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Inventia se refera la criobiologie, si anume
la un mediu de protectic pentru
crioconservarea materialului  seminal  de
berbeci.

Mediul de protectie, conform inventiei,
contine 0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20
ml gilbenus de ou, 7 ml glicerind, 0,05 mg
antibiotic Spermosan-3 de 50 mii unitati,

2
5...10 ml solutie de BioR de 5 mg/ml si apa
bidistilatd pana la 100 ml.

Rezultatul constd in péstrarea parametrilor
calitativi ai spermatozoizilor dupa
crioconservare si decongelare.

Revendicari: 1



(54) Protective medium for cryopreservation of ram seminal material

(57) Abstract:
1

The invention relates to cryobiology,
namely to a protective medium for
cryopreservation of ram seminal material.

The protective medium, according to the
invention, comprises 0.8 g of glucose, 2.8 g of
sodium citrate, 20 ml of egg yolk, 7 mL of
glycerin, 0.05 mg of Spermosan-3 antibiotic of

2
50 thousand units, 5...10 mL of BioR solution
of 5 mg/mL and bidistilled water up to 100
mL.

The result is the preservation of the
qualitative parameters of spermatozoids after
cryopreservation and thawing.

Claims: 1

(54) 3ammTHAA cpeAa AJs KPMOKOHCEPBAMH CEMEHHOI0 MaTepuasa 0apaHoB

(57) Pedepar:

H300peTeHne OTHOCHTCS K KPHOOHOIOTHH,
a HMEHHO K IIPOTEKTOPHOM cpeme s
KPHOKOHCEPBAIlUK ~ CEMEHHOIO  MaTepHala
OapaHoB.

IIporekTopHas cpena, COITIaCHO
n300peTeHuto, coaepkut 0,8 T ITIOKO3EL, 2,8 T
nUTpaTa HaTpHs, 20 MJI SHUHOTO KENTKa, 7 MII
rurepuna, 0,05 mr anTaOHOTHKa CriepMocaH-

2
3 50 Ticsau eauHuI, S...10 M1 pactBopa BioR
5 MI/MII ¥ OMIUCTIIUTHPOBAHHYIO BOILY /10 100
MIL.

PegynpraT  cOCTOMT B COXpaHCHHH
IIapaMeTpOB KadecTBa CIIEPMATO30HIOB ITOCTIE
KPHOKOHCEPBAIIHH H OTTaHBAHI.

I1. popmymsr: 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4513 C1 2018.04.30

Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se referd la criobiologie, si anume la un mediu de protectie pentru
crioconservarea materialului seminal de berbeci.

Inventia poate fi aplicatd pentru crioconservarea, pastrarea, studierea si utilizarca
eficientd a genofondului animal autohton de interes stiintific si biotehnologic.

Sunt cunoscute medii de protectie pentru crioconservarea materialului seminal de
berbeci (I'LEK) ce contin glucoza, citrat de sodiu, gdlbenus de ou si antibiotice [TOCT
14746-69. Cpejta TIItoKO30-IUTPaTHO-KENTOUHAs 1 XpaHeHus crepMsl (I'LDK)].

insa, neajunsul acestor medii de protectie constd in mobilitatea si migcarea rectilinie
scdzutd a spermatozoizilor. Este demonstrat cd crioconservarea afecteazd mobilitatea si
capacitatea de fecundare a spermatozoizilor, reduce fuziunea intercelulard si rata
penetririi ovocitelor.

Se¢ cunoaste tehnica de congelare cu mediul LEY care contine lactoza, gélbenus de
ou, glicerol si Orvus es Paste [Westendorf P., L. Richter, H. Treu, 1975, Deutsche
Tierarzt. Wschr., 82, 261-267]. S-a demonstrat ¢ speciile de oxigen reactive (ROS)
blocheazd mobilitatea si metabolismul oxidativ al spermatozoizilor, reducand fuziunea
intergameticd si rata penetrarii ovocitelor [Bailey J.L. et al. 2000 Jurnal of Andrology,
21, p.1-7]. Dintre antioxidantii studiati cele mai bune efecte asupra calitatii
spermatoziilor crioconservati le are vitamina E sau analogi ai acesteia, rezultatele
obtinute indicAnd o tmbundtitire a mobilititii, viabilitdtii §i a integritdtii acrosomale
[Breininger E. et al. 2005, Theriogenology, 63, p. 2126-2135].

Se cunosc avantajele nsdmantarii artificiale cu spermd congelatd la animalele de
interes zootehnic, insd la berbeci e complicat de a obtine o viabilitate si fecunditate
acceptabild a spermatozoizilor comparativ cu alte specii.

Cea mai apropiatd solufie pentru mediul de protectie revendicat pentru
crioconservarea materialului seminal de berbeci este mediul cu urmétoarea compozitie:
0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20 ml gilbenus de ou, 5 ml glicerina, 0,05 mg
antibiotice - 50 mii de unititi, pdnd la 100 ml apd distilata [1].

La crioconservarea materialului seminal de berbeci pe acest mediu de protectie, in
condifii proxime, numdrul spermatozoizilor mobili cu miscare rectilinie dupd
crioconservare si decongelare constituie 42,2+9,5% si, respectiv, 19,7£6,6%.

Dezavantajul acestui mediu constd in faptul cd compozitia chimicd a mediului nu
asigurd o protectie adecvatd materialului seminal de berbeci. Din cauza deteriorarii
integritdfii. membranelor §i degraddrii ADN-ului pe durata crioconservarii si
decongelarii, scade esential numdarul spermatozoizilor mobili i al celor cu miscare
rectilinie, ce diminueazd calitatea spermei.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu de
protectie pentru crioconservarea materialului seminal de berbeci care sé asigure sporirea
numarului spermatozoizilor mobili si al celor cu miscare rectilinie dupé crioconservare
si decongelare.

Mediul de protectic pentru crioconservarea materialului seminal de berbeci, conform
inventiei, contine 0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20 ml gidlbenus de ou, 7 ml
glicerind, 0,05 mg antibiotic Spermosan-3 de 50 mii unitdti, 5...10 ml solutie de BioR
de 5 mg/ml si apd bidistilata pand la 100 ml.

Antibioticul (Spermosan) - 50 mii de unitati [[OCT-22636-77. Cuepmocan-3.
Texunueckue ycnoBus. Denumirea eng. Spermosan-3. Specifications (reteta nr.5)].

Preparatul BioR (5 mg/ml) [MD 545 F1 1996.05.31].

Efectul pozitiv se datoreaza suplinirii mediului de protectie cunoscut cu BioR, care
manifestd acfiune antioxidantd, de stabilizare a membranelor celulare si de stimulare a
regenerarii tesuturilor, ce oferd spermatozoizilor o protectie suplimentard, contribuind
astfel la majorarea numarului spermatozoizilor mobili si a celor cu miscare rectilinie
dupd crioconservare si decongelare. Substanta datd influenteazd pozitiv asupra
parametrilor calitativi ai spermatozoizilor.

Rezultatul constd in pastrarea parametrilor calitativi ai spermatozoizilor dupd
crioconservare §i decongelare, si anume sporirea cu 22,0...37,4% a numarului
spermatozoizilor mobili si cu 16,7...35,5% a celor cu miscare rectilinie fatd de cea mai
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apropiatd solutie (tab.l), datoritd includerii in mediul crioprotector a BioR-ului, ce
contine amestec de aminoacizi §i oligopeptide, posedd actiune antioxidanta, de
stabilizare a membranclor celulare si de stimulare a regenerarii tesuturilor, ce anihileaza
efectul negativ al temperaturilor joase si formelor reactive de oxigen, care afecteaza
spermatozoizii in timpul crioconservarii si decongelarii.

Implementarea inventiei va permite:

- pastrarea eficientd si durabild in azot lichid a materialului seminal de berbeci cu
mentinerea fecunditatii, functionalitdtii si morfologiei spermatozoizilor la parametrii
optimi;

- utilizarea materialului seminal crioconservat pentru crearea bancilor de sperma de
berbeci din rase autohtone;

- folosirea materialului seminal crioconservat autohton in biotehnologiile de
reproductie in vitro, in vederea producerii embrionilor;

- producereca si comercializarea materialului seminal de berbeci in Republica
Moldova.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se recolteazd si se analizeazd materialul seminal, fiecare proba constituind ejaculat
recoltat de la berbeci reproducatori. Materialul seminal s¢ transfera In mediul de
protectie lichid cu urméatoarea componentad: 0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20 ml
gélbenus de ou, 7 ml glicerind, 0,05 mg antibiotic (Spermosan-3) - 50 mii de unitati,
5...7 %/V BioR (5 mg/ml), apd bidistilatd pana la 100 ml. Suspensia obtinutd cu
activitatea spermatozoizilor de minim 80% se divizeazd cate 0,2 ml pe plici de
fluorpolimer si timp de 1 min se prelucreazi cu vapori de azot. Probele se congeleaza
brusc in formd de granule la temperatura de minus 196°C. Decongelarea probelor se
realizeazd 1n fiole sterile pe baia de apd la +42°C, timp de 15 s. Dupd decongelare
materialul seminal se pdstreazd in termostat la temperatura de +37°C si la anumite
intervale de timp (dupd necesitate) se apreciazd numadrul spermatozoizilor mobili si al
celor cu miscare rectilinie [3amMopaskuBaHHE W HCHONB30BAHHE CIIEPMBI OapaHOB-
npousBoguTenci (pexomemmanun). Ilox pex. I'. 3aifrieBa. MockBa, Arpompomusiat,
1989, p. 19] cu ajutorul programului "CEROS” [Version 12 CEROS - Sperm Analysis
System. Hamilton Thorne Biosciences. suport@hamiltonthorne.com].

In varianta martor numarul spermatozoizilor mobili si al celor cu miscare rectilinie
este de 42,249,5% si, respectiv, 19,7+6,6%, iar in varianta propusd de 51,5...58,0% si,
respectiv, 24,0...26,3%, adica cu 22,0...37,4% si, respectiv, 21,8...33,5% mai mult fata
de martor.

Exemplul 2

Se recolteazd si se analizeazd materialul seminal, fiecare proba constituind ejaculat
recoltat de la berbeci reproducdtori. Materialul seminal se transferd In mediul de
protectie lichid cu urméatoarea componentad: 0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20 ml
gdlbenus de ou, 7 ml glicerind, 0,05 mg antibiotic (Spermosan-3) - 50 mii de unitati,
8...10 %/V BioR (5 mg/ml), apa bidistilatd pana la 100 ml. Suspensia obfinutd cu
activitatea spermatozoizilor de minim 80% se divizeazd cate 0,2 ml pe plici de
fluorpolimer si timp de 1 min se prelucreazi cu vapori de azot. Probele se congeleaza
brusc in forma de granule la temperatura de -196°C. Decongelarea probelor se
realizeazd 1n fiole sterile pe baia de apd la +42°C, timp de 15 s. Dupd decongelare
materialul seminal se pdstreazd in termostat la temperatura de +37°C si la anumite
intervale de timp (dupd necesitate) se apreciazd numarul spermatozoizilor mobili i al
celor cu miscare rectilinie [3amMopaskuBaHHE W HCHONB30BAHHE CIIEPMBI OapaHOB-
npousBoguTenci (pexomemmanun). Ilox pex. I'. 3aifrieBa. MockBa, Arpompomusiat,
1989, p. 19] cu ajutorul programului "CEROS” [Version 12 CEROS - Sperm Analysis
System. Hamilton Thorne Biosciences. suport@hamiltonthorne.com].

In varianta martor numarul spermatozoizilor mobili si al celor cu miscare rectilinie
este de 42,249,5% si, respectiv, 19,7+6,6%, iar in varianta propusd de 55,0...56,0% si,
respectiv, 23,0...26,7%, adicd cu 30,3...32,7% si, respectiv, 16,7...35,5% mai mult fatd
de martor.

Numarul spermatozoizilor mobili si al celor cu miscare rectilinie se exprimd in
procente fatd de valorile initiale.
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Tabel 1
Numarul spermatozoizilor de berbec mobili si al celor cu miscare rectilinie dupa
crioconservare si decongelare pe mediul de protectie cu BioR (5 mg/ml) in diferite

concentratii
Spermatozoizi Spermatozoizi cu
mobili, % miscare rectilinie, %

= Martor 42,2495 19,7+6,6
22 1% 45,5+13,5 16,0+6,0
2% 2% 55,3457 22,7533
w B 3% 49,0+23,0 17,549,5
¢ E 4% 52,3+10,4 21,3+7,6
2 3 5% 53,0+12,0 24,0+7,0
+ 8 6% 58,0+2,1 26,3+2,7
;5 e 7% 51,5+4,5 24,540,5
25 8% 55,026,1 26,7%5,6
! 9% 56,0+7,0 23,0+3,0
10% 56,0+4,4 26,7+8,1

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MunosanoB B. K. buonorusg BOCIpPOH3BEIEHHS H HCCKYCCTBEHHOE OCEMECHEHHE
CEIHbCKOXO3IMCTBCHBIX JKHMBOTHBIX. MockBa, M3maTenhCcTBO CEIBCKOXO3AHCTBCHOM
TUTEpaTypHhl, 1962, p. 499-503

(57) Revendicari:

Mediu de protectie pentru crioconservarea materialului seminal de berbeci, care
contine 0,8 g glucozd, 2,8 g citrat de sodiu, 20 ml galbenus de ou, 7 ml glicering, 0,05
mg antibiotic Spermosan-3 de 50 mii unitdti, 5...10 ml solutie de BioR de 5 mg/ml si
apa bidistilata pand la 100 ml.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuali
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinfdu, Republica Moldova
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