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49 MEDIU DE CONGELARE PENTRU MATERIALUL SEMINAL

DE VIER

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un mediu de congelare a
materialului seminal de vier, destinat conservarii de
lungéd durata, prin congelare. Mediul conform inventiei
este alcdtuit din mediul A, care contine 20% gélbenus
de ou in solutie 11% lactozd, 100 Ul/ml penicilind gi

100 mg/ml streptomicing, si mediul B, avand aceeasi
compozitie, la care se adaugd 9% glicerol, 1,5% Equex
STM, 200 UM acid ascorbic si 400 uM Trolox.
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DESCRIERE

Inventia se refera la un ,mediu de congelare pentru materialul seminal de vier”,
utilizat in vederea conservarii de lunga duratd cu pastrarea principalilor parametrii
morfologici si functionali optimi fecundatiei in vivo si in vitro.

Se cunosc avantajele Tnsamantarii artificiale (IA) cu sperma congelatd la
animalele de ferma, insa in ciuda eforturilor de a obtine o fertilitate si o prolificitate
acceptabila rezultatele sunt consecvent mai scazute la suine in comparatie cu alte
specii. Factorul limitant al succesului aplicarii crioconservarii in programele comerciale
de |IA la suine este reprezentat de diminuarea calitatii spermei post-congelare datorita
socului termic, stresului osmotic, formarii cristalelor de gheata, alterarii integritatii
membranelor si a receptorilor, sau degradarii ADN-ului. Daca la acestea se adauga
predispozitia spermatozoizilor de vier la degradare/stres oxidativ datorata continutului
ridicat de acizi grasi nesaturati si fosfolipide, nivelul relativ scazut de antioxidanti din
plasma seminala, efectul oxidativ a crioconservarii i amplificarea efectului nociv al
peroxidului de hidrogen in prezenta galbenusului de ou din diluant, rezuita o reala
problema reprezentata de speciile de oxigen reactiv (ROS).

in prezent se cunoaste si se aplica tehnica de congelare descrisa de Westendorf
si modificata de diferiti autori, cu mediul ,LEY” care contine lactoza, galbenus de ou,
glicerol si Orvus es Paste (Westendorf P., L. Richter, H. Treu, 1975, Deutsche Tierarzt.
Wschr., 82: 261-267), fara a atinge pragul comercial datoritd problemelor mentionate. in
scopul reducerii acestora, adaugarea de antioxidanti la mediile de congelare a
spermatozoizilor are efecte benefice, stresul oxidativ fiind considerat un factor major al
infertilitatii, ca rezultat al dezechilibrului dintre ROS si antioxidanti. S-a demonstrat ca
ROS blocheazd mobilitatea si metabolismul oxidativ al spermatozoizilor, reducand
totodata fuziunea inter-gametica si rata penetrarii ovocitelor (Bailey J.L. ef al. 2000,
Journal of Andrology, 21, 1-7). Dintre antioxidantii studiati cele mai remarcabile efecte
asupra calitatii spermatozoizilor de vier crioconservati le are vitamina E sau analogi ai
acesteia, rezultatele obtinute indicand o imbunatatire a procentului mobilitatii, viabilitatii
si a integritatii acrosomale (Pefa F.J. ef al. 2004, Zigote, 12: 117-124; Breininger E. et
al. 2005, Theriogenology, 63: 2126-2135; Satorre M.M. et al. 2007, Theriogenology, 68:
958-965; Yeon-Ji Jeong et al. 2009, Cryobiology, 58: 181-189). L TROWENG L
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Inventia consta in utilizarea unui amestec specific de antioxidanti care rezolva
problema tehnicd de echilibrare a ROS din sperma crioconservata, cu efecte pozitive
asupra parametrilor calitativi ai spermatozoizilor, crescand fertilitatea si prolificitatea
consecutiv IA. Mediul de congelare cu acid ascorbic (vitamina C) si Trolox (analog al
vitaminei E in forma hidrosolubild) ofera o protectie spermatozoizilor prin detoxifierea si
reducerea stresului oxidativ. Concentratile acestor antioxidanti permit cresterea
procentului viabilitatii si mobilitatii totale si rectilinii, protejeaza membranele spermatice
si acrozomale, precum si integritatea ADN-ului.

Avantajele care se pot obtine in urma aplicarii inventiei se regasesc in:

- conservarea pe timp nelimitat, in azot lichid, a materialului spermatic de vier

cu pastrarea calitatii morfologice si functionale in parametrii optimi;

- utilizarea materialului spermatic crioconservat pentru intocmirea bancilor de
germoplasma la suine;

- folosirea materialului spermatic crioconservat in IA pe scara larga si in
operatiunile de import-export (la nivel comercial),

- utilizarea materialului spermatic crioconservat in biotehnologiile de reproductie
precum fecundatia in vifro (FIV) si injectia intracitoplasmatica a
spermatozoizilor (ICSI) in vederea producerii in vitro a embrionilor suini.

Mediul de congelare cuprinde mediul A si mediul B. Pentru constituirea mediului
A se cantaresc 8,8 g lactoza si se adauga apa pura pana se obtin 80 ml (solutie 11 %
lactoza) la care se adauga 20 ml galbenus de ou proaspat, 10.000 Ul Penicilina si 10
mg Streptomicina. Mediul astfel obtinut se utilizeaza atat pentru diluarea
spermatozoizilor, cat si pentru prepararea mediului B. Pentru producerea a 100 ml
mediu B, in 89 ml mediu A se adauga 9 ml glicerol, 1,5 ml Equex STM (echivalent Orvus
es Paste), 200 uM acid ascorbic si 400 uM Trolox. Dupa recoltarea si analiza
materialului seminal, aceasta se spala prin centrifugare, iar depozitul se resuspenda in
parti egale in mediul A, apoi in mediul B (astfel incat concentratia finala a
spermatozoizilor sa fie de 1 x 10° per ml, iar cea a glicerolului de 3 %), se ambaleaza in
paiete de 0,5 ml si se congeleaza conform protocolului descris de Westendorf (1975) si
modificat de diferiti autori. Analiza calitativa a inventiei a presupus efectuarea a doua

experimente de evaluare jn vitro si in vivo a calitatii morfo-functionale a spermg_,to_.wzplézijor.
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Pentru aceasta au fost prelucrate prin congelare un numar de 25 ejaculate,
decongelarea realizandu-se intr-o baie marina la 50°C timp de 12 secunde. n primul
experiment, dupa decongelare spermatozoizii au fost pastrati la termostat la 37°C timp
de 30 minute, dupa care s-au determinat urmatorii parametrii: mobilitatea, integritatea
membranei plasmatice si acrozomala. Potrivit rezultatelor, mobilitatea medie a
spermatozoizilor post-congelare a fost de 63,62% in timp ce integritatea membranei
plasmatice a fost de 33,5% iar cea acrozomala de 78,75%.

Al doilea experiment privind evaluarea in vivo prin insamantare artificiala a
scroafelor cu doze reconstituite din materialul seminal crioconservat in sase paiete si
diluat in 100 ml diluant BTS (avand o concentratie de 3 x 10° spermatozoizi per doza), a
condus la obtinerea unui rate a fecundatiei de 80% si a unei prolificitati medii de 8,25
purcei per scroafa.

Inventia poate fi utilizata pentru extinderea IA la suine cu material seminal
congelat, permitand intretinerea in efectiv a unui numar mai mic de vieri si astfel un
management mai eficient al sectorului industrial de crestere. Totodata se eficientizeaza
comertul international si fluxul de gene de mare valoare. In ameliorare, prin
crioconservarea materialului seminal putem creste intervalul dintre generatii al unor vieri
utilizand spermatozoizii acestora multi ani chiar dupa moartea lor si reducand astfel rata
consangvinizarii. Nu in ultimul rand inventia stimuleaza crearea si/sau dezvoltarea unor

banci de gene, prin interventia directa asupra functionalitatii etapei finale a acesteia.
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REVENDICARI

Mediul de congelare a materialului seminal de vier care contine lactoza, galbenus
de ou, glicerol, Orvus es Paste, vitamina C si vitamina E si este caracterizat prin aceea
ca este constituit din mediul A avand urmatoarea compozitie: 80 ml solutie 11% lactoza
in apa pura, 20 mi galbenus de ou, 10000 Ul Penicilina, 10 mg Streptomicina; si mediul
B, avand urmatoarea compozitie: 89 ml mediu A, 9 mi glicerol, 1,5 ml Equex STM
(echivalent Orvus es Paste), 200 uM acid ascorbic $i 400 uM Trolox (analog al vitaminei
E).
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