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

In conditiile actuale de intensificare a sistemului de exploatare a ovinelor, unul din obiectivele bio-economice
deosebit de importante 1l reprezintd transformarea caracterului de policiclicitate sezonierd in policiclitate anuala,
pentru a putea recolta, conserva si depozita material seminal de calitate de la berbeci pe tot parcursul anului
calendaristic (Miclea V. Insaméntarea artificiali. 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 si calitatea materialului biologic
(spermei) si in final utilizarea rationala a fondului genetic valoros. Berbecii manifesta libidoul si pot efectua monta
pe durata intregului an, dar numarul si calitatea ejaculatelor ce se pot obtine de la ei variazd in dependenta de
anotimp si chiar lund. Astfel, datoritd temperaturilor suboptimale asociate cu durata zilei-lumina apare o reducere a
calitatii spermei la berbeci si se diminueazd dorinta de imperechere pana 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 sezonierd, care prevad utilizarea in ratia furajerd a unor componente
deosebite, asa ca sangele altor animale, pupele uscate a viermilor de matase, sau unor ingrediente ca biomasa uscata
de drojdii, fanul de lucernd, fdina de peste (MmmoBanoe B.K. Buosorust BoCIIpOM3BENCHHS W HCKYCCTBEHHOEC
oceMeHeHHe KUBOTHBIX. M., Cenbxo3rus, 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
baza 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 constitue 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 consta in faptul ca el nu asigura reglarea spermatogenezei la masculi cu reproductie
sezoniera i 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 1in solutie fiziologic3, 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 si concentratia celulelor spermatice in ejaculat. Dezavantajul
acestui procedeu constd in stresarea reproduciatorilor pe durata injectérii 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
reproducitori 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, ciand are loc monta lor, in restul lunilor
masculii se afla 1n repaus sexual.

Esenta inventiei constad in aceea ca se propune un procedeu de stimulare a spermatogenezei la berbeci in extrasezon,
care include hrinirea 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 administreazd 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 baza 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 intensifica functia de reproductie la berbeci in extrasezon, determinind majorarea asa-numitei
“rate de reproductie”, indicele de baza in aprecierea eficientei de utilizare a reproducatorilor de mare valoare
zootehnica.

Rezultatul tehnic al inventiei consta 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 miscari rectilinii cu
15,8-38,5% fatd de martor.

Implementarea inventiei va permite:

- folosirea eficientd a fondului genetic ovin si 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;
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- 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 tard si schimb international de
gene valoroase.

Exemple de realizare a invenyiei

Exemplul 1

Se prepara nutretul combinat destinat pentru furajarea berbecilor si in componenta lui se adaugid suplimentar
bioprodusul complex, obtinut prin extractie fractionata cu diferiti solventi din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis CNM-CB-02, in asa cantitati ca in norma zilnica de furajare a berbecilor sd se contind 0,5 g de bioprodus.
Berbecilor in exstrasezon (mai-iunie, cand temperatura creste peste 25°C) li 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 spirulind 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
péani la concentratia de 10 mg/ml de substanta uscata;

b) Extract de fosfolipide 3,5-5g;

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 substant uscata de 10
mg/ml (1%);

Extractul se obtine prin extragere din biomasa de spirulina 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 apd purificatd si se standardizeaza pand la concentratia de 10 mg/ml de substanta
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
efectueazd 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 obtinuta se standardizeaza pand la concentratia de 10 mg/ml de substanta uscata (MD
3158 F1 2006.10.31);

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 adauga hidroxid de kaliu de 40%, in
raport de 3:1 fata de cantitatea de biomasa supusa extractiei, se mentine 4-6 ore si se adauga hexan, dupa care prin
decantare se separd fractia etanolicd cu continut de mixoxantofild, care se dilueaza cu apd 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 usucd (MD 4360 B1 2015.07.31).

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

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 29,142,0%, iar in varianta experimentald volumul
ejaculatului este de 0,94+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 miscari rectilinii cu 38,5% mai mult.

Exemplul 2

Se prepara nutretul combinat destinat pentru furajarea berbecilor si 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, in asa cantitdti ca in norma zilnica de furajare a berbecilor sa se
contina 5 g de bioprodus. Berbecilor in exstrasezon (mai-iunie, cand temperatura creste peste 25°C) li se
administreazi 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, numirul 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 experimentald 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 miscari rectilinii cu 15,8% mai mult.
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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
Ratie Concentrz_uia _VqumuI _ Spermatozoizi Sperma}tozoizi
. spermei, % ejaculatului, % - % CU miscari %
Furajera o mobili, % A
miliarde/ml ml 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
+B|8%rgdus 2,82+0,1 129,3 0,9+0,02 150 87,7+2,2 117,9 40,3+2,0 138,5
+B'°§$°d”5 2,48:0,1 | 1138 | 094004 | 150 79,942,7 107,4 33,7424 | 1158




