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The objective of our study was to develop a protocol for freeze-drying
rooster semen to obtain spermatozoa that retain their functional
usefulness and ability to fertilize in vivo after rehydration.

Целью нашего исследования была разработка протокола
сублимационной сушки спермы петуха для получения
сперматозоидов, сохраняющих свою функциональную полезность
и способность к оплодотворению in vivo после регидратации.
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Использование сублимированных сперматозоидов в протоколе интрацитоплазматической

инъекции сперматозоидов (ICSI), т.е. использование и сохранение ядра клетки
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Results

Results of chromatographic analysis of carbohydrate content in cytosol of 
spermatozoa

Carbohydrate composition of spermatozoa cytosol in native rooster
semen after equilibration with cryoprotective diluents

Number of molecules in the media and the number of molecules introduced into the native semen
after equilibration (dilution 1:1), pcs/ml (theoretical calculation) .

Saccharide

LCM control* Mal20* Treh20*

The number of molecules

In the media
(per 1 ml)

Introduced 
into the native 

semen 
(per 1 ml)

In the media
(per 1 ml)

Introduced 
into the native 

semen 
(per 1 ml)

In the media
(per 1 ml)

Introduced 
into the native 

semen 
(per 1 ml)

Fructose 0,265·1020 1,463·1014 0,216·1020 0,517·1014 0,216·1020 0,675·1014

Maltose - - 0,057·1020 0,233·1014 - -

Trehalose - - - - 0,057·1020 0,875·1014
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Theoretical number of molecules in the cytosol of each spermatozoa after equilibration for 40
minutes, pcs.

Results of chromatographic analysis of carbohydrate content in cytosol of spermatozoa

Saccharide The number of molecules in the cytosol of the spermatozoa after 
equilibration, pcs

LCM control* Mal20* Treh20*

Fructose 6.65·104 2.35·104 3.07·104

Maltose - 1.06·104 -

Trehalose - - 3.98·104

Evaluation of the development of embryos on the
seventh day of egg incubation showed that the embryos
corresponded to the standards of development
according to Hamburger and Hamilton (1951) stages 29-
30 by 100% in the Treh20 and Mal20 groups (Figure 3)
and by 98.4% in the LCM control group.

It should be concluded that the use of saccharides as

components of cryoprotective media for low-

temperature freezing of bird semen has great prospects

from the point of view of maintaining the functional

usefulness and fertility of frozen/thawed spermatozoa
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Этапы цикла лиофилизации репродуктивных клеток:
1. Замораживание
2. Первичная сушка
3. Регидратация сушка

РЕЗУЛЬТАТЫ НАШЕГО ИССЛЕДОВАНИЯ:

1. Замораживание: семя замораживали в тонком слое с
криозащитными разбавителями, после эквилибрации семя
центрифугировали и удаляли надосадочную жидкость (до 75% от
первоначального объема семени).

2. Первичная сушка в условиях отрицательной температуры за счет
аккумуляторов холода расположенных в сушильной камере
лиофильной установки.

3. Регидратация проводилась микродиспенсерно с использованием 
восстановительной среды, содержащей гиалуроновую кислоту.
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РЕЗУЛЬТАТЫ:

1. Сохранность подвижности сперматозоидов в среднем 1% при 

оценке пяти полей зрения по 250–300 клеток в каждом поле.

2. Целостность мембран регидратированных сперматозоидов 

составила 61,0 %

3. Количество сперматозоидов с интактным хроматином — 75,0 

%

4. По результатам искусственного осеменения виргинных кур 

регидратированной спермой из восьми яиц, снесенных в 1 

сутки сбора, было получено одно оплодотворенное яйцо.

5. Оценка функционального состояния перивителлиновой

оболочки яичного желтка показала, что все образцы без

исключения (n = 8) имели точки взаимодействия

сперматозоидов с перивителлиновой оболочкой яичного

желтка. Количество точек взаимодействия колебалось от 7 до

37 шт/см 2
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Publications on the problems of preserving the biomaterial of the collection by in vitro methods
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