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(54) Procedeu de stimulare a spermatogenezei la berbeci in extrasezon

(57) Rezumat:

1
Inventia se referd la =zootehnie, in
special la stimularea spermatogenezei la
berbeci in extrasezon si poate fi utilizatd pentru
pastrarea, ameliorarea si utilizarea eficientd a

genofondului autohton.
Procedeul de stimulare a
spermatogenezei la berbeci in extrasezon
include hranirea berbecilor cu nutret, ce

2
contine un adaos de bioprodus pe baza de
extracte din biomasa de Spirulina platensis
CNM-CB-02 in cantitate de 0,5-5 g per 0,5 kg
de nutret, care se administreaza berbecilor in
cantitate de 0,5 kg/cap in perioada mai-iunie,
zilnic timp de 45-50 zile.
Revendicari: 1



(54) Method for stimulating spermatogenesis in rams in the inter-season

(57) Abstract:
1

The invention relates to animal
husbandry, in particular to the stimulation of
spermatogenesis in rams in the inter-season,
and can be used to preserve, improve and
effectively use the local gene pool.

The method for stimulating
spermatogenesis in rams in the inter-season
involves feeding rams with feed containing a

2
biopreparation additive based on extracts from
Spirulina platensis CNM-CB-02 biomass in an
amount of 0.5-5 g per 0.5 kg of feed, which is
administered to rams in an amount of 0.5
kg/head during the May-June period, daily for
45-50 days.
Claims: 1

(54) Cioco® cTUMYJISINMH CIIePMATOreHe3a y 0apaHoB B Me:KCe30Hbe

(57) Pedepar:
1

Uzo0perenue OTHOCHUTCS K
JKMBOTHOBOJICTBY, B YACTHOCTU K CTUMYIISAIHH
criepMaroreHe3a y 6apaHOB B MEXCE30HbE, H
MOXKET OBITh HCIOJB30BAHO UISI COXPAHECHUS,
yiydiieHnss U 3(Q(EKTUBHOTO HCIOJIb30BAHUS
MECTHOT'O TeHO(OH/IA.

Crioco6 CTUMYJISIIK CIEpMATOreHe3a y
0apaHOB B MEXCE30HbE BKIIOYACT KOPMIICHHE

2
0apaHOB KOPMOM, COJEp)KallUM JI00aBKY
Ovorpenapata Ha OCHOBE OKCTPAaKTOB W3
ouomaccer Spirulina platensis CNM-CB-02 B
konmuuectBe 0,5-5 r Ha 0,5 xr xopma,
BBOIMMOro Oapanam B koimuectBe 0,5
KI/TOJIOBY B TIEPUOJ] Maii-MIOHb, €KETHEBHO B
TedyeHue 45-50 nHei.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la zootehnie, in special la reproductia ovinelor, si poate fi utilizata
in scopul stimularii spermatogenezei la berbeci in extrasezon, pentru pastrarea, ameliorarea
si utilizarea eficienta a genofondului autohton.

in conditiile actuale de intensificare a sistemului de exploatare a ovinelor, unul din
obiectivele bio-economice deosebit de importante il reprezintd transformarea caracterului
de policiclicitate sezoniera in policiclitate anuald, pentru a putea recolta, conserva si
depozita material seminal de calitate de la berbeci pe tot parcursul anului calendaristic
(Miclea V. Insimantarea artificiald. Animalele de ferma. Argonaut, Cluj-Napoca, 2003, p.
65-66).

Unul dintre factorii de baza, ce determind stimularea sistemului reproductiv la
animalele de interes zootehnic cu perioada reproductiva sezoniera este anotimpul anului,
care determind cantitatea §i calitatea materialului biologic (spermei) si in final utilizarea
rationala a fondului genetic valoros. Berbecii manifestd libidoul si pot efectua monta pe
durata intregului an, dar numarul si calitatea ejaculatelor ce se pot obtine de la ei variaza in
dependenta de anotimp si chiar luna. Astfel, datorita temperaturilor suboptimale asociate cu
durata zilei-lumina apare o reducere a calitdtii spermei la berbeci si se diminueaza dorinta
de Tmperechere pand la disparitia ei (Daraban S. Tehnologia cresterii ovinelor. Risoprint,
Cluj-Napoca, 2006, p. 24-27, Zahan M. Conservarea resurselor genetice in zootehnie.
Accent, Cluj-Napoca, 2017, p. 67).

Actualmente sunt cunoscute diverse metode de stimulare a sistemului reproductiv si
spermatogenezei la animalele de interes zootehnic cu perioada reproductiva sezoniera, care
prevad utilizarea in ratia furajera a unor componente deosebite, asa ca sangele altor
animale, pupele uscate a viermilor de matase, sau unor ingrediente ca biomasa uscatd de
drojdii, fanul de lucernd, faina de peste (MwrtoBanoB B.K. Buonorus BocrpousseacHus u
HCKYCCTBEHHOE OCEMEHEHHE XMBOTHRIX. M., Cembxo3rus, 1962, p. 128-129) si injectarea
preparatelor hormonale, care provoaca stres masculilor si duce la diminuarea calitatii
ejaculatelor.

Se cunoaste un procedeu de stimulare a functiei reproductive la animale, care
prevede suplinirea ratiei furajere de bazd a masculilor cu icre ale aricilor de mare
Strongylocentrotus pallidus si Strongylocentrotus nudus in cantitate respectiv de 0,3-0,6 si
0,08-0,21 g/kg masa corporala timp de 10-30 zile [1]. Astfel, la utilizarea acestui procedeu,
spre final, volumul ejaculatelor obtinute de la masculi constituie in medie 0,6+0,04 ml, cu
2,18+0,1 miliarde spermatozoizi per mililitru, cu o mobilitate de 74,4+3,7 %, dintre care
29,1+2,0 % poseda miscare rectilinie.

Dezavantajul acestui procedeu constd in faptul cd el nu asigurd reglarea
spermatogenezei la masculi cu reproductie sezonierd si nu asigurd obtinerea ejaculatelor de
calitate, care pot fi supuse protocolului de coservare in extrasezon, in scopul exploatarii
rationale a fondului genetic valoros.

Cea mai apropiata solutie pentru stimularea spermatogenezei la animalele de interes
zootehnic este utilizarea la tauri a extractului din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
CNM-CB-02 in solutie fiziologicd, cu concentratia de 5 mg/ml, in doza de 0,1...0,4 ml/100
kg de masa vie, timp de 10 zile [2]. Astfel, la utilizarea acestui procedeu a sporit volumul
ejaculatului, mobilitatea celulelor spermatice §i concentratia celulelor spermatice in
ejaculat. Dezavantajul acestui procedeu constd in stresarea reproducitorilor pe durata
injectarii preparatului, ce poate afecta negativ spermatogeneza si necesitatea manipularilor
suplimentare pentru executarea lui.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu de
stimulare a spermarogenezei la berbeci in extrasezon, care asigurd sporirea nivelului
cantitativ si calitativ al materialului seminal colectat de la reproducatori cu potential genetic
valoros.

In literatura de specialitate termenul ,extrasezon” este tractat ca repaus sexual.
Ovinele fiind specia cu manifestarea functiei de reproductie sezoniera — toamna, sezon care
este determinat de nivelul si dinamica zilei-lumina, respectiv a temperaturii. De aceea,
sezonul de reproductie este septembrie-noiembrie, cand are loc monta lor, in restul lunilor
masculii se afld 1n repaus sexual.
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Esenta inventiei constd in aceea ca se propune un procedeu de stimulare a
spermatogenezei la berbeci in extrasezon, care include hranirea berbecilor cu nutret, ce
contine un adaos de bioprodus pe baza de extracte din biomasa de Spirulina platensis
CNM-CB-02 in cantitate de 0,5-5 g per 0,5 kg de nutret, care se administreaza berbecilor in
cantitate de 0,5 kg/cap in perioada mai-iunie, zilnic timp de 45-50 zile, totodata bioprodusul
contine, la 1 kg de talc: extract de aminoacizi si oligopeptide 3,5-5 g; extract de fosfolipide
3,5-5 g; extract de proteoglicani, inclusiv polizaharide sulfatate 3,5-5 g; extract proteic 3,5-
5 g; extract de mixoxantofila 0,75-1,25 g.

Efectul pozitiv este cauzat de suplinirea ratiei furajere de bazd cu bioprodus
complex, care stimuleaza epiteliul germinativ, spermatogeneza, secretia glandelor anexe ale
aparatului genital, instinctul genezic la masculi, majorand cantitatea si calitatea materialului
seminal obtinut de la berbeci in extrasezon.

in plus, procedeul intensifici functia de reproductie la berbeci in extrasezon,
determinand majorarea asa-numitei “rate de reproductie”, indicele de baza in aprecierea
eficientei de utilizare a reproducéatorilor de mare valoare zootehnica.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sporirea volumului ejaculatului spre sfarsitul
experimentului cu 0,3 ml, ce constituie 50% fata de martor, a concentratiei spermatozoizilor
in ejaculat cu 0,3-0,64 miliarde/ml sau 13,8-29,3% fatd de martor, mobilitatii
spermatozoizilor cu 7,4-17,9% si a numarului spermatozoizilor cu migcari rectilinii cu 15,8-
38,5% fatd de martor.

Implementarea inventiei va permite:

- folosirea eficienta a fondului genetic ovin i obtinerea unui numar sporit de
descendenti cu potential genetic valoros;

- obtinerea de ejaculate in cantitate mai mare si de calitate bund cu capacitate
fecundanta sporita de la berbeci in extrasezon;

- conservarea materialului seminal obtinut de la berbeci in extrasezon care va
permite crearea bancii de sperma de la berbeci cu potential genetic valoros;

- folosirea materialului seminal conservat in ameliorarea raselor de oi crescute in
tara si schimb international de gene valoroase.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepard nutreful combinat destinat pentru furajarea berbecilor i in componenta
lui se adauga suplimentar bioprodusul complex, obtinut prin extractie fractionata cu diferiti
solventi din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02, in asa cantititi ca in
norma zilnica de furajare a berbecilor si se contind 0,5 g de bioprodus. Berbecilor in
exstrasezon (mai-iunie, cand temperatura creste peste 25°C) i se administreaza zilnic cate
0,5 kg de nutret care contine 0,5 g de bioprodus complex, timp de 45-50 zile.

Bioprodusul complex se obtine prin imbibarea treptata a talcului (1 kg) cu diferite
extracte:

a) 350-500 ml de extract de aminoacizi si oligopeptide cu concentratia de substanta
uscata de 10 mg/ml (1%);

Extractul se obtine prin extragerea repetatd din biomasa de spirulina timp de 1 ora cu
etanol de 75% in raport de 1:1 (m/v), prelucrarea supernatantului cu hexan in raport de 4:1
(v/v). Solutia hidroetanolica obtinuta se standardizeaza pana la concentratia de 10 mg/ml de
substantd uscata;

b) Extract de fosfolipide 3,5-5¢;

Extractul se obtine prin Inghetarea-dezghetarea si omogenizarea biomasei de
spirulind, extragerea acesteia cu alcool etilic de 96% intr-un raport de volum respectiv de
(1...2):10, la temperatura de 60°C timp de 60 min, distilarea alcoolului, dizolvarea
extractului cu un amestec de cloroform si etanol luate in raport de volum de 95:5 si
sedimentarea fosfolipidelor cu acetona la temperatura de 0°C (MD 130 Y 2010.01.31);

c) 350-500 ml de extract de proteoglicani, inclusiv polizaharide sulfatate, cu
concentratia de substanta uscata de 10 mg/ml (1%);

Extractul se obtine prin extragere din biomasa de spirulind cu apa distilata in raport
de 1:45 (m/V) la temperatura de 90°C, timp de 2 ore. Dupa centrifugare timp de 10 min, la
4800 rot./min, la supernatant se adauga solutie de 1% de bromura de cetiltrimetilamoniu
pentru precipitarea polizaharidelor cu centrifugare repetata la aceiasi parametri. Precipitatul
obtinut se spala cu solutie saturatd de acetat de sodiu in alcool de 95%, apoi repetat cu
alcool de 96%. Precipitatul se solubilizeaza in apa purificata si se standardizeaza pana la
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concentratia de 10 mg/ml de substantd uscatd (Ratana Chaiklahan s.a. Polysaccharide
extraction from Spirulina sp. and its antioxidant capacity. International Journal of
Biological Macromolecules, 2013, 58, p. 73-78);

d) 350-500 ml de extract proteic cu concentratia de substanta uscata de 10 mg/ml
(1%);

Extractul se obtine din biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-
02 prin extragere cu solutie alcoolica de 20-30%, centrifugarea cu separarea sedimentului,
care se usuca la temperatura de 40-45°C, apoi se efectueaza extragerea cu solutie de NaOH
de 0,45% timp de 60 min la agitare, centrifugarea, separarea sedimentului, extragerea
repetata a substantelor biologic active cu solutie de NaOH de 0,45% timp de 30 min la
agitare, dupa centrifugare supernatantele obtinute se unesc si se supun dializei pana la pH
7,5-8,5 cu obtinerea extractului proteic. Solutia obtinutd se standardizeaza pana la
concentratia de 10 mg/ml de substanta uscata (MD 3158 F12006.10.31);

e) Extract de mixoxantofila 0,75-1,25g;

Extractul se obtine prin extragerea repetatd a mixoxantofilei din biomasa cu solutie
hidroetanolica de 70-96%, cu separarea biomasei prin centrifugare si unificarea extractelor
obtinute, la care se adaugd hidroxid de kaliu de 40%, in raport de 3:1 fatd de cantitatea de
biomasa supusa extractiei, se mentine 4-6 ore si se adaugd hexan, dupa care prin decantare
se separd fractia etanolica cu continut de mixoxantofila, care se dilueaza cu apa pana la
concentratia alcoolului etilic de 45-50%, se centrifugheaza la 6000 rot./min, iar cristalele
obtinute se spala cu solutie de etanol de 45-50% si se usuca (MD 4360 B1 2015.07.31).

Talcul imbibat cu extracte se usuci la temperatura de 45-50°C timp de 24-48 de ore.

in varianta martor volumul gjaculatului este de 0,6£0,04 ml, numarul
spermatozoizilor de 2,18+0,1 miliarde/ml, mobilitatea de 74,4+3,7% si spermatozoizi cu
migcari rectilinii de 29,1+2,0%, iar in varianta experimentald volumul ejaculatului este de
0,9+0,02 ml (cu 50% mai mare), concentratia spermatozoizilor de 2,82+0,1 miliarde/ml (cu
29,3% mai mare), mobilitatea spermatozoizilor cu 17,9% si spermatozoizi cu migcari
rectilinii cu 38,5% mai mult.

Exemplul 2

Se prepard nutretul combinat destinat pentru furajarea berbecilor i in componenta
lui se adaugd suplimentar bioprodusul complex, obtinut conform exemplului 1 prin
extractie fractionatd cu diferiti solventi din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis
CNM-CB-02, 1n aga cantitati ca in norma zilnica de furajare a berbecilor sd se contind 5 g
de bioprodus. Berbecilor in exstrasezon (mai-iunie, cdnd temperatura creste peste 25°C) li
se administreaza zilnic cate 0,5 kg de nutret care contine 5 g de bioprodus timp de 45-50
zile.

in varianta martor volumul ejaculatului este de 0,6+0,04 ml, numarul spermatozoizilor
de 2,18+0,1 miliarde/ml, mobilitatea de 74,4+3,7% si spermatozoizi cu miscari rectilinii de
29,1£2,0%, iar in varianta experimentala volumul ejaculatului este de 0,9+0,04 ml (cu 50% mai
mare), concentratia spermatozoizilor de 2,48+0,1 miliarde/ml (cu 13,8% mai mare), mobilitatea
spermatozoizilor cu 7,4% si spermatozoizi cu migcari rectilinii cu 15,8% mai mult.

Tabel
Spermograma la berbeci la suplinirea ratiei furajere de baza cu bioprodus complex
din S. platensis CNM-CB-02 in concentratie de 0,5-5 g la 0,5 kg de furaj

Volumul %

Ratie
furajera

spermei,
miliarde/ml

Concentratia %

ejaculatului,
ml

Spermatozoizi %

mobili, %

Spermatozoizi
cu miscari
rectilinii, %

%

La sfarsitul experimentului

Martor

2,18+0,1

100

0,6+0,04

100

74,4£3,7

100

29,1+2,0

100

+Bioprodus
0,59

2,82+0,1

129,3

0,9+0,02

150

87,7£2,2

117,9

40,3+2,0

138,5

+Bioprodus
5¢

2,48+0,1

113,8

0,9+0,04

150

79,9+2,7

107,4

33,7+2,4

115,8

45
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(57) Revendicari:

Procedeu de stimulare a spermatogenezei la berbeci in extrasezon, care include
hranirea berbecilor cu nutret, ce contine un adaos de bioprodus pe baza de extracte din
biomasa de Spirulina platensis CNM-CB-02 in cantitate de 0,5-5 g per 0,5 kg de nutret,
care se administreaza berbecilor in cantitate de 0,5 kg/cap in perioada mai-iunie, zilnic timp
de 45-50 zile, totodata bioprodusul contine, la 1 kg de talc: extract de aminoacizi si
oligopeptide 3,5-5 g; extract de fosfolipide 3,5-5 g; extract de proteoglicani, inclusiv
polizaharide sulfatate 3,5-5 g; extract proteic 3,5-5 g; extract de mixoxantofila 0,75-
1,25¢g.
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