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1950 2010
Produzione: 4000 Kg di latte Produzione: 9000 Kg di latte
per lattazione per lattazione

Milano, 7 Ottobre 2016 G.Lazzari, Tecnologie della riproduzione



SPALLANZANI 75 anni di storia al servizio della ricerca

— WWW.ISTITUTOSPALLANZANLIT

Inseminazione Artificiale G 1930’
Congelamento del seme § 1940’
Trasferimento embrionale non chirurgico J Q 1951
Sincronizzazione del ciclo estrale (PG) Q 1960-70
Superovulazione (MOET) O 1970’
Congelamento embrionale § Q 1973
Produzione di embrioniinvitro ~ 3O 1980’
Ovum Pick Up Q 1987
Sessaggio embrionale 3 Q 1989
Sessaggio del seme 3 | 1990’
Transfer diretto 3 O 1992
Clonazione (SCNT) 3§ Q 1997
Transgenesi | 1990’
Selezione genomica G Q 2000-10
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Inseminazione artificiale

\ \
7

15-20 mares 400-600 cows 30-40 ewes 20-30 sows

Fig. 2.4. Semen volumes produced by farm animals. Stallions and boars give high-volume and low-density
semen; bulls and rams give low-volume and high-density semen. The number of females that might be
inseminated with a single semen dose is also indicated (after Hammond et al., 1983).

Fonte: Hafez B., Hafez E.S.E. Riproduzione negli animali d’allevamento, 2012.
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Sessaggio del seme

1. A piezo electric crystal is
undulated ap mximm:%
90,000 ti second, whi
breaks the ﬂroal m inte droplets
at a particular point in time.
,(' 9 The location of the la

= da tion < "; st-attached
i 3 m is
=) Nighly contreliabie.

2. An X- or Y-bearing sperm is

tnmpurcd to a presst sort criteria.

3. After o time dt_'h‘:.l'\_.r, the insertion
rod is chorged.

4. A charge is applied at the time
the cell reaches the last
attached drop.

5. The charged droplets are
deflected as they pass between
continuously charged plates.

6. Particles not meeting the criteria
pass straight down te waste.
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Follicolo primario ), Follicolo secondario

colo terziario

Follicolo di Graaf

Ovocita circondato da

/ alcune cellule follicolari
(corona radiata)

Oogenesi : 200.000 ovociti primordiali
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SU PEROVULAZIONE
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Produzione di embrioni bovini in vitro

w7 Aspiration of oocytes
from ovarian follicles
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Ovaie raccolte al macello

Ovocita

Milano, 7 Otto Ovociti raccolti dai follicoli ovarici | - putiiihing sie della riproduzione
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Ovum Pick Up

(prelievo di ovociti per via trasvaginale tramite ecografia seguito da
maturazione, fecondazione e produzione di embrioni in vitro)
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Fecondazione in vitro
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Coltura degli embrioni dopo
fecondazione

0,2 millimetri
D+7 dopo fecondazione
Stadio di blastocisti
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Tipo di donatrice e previsione di produzione
Donatrice trattamento  prelievo frequenza n. embrioni
ormonale per prelievo

Vitella 2-3 mesi + chirurgico 1 volta sett. 3
Vitella 6-12 mesi +/- transvaginale 1/2 volte sett. 05-1
Manza fino al 3° - transvaginale bisettimanale 1-2

mese di gravid.

Vacca al primo cal. - transvaginale  bisettimanale 2-3
dopo il parto

Vacca problema - transvaginale bisettimanale 2-3
Vacca fino al 4° - transvaginale bisettimanale 2-3

mese di grav.
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1 millimetro

Milano, 7 Ottobre 2016 G.Lazzari, Tecnologie della riproduzione



istituto

75 anni di storia al servizio della ricerca
® 0988d
) 906080
P30 8€ 4
e @ ./. .
D99 &

j
h
Lazz.¢., 2 nologie deuzmne




istituto

(IS) SPALIANZANI

" WWLISTITUTOSPALLANZANLIT 75 anni di storia al servizio della ricerca

Embrioni bovini prodotti in vivo (superovulazione) e
in vitro dal 2000 al 2014
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Source: National Agricultural Statistics Service, USDA
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Source: Capper et al., J. Anim. Sci., 2009
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Valutazione del seme

e Concentrazione

e  Motilita

* Morfologia
* Integrita di membrana (IM)
* Integrita acrosomale

*  Fluidita di membrana
> citometria

100

e Attivita mitocondriale
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Fragmented DNA (red fluorescence) )

* Stato della cromatina (SCSA)
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Congelamento del seme

, Valutazione della congelabilita del seme e sviluppo di
protocolli di congelamento specie-specifici

Sviluppo di protocolli di congelamento
finalizzati al testaggio di nuovi approcci
tecnologici (directional freezing)

“Cryopreservation of stallion semen: laboratory assessment of sperm injuries after cushioned centrifugation and freezing with conventional
and alternative directional freezing methods. The Japanese Journal of Veterinary Research, 2016
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Screening citogenetico dei giovani tori

Kariotipo maschile
normale 60, XY

Come traguardo € stata eliminata la traslocazione cromosomica 1-29,
responsabile dell'abbassamento del 50% della fertilita del toro portatore, dalle
piu importanti razze bovine Italiane
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Stima del livello di fertilita maschile.....

in vitro valutando I'interazione spermatozoo/oocita, in
particolare:

Velocita di penetrazione degli spermatozoi nell’ovocita
“In Vitro Sperm Penetration Speed and its Relationship with In Vivo Bull Fertility. Reprod Domestic Anim. 2004”

Legame degli spermatozoi con la zona pellucida
“In vitro competitive binding index using fluorochrome-labelled spermatozoa for predicting bull fertility. Zygote 2010”

Confronto tra due tori in fecondazione eterospermica

“The usefulness of combining traditional sperm assessments with in vitro heterospermic insemination to identify bulls of low fertility
as estimated in vivo. Anim Reprod Sci. 2012”

Attraverso 'uso della genomica
“Genome-wide analysis of bull sperm quality and fertility traits. Reprod Domestic Anim. 2016”

Metodi che, sperimentalmente, hanno portato alla definizione di test in vitro in grado di
identificare correttamente il 90% di tori ipofertili. Sono questi i tori con maggior impatto
economico negativo negli allevamenti
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L'Istituto Spallanzani e il sessaggio.....

Sessaggio in citofluorimetria del seme
bovino congelato/scongelato per Ia
produzione di embrioni a sesso predefinito

VANTAGGI

E’ possibile produrre embrioni a sesso predefinito utilizzando seme sessato a partire
da seme congelato presente in commercio. In tal modo & possibile scegliere la genetica
attingendo a livello mondiale da quanto di meglio & disponibile sul mercato. Cio & un
vantaggio rispetto alla produzione tradizionale di seme sessato congelato poiché’, in
tale situazione, € necessario disporre dei tori in prossimita del laboratorio di
citofluorimetria limitando la scelta del toro in base al suo valore genetico

Da tali ricerche sono nati i primi vitelli femmina al mondo da embryo transfer con seme
congelato/scongelato e sortato

“In vitro fertilization with frozen—thawed bovine sperm sexed by flow cytometry and validated for accuracy by real-time PCR.
Reproduction, 2006”
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Controllo Ufficiale del Seme

La riproduzione animale nel settore
zootecnico e regolata, in Italia, dalla legge
n. 30 del 15 gennaio 1991 “Disciplina della

riproduzione animale”, successivamente
modificata dalle integrazioni disposte con la
legge n. 280 del 3 agosto 1999. Le modalita
di attuazione di tale norma sono
demandate ai DDMM 403/2000 e 27.12.94,
che stabiliscono i controlli di qualita del
materiale seminale congelato, attivita
demandata all'lstituto Sperimentale Italiano
Lazzaro Spallanzani
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Progetti

RIPROSEL 2006 |MIiPAAF [1-Stimain vitro del livello di fertilita dei tori (FERT)
2011 D-Crioconservazione dello sperma: nuovi protocolli (CRIO)
B-Inseminazione strumentale con seme refrigerato: miglioramento dei risultati ottenibiliin campo (OVINS)
1-Fertilita con seme refrigerato e congelato: confronto mediante indice di fertilita competitiva (SUIFERT)
5-Crioconservazione dello sperma: messa a punto di un indice di congelabilita e miglioramento dei
rotocolli esistenti (EQUINEX)
Sviluppo di un test in vitro2007 [Regione [Confronto eterospermico fra tori tramite test in-vitro per la stima della fertilita
per la valutazione del 2009 [Lombardia
livello di fertilita dei tori
SESSIBOV 2009 [MIiPAAF [1-Sessaggio del Seme Bovino — Nuovo sviluppo su Tori ed Eiaculati (SS.BOV)
2011 D-Sessaggio del Seme Bufalino — Nuovo sviluppo su Tori (SS.BUF)
B-Verifica della fattibilita di nuovi approcci innovativi al sessaggio (NEWTECH)
PROZOO 2009 [MiPPAF [1-Definizione del database di riferimento per la fertilita tramite ERCR (in collaborazione con ANAFI)
2013 D-Caratterizzazione della qualita seminale utilizzando approcci tradizionali ed avanzati
B-Studio della qualita del seme congelato e studio associativo con la fertilita (ERCR)
-Effetto di tecnologie innovative seminali sulla fertilita
INNOVAGEN 2010 [MIiPAAF [Studio associativo tra fra livello di fertilita dei tori (ERCR), qualita del seme e genomica a 800K.
2015
RIPROWEL 2011 [MiPAAF |Nuovi protocolli preparativi e di utilizzo del seme microincapsulato e congelato nei bovini e ne
2012 bufali(MICROSEM).
NEWRIPRO 2013 [Regione |Verifica in campo dell’ efficienza di un nuovo sistema di microincapsulazione del seme di bufalo
2014 |Lombardia
ICPS Suino 2013 [Regione [Attivazione di un sistema di controllo della qualita in un centro di produzione seme suino refrigerato a
2014 JLombardia supporto della suinicoltura in Regione Lombardia.
RIPROTECH 2013 [MIiPAAF [1- Nuove tecnologie per il congelamento del seme suino ed equino (NEWFREEZ):
2014 D- Management e qualita del seme dei tori bovini e bufalini (BULLWEL):
B- Standardizzazione dell’analisi del seme bovino scongelato tramite calcolo dell’incertezza di misura in
esperimento di tipo “multicentrico” (PREFERT).
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Brevetti

Numero Titolo Data Data Data

Brevetto Deposito Pubblicazione Brevetto
0001317724 Procedimento per la produzione di embrioni {14 gennaio 2000 |15 luglio 2001 15 luglio 2003
non umani di sesso predeterminato ad alto
valore genetico

0001386357 Procedimento e apparecchiatura per il 08 febbraio 2008 |09 agosto 2009 |7 marzo 2011
sessaggio di spermatozoi animali
0001412976 Dispositivo e processo label-free per la 10 agosto 2012 11 febbraio 2014 |23 dicembre 2014

rilevazione e la caratterizzazione di fluidi
mediante un sistema di circolazione
microfluidica sospeso e vibrante
0001414379 Processo e dispositivo per l'inseminazione |14 novembre 2012 [15 maggio 2014 ¢ marzo 2015
strumentale di bovidi, specificamente di
bufali

RM2013A000648|Metodo ed apparato per discriminare tra 25 novembre 2013 [26 maggio 2015
spermatozoi x e y basato sulla spettroscopia
raman

MI2014A000015 |Metodo di calcolo di volume di un oggetto |9 gennaio 2014 10 luglio 2015
mediante microscopia olografica digitale
EPC 148150535 [Method and apparatus for discriminatine X |25 novembre 2014
and Y sperms based upon raman
spectroscopy
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Grazie per l'attenzione

AVANTEA
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Istituto Spallanzani @
Via per la Tamburina, Loc. “La Quercia”, 26027 .

Rivolta d’Adda, Cremona. istituto
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Tel. +39 036378883
Tel. +39 0363370541
Fax +39 0363371021
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