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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate consta in Studierea pentru prima datd a
spermogramelor berbecilor-reproducatori de rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte,
elaborarea si implementarea in biotehnologia reproducerii ovinelor a mediilor de crioconservare a
materialului seminal prelevat de la berbeci-reproducatori si corectia spermatogenezei la berbeci in
sezonul secundar al reproductiei pentru eficientizarea insamantarilor artificiale la ovine.

Cresterea ovinelor pentru Republica Moldova este o ramura traditionald, dar in perioada de
trecere la economia de piata, cresterea ovinelor a trecut printr-o perioada economica complicata.
Aceste schimbari au 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 in
cresterea ovinelor, s-au procurat diverse rase mai productive, care vor permite restabilirea
efectivului de ovine din rase mai productive. Una din conditiile care va permite sporirea
productiilor si efectivelor, paralel cu crearea unei baze furajere de foarte buna calitate si cantitate,
este reproductia intensiva, folosirea la maximum a potentialului biologic oilor mame si a
reproducatorilor de mare valoare zootehnica [17, 14, 1, 6].

Elaborarea metodei de crioconservare a materialului seminal nu a fost posibila fara
cunostinte profunde privind mecanismul deteriorarii si stabilizarii integritatii celulare in procesul
crioconservarii. Totodatd, a fost elaborata teoria anabiozei in procesul de racire si congelare a apei
in celule [20].

Cercetdrile ulterioare au demonstrat cd procesul crioconservarii-reanimarii se datoreaza
proceselor fizico-chimice ale apei si comportamentul ei in procesul scaderii temperaturii, nsa
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 cercetatorilor [16, 10, 11, 13] se mentioneaza ca una din neajunsurile fecunditatii
joase a oilor sunt factorii de rutina prin folosirea unor tehnologii, metode si instrumentar neadecvate
pentru insamantarea artificiala, care influenteaza negativ asupra fecunditatii.

Totodata, s-a demonstrat ca eficienta insdmantarilor artificiale a oilor cu material seminal
crioconservat prezintd rezultate sub nivelul cerintelor si necesita cercetari fundamentale care vor
permite elaborarea metodelor eficiente privind viabilitatea spermatozoizilor dupa 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 criodeteriorarile 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 [14, 1, 6].



Cea mai accesibila metodd 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 capacititii fecundante a spermatozoizilor dupa reanimare,
exploatarea berbecilor-reproducatori pe parcursul intregului an, crearea bancii de material seminal
crioconservat, apt pentru folosirea la insamantarea artificiala a oilor [2, 3, 5, 15, 17, 18, 19].

Situatia in domeniul cercetirii si identificarea problemelor de cercetare. In ultimele
decenii directiile prioritare ale cercetarilor din domeniu sunt bazate pe ideea ca, in procesul
crioconservarii spermei, procentul fermentilor care ies din spermatozoizi depinde de localizarea lor
si legaturile lor cu alte structuri ale spermatozoidului, componenta mediilor de dilutie, conditiile de
stocare etc. Prin urmare, depistarea problemelor de protectie in procesul stocarii spermei diluate va
permite elaborarea noilor directii in ameliorarea pastrarii integritatii spermatozoizilor in procesul
stocarii lor. Rezolvarea acestor probleme, foarte importante pentru domeniu, va permite efectuarea
cercetdrilor comparative privind particularitatile spermei de berbec la adaptarea spermatozoizilor la
procesele termodinamice, prin urmare la sporirea rezistentei de adaptare in procesul stocarii lor in
vitro [2, 3, 5, 15, 17].

In ramura zootehniei, perspectiva implementarii insimantarii artificiale cu sperma congelata
deschide noi oportunititi si, totodata, impune folosirea cat mai intensiva a berbecilor valorosi pe tot
parcursul anului prin colectarea si depozitarea spermei congelate.

In procesul lucrului de selectie, elaborarea metodelor biotehnologice mai eficiente de
crioconservare a Spermei va permite substantial de a spori arealul de folosire a reproducétorilor
valorosi in procesul de reproductie.

Elaborarile propuse permit de a intensifica selectia berbecilor-reproducatori, aprecierea cu
exactitate a calitatilor reproductive si, prin urmare, a spori eficacitatea lucrului de selectie in
ovicultura. Rezolvarea problemei crioconservarii spermei de berbec va permite depozitarea spermei
pe durata lungd de timp si crearea bancii de gene, transportarea spermei congelate la distante mari
in scopul potrivirii perechilor, incrucisarii nominalizate si crearea de noi rase.

In conditiile noi a economiei de piati, eficacitatea ramurii cresterii ovinelor depinde in mare
masurd de eficacitatea lucrului de reproductie. Totodatd, potentialul metodei de insamantare
artificiala se realizeaza partial. Unul din motivele de baza a acestei situatii este lucrul dificil a unor
operatiuni la efectuarea insamantarilor artificiale. De aceea, paralel cu perfectionarea metodelor
biotehnologice privind insamantarea artificiala a oilor, de actualitate sunt si metodele de
crioconservare a spermei de berbec.

Scopul lucririi: perfectionarea metodelor de crioconservare a materialului seminal prelevat
de la berbeci si corectia spermatogenezei in sezonul secundar de reproductie pentru eficientizarea

insamantarilor artificiale a ovinelor.



Obiectivele cercetarii:

1. Studiul indicilor cantitativi si calitativi a spermei brute prelevatda de la berbeci-
reproducatori de rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte.

2. Studiul impactului preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 asupra corectiei
spermatogenezei la berbeci in sezonul secundar al reproductiei.

3. Determinarea eficientei introducerii preparatului BioR in componenta mediului de crioconservare
(glucoza-citrat-galbenus de ou) ca component suplimentar asupra calititii spermei decongelate de berbec.

4. Evaluarea proprietatilor morfologice si fiziologice ale spermatozoizilor in functie de
diluantul utilizat.

5. Elaborarea unui mediu de protectie pentru diluarea si crioconservarea spermei de berbec.

6. Studiul fecunditatii oilor insamantate cu sperma diluata si congelata-reanimata cu mediu
de protectie elaborat.

Ipoteza de cercetare: este bazata pe faptul ca eficacitatea reproductiei ovinelor este
influentata de implementarea metodelor biotehnologice eficiente noi care permit exploatarea
eficienta a fondului genetic valoros testat dupa calitatea descendentei. Folosirea preparatelor
biologic active pentru stimularea spermatogenezei in sezonul secundar al reproductiei va permite
obtinerea de ejaculate de cantitate si calitate superioare ce vor permite sporirea rezistentei
spermatozoizilor in procesul crioconservarii, care va eficientiza exploatarea berbecilor pe parcursul
intregului an si crearea bancii genetice de sperma.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese este bazata
pe implementarea, in tehnica biotehnologiilor, a metodelor macroscopice, microscopice,
biochimice, morfologice si cinetice de testare a spermogramelor, totodata s-a demonstrat eficienta
folosirii preparatelor biologic active extrase din Spirulina platensis (BioR) introduse in tehnologia
crioconservarii spermei in conditii de laborator si in practica.

In calitate de obiect de cercetare au servit: preparatele BioR, ZooBioR-1, ZooBioR-2,
berbecii din rasa Tigaie tip moldovenesc si sperma prelevata de la berbeci prin metoda clasica
(vagini artificiald). In conditii de laborator, testarea indicilor calitativi a spermei brute si a spermei
supuse prelucrarii s-a efectuat prin folosirea metodei computerizate CEROS [9]. Preparatele
biologic active BioR, ZooBioR-1 si ZooBioR-2 au fost produse la Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie a Universitatii Tehnice din Moldova.

Reiesind din scopul si obiectivele preconizate in vederea argumentarii ipotezei de cercetare
au fost folosite metode clasice si metode moderne de studiu: recoltarea materialului seminal de la
berbeci prin metoda vaginei artificiale, examinarea macroscopica a materialului seminal brut prin
metoda vizuala, testarea microscopica a materialului seminal brut si crioconservat reanimat prin

metoda computerizatda CEROS, metode de apreciere a vitezei de inaintare a spermatozoizilor (VAP,



VSL, VCL), testarea integritatii acrozomului si a anomaliilor morfologice a spermatozoizilor,
dinamica testosteronului in serul sanguin, indicii hematologici si biochimici ai sangelui berbecilor,
statistice de analize a rezultatelor experimentale si evaluarii rezultatelor insamantarii artificiale a

ovinelor cu materialul seminal congelat.

CONTINUTUL TEZEI

In capitolul ,, Introducere” este argumentata actualitatea stiintifici, noutatea stiintifici a
rezultatelor obtinute, situatia actuala in domeniu, sunt formulate scopul si obiectivele cercetarilor,

ipoteza de cercetare, sinteza metodologica de cercetare si justificarea materialului de cercetare ales.

1. ASPECTE TEHNOLOGICE iN CRIOCONSERVAREA MATERIALELOR
BIOLOGICE

In acest capitol sunt prezentate date din literatura de specialitate privind:

- bazele fizico-chimice ale crioconservarii si reanimarii materialelor biologice, unde sunt
stipulate argumentele si mecanismele deteriorarii lor, criorezistenta lor, metode care sunt necesare
pentru elaborarea tehnologiilor eficiente privind crioconservarea materialelor biologice;

- sunt descrise mecanismele criodeteriorarii spermatozoizilor, care au deschis mari posibilitati
privind implementarea pe scara larga a insamantarilor artificiale, precum si au permis conservarea
resurselor genetice a raselor autohtone si pe cale de disparitie. in ramura cresterii ovinelor, conform
datelor din literatura de specialitate, tehnologia crioconservarii spermei nu este practicatd pe scara
larga in productie datorita rezultatelor nesatisfacatoare privind fecunditatea oilor, insa cercetarile in
acest domeniu sunt de mare perspectiva;

- sunt elucidate metodele de depozitare a spermei congelate, totodatd este mentionat ca
eficacitatea crioconservarii, cum se mentioneazd in literatura de specialitate, in mare masura
depinde de mediile sintetice folosite care trebuie sd contind in componenta sa neelectroliti,
electroliti, fosfolipide, antioxidanti, substante crioprotectoare, compusi biologic activi etc., care au
menirea s protejeze spermatozoizii in procesul tehnologic de crioconservare;

- sunt descrise metodele de protectie a spermatozoizilor contra factorilor externi, influenta
gdlbenusului de ou de gaind asupra socului termic in perioada refrigerarii spermatozoizilor,
influenta glicerinei introdusa in componenta mediilor de dilutie a spermei si influenta procesului de
crioconservare si reanimare asupra integritatii biologice a spermatozoizilor.

In baza studiului literaturii de specialitate, a fost argumentati importanta implementirii in
ramura cresterii ovinelor a preparatelor destinate corectiei spermatogenezei la berbeci in sezonul
secundar al reproductiei pentru exploatarea lor pe parcursul intregului an si eficientizarii

tehnologiilor de crioconservare a spermei de berbec.
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2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN CERCETAREA
INFLUENTEI PREPARATELOR BioR, ZooBioR-1 SI ZooBioR-2 ASUPRA
CRIOCONSERVARII SPERMEI DE BERBEC

Capitolul prezinta schema cercetarilor, obiectul si metodele folosite in procesul efectuarii
cercetarilor. Obiect de studiu au servit sperma brutd prelevatd de la berbeci din rasa Tigaie tip
moldovenesc pentru lana-carne-lapte, crescuti la Statiunea Tehnologico — Experimentald (STE)
,2Maximovca”, satul Maximovca, raionul Anenii Noi, precum si preparatele BioR, ZooBioR-1 si
Z00BioR-2 elaborate la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie a Universitatii Tehnice din
Moldova. Eficienta preparatului BioR, introdus ca component suplimentar in mediul GTJ, asupra
calitatii spermei congelate-reanimate s-a efectuat in conditiile laboratorului de Biotehnologii in
Reproductie si Transfer de Embrioni a Institutului Stiintifico-Practic de Biotehnologii in Zootehnie
si Medicina Veterinara, prin programul computerizat CEROS.

Eficienta preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 asupra stimuldrii spermatogenezei la
berbeci in sezonul secundar al reproductiei s-a efectuat la ferma de oi a gospodariei STE
,Maximovca” pe berbeci-reproducatori de rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte.
Datele experimentale obtinute permit de a recomanda preparatele ZooBioR-1 si ZooBioR-2 pentru
stimularea spermatogenezei la berbeci in sezonul secundar al reproductiei in scopul congelarii si
depozitarii spermei in banca genetica. Z00BioR-1 este un preparat complex natural constituit dintr-
o combinatie de extracte de compusi biologic activi. Preparatul contine aminoacizi liberi si
oligopeptide (4,5 — 10%), proteine (45 — 50%), polizaharide, inclusiv sulfatate (15 — 20%), zinc (2,5
— 5 mg). ZooBioR-2 este un preparat complex natural constituit dintr-o combinatie de extracte de
compusi biologic activi. Preparatul contine aminoacizi liberi si oligopeptide (4,5 — 10%), proteine
(45 — 50%), polizaharide, inclusiv sulfatate (15 — 20%), fosfolipide (pana la 0,25%), seleniu (25 —
50 mcg).

Indicii hematologici si biochimici ai sangelui prelevat de la berbeci luati in studiu s-au
apreciat in conditiile laboratorului Biotehnologii in Reproductie si Transfer de Embrioni a
Institutului Stiintifico-Practic de Biotehnologii in Zootehnie si Medicind Veterinard cu ajutorul
analizatorului biochimic Stat FAX.

Elaborarea mediului sintetic destinat crioconservarii spermei de berbec prin introducerea, ca
component suplimentar, a preparatului BioR in concentratie de la 0,1 pana la 1,0% s-a efectuat in
conditiile laboratorului Biotehnologii in Reproductie si Transfer de Embrioni a Institutului
Stiintifico-Practic de Biotehnologii in Zootehnie si Medicind Veterinara. BioR este un preparat
biologic complex obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis. Contine aminoacizi
esentiali si non-esentiali, inclusiv aminoacizii imunoactivi (valina, triptofanul, treonina, acidul
aspartic, acidul glutamic, alanina, arginina, cisteina, glicina, serina, acidul gama-aminobutiric),
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polizaharide sulfatate, acizi grasi polinesaturati, inclusiv acidul gama-linolenic, macro- si
microelemente esentiale. Complexitatea biologicd a compozitiei BioR determind urmatoarele
proprietati ale acestuia: antioxidante, citoprotectoare, regenerante, imunomodulatoare. BioR
stabilizeaza membranele celulare si lizozomale, normalizeaza si mentine la un nivel optim
echilibrul dintre sistemele de oxidare peroxidica a lipidelor si cel antioxidant, creste potentialul
antioxidant al verigilor enzimatice si neenzimatice: majoreaza nivelul superoxidismutazei, catalazei,
enzimelor glutationice, restabileste continutul glutationului redus, tocoferolului etc.

Reduce sarcina virala de cateva ori in celulele si tesuturile afectate. Mecanismul de actiune
este determinat de capacitatea BioR de a bloca procesul de replicare virala prin inhibitia sintezei
acizilor nucleici virali. Pe de alta parte BioR activeaza protectia imuna antivirald a organismului,
prin inducerea sintezei interferonilor endogeni de prima linie: alfa si beta si a interferonului gama.

Testarea indicilor calitativi a spermei prelevata de la berbeci-reproducatori s-a efectuat
conform GOST 32277-2013 pentru depozitarea in banca genetica a laboratorului Biotehnologii in
Reproductie si Transfer de Embrioni a Institutului Stiintifico-Practic de Biotehnologii in Zootehnie
si Medicina Veterinara.

In baza cercetarilor efectuate a fost elaborat mediul de dilutie si crioconservarea materialului
seminal de berbec (Brevet de inventie Nr. 4513) si metoda de corectie a spermatogenezei la berbeci

in sezonul secundar al reproductiei (Brevet de inventie Nr. 1460).

3. INFLUENTA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE ASUPRA
CALITATII SPERMEI

3.1. Rezultatele testarii spermei brute prelevate de la berbeci din rasa Tigaie tip
moldovenesc pentru lana-carne-lapte

Asigurarea progresului genetic determina o actiune a influentei reproducatorilor de mare
valoare zootehnica. In aceste conditii insaimantarea artificiald ca metoda de reproductie permite
cresterea intensitatii de selectie a berbecilor de reproductie si implicit cresterea eficientei efectului
selectiei, o importantd deosebita in cadrul acestei biotehnologii ocupandu-l urmarirea ameliorarii
efectivelor de ovine prin modificarea potenfialului genetic productiv in directia maririi si
imbunatatirii calitatii productiilor de lana-carne-lapte.

Pentru prima data, au fost determinate cantitatea si calitatea materialului seminal brut
preluat de la berbeci-reproducatori din rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte.
Experimentul a fost organizat in conditiile fermei de ovine STE ,,Maximovca”, conform schemei
Nr. 1 din figura 3.1.
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Figura 3.1. Schema experimentala Nr. 1. Spermograma la berbeci-reproducitori

Indicii cantitativi si calitativi ai spermei brute prelevatd de la berbeci-reproducatori este
prezentata in tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Indicii spermatici la berbeci (n=40)

Specificare Unitatea Indicii statistici
de masura M+m o Cv% Vmin Vmax

Volum ml 1,2540,06 0,40 31,99 0,8 2,0
Mobilitatea % 83,1+1,2 7,58 9,13 64,0 98,0
Miscari rectilinii % 40,5+1,0 6,16 15,22 29,0 55,0
Concentrafia mird/ml 2.1940,07 044 | 2024 | 1,15 2,94
spermatozoizilor

Spermatozoizi in mird 2,74+0,17 1,1 40,17 | 1,34 5,36
ejaculat

Integritatea acrozomului % 97,77+0,33 1,27 1,30 95,5 99,5

Volumul mediu al ejaculatului prelevat de la berbeci-reproducatori este de 1,25+0,06 ml,
cu diferente individuale de la 0,8 ml pana la 2,0 ml. Concentratia medie a spermatozoizilor din
ejaculate a fost de 2,19+0,07 mlrd/ml cu o variatie de la 1,15 pana la 2,94 mlrd/ml, indici care se
incadreaza in normele fiziologice.

Calitatea spermei brute este apreciatd si dupa mobilitatea spermatozoizilor din ejaculat.
Cercetarile efectuate au demonstrat ca, mobilitatea medie a spermatozoizilor a fost de 83,1+£1,2% cu

variatii de la 64 pana la 98%, indici care corespund standardului rasei.
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Numiarul total de spermatozoizi din ejaculat a fost de 2,74+0,17 mlrd/ml cu variabilitate de
la 1,34 la 5,36 mird de spermatozoizi.

Analiza spermatozoizilor din ejaculat asupra integritatii acrozomului a demonstrat valori
de 97,77+0,33% cu variatii de la 95,5 pana la 99,5%.

Rezultatele cercetarilor experimentale efectuate privind anomaliile spermatozoizilor din
ejaculatele preluate de la berbeci din rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte sunt

prezentate in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Anomalii ale spermatozoizilor (n=22)

Indicii Indicii statistici _
M+m c Cv% Vmin Vmax
Cap 1,70+0,19 0,72 42,460 0,5 3,5
Gat 2,77+0,19 0,75 26,978 15 4,0
Coada 3,68+0,23 0,90 24,329 2,0 55

Anomaliile minime au fost depistate la capul spermatozoizilor — 1,70+0,19% cu variatii de
la 0,5 pana la 3,5%, iar cele maxime au fost inregistrate la coada spermatozoizilor — 3,68+0,23% cu
variatii de la 2,0 la 5,5%, iar in regiunea gatului spermatozoidului 2,77+0,19%, cu variatii de la 1,5
la 4,30%. Datele experimentale obtinute se incadreaza in cerintele stipulate in TOCT-3200-2013
conform caruia numarul de spermatozoizi cu anomalii morfologice nu trebuie sa depaseasca 18%.

S-au efectuat cercetari si privind viteza de inaintare a spermatozoizilor VAP (viteza
medie), VSL (viteza spermatozoizilor cu migcari rectilinii) si VCL (viteza de 1inaintare a

spermatozoizilor cu miscari rotative). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.3.

Tabelul 3.3. Viteza de inaintare a spermatozoizilor (n=40), pm/s

indici Indicii statistici _

M+m o Cv% Vmin Vmax
VAP 119,0+2.7 17,33 14,57 90,0 171,7
VSL 95,6+2,52 15,95 16,69 70,3 121,3
VCL 176,4+4,02 25,41 14,41 136,8 229,1

Cercetarile privind viteza de inaintare a spermatozoizilor VAP, care masoara viteza medie
a spermatozoizilor pe un anumit traiectoriu i intr-o unitate stabilitd de timp au demonstrat ca, ea
este de 119,9+2,7 um/s cu variatii de la 90,0 pana la 171,7 pm/s.

Masurand viteza VSL — viteza medie a spermatozoizilor cu miscari rectilinii s-a dovedit ca
este In medie de 95,6+7,32 cu variatii de la 70,33 la 121,3 pm/s.
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Cercetarile privind aprecierea vitezei de inaintare a spermatozoizilor VCL, care masoara
distanta pe intreg traiectoriu, S-au stabilit urmatorii indici — 176,4+4,02 um/s cu variatii de la 136,8
la 229,1 um/s cu un coeficient de variabilitate mediu.

Totodata, s-au efectuat cercetari privind calitatea materialului seminal prelevat de la
berbeci-reproducatori din rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte, supus

crioconservarii. Rezultatele experimentale sunt prezentare in figura 3.2.

50 -

40

30 -+

20 -

10 41,1+0,6 20,8+0,8

0
o\° Mobilitatea Miscari rectilinii

Figura 3.2. Indicii calititii spermei supuse crioconservirii (n=40), %

Studiul indicilor calitatii spermei congelate-reanimate au demonstrat ca, mobilitatea
spermatozoizilor dupa reanimare a fost de 41,1+0,6%, iar procentul de spermatozoizi cu miscari
rectilinii de 20,8+0,8%, indici care sunt sub nivelul cerintelor pentru sperma crioconservatd de
berbec.

3.2. Exploatarea pe parcursul intregului an a berbecilor-reproducitori

Experimentul 2 s-a realizat conform schemei experimentale Nr. 1 (figura 3.1).

Elaborarea metodelor de crioconservare a spermei de berbec deschide perspectiva colectartii,
conservarii i depozitarii spermei pe parcursul intregului an cu scopul folosirii spermei in sezonul
principal de reproductie.

In acest scop s-au efectuat studii privind elaborarea metodelor de exploatare a berbecilor-
reproducdtori in sezonul secundar al reproductiei, nivelul spermoproductiei si calitatii biologice a
spermatozoizilor.

Rezultatele experimentale privind calitatea spermei brute prelevate de la berbeci-
reproducatori din rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte (Brevet Nr. 3440) sunt

prezentate 1n tabelul 3.4.
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Tabelul 3.4. Caracteristica spermei brute prelevata in sezonul secundar al reproductiei (n=25)

Caracteristica Unitatea Indicii statistici
ejaculatului de masura M=tm Cv% Vmin Vmax

Volum mi 1,23+0,33 27,09 0,6 15
Mobilitatea 0

spermatozoizilor % 66,24+19,2 19,9 50,0 85,0
Concentratia mirdiml | 1.3320,54 35,85 0,630 1,65
spermatozoizilor

Spermatozoizi in

ejaculat mird 1,64+0,3 14,53 0,720 2,01

Cercetdrile efectuate au evidentiat ca, in sezonul secundar al reproductiei mobilitatea
spermatozoizilor in mediu a fost de 66,24+19,2%. Concentratia spermatozoizilor din ejaculat a fost
de 1,334+0,54 mlrd/ml, volumul ejaculatului in medie de 1,23+0,33 ml cu intervale de la 0,6 la 1,5
ml, iar numarul total de spermatozoizi din ejaculat de 1,64+0,3 mlird cu intervale intre 0,72 si 2,01
mlrd.

Datele experimentale privind cantitatea si calitatea materialului seminal prelevat de la
berbeci-reproducatori in sezonul principal de reproductie sunt prezentate in tabelul 3.5.

Cercetarile efectuate asupra calitatii spermei brute prelevate in sezonul principal al
reproductiei ovinelor au demonstrat cd, volumul ejaculatului a fost in medie de 1,38+0,40 ml cu
oscilatii de la 0,9 la 1,52 ml, cu 0,15 ml mai mare comparativ cu sezonul secundar, mobilitatea
spermatozoizilor in medie a fost de 81,17+1,60% cu oscilatii de la 73,0 pand la 98,0% sau cu
14,53% mai mare comparativ cu sezonul secundar, concentratia spermatozoizilor din ejaculat cu
0,14 mlrd/ml mai mare, iar numarul total de spermatozoizi din ejaculat a fost de 2,034+0,09 mlrd sau

cu 0,39 mlrd mai mare comparativ cu sezonul secundar al reproductiei.

Tabelul 3.5 Caracteristica spermei in sezonul principal de reproductie (n=25)

. Indicii statistici

Caracteristica ejaculatului Unitatea

de masura M:Em Cv% Vmin Vmax
volum ml 1,38+0,40 18,01 0,9 1,52
Mobilitatea % 81,17+1,60 18,31 73,0 98,0
spermatozoizilor
Concentratia mird/mi 1,47+0,10 32,81 0,683 2,313
spermatozoizilor
Spermatozoizi in ejaculat mird 2,03+0,09 25,97 0,769 2,035

In concluzie, mentiondm ca rezultatele cercetirilor efectuate pe o perioadi de 4 ani au
evidentiat cd, atat cantitatea, cat si calitatea materialului seminal prelevat de la berbeci-

reproducatori de rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte au demonstrat o tendintd de a
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se situa la un nivel mai inferior in sezonul secundar de reproductie comparativ cu sezonul principal
de reproductie, dar corespund cerintelor minimale pentru acesti indicatori.
Au fost efectuate cercetari privind integritatea acrozomului la spermatozoizi din sperma

bruta prelevata in diferite sezoane de reproductie (tabelul 3.6).

Tabelul 3.6. Integritatea acrozomului la spermatozoizi (n=25), %

- Indicii statistici
Indicii -
M:+tm Cv% Vmin Vmax
Sezonul principal al reproductiei 2,3+0,3 55,33 1,0 5,0
Sezonul secundar al reproductiei 2,8+0.4 59,15 1,0 7,0

Rezultate cercetarilor au demonstrat ca in sezonul secundar al reproductiei procentul de
spermatozoizi cu acrozomul deteriorat a fost de 2,8+0,4% sau cu 0,5% mai mare ca in sezonul
principal al reproductiei. Din literatura de specialitate este cunoscut cd, in acrozom se contin
fermenti care perforeazad membrana pelucida a ovulei care permite patrunderea spermatozoizilor in
ovul [12], care joaca un rol important in eficienta insamantarii artificiale la ovine.

Rezultatele obtinute in rezultatul cercetdrilor efectuate si comparate cu rezultatele din
literatura de specialitate dovedesc ca, exista diferente intre numarul de spermatozoizi cu anomalii
morfologice in dependenta de sezonul de reproductie.

Rezultatele cercetarilor privind studiul spermatozoizilor cu anomalii morfologice este

prezentat in tabelul 3.7.

Tabelul 3.7. Anomalii morfologice ale spermatozoizilor (n=25),%

- Sezonul principal al Sezonul secundar al
Indicii L .
reproductiei reproductiei
Cap 4,2+0,3 5,4+0,3
Gat 42+0,4 4,4+0,2
Coada 4,0+0,3 4,0+0,2
Total 12,4 13,8

Datele experimentale obtinute demonstreazd ca, in sezonul secundar al reproductiei,
procentul de spermatozoizi cu anomalii in medie a fost de 13,8%, iar in sezonul principal de 12,4%.
Cel mai mare procent de spermatozoizi a fost depistat la capul spermatozoidului in sezonul
secundar al reproductiei 5,4+0,3%.

In conditii de laborator directia de bazi a cercetarilor a fost bazata pe studiul criorezistentei
spermatozoizilor prelevati de la berbeci in sezonul secundar al reproductiei In procesul congelarii-
reanimarii lor. Totodata, s-au cercetat si indicii calitatii spermatozoizilor reanimati in dependenta de

sezonul de reproductie. Datele experimentale sunt prezentate in tabelul 3.8.
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Tabelul 3.8 Indicii calitativi a spermei dupa congelare-reanimare (n=17)

- Sezonul secundar al Sezonul principal al

Indicii .. .

reproductiei reproductiei

Mobilitatea, % 36,8+1,7 48,8+1,5%**

Miscari rectilinii, % 14,7+1,1 24,241 2%**
Viteza de VAP 78,1+3,2 84,4+4,3
tnaintare. Lm/s VSL 65,7+3,4 69,1+2,5
da VCL 112,1+3,0 125,5+5,4*

*P<0,05; ***P<0,001

Din datele tabelului reiese ca, in sezonul secundar al reproductiei indicii calitativi a spermei
dupa congelare-reanimare au fost inferiori cu 6% privind mobilitatea spermatozoizilor comparativ
cu sezonul principal (P<0,001). Totodata, au fost depistate diferente privind procentul de
spermatozoizi din ejaculat cu miscari rectilinii, spermatozoizi care participa nemijlocit la
fecundarea ovulelor. Procentul lor in ejaculate prelevate in sezonul principal de reproductie, dupa
congelare-reanimare a spermei, a fost de 24,2+1,2%, iar in sezonul secundar de reproductie acest
indice a fost de 14,7+1,1% sau cu 9,5% mai mic (P<0,001).

Cercetarile efectuate au fost bazate pe teoriile clasice din domeniu precum ca, viteza de
inaintare a spermatozoizilor are o fundamentare ca, durata de timp de la depunerea lor in caile
genitale female si pana spermatozoizii ajung la locul unde are loc fecundarea, influenteaza rata
fecunditatii.

S-a demonstrate ca, viteza de inaintare a spermatozoizilor (VAP, VSL, VCL) 1n sezonul
principal de reproductie este superior sezonului secundar.

In afara de principiile de baza a insamantarilor artificiale, metoda are si cerinte de baza
privind calitatea materialului seminal supus conservarii-reanimdrii si, in principal, asupra
procentului de spermatozoizi cu miscari rectilinii, care nemijlocit participa la procesul de fecundare
a ovulelor. Procentul spermatozoizilor cu miscari rectilinii dupa congelare-reanimare este prezentat

in figura 3.3.

19,5
20 - 16,5
13,8
15 1~ 128 13,0 11,6
/ 9,2 8,6 -101 ——
% 10 72
s 1]
0
Dupa 1 ora 2 ore 3ore 4 ore 5ore
O Sezonul secundar al reproductiei B Sezonul principal al reproductiei

Fig. 3.3 Spermatozoizi cu miscari rectilinii dupa reanimare (N=17), %
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Procentul spermatozoizilor cu miscari rectilinii in sezonul principal de reproductie a fost de
19,5%, iar in sezonul secundar de 12,8% sau cu 6,7% mai mic. Viabilitatea spermatozoizilor la
temperatura de plus 37 grade, pe o duratda de 5 ore, a dus la diminuarea procentului de
Spermatozoizi cu miscdri rectilinii in sezonul principal de reproductie pana la 10,1%, iar in sezonul
secundar de reproductie pina la 7,2%. Rezultatele experimentale obtinute ne-au sugerat ideea de a
gasi neajunsurile care au dus la diminuarea drastica a viabilitatii spermatozoizilor prelevati in
sezonul secundar de reproductie, si totodatda, pentru exploatarea berbecilor-reproducatori pe
parcursul Intregului an este necesard argumetarea stiintificd, de a perfectiona si a elabora metode
mai eficiente privind folosirea fondului genetic al berbecilor- reproducatori pentru accelerarea

ritmului de ameliorare a ovinelor din Republica Moldova.

3.3. Influenta preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 asupra spermatogenezei la
berbeci-reproducitori

Scopul principal al experimentului a fost studiul privind influenta stimularii
spermatogenezei la berbeci-reproducatori prin folosirea preparatelor biologic active introduse ca
component suplimentar in ratiile de baza.

Studiul a fost realizat la ferma de ovine de la STE ,,Maximovca” conform schemei

experimentale Nr. 2 din figura 3.4.
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reproductiei
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Figura 3.4. Schema experimentala Nr. 2 - Influenta preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2

asupra spermatogenezei la berbeci
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Pentru realizarea scopului propus s-au efectuat cercetari privind studiul efectului
preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 obtinute din Spirulina platesis [7] de Institutul de
Microbiologie si Biotehnologii a Universitatii Tehnice a Moldovei, asupra functiei de reproductie la
berbeci-reproducatori in sezonul secundar de reproductie.

In cercetiri au fost luati berbeci-reproducitori cu vérsta de 2-4 ani. Au fost formate 3 loturi
de berbeci a cate trei capete — unul martor si doua experimentale. Prelevarea spermei de la berbeci
s-a efectuat de la fiecare berbec de doua ori in sdptamana. Indicii cantitativi si calitativi ai spermei
brute au fost testati la inceputul si sfarsitul experimentului. Berbecilor-reproducatori din loturile
experimentale luati in studiu, pe parcursul a 50 zile, li s-a administrat cate 5g cap/zi preparat
ZooBioR-1 si ZooBioR-2. Rezistenta spermatozoizilor la congelare s-a efectuat studiind mobilitatea

spermatozoizilor dupa reanimare. Rezultatele experimentale sunt prezentate in figura 3.5.

0,9+0,04***
1 - 0,8:£0,04%**
0.8 | 0,6+0,04
7 0,5+0,05 0,5+0,04 0,5+0,05
g 06 -
E 04
S 02
0 x x \
Martor Lotul experimental 1  Lotul experimental 2
(ZooBioR-1) (ZooBioR-2)
OInceput M Sfarsit

Figura 3.5. Dinamica volumului ejaculatului (n=24), mi

Dupa 50 de zile de administrare a preparatului ZooBioR-1 la berbecii din lotul experimental
1,volumul ejaculatului s-a majorat cu 0,3 ml (P<0,001), comparativ cu inceputul experimentului.

La berbecii din lotul experimental 2, cdrora li s-a administrat ZooBioR-2 se atesta o
majorare de 0,4 ml (P<0,001), comparativ cu rezultatul initial.

La lotul martor se constata doar o tendinta de majorare a volumului. Diferente statistic
autentice s-au constatat la loturile experimentale 1 si 2, comparativ cu lotul martor.

Dinamica mobilitatii spermatozoizilor in perioada experimentului este prezentatd in figura
3.6.
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Figura 3.6. Dinamica mobilitatii spermatozoizilor (n=24), %

Din datele experimentale prezentate in figura 3.6 reiese ca mobilitatea spermatozoizilor la
inceputul experimentului in lotul unu experimental a fost de 71,7+3,0%, in lotul doi experimental
de 74,4+1,7% si in lotul martor de 75,0+2,3%. Diferentele dintre loturile experimentale si lotul
martor statistic nu sunt autentice.

La sfarsitul experimentului mobilitatea spermatozoizilor in lotul unu experimental a crescut
pana la 80,0£1,6% si la lotul doi experimental pand la 79,9+2,7%; in lotul martor mobilitatea
spermatozoizilor practic nu s-a schimbat pe durata experimentului.

Concentratia spermatozoizilor este prezentata in figura 3.7.
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Fig. 3.7. Concentratia spermatozoizilor in ejaculat (n=24), mlrd/ml

Rezultatele experimentale prezentate in figura 3.7. demonstreaza ca, pe perioada
experimentald concentratia spermatozoizilor in ejaculat in primul lot experimental a fost de
2,34+0,09 mlrd/ml, in al doilea lot experimental de 2,48+0,09 mldr/ml, s-a majorat cu 0,64 mird/ml
si cu 0,24 mird/ml consecutiv, iar in lotul martor nu au avut loc schimbari.
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In concluzie, putem mentiona ci preparatul ZooBioR-1 si ZooBioR-2 a influentat pozitiv
asupra spermatogenezei la berbecii-reproducatori in sezonul secundar al reproductiei. Metoda
propusa a fost patentata cu brevet de inventie Nr. 1460.

In alta serie de experiente s-a studiat efectul exploatirii berbecilor-reproducitori pe
parcursul intregului an prin colectarea, conservarea si depozitarea (-196 °C) spermei criocongelate.
Rezultatele experimentale au depistat influenta preparatelor biologic active ZooBioR-1 si ZooBioR-
2 asupra competitivitatii spermei la congelare. In figura 3.8. sunt prezentate datele experimentale

privind numarul de spermatozoizi mobili in sperma supusa congelarii.
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Fig.3.8. Mobilitatea spermatozoizilor dupa reanimare (n=24), %

Procentul de spermatozoizi vii din sperma supusd congelarii si reanimatd la +40-42 °C in
primul lot experimental a crescut cu 3,5% pe perioada experimentului comparativ cu perioada
initiala ( 46,7+3,2% si 50,2+1,5%).

in lotul doi experimental procentul spermatozoizilor vii a crescut cu 6,5% pe durata
experimentului comparativ cu perioada initiala de la 45,3+4,8% pana la 51,8+2,4%. In lotul martor
mobilitatea spermatozoizilor pe durata experimentului s-a micsorat cu 8,1% sau de la 44,7+1,5% la
36,6+3,0%.

O alta serie de experiente au fost efectuate privind studiul influentei introducerii in
componenta ratiilor berbecilor a preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 asupra nivelului
testosteronului din sange la berbeci. La inceputul si la sfarsitul experimentului de la toti berbecii
luati in studiu au fost prelevate probe de sange pentru testarea nivelului testosteronului prin metoda
ELISA. Datele experimentale sunt prezentate in tabelul 3.9.

Concentratia hormonului testosteron din serul sanguin la berbecii luati in studiu a crescut in

loturile experimentale comparativ cu lotul martor (tabelul 3.9.).

Tabelul 3.9. Dinamica testosteronului in serul sanguin

Indicii Martor Lotul experimental 1 Lotul experimental 2
(ZooBioR-1) (ZooBioR-2)
Inceput Sfarsit Inceput Starsit Inceput Starsit
Testosteron (ng/ml) 4,2+0,2 4,2+0,3 4,0+0,1 5,2+0,4* 4,3+0,4 6,0+£0,1*

*P<0,05
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Rezultatele experimentale demonstreazd ca, concentratia testosteronului pe perioada
experimentala a crescut in lotul unu experimental de la 4,0+0,1 ng/ml la inceputul experimentului
pana la 5,7+0,4 ng/ml (P<0,05) si in lotul doi experimental de la 4,3+0,4 ng/ml pana la 6,0+0,1 ng/ml
la sfarsitul experimentului (P<0,05).

In baza rezultatelor obtinute in acest capitol a fost obtinut Brevet de inventie Nr. 1460 -

Procedeu de stimulare a spermatogenezei la berbeci in extrasezon.

4. CRIOCONSERVAREA SPERMATOZOIZILOR SI CAPACITATEA
FECUNDANTA A LOR

4.1. Studiul privind influenta preparatului BioR introdus ca component suplimentar in
mediul de dilutie, in procesul crioconservarii spermei de berbec

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.

Studiul acestui experiment a fost realizat conform schemei experimentale Nr. 3 din figura 4.1.

Sperma berbecilor reproducéatori

Lotul martor -
GTJT

Loturile experimentale —
1-10

I

Dupéa Dupéa Dupa
diluare refrigerare reanimare
=] =
= ) = = =
- = o = = o =
= g = e = =) =
= =1 o 2 g = = s =
s | |E g i = E = 5
B = = —_ =
=) 5 || = Z = S £ = =
= - = . g_ I= = = = S
— i P ] —
E g5 E||E 5 7| E 5 5 =D =
3 o = L = 4 = = b= = =
o g = = B D g_ ] W = =
o= = & 2 g = @ 2 S =] =
= = 2 = 2 = £ g
= & = = = i = =
= =% = = S = =
= v 5 g = = B2
= = 2 —_ — é
= 2 = -
A
L1 A A ,
Lt b

[ Fecunditatea ]4—[ Insdméantarea artificiala ]

Figura 4.1. Schema experimentala Nr. 3 — Influenta preparatului BioR asupra calititii
materialului seminal crioconservat

Pe scara tot mai larga, in ultimii ani se efectueaza cercetari privind perfectionarea si

elaborarea noilor medii pentru conservarea materialului seminal prelevat de la berbeci-reproducatori
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cu scopul pastrdrii integritatii biologice si a capacitdtii fecundante a spermatozoizilor. A fost
studiatd capacitatea protectoare a preparatului BioR elaborat la Institutul de Microbiologie si
Biotehnologie a Universitatii Tehnice din Moldova, care are proprietati de antioxidant, de a
stabiliza membranele celulare [8].

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 pana la 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 4.1.

Tabelul 4.1. Influenta preparatului BioR asupra mobilitatii spermatozoizilor (n=12),%

Specificare Dupa diluare: Dupa refrigerare: Dupa reanimare:
Martor GTJ 88,7+2,8 83,0£3,5 30,5+4,5
1], [o1 85,3+5,2 81,3+9,3 47,0+15,0
_[2]5=[02 88,0£1,7 85,3+5,2 49,0+5,5
g3 ]<0[03 84,0495 84,3+6,8 36,3%9,1
£l 4 |%5[04 92,3%1,9 87,7+4,5 41,0+5,0
5|5 |A=] 05 83,7+6,4 84,3+7,2 48,0+7,0
216 |S.3]06 88,7+3,7 84,3+7,2 62,02,9%*
5.7 |E3]07 91,0+1,7 89,7+1,8 55,0+8,0
518 |gglos 85,0+5,6 85,7+5,9 53,3+4,5%
9 |8 €109 90,7+1,8 87,0+4,5 57,0480
10 1,0 87,3+8,2 83,0+6,0 60,0+2,6*

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

Mobilitatea spermatozoizilor dupa diluare cu mediile, in componenta carora a fost introdus
preparatul BioR in concentratie de la 0,1 pand la 1,0%, a fost practic de aceeasi valoare atit in
loturile experimentale cat si in lotul martor de la 83,7+6,4 pana la 92,3+1,9%. in concluzie,
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 fost obtinute in 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%.

In continuare au fost efectuate cercetiri privind influenta preparatului BioR, introdus ca
component suplimentar in componenta mediului GTJ, asupra viabilitatii spermatozoizilor dupa

reanimare la temperatura de +37 °C. Datele experimentale sunt prezentate in tabelul 4.2.
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Tabelul 4.2. Influenta preparatului BioR asupra viabilititii spermatozoizilor dupa
reanimare (n=12), %

Specifi Dupa Mobilitatea dupa:
pectticare reanimare lora 2 ore 3ore 4 ore 5 ore
Specificare 30,5+4,5 29,0+3,2 25,5+1,3 24,7+2.6 118,0+1,5 15,3+1,9
1 0,1| 47,0+15,0 38,5+6,8 42,0+4,7 36,0+4,5 20,7+4,8 20,0+4,5
2] f_, 0,2| 49,0+£5,5 42,8+2.8 40,8+2,3 40,0+3,0 26,0+3,1 19,3+1,8
S [3|=G[03] 36391 | 330431 | 33,330 33045 | 327+42 | 29,0431
C'é iné % 0,4| 41,0+5,0 39,5439 38,5+3,4 37,0£6,9 33,0+6,0 29,7+4,3
S iaa = 05| 48,0+£7,0 40,5+3,9 39,8+4,1 36,7+0,9* 34,3+£2,0* 25,3427
g ﬁ%% 0,6 | 62,0£2,9%* | 51,0+2,6* 48,8+2,1* 45,0+2,1* 41,742,7* 31,3+3,0*
S |7 £ 310,7] 55,0480 48 5+2,6* 46,343,4* 46,0+6,1 40,7+5,4 28,0+1,5%
S 18] 78|08]| 533+4,5% | 483+31 46,5+3,0* 45,7452 38,0+4,5 27,0+4,2
915 5109] 570480 | 500+4.9* | 480+29* 41,3+0,7* | 28,3+2,7 25,3+2,9
110 10| 60,0+2,6* 53,3+1,4* 47,3+2,6* 40,7+1,2* 39,7+7,9 28,7+7,9

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

Stocarea spermei reanimate la temperatura de +37 °C a dus la diminuarea mobilitatii

spermatozoizilor. Dupa 5 ore de stocare la temperatura de +37 °C, in loturile experimentale 6 si 7,

mobilitatea spermatozoizilor a fost mai mare (P<0,5), comparativ cu lotul martor.

Apreciind integritatea acrozomului s-a depistat ca, in sperma reanimata un numar mare de

spermatozoizi au diferite deteriorari structurale ale membranei acrozomului.

4.2.

Studiul integritdtii acrozomului in procesul crioconservarii spermei este prezentat in figura
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Figura 4.2. Influenta preparatului BioR asupra integrititii acrozomului (n=12), %

Datele experimentale demonstreaza ca, cele mai accentuate deteriordri a spermatozoizilor au

avut loc inca in perioada pregititoare, inainte de procesul de congelate. In spermi dupi diluare

numai 5% spermatozoizi aveau acrozomul deteriorat. Dupa refrigerare acest indice s-a marit
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nesemnificativ, iar dupd crioconservare si reanimare acest indice s-a marit pana la 24-26%. Este
necesar de mentionat cd, 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 cercetari si privind influenta preparatului BioR asupra calitatii spermei supuse
refrigerarii (+2-4 °C) si procesului de crioconservare. Datele experimentale privind studiul duratei
de refrigerare a spermei diluate cu mediul GTJ in componenta caruia ca component suplimentar s-a

introdus preparatul BioR, in diferite concentratii si proportii de dilutie, sunt prezentate in figura 4.3.
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Fig.4.3. Dinamica mobilititii spermatozoizilor dupa reanimare (n=12), %

Rezultatele experimentale obtinute demonstreaza ca, refrigerarea spermei diluate pe o
perioada de 6 ore, inaintea procesului de crioconservare, a diminuat mobilitatea spermatozoizilor
dupa reanimare, indiferent de proportiile diluarii. Cei mai buni indici a mobilitatii spermatozoizilor,
dupa reanimare, au fost obtinuti cand sperma a fost diluatd in proportie de 1:3 si o durata de
refrigerare Tnaintea congelarii de 2 si 4 ore.

In baza datelor experimentale obtinute putem concluziona ci, sperma diluati 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 (brevet de inventie Nr. 4513) cu

urmatoarea componenta:

Glucoza—-0,8 ¢ Glicerina -7%/V
Citrat de sodiu — 2,8 ¢ BioR (5 mg/ml) — 0,6%/V
Galbenus de ou de gaina — 20%/V Apa distilatd — pana la 100 ml.

Antibiotice — 50 mii U.I.
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In perioada anilor 2016-2022, folosind mediul elaborat destinat tehnologiei de
crioconservare a materialului seminal prelevat de la berbeci-reproducatori, s-au congelat si transmis
in banca genetica 2403 doze de material seminal, admis pentru Tnsdmantarea artificiala a oilor.

Mediul elaborat a fost experimentat in practica Insamantarilor artificiale a ovinelor.
Cercetarile s-au efectuat la ferma de ovine STE ,,Maximovca”, s. Maximovca, r-nul Anenii Noi.

Datele experimentale sunt prezentate in tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Rezultatele insimantirii artificiale a ovinelor

A A:u tOSt Au repetat caldurile Au stat gestante
Insamantate
cap. cap. % cap. %
67 35 52,2 32 47,8

Rezultatele experimentale prezentate in tabelul 4.3. demonstreaza cd, insamantarile
artificiale a ovinelor cu sperma diluata si congelatd cu mediul de dilutie elaborat a permis de a

obtine o fecunditate a oilor de 47,8%.

CONCLUZII GENERALE

1. Prin cercetari s-a dovedit ca, deteriorarea spermatozoizilor se majoreaza in procesul
diluarii, refrigerarii, congelarii si reanimarii, care provoaca deteriorari structurale a acrozomului si
membranelor plasmatice a spermatozoizilor si diminuarea capacitatii fecundante a spermei
crioconservate.

2. Diluarea materialului seminal cu mediul elaborat, in componenta caruia ca
component suplimentar a fost introdus preparatul BioR in concentratie de 0,6%/V (Brevet de
inventie Nr. 4513), mobilitatea spermatozoizilor dupa reanimare s-a mentinut la un nivel ridicat-
62,0+2,9% (P<0,01), comparativ cu lotul martor.

3. Diluarea si conservarea spermei cu mediul elaborat, procentul de spermatozoizi cu
anomalii morfologice la cap a fost mai mic (P<0,01) comparativ cu lotul martor. in segmentul cozii
procentul spermatozoizilor a fost mai mic (P<0,05), iar in segmentul gatului spermatozoidului nu s-
au Inregistrat diferente comparativ cu lotul martor.

4, Preparatele ZooBioR-1 si ZooBioR-2 au influentat pozitiv asupra calitatii
ejaculatelor prelevate de la berbeci-reproducatori in sezonul secundar al reproductiei; volumul
ejaculatului a fost de 0,8+0,04 ml (P<0,001), mobilitatea spermatozoizilor s-a majorat pana la
80,0+1,6%, concentratia spermatozoizilor in ejaculat s-a majorat pand la 2,34+0,09 mldr/ml,
concentratia testosteronului din sange s-a majorat pana la 6,0+0,1ng/ml, care corespund cerintelor

fata de ejaculatele admise pentru prelucrare (Brevet de inventie Nr. 1460).
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5. Mediul de dilutie a spermei de berbec, mai bine, comparativ cu mediile propuse
pentru aceasta tehnicd, protejeazd spermatozoizii Impotriva deteriordrii acrozomului si a
membranelor biologice, permite si pastrarea integritatii functionale a spermatozoizilor. Fecunditatea
oilor insamantate artificial cu sperma crioconservata cu folosirea mediului elaborat a permis

obtinerea a 47% fecunditate (Brevet de inventie Nr. 4513).

RECOMANDARI PRACTICE

1. Pentru eficientizarea metodei privind Insdmantarile artificiale la ovine se propune
crearea bancii genetice de sperma congelatd prelevatd de la berbeci-reproducatori testati dupa
calitatea descendentei pe parcursul intregului an, ceea ce va permite accelerarea procesului de
ameliorare a efectivului de ovine din tara.

2. Rezultatele cercetdrilor stiintifice confirma eficacitatea implementarii mediului
sintetic elaborat, in componenta caruia ca component suplimentar se introduce preparatul BioR,
destinat diludrii si crioconservarii spermei prelevate de la berbeci-reproducatori, totodata sunt
necesare cercetari fundamentale privind sporirea nivelului de protejare impotriva socului termic in
procesul crioconservarii si reanimarii spermatozoizilor.

3. Pentru stimularea spermatogenezei la berbeci-reproducatori in sezonul secundar de
reproductie se recomandd folosirea preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 care garanteaza
recoltarea ejaculatelor de buna calitate, admise pentru prelucrare, in scopul credrii bancii genetice
prelevata de la berbeci de elitd din rase autohtone, de import si pe cale de disparitie si folosirea

rationald a fondului genetic.
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ADNOTARE
Bradu Nina ,,Influenta preparatului BioR asupra crioconservarii spermei de berbec”,
teza de doctor in stiinte agricole, Maximovca, 2023.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
cu 213 titluri, 111 pagini de text de baza, 23 figuri, 27 tabele, 5 anexe. Rezultatele obtinute sunt
publicate In 23 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: sperma, mediu de crioconservare, ejaculate, berbec-reproducator, mobilitate,
volum, densitatea, acrozom, viteza de miscare.

Scopul lucrarii: perfectionarea metodelor de crioconservare a materialului seminal prelevat
de la berbeci si corectia spermatogenezei in sezonul secundar al reproductiei pentru eficientizarea
insamantdarii artificiale a ovinelor.

Obiectivele cercetarii: studiul indicilor spermogramelor in sezonul secundar al reproductiei
prelevate de la berbeci-reproducatori de rasa Tigaie tip moldovenesc pentru lana-carne-lapte;
studiul impactului preparatelor ZooBioR-1 si ZooBioR-2 asupra corectiei spermatogenezei la
berbeci in sezonul secundar al reproductiei; determinarea eficientei introducerii preparatului BioR
in componenta mediului de crioconservare (glucoza-citrat-galbenus de ou) ca component
suplimentar asupra calitdtii spermei decongelate de berbec; evaluarea proprietatilor morfologice si
fiziologice ale spermatozoizilor in functie de diluantul utilizat; elaborarea unui mediu de protectie
pentru diluarea si crioconservarea spermei de berbec si studiul impactului acestuia asupra calitatii
biologice a materialului seminal congelat-decongelat; studiul fecunditatii oilor insamantate cu
sperma diluata si congelatd-decongelata cu mediu de protectie pentru crioconservare elaborat.

Noutatea si originalitatea stiintifica: consta in completarea prevederilor teoretice existente
care permit sporirea eficientei metodei biotehnologice de insdmantare artificiala a oilor cu material
seminal congelat-decongelat, in conditiile Republicii Moldova. S-au obtinut indicatori optimi de
fecunditate la oile insamantate cu material seminal congelat-decongelat obtinut de la berbeci din
rasa Tigaie tip moldovenesc pentru 1ana - carne - lapte. A fost demonstrata posibilitatea colectarii,
crioconservarii si depozitarii materialului seminal congelat in banca de gene, pentru mentinerea
genotipurilor locale. Pentru prima datd a fost demonstratd posibilitatea sporirii criorezistentei
spermatozoizilor prin introducerea In componenta mediului pentru crioconservare a concentratiilor
scazute de substante cu actiuni specifice si nespecifice (BioR). In rezultatul cercetarilor au fost
elaborate: recomandari pentru Tnsamantarea artificiald a ovinelor (2020); mediu de protectie pentru
crioconservarea materialului seminal de berbeci (Brevet nr. 4513); procedeu de stimulare a
spermatogenezei la berbeci in extrasezon (Brevet nr. 1460).

Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante:
constd in elaborarea si implementarea in conditii de productie a unui mediu de protectie pentru
diluarea si crioconservarea materialului seminal al berbecilor-reproducatori, precum si corectia
spermatogenezei la berbeci in sezonul secundar al reproductiei, ceea ce eficientizeaza utilizarea
acestora si crearea unei banci genetice de material seminal congelat, care va accelera rata de
ameliorare a calitatilor productive ale raselor locale.

Semnificatia teoretica: constd in argumentarea principiilor fundamentale care stau la baza
elaborarii biotehnologiilor eficiente a reproducerii ovinelor.

Valoarea aplicativa: se propune o metoda de corectie a spermatogenezei la berbecii
reproducdtori in extrasezon, care are urmdtoarele calitdti pozitive: imbunatatirea indicatorilor
cantitativi si calitativi a materialului seminal proaspat obtinut, sporeste rezistenta spermatozoizilor
in procesul de prelucrare tehnologica. Utilizarea acestei metode face posibild obtinerea pe tot
parcursul anului a materialului seminal de calitate inalta, potrivit pentru congelare si reducerea
costurilor de intretinere a berbecilor prin optimizarea numarului acestora.

Se propune un mediu de protectie eficient care permite reducerea la minimum a deteriorarii
spermatozoizilor In procesul crioconservarii.

Rezultatele cercetarii au devenit baza pentru perfectionarea metodelor si mijloacelor de
insdmantare artificiala a oilor si crearea unei banci de material seminal de berbeci-reproducatori
valorosi.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele obtinute sunt implementate la ferma de
ovine STE ,,Maximovca”. In baza rezultatelor cercetarii au fost elaborate recomandari practice
pentru insdmantarea artificiald a ovinelor; a fost creatd banca geneticd de material seminal
crioconservat prelevat de la berbeci-reproducatori de mare valoare zootehnica.
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AHHOTAIUA

Bpany Huna «Biusinue npenapara BiOR Ha KpHOKOHCepBalMIo cliepMbl 0apaHay,
AUCCEPTAlUs HA COMCKAHUE YYeHOIl CTeleHH! J0KTOPa CeJIbCKOX0351iiCTBeHHbIX HAYK,
MakcumoBKka, 2023.

CrpykTypa AuccepTanMu: BBEJICHME, YEThIpe TIJaBbl, OOCYXIEHUE IOJIYYEHHBIX
pe3yIbTaTOB, BBIBOJBI, NMPAKTHUECKHE MpemiokeHus, oumbmuorpadus m3 213 umcrounmkon, 111
CTpaHUL[ OCHOBHOI'O TEKCTa, 23 pUCYHKOB, 27 Tabnuu, 5 npuioxeHuid. [lonydyeHHble pe3ynbTaThl
OTpaKeHbI B 23 HAay4YHBIX paboTax.

KiroueBble cjioBa: criepma, cpejia A1 KpMOKOHCEPBALUU, 3KYIIT, OapaH-IIPOU3BOAUTENb,
HOJIBUXKHOCTb, 00bEM, KOHLIEHTPALHsI, aKPOCOMA, CKOPOCTb JIBU)KECHUSI.

Leab uccaenoBaHuii: COBEPIICHCTBOBAHNE METOI0OB KPHOKOHCEPBAIMH CIIEPMBbI 0apaHOB U
KOpPpEKLIMM CHEpPMaTOreHe3a B  HECIYYHOM CE30H s YIy4llIeHHs pPe3yJbTaTUBHOCTHU
UCKYCCTBEHHOI'O OCEMEHEHHS OBELl.

3amaun MccaeNOBaHMI: U3YyYUTh KOJIMYECTBCHHBIC M KAYCCTBCHHBIC IIOKA3aTENH CIIEPMBI
6apanoB-nipousBouTenel L{uraiickoii mopo/ sl OBel MOJIAABCKOTO THITA HIEPCTHO-MSACO-MOJIOYHOTO
HaNpaBJICHUsl TMPOAYKTUBHOCTH; HM3y4HTh BIMsAHUS npenapatoB Z0OBiOR-1 u ZooBioR-2 na
KOPPEKIHUIO CliepMaToreHe3a 0apaHoB B HECIYyYHOW CE€30H; onpenenuTbh 3()(EeKTHBHOCTh BBEICHUS
npenapara BIOR B coctaB cpenbl A KpHOKOHCEpBAlMM (IVIFOKO30-IIUTPATO-KENTOYHYIO) Kak
JOMOTHUTEIBHOTO KOMIIOHEHTAa Ha KadeCcTBO OTTassHHOM crmepmbl  0apaHOB;  OICHHTH
Mopdooruueckue U (PU3MOJIIOTUYECKHE CBOMCTBAa CIIEPMATO30MIOB B 3aBUCHMOCTH  OT
IPUMEHSEMOro pa30aBuTeNsl; pa3paboTaTh CHHTETHYECKYIO Cpelny A pasbaBiieHUs U
KPHOKOHCEPBALMU CIIEPMbl 0apaHOB M M3YYUTh €€ BIMSHHE Ha KA4€CTBO M OHOJIOTHYECKYHO
TIOJIHOLEHHOCTh 3aMOPOKEHO-OTTassHHON CIEPMBI; U3Y4UTh I(P(PEKTHBHOCTE OIUIOIOTBOPAEMOCTH
OBEll, OCEMEHEHHBIX 3aMOpPOKEHO-OTTasHHOI CIIEpMOM, pa30aBIE€HHOW Nepe] 3aMOpaKMBaHUEM
pa3pabOTaHHON CUHTETUYECKOM Cpeoi.

Hay4ynas HOBHM3HA: 3aK/II0YAaeTCsi B YCOBEPLICHCTBOBAHMM TEOPETHUECKUX IIOJIOKEHHH,
MO3BOJISIIOIIMX  TOBBICUTH 3(PPEKTUBHOCTH OMOTEXHOJOTHYECKOIO METOJIa HCKYCCTBEHHOI'O
OCEMEHEHHUSI OBEIl 3aMOpOKEHO-OTTAsHHOM crepMoil B ycimoBusix PecmyOnuku Momgosa.
[losnydeHbl onTHMasbHBIE IOKA3aTEIU CYATHOCTH OBEL, OCEMEHEHHBIX 3aMOPOKEHO-OTTasHHOU
CIiepMOl, NOJY4YeHHOW OT OapaHoB-mpousBojurenei lLluraiickoil mopoabl MOJIJIABCKOrO THIIA
IIEPCTHO-MSICO-MOJIOYHOIO HampasiieHus. JlokazaHa BO3MOXKHOCTb COXPAHEHHS 3aMOPOXKEHHOMN
CIIEpMBI U CO3/1aHusl OaHKa T€HOB OapaHOB-MPOM3BOAUTENECH MECTHBIX MTOPOJ OBELL Il COXPAaHEHUS
MECTHBIX TE€HOTHIOB. BrepBble nOKa3aHa BO3MOXXHOCTb MOBBIIIEHUS KPUOYCTONYMBOCTHU
CIIEPMAaTO30MJI0B BBEJIECHHEM B COCTaB CpeAbl Ul 3aMOPAKMBAaHUS HM3KUX KOHLEHTpauui
npenapara co cnenupuueckuMu W He crermpuueckumu neiictBusiMu  (BIOR). Ha ocHoBe
MIPOBEEHHBIX MCCIEAOBaHUN pPa3pabOTaHbl: PEKOMEHAAIMHM IO HCKYCCTBEHHOMY OCEMEHEHHIO
oserl (2020); cpena 11 KpMOKOHCepBaluu criepMbl 6apaHoB-nipousBoauteneil (Ilatent Ne 4513);
515883)6 CTUMYJISILIUU CcliepMaToreHe3a y OapaHoB-nipousBoauTeneil B HeciyyHol ce30H (IlareHT Ne

ITosryuyeHHbI pe3yJabTaT cHOCOOCTBYIOIIMI pelIeHNI0 BAa:KHOM HAy4YHOH NpodJieMbl:
COCTOMT B pPa3pabOTKe M NPHUMEHEHHWH B IPOWU3BOACTBEHHBIX YCJIOBHMSAX CHHTETHUECKOW Cpenbl JUis
paz0aBiieHUs] M 3aMOpPaXMBaHUs ~ CIIEpMbl  OapaHOB-TIPOM3BOAMTENEH, a TakkKe KOPPEKLHUH
criepMaroreHesa y 0apaHoB B HECITYYHOH MEPUOJ], YTO CIIOCOOCTBYET PEIICHUIO POOJIEM YIydIIEeHUs! UX
3(1)(11))eKTI/IBHOCTH WCTIONIb30BaHUSI M CO3[IaHUSI T€HETHUYECKOro OaHKa 3aMOpPOKEHHOM CIIEPMBI, 4YTO
IIO3BOJIUT YCKOPUTH TEMIIBI YIYUIIEHUS IPOAYKTUBHBIX Ka4€CTB MECTHBIX IIOPOJ.

Teopernueckoe 3Ha4YeHHe 3aKITIOYACTCA B apryMEHTalUU (pyHIaMEHTaIbHBIX MPUHIUIIOB,
JIEKAILUX B OCHOBE pa3paboTKu 3P(GEeKTUBHBIX OMOTEXHOJIOTHI BOCIIPOU3BOICTBA OBELL.

IIpakTnueckas 3HaUMMOCTbD. [IpeiokeH crnocod KOppeKLuu criepMaTorenesa y 6apaHoB—
IIPOU3BOJUTENIEN B HECIYyUYHOH C€30H, 00Iaal0IUi CIEAYIOIMMHU TOJ0KUTENBHBIMU KaueCTBaAMMU:
YIYYIIAKOTCS KOJMYECTBEHHBIE M KAYECTBEHHBIE TIOKA3ATENN CBEXKETOIYIEHHON CIIEPMBI, a TAKKe
MOBBIIIAETCSI PE3UCTEHTHOCTh CHEPMATO30MI0B B IIPOLECCE TEXHOJOTHYECKOW 00pabOTKH.
[IpumeneHne qaHHOTO crioco0a MO3BOJISET MOMyYaTh KaYECTBEHHYIO CIIEPMY B T€UEHHE BCEro roja,
NPUTOJHYIO JUId TIyOOKOrO 3aMOpakMBaHHS M CHU3MTH 3aTpaTbl Ha cojepKaHue OapaHOB-
npou3BoauTeNeil, 3a Ccyér ONTUMM3AlMM HMX HeoOXoauMoro KomuyectBa. Ilpemnoskena
3£¢)eKTHBHas{ 3alllMTHAs Ccpelia, MO3BOJISIIOIIAsi MUHUMU3UPOBATh MOBPEXK/IEHNE CIIEPMAaTO30UI0B B
mpouecce  KpUOKOHCEpPBAaLUU. Pesynbpratel  McciaenoBaHUM  cTadM  OCHOBOM  JUIsS
YCOBEPIICHCTBOBAHUS METO/IOB U CIIOCOOOB MCKYCCTBEHHOTO OCEMEHEHMsI OBEIl M CO3/aHusl OaHKa
CIepMbl BBICOKOLIEHHBIX OapaHOB-TIPOM3BOIUTENEH.

BHen_Pe}me HAYYHBIX Pe3yabTATOB: [OMyYCHHEIC PE3Y/IbTATHI BHEAPEHEI HA OBLIEBOIYCCKOM
depme STE “Maximovca”. Ha ocHOBaHMHM pPE3yJbTaTOB HCCJIEAOBaHUN  pa3pabOTaHbI
MPAKTUYECKHE PEKOMEHIALNH M0 HCKYCCTBEHHOMY OCEMEHEHHUIO OBEIl, CO3/]aH T'eHeTUYEeCKHid OaHK
KPHUOKOHCEPBUPOBAHHOM CIIEpMbI OapaHOB-IIPOU3BOAUTEINCH BHICOKON 300TE€XHHUUECKON [IEHHOCTH.
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ANNOTATION
Bradu Nina "The effect of BioR preparation on the cryopreservation of the ram sperm*,

dissertation for the degree of Doctor of Agricultural Sciences, Maksimovka, 2023.

Thesis structure: introduction, four chapters, discussion of the results, conclusions,
practical suggestions, bibliography from 213 sources, 111 pages of main text, 23 figures, 27 tables,
5 appendices. The results obtained are reflected in 23 scientific papers.

Key words: sperm, medium for cryopreservation, ejaculate, breeding ram, mobility, volume,
concentration, acrosome, movement speed.

The aim of the research: improving the methods of cryopreservation of ram semen and

correcting spermatogenesis in a non-producing period to improve the effectiveness of artificial
insemination of sheep.
Research objectives: to study the quantitative and qualitative indicators of the sperm of rams-
producers of the Tsigai breed of sheep of the Moldovan type of wool-meat-dairy productivity; to
study the effects of ZooBioR-1 and ZooBioR-2 preparations on the correction of spermatogenesis in
rams in the secondary breeding season; to determine the effectiveness of introducing the BioR
preparation into the composition of the glucose-citrate-yolk medium, as an additional component,
on the quality of thawed semen of rams; evaluate the morphological and physiological properties of
spermatozoa depending on the diluent used; to develop a protective medium for dilution and
cryopreservation of ram semen before freezing and to study its effect on the quality and biological
usefulness of frozen-thawed semen; to study the fertility efficiency of sheep inseminated with
frozen-thawed sperm diluted before freezing with the developed protective medium.

Scientific novelty: it consists in the improvement of theoretical provisions that allow to
increase the efficiency of the biotechnological method of artificial insemination of sheep with
frozen-thawed sperm in the conditions of the Republic of Moldova. Optimal indicators of
pregnancy of sheep inseminated with frozen-thawed sperm obtained from rams of the Tsigay breed
of the Moldovan type of the wool-meat-and-milk direction were obtained. The possibility of
obtaining, cryopreserving and storing frozen sperm in a gene bank to preserve local genotypes. For
the first time, the possibility of increasing the cryoresistance of spermatozoa by introducing into the
composition of the medium for cryopreservation low concentrations of substances with specific and
non-specific actions has been shown (BioR). On the basis of the conducted research, the following
were developed: recommendations for artificial insemination of sheep (2020); protective medium
for cryopreservation of ram semen (Patent No. 4513); a method for stimulating spermatogenesis at
rams in the non-roaming season (Patent No. 1460).

The obtained result, which contributes to the solution of an important scientific
problem: it consists in the development and application of a protective medium under production
conditions for diluting and freezing the sperm of rams, as well as correcting spermatogenesis at
rams in a non-producing period, which contributes to solving problems of improving their
efficiency of use and creating a genetic frozen sperm bank, which will accelerate the rate of
improvement of the productive qualities of local breeds.

The theoretical significance consists in arguing the fundamental principles underlying the
development of effective biotechnologies of sheep reproduction.

Practical significance. A method is proposed for correcting spermatogenesis at rams in a
non-roaming season, which has the following positive qualities: the quantitative and qualitative
indicators of freshly obtained sperm are improved, and the resistance of spermatozoa in the process
of technological processing is also increased. The use of this method makes it possible to obtain
high-quality sperm throughout the year, suitable for deep freezing and to reduce the cost of keeping
rams by optimizing their required number. An effective protective environment has been proposed
to minimize damage to spermatozoa during cryopreservation. The research results have become the
basis for improving the methods and forms of artificial insemination of sheep and creating a sperm
bank of high-value rams.

Implementation of scientific results: the obtained results are implemented at the TES
sheep farm “Maximovca”. Based on the research results, practical recommendations for artificial
insemination of sheep have been developed, the genetic bank of cryopreserved semen taken from
breeding rams of high zootechnical value was created.
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