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DENUMIREA PROIECTULUI:

SOLUTII BIOECONOMICE PENTRU CONSERVAREA BIVOLULUI ROMANESC
,IN SITU” PRIN MONTA DIRIJATA SI ,EX SITU” PRIN GAMETI S| EMBRIONI
OBTINUTI CU AJUTORUL BIOTEHNOLOGIILOR DE REPRODUCTIE

Denumirea Fazei 2;
PRODUCEREA EMBRIONILOR, CONSERVAREA PE TERMEN SCURT SI MEDIU, TRANSFERUL
LA RECEPTOARE

Persoana de contact (Director de proiect):
Dr. Ing. Bota Adrian
Tel: 0726737908; e-mail: adrianbota68@yahoo.com



OBIECTIVUL CONFORM PROGRAMULUI ADER 2026:

Obiectiv general: Managementul durabil al resurselor genetice animale

Obiectiv_specific: Conservarea si prezervarea populatiilor de animale rase, linii,
vulnerabile si in pericol de disparitiesi implementarea politicilor agricole comune

Obiectivul proiectului:
Conservarea Bivolului Romanesc ,in situ” prin monta dirijata si ,ex situ” prin
gameti si embrioni obtinuti cu ajutorul biotehnologiilor de reproductie.

Obiectivele fazei 2:
Producerea embrionilor si evaluarea acestora; Conservarea pe termen scurt a
embrionilor; Transferul embrionilor recoltati la bivolitele receptoare




SCOPUL CERCETARILOR:

Prin proiect, va avea loc:

» Obtinerea embrionilor de la bivolitele din rasa Bubaline Romaneasca;
» Conservarea embrionilor obtinuti de la bivolite;

» Transferul de embrioni la bivolite

METODE DE CERCETARE:

% tehnici de inseminare artificiala a bivolitelor;

% tehnici de colectare a embrionilor si clasificarea acestora;

% tehnici de selectie si pregatire a bivolitelor receptoare;

 tehnici de transfer a embrionilor la bivolitele receptoare;

% tehnici de crioconservare a embrionilor pentru pastrare indelungata si transport;
 tehnici de diagnostic al gestatiei.
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Activitatea 2.1. Inducerea poliovulatiei la femelele donatoare de embrioni
Scopul activitatii a fost stimularea ovulatiei multiple controlate pentru colectarea de embrioni
viabili, destinati conservarii ex situ.
30 de bivolite din rasa Bivol Romanesc au fost selectate pe baza sanatatii, statusului reproductiv si
istoricului productiv.
Tratamentele hormonale au fost realizate sub supraveghere veterinara, iar bivolitele au fost
intretinute n conditii optime de microclimat si nutritie.
Distributia bivolitelor donatoare de embrioni in functie de lactatiile incheiate este urmatoarea: 5
bivolite Tn lactatia a ll-a, 8 in lactatia a lll-a, 8 in lactatia a IV-a, 6 in lactatia a V-a si 3 in lactatia a
Vl-a si peste.
Distributia bivolitelor pe loturi experimentale si tip de protocol aplicat: din cele 30 de bivolite, 14
au urmat protocolul 1 (poliovulatie pe ciclu natural) si 16 protocolul 2 (superovulatie cu inducerea
estrului).
Sincronizarea estrului a avut un rezultat de 100% pentru protocolul 1 si 94% pentru protocolul 2.
Administrarea FSH a determinat un raspuns ovarian mediu de 9,3 foliculi pentru protocolul 1 si
10,6 pentru protocolul 2.
Administrarea FSH a determinat un raspuns ovarian mediu de 9,3 foliculi pentru protocolul 1 si
10,6 pentru protocolul 2. Rezultatele comparate intre cele doua protocoale arata ca lotul 1
(poliovulatie pe ciclu natural) si lotul 2 (superovulatie cu inducerea estrului) sunt similare in
majoritatea parametrilor, cu mici diferente, lotul 2 avand o varsta medie mai mica, o rata de estru
mai scazuta si un interval estru mai scurt.
Lotul 2 a avut un raspuns mai bun la superovulatie si un numar mai mare de foliculi >8 mm si
ovulati.
Varsta medie a bivolitelor donatoare (aproape 5 ani) si scorul de conditie corporala (3,20 in Lotul
1 si 3,30 in Lotul 2) au fost adecvate pentru tratamentele de poliovulatie si superovulatie, fara
diferente semnificative intre loturi. Aceste valori nu au limitat raspunsul reproductiv.



Activitatea 2.1. Inducerea poliovulatiei la femelele donatoare de embrioni
Rata de aparitie a estrului a fost mai mare in lotul 2 (93,8%) comparativ cu lotul 1 (85,7%),
indicand ca inducerea estrului prin tratamente hormonale imbunatateste sincronizarea si succesul
tratamentelor de fertilizare. Aceste rezultate sustin eficienta protocoalelor de superovulatie cu
inducerea estrului.
Lotul 2 (superovulatie cu inducerea estrului) a avut un interval estru post-tratament semnificativ
mai scurt (50,6 ore) comparativ cu lotul 1 (60,2 ore), sugerand ca inducerea estrului
imbunatateste sincronizarea si eficienta programelor de fertilizare si transfer de embrioni.
Lotul 2 a avut un numar mai mare de foliculi >8 mm (10,7) comparativ cu lotul 1 (9,5), indicand ca
tratamentele hormonale pentru inducerea estrului stimuleaza dezvoltarea unui numar mai mare
de foliculi maturi.
Rata ovulatiei a fost semnificativ mai mare in lotul 2 (90,5%) fata de lotul 1 (80,3%), indicand ca
tratamentele hormonale pentru inducerea estrului imbunatatesc sincronia foliculara si ovulatia
multipla.

Tabel 8. Rezultate comparative intre cele doua protocoale

Parametru Lot 1 Poliovulatie pe ciclu Lot 2 — Superovulatie cu
natural (n=14) inducerea estrului (n=16)
(Media * SD) (Media  SD)

Varsta medie (ani) 5,3+0,5 5,0+0,6

Scor de conditie corporala (BCS) 3,20+ 0,22 3,30+0,20

Rata de aparitie a estrului (%) 93,8+4,8 85,7+6,1

Interval estru post-tratament (ore) 60,2 £5,3 50,6 +4,7

Raspuns pozitiv la superovulatie (%) 85,7+6,1 93,8+4,8

Nr. mediu de foliculi >8 mm / donatoare 95+1,4 10,7 +1,6

Nr. mediu de foliculi ovulati / donatoare 7,8+1,1 9,1+1,3

Rata ovulatiei (%) 82,1+5,8 85,0+5,2



Valori medii = SD
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Activitatea 2.2. Selectia femelelor receptoare de embrioni

Transferul de embrioni la bivolite depinde de selectarea corecta a femelelor receptoare,
bazata pe factori precum conditia corporala optima (BCS 3,0-3,5), varsta (4-8 ani), sanatatea
uterului, istoricul reproductiv, sincronizarea estrului cu donatoarele, capacitatea de lactatie
si temperamentul docil.

30 de bivolite receptoare reprezinta esantionul ideal, asigurand puterea statistica necesara
si validitatea rezultatelor.

Selectia bivolitelor receptoare include evaluarea conditiei corporale, varstei, sanatatii
uterului, statusului reproductiv si sincronizarii estrului, cu rezultate asteptate si obtinute
semnificative, inclusiv sincronizare estrului.

Selectia bivVarsta medie a fost similara (5,1 ani la lotul 1 si 5,3 ani la lotul 2). Sanatatea
uterului a fost 95% la lotul 1 si 93% la lotul 2, iar statusul reproductiv a fost 92% si 90%
respectiv. olitelor receptoare include evaluarea conditiei corporale, varstei, sanatatii
uterului, statusului reproductiv si sincronizarii estrului, cu rezultate asteptate si obtinute
semnificative, inclusiv sincronizare estrului.

Tn urma selectiei bivolitelor receptoare de embrioni, indicatorii pentru lotul 1 (sincronizare
naturala) si lotul 2 (sincronizare hormonala) au fost comparabili, cu mici diferente. Conditia
corporala a fost 3,10 £ 0,25 la lotul 1 si 3,20 £ 0,22 la lotul 2.

. Sincronizarea estrului a fost de 21 £ 2 zile la lotul 1 si 18 £ 1,5 zile la lotul 2.

Capacitatea de lactatie si temperamentul docil au fost similare intre cele doua loturi. Rangul
de lactatie a fost usor mai mare la lotul 2. Tn ceea ce priveste selectia receptoarelor, lotul 1
(sincronizare naturald) a avut o conditie corporala de 3,0 + 0,2, iar lotul 2 (sincronizare
hormonala) a avut un scor mai mare, 3,2 £ 0,2, indicand o stare mai buna. Ambele loturi au
inclus bivolite cu varste intre 4,5 si 6 ani, optima pentru reproductie.



Activitatea 2.2. Selectia femelelor receptoare de embrioni

Aproape 95% dintre bivolite aveau un uter sanatos, iar 90% aveau un ciclu estral activ,
indicand o sincronizare eficienta a estrului. Aceste conditii favorabile sugereaza un protocol
de succes pentru transferul de embrioni.
La lotul 1 (sincronizare naturald), durata ciclului estral a fost de 21 zile, iar la lotul 2
(sincronizare hormonalad) a fost intre 18-20 zile, indicand o sincronizare mai precisa.
Capacitatea de lactatie a fost similara in ambele loturi, cu o medie de 6,5-6,8 litri/zi.
Aproape 85-90% dintre bivolite aveau temperament docil, iar majoritatea erau la a doua sau
a treia lactatie, optima pentru receptivitate uterina si succesul transferului de embrioni.
Sincronizarea naturala si hormonala sunt metode eficiente pentru pregatirea bivolitelor
receptoare de embrioni, fiecare avand avantaje specifice. Starea generala de sanatate,
sanatatea uterului si statusul reproductiv sunt factori esentiali pentru succesul transferului.
Capacitatea de lactatie adecvata si temperamentul docil contribuie la succesul transferurilor.
Se recomanda selectia riguroasa a bivolitelor pentru a maximiza sansele de succes.
Rezultate comparative intre cele douad loturi de bivolite receptoare

Comparatia celor doua loturi de bivolite receptoare
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2000

1500

Valor

1000

500




Activitatea 2.3. Fecundarea “in vivo” a ovocitelor si recoltarea embrionilor

Fecundarea ovocitelor in programul de reproductie asistata la bivolite poate fi realizata prin
inseminare artificiala sau monta naturala, in functie de conditiile de management. Studiul a
inclus 30 de bivolite selectionate pe baza sanatatii reproductive si conditiei corporale.

Dupa confirmarea estrului, la un lot de bivolite, s-a aplicat un protocol standardizat de
poliovulatie folosind FSH, ajustat in functie de raspunsul ovarian.

Dupa confirmarea estrului, la un lot de bivolite, s-a aplicat un protocol standardizat de
poliovulatie folosind FSH, ajustat in functie de raspunsul ovarian.

Evaluarea parametrilor ovarieni la bivolitele donatoare s-a realizat prin ecografie
transrectala la 7 zile dupa fecundare.

S-au monitorizat numarul de foliculi >8 mm si corpuri galbene formate, pentru a calcula rata
de ovulatie.

Lotul 1 (ciclu estral fiziologic) a fost evaluat pentru raspunsul fiziologic la tratamentul cu
FSH, iar lotul 2 (sincronizare hormonala) pentru eficienta controlului exogen asupra
ovulatiei.

Evaluarile ecografice pentru parametrii ovarieni dupa poliovulatie au fost realizate la 24-36
ore inainte de inseminare si la 7 zile dupa fecundare. La lotul 1, numarul mediu de foliculi >8
mm a fost 9,5 si rata ovulatiei 82,1%. La Lotul 2, numarul mediu de foliculi >8 mm a fost
10,7, iar rata ovulatiei 85%.

in programul de poliovulatie s-a obtinut urmatoarele rezultate: Lotul 1 a avut un numar
mediu de 9,5 foliculi >8 mm si o rata de ovulatie de 82,1%, iar lotul 2 a avut 10,7 foliculi >8
mm si o rata de ovulatie de 85,0%.

Eficienta tratamentului a fost usor mai mare la lotul 2, dar lotul 1 a prezentat si el rezultate
foarte bune, sugerand ca ciclul natural bine exprimat poate sustine performante similare cu
cele obtinute prin tratamente hormonale.



Activitatea 2.3. Fecundarea “in vivo” a ovocitelor si recoltarea embrionilor

Controlul fecundarii s-a facut ecografic la 7 zile in ambele loturi. La lotul 1, fecundarea s-a
realizat prin monta naturala si IA suplimentara, cu un total de 28 de fecundari. La Lotul 2,
fecundarea a fost realizata prin IA programata, cu un total de 32 de fecundari.

Embrionii au fost recoltati la 7 zile post-fecundare de la 13 bivolite din fiecare lot.

La lotul 1, numarul embrionilor recoltati a variat intre 5 si 10 pe bivolita, iar la lotul 2 intre 4
si 9. Din acestia, embrionii viabili (Grad 1-2 IETS) au fost folositi imediat sau conservati la
+5°C pentru maxim 48 de ore.

Tabel 16. Indiicatori cantitativi la recoltarea embrionilor de la bivolite

Valori asteptate

Numar mediu de embrioni
recoltati/bivolita

Numar total de embrioni
recoltati la bivolite

Numar de embrioni viabili (Grad

155i2) (%)

Numar de embrioni transferabili
(%)

Numar de embrioni

crioconservati (%)

3-8

30-80

>70%

60-80%

40-60%

Depinde de raspunsul la
superovulatie si fertilizare
Un numar mai mare indica
succesul procedurii
Selectia pentru transfer sau
crioconservare
Embrioni care pot fi implantati cu
succes
Depinde de calitatea embrionilor
si planul de conservare

Indiicatori calitativi la recoltarea embrionilor de la bivolite

Indicator

Metoda de evaluare

Valori optime

Calitatea embrionilor

Clasificare IETS (Grad 1-4)

> 70% Grad 1si2

Viabilitatea embrionilor

Morfologie, compactitate,
fragmentare celulara

Embrioni cu forma simetrica,
fara degenerare

Recoltare fara contaminare

Teste bacteriologice

Fara bacterii patogene




Activitatea 2.3. Fecundarea “in vivo” a ovocitelor si recoltarea embrionilor

Utilizarea embrionilor obtinuti de la bivolitele din cele doua loturi si clasificarea lor (Grad 1-2 si Grad 3-4)

Embrioni R Embrioni Rata
... | Embrioni 3 R TR
Nr. Total viabili N conservati pe | viabilitate | Embrioni de
AR R R folositi 3 3
Lot bivolite | bivolite |embrioni ) N termen scurt dupa grad 3-4
X ; ) imediat SR
recoltate | recoltati 24-48h (Grad 1-| conservare | (neutilizati)
3 (Grad 1-2) X
2) (%)
Lot 1 13 44 21 7 14 88% 23
Lot 2 13 65 36 11 25 85% 29
Total 26 109 57 18 39 86.5% 52

Rezultatele obtinute la recoltarea embrionilor de la bivolite au fost aproape conform asteptarilor. in
prima luna, tratamentele si inseminarile au fost aplicate cu succes, iar in urmatoarele doua luni s-au
recoltat 44 embrioni de la lotul 1 si 65 de la lotul 2, cu 21 si 36 embrioni viabili (Grad 1-2) in fiecare
lot.

Numarul mediu de embrioni recoltati a fost mai mare la lotul 2 (5 fata de 3.38), iar viabilitatea
embrionilor a fost de 47.73% la lotul 1 si 55.38% la lotul 2. Rata de transferabilitate a fost buna in
ambele loturi.

Calitatea embrionilor si viabilitatea au fost conforme standardelor, iar procesul de recoltare a fost
eficient, cu un timp mediu de 33-35 minute pe bivolita.

Embrionii recoltati au fost clasificati conform IETS in gradele 1 (excelent), 2 (bun), 3 (moderat) si 4
(slab). De la lotul 1 s-au obtinut 44 embrioni, iar de la lotul 2, 65 embrioni. Embrionii de grad 1-2 au
fost destinati transferului imediat, iar cei de grad 1 au fost conservati. Conservarea s-a realizat la
temperaturi de 37°C pe termen scurt si la +5°C pentru 24-48h.



Activitatea 2.4. Stabilirea criteriilor de includere a femelelor in lista
donatoarelor de embrioni si a masculilor

 Tn cadrul activitatii, au fost utilizate 30 de bivolite selectate pe baza mai multor criterii
(conditie corporala, varsta, sanatate uterina).

e Lotul 2 (18 bivolite) a urmat un program de sincronizare a ciclului estral cu analogi de
GnRH si PGF,a. Varsta medie a donatoarelor a fost de 5,1 £ 0,6 ani pentru Lotul 1si 5,3 +
0,5 ani pentru lotul 2.

* Protocolul hormonal a inclus injectii PGF,a si GnRH pentru a sincroniza estrul si a facilita
transferul embrionilor.

* Embrionii proaspeti au fost transferati imediat la receptoarele cu ciclu estal fiziologic, iar
cei conservati pe termen scurt (24—48h) au fost transferati la receptoarele sincronizate
hormonal.

Rezultatele transferului embrionilor proaspeti si conservati la bivolitele receptoare

Nr. Bivolite Nr. Embrioni

Nr. Embrioni Nr. Embrioni

" Nr. Bivolite Receptoare . Receptoare ) Transferati
Specificare ) . Transferati ) ] Transferati )
(Sincronizate natural) (Sincronizate (Conservati pe

Proaspeti Proaspeti
( peti) hormonal) ( peti) Termen Scurt)




REZULTATE OBTINUTE

Inducerea poliovulatiei la bivolite - la un total de 30 de bivolite, impartite in doua
loturi distincte, lot 1 - 12 bivolite cu sincronizare naturala a estrului si lot 2 - 18
bivolite cu sincronizare hormonala a estrului;

Prelevarea embrionilor prin tehnici nechirurgicale — un total de 109 embrioni
prelevati de |la 26 bivolite donatoare;

Identificarea si evaluarea morfologica a embrionilor — 109 embrioni identificati si
evaluati astfel: 57 embrioni conform standardului IETS grad 1-2 si 52 embrioni
evaluati conform standardului IETS grad 3-4;

Conservarea embrionilor pe termen scurt: 39 embrioni conservati pe termen
scurt;

Sincronizarea ciclului estral al receptoarelor — la 18 bivolite s-a sincronizat
hormonal ciclul estral cu al donatoarelor de embrioni. 12 bivolite receptoare au
avut ciclul estral sincronizat natural cu al donatoarelor;

Transferul nechirurgical al embrionilor la femelele receptoare — s-au transferat
nechirurgical 30 embrioni la 30 bivolite receptoare;

Diagnosticul de gestatie dupa transferul embrionilor: Dupa transferul embrionilor
s-au diagnosticat 26 bivolite gestante. Dupa 6 luni de gestatie, procentul de
fecunditate a fost de 63,3%.



CONCLUZII

» Producerea embrionilor: S-au obtinut un numar satisfacator de embrioni viabili
de calitate buna (clasa | si Il), care sunt esentiali pentru succesul conservarii
genetice a speciei;

» Conservarea pe termen scurt si mediu: Prin utilizarea tehnologiilor de conservare,
s-au stocat embrioni pentru a asigura o rezerva genetica viabila, care poate fi
utilizata ulterior, contribuind astfel la pastrarea diversitatii genetice a Bivolului
Romanesc;

» Transferul la receptoare: Sincronizarea corecta a ciclurilor estrale si transferul
embrionilor au dus la o rata de succes optima a gestatiei, sustinand cresterea
numarului de vitei nascuti, care sunt esentiali pentru conservarea populatiei de
Bivol Romanesc.




