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1 PREMESSA

| progressi del miglioramento genetico e delle tdogie di allevamento hanno
determinato negli ultimi decenni un incremento wmolissimo delle prestazioni produttive
degli animali allevati.

Sistemi zootecnici sempre piu specializzati sirstagradualmente espandendo anche
nei paesi in via di sviluppo, molti dei quali sonbicati in aree densamente popolate e
climaticamente sfavorevoli, soprattutto a causkeddevate temperature.

Ogni animale ha una zona di comfort termico, ngliale la spesa energetica per la
termoregolazione € minima. La presenza di temperatonbientali elevate ed in particolare di
eventi climatici estremi (ondate di calore), ch@rg@sentano sempre con maggiore frequenza,
determinano un cambiamento del microclima di staltan conseguente condizioni di stress
per I'organismo animale. Per contrastare questzzibne lI'animale modifica il proprio
comportamento, in particolare riducendo lassureiati cibo e incrementando quella
dell'acqua, aumentando la frequenza respiratoliea ®udorazione e, oltre il limite al quale
non riesce a termoregolare, va incontro ad un atovella temperatura corporea. In queste
condizioni le funzioni fisiologiche e metabolichens alterate con variazioni significative del
metabolismo energetico, lipidico, proteico, mineral della funzionalita epatica, dello stato
ossidativo e del sistema immunitario che possomtapo alla comparsa o all’laumento della
incidenza di malattie metaboliche e infettive. trml le capacita produttive (quanti-
gualitative) e riproduttive vengono alterate edasi estremi 'animale arriva alla morte.

Per valutare I'effetto del caldo sugli animali diesamento sono stati messi a punto
diversi indici, piu o meno complessi, che esprimaomtemporaneamente l'influenza dei
diversi fattori meteorologici che influenzano l'aiabte atmosferico (temperatura, umidita,
movimento dell'aria, irraggiamento solare, ecc.ya Tquesti, quello piu diffusamente
impiegato e il Temperature-Humidity IndeXTHI), che esprime l'effetto combinato di
temperatura e umidita secondo la relazione: TH1.8 & AT + 32) — (0.55 — 0.55 x RH) x
[(1.8 x AT + 32) — 58] (Kelly and Bond, 1971).

| cambiamenti climatici e la variabilita meteoroice associati spesso da una
crescente diffusione e intensificazione dei fenanestremi (alluvioni, siccita, onde di caldo,
ecc.), rendono necessaria l'individuazione di eget di adattamento al caldo, da poter

impiegare nei sistemi zootecnici, al fine di mitigali effetti negativi sulla produzione e sul



benessere degli animali. Per ridurre I'impatto @leitress termico sulle performance degli
animali durante la stagione calda e necessaricegapé soluzioni di tipo integrato.

Cio si traduce nella selezione di razze meno s#inalbcaldo, nella variazione del
management dell’alimentazione e della riproduzioae nelle modificazioni fisiche
dell’ambiente di stalla (Beede e Collier, 1986; &ke e coll. 1991).

In merito all'approccio di tipo genetico, ad oggipn esistono informazioni chiare
circa la possibilita di migliorare I'adattabiliteelfa bovina da latte a condizioni di elevate
temperature. Tuttavia, risulta di notevole inteeestudiare I'aspetto genetico con il fine di
selezionare animali termotolleranti. Differenze gfche nella termotolleranza sia a livello
fisiologico che cellulare sono state documentatardaserie di studi dBios indicused suBos
taurus (Paula-Lopes et al.,, 2003; Hansen, 2004; Lace&tral., 2006). Questi studi
confermerebbero il legame genetico tra le diffeeenglla specie, nella razza e nell'individuo
e la termotolleranza a livello cellulare.

La tolleranza cellulare allo stress da caldo e atadda una famiglia di proteine
chiamateHeat Shock ProteinfHsps). Tra i membri di questa famiglia, le Hssobho le piu
abbondanti e sensibili alla temperatura (Beckharal.e2004). La trascrizione delle Hsp70
aumenta in seguito ad uno shock termico cosi cairata stimoli stressanti ad es. lo stress
ossidativo, I'ischemia, I'inflammazione e I'invedamento (Favatier et al., 1997) e puo essere
un indicatore di stress nelle cellule (Sonna et 2002). Le Hsp70 sono chaperoni che
promuovono la protezione della cellula contro ihda da caldo, prevenendo la denaturazione
proteica e bloccando I'apoptosi.

La regolazione della produzione delle Hsps e eripier la sopravvivenza della cellula.
Sostanziali evidenze suggeriscono che il contrddibespressione genica delle Hsp70 stress-
inducibili e principalmente dovuto a meccanismitrizionali ma anche post-trascrizionali
(Schwerin et al., 2002). Nonostante la sintesiedélsps indotta da uno stress segue un
meccanismo molecolare generale messo in atto dai qutie le cellule, ogni animale
differisce nella sua capacita di gestire lo strdssltre, cambiamenti nucleotidici, che
avvengono naturalmente nelle regioni fiancheggidellia regione codificante (5'- e 3'-UTR)
dei geni delle Hsps, possono influire sullindutith sul grado di espressione e/o sulla
stabilita del’'mRNA corrispondente, e potrebberontcibuire alla differente tolleranza
individuale allo stress a livello cellulare.

| polimorfismi trovati nella regione del promotore nella 3-UTR del gene
dell’'Hsp70.2 sono risultati associati alla stabildel’'mRNA e alla risposta allo stress nei

suini (Schwerin et al., 2001 & 2002). Nell'uomo,lipmrfismi nella regione codificante dei
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geni delle Hsp70 sono risultati associati alla Bnth, alla sopravvivenza, cosi come ad una
migliore abilita di risposta allo stress da cal&mgh et al., 2006).

L'associazione tra polimorfismi dei geni codificapéer le Hsp70 e la termotolleranza
nelle bovine da latte non é conosciuta. Quinditlmli® dei meccanismi genetici associati alla
risposta cellulare individuale allo shock termicatrgbbe fornire strumenti genetici utili al
miglioramento della tolleranza al caldo delle bavin

In termini di misure di adattamento, € generalmepi@ veloce migliorare le
performance produttive e riproduttive, e la salatéerando il management e I'ambiente di
allevamento ovvero il microclima di stalla (WesQ03; Mader et al., 2006). Le tecniche
utilizzate a tale scopo sono tanto piu efficacirgaaiu celermente impiegate. A tal proposito,
il settore zootecnico pud trarre grandi vantaggiledaicerche agrometeorologiche, sia
sfruttando al meglio le informazioni meteo-climétg intese come risorsa, sia prevenendo e/o

limitando i danni conseguenti agli eventi estreelitdmpo meteorologico.

Dal quadro descritto emerge la possibilita di agite due fronti differenti nel
miglioramento delle strategie di adattamento ad@alella bovina da latte:

. I'approfondimento del legame tra genotipi e temlletanza, darebbe la
possibilita di utilizzare soggetti con maggiore acifa di adattamento nei piani di selezione,

utilizzando tale caratteristica negli indici geoeti

. lo studio agrometeorologico finalizzato all'implemazione di sistemi di
allerta e la realizzazione di un sistema previd®aacarattere nazionale, in grado di allertare
gli allevatori qualora si presentino le condizidinipericolo di stress da caldo per gli animali,
rappresenterebbe un valido supporto nella gestiteiéallevamento della vacca da latte e

permetterebbe I'applicazione tempestiva dei sisttii di difesa.



1.1 | CAMBIAMENTI CLIMATICI

| cambiamenti climatici, definiti come squilibri dungo termine delle condizioni
climatiche come la temperatura, la ventosita eidagsita, caratteristiche di una specifica
regione, rappresentano, probabilmente, una delfeipali sfide con cui I'umanita si deve
confrontare in questo secolo. Secondo quanto dpwrtall'Intergovernmental Panel on
Climate Change delle Nazioni Unite (IPCC, 2007)tdmperatura superficiale globale del
pianeta € aumentata di 0,74 + 0,18°C durante @ifnullO0 anni, fino al 2005 (IPCC, 2007).
La maggior parte delllaumento osservato delle teatpee medie globali, a partire dalla meta
del XX secolo, € molto probabilmente da attribuiadincremento osservato delle
concentrazioni di gas serra antropogenici che ohétano l'effetto serra. Le proiezioni del
modello climatico riassunte dall'lPCC indicano dhetemperatura media superficiale del
pianeta si dovrebbe innalzare di circa 1,1- 6,d8€ante il XXI secolo. Questo intervallo di
valori risulta dall'impiego di vari scenari sullmissioni future di gas serra, assieme a diversi
valori di sensibilita climatica. Anche se molti dtwiguardano I'andamento nel XXI secolo, il
riscaldamento e linnalzamento del livello dei mpdtrebbero continuare per piu di un
migliaio di anni, anche se i livelli di gas serr@&rmanno stabilizzati. Il ritardo nel
raggiungimento di un equilibrio sarebbe dovuto ghande capacita termica degli oceani.

| principali fattori che possono determinare un aoto dei gas serra sono
I'incremento della popolazione, la crescita ecormanun sistema di produzione energetica
sempre piu basato sui combustibili fossili, magglmboscamento ed impiego del terreno a
scopo agricolo o zootecnico.

Oltre alllaumento della temperatura globale si st&rgi I'intensificazione di fenomeni
estremi, tra questi fenomeni vanno sicuramentdi ajila uragani, i tifoni, i tornados gli
intensi temporalj le grandi ondate di caldo o di freddo. Alle nesltatitudini i fenomeni
estremi piu rappresentativi sono certamente gknsit temporali e le ondate di calore,
quest’ultime definite come sequenze di almeno 6ngiger i quali il valore di temperatura
massima giornaliera sia stato superiore alla sagliaspondente al 90° percentile.

Di Giuseppeet al (2008) hanno dimostrato un aumento del numeroteraiacalore
nelle zone centro-settentrionali della penisoliaite, nel trentennio 1977-2006. Oltre
all'aumento degli episodi di ondate di calore se@istrato un allungamento di circa 10 -15

giorni della durata media del fenomeno, soprattatpartire dall’'anno 2000



1.2L0O STRESS DA CALDO NELLE SPECIE ZOOTECNICHE

La zootecnica si colloca al centro della problepzatitata in quanto € colpevole e
vittima dell’aumento delle temperature. Come acesmiin precedenza gli allevamenti sono
produttori di massicce quantita di gas serra ssssiderano i gas derivanti principalmente
dai processi digestivi dei ruminanti, i gas di femtazione delle deiezioni.

Allo stesso tempo, il progressivo aumento delle perature danneggia gli
allevamenti, soprattutto quelli condotti a regimeensivo e ad alta produzione. Infatti, € ben
noto che lo stress termico determinato dalle coadizmicroclimatiche dell’ambiente di
allevamento incide negativamente sia sulla salagestilla produttivita degli animali (Bianca,
1965; Johnson, 1987; Bernabucci e Calamari, 1998).

Lo stress da caldo puo essere definito come la sordnforze esterne che modificano
la temperatura corporea di animali omeotermi cheia stato neutrale passa ad uno stato
alterato (Yousef, 1987). La risposta adattativd’ar@male, che & piu 0 meno efficace a
seconda dell'intensita delle condizioni di strgmgvoca comunque un peggioramento dello
stato fisiologico dell'animale.

Possiamo suddividere gli effetti negativi da str@gscalore in tre categorie: 1. sanitari
tra cui immunodepressione, aumentata suscettilmiétaconfronti di patologie quali laminiti,
mastiti, metriti, prolasso uterino, disfunzioni rletliche quali acidosi e dislocazione
dell’abomaso, fino a morte dell’animale in situamadi stress da caldo elevato e prolungato;
2. produttivi, tra cucalo della quantita di latte prodotto, peggiorarnetella qualita del latte
(calo di grasso, proteine e aumento delle cellaleatiche); e 3. riproduttivi, come aumento
calori silenti, diminuzione tasso di concepimentoaemento dell’intervallo interparto.
Importante é sottolineare come gli effetti negatiello stress da caldo non si arrestano allo
scomparire delle cause (elevate temperature), resopo permanere per periodi piu 0 meno

lunghi.

1.2.1MECCANISMI DI TERMOREGOLAZIONE

Gli animali omeotermi devono mantenere costantéetaperatura corporea per |l
corretto mantenimento delle funzioni vitali malgoaé condizioni ambientali in cui vivono e
per fare cio utilizzano dei meccanismi di termotagmne che consentono di bilanciare

continuamente la quantita di calore endogeno ptodatn la quantita di calore dispersa verso
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'ambiente esterno. Linsieme dei cambiamenti fisgici e comportamentali che un
organismo mette in atto per ridurre le sollecitazidovute a cambiamenti delle condizioni
climatiche naturali & definito acclimatamento (IUP&rmal Commission, 2001).

L'acclimatamento € un processo che puo impiegarersii giorni, finanche settimane,
ed implica cambiamenti nel profilo ormonale che n@m modificare la risposta dei tessuti
target a stimoli ambientali. L'effetto principalel@& modificazione del metabolismo al fine di
raggiungere un nuovo equilibrio che puo essereiderato un nuovo stato fisiologico. Cio ha
portato autori come Collier et al. (2005), ad asseche l'acclimatamento risponde a
meccanismi omeoretici.

| principali ormoni coinvolti nell’acclimatamentooso gli ormoni tiroidei, la
prolattina, 'ormone della crescita, i glucocoritioed i mineralcorticoidi (Collier et al.,
2006).

Gli ormoni tiroidei, la tiroxina (T4) e la triiodwbnina (T3), sono tra i principali
ormoni coinvolti nella regolazione del metabolismoper questo hanno ricevuto molta
attenzione dal mondo della ricerca. Durante la taseclimatamento, i livelli endogeni degli
ormoni tiroidei diminuiscono sensibilmente, nelteivo di ridurre I'attivita metabolica e,
quindi, la quantita di calore endogeno prodotttn{don e Vanjonack, 1976; Horowitz, 2001).

| livelli di prolattina circolante aumentano duranto stress termico in molti
mammiferi, compreso i ruminanti (Collier et al.,82%; Ronchi et al., 2001). Cio sembra un
paradosso se si pensa che una ridotta ingestionetritenti in condizioni di termo-neutralita
porta ad una riduzione delle concentrazioni cincbldi prolattina. Ronchi et al. (2001) hanno
dimostrato un effetto diretto (indipendente dali@stione di sostanza secca) dello stress da
caldo sui livelli sierici di prolattina. In realtguesta contraddizione puo essere spiegata dal
fatto che, oltre al ben conosciuto ruolo nellaogénesi e nella galattopoiesi, la prolattina e
coinvolta anche nella funzionalita delle ghiandsledoripare (Beede e Collier, 1986). Il
trattamento con bromocriptina (un inibitore dellacrezione della prolattina) durante il
periodo di acclimatamento influisce sulle ghiandal€oripare impedendo I'aumento del loro
tasso di secrezione. Anche Leining et al. (1979)nbamostrato differenze nei livelli di
prolattina durante I'anno, attribuibili a cambiartienelle condizioni climatiche; tuttavia,
come i livelli di prolattina riescano ad influireulBabilita dell’animale ad adattarsi
metabolicamente allo stress da caldo, resta arsomaosciuto, anche se sarebbe di estremo
interesse, data la sua importanza come ormone aonvell’'omeoresi dell'organismo.

L'asse adreno-ipotalamico-pituitario € un compoaetitiave della risposta allo stress

termico (Beede e Collier, 1986). Lormone rilas¢&ndella corticotropina stimola la
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secrezione della somatostatina; cio e, probabileyeéintneccanismo-chiave attraverso il quale
I'animale in stress da caldo riduce i livelli dnoone della crescita e ormoni tiroidei (Riedel et
al., 1998). Nelle bovine da latte, i glucocortigotiiminuiscono durante l'acclimatamento a
35°C (Alvarez e Johnson, 1973) e sono piu basdi aagnali termo-acclimatati rispetto al
controllo (Ronchi et al., 2001).

La risposta adattiva consiste quindi nella ridugidel metabolismo, al fine di limitare
la quantita di calore endogeno prodotto e nelhoitzazione dei processi che ne favoriscono
la dispersione ovvero la vasodilatazione, I'aumendla frequenza respiratoria e la
sudorazione.

La vasodilatazione ha lo scopo di far affluire laggior quantita possibile di sangue
verso le zone periferiche del corpo, facilitandodigpersione del calore attraverso di esso
(calore sensibile). Laumento della frequenza madpria (polipnea) finalizzato all'aumento
dell'evaporazione polmonare, permette di eliminidrealore in eccesso attraverso l'aria
espirata. Infine, la sudorazione permette la rimozi del calore latente attraverso
I'evaporazione cutanea. Tuttavia, la sua efficadiminuisce con l'aumento dell'umidita
relativa ambientale.

L'aumento del consumo di acqua (per compensarerditp di liquidi e sali minerali)

e la riduzione della quantita di cibo ingerito pminuire la quota di calore endogeno
prodotto conseguentemente ai processi digestiup stcuni adattamenti comportamentali in
risposta al caldo.

Umidita relativa, ventilazione e radiazione solarengiuntamente alla temperatura,

influenzano I'efficacia dei processi di acclimatare

1.2.2INDICI BIOCLIMATICI

L'obiettivo principale della biometeorologia aniraad quello di spiegare il fenomeno
delle reazioni del corpo animale ai cambiamentmalici, mediante l'uso di indici
biometeorologici, rappresentati da formule empgichon i quali € possibile esprimere le
condizioni soggettive di benessere o di disagididéividuo in relazione alla combinazione
di piu fattori ambientali (temperatura, umiditaatdla, velocita dell’aria, radiazione solare).
Dal secolo scorso fino ai nostri giorni, sono stédiborati diversi indici biometeorologici che,
con le loro formule empiriche, danno, secondo gtod, la migliore predizione dell'inizio

della sensazione di stress termico (Bohmanova.eP@D7). La maggior parte di questi, si
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basa sulluso combinato della temperatura (misucata termometro a bulbo asciutto) e
dell'umidita relativa dell'aria e sono, percio, tst@hiamati THI, acronimo dall’inglese
Temperature-Humidity Index. Queste due variabificcéacilmente misurabili e, spesso, sono
rese pubblicamente disponibili dai servizi meteogati.

La differenza principale tra le diverse equazionicdlcolo del THI sta nell’enfasi
posta sull'umidita relativa.

Bohmanova et al. (2007) hanno correlato 7 divem®ndle di calcolo del THI
(nessuna delle quali era stata creata appositanpentessere correlata allo stress da caldo
nelle bovine da latte) con la produzione di latiehanno concluso che gli indici che danno
maggior peso allumidita sono piu utilizzabili iorze a clima umido; viceversa, nelle zone
climatiche dove I'umidita relativa non raggiungeelii che possono compromettere la perdita
di calore per evaporazione, gli indici che pongamdenfasi maggiore sulla temperatura
ambientale sono preferibili.

Allo stesso tempo, Dikmen e Hansen (2009) riportahe la correlazione tra le
diverse formule di calcolo del THI varia da un mma di 0.932 ad un massimo di 0.99998.

Diverse formule sono state proposte per calcolafédl. Di seguito viene riportata
quella piu comunemente utilizzata (Kelly and Bob@71; NOAA, 1976):

THI = (L8[ AT +32) - (055- 055[RH) [[(L8LAT +32) -5§]

Equazione 1:formula per il calcolo del THI (NOAA, 1976; Kellynd Bond, 1971) dove AT ¢ la

temperature ambientale in °C, e RH e l'umiditatreia

La ricerca scientifica ha individuato valori sogtiel THI al di sopra dei quali inizia lo
stress da caldo. Questi valori del THI varianoléraliverse specie di interesse zootecnico e
all'interno della stessa specie variano per lerdevelassi di animali.

Nella vacca da latte lo stress da caldo iniziaréirpada valori del THI maggiori di 72,
mentre nelle vacche da carne lo stress da caldmioon valori del THI maggiori di 75 (St.
Pierre et al., 2003, Armstrong, 1994). Tuttaviafi dacenti dell’'Universita dell’Arizona
indicano che le bovine da latte ad alto potenzmteluttivo riducono la produzione di latte
gia quando il THI supera il valore di 68 (Zimbelmetral., 2009).

Nella tabella 1 sono riportati i valori di THI calati a partire dai diversi valori di
temperatura ed umidita relativa e suddivisi nellattfo classi di rischio riscontrate per la

bovina da latte.
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temperatura Umidita relativa

C 5] 10] 15] 20 ;;J’ 50] 55| 60 65| 70] 75| 80/ 85| 90| 85]100
22| 64| 65| 65| 66| 7| 67| 68| 68| 69| 69| 69 70| 70| 70| 71| 71| 72]
23] 70] 66 66| 67| 69| 69| 70| 70| 70| 71| 71| 72| 72| 73| 73| 73
24| 72| 67| 67| B8 70| 70] % 71 72| 72 73] 73] 4] 74 78] 75
25| 67| 68] 68| 69| E 1l w1l w2l 72| 73] 73] 74| 74 78] 78] 76] 6] M7
26| 68 69| 69| 70| | 73| 73| 74| 74| 75| 75| 76| 77| 77| 78| 78] 19
27| 69] 69 70| 71| 74| 74| 75| 76| 76| 77| 77| 78] 79] 79| 80| 81
28| 70| 7o 71| 72| 75| 76| 76| 77| 78] 73| 79| 80| 80| 81| 82| &2
2o 7| M| 72 73 76| 77| 78] 78] 78] 80| 81| 3
30 71| 72 73] 74 78] 78] 79] 80 81 81 82
310 72| 73] 78] 75 79| 80] 80| &1 3
32| 73] 74] 75 75 | 80| 81) 82| 83
33| 74| 75] 76 77 80| 81 83| &4
34| 75] 78] 77] 78 | 83 84] 84
35 78] 77 84
36| 77| 78
37| 77| 78
38| 78] 79
39 79] 80
40| 80) 81
1] 81| 82|
42| 82| 83
43| 83] 84
44| B3

Tabella 1 Valori di THI suddivisi per classe di richio (produttivitd) calcolate per la
bovina da latte. | diversi colori indicano il livelo di rischio: celeste = nullo, giallo =

minimo, arancio = allerta e fucsia = emergenza

Vitali et al. (2009) hanno dimostrato come per viadb THI giornalieri superiori a 80
e, THI notturni superiori a 77, la mortalita nedleiende da latte inizia ad aumentare in modo
significativo. | valori di THI diurni e notturni spettivamente di 87 e 77 rappresentano il
limite sopra il quale la mortalita diventa massima.

1.2.3STRESS DA CALDO NEI GRANDI RUMINANTI DOMESTICI

La tematica dello stress da caldo é stata ampiamstadiata in associazione ai grandi
ruminanti, in particolare in riferimento ai bovida latte che, a causa delle alte produzioni e
del regime intensivo di allevamento, mostrano uoievole sensibilita a questa problematica.
La causa di tale sensibilita va sicuramente ricttad@lla genetica, gli individui in
produzione, infatti, sono selezionati in base attaristiche associate alla produttivita e alla

riproduzione, e cid va a discapito dell’adattahilitn ambienti non strettamente controllati
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dall'uomo, le specie animali hanno sviluppato attrao processi evoluzionistici, capacita di
acclimatamento e di resistenza alle alte tempezatur

Nelle condizioni tropicali, gli animali domestici srovano spesso in difficolta a
mantenere costante la propria temperatura corpdfieaono limiti nella temperatura e
nell'umidita dell'aria dell'ambiente entro i qugli animali realizzano il proprio benessere,
quelli in cui riescono a mantenere il loro norméiesllo termico senza nessun stato di
sofferenza ed ai minimi costi metabolici. Questiiti variano tra le specie e, all'interno delle
specie, tra razze. Vi sono gruppi e singoli anindle, in condizioni di cambiamento
climatico, dimostrano di possedere capacita diimathzione, e cioé che, in qualche misura,
si adattano alle nuove condizioni. Tuttavia, la tecnia nei Tropici dimostra che tali
possibilita sono assai modeste e che le capacitdate gruppi, all'interno delle diverse
specie, ad adattarsi a diverse condizioni dell'amtbi fisico sono, essenzialmente, a base
genetica. Per citare qualche dato esemplificatvéemperature ambiente tra 11° e 19°C, i
bovini gibbosi hanno 26 atti respiratori al minutontro i 22 atti dei bovini delle zone
temperate (Zecchiret al 2003); quando la temperatura esterna si avvicigaea interna
degli animali, i primi presentano da 36 a 46 afpiratori al minuto, i secondi da 95 a 105
(Zecchiniet al 2003).

Con lincremento dellumidita dell'aria, gli attespiratori tendono ad aumentare,
soprattutto nei bovini dei climi temperati. In nicke destinate a stabilire I'importanza relativa
della sudorazione a scopo di termoregolazionesudtaito che questa partecipa per I'85% nelle
perdite di liquido per evaporazione e che quindicégpacita di sudare risulta di grande
importanza nell'adattamento al clima caldo (Zedchiral 2003). A temperature di 26°-27°C |
bovini brachiceri sudano piu degli zebu, ma oltvesia temperatura, mentre la sudorazione
dei brachiceri rimane costante, nei gibbosi terdlawementare. In altre esperienze é risultato
che, in bovini delle zone temperate, l'incrementaperativo inizia da 15°-20°C, con livelli
massimi al di sotto di 30°C, mentre negli zebacfemento parte da 25°C, con un massimo
oltre i 40°C. La temperatura rettale inizia ad aotaee, per i bovini europei, attorno ai 24°C,
per i gibbosi, verso i 32°C di temperatura ambientAecchiniet al 2003). Altre prove hanno
evidenziato che i bovini zebu sopportano la disadri@ne meglio dei taurini e che i consumi
di acqua sono inferiori nei primi rispetto ai sedorin caso di abbeverata giornaliera, il
consumo di acqua degli zebu é risultato attornd08 del consumo dei taurini. Il maggior
adattamento dei bovini dei Tropici alle condizi@hiimatiche sfavorevoli, in particolare alle
elevate temperature, € da individuare, prima dotuiella loro ridotta produzione di calore

rispetto a quanto avviene per i bovini delle regtemperate. Gli zebu hanno un metabolismo
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basale piu basso e quindi una minore termogeniegil® Inoltre, a causa dei minor processi
di sintesi per gli accrescimenti e la produzion&atte, hanno minore sviluppo calorico dovuto
ai processi metabolici connessi. | bovini dei Tobgianno anche una maggiore capacita di
dissipare il calore complessivo, di origine end@ged esogena, erroneamente attribuita alla
maggiore superficie cutanea per lo sviluppo deity@a, del pisciolare, della gobba e dei
padiglioni auricolari. Varie ricerche hanno infattvidenziato che la giogaia ha ridotta
irrorazione sanguigna e modeste capacita evapoeantinche i padiglioni auricolari e la
gobba non danno un consistente contributo all'engoane. Tuttavia, il tegumento assume
grande importanza, sia per la sua funzione ditooetdella temperatura dell'ambiente e delle
radiazioni sia come veicolo, verso I'ambiente,adbre interno dell'organismo. L'epidermide
dei bovini gibbosi & piu spessa che nei taurinidegva che essa € penetrata in misura minore
dai raggi termici. Gli strati medio ed inferiore Idderma, cosi come il connettivo
sottocutaneo, hanno minore sviluppo negli zebu reo smeno irrorati dal sangue, mentre
I'irrorazione € maggiore nello strato superiore defion. La pigmentazione della pelle e
generalmente piu accentuata nei bovini dei Tromdla pigmentazione si attribuisce una
maggiore funzionalitd delle cellule e la reazioperémica dei capillari allaumento della
temperatura e piu rapida nella pelle pigmentataltri®, la pelle pigmentata ha maggiore
resistenza all'eritema ad alla fotosensibilizzagidra dispersione del calore per evaporazione
del sudore sembra costituire il fattore principade 'adattamento ai climi dei Tropici. Come
accennato in precedenza, negli zebu le ghianddlacee e sudoripare sono piu numerose
rispetto ai bovini taurini evidenziando quindi ureecoanismo termoregolatore differenziale
molto importante. Meccanismi ormonali diversi entrain gioco in considerazione
dell'importanza che molti ormoni hanno nella regmae termica: I'ormone antidiuretico, la
prolattina, la somatotropina, la tiroxina, i gluodtcoidi, I'aldosterone, sono coinvolti in
questi meccanismi. In parallelo, con l'impiego aeBudorazione e della ventilazione
polmonare per la dispersione del calore, che ritdme una perdita di liquidi organici, i
bovini tropicali hanno sicuramente dei meccanisem ip risparmio d'acqua; ad esempio, le
loro feci possono avere un contenuto in acqua rairdir quelle dei bovini delle zone

temperate.

Bos taurus- Sicuramente € la specie piu studiata circadtedfdello stress da caldo,
soprattutto per le razze da latte. La temperatutan@ dei fattori ambientali che incide
negativamente sulla produzione di latte, speciatenenanimali con alto valore genetico. La

selezione spinta degli ultimi anni nella vacca alel ha causato un ulteriore abbassamento
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delle temperature critiche per lo stress da cdlild deriva dal fatto che per poter esprimere al
meglio la potenzialita genetica e massimizzare fadyzione di latte, I'individuo deve
massimizzare l'ingestione di alimento, ne consegmeaumento della produzione di calore
metabolico e una maggiore difficolta nei procesdiedmoregolazione..Quindi all’aumentare
delle quantita prodotte aumentano quindi propordimente anche fabbisogni alimentari e
calore endogeno prodotto.

Kadzereet al (2002) ipotizzano che la fisiologia della terngokazione sia cambiata
in risposta alla selezione genetica volta all'imeemto della produzione di latte. Questa
ipotesi € sostenuta dai dati del’'USDA che rilevamoincremento del 338% nella produzione
di latte per vacca per 300 giorni di lattazioneiltE040 e il 1995, da 2096 kg (2090 kg 4% di
latte corretto al 4% di grassi) a 7462 kg (70804kg di latte corretto al 4% di grassi). In
Israele la percentuale di latte prodotto per anreumentata da 3690 kg (3516 kg di latte
corretto al 4% di grasso) a 10447 kg (9293,8 kit corretto al 4% di grassi). La quantita
di latte prodotto per vacca per 300 giorni di latiae € alta ed e previsto che aumenti in
futuro.

Le lattifere usano I'energia metabolizzabile pepiaduzione di latte con un efficienza
del 65% (Moeet al, 1971). Lincremento di calore durante la sinteslatte dipende anche
dalla qualita e dalla quantita di alimento che itaale consuma. La qualita degli alimenti per
la vacca da latte & notevolmente cambiata dagli‘d@ral 95.

La scarsa efficacia dei processi di termoregolazidei bovini da latte appare ancor
piu preoccupante se si pensa al futuro. La temperafiobale e in crescita e la popolazione
mondiale sta aumentando piu velocemente nelle megiopicali e subtropicali rispetto alle
regioni temperate, € quindi ragionevole pensareirchieturo arrivera una maggiore quantita
di alimenti di origine animale da zone caratteriez#a alte temperature (Hansen et al. 1999).

Al fine di aumentare le produzioni di latte neinaiicaldi sono state adottate due
strategie antitetiche. Una di queste € usare faavime geneticamente adattate al clima locale
0 incrociBos taurusX Bos indicusla seconda e alterare il microclima della stallfine di
ridurre la magnitudo dello stress da caldo e pdsretalle bovine di esplicitare il loro
massimo potenziale genetico.

La prima strategia e usata dove la presenza deatinad alta qualita e scarsa, dove |l
latte e pagato poco o0 dove non possono esserezatdi altre strategie. Alcuni studi
dimostrano che il genotipo produttore di grandirgita di latte, esplicita la sua caratteristica
solo se accompagnato da un buon management eldaarivello di assunzione di alimento
(Madelena et al., 1990; McGlothen et al.,1995). @igail livello di management e di
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alimento sono buoni, le vacche con una prepondardnbackground genetico Bios taurus

sono favoriti rispetto ai tipi genetici intermeda Bos tauruse Bos indicusche, al contrario,

reagisco meglio a condizioni ambientali critichendJimitazione nell’'utilizzazione di linee
incrociate per la produzione di latte sono i casfiativi al mantenimento di individui
purosangue a cui si potrebbe ovviare utilizzandwdaluzione di embrioni in vitro.

Per la vacca da latte allevata in paesi come &fatii, Israele o nell’area del
Mediterraneo, dove alti livelli di latte prodottoro fondamentali per I'efficienza del sistema
zootecnico, ed esistono numerose razze dalle elaldtita genetiche per la produzione di
latte, non risulta conveniente dal punto di vistadpttivo I'utilizzo di genotipi adattati al
clima tropicale. Inoltre, la selezione genetica lperesistenza al caldo tra le razze europee e
risultata difficile a causa della relazione inveessstente tra produzione di latte e regolazione
della temperatura corporea (Berman et al., 198%atti, i tori non sono generalmente testati
per la interazione genotipo-ambiente. Per quantto,dié migliore approccio per ridurre gli
effetti dello stress da caldo e quello di utilizzaecnologie atte a modificare il microclima

della stalla.

Bubalus bubalis Si adatta bene a condizioni ambientali caldo ungidafez et al.,

1955) sebbene a causa della scarsa densita delledgle sudoripare non riesce a disperdere
in maniera efficiente il calore endogeno. Lincapadi eliminare il calore in eccesso nei
giovani bufali & ascrivibile a un ridotto sviluppelle funzioni ipotalamiche e ad una scarsa
termostabilita (Bianca, 1968). L'esposizione alesfal aumentare la temperatura superficiale
degli annutoli in relazione alla magnitudo delldiezione solare e alla temperatura ambiente.
L'esposizione durante le ore piu calde provoca wtlli la protrusione della lingua, la
formazione di schiuma e ansimi. Nel processo anteegolazione, le perdite di calore dalla
pelle si verificano per radiazione, convezione apevazione. Le ghiandole sudoripare della
specie bufalina hanno un basso afflusso di sangatef et al., 1955), inoltre il loro numero
per unita di area di pelle e circa un terzo di lpueééi bovini. Lo spessore dello strato corneo e
dell'epidermide del bufalo € circa il doppio risfpetr quello dei bovini (Hafez et al., 1955),
guesto, e il pigmento nero della pelle, contribetiat’assorbimento della radiazione solare. I
bufalo rispetto al bovino ha valori inferiori dieljuenza respiratoria, temperatura corporea e
frequenza delle pulsazioni e mostra notevole sefies in estate (Hafez et al., 1955). Anche
in ambienti ombreggiati il bufalo ha un peggior weasmo di dispersione di calore rispetto
al bovino. E’ importante nell'allevamento della sigebufalina la presenza di pozze d’acqua

dove gli animali possono immergersi o I'uso di dooel qual caso non sia possibile. In effetti
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'immersione, rispetto alluso di docce, in perioghldi, fa diminuire significativamente la
temperatura superficiale, la temperatura rettaldéa efrequenza respiratoria e cardiaca,
riportando i valori simili alla condizione di bersese.

Negli anni passati il problema dello stress da aaldlla specie bufalina non é stato
approfondito a causa della stagionalita della spda bufala vede il ripristino della attivita
ciclo-ovarica nel fotoperiodo decrescente e quimél periodo autunnale, [attivita
riproduttiva si concentra tra la fine dell'estatéaestagione invernale, la lattazione si verifica
in autunno e in inverno e l'asciutta ricade neligow estivo. Gli animali riescono a
sopportare meglio le alte temperature in quanto sono ulteriormente stressate dalla
lattazione. Attualmente, a causa della crescemeadda di latte di bufala per la produzione
di mozzarella, nel periodo estivo, si sta praticaddstagionalizzazione delle mandrie. Tale
pratica dovra essere necessariamente accompagiiata\dluppo di tecniche finalizzate alla
mitigazione dell'effetto dello stress da caldo mlef di ottenere un’adeguata qualita delle

produzioni.

1.2.4EFFETTI DELLO STRESS DA CALDO NELLA BOVINA DA LATTE

Effetti dello stress da caldo sulla quantita di latie prodotta

Nella vacca da latte lo stress termico e assoeaidtona riduzione della produzione di
latte (Bianca, 1965; Johnson, 1987; Bernabucci &artai, 1998). Johnson (1987) ha
riportato che la quantita di latte prodotta dimuwauiquando le temperature ambientali
superavano i 22-23°C. Precedentemente Johnson (@98R) hanno mostrato una riduzione
lineare della produzione di latte quando il THI stgva la soglia di 70 (0.26 kg/d per unita di
THI). Comunque, la maggior parte dei ricercatodi@a il valore di 25°C come temperatura
critica superiore (NRC, 1981) e 72 come valoreawisuperiore di THI (Armstrong, 1994)
per le bovine da latte. Recentemente, altri adtarino indicato il valore di 68 come soglia
critica superiore del THI nelle bovine da latteadté produzione (Ravagnolo e Misztal, 2002).
In uno studio condotto su primipare di razza Habséestato dimostrato che per ogni aumento
di 1°C della temperatura rettale sopra la tempeasatorporea fisiologica, la produzione di
latte diminuiva di 2,2 litri al giorno (Nardone &ft, 1992). Risultati simili sono stati riportati
recentemente da Barash et al. (2001) in bovinetefolssraeliane.

McDowell et al. (1969) hanno proposto che la ridotbhgestione di alimenti &

responsabile per circa il 50% della riduzione dgltaduzione di latte. Il rimanente 50%

19



potrebbe dipendere dal declino degli ormoni lattegiedovuto al caldo (Collier et al., 1982;
Johnson et al., 1988b) e ad un aumento dei fabhisbgnantenimento (NRC, 1981).

La riduzione della produzione di latte osservathonine da latte, sottoposte a stress
termico, dipende da una serie di fattori: razzalividuo, capacita produttiva, stadio di
lattazione, nutrizione, condizioni di allevamento t@tti insieme interagiscono con |l
microclima di stalla (Bernabucci e Calamari, 1998). bovine da latte ad alta produzione
sono piu sensibili al caldo rispetto alle bovinenm@roduttive ed alcune equazioni sono state
proposte per mettere in relazione la quantitatt lpersa e i valori di THI (Linvill e Pardue,
1992). Lo stadio di lattazione influisce sulla ospa delle bovine da latte alle elevate
temperature ambientali. Johnson et al. (1988a) dvanfatti, osservato che le bovine da latte
che si trovano a meta lattazione sono piu sensglli stress termici rispetto a quelle che si
trovano ad inizio o a fine lattazione. A confermeacid studi condotti in camere climatiche
hanno descritto una riduzione della quantita delptodotta del 35% in bovine da latte che si
trovavano a meta lattazione (Nardone et al., 19820lel 14% in bovine da latte che si
trovavano ad inizio lattazione (Lacetera et al9@)9

Variazioni delle condizioni metabolico-nutrizionadurante la lattazione potrebbero
spiegare l'alta sensibilita alle elevate tempertambientali delle bovine da latte che si
trovano a meta lattazione. Infatti, la produzionelatte ad inizio lattazione € fortemente
sostenuta dalla mobilizzazione dei tessuti corpdgeasso in particolare) e meno dalle
ingestioni di nutrienti, mentre a meta lattazionkaémentazione a sostenere la produzione
(Webster, 1987). Poiché I'utilizzazione metabolilea tessuti corporei presenta una maggiore
efficienza rispetto all’'utilizzazione metabolicagtiealimenti (Moe et al., 1971), ci si puo
aspettare che le bovine da latte ad inizio lattazijoroducano meno calore metabolico per Kg
di latte prodotto rispetto alle bovine a meta l&tiae.

L'esposizione di pecore da latte a radiazione sotprando le temperature ambientali
sono elevate riduce la produzione di latte finoc2@% rispetto a pecore che erano poste
all’'ombra (Sevi et al., 2001). Anche capre da lagposte a moderato e severo stress da caldo
per quattro giorni hanno ridotto la produzioneattd del 3 e del 13 %, rispettivamente (Sano
et al., 1985). Ancora, bufale che avevano partaritestate hanno prodotto una quantita di
latte decisamente inferiore rispetto a bufale crevano partorito in altre stagioni (Catillo et
al., 2002).

Effetti dello stress da caldo sulla qualita del lae prodotto
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L'esposizione di vacche da latte ad elevate tenperaambientali determina una
significativa modificazione della qualita del lat(Bianca, 1965; Bernabucci e Calamari,
1998). | dati sugli effetti dello stress termicdlsyercentuali di grasso nel latte sono discordi
(Nardone et al., 1992; Armstrong, 1994; Laceteral.etl996). Latte e colostro proveniente da
bovine in stress da caldo presentano minori penedindi proteine e lattosio, minore acidita
titolabile e maggior pH (Bianca, 1965; Nardoneletl®97; Bernabucci e Calamari, 1998). Il
latte prodotto in estate presenta anche un peggent del comportamento reologico
durante la produzione del formaggio (Calamari e idday 1998), una riduzione delle
concentrazioni di calcio, fosforo e magnesio, uraggior concentrazione di cloro, ed un piu
elevato punto di congelamento (Kume et al., 198%ridhi et al., 1993; Bernabucci e
Calamari, 1998).

Nelle pecore, Sevi et al. (2001) riportano una zidoe della quantitd di grasso
prodotta dovuta ad una minore produzione di latleeconcentrazione di lattosio del latte di
capra diminuiva dopo I'esposizione per quattro mjiarcondizioni di clima caldo (Sano et al.,
1985).

Nelle pecore € stato, anche, riportato che la ramti@ solare ha effetti negativi sulla
qualita igienica del latte, poiché sono stati @&wn maggior numero di patogeni e leucociti
polimorfonucleari (Sevi at al., 2001).

Alcuni degli studi precedentemente citati hannoutieentato anche effetti dell’elevate
temperature ambientali sulla composizione in agidssi e proteine del colostro e del latte di
bovine e pecore. Questi aspetti sono di grandeeiste a causa della stretta relazione tra
composizione proteica ed acidica del latte e ped@rinutrizionali e tecnologiche del latte e

del colostro.

Acidi grassi nel latte

Nel 1965, Bianca ha riportato un minor contenutaadi grassi a corta catena ed un
maggior contenuto di {¢ € Gg nel latte di bovine in stress termico. Altri auttanno
osservato una minor proporzione di acidi grassomaccatena ed una maggior quantita di
acidi grassi a lunga catena nel latte durante i1 es&i (Gallacier et al., 1974; Palmquist et
al., 1993). Piva et al. (1993) hanno trovato livellaggiori di acidi grassi insaturi nel latte
prodotto durante i mesi estivi. Nessuno di questom ha attribuito i cambiamenti nelle
proporzioni tra gli acidi grassi del latte all'efie@ diretto dello stress da caldo ed hanno

suggerito che essi debbano essere attribuiti allggmore ingestione di grasso o alla minore
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ingestione che di solito avviene durante I'est&@all@acier et al., 1974; Palmquist et al., 1993),
0 ad una maggiore utilizzazione delle riserve capd@Piva et al., 1993).

In uno studio condotto in camere climatiche Rorethal. (1995) hanno osservato che
il latte prodotto da bovine in stress da caldo avema minor produzione di acidi grassi a
corta (G- Cy0) e media (G- Ci6) catena, ed una piu alta proporzione di acidigiradunga
catena (@ Cig). Nello stesso studio le bovine in stress ternfiaano prodotto il 25% in
meno di latte con una minor percentuale di grasgetto al controllo posto in condizioni di
comfort termico. Come conseguenza della differentaposizione degli acidi grassi del latte
e la minor produzione di grasso e di latte stelspyroduzione giornaliera di acidi grassi in
bovine esposte ad elevate temperature ambiergaltaiminore per quanto riguarda gli acidi
grassi a corta e media catena, ma circa la stessguanto riguarda gli acidi grassi a lunga
catena. Quindi, questi risultati indicano che laggiare proporzione di acidi grassi a lunga
catena osservata nel latte di bovine in stressiterimlebba essere attribuita ad una ridotta
sintesi degli acidi grassi a corta e media catenaelo delle cellule della ghiandola
mammaria piuttosto che ad un maggior passaggioidi grassi a lunga catena dal sangue al
latte. Si ipotizza che lo stato di deficit energetche caratterizza le bovine da latte in stress
termico potrebbe essere la causa di una minorssidiecidi grassi a corta e media catena a
livello mammario (Smith et al., 1983). Inoltre, tate suggerito che la maggiore disponibilita
di acidi grassi a lunga catena provenienti daparobilizzazione non provochi un maggior
trasferimento nel latte degli acidi grassi poiclésti potrebbero essere utilizzati come fonte
di energia dalle cellule della ghiandola mamma8mith et al., 1983). Cio ci autorizza a dire
che lingestione di grasso, i cambiamenti nella tigae dell’alimentazione e nella
mobilizzazione lipidica non rappresentino i solitdai che influirebbero sulla variazione in
acidi grassi del latte prodotto in estate.

Nardone et al. (1997) hanno riportato un aumentea®@enuto in acidi grassi a lunga
catena ed una riduzione di quelli a media e catarma anche nel colostro di manze da latte in
stress termico.

Al contrario, uno studio condotto su pecore deeléBevi et al., 2002) documenta che
I'esposizione alla radiazione solare era respotesali un peggioramento delle proprieta
nutrizionali del latte, associato a cambiamentifgtefilo acidico (minor proporzione di acidi
grassi mono- e polinsaturi ed aumentata proporzibaeidi grassi a media catena, conosciuti

per il loro effetto ipercolesterolemizzante nelino).

Frazione proteica del latte
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Gli effetti dello stress da caldo sulla frazioneotpica del latte non sono state
ampiamente descritte, e cio sorprende vista la iloitaenza sulle proprieta reologiche del
latte e quindi sulla qualita e quantita del formaggodotto (Urech e Puhan, 1992; Ozimek e
Kennelly, 1994; Mariani et al., 1995; Sevi et 2D01).

Alcuni autori riportano una riduzione del contenu@seinico nel latte prodotto in
estate (Hermansen et al., 1999; Mackle et al., 1989 uno studio precedente € stato
osservato un minor contenuto caseinico del colostomlotto da bovini esposti ad elevate
temperature ambientali nelle ultime tre settimaingravidanza (Nardone et al., 1997).

In uno studio di campo Bernabucci et al. (2002anlarovato che il latte prodotto in
estate mostrava un contenuto minore in proteinezgre caseine, ma un piu alto contenuto in
proteine sieriche rispetto al latte prodotto inm@avera. L'unica caseina che non mostrava
variazioni era la caseina K; al contrario le caseire § si riducevano nel latte prodotto in
estate. In pratica i risultati di questo studioi@atio che la riduzione del contenuto proteico
del latte € dovuta ad una minor produzione odie p caseina. Quest'ultime, infatti,
rappresentano il 90% delle caseine totali e comeagin elevato numero di gruppi fosfato
(Schmidt, 1980) e la loro fosforilazione necesktaresenza detfosfato dell’ATP (Mercier
e Gaye, 1983). Questa fosforilazione é signifieatiente pregiudicata in condizioni di deficit
energetico (Mackle et al., 1999); quindi, si puotigzare che il minor contenuto die 3
caseina del latte prodotto in estate pud esserenainparzialmente dovuto alla minor
disponibilita di energia e proteine a causa ddHess da caldo (Lacetera et al., 1996; Nardone
et al., 1997). La modificazione della frazione pioa del latte potrebbe spiegare la riduzione
in quantita e qualita della produzione di formagdiorante i mesi estivi (Urech e Puhan,
1992; Mariani et al., 1995; Ozimek e Kennelly, 1p94oltre, a e B caseina sono entrambe
ricche in gruppi fosfato e, quindi, le basse cotr@amoni che si riscontrano nel latte prodotto
in estate possono spiegare il maggior pH e la basgi#a titolabile (Bernabucci e Calamari,
1998), cosi come i bassi contenuti di fosforo ossteda altri autori (Forar et al., 1982; Kume
et al., 1989).

Effetti dello stress da caldo sulla riproduzione

Limpatto dello stress da caldo sulla riproduzianstato ben documentato (Thatcher,
1974; Fuquay, 1981) e recensito (Gwazdauskas, 1985sen e Aréchiga, 1999; Wolfenson
et al., 2000; Rutledge, 2001, Hansen et al., 20B1tata dimostrata un’alterazione, dovuta

allo stress termico, della durata dell'estro (Gaaget al., 1965), del tasso di concepimento
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(rapporto tra vacche ingravidate e vacche insemjriagraham et al., 1976), della funzione
uterina (Collier et al., 1982), dello stato endoori(Collier et al., 1982; Wolfenson et al.,
1988b; Wise et al., 1988; Howell et al., 1994),lalarescita e dello sviluppo follicolare

(Wilson et al., 1998), dei meccanismi luteolitidVijson et al., 1998), dello sviluppo

embrionale precoce (Biggers et al., 1987), delesdta fetale (Wolfenson et al., 1988a) e
della qualita del colostro (Nardone et al., 1997).

Anche se le condizioni climatiche influiscono sufiertilita di entrambi i sessi
(Gwazdauskas, 1985), il maggior danno si rilevdesidgmmine perché il danno sui maschi
puo essere aggirato grazie alla fecondazionecaatifi.

Ulberg e Burfening (1967) hanno verificato una ridme del tasso di concepimento
dal 61 al 45% se la temperatura rettale nelle £2dopo la fecondazione aumentava di 1°C.
Inoltre, bovine che mostravano una temperaturaaleetti 40°C, come risultato di una
esposizione a temperature ambientali medie di 82p2% 72 ore dopo l'inseminazione, hanno
avuto un tasso di concepimento dello 0%; le bovineece, che avevano una temperatura
rettale di 38.5°C, poiché poste a 21.1°C, hannegaab un tasso di concepimento del 48%.

La ridotta fertilita che si verifica nei mesi estipermane spesso fino ad autunno
inoltrato (ottobre e novembre), anche se le boxime sono piu esposte a stress da caldo. Cio
potrebbe essere dovuto al danno che lo stresscpnovoca sui follicoli antrali durante i
mesi estivi, che si sarebbero sviluppati in foliicdominanti 40-50 giorni dopo (Hansen,
1997; Roth et al., 2001a; Roth et al., 2001b).

Effetti dello stress da caldo sull’asse ipotalarpofisi-ovaio

Poiché i principali fattori regolanti I'attivita @vica sono il fattore di rilascio delle
gonadotropine (GnRH), prodotto dall'ipotalamo, lengdotropine, I'ormone luteinizzante
(LH) e l'ormone follicolo-stimolante (FSH) prodottlalla ghiandola ipofisaria anteriore,
alcuni autori hanno studiato gli effetti dello siseda caldo sulla secrezione di questi ormoni.
Gli studi sullLH non sono concordi: alcuni autonon riportano variazioni nella
concentrazione di questo ormone nel sangue peof¢Gwazdaauskas et al., 1981; Gauthier,
1986). Roman-Ponce et al. (1981) hanno, invecatmoin aumento mentre altri autori ancora
hanno riportato una riduzione dei valori di LH duteastress termici (Madan e Johnson, 1973;
Wise et al., 1988; Gilad et al., 1993; Lee, 1998)che per quanto riguarda il picco che si
registra prima dell'ovulazione gli effetti sono ¢mversi: una riduzione del picco é stata
riportata nelle manze (Madan e Johnson, 1973; Roeichl., 2001) ma non nelle vacche
(Gwazdaauskas et al., 1981; Gauthier, 1986; Rosgndieal., 1982). Le ragioni di queste
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discrepanze non sono chiare: e stato suggeritoqokste differenze potrebbero essere in
relazione con i livelli di estradiolo preovulatqoiché 'ampiezza delle pulsazioni di LH e i
picchi di LH preovulatori indotti da GnRH diminumeo nelle bovine con bassi livelli
plasmatici di estradiolo ma non in quelle bovine edti livelli di quest’ultimo ormone (Gilad
et al., 1993).

Le concentrazioni plasmatiche di FSH sono piudltente il periodo preovulatorio in
estate; tuttavia, € stata osservata una riduziaieivklli di FSH nelle bovine in stress
termico, rispetto a bovine in condizioni termo-malif dopo somministrazione di GnRH
(Gilad et al., 1993).

Poiché la maggior parte degli studi riportano udazione dei livelli di LH dovuta a
stress termico (Madan e Johnson, 1973; Wise el283; Gilad et al., 1993; Lee, 1993), si
pud concludere che in estate il follicolo dominastesviluppa in un ambiente a bassa
concentrazione di LH e cio risulta in una ridott&rezione di estradiolo da parte del follicolo
dominante che, a sua volta, comporta una minoressfmme dell’estro, quindi, una ridotta
fertilitd. Le scarse informazioni disponibili sugkffetti dello stress da caldo sulle
concentrazioni plasmatiche di FSH e inibina neiibiomnostrano un aumento dei livelli di
FSH e cio potrebbe essere dovuto ad una riduziendiwelli di inibina dovuta al danno
follicolare. Comunque, anche se I'FSH risultassenentato, cio sembra insufficiente a
superare gli effetti della ridotta concentraziorlasmatica di LH e, quindi, della ridotta
disponibilita di androgeni precursori per la sintésll'estradiolo (Roth et al., 2000). Altre
ricerche sono, pero, necessarie per arrivare adamausione certa.

Le concentrazioni plasmatiche di estradiolo sodotte nei bovini da latte in stress da
caldo (Ronchi et al.,, 2001; Wilson et al., 1998;IMfwson et al., 1995; Wolfenson et al.,
1997); cid va in accordo con la ridotta concentragidi LH.

Anche gli effetti dello stress termico sui livellilasmatici di progesterone sono
abbastanza controversi. Alcuni autori (Guzeloglalgt2001; Roth et al., 2000; Wilson et al.,
1998) hanno trovato che lo stress da caldo norfflti esulla concentrazione plasmatica di
progesterone, anche se la luteolisi risultava dét. Diversi altri studi hanno, invece,
riportato un aumento (Abilay et al., 1975; Troutakt 1998; Vaught et al., 1977) o una
riduzione (Howell et al., 1994; Jonsson et al., 749Ronchi et al., 2001; Rosenberg et al.,
1977; Younas et al., 1993) dei livelli di questonone durante la stagione estiva in bovine da
latte. Queste differenze sono probabilmente doeutambiamenti non controllati di altri
fattori: per esempio, il tipo di stress da caldouta o cronico) cosi come la quantita di

sostanza secca ingerita.
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I livelli di progesterone plasmatico sono deterrtiialla differenza tra il tasso di
produzione da parte del corpo luteo ed il tassoe@tabolizzazione epatica ed entrambi questi
meccanismi sono influenzati dai cambiamenti nejéstione di sostanza secca (De Rensis e
Scaramuzzi, 2003), anche se Ronchi et al. (200bhdvavidenziato un possibile effetto
diretto del caldo sui livelli di progesterone.

Se la concentrazione plasmatica di progesteronkasse ridotta dallo stress da caldo,
come riportato da Ronchi et al. (2001), cid avreBmeiramente delle conseguenze sulla
fertilita. Bassi valori plasmatici di progesterotigrante la fase luteale pre-concepimento del
ciclo estrale possono compromettere lo sviluppdictubre portando ad una anomala
maturazione I'oocita e causando una morte embmopcoce (Ahmad et al., 1995). Durante
il concepimento, poi, bassi livelli di progesteropessono impedire il corretto impianto
dell’embrione (Lamming e Royal, 2001; Mann et 8899). Durante la fase di concepimento,
I'effetto del progesterone e probabilmente corceldtnecessario sincronismo tra lo sviluppo
dell’embrione e lo sviluppo del corpo luteo (Lamgie@ Royal, 2001). Infatti, Darvash et al.
(1999) hanno riportato che la specifica curva teili plasmatici di progesterone é correlata
al buon esito del concepimento. Tuttavia, l'uso gdrogesterone esogeno dopo
I'inseminazione, come supplemento al progesterow@geno, ha mostrato effetti discordanti
sul tasso di gravidanza. Robinson et al. (1989nbanportato un miglioramento, mentre
Breuel et al. (1990) non hanno riscontrato alcumefieio di questo trattamento.

I meccanismi attraverso i quali lo stress termiltera la concentrazione degli ormoni
collegati con la riproduzione non son ancora coitisiRoman-Ponce et al. (1977) hanno
suggerito 'aumento della secrezione di corticastkrcome causa di cio, poiché essi possono
inibire la secrezione di GnRH e, quindi, di LH. \\wison et al. (1997) e Ronchi et al. (2001)
hanno, ancora, proposto un'azione diretta dellesstda caldo sull'ovario che lo renda meno
sensibile alla stimolazione delle gonadotropine.

Infine, si puo sicuramente affermare che qualsadterazione dell’attivita secretoria
del follicolo e/o del corpo luteo causata dall@st da caldo potrebbe rappresentare un fattore

importante della infertilitd estiva.

Stress da caldo, bilancio energetico e riproduzione

Lo stress da caldo puo influenzare le performaipreduttive sia agendo direttamente
sull'apparato riproduttore sia indirettamente atelo il bilancio energetico dell’animale.
Nella vacca da latte si registra una riduzioneadséicrezione di LH e una diminuzione del

diametro del follicolo dominante durante il perigolast-partum (Jonsson et al., 1997; Ronchi
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et al.,, 2001), quando si verifica anche un proltmgadeciso bilancio energetico negativo
(Butler, 2001; Roche e Diskin, 2001). Poiché antthestress da caldo causa un bilancio
energetico negativo, la fertilita durante la stagi@stiva peggiora sicuramente.

Nelle vacche da latte, infatti, lo stress da catdasa una riduzione della sostanza
secca ingerita (Drew, 1999; Fuquay, 1981; Hans@&97;1Ronchi et al., 2001), che puo
portare ad un bilancio energetico negativo. In cdodi di termoneutralita, questo porta ad
una diminuzione delle concentrazioni plasmatichdandulina, glucosio e IGF-1, e ad un
aumento dei livelli plasmatici di GH e NEFA (Butl&001; Jolly et al., 1995; Lucy et al.,
1992).

L'insulina € necessaria per il corretto sviluppo fddicoli ed ha effetti benefici sulla
qualita degli oociti (O’'Callagan e Boland, 1999)lusio e IGF-1 stimolano, invece, la
crescita follicolare e, successivamente, l'impiardell’embrione; inoltre, il glucosio
rappresenta il principale substrato energeticol’pgaio (Rabiee et al., 1997). Il glucosio &
anche implicato nella modulazione della secrezidnéH (Bucholtz et al., 1996): infatti,
un’accentuata ipoglicemia puo inibire la secrezipnésatile di LH ed impedire I'ovulazione
(Jolly et al., 1995).

Ancora, la prolattina ha la facolta di inibire kilappo follicolare e, essendo sensibile
all'innalzamento termico, i suoi livelli plasmatiti estate risultano aumentati (Abilay et al.,
1975; Igono et al., 1987; Ronchi et al., 2001).

In conclusione, lo stress da caldo ha molteplif@tefsul sistema riproduttivo (figura
1); alcuni di questi influiscono direttamente suigeli organi riproduttivi, come l'ipotalamo,
la ghiandola ipofisaria anteriore, I'utero, il ficllo, il suo oocita e 'embrione stesso; altri,

invece, agiscono indirettamente modificando i patnmetabolici.

Effetti dello stress da caldo sulla crescita

Quando un animale cresce in condizioni di stressit® riduce l'accrescimento
medio giornaliero e l'efficienza di conversione aitrienti in tessuti (Ames et al., 1980).
Inoltre, lo stress termico influisce anche sullanposizione corporea (NRC, 1981) e sui
parametri biometrici di crescita delle manze deelétacetera et al., 1994).

L'esposizione di bovine da latte gravide alle adtenperature influenza la crescita e lo
sviluppo del feto (Collier et al., 1982). Gli efiiedello stress da caldo sulla crescita di manze
da latte sono state illustrati da Baccari et @8@). Questi autori hanno osservato un aumento
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della temperatura corporea, una ridotta ingestidnsostanza secca, un ridotto tasso di
accrescimento e una diminuzione

delle concentrazioni plasmatiche di ormone dellscita e triiodotironina. Giovani
manze Holstein (160 + 20 giorni) esposte ad eletatgperature sono cresciute il 25% in
meno rispetto a manze allevate in condizioni dintareutralita (Nardone et al., 1993), e
hanno mostrato una significativa riduzione dellpadta corporea e dello sviluppo della

mammella (Lacetera et al., 1994).

Effetti dello stress da caldo sulla salute

E generalmente accettato che lo stress da caldmssiaciato ad una maggiore
incidenza di problemi di salute (Martin et al., $9¥Webster et al., 1983; Silanikove, 2000;
Kadzere et al., 2002; Lopes-Gatius et al., 2002).

Gaughan et al. (2009a) hanno affermato che le ®ldégmperature ambientali possono
influire sia direttamente che indirettamente ssilato di salute degli animali da reddito. Le
influenze indirette includono tutte quelle malattiee derivano da una ridotta ingestione di
nutrienti, dall’alterazione degli equilibri nellalofa microbica (intorno ed all'interno
dell'animale) e dalla riduzione della capacita ésistere agli agenti infettivi, alla carenza
d’acqua ed alle patologie di origine metabolica.dlevate temperature ambientali possono,
indirettamente, modificare anche [lincidenza di uale patologie parassitiche e
batteriologiche; diversi studi sulle bovine dadatiportano un aumento di eventi mastitici
durante la stagione estiva (Morse et al., 1988;9&/at al., 1998). Una migliore capacita di
sopravvivenza e/o moltiplicazione dei patogeni o ldeo vettori (Chirico et al., 1997), o
un’azione negativa dello stress da caldo sui mesgamifensivi (Giesecke, 1985) sono state
indicate come potenziali cause.

Diversi studi hanno riportato un maggior rischiontortalita durante i mesi piu caldi
(Hahn et al., 2002; Dechow e Goodling, 2008; Vi&lial., 2009), e un aumento del tasso di
mortalitd & stato registrato in corrispondenzawding climatici estremi (Hahn et al., 2002).
Vitali et al. (2009) indicano che, quando il THI ssamo e minimo supera i valori di 80 e 70,
rispettivamente, si ha un aumento del tasso diati@grtdovuto allo stress da caldo; se, poi, i
valori sono maggiori di 87 e 77, rispettivameniteisichio di morte, causata da stress termico,
diventa massimo.

Inoltre, i cambiamenti metabolici (DuBois e William1980; Pavlicek et al., 1989;

Lacetera et al., 1996), il bilancio tra sostanzadamnti ed antiossidanti (Harmon et al., 1997;
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Trout et al., 1998; Bernabucci et al., 2002b) emledificazioni delle funzioni immunitarie
(Soper et al., 1978; Kelley et al., 1982; Elvingeal., 1991; Kamwanja et al., 1994; Nardone
et al., 1997; Lacetera et al., 2002) possono ragptare degli esempi di fenomeni correlati

allo stress termico che possono influire sullateadiei ruminanti.

Salute del rumine

Gli effetti negativi dello stress da caldo sulldusa del rumine, dovuti a diverse
ragioni biologiche e manageriali, sono da tempaosoiuti (Bernabucci et al., 2009; Kadzere
et al.,, 2002; Mishra et al., 1970). Vacche in stresmico consumano meno alimento e,
conseguentemente, ruminano meno; cio porta adidnaione delle sostanze tampone che
entrano nel rumine (la ruminazione rappresentatiimoto principe della produzione di
saliva). Inoltre, poiché il sangue viene distribuihaggiormente verso le aree periferiche
dell’animale (nel tentativo di aumentare la disgipae del calore) e, quindi, si riduce il flusso
sanguigno nel tratto gastrointestinale, i prodftiali della digestione (acidi grassi volatili,
principalmente) vengono assorbiti con minor effizie, facendo aumentare il contenuto di
acidi grassi volatili del rumine.

Ancora, 'aumentato tasso di respirazione causamaremento della quantita di GO
esalata, contribuendo all’instaurazione di una code di acidosi metabolica; infatti, per
mantenere costante il pH sanguigno, I'organismes&ta di mantenere un rapporto di 20:1
tra bicarbonato e CODiminuendo i livelli circolanti di C@a causa dell’iperventilazione, il
rene e costretto ad eliminare il bicarbonato, pantenere costante il rapporto suddetto. Cio,
tuttavia, riduce la quantita di bicarbonato che pasere utilizzato (via saliva) come tampone
per mantenere il pH del rumine intorno al valor& @ (Bernabucci et al., 2010).

Probabilmente, il comportamento alimentare puo ridmunte all'instaurazione di
un’acidosi ruminale. In condizioni termo-neutr&idovine consumano dai 12 ai 15 pasti nelle
24 ore, mentre quando sono sottoposte a stresslda cnumeri di pasti possono essere
ridotti a 3-5 nelle 24 ore aumentando la quantitalidhento ingerita per pasto. Questo puo

provocare una maggior produzione di acidi dopo pasto.

Stato metabolico
La riduzione dell'ingestione di sostanza seccaadtte risposte fisiologiche allo stress
da caldo (aumento dei fabbisogni di mantenimentda$si di respirazione e di sudorazione,

ecc...) determinano, in bovini e ovini da latte, aaroni significative degli indici biochimici
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del metabolismo energetico, proteico e mineralelldunzionalita del fegato (Ronchi et al.,
1995), che possono favorire I'insorgenza di disardietabolici.

Pavlicek et al. (1989) riportano che lo stress alda aumenta l'incidenza di chetosi
nelle bovine da latte. Ancora, I'esposizione diclee da latte ad inizio lattazione ad elevate
temperature ambientali provocava una maggior irestrg di ipoglicemia, alti valori di acidi
grassi non esterificati (NEFA) [idrossibutirrato, tutti indici di deficit energeti, eccessiva
lipomobilizzazione e chetosi sub-clinica (Lacetesd al., 1996). Allo stesso modo,
'esposizione di pecore da latte alla radiazion&rsodiretta in condizioni di clima caldo
causava una riduzione dei valori plasmatici di gic (Bertoni et al., 1991) ed un aumento
dei livelli plasmatici di NEFA (Sevi et al., 1999).

Lo stress da caldo & anche responsabile di unaataatiduzione dell’abilita di sintesi
del fegato, come testimoniato da una riduziondidgelii circolanti di albumina e colesterolo,
e parzialmente anche dei disordini epato-biliare a riscontrano durante i periodi estivi
(Ronchi et al., 1999).

L'eccessivo tasso di respirazione che si registrando I'animale si trova in stress
termico é responsabile di elevate perdite di,@0del conseguente innalzamento del pH
plasmatico (come riportato precedentemente) chepputare ad una alcalosi respiratoria sia
nelle pecore che nelle vacche da latte (Sanche#.,ei994). Elevate perdite di anidride
carbonica (aria espirata), potassio (sudore) eos@dine) sono responsabili della riduzione
del bilancio cationi-anioni (sodio+potassio-clof@)est et al., 1992; Ronchi et al., 1997; Sevi
et al., 2001).

Funzione immunitaria

E stato riportato che gli effetti delle elevate parature ambientali sulla resistenza
alle malattie infettive e sulla risposta immunigaridegli animali omeotermi dipende da
numerose variabili, tra cui la specie e la razaagurata dell’esposizione, la severita dello
stress o il tipo di risposta immunitaria presaonsiderazione (Kelley, 1982).

Una elevata suscettibilita alle infezioni & stapemtata per le bovine che si trovano in
stress da caldo (Webster, 1983) ed una serie dii sbmo stati fatti per trovare la relazione tra
stress da caldo e funzione immunitaria delle boy8wper et al., 1978; Kelley et al., 1982a,;
Elvinger et al., 1991; Kamwanja et al., 1994; Lacatet al., 2002). Tuttavia, probabilmente a
causa delle marcate differenze nelle condizionrismntali, i risultati di questi studi non
sono univoci. Soper et al. (1978) hanno descritta proliferazione linfocitaria in bovine

Holstein durante |'estate.
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Lavorando con i vitelli, Kelley et al. (1982a) hanooncluso che lo stress da caldo
altera la risposta immunitaria e che i cambiameéegjli eventi immunitari dipendono dal tipo
di risposta immunitaria e dal tempo di esposizidee vitelli allo stress. In un altro studio,
sempre sui vitelli, gli stessi autori (Kelley et,al982b) hanno dimostrato che lo stress da
caldo non ha effetti diretti sulla proliferazioneagllule mononucleari del sangue periferico
stimolate con mitogeni. Inoltre, due studi in vithanno dimostrato che I'esposizione di
linfociti bovini a shock termico severo, ma ridottel tempo, riduceva la risposta ai mitogeni
e diminuiva il numero di cellule vitali (Elvinget al., 1991; Kamwanja et al., 1994).

Lacetera et al. (2002) hanno riportato che un naidestress termico non influisce
significativamente sulla proliferazione di cellul®nonucleate del sangue periferico stimolate
da mitogeni.

Sevi et al. (2001) hanno verificato che pecoreatite lesposte a radiazione solare ed
elevate temperature ambientali mostravano una nrieposta all'iniezione intradermica di
fitoemaglutinine che indicano una depressione dalfgosta immunitaria cellulo-mediata.

L'elevata reattivita delle cellule mononucleari dsangue periferico isolate da
ruminanti in stress termico potrebbe essere doautambiamenti dello stato endocrino
causati dallo stress da caldo (Johnson, 1987; Rend., 2001). In particolare, lo stress da
caldo cronico e associato 0 a un calo degli ornmamunodepressivi, ovvero glucocorticoidi
(Kelley, 1982), o ad un aumento della prolattinbe ¢dn molte specie agisce come forte
stimolatore della crescita linfocitaria (Buckleg@).

Risultati contraddittori sono stati riportati sutldazioni tra stress da caldo e contenuto
colostrale di immunoglobuline nelle bovine da lafi&ruse, 1970; Shearer et al., 1992;
Nardone et al., 1997; Lacetera, 1998; Laceterd.eR@02). Kruse (1970) e Shearer et al.
(1992) riportano rispettivamente che la concentrazidelle immunoglobuline totali del
colostro prodotto in estate non differisce o e &ggente piu alta di quello prodotto nella altre
stagioni.

In uno studio condotto in camere climatiche, Naelehal. (1997) hanno dimostrato
che il valore del THI era associato al livello IgG e IgA colostrali in bovine da latte
primipare. Lacetra et al. (2002) hanno invece tgtorche un moderato stress da caldo non
modifica il valore protettivo del colostro dellewboe.

Diversi studi, condotti sia in condizioni di cammhe in ambiente controllato,
documentano un piu elevato tasso di mortalita edlac€meggiamento dell'immunizzazione
passiva in vitelli nati durante il periodo estiMddrtin et al., 1975; Stott, 1980; Donovan et
al., 1986; Nardone et al., 1994; Lacetera, 1998t et al. (1975) hanno documentato un
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elevato tasso di mortalita dei vitelli nati durartestate. Stott (1980) ha dimostrato un
danneggiamento dell’assorbimento di immunoglobutingitelli nati in condizioni di clima
caldo. Donovan et al. (1986) hanno registrato minmncentrazioni plasmatiche di
immunoglobuline in vitelli nati in estate. Nardoeeal. (1994) hanno affermato che vitelli
nati in condizioni di clima caldo ed alimentati comlostro prodotto da vacche esposte a stress
da caldo durante l'ultima fase di gestazione masaima un minor aumento dei livelli di
immunoglobuline plasmatiche rispetto alla contropaata in condizione di comfort termico.
Viceversa, in uno studio condotto in campo, Laeetet al. (2002) non hanno
osservato una riduzione dellimmunizzazione passiedia prole in bovine da latte che

presentavano un moderato stress da caldo.

Bilancio tra sostanze ossidanti ed antiossidanti

Lo stress ossidativo che risulta da una maggiodymrione di radicali liberi e sostanze
reattive all'ossigeno e/o dalla riduzione delleedé antiossidanti, porta al danneggiamento di
macromolecole e all’alterazione del normale metabw (Trevisan et al.,, 2001). Quando
forme reattive all'ossigeno vengono prodotte pilbeemente di quanto esse possano esser
neutralizzate dai meccanismi antiossidativi, pugspntarsi uno stress ossidativo (Sies, 1991).
Queste condizioni possono contribuire e/o portdeerascita di problemi di salute nei bovini
(Miller et al., 1993)

Harmon et al. (1997) hanno verificato una riduziated!'attivita antiossidante nel
plasma di bovine in stress da caldo. Trout etl®198) non hanno riportato effetti di una breve
esposizione ad elevate temperature ambientali soflacentrazione nel muscolo di
antiossidanti liposolubili o-tocoferolo, B-carotene, retinolo e retinil-palmitato). Calameri
al. (1999) hanno, invece, dimostrato una riduzideelivelli plasmatici dia-tocoferolo ep-
carotene ed un aumento delle concentrazioni plasineatdi sostanze reattive all’acido
tiobarbiturico in bovine da latte sottoposte assrermico.

In uno studio in campo Bernabucci et al. (2002)noaprovato che un moderato
stress da caldo non modifica i marcatori plasmadieilo stato ossidativo in bovine in
transizione. Al contrario, nello stesso studio @litori hanno notato differenze nello stato
ossidativo tra I'estate e la primavera quando vamivpresi in considerazione gli eritrociti; in
particolare, gli eritrociti presi in estate mos@&aw una maggior attivita della superossido
dismutasi (SOD) e della glutatione perossidasi (&XFE) ed un piu elevato contenuto
intracellulare di tioli e sostanze reattive all@eitiobarbiturico.

32



Gli autori concludevano lo studi affermando che maderato stress da caldo puo
causare uno stress ossidativo e che i marcatoseptienegli eritrociti, e non nel plasma,
possono rappresentare un appropriato modello pdiasé lo stato ossidativo di bovine da
latte in transizione sottoposte a moderato sterssi¢o.
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1.3METODI PER LIMITARE L EFFETTO NEGATIVO DEL CALDO

Per limitare gli effetti negativi delle temperatumbientali elevate sulla vacca da latte

sono stati proposti tre diversi schemi di intereefBeede e Collier, 1986) relativi a:
1. - selezione di razze meno sensibili al caldo;
2. - interventi nutrizionali e di management dell’'aéintazione;
3. - modificazioni fisiche dell’ambiente;

Risultati di maggiore rilievo sono stati ottenutilsppando un approccio al problema
di tipo integrato (Shearer e coll. 1991).

Per quanto riguarda I'approccio di tipo genetico egistono in sostanza informazioni
circa la possibilita di migliorare I'adattabiliteelle bovina da latte a condizioni di elevate
temperature. | maggiori problemi sono relativi ahaturale complessita del fenomeno
“adattamento termico” ed alle difficolta nel setazire contemporaneamente 'adattabilita e
la produzione.

Lo stress da caldo puo influenzare lo stato nuniaie attraverso un effetto sui
fabbisogni assoluti dei singoli nutrienti, inducendna riduzione dell'ingestione totale di
alimenti ed influenzando i processi fisiologici etabolici (Beede e Collier, 1986).

Come conseguenza gli interventi di tipo nutrizienpbssono rappresentare un’altra
strategia utilizzabile per le bovine da latte espas caldo.

Le tecniche tese a modificare le condizioni fisicthel'ambiente consentono di
ottenere i migliori risultati nei confronti delldress da caldo, in tempi brevi e con un piu

favorevole bilancio tra costi/benefici. Tali tedmécsi possono suddividere in passive ed attive.

1.3.1MODIFICAZIONI FISICHE DELLAMBIENTE

Una prima serie di interventi, definiti passivi,latevi cioé ai materiali, alla
conformazione ed alla disposizione dell'involucrdiliegio, ha lo scopo di ridurre I'effetto
delle variazioni climatiche esterne sulle condiziomcroclimatiche interne del locale di
allevamento. Fermo restando che solo in fase diwcnene della stalla & possibile risolvere i
problemi d'esposizione, di ventilazione e di cotbeione, esistono soluzioni che possono
efficacemente essere adottate in strutture preesist

In sede di progettazione € necessario tenere inidenazione che le stalle orientate

nord-sud sono piu esposte alla radiazione solapetto alle stalle con orientamento est-ovest.
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Alle latitudini che caratterizzano il territoricaltano, la maggiore incidenza delle radiazioni
solari nelle stalle con orientamento nord-sud paggle condizioni microclimatiche interne
alla stalla, € quindi da preferire I'orientamentst-evest. Un orientamento ottimale del
ricovero permette di limitare I'esposizione allaiezione solare degli elementi di chiusura
(tamponamenti, serramenti, coperture); tale esmyszpuod essere limitata, non solo dalla
coibentazione della coperture, ma anche dalla gpedizione di opportuni accorgimenti per
le strutture del ricovero e per le aree esternpeste. Tra le possibili soluzioni va ricordato il
posizionamento di sporti di tetto (1 m) per 'omdpgeamento delle pareti di tamponamento e,
in corrispondenza di lati aperti o finestre, perboeggiare le aree aperte del ricovero; la
messa a dimora di cortine alberate nei lati SudvesO qualora la stalla predisponga di un
paddock (& tuttavia indispensabile collocare ildeein maniera razionale ed in modo che non
ostacoli la ventilazione naturale della stalla)l @asizionamento di reti ombreggianti ad
un’altezza minima di 3,5 m, con un’inclinazione néa allo sgrondo per evitare I'effetto vela
e che garantiscano una superficie minima d’ombea@&linf'capo.

D’estate la ventilazione naturale va esaltata atsinao grado. Essendo limitata la
differenza tra interno ed esterno, piu che I'effatamino va sfruttato I'effetto vento. Anche
una leggera brezza di 0,5-0,6 m/s, puo esserecigulfe a ricambiare I'aria all’interno della
stalla, purché questa sia opportunamente orieatdistanziata da altri edifici.

Da questo punto di vista, da qualche anno a quest®, sono comparse anche in
Italia alcune tipologie di stalle libere di tipoeafo, caratterizzate da ampie aperture laterali.
Le pareti possono essere quasi eliminate, in maddadorire al massimo la ventilazione
naturale. In questi casi, oltre al notevole ricamtbiaria, che mantiene le condizioni interne
non molto dissimili da quelle esterne, si ha urvata ventosita in prossimita degli animali
che favorisce la dispersione di calore sensibdéleassa i livelli di umidita relativa parametro
che incide sulla percezione delle alte temperat&@ietratta di soluzioni progettate per
ambienti caldi e ventosi. Tuttavia, anche nelletmosondizioni la velocita dell’aria non & cosi
ridotta come si potrebbe pensare.

Possibili inconvenienti di queste strutture moltpede sono rappresentati dalle
difficolta di ombreggiamento e, durante l'inverrd,protezione degli animali dal freddo; il
posizionare reti ombreggianti € utile per aumentareona d’'ombra all’interno e all’esterno
della stalla.

Si parla di interventi attivi quando si opera unndizionamento artificiale
dellambiente di allevamento mediante appareccheatmeccaniche e idrauliche volte a

modificare artificialmente alcuni parametri ambadntguali la temperatura, I'umidita e la
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velocita dell'aria (Frazzi, 1995). In genere si tta di interventi che richiedono
un’impiantistica adeguata e fonti energetiche dpda. Uno degli interventi attivi riguarda la
ventilazione forzata. In questo caso la ventilagjguiu che operare il ricambio dell’aria nel
ricovero, ha la funzione di creare delle correfdrid artificiale in prossimita degli animali al
fine di indurre negli stessi una maggiore dispersiodi calore. Questa tecnica di
condizionamento puo essere applicata con succastdté le tipologie di stalle. Anche un
movimento dell’aria limitato, dell’'ordine di 0,3®m/s, puod gia consentire di ridurre lo stress
da caldo (Calamari e coll. 1994). Tuttavia, quarsiilcaggiungono valori di temperatura
piuttosto elevate (oltre 29-30°C), con vacche di agmto livello produttivo, la velocita
dell'aria in prossimita degli animali non dovrebbssere inferiore a 0,9 m/s, con valori
ottimali di 1,2 m/s, in grado di abbassare la terafpea corporea di 3,5°C (Frazzi e coll.,
1998). Velocita dell’'aria di 1,2 m/s sono otteriilgibn impianti di ventilazione relativamente
semplici e con costi contenuti, come ventilatorgtainde portata e bassa prevalenza in grado
di muovere grandi masse d’aria. Per migliorarefitefnza dell'impianto di ventilazione si
possono impiegare ventilatori elicoidali di dianoetevato (1 m) posizionati ad una altezza
da 1,8 a 2,4 m con un’angolazione di 30° rispetla &nea ortogonale al piano di
calpestamento, disposti ad una distanza sulla lireeaentilatori di circa 6 m (Calegari e
Veronesi, 2002). Di massima importanza € la vezititze in tutto il ricovero e in particolare
in sala d’attesa, dove le bovine sono costrettenanere per un certo periodo di tempo in
condizione di sovraffollamento e quindi di maggidisagio, in modo da evitare la
concentrazione di bovine nelle zone meglio verdilat

Spesso si tende ad istallare i ventilatori soltamttla corsia di alimentazione per
indurre le bovine a sostare maggiormente in queetee della stalla, con I'obiettivo di
favorire I'ingestione. Una soluzione di questo tgero tende a favorire la presenza di animali
in piedi ed a ridurre il periodo dedicato al rippsmn conseguente aumento di stress
dell’'animale. Quindi &€ importante ventilare ancaebdna di riposo, per consentire alle bovine
di riposare adeguatamente.

La ventilazione forzata pu0 essere convenientemabtdnata ad un sistema di
raffrescamento di tipo evaporativo. L'evaporaziode acqua, processo endotermico,
rappresenta una delle tecniche piu efficaci perasfdire la temperatura all’interno del
ricovero. Una delle tecniche piu diffuse e rappnésta dal cosiddetto raffrescamento
evaporativo, basato sull'impiego di grandi ventlaevaporatori, dotati di filtri umidi, entro i
quali viene fatta passare I'aria di ventilazionke ¢n questo modo si arricchisce di umidita,

raffreddandosil’aria umidificata e raffrescata viene cosi convaigl all'interno della stalla a
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beneficio delle vacche. Questo € un sistema chasfe buoni risultati nelle stalle chiuse,
dotate di buon isolamento termico, nelle quali éstale praticare un ricambio controllato e
forzato dell’aria di ventilazione. Una seconda teanprevede I'impiego combinato di
ventilatori e nebulizzatori; una serie di ugellbnézzatori, 1 o 2 per ventilatore, funzionanti a
elevata pressione erogando acqua nebulizzata geetm evapora nell’atmosfera, abbassando
la temperatura dell’aria. Il sistema dispone di termostato che fa entrare in funzione
'impianto quando la temperatura interna supera sogli prestabilita; il funzionamento
avviene a cicli 5-15 minuti, con tempi di aspergiah 0,5/1,5 e di sola ventilazione di 3,5-
14,5 minuti. Il rapporto fra tempo di aspersionesaa ventilazione dovrebbe variare in
funzione della temperatura dell’ambiente interndeé volume di erogazione unitario degli
ugelli. Con questi impianti si puo ottenere un aslamento di 2-3°C dell'aria di ventilazione
ed un limitato incremento di umidita. Una terzaniea si basa sull'impiego combinato di
ventilatori ed erogatori d’acqua a bassa presdigoeciolatoi o docce). Il principio € analogo
a quello precedente, soltanto che in questo cgsorga piu direttamente alla bagnatura degli
animali, ottenuta in maniera piu marcata, impiegameh sistema che eroga un maggior
guantitativo di acqua. Anche in questo caso € acesprovvedere alla ventilazione forzata
per favorire 'evaporazione dell’acqua direttameaté corpo della bovina.

Diverse ricerche condotte negli USA, negli anni 800, hanno messo in evidenza
I'importanza di queste ultime due tecniche di clizeazione nell'attenuare lo stress da calore
nelle stalle di bovine da latte (Strickland et89; Igono et al., 1985; Turner et al., 1992;
Beede et.al., 1987; Bucklin et al., 1991).

In particolare, in molti casi si € riscontrata lgsriorita dei sistemi di raffrescamento
che prevedono la bagnatura dell’animale e quirelidporazione diretta di acqua dalla cute
della bovina, rispetto a tecniche tese a ridurfeasto la temperatura dell’aria (Bucklin et.
Al., 1991, Li net al., 1998). D’altra parte peroegto sistema comporta un maggior consumo
di acqua, la bagnatura delle pavimentazioni e ¢alyirione di notevoli quantitativi di liquami
di risulta.

Esiste poi un problema di clima, poiché le tecnibhsate sul raffrescamento mediante
evaporazione sono certamente piu adatte ai climdioesecchi piuttosto che a quelli caldo-
umidi. Inoltre, anche la tipologia delle struttugdilizie e degli impianti puo avere la sua
importanza nella scelta dell’'uno o dell’altro siegedi climatizzazione.

Per limitare questi effetti negativi del sistemavdntilazione abbinato ad erogatori di
acqua a bassa pressione sembra preferibile il decamstema, ventilatori abbinati a

nebulizzatori, con I'accorgimento di adottare nétmatori con maggiore portata, in modo da
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bagnare gli animali senza un’eccessiva bagnaturpadémento. Frazzi e coll. (2000) hanno
dimostrato che i due sistemi di raffrescamento eotwo di ottenere risultati analoghi in

termini di temperatura rettale, atti respiratorpguzione e qualita di latte. L'impianto basato
sulla combinazione ventilatori e nebulizzatori cmte pero di ridurre il consumo di acqua e
di bagnare meno le zone coperte dellimpianto. dressiva bagnatura delle pavimentazioni
0, peggio ancora della zona di riposo, comportatintliversi svantaggi dal punto di vista

igienico-sanitario. Inoltre 'uso di nebulizzat®i presta meglio a condizionare in maniera
uniforme tutto il ricovero e dall’osservazione aeimportamento degli animali, si € notato
che le bovine preferiscono bagnarsi sotto I'imppardi nebulizzazione piuttosto che

direttamente sotto la linea dei gocciolatoi (Frazzoll., 2000).

1.3.2MANAGEMENT AZIENDALE DURANTE IL PERIODO CALDO

Limpiego di sistemi atti al miglioramento del mo@iima possono ridurre il grado di
stress, ma non eliminano il problema. Risulta nemes, quindi, applicare una serie di
accorgimenti nella gestione della stalla, ponenaitigolare attenzione agli aspetti della vita
produttiva dell’animali che vengono compromessi situazioni di stress. Particolare

attenzione dovra essere rivolta alla gestionealetientazione e della riproduzione.

Gestione dell’alimentazione

Come detto in precedenza la condizione di stressatlZo comporta una serie di
risposte adattative. La vacca da latte modificgrapria risposta metabolica e riduce la
quantita di sostanza secca ingerita. La riduzioeleconsumo di alimento determina una
riduzione della funzionalitd ruminale e della proawme di saliva causando un aumento
dell'acidita ruminale. Inoltre, la redistribuziordel flusso sanguineo a favore delle aree
periferiche per favorire la dispersione di calaemporta una riduzione del flusso sanguineo
nel tratto gastroenterico; ne consegue che i ptiodetla digestione ruminale, acidi grassi
volatili, vengono assorbiti con meno efficienzaywecando un’ulteriore abbassamento del pH
(Bernabucci et al, 2009). Lo stesso effetto € peatm dell'incremento degli atti respiratori.
Liperventilazione aumenta 'esalazione di £€ausando il relativo abbassamento degli ioni
HCQO;™ nel sangue e di conseguenza la quantita di taiinella saliva che congiuntamente al
decremento della quantita di saliva ingerita, rerdo bovini molto suscettibili ad acidosi
ruminale sub-clinica e acuta (Kadzere et al., 200Ber compensare la riduzione delle

quantita di alimento ingerito si ricorre alla fortazione di razioni ad alta densita energetica e
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proteica, tale pratica deve essere condotta coranadtenzione al fine di provocare una
minima alterazione del pH ruminale.

La gestione dell'alimentazione dei bovini da lattecondizione di clima caldo € stata
ampiamente studiata da numerosi autori (Fuquayl;1@llier et al., 1982; National
Research Council, 1984; Beede and Collier, 1986 é&wal., 1988; Huber et al., 1994;
Sanchez et al., 1994; West, 1994; West, 1999; Z@613; Kadzere et al., 2002). Al fine di
mantenere la propria omeostasi durante lo stressd® viene alterato il fabbisogno di alcuni
nutrienti; cid unitamente alla riduzione della sosfa secca ingerita, implica una
riformulazione della razione.

Negli animali stressati, I'efficienza di utilizzawie dell’energia € ridotta, cio e
risultato del metabolismo elevato e del meccanisoitm ad attenuare la produzione di calore
endogeno (National Research Council, 1981). A cae#la riduzione d’'ingestione, I'energia
della razione risulta un fattore limitante per intl caldi e usualmente, I'approccio e
'aumento della densita energetica riducendo ibdgio e incrementando il contenuto di
concentrati della razione. La logica e che la talgbercentuale di fibra a favore dei
concentrati aumenta I'ingestione e la densita estierg allo stesso tempo si riduce la quantita
di calore prodotto nei processi digestivi. La prmduae di calore relativa alla fermentazione
della fibra, infatti, € maggiore di quella corrisyginte ai concentrati (Reynolds et al., 1991),
e ci0 e legato al quantitativo di fibra ingeritaléa tipologia di foraggio da cui essa deriva.
Sebbene una dieta ricca in concentrati e poveréibch riduca la produzione di calore
metabolico, e sembri implementare I'efficienza tilizzazione dei nutrienti, puo essere causa
di dismetabolie. Nella formulazione e necessarismerare I'impiego di foraggi con fibra di
ottima qualita, facilmente digeribile (polpe di babietole), in una proporzione tale da
garantire una corretta ruminazione ed evitare prabtli acidosi.

Allo scopo di aumentare I'energia della razione teaendo al minimo la produzione
di calore endogeno puo essere effettuata la graasaella razione. La conversione dei grassi
ingeriti in grasso corporeo € altamente efficiesgecomparata alla conversione di acetato in
acidi grassi (Baldwin et al., 1980). Inoltre, siuce la quantita di calore metabolico prodotto
per unita di energia ingerita (Baldwin et al., 198Gse si paragona ad amido e fibra, il grasso
provoca un piu basso incremento di calore nel ren{vn Soest, 1982). Quanto detto
conferma che l'impiego di grassi nella razione paomentare ['efficienza e ridurre
incremento di calore portando beneficio durantstéaione calda (O’Kelly, 1987, Skaar, et
al., 1989, Bunting, et al., 1992; Bunting et a@9&; Knapp and Grummer, 1991; White et al.,

1992). Alcuni autori ritengono che tale pratica pwere effetti negativi (Gaughan and Mader,
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2009), o risultati inconsistenti (Moody et al., ¥961971, Saunders et al.,1990). La
spiegazione risiede nel quantitativo di grassi ggpii che, se elevato, puo avere effetto
tossico sulla microflora ruminale (Van Nevel andnigger, 1988). L'aggiunta di un
guantitativo di grassi compreso tra il 3 e il 5 @Wnrha un effetto tossico sulla microflora
ruminale (Palmquist and Jenkins, 1980).

La percentuale pu0o essere ancor piu aumentata 'copidgo di lipidi protetti
(Kronfeld et al., 1980).

| grassi possono essere impiegati con estremalaatgaendo in considerazione che a
certe quantita riducono I'appetibilita della razoa interferiscono con la crescita microbica
ruminale. E’ da preferire I'impiego di lipidi inem bypass che vengono digeriti nell’intestino
tenue in misura minore al 7 % della razione.

Gli studi sul metabolismo indicano chiaramente hetress da calore genera nella
vacca da latte un bilancio azotato negativo (Kaendbhnson, 1970) anch’esso per effetto
della riduzione di assunzione di cibo che di sdditosserva durante i periodi caldi (Ronchi et
al., 1999; Shwartz et al., 2009; O'Brien et al.1@0 Considerando la riduzione di apporto
energetico e un maggiore fabbisogno durante lesta calore, un supplemento di proteina
puo essere utile anche per soddisfare il fabbisognergetico dell'animale. Tuttavia,
aumentare l'assunzione di azoto in una situaziorauii I'energia € un fattore limitante, puo
portare a uno squilibrio energia/proteine, e quindurre l'efficienza e compromettere la
salute degli animali. Infatti, va considerato chealimentazione con eccesso di proteine e
associata ad un aumento dei costi energetici.

Danfaer et al. (1980) notarono una riduzione daitaluzione di latte di oltre 1,4 kg in
bovine alimentate con una dieta contenente il 23%rdteine grezze rispetto alla dieta
contenente il 19% di proteine, evidenziando I'agsnone tra costo energetico per la sintesi e
la secrezione di urea e riduzione della produzinatte (Oldham, 1984). Da cio si deduce
che per sopperire al deficit energetico, risulta@ha&n necessario modulare la quantita di
proteina grezza. Oltre alla quantita, notevole irtgpza viene attribuita alla qualita delle
fonti proteiche (solubilita e/o di degradabilitzadore biologico.

Zook (1982) ha studiato gli effetti di due divdrselli di solubilita delle proteine (40 e
20%) durante condizioni di stress termico. Vacclmaentate con una dieta ricca di proteine
meno solubili mostravano un miglioramento del liian dellazoto ed aumentavano
I'ingestione di alimento nonché una maggiore préshe di latte rispetto ad individui
alimentati con una dieta ad alto contenuto di pnetsolubili.
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Anche vacche da latte alimentate con una dietaipoa di lisina (241 g/d, 1% della
sostanza secca) mostravano un aumento della pooduzii latte di 3 kg rispetto a diete
contenenti 137 g/d di lisina (0,6% del DM) (Hubegrk, 1994).

In sintesi, per sopperire alla riduzione della ditardi sostanza secca ingerita causata
dallo stress da calore, € necessario aumentaneeilol di proteina della razione. Tuttavia,
questo aumento deve essere fornito come proteinelagradabile o con un miglioramento
della qualita delle proteine e aminoacidi essenZisbprattutto lisina). Un eccesso di
assunzione di proteine altamente degradabile polrtan utilizzo inefficiente nel rumine, che,
a sua volta, richiedera all'animale un dispendiergetico per convertire tali fonti proteiche
(come azoto) in urea che € in gran parte sararditaicon le urine e il latte.

A seguito dei processi di acclimatamento vienerabe il metabolismo minerale
(Ronchi et al., 1999), viene modificato il fabbisogdi microelementi (Beede et al., 1983;
Schneider et al., 1986) e il bilancio elettroliti¢Gollier et al. 1982; Shalit et al., 1991;
Schneider et al., 1988). Shalit et al. (1991) dimaweno che durante il periodo estivo
aumentano i quantitative di Na, K and ClI nel |&tteel sudore, con conseguente riduzione di
guesti elementi nel sangue (Ronchi et al, 19959719999). Laumento della sudorazione
durante l'ipertermia e responsabile per la maggeerdita di K (Johnson, 1970; Beede et al.,
1983). Jenkinson and Mabon (1973) hanno osservatoarcato aumento della percentuale di
perdita di Na, Mg, Ca e CI, ma non P, correaltatp@snente con il livello di sudorazione.

Ronchi et al. (1995; 1997) trovarono una riduziaigda calcemia e fosforemia e
bilancio acido/base in vacche esposte a condigiiotlima caldo.

Negli animali esposti a condizioni di caldo amb#atpossono verificarsi disturbi
dell'equilibrio acido-base derivanti da alcalosspieatoria (Schneider et al., 1984) con
successiva compensazione renale, aumentando fesweurinaria di bicarbonato e Na, la
conservazione renale di K (Collier et al, 1982garhento di ritenzione di Cl (Escobosa et al,
1984; Ronchi et al, 1995; West et al, 1991). Quasfmste sono responsabili della variazione
del bilancio cationi-anioni nel sangue (CAB = N&K+ CI| come descritto da West et al,
1992). Valori piu alti di CAB derivano da alti liliedi Na e K e/o bassi livelli di Cl, quindi,
CAB si riduce con l'esposizione a condizioni didea(Ronchi et al., 1995; 1997).

Poiché gli elettroliti sono un elemento chiave aetlhimica acido-base, la loro
integrazione e fondamentale per i meccanismi oragostlurante stress da calore. A questo
proposito, alcuni studi (Mallonee et al., 1985;hi&&der et al., 1984; West et al, 1987) hanno
evidenziato effetti positivi di integrazioni di Kogra raccomandazioni minime (NRC, 1989)

su vacche in lattazione durante il periodo caldoltie, Schneider et al. (1986) integrando la
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razione con 0,55% di Na hanno dimostrato una maggssunzione di sostanza secca e
produzione di latte rispetto a quelli alimentatndo 0,18% di Na.

L'uso di tamponi contribuisce anche alla riduzideepH ruminale.

Condizioni stressanti aumentano nell’organismo labititazione di vitamine dai
tessuti e la loro escrezione (Siegel, 1995), detertngdo una carenza marginale di vitamina o
un aumentato fabbisogno. Lo stress da calore gemamge aumenta la produzione di radicali
liberi, causando stress ossidativo (Bernabucci.e2@02; Pamok et al.,, 2009; Azad et al.,
2010). Integrazioni di Vit. E e Vit. C possono mére gli effetti negativi dello stress da
calore, probabilmente riducendo lo stress ossidatiintegrazione con selenio e vitamina E
ha un effetto benefico sulla fertilita nelle vaceéhe@mbiente caldo (Aréchiga et al. 1998).

Animali alimentati con razioni integrate con niaxi(6 g/die) durante i mesi estivi
hanno mostrato una maggiore produzione di latt@ @likg/d rispetto al controllo (Muller et
al., 1986). E’ stato ipotizzato che la niacinauefhiza il metabolismo lipidico e energetico e

stimola la sintesi delle proteine da microrganismminali.
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1.3.3SSTEMA PREVISIONALE BIOCLIMATICO

Lefficacia degli interventi in risposta allo steegla caldo sono tanto piu efficaci
quanto piu prontamente messi in atto. A tal prdpo$agrometeorologia, intesa come
applicazione delle conoscenze meteorologiche iit@ltura, ed in particolare le applicazioni
bioclimatiche possono rispondere all’esigenza didivatore di avere informazioni

preventive su eventuali situazioni di rischio ddate di calore.

La previsione di indici bioclimatici specifici pdrsettore zootecnico, costituisce per
gli allevatori un valido strumento nella pianifiteze degli interventi e nel miglioramento

delle azioni mitiganti gli effetti negativi del chd finalizzati alla riduzione del rischio.

| sistemi previsionali per I'agricoltura sono d#fun tutto il mondo, al contrario sono
molto limitate le applicazioni di previsioni bioaatiche per la zootecnia. Il sistema “Cool
Cow”, diffuso in Australia dal servizio nazionaleidy Australia, ed in collaborazione con |l
Department of Agriculture, Fisheries and Foresiuygtralian Government), e pubblicato in

rete all'indirizzo_http://www.coolcows.com.guappresenta sicuramente un valido esempio di

sistema previsionale operativo di allerta caldo lgebovina da latte. Un servizio simile é
offerto dallUSDA (United States Department of Agriture) per il territorio statunitense, ed

e accessibile all'indirizzo http://www.ars.usda.fidain/docs.htm?docid=2538Entrambi i

servizi hanno lo scopo di fornire informazioni sustenti per assistere I'allevatore nelle scelte
gestionali durante la stagione calda. Oltre adrmézioni di carattere tecnico, vengono
pubblicate delle mappe previsonali specifiche pelbdvina da latte che riportano i livelli di

THI e il relativo grado di rischio.

In Italia non esistono sistemi di previsione dellTHittavia un valido sistema di
monitoraggio di questo indice e stato creato dabaRimento Specialistico Regionale
IdroMeteoClimatico dell’Agenzia Regionale per lsotezione delllAmbiente della Sardegna
(Arpas) e divulgato mediante internet all'indinizz

http://www.sar.sardegna.it/servizi/agro/thi.asp.

1.4HEAT SHOCK PROTEINS
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La biosintesi proteica rappresenta l'ultima tappd percorso molecolare seguito
dall'informazione genetica che procede dal DNAR&A, alle proteine. Il prodotto finale,
perd, non € una proteina perfettamente funziondnfaiti, per essere definita tale, deve
anzitutto ripiegarsi o, per usare un inglesismoyedandare incontro al fenomeno del

“folding” (ripiegamento).

Tutta l'informazione di cui un polipeptide neceasjter adottare la struttura nativa e
contenuta nella propria sequenza aminoacidicaaté possibile acquisire tale nozione grazie
ad esperimenti su una ribonucleasi purificata @aicpeas bovino, condotti dal biochimico
Christian Anfinsen. La ribonucleasi € una piccotat@ina di 124 aminoacidi il cui ruolo e
quello di catalizzare l'idrolisi delle molecole @®NA a livello dei legami fosfodiestere.

Pertanto la sua attivita si misura in base allac#g di idrolizzare le molecole di RNA.

Christian Anfinsen tratto la ribonucleasi con ufelae destabilizza i legami idrogeno)
e con mercaptoetanolo (che riduce selettivamelatgaimi disolfuro), in maniera tale da far si
che la proteina perdesse la sua struttura terzeéasacondaria. A questo punto, misurando
I'attivita della ribonucleasi, egli poté osservatee questa diminuiva con 'aumentare della
concentrazione di urea e mercaptoetanolo utilizedtiinoltre osservo un aumento della
viscosita della soluzione proteica in esame. Rireado I'urea e il mercaptoetanolo tramite
dialisi, al contrario, I'attivita enzimatica ricorapva e la viscosita si riduceva gradualmente

fino a scomparire del tutto.

Cio stava ad indicare che [l'acquisizione della tatra tridimensionale era
indispensabile alla proteina per il suo correttozionamento e, soprattutto ed in questo
consisteva l'innovazione, la proteina denaturatgui@di nella sua conformazione primaria)
tornava spontaneamente alla propria conformazicemorslaria e terziaria, dopo aver

eliminato i denaturanti.

Visti i risultati simili di altri biochimici in sucessivi esperimenti, per anni si € assunto
che in tutte le proteine denaturate in vitro fosssita la capacita di ripiegarsi correttamente
una volta eliminato il denaturante. Si € poi vistee soltanto le proteine piu piccole e con
strutture poco complesse possiedono questa capdc€siatono, infatti, due fattori che

sembrano impedire il corretto ripiegamento di praepiu grandi:

+ latendenza a formare aggregati insolubili;
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+ la tendenza a intraprendere percorsi secondari pdr@ano ad un ripiegamento

scorretto.

Per quanto riguarda la tendenza a formare aggriegatubili durante il ripiegamento,
nel tentativo di proteggere i loro residui idrofabdall’acqua, due o piu polipeptidi diversi
possono aggregarsi tra loro formando complessilub8be pertanto non funzionanti. La
tendenza ad assumere un ripiegamento scorrette¢cenypuo portare a proteine che essendo
mal ripiegate sono instabili e non funzionanti @tpine mal ripiegate stabili anche se

ovviamente non funzionanti.

In vivo il ripiegamento delle proteine intracellulari € Iboorapido. Le cellule di
Escherichia coliad esempio, sintetizzano una molecola proteid®@iaminoacidi in circa 5
secondi alla temperatura di 37 °C. Di certo, quindn si puo trattare di un fenomeno casuale
dalla semplice esplorazione da parte della protdirtatte le possibili conformazioni fino a

raggiungere quella corretta.

Oggi si sa che il folding corretto di una proteidtye che dalla sua composizione
aminoacidica, & determinato dall'aiuto di altretpimee note come chaperoni o Heat Shock
Protein (Hsp). kchaperonesnolecolari furono scoperti nel 1962 da Ritossauihle osservo
che nelle cellule delle ghiandole salivari di larde Drosofila, per esposizione alle alte
temperature, la concentrazione di una particolaoctema del peso molecolare di 70 kDa
aumentava enormemente; tale proteina fu indicataecblsp70. Successivamente, Moran et
al. (1978) notarono che esponendo le cellule a ¢eatypre superiori ai 35°C si rilevava un
calo nella sintesi delle altre proteine della delle i dispositivi deputati alla sintesi proteica
lavoravano a ritmi serrati per la sintesi delle HspAddirittura osservando i cromosomi delle
cellule di Drosofila dopo lo shock termico, € pbdsi rilevare in un certo punto un
rigonflamento dovuto alllaumento, al suo interncella sintesi del RNA messaggero
codificante per le Hsp70.

In realta le Hsp70 appartengono ad una sottoctiisseaperoni che fanno capo ad una
classe piu vasta di proteine prodotte dalla cellalan solo in risposta allaumento della

temperatura ma anche a svariati stimoli e agessi¢oquali:

- fattori ambientali (shock termico, metalli pesantiicotossine, inibitori del

metabolismo energetico, agenti chemioterapici, egc...
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« stati patologici (infezioni, inflammazioni, ischemineoplasie, lesioni da ossidanti,

ecc...);
- fattori cellulari fisiologici (ciclo di divisione @lulare, sviluppo e differenziamento).

Oltre a partecipare al ripiegamento, i chaperominidaanche altre funzioni: possono
stabilizzare le proteine e le membrane (Wang eabD4), mantenere le proteine in strutture
“traslocazione competenti” per permettere a quesiteine di attraversare le membrane degli
organelli (Chirico et al., 1988; Deshaies et a®88), possono fornire I'energia che permette
agli organelli di importare precursori proteici (Beld et al., 1995) ed aiutano ad assemblare
e disassemblare complessi proteici oligomericiigkgl Van der Vies, 1991). Sono anche state

implicate nella degradazione proteica (AgarraberBsce, 2001; Tatsuta et al., 2000).

Inoltre, sono state dimostrate correlazioni tra Hep malattie autoimmuni,
presentazione dell'antigene e immunita tumoralereBii lavori hanno suggerito che alcune
Hsp sono dei potenti attivatori del sistema immannit innato e sono capaci di attivare e far

maturare cellule dendritiche (Min-Fu e Baochond)80

| chaperoni si trovano sia nel citoplasma che neglanelli (nucleo, mitocondri,
cloroplasti, reticolo endoplasmatico e lisosomi)onNsolo, le Hsp sono sicuramente le
proteine meglio conservate durante I'evoluzionepi@atet al., 1994); esse sono, infatti, state
osservate in qualsiasi organismo vivente, daglihAobatteri alle piante fino alluomo. La
corrispondente Hsp70 nei procarioti, denominatakpr@ndivide circa il 50% dell'identita
aminoacidica con la sua omologa eucariotica (HGntet al., 1985). La conservazione della
sequenza aminoacidica delle Hsp si riflette anchi@ sonservazione delle proprieta e delle
funzioni tra le specie. Per esempio, Hsp70 di Ditassaniettate in cellule di mammiferi

proteggono in modo efficiente le stesse contrdriess da caldo (Pelham, H.R.B., 1984).

Le Hsp sono divise in 5 grandi famiglie in basdaab peso molecolare: Hsp100,
Hsp90, Hsp70, Hsp60 e Small Hsp (sHsp) secondo \&kalg (2004).

La regolazione della trascrizione delle Hsp vienelta da fattori di trascrizione
chiamati HSF (Heat Shock Factors). Uno di quedtiattore HSF1 — € presente in condizioni
normali nel citoplasma in forma inattiva, legato @th Hsp. In condizioni di stress, HSF1
viene fosforilato e la Hsp si libera andando a gere la propria funzione. Gli HSF1 si

aggregano quindi per formare omotrimeri che ham@nocapacita di legarsi al DNA. | trimeri
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traslocano nel nucleo dove interagiscono con regpecifiche nei promotori delle Hsp, per

regolare la loro espressione (Pockley, 2003).

1.4.1 MECCANISMO DAZIONE DELLEHSP

Il ripiegamento Hsp-dipendente dei polipeptidi @na attraverso cicli ripetuti di
unione e separazione del substrato alle spese Fli Mblte delle conoscenze circa I'azione
delle Hsp sono basate sugli studi del’Hsp70 priesenEscherichia coli denominata Dnak.
Infatti, siccome le Hsp70 di batteri e mammiferngadentiche al 50% ed hanno strutture
essenzialmente sovrapponibili e funzioni enzimatickimili, si suppone che lavorino
attraverso meccanismi simili. Questa affermazionesupportata da studi biochimici e

strutturali delle Hsp70 di molti organismi diffeten

Tutti i componenti della famiglia possiedono i segti domini altamente conservati:
1. dominio ATPasico in posizione N-terminale; 2giome intermedia che comprende siti
sensibili alle proteasi; 3. dominio legante il paet 4. all’estremita C-terminale un dominio
che consente il legame con le proteine “co-chamgrenaltre Hsp (Nollen and Morimoto,
2002; Daugaard et al., 2007).

Il funzionamento delle Hsp richiede il coordinaneem tutti e quattro i domini. Il
legame con il substrato avviene in un’ansa idrafaldel dominio di legame con un’affinita

ed una

cinetica dipendente dallo stato nucleotidico dahohio ATP-asico. Quando I'Hsp e
legata all’ATP possiede una scarsa affinita di hegacon il substrato ed un elevato tasso di
scambio mentre quando € legata al’ADP esibiscenuaggiore affinita ed un minore tasso di
scambio. La principale differenza che si nota amglo € legata allATP e quando € invece
legata al’ADP, e la conformazione del dominio @eale, che si dispone sopra I'ansa che
si forma nel dominio di legame, riducendo cosidegibilita di rottura dello stesso (Han and
Christen, 2003). Lidrolisi dellATP nel dominio Mkerminale induce cambiamenti
conformazionali dell'intera Hsp che portano ad uatrappolamento del substrato, che fa
pensare ad una forte comunicazione tra i domirfattin la congiunzione tra substrato e
dominio di legame altera la struttura di questiatiiin modo tale da trasmettere il segnale al
dominio terminale affinché stimoli I'idrolisi delXTP e quindi aumenti l'affinita di legame

con il substrato. In seguito, fattori di scambiacleotidico promuovono il rilascio di ADP,
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facilitando un nuovo legame con I'ATP e percio ispnando lo stato di bassa affinita

dell’Hsp che porta al rilascio del substrato.

1.4.2HsF70
E interessante notare che le cellule eucarioticissipdono pit di un gene che codifica
per proteine appartenenti alla famiglia delle HspR@rner-Washburne et al. (1987) hanno
dimostrato che le diverse proteine si compensamtoto, mentre la loro assenza simultanea
ha conseguenze letali. Al contrario, alcune pr@&esimili non si compensano l'un I'altra,

suggerendo funzioni differenti.

La famiglia delle Hsp70 umane comprende almenor g@jstinti posti su cromosomi
diversi che codificano un gruppo di proteine altateecorrelate (Daugaard et al., 2007) e
aventi un peso molecolare compreso tra 66 e 78(tdballa 2).

Altre
Proteina Omologia Locus Posizion | Localizzazio | Inducibile
Nomencl | Hsp70-1a e ne cellulare | da stress
ature
Hsp70 Citosol
Hsp70-1a |Hsp72 | 100% ;'ASWOA 6p21.3 | Nucleo S|
Hsp70-1 lisosomi
Hsp70 Citosol
Hsp70-1b | Hsp72 99% HSPA1B| 6p21.3 | Nucleo Sl
Hsp70-1 Lisosomi
- Citosol
Hsp70-1t ESWO 91% HSPALL| 6p21.3 NO
om Nucleo
Hsp70-3 Citosol
Hsp70-2 84% HSPA2 | 14024.1 NO
HspA2 Nucleo
. Reticolo
Hsp70-5 °P 64% HSPA5 9933 NO
Grp78 q34.1 Endoplasmat
ico
Citosol
Hsp70-6 Hsp70B’ | 85% HSPAG| 1cen-gter Sl
Nucleo
Hsp70 Hsp70-8 | 86% HSPAS 11023.3- Citosol NO
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Hsp73 g25 Nucleo

Hsp70-9 mtHsp75| 52% HSPA9  5g31.1 Mitocondr NO

Tabella 2: Famiglia delle HSP 70

Similmente, il lievitoStreptococcus cerevisigmssiede due Hsp70 organelli-specifici
e sei Hsp70 citosoliche. Nei bovini sono state sdepalmeno tre geni che codificano per
Hsp70 e sono risultati omologhi al HSPA1lA, al HSBAE al HSPA1L dell'uomo
(Adamowicz et al., 2005).

La maggior parte dei dati pubblicati sulla famiglielle Hsp70 tratta dei due maggiori
membri, entrambi inducibili da stress, la Hsp70ella Hsp70-1b (chiamate insieme Hsp70-
1). Queste due proteine condividono il 99% dellgus@za: infatti, su 641 aminoacidi, solo 2
variano tra la Hsp70-la e la hsp70-1b. Lespressibasale delle Hsp70-1 differisce

leggermente tra i vari tessuti.

Topi mancanti delle equivalenti proteine Hsp70-4sultavano vitali e fertili, ma
maggiormente sensibili a pancreatiti, luce UV (epmlide), stress osmotici (cellule renali),
sepsi, instabilita genomica e ischemia (cervellouere) e mostravano ridotta capacita ad
acquisire resistenza nei confronti di tossicitatiepandotta da TNF (tumoral necrosis factor)
e stress termico (Huang et al., 2001; Lee et 8012 Van Molle et al., 2001; Shim et al.,
2002; Hampton et al., 2003; Hunt et al., 2004; Hgvahal., 2005; Singleton e Wischmeyer,
2006).

Nel caso dello stress da caldo, é stato dimoskeftetto cito-protettivo delle Hsp70-
1, che agiscono inibendo I'accumulazione di aggremateici e, quindi, prevengono la morte
cellulare (Nollen et al., 1999; Mosser et al., 20000ltre, le Hsp70-1 proteggono la cellula,
durante la divisione mitotica, contro anomalie deva danni ai centrosomi causate da stress
da caldo (Hut et al., 2005). Recenti lavori (Gyrdriden et al., 2004; Nylandsted et al., 2004;
Bivik et al., 2006; Mambula e Calderwood, 2006; Dasiet al., 2007) suggeriscono che gli
effetti protettivi contro la maggior parte dei siemaionati stimoli € mediata dalle Hsp70-1
presenti sulla membrana dei lisosomi verso il lum&rno. Qui le Hsp70-1 agiscono
stabilizzando la membrana lisosomale ed inibiscbmivascio delle idrolasi lisosomiali nel
citosol, dove essi possono iniziare una morte lzlusimile all’apoptosi programmata (Leist
e Jaatteld 2001; Nylandsted et al., 2004; Kroendééttela, 2005).
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| geni HSPA1A e HSPA1B sono polimorfici e cio pdiibe essere correlato alla
variazione nelle loro funzioni e nella suscettthildella cellula, quindi dell’intero animale, ai
vari stress (Ross et al., 2003; Wu et al., 2004uzét al., 2005).

Alcuni SNPs 8ingle Nucleotide Polymorphisjnsella regione codificante del gene
potrebbero influire sulla cinetica di legame all®tpine danneggiate o sull'affinita con le
stesse, e ancora sull'attivita ATPasica della futdsp70, mentre, cambiamenti nucleotidici
nelle regioni ai lati del gene (regioni 5'- e 3'-BT- untranslated regionpossono influire

sull'inducibilita, il grado di espressione e lalstia del’'mRNA dell’'Hsp70.

Variazioni nell'espressione e polimorfismo dellepd8 sono risultate positivamente
correlate con variazioni nella termotolleranzébmsophila melanogastein Caenorhabditis
elegans nei topi e nelluomo (Hashmi et al., 1997; Maloyet al., 1999; Sonna et al., 2002,
Gong and Golic, 2004; Singh et al., 2006). Negiiveii da reddito, alcuni studi riportano una
possibile associazione tra SNP nel gene dellHspiiposta allo stress e tolleranza al caldo.
Ad esempio, studi su maiali e polli hanno esamiraboini polimorfismi nella regione del
promoter, nella regione 3-UTR e nella regione @odnte dei geni delle Hsp70 ed alcuni
SNPs sono risultati associati con la termotolleaa@a risposta allo stress (Schwerin et al.,
2001; Schwerin et al., 2002; Mazzi et al., 2003).

Nei bovini da carne sono stati identificati 10 SNi&dla regione del promotore del
gene HSPAl1A e questi sono risultati associati dopeso allo svezzamento e con la
gravidanza (Banks et al., 2007; Starkey et al.,7200heng et al. (2009) hanno riportato una
associazione tra un polimorfismo del gene bovindPABA e la resistenza alle mastiti in

Holstein cinesi.

D’altra parte, ci sono solo due polimorfismi idéicaiti nella regione 3'-UTR dello
stesso gene nei bovini da latte (Grosz et al., 188dmowicz et al., 2005), ma lI'associazione

tra polimorfismi e tratti produttivi o termotolleraa non sono stati studiati.

50



2.0ATTIVITA SPERIMENTALE

Il dottorato di ricerca é stato finanziato dal CR@onsiglio per la ricerca e la
sperimentazione in agricoltura) su decreto del Maero delle politiche agricole, alimentari e
forestali (Mipaaf). In particolare le attivita sorstate coordinate dal CRA-CMA (unita di
ricerca per la climatologia e la meteorologia amgik all’agricoltura) nel rispetto della
tematica della ricerca, dal titolo “previsioni agreteorologiche finalizzate al benessere
animale ed al miglioramento delle strategie di arggazione delle aziende zootecniche”.

L'attivita sperimentale oggetto del triennio di thwato € stata rivolta allo studio di due
aspetti relativi alle misure di adattamento dellviba da latte alle condizioni di stress da

caldo.

» La prima attivita ha riguardato I'approfondimentel degame tra genotipi e
termotolleranza attraverso l'analisi dell’assoaaa tra polimorfismo al locus
HSP70.1 bovino e termotolleranza cellulare. Taterda si inserisce in un
progetto denominato SELMOL, progetto di selezioraerolare per bovini da
latte e carne, suini, ovini, caprini, bufali, asim cavalli, sostenuto
finanziariamente dal MIPAAF attraverso un contrdoat Consorzio di ricerca
e sperimentazione degli allevatori (Crsa), e che visio coinvolte 16
Universita italiane, le associazioni degli allevate altri centri di ricerca

nazionali.

* La seconda attivita ha avuto la finalita di svilappun sistema previsionale per
la bovina da latte. Lo studio & stato svolto inlafmbrazione con I'Unita di
ricerca per la Climatologia e la Meteorologia apgie all’Agricoltura (CMA)
del Consiglio per la Ricerca e la sperimentazioneAgricoltura (CRA),
nell'ambito del progetto CLIMANIMAL, anch’esso finziato dal MIPAAF. I
progetto CLIMANIMAL, supportato da un gruppo dieica interdisciplinare,
con competenze nel campo delle Bioscienze, delecdie Ingegneria dei
Biosistemi e dellEconomia € stato coordinato dabebtimento Produzioni
Animali della Universita della Tuscia. L'obiettivgenerale della ricerca € stato
rivolto allo sviluppo delle conoscenze sulle retewitra clima, microclima e

risposta del bovino da latte, al fine di individeamodelli e tipologie
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d’intervento idonei a migliorare le condizioni derfessere e le prestazioni

produttive degli animali allevati in condizioni cildo ambientale.

2.1OBIETTIVI DELLA SPERIMENTAZIONE

Lo stress da caldo e fonte di enormi perdite ecocloen nelle realta zootecniche
pertanto, in un contesto di cambiamento climati@dtimizzazione delle pratiche agricole &
un punto irrinunciabile di una efficace politica alattamento, come ampiamente descritto
nell'ultimo rapporto dell’international Panel oni@hte Change (IPCC — FAR 2007). La
presente ricerca nasce quindi con I'obiettivo dplementare le conoscenze sulle strategie di
adattamento al caldo ambientale negli allevamanbogline da latte analizzando due aspetti
distinti: quello genetico, con I'approfondimentad tegame tra genotipi e termotolleranza, e
quello agrometeorologico finalizzato allimplemezitne di sistemi di allerta e alla

realizzazione di un sistema previsionale a camttiazionale.

Attivita 1. associazione tra polimorfismo al locus HSP70.1 bovino e

termotolleranza cellulare

L'approfondimento degli aspetti genetici in relamoallo stress da caldo, ha avuto la
finalita di individuare genotipi con una maggiomesistenza allo stress termico. E' chiara
l'esistenza di genotipi, anche all'interno dellassé razza, piu termotolleranti e con una
maggiore capacita di acclimatamento (Paula-Lopes,e2003; Hansen, 2004; Lacetera et al.,
2006). Sono altresi conosciute delle mutazioni ieime collegate alla resistenza alle alte
temperature, individuate nella speBies indicuse ritrovate negli incroci di questa specie con
Bos taurus E' noto, inoltre, che i livelli cellulari di aloe Hsp70, tra cui la Hsp70.1,
aumentano notevolmente quando la cellula & sottapasstress ed é stata ampiamente
dimostrata la loro azione protettiva nei confraigila cellula (Nollen et al., 1999; Mosser et
al., 2000).

Il gene dellHsp70.1 mostra delle variazioni di gofi nucleotidi (SNPs, Single
Nucleotide Polimorphisms) sia nella regione codifitie che nella regione del promotore e
nelle regioni fiancheggianti la regione codificaf@é e 5’-UTR). Ogni singolo SNP potrebbe
influire sulla quantita e sulla sequenza aminoaeidiella proteina espressa.

La prima attivita di questo studio € stata, quirgliella di verificare la presenza di

SNPs nelle regioni 3'- e 5-UTR del gene per 'H8d/ nella razza Frisone e di studiare una
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probabile associazione tra SNPs, livelli di espogss genica e proteica dellHsp70.1 e
termotolleranza cellulare.

L'individuazione di un genotipo termotollerante twosrebbe una importante
informazione, e pensabile, infatti, considerare¢oléerabilita al caldo e quindi la velocita di
acclimatamento negli indici genetici in modo daega&nare gli individui anche in base a

queste peculiarita

Attivita 2: Sviluppo di un sistema previsionale delrischio stress da caldo nella

bovina da latte

Una buona previsione degli eventi meteorologici,particolare delle temperature
elevate, & fondamentale per molti scopi agromelegi@ e pud rappresentare un valido
contributo alla scelta di opportune tecniche dittaento allo stress da caldo negli
allevamenti. In effetti, le previsioni meteorololgecfinalizzate alla salvaguardia del benessere
degli animali da allevamento sono tuttora limitatepochissime applicazioni pratiche.
L'allestimento di un sistema di previsione del higcdi stress da alte temperature, specifico
per il settore zootecnico, appare di particolaréerasse per gli allevatori, anche in
considerazione dell’andamento climatico registragli ultimi anni, in cui si sono verificati
valori di temperatura ed umidita elevati, in maléisi eccezionali per intensita e durata non
solo nei tre mesi estivi, ma anche in maggio eesdite. Le applicazioni delle previsioni
agrometeorologiche nel settore zootecnico posseareda finalita principale di supportare le
decisioni operative dell’allevatore. Disporre intiaipo di informazioni dettagliate a breve
termine (da 1-3 fino a 6-7 giorni) circa il rischidi ondate di calore consentirebbe
all'allevatore di attivare adeguatamente e per temoti quei sistemi di salvaguardia del
benessere degli animali, come ad esempio verifibelfecienza dei sistemi di ventilazione e
di raffrescamento, adeguare la razione alimentace & fine di preservare la qualita e la

quantita della produzione.

In definitiva la seconda finalita di questa riceecrappresentata dalla messa a punto e
sperimentazione di un “sistema di allerta caldcef [@ bovina da latte, con I'emissione di
bollettini previsionali dell'indice THI e la realtazione di un modello per la loro diffusione

mediante internet.
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3.0MATERIALI E METODI

3.1 ATTIVITA 1: ASSOCIAZIONE TRA POLIMORFISMO AL LOCUBISP70.1 BOVINO E

TERMOTOLLERANZA CELLULARE

3.1.1RACCOLTA DEI CAMPIONI

Sono state utilizzate come donatrici di sanguebBibne Holstein italiane provenienti da
quattro allevamenti privati dislocati nell’ltaligctrale e gestiti in maniera simile. | campioni
di sangue sono stati ottenuti dalla vena giugulssando sodio-eparina (10 Ul/ml) come
anticoagulante. Subito dopo il prelievo, i campidnsangue sono stati posti in frigo portatile

a 4°C, trasportate in laboratorio e stoccati aG8fXio all’estrazione del DNA.

3.1.2ESTRAZIONEAMPLIFICAZIONE E GENOTIPIZZAZIONE DEDNA

I DNA genomico e stato estratto dai campioni dige tramite il Wizard DNA Genomic
Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Il Bgreen dsDNA Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e stato invece usato per queatd il DNA dopo la purificazione.

Utilizzando gli SNPs identificati da Grosz et dl994) (92154 G/A) e da Adamowicz et
al. (2005) (g64 G/T) nella regione 3-UTR del gebevino codificante per la Hsp70.1,
identificati in bovine da latte di razza Holstem,i due SNPs (g895 C/- e gl1128 G/T)
identificati da Starkey et al. (2007) nella regiosieUTR del gene bovino per I'Hsp70.1,
scoperti in bovini da carne di razza Brahman, sstad costruiti i primers specifici per la
caratterizzazione degli SNPs nelle 446 bovine (lal3.

La genotipizzazione su grande scala degli animaliada eseguita da una laboratorio

esterno (www.Kbioscience.co.ukGeneralmente, e stata raggiunta un’accuratezgarisre

al 99%. | criteri di controllo della qualita addttaono stati: 'acqua come controllo negativo,
il test duplicato del DNA conosciuto all'internolldestessa piastra e tra piastre.

Tra i 446 animali genotipizzati per gli SNPs neltgione 5’-UTR, un gruppo di bovine
bilanciate per i giorni in lattazione ed il numelidattazioni, sono state selezionate per essere
rappresentative dei seguenti genotipi: CC (n=8)n&7) e -- (n=7), e GG (n=8), GT (n=11) e
TT (n=3). | campioni di sangue venoso sono staicokli da queste bovine per eseguire lo

studioin vitro di shock termico descritto di seguito.
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SNP Primers

Regione

Hsp70.1 (64 G/T and 2154 G/A)  Forw: 5-GGATTGCTCATGIGTTATGG-3
3-UTR

Rev: 5-CTTGGAAGTAAACAGAAACGGG-3

Hsp70.1 (895 C/- and 1128 G/T)  Forw: 5-GCCAGGAAABGAGACAGA-3’
5-UTR

Rev: 5-CCTACGCAGG AGTAGGTGGT-3'

Tabella 3 Primers specifici utilizzati per genotipzzare le regioni 3'- e 5’-UTR

3.1.3PREPARAZIONE DELLE CELLULE

Le PBMC provenienti dalle bovine selezionate sortates isolate tramite una
centrifugazione in gradiente di densitd. Sona stascolati 10 ml di sangue non coagulato
con un ugual volume di PBS (phosphate-bufferechepl{Sigma, Milano, Italia). Dopo la
centrifugazione per 45 minuti a 1720 rpm, lo stralio cellule mononuclerate e stato
recuperato e lavato per due volte con PBS. Celloése del sangue residuali sono state
eliminate grazie ad un trattamento di shock ipaonisando acqua distillata. La vitalita delle
PBMC é stata valutata tramite un emocitometro usahdetodo di esclusione del trypan
blue; questa e stata sempre superiore al 90%.

Le PBMC sono state risospese ad una concentradiohel0"6 cellule vitali per ml in
RPMI 1640 contenente 25 mM di HEPES, 10% di FBSM2di L-glutammina, 100 U di
penicillina, 100ug di streptomicina e 0.2pg di anfotericina B per ogni ml (Sigma, Milano,
Italia). 1l lasso di tempo tra la raccolta del samge la preparazione della coltura € stato

sempre inferiore alle 6 ore.

3.1.4TRATTAMENTO DI SHOCK TERMICO
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Un’aliquota della sospensione cellulare e statiizmsita immediatamente per valutare la
vitalita delle cellule stesse e stoccata a -801® fall’'analisi del’'mRNA e delle proteine
Hsp70.1. Cio ha dato una misura del livello baghleitalita delle cellule e di Hsp70.1
espressa (tempo -1 ora).

Per misurare la risposta allo shock termico, ldut®lsono state poste in bagno
contenente acqua a 43°C per 1 ora, poi seminaggastre contenenti 24 pozzetti ad una
concentrazione di circa 1x1076 cellule vitali peft ed incubate in un incubatore con
atmosfera al 5% di C{a 39°C per 24 ore (tempo di recupero).

La cinetica di espressione del gene per I'Hsp70dkl&a sintesi della proteina stessa €
stata studiata a 0, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 ore dogmripo di recupero. Ad ogni tempo, le cellule
sono state utilizzate immediatamente per valutdeeritalita e stoccate a -80°C fino
all'analisi del’mRNA e della sintesi proteica delsp70.1.

3.1.5ANALISI DELLA VITALITA CELLULARE

La vitalitd delle cellule & stata determinata trt@nilitest XTT con il Cell Proliferation Kit
II (Roche Applied Science, Indianapolis, IL, USA9cendo le istruzioni del produttore. In
breve, le cellule sono state disposte su piastreeoenti 96 pozzetti ad una densita ottimale.
Al tempo -1 (cellule che non hanno subito shockiteo) e poi a0, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 ore
nel tempo di recupero, 5@ di XTT sono stati aggiunti ad ogni pozzetto. Dap ore di
incubazione a 37°C, si é proceduto a misuraredidssza usando uno spettrofotometro per
micro piastre regolato ad una lunghezza d’onda5di Am. Lassorbanza di fondo € stata

sottratta da ogni dato.

3.1.6EsTrRAZIONE DELIRNAE SINTESI DEL ®©NA

L'RNA totale é stato isolato dalle PBMC usando ilagdl Lysis reagent (Qiagen,
Chatsworth, CA, USA) secondo le istruzioni del prbdre. Si € passati poi alla
guantificazione dellRNA tramite un metodo fluoritrieo utilizzando il Quant-iT Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Lintegrita dellN®A e stata controllata visualizzando le
bande ribosomali del rRNA 18s e 28s su gel d’agardsn microgrammo di RNA totale e
stato retro-transcritto con il sistema di trasoma inversa ImProm-Il (Promega, Madison,

Ashford, UK) in un volume totale di 2Ql in un termociclatore PCR-Express (Hybaid,
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Ashford, UK). Controlli senza trascrizione inversano stati fatti per escludere la possibilita

di contaminazione con DNA.

3.1.7ReAL-TIME PCR

La Real-time PCR é stata effettuata per il genEHigd70.1 e per un housekeeping gene
(RPS9) tramite il LyghtCycler (Roche Applied SciendL, USA) usando il SYBR green
detection. Ogni reazione conteneva {l0di Quantitect SYBR Green PCR Master Mix
(composto da HotStart Tag DNA Polimerasi, tampongar@Tect SYBR Geen, un mix di
dNTP, SYBR Green | dye, ROX reference passive dyd emM di MgCI2 - Qiagen,
Chatsworth, CA, USA), 1l di primers specifici senso e antisenso, edl #li cDNA in un
volume finale di 20ul. Un controllo negativo senza cDNA templato € cstetserito nello
stesso test.

| primers utilizzati per il gene per I'Hsp70.1 (naro di accesso alla GeneBank U09861)
sono il forward 5-AACAAGATCACCATCACCAACG-3' e il everse 5'-
TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTG-3’, hanno una temperatura atinealing di 59°C e
amplificano un frammento di 275 paia di basi. hgers, invece, per il gene RSP9 (numero di
accesso alla GeneBank DT860044) sono il forwar@GFCGACCAAGAGCTGAAG-3 e il
reverse 5- CTTGTTTGCACTCCAGACCTCC-3', hanno unanfeeratura di annealing di
59°C e amplificano un frammento di 62 paia di baprodotti della PCR sono stati sottoposti
ad una analisi della curva di melting sul Lyght@yat subito dopo ad una elettroforesi su gel
al 2% di agarosio/tri-borato-EDTA per confermare sigecificita dell’amplificazione e la
dimensione del frammento amplificato.

Per avere una quantificazione relativa dopo la PS#0 state costruite delle curve
standard sia per il gene bersaglio che per il gamgrollo interpolando i valori di crossing
point (Cp). | valori di crossing point ottenuti pelascun campione sconosciuto sono stati
utilizzati per calcolare la quantita relativa dehg bersaglio e del gene controllo rispetto allo
standard, utilizzando il metodo della seconda déaivmassima con il software di analisi 3,5
del Lyghtcycler. Il gene bovino RSP9 é stato wtdito per normalizzare i dati dell’espressione

genica

3.1.8MISURAZIONE DELLE HSPO.1TRAMITE TESELISA
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Le PBMC congelate sono state rapidamente scald8@° @ al fine di determinare la
concentrazione di Hsp70.1 al loro interno, tramitetest ELISA usando un kit commerciale
(Stressgen, Bologna, ltalia), ai tempi -1, 0, 1428, 16 e 24. Il coefficiente di variabilita
intra-test CV é risultato pari all'1,3%.

Il livello delle proteine totali delle PBMC lisate stato misurato con il BCA Protein
Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA). I livelli dle Hsp70.1 sono stati normalizzati

utilizzando i livelli di proteine totali ottenuteatllisato cellulare.

3.1.9ANALISI STATISTICA

| dati di tutte le variabili misurate sono statialinzati come misure ripetute usando la
procedura MIXED del pacchetto software Statisticgg?at Soft Inc., Tulsa, OK, USA). Il
modello include effetti fissi: i polimorfismi delege per I'Hsp70.1, il tempo (-1, 0, 1, 2, 4, 8,
16 e 24 ore), l'interazione tra polimorfismi delngeed il tempo, e I'errore del modello. Le
medie stimate sono state separate con la procelimdifferenze previste (PDIFF). | dati
sono stati riportati come medie stimate con gloerstandard. La significativita & stata
dichiarata quando P<0.05.

L'equilibrio di Hardy-Weimberg e stato calcolatarmnite il software Phase, versione 2.1,

separatamente per ciascun polimorfismo (Stepheais, @001; Stephens e Scheet, 2005).
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3.2ATTIVITA 2: SVILUPPO DI UN SISTEMA PREVISIONALE DEL RISCHIO STRESS DA CALDO
NELLA BOVINA DA LATTE

3.2.1SSTEMA PREVISIONALE DEL RISCHIO STRESS DA CALDO

Il sistema di previsione del rischio di stress dhlla si basa sul modello di previsioni
meteorologiche ad area limitata DALAMversione 3.0, in esercizio presso il SAN
disponibile per il CRA-CMA.

I modello DALAM opera su un dominio spaziale chemprende I'Europa
Occidentale e descrive, attraverso una serie daiaqguai primitive, il moto e la termodinamica
dell’'atmosfera e la loro evoluzione temporale, aigadai dati di input forniti dal Centro
Europeo per le Previsioni Meteorologiche a Mediomiee (European Centre for Medium-
Range Weather Forecast — ECMWF).

Attualmente, il DALAM é utilizzato quotidianamenie modalita operative dal CMA
per elaborare e supportare le previsioni agromelegiche fino a 6 giorni con step temporali
di 3 ore e un dettaglio territoriale di 30 Km alacauropea e di 10 Km a scala nazionale.

Le previsioni fornite dal DALAM riguardano le pripali grandezze meteorologiche a
diversi livelli spaziali e temporali, tra cui lanperatura dell'aria massima giornaliera,
minima giornaliera e istantanea trioraria, nonchémidita relativa istantanea trioraria
all'altezza standard di 2 metri, riferite ai pudtiuna griglia regolare di 10x10 Km di lato che

copre tutto il territorio nazionale.

Implementando la formula del calcolo del THI innfione delle previsioni di
temperatura e umidita relativa, € stato possibilenere delle mappe che rappresentano la
previsione dell’indice di stress termoigrometriemalogamente alle altre grandezze previste
dal DALAM.

L'indice THI e stato calcolato sulla base dellarfota di Kelly e Bond (1971) riportata
da Ingrahamet al. (1979):

THI = (1.8Tdb +32)-(0.55-0.55*RH/100)*[(1.8Tdb + 3p58]

1 Data Assimilation Limited Area Model: modello atmosferico finalizzato alla realizzazione di previsioni
meteorologiche per I'agricoltura a diverse scale temporali e spaziali
2 Sistema Informativo Agricolo Nazionale del Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e Forestali
(MIiPAAF)
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dove Tdb e la temperatura del bulbo asciutto (‘@gimilabile alla temperatura

massima giornaliera e RH l'umidita relativa delanassima giornaliera.

La classificazione utilizzata per stimare i diffietidivelli di disagio prevede 4 classi di
stress per il bestiame e comporta una maggioreiziond di rischio per valori crescenti
dell'indice THI. Nella tabella 4 sono riportati akori di THI corrispondenti alle diverse classi
di rischio relativo agli aspetti produttivi e allaortalita ai vari livelli di stress termo-
igrometrico per i bovini da latte (St. Pierre et 2003, Armstrong, 1994; Vitali et al. 2009).

Produttivita Mortalita
Livello df stress C;llqii’;;h THI THI THI THI
; Diumo | Nottuwrno | Diurne | Notturno
Assenza di stress Nullo <72 < 62 < 80 <70
Stress moderato Minimo 72 -78 62 - 68 80 -83 70-73
Stress elevato Medio 78 - 84 78 -84 83 -87 73 -77
Emergcenza Massimo D = 84 =84 > 87 =77

Tabella 4 Valori di THI relative alla produzione (S. Pierre et al., 2003, Armstrong, 1994)

e alla mortalita (Vitali et al. 2009) associati a £lassi di rischio e livelli di stress

Metodi di verifica

Oltre alla elaborazione delle mappe previsionalstéta avviata anche una prima
verifica dell'attendibilita delle previsioni del THdiurno e notturno, utilizzando il dato
previsto su una griglia di passo 30x30 Km, cormsfente alla stessa griglia utilizzata per |l
monitoraggio (vedi capitolo 3.2.3). Un ulteriorsaontro, sempre in via esplorativa, & stato
avviato tenendo conto dei dati previsti e osservaile stazioni RAN di Montanaso
Lombardo (LO) e Piubega (MN). Per questo test akizsono stati presi in considerazione i
dati di previsione relativi al mese di luglio 200Bprimo indicatore utilizzato nel confronto e
stato I'errore medio (Mean Error, ME) che misuranedia della differenza dei valori previsti
e quelli osservati. Lindicatore evidenzia la tenz@ del modello a sovrastimare (ME>0) o a
sottostimare (ME<O0). Un valore pari a zero puo essétenuto anche con grandi errori ma di
segno opposto, pertanto questo indicatore non doenuna misura dell’accuratezza del
modello. L'accuratezza del modello, invece, pucesssnisurata dall’errore medio assoluto
(Mean Absolute Error, MAE) e dall’errore quadratiowedio (Mean Square Error, MSE) o

dalla sua radice (Root Mean Square Error, RMSE)IISIAE che il RMSE variano da zero a
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infinito e la previsione e tanto migliore quanta mjuesti indicatori sono prossimi allo zero.
Ognuna di queste grandezze € stata calcolata iziolum del giorno di previsione
distinguendo in questo modo tra il primo giorndlelare 00 alle ore 24, il secondo, dalle ore
24 alle ore 48, e il terzo giorno di previsione|lelare 48 alle ore 72. Le formule degli
indicatori ME, MAE e RMSE sono le seguenti:

ME=23'(f-0);

MAE=12| fi-ol;
n

i=1

RMSE:\/% > (f-0)";

i=1,..n

3.2.2MONITORAGGIO DELLINDICE TERMGIGROMETRICOTHI

Per il monitoraggio dell'indice termo-igrometricoHT sono state impiegate le
procedure SIAN di ricostruzione spaziale delle demze meteorologiche che prevedono
prima la stima dei dati ai nodi di una griglia daidlisi Oggettiva (AO) di dimensione unitaria
di 30 x 30 Km e poi la realizzazione di mappe gabiere delle principali grandezze
meteorologiche sotto forma di tabelle e rappreszemta grafiche. A partire, quindi, dai dati
rilevati da circa 130 stazioni (figura 1, mappacacon la metodologia geostatistica di kriging
non stazionario con deriva esterna, € possibilestiaire il dato nei 544 punti (nodi) della
“Griglia Italia” (stazioni virtuali georeferenzigtenappa a dx di figura 1) che permette di
realizzare la spazializzazione del dato su tutterilitorio nazionale (Liberta e Perini 2007).
Quotidianamente sono disponibili i dati e le elazni del’andamento della temperatura
minima e massima, della precipitazione, della itdlomedia del vento diurna e notturna,
della umidita relativa media diurna e notturna Badeliofania relativa. Analogamente questa
procedura e impiegata per la stima e il monitoraggiazializzato dell'indice di stress termo-
igrometrico THI, utilizzando nella formula gia de#t&a in precedenza il dato ricostruito sul

singolo nodo di temperatura e di umidita relativa.
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Figura 1 Mappa delle stazioni (a sinistra) e dei 34 nodi (Griglia Italia) disposti su una
griglia regolare con passo di 30x30 km.

Il monitoraggio del THI a livello puntuale, inveae eseguito su oltre 120 stazioni di
misura che acquisiscono con continuita i dati nrelegici orari e triorari, da 44 stazioni
automatiche della Rete Agrometeorologica Naziof@kN), installate secondo gli standard
dell'Organizzazione Meteorologica Mondiale (OMM-WNI@ da circa 80 stazioni della rete
del Servizio meteorologico nazionale dell’aeronzutmilitare (Smam) e di altre reti. | dati
acquisiti vengono prima sottoposti a procedure afitollo e validazione che ne attestano
I'affidabilita o I'eventuale sospetto di errore @i rchiviati nella BDAN.

3.2.3SSTEMA DI ALLERTA CALDO PER LA BOVINA DA LATTE

by

Il sito e stato realizzato utilizzando le mappe chinatiche previsionali e di

monitoraggio e di cui ai punti 3.2.1. e 3.2.2.

In particolare, nella sezione riguardante le piiewis bioclimatiche, sono state

pubblicate le mappe specificate di seguito:

. 12 mappe di THI riferito alla produttivita (una dma e una notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);

. 12 mappe di THI riferito alla mortalita (una diureauna notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);
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. 12 mappe di temperature (una di temperatura minenana di

temperatura massima al giorno per 6 giorni sucegssi

. 12 mappe di umidita relativa (una di UR minima @ uih UR massima

al giorno per 6 giorni successivi)
Nella sezione riguardante il monitoraggio:

. 20 mappe di THI riferito alla produttivita (una dna e una notturna al

giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di THI riferito alla mortalita (una diare una notturna al

giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di temperature (di temperatura minimaadirtemperatura
massima al giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di umidita relativa (una di UR minima e an UR massima

al giorno per i 10 giorni antecedenti);

Nel sito sono stati inoltre inseriti dei testi onfnativi sulla problematica stress da
caldo nella bovina da latte redatti sulla baseadetlpiosa letteratura scientifica disponibile

sull’'argomento.

Per la realizzazione di loghi e per le elaborazigmfiche é stato utilizzato il

programma Adobe Photoshop CS2.

Per la creazione del sito internet é stato utitzzhheamweaver mx/csdome editor
html e css, Adobe Photoshop CS2 per la parte grafittraedit per la parte di scripting e
firebug per il debugging javascript.

Le mappe, elaborate dal SIAN tramite modello DALASyNo dapprima pubblicate

sul sito_ www.politicheagricole,it in tal modo si ottiene un aggiornamento simwtaoon le

previsioni di temperatura e umidita relativa. Le pp@ sono poi collegate in maniera

trasparante al SAC.

Il sito internet € pubblicato, tramite ftp da remat direttamente da rete locale, sul

server web di produzione interno e di proprietdelgle CRA-CMA.
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4. RISULTATI
4. 1ATTIVITA 1

4.1.1IDENTIFICAZIONE DEI POLIMORFISMI

| risultati della genotipizzazione degli SNPs pras@ella regione 3-UTR del gene
bovino del’Hsp70.1 hanno mostrato che la popolaidelle 446 bovine analizzate in questo
studio é risultata monomorfica (Tabella 5).

Sulla base delle informazioni pubblicate sugli SEBa regione promotore del gene
per 'Hsp70.1, condotti sulla razza Brahman (Starlket al., 2007), si € proceduto ad
amplificare e sequenziare un frammento di DNA gerordella regione 5’-UTR del gene per
I'Hsp70.1, delle dimensioni di 539 paia di basi.eD6NPs sono stati evidenziati nella
popolazione delle 446 bovine analizzate, la defezidi una citosina in posizione 895 ed una
trans versione da guanina a timina in posizione8112 distribuzione dei genotipi e degli
alleli del polimorfismo della sequenza nucleotidiedla regione 5’-UTR del gene codificante

per I'Hsp70.1, é stata riportata nella tabella 5.

Per entrambi gli SNPs, un allele risulta il piuguente, C per lo SNP in posizione
0895 (66.8%) e G per lo SNP in posizione g11283%#. Ciascun polimorfismo é risultato in
accordo con la legge di Hardy-Weimberg.

4.1.2VITALITA DELLE CELLULE

Le variazioni della vitalita delle PBMC con divergenotipi sono state evidenziate
tramite il test XTT. Quest'ultimo misura la vitaitdelle cellule basandosi sull’attivita degli
enzimi mitocondriali nelle cellule vive, che riduanI’XTT e vengono inattivati velocemente

dopo la morte della cellula.

| genotipi -- e TG hanno mostrato la piu elevatalita (P<0.05) rispetto ai genotipi
CC e GG, rispettivamente, durante le prime 4 oneodb trattamento termico (figure 2A e
2B). Le PBMC con i genotipi C- e TT hanno mostrata vitalita intermedia. Non sono state
rilevate differenze significative nella vitalitaliecellule dopo 4 ore dal trattamento termico,
infatti la vitalita e risultata diminuita in tutte cellule.
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4.1.3ESPRESSIONE GENICA DELUHSP/70.1

La cinetica della risposta allo shock termico inmi@i di induzione della sintesi di
MRNA delle Hsp70.1 e stata determinata tramite-tived PCR nelle PBMC isolate da
campioni di sangue prelevati da bovine rappreseetdi tutti i genotipi selezionati. Le figure
3A e 3B mostrano che i livelli di mRNA delle HspZOaumentavano significativamente
durante I'esposizione a shock termico a 43°C, oolattano ad aumentare fino ad 1 ora dopo
il trattamento termico nei genotipi --, C-, TG e €Tpoi diminuivano fino ai livelli basali
dopo 8 ore. Al contrario, i livelli di mRNA delled{70.1 dei genotipi CC e GG diminuivano
immediatamente dopo I'esposizione allo shock teom@uest’ultimi hanno mostrato i livelli
piu bassi (P<0.05) di mMRNA delle Hsp70.1 ad 1 e€2dwpo il trattamento termico.

4.1.ACONCENTRAZIONE DELLHSP/0.1

L'abilita delle PBMC di sintetizzare le Hsp70.1 &ata osservata sia prima (livello
basale) che dopo (livello da induzione) lo shockmieo (Figure 4A e 4B). | dati non

mostrano nessuna differenza nei livelli basali gpFD.1 tra i diversi genotipi.

| livelli di Hsp70.1 aumentavano significativamendirante la prima ora dopo
I'esposizione a 43°C, continuavano ad aumentaie dir2 ore dopo il trattamento termico e
poi diminuivano ai livelli basali dopo 8 o0 16 oremb il trattamento. Il genotipo TT ha
mostrato un comportamento differente; i livelli sp70.1 sono aumentati fino a 2 ore,
raggiungendo il picco di espressione 4 ore dopmaitamento termico e poi hanno cominciato
a diminuire. Le concentrazioni piu elevate di HsA76ono state raggiunte dai genotipi -- e
TG a 2 ore dopo il trattamento termico.
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SNPs N. di animali frequaralelica frequenza genotipica

3-UTR 64G/T GG TG TT G T GG TG TT
446 0 0 100.0 0.0 100.0 0.00.0
3-UTR 2154G/A GG GA AA G A GG AG AA
0 2 444 0.2 99.8 0.0 04 99.6
5-UTR 895C/- CC C- -- C - CC C- --
298 128 20 81.2 18.8 66.8 288 44
5-UTR 1128G/T GG GT TT G T GG TG TT
253 187 6 77.8 22.2 56.8 419 1.3

Tabella 5 Distribuzione dei genotipi e degli allelidei due SNPs presenti nelle regioni

fiancheggianti la regione codificante 3'- e 5’-UTR.
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B ——TT --8--TG —A—GG
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Figura 2A e 2B: Cinetiche della vitalita delle PBMCconsiderando due SNPs differenti.
Lettere differenti indicano differenze per P<0.05 ta i genotipi nel tempo
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Figura 3A e 3B: Effetti dello stress da caldo suléspressione genica dellHsp70.1 nelle
PBMC. Lettere differenti indicano differenze per P<0.05 tra i genotipi nel tempo
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Figura 4A e 4B: Tempo di corsa dell’espressione del Hsp70.1 nelle PBMC. Lettere
differenti indicano differenze per P<0.05 tra i geotipi nel tempo

4 2ATTIVITA 2

4.2.1 PREVISIONE DEL RISCHIO DI STRESS DA CALDO

Per quanto riguarda il sistema di previsione dsthio di stress da caldo per gli

animali da

allevamento ogni giorno, in relazione agli aspgitoduttivi (tabella 4) vengono

elaborate 10 mappe di previsione del THI costitdée

. una mappa di THI Diurno ottenuto a partire dadiaperatura massima

giornaliera e dalla umidita relativa delle ore 15.0

. una mappa di THI Notturno ottenuto a partire delaperatura minima

giornaliera e dalla umidita relativa delle ore @3.0

. otto mappe di THI triorario ottenuto a partire dalémperatura e dalla

umidita relativa istantanea previste alle ore 3,6,2, 15, 18, 21 e 24.

Dal momento che tali mappe sono prodotte per iessi¢i 6 giorni (da + 1 a + 6
giorni), ogni giorno vengono elaborate e archiviatetotale di 60 mappe di previsione del
THI.
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In figura 5 sono riportati alcuni risultati riguancti le mappe di previsione del THI
giornaliero diurno per il rischio produttivita per6 giorni successivi, dal 20 al 25 giugno
2008, elaborate con i dati del 19 giugno, mentréiguara 6, € riportata una dimostrazione di
mappe di previsione del THI triorario relative al 8iugno 2008. Analogamente a quanto
descritto precedentemente per gli aspetti produtton riferimento alla mortalita, ogni giorno
vengono elaborate due mappe giornaliere di TH& refativa a situazioni diurne e una a
situazioni notturne, fino a sei giorni successpgy un totale di 12 mappe di previsione del
THI.

Nelle mappe di figure 7 e 8 sono riportate comengse rispettivamente le previsioni
di THI diurno e notturno relativo alla mortalitderimento all’analisi del 11 agosto e per i sei

giorni successivi, dal 12 al 17 agosto 2008.

THI Diurno Mortalite Hl Diurno Mortalita THI BDiurno Mortalita
r hyyd

nlie are 000G del 11-08-2008

I
Anaiisl alie ore 0000 del 11-06-2008 Avalisl slis ore 0000 dal 11-06-2008 Amalis

THI Diurne Mortalila 1 Mortalita THI Diurno Mortalila
Acalisl alle ore G000 del 3 8- -3008 Al s are G0C0 del 18- 082008 Analis) alie ore 6000 del 31085006

Figura 5 Previsioni del THI giornaliero diurno fino a 6 giorni successivi dal 20 al 25
giugno 2008 (analisi del 19giugno). Il colore verdiadica il THI<72, il giallo 72<THI <78,
I'arancio 78<THI<84 e il rosso THI>84.
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Analel sha sre 0000 del 1908208 ”.1
i

23 giugno 24 giugno 25 giugno

Figura 6 Previsioni del THI triorario alle ore 00, 03, 06, 09, 12, 15, 18 e 21 del 27 giugno
2008.

TH] Ietantnnea
Al wid B del 2V -0%- SO0

iy

Figura 7 Previsioni del THI giornaliero diurno relativo al rischio mortalita fino a 6
giorni successivi dal 12 al 17 agosto 2008 (analgl 11 agosto). In questo caso il colore

verde indica il THI<80, il giallo 80<THI <83, I'arancio 83<THI<87 e il rosso THI>87.
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Figura 8 Previsioni del THI giornaliero notturno relativo al rischio mortalita fino a 6

giorni successivi dal 12 al 17 agosto 2008 (analdel 11 agosto). In questo caso il colore
verde indica il THI<70, il giallo 70<THI <73, I'arancio 73<THI<77 e il rosso THI>77

In definitiva, il sistema di previsioni dell’indicei stress termo-igrometrico specifico

per i bovini da latte ogni giorno elabora ed ar@higomplessivamente 72 mappe di THI,

costituite da:

. 12 mappe di THI riferito alla produttivita (1 diurna e 1 notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);

. 12 mappe di THI riferito alla mortalitd (1 diurna e 1 notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);

. 48 mappe di THI istantaneo triorario (8 al giorno con intervallo di 3

ore per i sei giorni successivi).
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Relativamente ai primi test di verifica delle poni del THI riferito agli aspetti

produttivi, nella figura 9

e rappresentato I'eaomedio assoluto (MAE) che e stato

commesso nelle previsioni del THI a 24 ore comlassente in tutto il mese di giugno 2008
per ciascun nodo della griglia, mentre in tabelar§ortata la frequenza percentuale dei nodi

ricadenti nelle diverse classi di errore medio kgeoNell’analisi sono stati esclusi quei nodi

per i quali la differenza di quota tra nodo e pudigrevisione risultava superiore ai 200

metri. Dai grafici si pud osservare che nelle zdn@ianura I'errore cade prevalentemente

nelle prime due classi, mentre nelle zone di callehspecialmente in quelle di montagna

I'intensita dell’errore tende ad aumentare. Daii diglla tabella si

nota,

invece, che

complessivamente 'accuratezza risulta migliore lpgsrevisioni effettuate sul THI notturno,

con un errore non superiore a 4 nel 78% dei casitima tale percentuale scende a poco piu

del 60% se la valutazione si riferisce al THI diurn
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Figura 9 Errore medio assoluto (MAE) dei valori previsti di THI produttivita diurno

(sx) e THI produttivita notturno (dx) suddiviso per 4 classi di errore e relativo a ciascun

nodo di griglia
Errore medio THI diurno THI notturno
assoluto (MAE) % nodi % nodi
0-- 2 8.8 202
-4 50.8 48.9
46 23.9 14.7
> 6 16.4 7.1
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Tabella 6 Frequenza percentuale del numero di nodiicadenti nelle 4 classi di errore
medio assoluto (MAE) per i valori previsti di THI diurno e notturno relativo alla

produttivita

Nella tabella 7 sono sintetizzati i risultati ott#inconfrontando i valori di THI
osservati nelle stazioni di Montanaso Lombardo().oeli Piubega (Mantova) con quelli
previsti dal modello. Ad una prima analisi appdne @ modello tende a sovrastimare i valori
previsti (ME>0) e che l'accuratezza delle previsi@rmigliore quando ci si riferisce al THI
diurno. Inoltre, emerge una migliore accuratezzaNdentanaso Lombardo i cui valori del

MAE e del RMSE risultano piu bassi rispetto a quaik si ottengono per Piubega.

) T iF THI diurno THI notturno
Stazione L
previsione | pME | MAE | RMSE | ME | MAE |RMSE
Prbega +1 -1.88 | 3.32 3.88 5.26 | 5.26 6.14
iPiubega + 2 -2.30 | 3.87 | 4.34 | 539 | 541 6.11
Piubega + 3 -1.83 | 3.77 | 447 5.70 | 5.70 6.12
Montanaso L. +1 0.76 | 2.36 3.35 | 2.87 | 3.07 3.79
Montanaso L. +2 0.57 2.11 321 2.84 | 295 3.54
Montanaso L. + 3 0.83 2.50 357 | 2.72 | 3.01 3.51

Tabella 7 Confronto tra diversi indicatori, ME, MAE e RMSE per THI giornaliero
diurno e notturno relativo agli aspetti produttivi previsto nelle stazioni di Piubega e

Montanaso Lombardo da +1 a + 3 giorni di previsione

4.2.2MONITORAGGIO DELLINDICE TERMGIGROMETRICO(THI)

Per quanto attiene i risultati relativi al monitggéo spazializzato del THI relativo alla
produttivita, ogni giorno, viene prodotta una magpd HI diurno, calcolata utilizzando la
temperatura massima giornaliera e l'umidita relatdiurna e una mappa di THI notturno
calcolata utilizzando la temperatura minima giaeral e I'umidita relativa notturna. In figura
10 e riportato un esempio di mappa del territoaaionale del THI diurno e notturno relativa

al rischio di produttivita, ricostruita sulla badei dati calcolati ai nodi di griglia di AO.
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THI Diurno — Produttivita
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Figura 10 Esempio di ricostruzione delle mappe di Al diurno (sx) e notturno (dx) del
14 agosto 2008 per le 4 classi di rischio relatiadla produttivita

Analogamente vengono elaborate mappe di monitovagegr le classi di rischio
relative alla mortalita ciascuna ora, quello minineo quello massimo giornaliero di
temperatura e di umidita relativa delle 42 stazRAN. Tali dati, inseriti nella formula del
THI indicata in precedenza, permettono di calcolagai giorno i seguenti 29 indici termo-

igrometrici:

. 24 valori di THI orario calcolati con il dato istameo di temperatura

oraria e quello di umidita relativa;

. un valore di THI massimo giornaliero scelto tratidati orari;
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. un valore di THI minimo giornaliero scelto tra i 84ti orari;

. un valore di THI medio giornaliero calcolato comedia dei 24 dati

orari;

. un valore THI diurno calcolato utilizzando la temgtera massima
giornaliera e la media dell’'umidita relativa ottémwai 10 valori orari misurati dalle

ore 9 alle 18;

. un valore THI notturno calcolato utilizzando la f@matura minima
giornaliera e la media dell’umidita relativa ottémwai 10 valori orari misurati dalle

ore 21 alle 6.

Relativamente alle altre reti di misura, invecer pgni localita i valori di THI
elaborati ogni giorno sono 13 in quanto le rileeazisulle stazioni sono triorarie, si hanno

quindi i seguenti indici:

. 8 valori di THI triorari calcolati con il dato istéaneo di temperatura e

quello di umidita relativa alle ore 3, 6, 9, 12; 1B, 21 e 24;

. un valore di THI massimo giornaliero ottenuto thia8gdati triorari;

. un valore di THI minimo giornaliero ottenuto tra §ldati triorari;

. un valore di THI medio giornaliero calcolato comedia degli 8 dati
triorari;

. un valore THI diurno calcolato utilizzando la temgtera massima

giornaliera e la media dell'umidita relativa ottésmula 4 valori triorari misurati dalle

ore 9 alle 18;

. 1 valore THI notturno calcolato utilizzando la tezngtura minima
giornaliera e la media dell’'umidita relativa ottésmwla 4 valori triorari misurati dalle

ore 21 alle 6.

Un esempio dell’landamento orario del valori di Tothari ottenuto dai dati misurati

nella stazione di Montanaso Lombardo e riportatayrefico di figura 11.
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Figura 11 Andamento THI orario nella stazione di Motanaso Lombardo nei giorni 26,
27 e 28 giugno 2008, con I'indicazione dei tre lilhedi THI

4.2.3SSTEMA ALLERTA CALDO PER LA BOVINA DA LATTE

In collaborazione con I'Unita di ricerca per la i@itologia e Meteorologia applicate
all’Agricoltura (CMA) del Consiglio per la Ricerca la sperimentazione in Agricoltura
(CRA) ed il Dipartimento di Produzioni Animali déiniversita degli Studi della Tuscia, €’
stato messo a punto e realizzato il “Sistema Adletaldo - SAC” per bovini da latte,

all'indirizzo web http://www.cra-cma.it/sac/.

Il sito offre una serie di informazioni tecnicoagiche rivolte ad una vasta piattaforma
di utenti, ma in particolar modo agli allevatorhecne possono usufruire per contrastare

I'effetto negativo del caldo negli allevamenti aivini da latte

Il logotipo iconografico rappresenta I'acronimo aeime del servizio offerto: SAC —
Sistema Allerta Caldo. Il triangolo rosso evidenpiatato di pericolo durante il periodo caldo
, la bovina in alto a destra contornata dal selenbmetro e gocce, sta a rappresentare il THI,

utilizzato per le previsioni d’allerta.
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S o  Sistema Allerta Caldo
g per la bovina da latte

Sistema Allerta Caldo

Figura 12 Logotipo del SAC — Sistema Allerta Caldo

Il sito € composto da 5 sezioni principali:
- Previsoni di allerta
- Stress da caldo
- Gestire il caldo
- Calcola il THI della tua stalla
- Monitoraggio

Nella figura 13 é rappresentata la HOME PAGE dome descritta la finalita del
sito. Nel menu a sinistra vengono elencate i tdelle sezioni di cui si compone il SAC.
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Sistema Allerta Caldo (SAC)
Contro lo stress da caldo della vacca da latte

L'Italia ha un clirma mediterraneo con estati caratterizzate da elevate temperature, Il caldo &
condizione di stress nellluame cosi come negli animali,

In particalare, nel settore zootecnico altammente specializzato della bovina da latte, |lo stress da
calda provoca ingerti call produttivi sia quantitativi che qualitativi, con gravi ripercussioni sulla
salute fino al decesso dell’animale.

Il SAC [sisterna allerta caldo) nasce dalla necessitd di prevenire & contrastare lo stress dz caldo
nella bovina da latte attraverso lemissione di bollettini di allerta per lindice bioclimatico THI
(termperature humidity index],

Il SAC ha l'obiettiva di dare utili indicazioni agli allevatori nella pianificazione delle strategis
volte a mitigare gli effetti del caldo sulla salute & zulle pefarmance degli anirmali allevati,

Powered by CRA-CIAA | ontattsst | e StETP

Figura 13 Home page del sito internet SAC

Previsioni di allerta

In questa sezione (figura 14) vengono pubblicaisultati relativi alle previsioni del

THI precedentemente descritti (capitolo 4.2.2panticolare:

. 12 mappe di THI riferito alla produttivita (una daa e una notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);

. 12 mappe di THI riferito alla mortalita (una diureauna notturna al

giorno per i 6 giorni successivi);

. 12 mappe di temperature (una di temperatura mingnana di

temperatura massima al giorno per 6 giorni sucegssi

. 12 mappe di umidita relativa (una di UR minima @ uin UR massima

al giorno per 6 giorni successivi)
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Modello previsionale DALAM su area ftaliana

Previsioni giornallere delllindice bioclimatico per bovinl da fatte

giowmdi wmnard wabatn domenica lune martadi |
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Figura 14 Sezione del sito SAC “Previsioni d'alled”

All'interno di ogni mappa previsionale & possitsleezionare la provincia d'interesse,
in tal modo viene visualizzata uno zoom sulla mapeail territorio corrispondente (figura
15). Si possono avere informazioni sulla class#sdhio attribuita, sul relativo grado di stress

e sulle possibili misure preventive e correttive.
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Figura 15 Esempio di mappa previsionale bioclimatia nella sezione “previsioni di
allerta” nel sito SAC
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Stress da caldo e Gestire il caldo

La sezione “Stress da Caldo” raccoglie una serigfatimazioni sulla problematica
dello stress da caldo nella bovina da latte .tl pgbblicati riassumono il significato di stress
da calore negli allevamenti di bovini da latte, rogessi di termoregolazione, gli effetti
negativi di esposizione ad alte temperature ettodadi suscettibilita. Viene inoltre descritto
I'indice THI come misuratore del grado di stresfianbovina. Al link seguene, “Gestire |l
caldo”, vengono descritte le misure di adattamelatemplementare in stalle di bovine da latte

per mitigare gli effetti negativi dello stress dddo.
Calcola il THI della tua stalla

Il sito offre uno strumento che permette di calmld THI a partire dai valori di
temperatura e umidita registrati in stalla (figa@. Nel restituire il valore calcolato, I'indice
viene evidenziato con il colore relativo alla ckasdi rischio di appartenenza (viene

considerato il grado di rischio solo per il pararagiroduttivita).

e Calcola il THI della tua stalla
& Home

Per ottenere I'indice di Temperatura Umidita (THI) inserire nella casella appropriata | valorl di
# Previsioni di Allerta temperatura e umidita relativa registrati nella propria stalla e fare clic sul pulsante "Calcola”. .

Mappe di THI per produttivita
Mappe di THI per mortalita

el i Temperatura (°Celsius) 0
Umidita - :
Umidita Relativa (%) a0

® Stress da caldo
Come si Misura @ Diumo
Nella Bovina da Latte
Fattori di Suscettibilita
Class) di Rischio

MNotturno

Calcola |
® Gestire il Caldo
Misure Preventive

# Caicola il THI della tua stalla Indice Temperatura Umidita: 77

Monit THI (ultimi 10gg)
2 |"1:Dr:e0;a1?ﬂg1‘1elr Dfol;-‘ul::?:'é ) RISCHIO
Mappe di THI per mortalita PRODUTTIVITAl Nullo Minimo Allerta NS
Temperatura
Umidita _
Nota: Questa calcolatrice utilizza la seguente formula:

® Progetto CLIMANIMAL = . it z
THI= (1.8xT+32) - ((0.55-0.55x{RH/100)) x (1.8xT-26)) dove T=Temperatura and RH=Umidita

. o Relativa

® Riferimenti Bibliografici

Figura 16 Strumento di calcolo del THI nella sezioe “calcola il THI della tua stalla”

Monitoraggio

Nella sezione riguardante il monitoraggio sono pighb i risultati della ricerca gia
descritti al capitolo 4.2.3, in particolare:
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. 20 mappe di THI riferito alla produttivita (una dna e una notturna al

giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di THI riferito alla mortalita (una diare una notturna al

giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di temperature (di temperatura minimaaditemperatura

massima al giorno per i 10 giorni antecedenti);

. 20 mappe di umidita relativa (una di UR minima e a UR massima

al giorno per i 10 giorni antecedenti);
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5 DISCUSSIONE

5.1DISCUSSIONE ATTIVITAL

| risultati sui polimorfismi genetici nella region&®-UTR del gene bovino per la
Hsp70.1 nella popolazione di bovine Holstein itadéidnanno mostrato un allele monomorfico
per la transversione dalla guanina alla timina bHae 64, ed un allele monomorfico per la
transizione dalla guanina alla adenosina alla Ba84. Questi dati non si trovano in accordo
con le scoperte di Adamowicz et al. (2005), chertgmo alleli polimorfici per gli stessi SNPs
nella popolazione polacca delle Holstein. | risltel nostro studio e quelli dello studio di
Adamowicz asseriscono il concetto che nella steagaa ma in popolazioni differenti la

frequenza allelica di uno specifico SNP non é fiiplet

Il nuovo aspetto accertato da questa ricerca éelsepza di polimorfismi nella regione

5-UTR del gene per I'Hsp70.1 nelle bovine da laliteazza Holstein.

La presenza della delezione della citosina nelkzmme 895 e della transversione da
guanina a timina alla base 1128 di questo geneata sissociata alla up-regolazione
dell'espressione genica e della sintesi proteic#lg70.1 e ad un aumento della capacita

delle cellule mononucleari bovine di rispondere alhock termico in termini di vitalita.

Le bovine omozigoti per la delezione della citodir@ano mostrato la piu alta vitalita
della cellula dopo lo shock termico e la piu alspressione di mMRNA e concentrazione
proteica di Hsp70.1 rispetto alle bovine eterozigobmozigoti per la citosina. Per i singoli
polimorfismi trovati in posizione 1128, le bovinéec erano eterozigoti per l'allele minore
hanno avuto la piu alta vitalita cellulare e un aam nei livelli di espressione genetica e
proteica del’Hsp70.1 dopo lo shock termico rispettie bovine omozigoti per la guanina o

omozigoti per la timina.

Il polimorfismo della delezione della citosina éusto a 350 paia di basi dal sito di
inizio della trascrizione ed €& quindi localizzato una regione che ha un ruolo critico

nell'induzione del gene delle proteine Hsp (Burdb®86; Linquist & Craig, 1988).

Il meccanismo specifico attraverso il quale i parfismi descritti sono associati con
la maggior abbondanza di mRNA di Hsp70.1 e allagi@agsintesi della proteina stessa non e
stato studiato. Probabilmente, la presenza di mameella regione del promotore migliora il
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legame dei corrispondenti fattori di trascriziohmltre, la over-produzione di Hsp70.1 indica
I'attivazione dei meccanismi protettivi cellulahe& potrebbero essere associati ad un aumento

nella vitalita della cellula.

Levidenza della presenza di polimorfismi geneti@i geni codificanti per Ideat
shock proteinssono piuttosto rare nelle bovine da latte. L'agsoone tra la presenza di

polimorfismi dei geni delle Hsp70 e la tollerandia atress da caldo e, tuttavia sconosciuta.

| due SNPs nella regione 3-UTR sono stati descdd Grosz et al. (1994) e
Adamowicz et al. (2005) nel gene per I'Hsp70.1aélbvine di razza Holstein, ma non sono

stati associati a nessun tratto produttivo o fegjato.

Nelle bovine da latte Holstein cinesi un polimariis genetico nella regione
codificante del gene per I'Hsp70.1 € stato assoc#a resistenza alle mastiti (Cheng et al.,
2009). Starkey et al. (2007) hanno osservato ghadimorfismi nella regione del promotore
dei geni per I'Hsp70 erano associati al peso allezsamento di vitelli maschi di incroci

Brahman.

Banks et al. (2007) hanno mostrato che la regi@hgrebmotore del gene bovino per
I'Hsp70 e polimorfica e alcuni SNPs erano assoaati il tasso di gravidanza di bovine
ottenute dall'incrocio traBos indicuse Bos taurus Inoltre, Rosenkrans et al. (2010) hanno
riportato un’associazione tra SNPs nella regiormenatore del gene bovino per le Hsp70 e la

fertilita in bovine di incroci Brahman.

| soli studi presenti in letteratura sui polimonisdel gene per I'Hsp70 e la tolleranza
al caldo sono stati condotti su altre specie cooeelii, maiali e uomo. Per esempio, Zhang et
al. (2000) hanno scoperto che la presenza di pdilisna sia nella regione codificante che in
quella regolatrice del gene per le Hsp70 eranocess@ differenti capacita di tolleranza al
caldo nei polli. Huang et al. (2002) hanno scopdegli SNPs nella regione 5’-UTR del gene
Hsp70.2 nel suino. Questi SNPs sono stati assamatia qualita del seme prodotto durante

I'estate.

Nei suini, varianti nel promotore e nella regioneUIR del gene altamente
conservato per la proteina inducibile Hsp70.2 simagrado di influenzare la stabilita
del’mRNA e la risposta allo stress della cellu&i autori hanno suggerito che entrambe le
mutazioni potrebbero contribuire alla differentdei@nza individuale allo stress riscontrata a

livello cellulare (Schwerin et al., 2001 e 2002).cdellule mononucleate di sangue periferico
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umane, polimorfismi nella regione codificante deing per le Hsp70, gia correlati alla
longevita e alla sopravvivenza delluomo, sono isgssociati anche ad una aumentata
capacita di risposta allo stress (Singh et al.,.620Queste scoperte sono in accordo con i
nostri risultati ottenuti con le varianti del geper I'Hsp70.1, che inducono una differente
risposta allo shock termico al variare del genqgtippme dimostrato dalle differenze nella

vitalita cellulare.

Diversi studi hanno mostrato una specifica assamaztra la presenza di Hsp70 e i
meccanismi di termotolleranza in vari tipi di cédluQuando le cellule dei vertebrati vengono
esposte ad elevate temperature per un lungo pedotimpo, la capacita di acclimatazione
aumenta grazie alla sintesi delle Hsp (Ulmasovl.et1892; Hunter-Lavin et al., 2004). Le
heat shock proteindhianno la funzione di chaperones molecolari in grad restaurare
I'omeostasi cellulare e promuovere la sopravvivetelta cellula (Horowitz, 2001; Collier et
al., 2008). Spesso, le alte temperature, nel rang-45°C, inducono danni reversibili che
implicano la denaturazione di proteine labili, Eaterazione del metabolismo tramite i
mitocondri e I'attivazione di meccanismi anti-apapti (Pearce et al., 1995; Stankiewicz et
al., 2005). Vari studi su cellule di topo, bovinm@mo evidenziano che 'aumento costitutivo
del livello dell’'espressione genica e proteicaalélsp70 inducibili promuovono la protezione
cellulare dagli stress termici (Horowitz, 2001; 8aret al., 2001a; Collier et al., 2006). In
particolare, le Hsp70 rappresentano le Hsp maggoteninducibili dopo uno stress termico
(Beckham et al., 2004).

Questi autori mostrano che le Hsp70 sono di vitalgortanza per la termotolleranza
della cellula poiché, in accordo con la loro fumaodi refolding proteico, mettono in atto
diversi meccanismi attraverso i quali possono ifarendere la cellula da un danno termico.
Le Hsp70 sono state coinvolte anche nella degradeazidiretta di proteine denaturate
attraverso il modello proteosomale (Huang et &1Q12 Pirkkala et al., 2001) ed intervengono
sulla morte cellulare riducendo i segnali apoptatadla cellula tramite la loro interazione con
la BAX (Bcl-2-associated X protein), un segnaleteim pro-apoptotico (Steel et al., 2004;
Stankiewicz et al., 2005).

Tuttavia, ci sono altri meccanismi che contribursza@lla termotolleranza come le
attivita delle Hsp90, delle Hsp110, delle Hsp2%ekedHsp40 (Duncan et al., 2005; Kampinga
et al., 2003). Le Hsp90 e le Hsp40 lavorano insialleeHsp70 nefefolding proteico.

5.2DISCUSSIONE ATTIVITA2
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Il sistema di allerta caldo per la bovina da laimdotto nell’ambito della seconda
attivita di ricerca, costituisce uno strumento tlgto innovativo nel panorama zootecnico
nazionale. Sebbene esistano nel mondo altri eselnmistemi di allerta dedicati agli
allevamenti della bovina da latte, il SAC e il pansito bioprevisionale per il territorio
italiano. Essendo legato al sistema previsionaleStheN? e all'attivitd del CRA-CMA viene
garantito un costante monitoraggio dell’attendi@ilidei dati pubblicati e vengono
periodicamente affinate le metodiche di rilevazideédato puntuale. Nel prossimo futuro ad
esempio, sara sostituito il sistema DALAM versidh® con il DALAM versione 4.0 e la
previsione sara affinata ad un dettaglio territeridi 10 Km su scala europea anziché di 30

km.

I SAC ha una struttura simile al servizio biopsauale offerto dallUSDA (United
States Department of Agriculture) operativo pertsuitorio statunitense, ed al sistema “Cool
Cow” diffuso in Australia dal servizio nazionale iBaAustralia. In tutti e tre i casi ci si €
posti I'obiettivo di fornire all'allevatore uno stmento per contrastare gli effetti negativi del
caldo, offrendo previsioni del THI e del grado dichio corrispondente per la bovina da latte
ed una serie di informazioni tecniche riguardaatiploblematica. Sebbene i sistemi siano
simili, le informazioni contenute rispecchiano lggnza degli allevatori operanti nelle diverse
realta territoriali. La prima differenza sta prapmelle mappe bioprevisionali. Il territorio
italiano ha un’estensione indubbiamente inferidgspatto ad Australia e Stati Uniti e cid ha
permesso di realizzare delle mappe con un dettaghainciale. Un'altra novita contenuta nel
SAC rispetto agli altri sistemi € la possibilita dsionare le previsioni di allerta sia per il
parametro produttivita, che per il parametro mdeta(Vitali et al; 2009), particolarita del
tutto innovativa cosi come la suddivisioni dellasdi rischio per il THI notturno. Al fine di
rendere piu chiara e leggibile I'informazione pstonale, ogni mappa € accompagnata da una
legenda. Per ogni classe di rischio viene infaipiontato anche lo stato fisiologico
dellanimale e una serie di misure preventive erettve da adottare all'interno
dell’'allevamento. Viene inoltre offerta la possitail di calcolare il THI reale della stalla,
semplicemente inserendo i valori registrati o chprevede di avere all'interno della stalla.
Nel restituire il valore di THI viene indicata ldasse di rischio di appartenenza rispetto al

parametro produlttivita.

Per quanto riguarda I'attivita di monitoraggio, nformazione offerta dal SAC,
completa l'operato del Dipartimento Specialisticoeginale IdroMeteoClimatico
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del’Agenzia Regionale per la Protezione dell’Anmiéedella Sardegna (Arpas) che offre un
monitoraggio del THI sul territorio sardo. | datilgblicati dall’Arpas sono riferiti alle stazioni
climatiche presenti sull'isola e non spazializzste territorio. Al contrario il SAC offre un
dato spazializzato che permette di avere una poesdssul tutto il territorio.

Il trasferimento delle conoscenze acquisite conderca daranno maggior beneficio
agli allevatori che avranno la possibilita di spihare una maggiore capacita di adeguamento
al verificarsi di condizioni meteo-climatiche ccitie. Con I'elaborazione e la diffusione di
informazioni di allerta e di monitoraggio dell’'indi termo-igrometrico per il settore bovino e
possibile contribuire da subito alla messa in attoalcune importanti soluzioni per la
salvaguardia della salute e del benessere degliadinallevati. Le previsioni dell'indice THI
in funzione delle diverse classi di stress (nullmpderato, elevato ed emergenza)
consentiranno agli operatori del settore di piaaife |'attivita di allevamento e di adottare le
contromisure piu adeguate per fronteggiare condizioeteorologiche di rischio per gli
animali salvaguardando la quantita e la qualitdpdetiotto. Nel complesso i possibili ambiti
di intervento per ridurre i costi di produzione emeentare la redditivita dell’allevamento

riguardano gli aspetti nutrizionali, ambientaligroduttivi, quali ad esempio:

» garantire una buona disponibilitd di acqua immiar di quantita e temperatura

adeguata;

* pianificare l'approvvigionamento alimentare (snagione) e adeguamento della

razione e delle modalita di somministrazione (es.serali);

» controllare l'efficacia e l'efficienza circa I'prego dei sistemi di ventilazione e

raffrescamento nelle differenti condizioni (vertida, spruzzatori, ombreggiamento, ecc.);
* programmare le inseminazioni.

| risultati acquisiti nella presente ricerca cagitono un primo passo verso la messa

punto di uno strumento piu completo in grado déiagire maggiormente con gli allevatori.

La prospettiva futura € quella di rendere il sitaggiormente interattivo ad esempio
attivando un sistema @iarningche diffonda le informazioni di rischio stress @édo tramite
e-mail e/o SMS calibrati per singoli allevatori0Giresuppone, da un lato, la spazializzazione
del THI previsto in base alle coordinate delle sirgaziende, dall’altro, uno studio sulle
variabili che intervengono nella determinazione Tdl interno alla stalla, quali tipologia di
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stalla (aperta, chiusa, semi-aperta) presenzastiensi di raffrescamento, coibentazione,

presenza di paddock, orientamento, ecc...

La pubblicazione in rete e la pubblicizzazione gkeldotto ha permesso la diffusione
del sistema previsionale contro lo stress da caldmerose stalle della penisola. Dal mese
di Aprile 2011 ad oggi il SAC conta 383 accessicuii 181 accessi nella sezione Home, 98
accessi nella sezione riguardanti le previsioniaééessi nella sezione THI e 48 accessi nella

sezione stress da caldo.

Al fine di studiare piu adeguatamente lo stato idagio termico degli animali di
allevamento e allo stesso tempo migliorare la greme dei rischi da stress meteo-climatici
sarebbe opportuno considerare anche altri aspétli, cui l'individuazione e la
sperimentazione di eventuali indici termo-igron@tralternativi che tengano conto anche

della radiazione solare e del fattore intensitaveako.
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6.0 CONCLUSIONI

Il settore zootecnico mondiale cresce attualmedtararitmo piu veloce di qualsiasi
altro settore rurale. Da da vivere a circa 1,3anili di persone e rappresenta circa il 40 %
della produzione agricola complessiva. Per moltitadini dei paesi in via di sviluppo il
bestiame rappresenta anche una fonte importantendigia rinnovabile ed una fonte
essenziale di fertilizzante organico.

Con l'aumento del benessere, si registra ogni atmootevole aumento del consumo
mondiale di carne e di prodotti caseari. La prodogi mondiale si prevede raddoppiera,
passando dai 229 milioni di tonnellate del biert®®9/2001 a circa 465 milioni di tonnellate
per il 2050, mentre quella di latte aumentera nstesso periodo da 580 a 1043 milioni di
tonnellate (Steinfeld et al. 2006).

L'aumento del fabbisogno mondiale di prodotti dgore animale, determina la messa
a punto di tecniche per accrescere la produzionermini di qualita e quantita. Cio si riesce
ad ottenere con programmi di selezione genetica pbeano I'animale a produrre
decisamente di piu, ma nello stesso tempo ne aamernd suscettibilita a qualsiasi fonte di
stress, tra questi, lo stress da caldo é decisant@rtausa piu gravosa di diminuzione della
produttivita ed aumento della mortalita nella stagi calda.

La tendenza allaumento delle temperature medidajiloe I'intensificazione dei
fenomeni estremi generano la necessita di impleanentna serie di misure contro lo stress
da caldo delle specie zootecniche.

La vacca da latte e indubbiamente I'animale pitstxtie alla problematica, proprio a
causa della selezione genetica della quale € ptatagonista. Per limitare gli effetti negativi
delle temperature ambientali elevate sono posgieildiversi schemi di intervento (Beede e
Collier, 1986), la selezione di razze meno sens#bicaldo, gli interventi nutrizionali e di
management dell'alimentazione e le modificaziosiche dell’ambiente.

Risultati di maggiore rilievo sono stati ottenutilsppando un approccio al problema
di tipo integrato (Shearer e coll. 1991), risultangli necessario studiare soluzioni innovative
in tutte e tre le direzioni.

Con questa ricerca si & cercato infatti di portemgovazione sia sotto il profilo
genetico, sia sotto il profilo gestionale.

Per quanto riguarda l'approccio genetico non esctn letteratura informazioni
precise circa la possibilita di migliorare I'ad#&ifaa della bovina da latte a condizioni di

elevate temperature. | maggiori problemi sono iélatla naturale complessita del fenomeno
90



“adattamento termico” ed alle difficolta nel setazare contemporaneamente 'adattabilita e

la produzione.

L'avanzamento prodotto con questo studio, in termiigenetica mostra, per la prima
volta nella bovina da latte, che le varianti gesteginella regione 5’-UTR del gene codificante
per 'Hsp70.1 (alle basi 895 e 1128) sono asso@dteana aumentata capacita da parte delle
cellule mononucleate di sangue periferico (PBMCYislpondere ad uno shock termico in
termini di espressione genica e sintesi proteitéHip70.1, e in termini di vitalita cellulare.
Tuttavia, molti altri meccanismi potrebbero, proitralente, contribuire alla differente
termotolleranza. Ulteriori ricerche saranno neaesgaer stabilire i meccanismi fisiologici
attraverso cui questi polimorfismi alterano I'egziene genica e proteica delle Hsp70.1, e per
determinare I'associazione tra il genotipo del geeel’'Hsp70.1 e le performance dei bovini.
Tuttavia, i siti di mutazione accertati in questodso potrebbero essere utili in futuro come

marcatori genetici molecolari nella selezione peolleranza al caldo.

Anche sotto il profilo gestionale la ricerca ha gotio una notevole evoluzione. I
“sistema allerta caldo — SAC” puo rappresentarevalido strumento per I'allevatore nella
messa in atto delle tecniche gestionali contrdress da caldo, sia di quelle tese a modificare
le condizioni fisiche dell’ambiente, che consentahoottenere i migliori risultati in tempi
brevi con piu favorevole bilancio tre costi/benefta negli approcci di tipo nutrizionale-

alimentare e nella gestione della riproduzione.

I SAC e il primo sistema bioprevisionale per lavina da latte realizzato in Italia,

pertanto rappresenta una importante innovazionpare@rama zootecnico nazionale.
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