimangono costanti. Non vi sono evidenze di correlazione con la qualita del seme.

La creatinina tende a diminuire dal primo al quarto periodo a livello di plasma ematico,
mentre in quello seminale non subisce variazioni degne di nota. Si puo affermare
comunque che, probabilmente, questa diminuzione del parametro non e legata tanto al
cambio alimentare quanto al differente stile di vita degli animali. Infatti, con una dieta
esclusivamente a base di fieno, sono stati costretti a rimanere negli stabulari, mentre in
allevamento erano dotati di grandi spazi aperti. Questo ha forse comportato una leggera
atrofia muscolare, con incremento dei livelli sistemici di creatinina, che si sono riabbassati
nel momento in cui gli animali, con 'introduzione del foraggio fresco, sono stati messi al
pascolo. In ogni caso non vi e alcuna relazione tra creatinina e qualita seminale.

Gli altri parametri proteici, proteine totali ed albumina, non subiscono variazioni, né per
quanto riguarda il plasma ematico, né per quanto riguarda il plasma seminale. E
interessante comunque notare come Rubens, il soggetto 2, abbia un valore di proteine
totali nel liquido seminale costantemente piu elevato degli altri maschi e fornisca
contemporaneamente la migliore qualita di seme. Un discorso pitt ampio sulle proteine
verra comunque affrontato pitt avanti, discutendo le immagini ottenute dai gel di
elettroforesi.

Per quanto riguarda specificatamente i parametri di qualita del seme, la viscosita non ha
subito variazioni nei diversi periodi, gli animali hanno sempre mantenuto le loro
soggettive particolarita. E” da notare che, ancora una volta, € Rubens a possedere i valori
piu bassi ed il seme migliore. Inoltre dagli indici di correlazione, si evince che la viscosita
correla significativamente e in modo negativo con la motilita, altro importante parametro

di qualita. E d’obbligo ricordare che valori bassi corrispondono a viscosita elevate, in
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quanto e stata usata la classificazione di Bravo et al. (1997) in cui 1, 2 e 3 corrispondono
rispettivamente ad un liquido seminale denso, semidenso e liquido. Percio, in realta,
viscosita e motilita sono correlati in maniera positiva.

La motilita non mostra variazioni significative nei diversi periodi. Essa comunque
correla positivamente con la viscosita, come gia evidenziato, ma anche con la
concentrazione.

I volumi testicolari non presentano alcuna variazione significativa. Prova che i metodi di
raffrescamento sono serviti ad annullare la variabilita legata all’aumento di temperatura
stagionale.

Se si prendono in considerazione i risultati legati alle bande elettroforetiche, divise
secondo le sette fasce a diverso peso molecolare si vede come ci sia un’omogeneita diffusa
nei quattro periodi. In realta, all’analisi qualitativa, si puo notare che alcuni animali
presentano effettivamente delle bande diverse in periodi diversi. Rubens ed El Mariachi
(soggetti 2 e 5) sono i pit omogenei nella distribuzione ed infatti costituiscono gli animali
che hanno dato i campioni di qualita pit costante durante i quattro periodi, anche se I'uno
ha fornito seme di buona qualita e 'altro seme privo di spermatozoi. Nerone e Schumi (i
soggetti 1 e 3) presentano le bande superiori ai 45 kDa in maniera costante, ma quelle a
peso inferiore si presentano solo in alcune settimane di alcuni periodi senza un particolare
pattern. Eil soggetto 4, Enrico, a mostrare in maniera eclatante una serie di bande diverse
per periodo ma ripetute nelle due settime dello stesso periodo. La prima settimana del
primo periodo (primo pozzetto) non si legge distintamente, ma sembra comunque avere
un pattern molto simile alla seconda settimana del primo periodo. Tale pattern, legato in
questo caso all’alimentazione con solo fieno, si ripete successivamente anche per entrambe
le settimane del terzo e del quarto periodo, quindi con I'introduzione dei mangimi. Le due
settimane del secondo periodo sono uguali tra di loro ma vedono I'aggiunta di una banda
molto evidente nella fascia 5 (tra i 31 e i 45 kDa), evidentemente legata, in questo soggetto,
ad una dieta puramente a base di foraggio fresco. Altri studi sono ovviamente necessari
per definire I'origine di queste variazioni ma si puo per ora affermare che le elettroforesi
eseguite hanno dimostrato dei cambiamenti nel contenuto proteico del plasma seminale,
in termini qualitativi e non solo quantitativi, in rapporto alla diversa alimentazione e a

diversita soggettive.
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Dallo studio semiquantitativo delle bande elettroforetiche si possono avanzare delle
ipotesi sulla costituzione proteica del liquido seminale. Non ci sono studi approfonditi sul
tipo di proteine presenti nel liquido seminale di alpaca, le ricerche piu recenti si sono
concentrate sull’OIF (il fattore inducente l'ovulazione), sia perché e di fondamentale
importanza per migliorare le tecniche di riproduzione in questa specie, sia perché puo
risultare importante anche per tutte le altre specie ad ovulazione indotta. Pan et al. (2001)
hanno dimostrato come questa proteina, di circa 51 kDa, abbia una struttura complessa.
Considerando che tutti gli animali presentano una banda a livello della fascia 4 (da 45 a
66,2 kDa), si potrebbe dedurre che tale banda coincida effettivamente con 1’OIF. Sono
necessari altri studi, con metodi quantitativi pit precisi e con la possibilita di isolare la
proteina e verificarne il funzionamento. Inoltre bisogna tenere in considerazione che esiste
un’altra proteina, I'osteopontina, ritrovata nel plasma seminale del toro, che possiede un
peso molecolare di 55 kDa (Cancel et al., 1997). L’osteopontina sembra avere un ruolo
importante nella protezione degli spermatozoi e non é possibile escludere che ne esista un
corrispettivo anche nell’alpaca.

Proteine ad alto ed altissimo peso molecolare, che effettivamente sono presenti nei
nostri campioni, non sono mai state descritte. Solamente in un recentissimo studio di Yue
et al. (2009), sul plasma seminale di ariete, vengono prese in esame proteine ad alto peso
molecolare, sempre attraverso |'effettuazione di elettroforesi monodimensionali. Le bande
individuate in questo caso si distribuiscono dai 15 ai 116,2 kDa. Risulta che una proteina di
72,42 kDa e positivamente correlata con i parametri di qualita del seme. Proteine a peso
molecolare superiore risultano correlate invece negativamente. Nei gel ottenuti nella
presente ricerca & presente una banda all’interno della fascia 3 (dai 66,2 ai 97,4 kDa) nei
soggetti 1, 4 e 5, ma non & possibile affermare di aver trovato correlazioni positive con i
parametri di qualita. Bande invece presenti nelle fasce 1 e 2 (rispettivamente dai 116,25 ai
200 kDa e dai 97,4 ai 116,25 kDa) sono positivamente correlate con la viscosita, la motilita e
la concentrazione. Oltre a cio la fascia 1 si correla positivamente anche con il fosforo, che si
e gia visto influenzare la qualita del seme e che varia con la dieta, e con le proteine totali, i
cui valori piu elevati sono presenti nell’animale che fornisce campioni migliori.

La banda piu caratteristica del secondo soggetto, Rubens, e presente solamente in alcune

settimane di alcuni periodi nel primo, nel terzo e nel quarto animale, appartiene alla fascia
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di peso molecolare 4 (dai 31 ai 45 kDa). Anche il quinto animale El Mariachi la mostra in
tutti e quattro i periodi, ma la densita € minore. Purtroppo, non si trova alcun lavoro
scientifico che parli di una proteina appartenente a tale range di peso. E importante
comunque evidenziare che l'animale che presenta la banda in maniera costante e piu
evidente & quello che fornisce il seme migliore e che essa risulta positivamente correlata
alla motilita e alla concentrazione. El Mariachi, come gia descritto, non ha mai dato seme
soddisfacente ma cio e legato alla completa assenza di spermatozoi. Per quanto & dato
sapere, non possiamo escludere che se 'animale riuscisse a produrre spermatozoi, questi
sarebbero motili e concentrati. Altri parametri correlati positivamente sono ancora una
volta il fosforo e le proteine totali.

Le proteine piu studiate negli altri animali da reddito sono sicuramente quelle a peso
molecolare compreso tra i 15 ed i 30 kDa. In questo studio si fa quindi riferimento alle
fasce 6 e 7 (rispettivamente 14,4 ai 21,5 kDa e dai 21,5 ai 31 kDa). Proteine chiamate BSP
(Bovin Seminal Protein) nel bovino, sono state individuate in quasi tutte le specie animali
di interesse zootecnico (capra, pecora, bisonte, cavallo e suino), anche se le piti conosciute
sono quelle di bovino e ariete. Si e capito, nel bovino, che esse rivestono un ruolo
importante per la motilita degli spermatozoi (Scheit et al., 1988, Manjunath et al., 1993) e
mantengono stabili le membrane cellulari (Villemure et al., 2003). Un’altra famiglia di
proteine con peso molecolare corrispondente (dai 12 ai 16 kDa) sono le spermadesine
(ritrovate nel bovino, nella pecora e nella capra). Anch’esse sono importanti componenti
del liquido seminale delle rispettive specie, in quanto diminuiscono la perossidazione
lipidica e regolano la funzionalita mitocondriale, presentando quindi un contributo per
quanto riguarda la motilita (Schoneck et al., 1996). Ciascuno dei nostri animali mostra la
presenza di bande a livello di fascia 6 e 7 ed esiste una correlazione positiva con la
viscosita, la motilita e la concentrazione. Altre correlazioni positive degne di nota si
riscontrano con la fascia 1, confermando 'importanza delle bande ad alto peso molecolare,
con il fosforo e le proteine totali. E” interessante ricordare che le PSD e le spermadesine
sono sintetizzate a livello di vescichette seminali, mancanti nei camelidi. Sarebbe quindi da
approfondire la somiglianza tra queste proteine e quelle ritrovate nell’alpaca, in cui

I'origine € sicuramente diversa.

91



Conclusioni

L’intero studio effettuato, che si e prefisso lo scopo di capire se diete diverse possano
influenzare la qualita del seme e provocare cambiamenti importanti a livello di liquido
seminale, ha avuto un esito da considerarsi positivo. I dati ottenuti ci permettono di dire
che I'alimentazione influenza effettivamente i parametri qualitativi, agendo sui parametri
del plasma ematico e del plasma seminale. Particolarmente importanti sono risultati i
livelli di fosforo, vitamina D e proteine apportati con 'alimento. I gel di elettroforesi
dimostrano come ci sia un legame tra la presenza di alcune proteine, ancora da identificare
ma sicuramente legate ad un seme migliore, ed il tipo di dieta. Ulteriori studi sono
necessari per poter meglio definire i vari meccanismi ed identificare le proteine coinvolte,

soprattutto quelle ad alto peso molecolare, non riscontrate in alcun altro animale.
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