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CRIOCONSERVAREA SPERMEI DE BERBEC
Bradu N., Rotari D., Cibotaru E., Darie Gr., Djenjera I.
Institutl Stiintifico Practic de Biotehnologii in Zootehnie si Medicina Veterinara

Abstract: The object of research was semen taken from breeding rams of the Mol-
dovan Tigaie breed for milk, meat, wool, raised at the STE "Maximovca" sheep farm. The
microscopic testing of the ejaculates taken was carried out using the CEROS computer
program. For the dilution of the semen admitted for processing, the dilution medium GTJ
(glucose, sodium citrate, egg yolk) was used, in the composition of which, as an additional
component, the preparation BioR was introduced, in a concentration of 0.6-0.7%V. After
freezing-reanimation, the media proposed for this technique protect the spermatozoa
against damage to the acrosome and biological membranes and allow the functional integ-
rity of the spermatozoa to be preserved.
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INTRODUCERE

in perioada de trecere la economia de piati, cresterea ovinelor a trecut printr-o perioada
economica complicatd, ceea ce a dus la diminuarea eficientei cresterii ovinelor. Totusi, in ultimul
deceniu, in sectorul cresterii ovinelor s-a instalat o tendinta de stabilizare a ramurii, au parvenit
interese 1n cresterea ovinelor, s-au procurat diverse rase mai productive, care va permite
restabilirea efectivului de ovine din rase mai productive. Una din conditiile care vor permite
sporirea productiilor si efectivelor, paralel cu crearea unei baze furajere de foarte buna calitate si
cantitate este reproductia intensivd, folosirea la maximum a potentialul biologic al
reproducitorilor de mare valoare zootehnica [13, 10, 9, 1, 5].

Elaborarea metodei de crioconservare a materialul seminal nu a fost posibila fara
cunostinte profunde privind mecanismul deteriorarii si stabilizarii integritatii celulare in
procesul crioconservarii. Succesul metodei crioconservarii-reanimarii se datoreaza
proceselor fizico-chimice ale apei si comportamentul ei in procesul sciderii temperaturii,
insd procesul propriu-zis de cristalizare si topire a ghetii este influentat de caracterul
obiectului, compozitia lichidului biologic si viteza de scadere a temperaturii.

in lucrarile cercetitorilor [12, 6, 7, 10, 8] se mentioneazi ci una din neajunsurile
fecunditatii jose a oilor sunt factorii de rutind prin folosirea unor tehnologii, metode si instrumentar
neadecvate pentru Insamantarea artificiala care influenteaza negativ asupra fecunditatii.

Totodata, s-a demonstrat cd, eficienta insamantarilor artificiale a oilor cu material
seminal crioconservat prezintd rezultate sub nivelul cerintelor si necesitd cercetari
fundamentale care vor permite elaborarea metodelor eficiente privind viabilitatea
spermatozoizilor dupd reanimare si mentinerea capacitatii fecundante a lor. De aceea,
argumentarea proceselor de protejare a spermatozoizilor in procesul tehnologic de
crioconservare a materialului seminal va permite de a proteja  criodeteriorilile
spermatozoizilor In procesul conservarii si depozitarii lor.

Cunoasterea factorilor deteriorarii spermatozoizilor la diferite etape a protocolului
de crioconservare va permite elaborarea tehnologiilor adecvate de crioconservare a
materialului seminal prelevat de la berbeci [9, 1, 5].

Cea mai accesibila metoda de solutionare a problemelor reproductiei ovinelor este
elaborarea metodelor eficiente de crioconservare a materialului seminal prelevat de la
berbeci reproducatori cu pastrarea la nivel inalt a capacitatii fecundante a spermatozoizilor
dupa reanimare, exploatarea berbecilor reproducatori pe parcursul intregului an, crearea
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bancii de material seminal crioconservat, apt pentru folosirea la insdmantarea artificiald a
oilor [13, 3, 2, 4, 11].

MATERIAL SI METODE

Cercetarile au fost efectuate pe sperma prelevata de la berbeci-reproducatori in
laboratorul “Biotehnologii in Reproductie si Transfer de Embrioni” a Institutului Stiintifico-
Practic de Biotehnologii in Zootehnie si Medicind Veterinara. Dupa testarea microscopica,
ejaculatele admise pentru prelucrare au fost supuse diluarii cu mediul GTJ in componenta
caruia ca component suplimentar a fost introdus preparatul BioR in concentratie de la 0,1
pana la 1,0%V. Prin metoda computerizata CEROS s-a determibat mobilitatea totala a sper-
matozoizilor dupa diluare, refrigerare si crioconservare-reanimare, Viabilitatea spermato-
zoizilor dupa reanimare, integritatea acrosomului in procesul crioconservarii spermatozoiz-
isor si mobilitatea spermatozoizilor cu miscari rectilinie.

REZULTATE SI DISCUTII

Pe scara tot mai largd, in ultimii ani se efectuiaza cercetari privind perfectionarea
si elaborarea noilor medii pentru conservarea materialului seminal prelevat de la berbeci-
reproducitori cu scopul pastrarii integritatii biologice si a capacitatii fecundante a sperma-
tozoizilor. A fost studiatd capacitatea protectoare a preparatului BioR elaborat la Institutul
de Microbiologie si Biotehnologii a Universitatii Tehnice din Moldova, care are proprietati
de antioxidant si de a stabiliza membranele celulare.

In cercetirile noastre preparatul BioR a fost introdus ca component suplimentar in
mediul de dilutie GTJ (glucoza, citrat de sodiu, galbenus de ou) in concentratie de la 0,1
panala 1,0 %/V.

Mobilitatea spermatozoizilor in procesul de crioconservare a spermei diluate cu
GTJ in componenta careia ca component suplimentar a fost introdus preparatul BioR, este
prezentat in tabelul 1.

Tabelul 1. Influenta preparatului BioR asupra mobilititii spermatozoizilor (n=12),%

Specificare Dupa diluare:/ Dupa refrigerare:/ | Dupa reanimare:

Specification After dilution: After refrigeration | / After defrosting
Martor GTJ/ Control 88,7+2,8 83,0+3,5 30,5+4,5
1| _xE |01 85,3452 81,3493 47,0+15,0
522389 |02 88,0£1,7 85,3+5.2 49,0+5.,5
ER{IEN = E[ 03 84,0£9,5 84,3+6,8 36,349,1
2T 4| 25 =5 04 92,3+1.9 87.7+4.5 41,0+5,0
§25 &g S £ 05 83,7+6,4 84,3472 48,0£7,0
g2l 6] 525506 88,7+3,7 84,3+7,2 62,042,9%*
58 7| 58507 91,0+1,7 89,7+1,8 55,0+8,0
§ S8 § = £ 08 85,0+5,6 85,7+5,9 53,3+4,5%
£l 9 gz e |09 90,7+1,8 87,0+4,5 57,0+8,0
10 £33 |10 87,348,2 83,046,0 60,0+£2,6*

*P<0,05; **P<0,01

>

Datele tabelului demonstreaza ca, mobilitatea spermatozoizilor dupa diluare cu
mediile in componenta caruia a fost introdus preparatul BioR in concentratie de la 0,1 pana
la 1,0%, a fost practic de aceeasi valoare atat in loturile experimentale cat si in lotul martor
de la 83,7+6,4 pana la 92,3+1,9% ceea ce denota ca, preparatul BioR nu este toxic pentru
spermatozoizi in diapazonul concentratiilor studiate.

Dupa reanimare in loturile experimentale, precum si in lotul martor au avut loc
diminuari drastice a mobilitatii spermatozoizilor. Cele mai bune rezultate a mobilitatii au
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fost obtinute 1n lotul experimental 6 in care concentratia preparatului BioR introdus ca
component suplimentar in mediu de dilutie a fost de 0,6%- 62,0+2,9 % (**P<0,01).

In continuare au fost efectuate cercetari privind influienta preparatului BioR in-
trodus ca component suplimentar in componenta mediului GTJ asupra viabilitatii sperma-
tozoizilor dupi reanimare la temperatura de +37° C . Datele experimentale sunt prezentate

in tabelul 2.

Tabelul 2. Influenta preparatului BioR asupra viabilitatii spermatozoizilor dupa

reanimare (n=12), %

Dupa Viabilitatea, dupa:/ Viability

Ssppeecci:‘?c(;iirgrf reag\marlre/ 1 ora/ 2 ore/ 3ore/ 4 ore/ 5 ore/

defrosting hour hour hour hour hour

Martor GTJ/ Control | 30,5+4,5 [29,0+3,2| 255+1,3 | 24,7+2,6 [118,0+15]15,3+1,9
o |1 _| 01| 47,0+150 |385+6,8| 42,0647 | 36,0#4,5 |20,7+4,820,0+4,5
F_ 2] £ ¢ £510.2 | 49,0+5,5 |42,8+2,8| 40,8+2,3 | 40,030 |26,0+3,1|19,3+18
zg(3] 8\/; 2 03] 363+9,1 [330+31| 33,3+30 | 33,0+45 |327+4,2]29,0+3,1
2504|T 204 41,0450 [395+:39( 385+34 | 37,0469 |330+6,0]29,7+4,3
2E(5|@® 05| 48,0670 [40,5+3,9| 39,8441 | 36,7+0,9* [34,3+2,0% 25,327
T E16] ‘g;é 0,6 | 62,0£2,9%* |51,0+2,6% 48,842,1* | 45,0£2,1* |41,7+2,7*31,3+3,0%
L5722 807 550580 [485:2,6% 46,3:34* | 46,0461 | 40,7454 [28,0+1 5
g 28|82 5 08] 533+4,5% [48,3+3,1] 465+3,0% | 457452 |38,0+44,5]27,044,2
s 1913 £ 5 09| 570480 [50,0+4,9% 48,0+29* | 41,3:0,7* |28,3+27253+2,9
10 1,0 60,0£2,6* [53,3+1,4* 47,3+2,6* | 40,7+12* [39,7+7,9|28,7+7,9

*P<0,5; **P<0,01 (comparatuv cu lotul martor)

Stocarea spermei reanimate la temperatura de +37° C duce la diminuarea mobi-
litdtii spermatozoizilor. Dupi 5 ore de stocare la temperatura de +37° C, in loturile experi-
mentale 6 si 7, mobilitatea spermatozoizilor a fost mai mare (P < 0,5), comparativ cu lotul
martor. Apreciind integritatea acrosomului s-a depistat c&, in sperma reanimata un numar
mare de spermatozoizi au diferite deteriorari structurale a membranei acrosomului.

Studiul integritatii acroSomului in procesul crioconservarii spermei este prezen-
tat in figura 1.
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Figura 1. Influenta preparatului BioR asupra integrititii acrozomului (n=12),%

Datele experimentale, prezentate in figura 1 demonstreaza ca, cele mai accentu-
ate deteriorari a spermatozoizilor au loc incd in perioada pregatitoare, Inainte de procesul
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de congelare. In sperma dupa diluare numai 5% spermatozoizi aveau acrosomul deteriorat.
Dupa refrigerare acest indice s-a marit nesemnificativ, iar dupa crioconservare si reanimare
acest indice s-a marit pana la 24-26%. Este necesar de mentionat cé cele mai bune rezultate
au fost obtinute cand suplimentar in mediile de dilutie a fost introdus preparatul BioR in
concentratie de 0,6-0,7%/V (23,6+0,6 si 23,8+0,8%).

S-au efectuat cercetdri si privind influentei preparatului BioR asupra calitatii
spermei supuse refrigerarii (+2-4°C) si procesului de crioconservare. Datele experimentale
privind studiului duratei de refrigerare a spermei diluate cu mediul GTJ in componenta ca-
ruia ca component suplimentar s-a introdus preparatul BioR in diferite concentratii si pro-
portii de dilutie sunt prezentate in figura 2.
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Fig 2.Dinamica mobilititii spermatozoizilor dupi reanimare, %

Rezultatele experimentale obtinute demonstreaza ca, refrigerarea spermei diluate
pe o perioada de 6 ore inaintea procesului de crioconservare a diminuat mobilitatea sper-
matozoizilor dupa reanimare, indiferent de proportiile diluarii. Cei mai buni indici a mobi-
litatii spermatozoizilor dupa reanimare au fost obtinuti cand sperma a fost diluata in pro-
portie de 1:3 si o duratd de refrigerare inaintea congelarii de 2 si 4 ore. In baza datelor
experimentsle obtinute putem concluziona cd, sperma diluatd cu mediul GTJ, in
componenta caruia ca component suplimentar a fost introdus preparatul BioR in
concentratie de 0,6-0,7%, perioada de refrigerare, Inainte de congelare, poate fi redusa pana
la 2 ore, fara a diminua mobilitatea spermatozoizilor, comparativ cu metoda clasica de
crioconservare a spermei unde durata de refrigerare este de 6 ore.

Datele experimentale si rezultatele obtinute ne-au permis sa elaboram un mediu
eficient pentru diluarea si crioconservarea materialului seminal de berbec cu urmatoarea
componenta (brevet de inventie Nr.4513):

Glucoza—0,8 g

Citrat de sodiu —2,8 g

Galbenus de ou de gdina — 20%/V

Glicerina -7%/V

Antibiotice — 50 mii U.1.

BioR (5 mg/ml) — 0,6%/V

Apa distilatd — pana la 100 ml.

In perioada anilor 2016-2022 folosind mediul elaborat destinat tehnologiei de cri-
oconservare a materialului seminal prelevat de la berbeci-reproducatopi, s-au congelat si
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transmis in banca geneticd 2403 doze de material seminal, admis pentru insdmantarea arti-
ficiald a oilor.

CONCLuUzII

1. Diluarea materialului seminal cu mediul elaborat, in componenta céruia ca
component suplimentar a fost introdus preparatul BioR in concentratie de 0,6% (brevet de
inventie Ne4513), mobilitatea spermatozoizilor dupa reanimare s-a mentinut la un nivel
ridicat-62,0+2,9% (P<0,01), comparative cu lotul martor.

2. Mediul de dilutie a spermei de berbec, mai bine, comparativ cu mediile propuse
pentru aceasta tehnicd, protejeazd spermatozoizii impotriva deteriorarii acrosomului si a
membranelor biologice, permite pastrarea integritatii functionale a spermatozoizilor.
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