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 Il successo della riproduzione concorre in larga misura
all’efficienza dell’allevamento dei Bovini da latte
in quanto l’evento parto «innesca» la produzione
del latte con l’inizio della lattazione

Inseminazione Artificiale

 La selezione negli allevamenti zootecnici si basa su schemi
riproduttivi di accoppiamento in cui lo strumento fondamentale
risulta essere l’inseminazione artificiale con materiale seminale
congelato



Produzione del seme congelato



La Criobiologia

• La criobiologia è la branca della biologia che analizza il
funzionamento degli organismi viventi, degli organi, dei
tessuti e delle cellule a basse temperature

• Alla base della crioconservazione vi è lo sfruttamento
dell’azione del freddo che determina il rallentamento o
l’arresto metabolico della cellula

Crioconservazione



……. LA SFIDA!!!!!

Conservare le cellule in uno stato di animazione sospesa

per lunghi periodi di tempo, preservando al contempo la

loro capacità di riprendere vita al momento del ripristino

della temperatura e di svolgere tutte le normali funzioni

biologiche.
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Oggi cosa possiamo usare……..



Convenzionale Diluizione Congelamento

Sessato Separazione del 
seme

Congelamento

Lento Rilascio Immobilizzazione 
degli spermatozoi

Congelamento



Seme Convenzionale
Paillettes di seme congelato contenente sia spermatozoi 

Femminili che Maschili 

Diluizione
Confezionamento Paillettes da congelare



Seme sessato

Il seme sessato, prima del confezionamento in paillettes, passa
attraverso un citofluorimetro in un processo di separazione che
divide le cellule contenenti il cromosoma X (femmina) dalle
cellule contenenti il cromosoma Y (maschio).



Differenziazione tra maschio e femmina

Cromosoma «femmina» 
più grande + 3,8% di DNA

Cromosoma «maschio»  



Distinguere il cromosoma X da quello Y

Le cellule con il cromosoma X risultano più 
luminose rispetto a quello con il cromosoma Y.

Lo sperma viene diluito ad una concentrazione molto
bassa e colorato con un colorante fluorescente. Il DNA
colorato diventa blu quando viene colpito dal fascio laser
per il rilevamento.



Il citofluorimetro è in grado di misurare la differenza del 
3-4% di contenuto in DNA tra gli spermatozoi maschi e 
femmine

Il cromosoma X essendo più
grande di quello Y emette una
fluorescenza leggermente più
intensa. La quantità di
fluorescenza è misurata
attraverso rilevatori che
assegnano una carica positiva
o negativa a ciascuna goccia
contenente uno spermatozoo.

Raggio Laser

Piaste magnetiche

Tecnologia  SEXING TECHNOLOGIES INC, Texas USA



Il flusso di spermatozoi passa attraverso piastre caricate con
campo positivo da un lato e negativo dall’altro.
Il flusso si divide sotto questo campo magnetico in 3 flussi diversi:
 gli spermatozoi con carica positiva (di un sesso) vengono

deviati da una parte;
 quelli con carica negativa (dell’altro sesso) vengono deviati

dall’altra parte;
 mentre le gocce senza carica elettrica con più di uno spermatozoo o di

sesso non-identificato non vengono deviate e vengono scartate.



Il laser per la neutralizzazione degli spermatozoi rende inabili
quelli del sesso indesiderato, mantenendo vivi solamente
quelli funzionali al nostro obiettivo.

Gentile concessione ABS Italia

Tecnologia ABS GLOBAL, Deforest- Wisconsin USA

Processo di Sessaggio del Seme

Sexcel™



La tecnologia comporta l’immersione degli spermatozoi in un gel  di 
alginato dove  vengono immobilizzati prima della crioconservazione.

Tale immobilizzazione consente di conservare l'energia degli
spermatozoi e permette un rilascio controllato degli stessi
all'interno dell'utero per un periodo di tempo più lungo del
normale.

Tecnologia SpermVital AS Holsetgata- Norvegia



Spermatozoi Gel di alginato

Inclusione degli spermatozoi 
nel gel di alginato



Convenzionale, sessato o lento rilascio il 
processo di congelamento continua 
cosi………

………..Seme

Diluizione

Equilibramento

Congelamento



Extender deve:

 Proteggere le membrane: avere un potere tampone a protezione 
delle strutture di superficie degli spermatozoi 

 Contenere crio-protettivo a protezione delle membrane 
dall’effetto del congelamento

 Conservare il pH: avere un pH ottimale  (7.0-7.5)
 Mantenere la corretta osmolarità: isotonico rispetto allo sperma 

(300 mosm)
 Svolgere un’azione inibente (batteriostatica)



Confezionamento

 Riempimento di più paillettes tramite macchina 
confezionatrice 

 Disposizione Paillettes rack apposito



Scelta della curva di  congelamento

Equilibramento

Tempo necessario, dopo l’aggiunta del crioprotettivo, perché questo 
permei le cellule.

4°C



 Congelamento tramite congelatori computerizzati:   curva di congelamento 
controllata da un microprocessore.

Congelamento



Stoccaggio

• Rimozione rapida delle paillettes dalla camera di congelamento

• Trasferimento delle paillettes in contenitori criogenici contenenti N2 liquido



Convenzionale
Nessun trattamento prima del congelamento

Contenuto spermatozoi di entrambi i sessi
Confezionato in  paillettes medie o mini  corrispondenti  a una dose 
inseminante

Utilizzo su tutte le femmine

Sopravvivenza degli  spermatozoi nell’apparato genitale femminile 
circa 24 ore

Qualità seminale determinabile in laboratorio



Sessato ST Sessato ABS (Sexcel)
Trattamento prima del congelamento:
 Colorazione
 Separazione fisica X Y

Trattamento prima del congelamento:
• Colorazione
• identificazione X Y

Contenuto di spermatozoi solo di un sesso
Purezza 90-95 % determinabile  in laboratorio

Contenuto di spermatozoi di entrambi i sessi con 
disattivazione del sesso indesiderato. Sesso attivo purezza 
90-95% determinato in campo

Confezionato in  paillettes mini corrispondenti  a una 
dose inseminante

Confezionato in  paillettes mini corrispondenti  a una dose 
inseminante

Utilizzo solo su manze ben sviluppate e ben gestite Utilizzo su manze ben sviluppate e primipare ben gestite

Sopravvivenza degli  spermatozoi nell’apparato genitale 
femminile
< 24 ore

Sopravvivenza degli spermatozoi nell’apparato genitale 
femminile
<  24 ore

Qualità seminale determinabile in laboratorio come per 
seme convenzionale

Qualità seminale determinabile in laboratorio tramite 
protocolli adattati



Lento Rilascio

Trattamento prima del congelamento:
inclusione degli spermatozoi in gel di alginato

Contenuto spermatozoi di entrambi i sessi

Confezionato in  paillettes  mini  corrispondenti  a una dose 
inseminante

Utilizzo su tutte le femmine con particolare riferimento alle 
femmine problematiche

Sopravvivenza degli spermatozoi nell’apparato genitale femminile
> 24 ore
Qualità seminale non determinabile in laboratorio



Tipo seme Utilizzo
consigliato

Tasso concepimento (%) TORI

Convenzionale Tutte le 
femmine Riferimento 

Tutti

Sessato ST Manze 80% del convenzionale Solo 
alcuni

Sessato ABS
Manze e
Primipare 90% del convenzionale 

SpermVital Femmine 
Problematiche

Come convenzionale in vacche normali
e > 15-20% su vacche problema



Grazie per 
l’attenzione


