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ROLUL GLUCIDELOR iN STABILIZAREA STARII MORFOFUNCTIONALE A
SPERMEI DE COCOS iN PROCESUL DE CRIOCONSERVARE
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Carbohydrates are energy substrate for spermatozoa, which determine the need to include them in composition of
the medium, both for hypothermic preservation as well as for super hypothermic of the sperm. The investigations
undertaken in this paper had proposed to analyse physicochemical properties of carbohydrates on morphofunctional
state of rooster spermatozoa in cryoconservation process of sperm. Experimental data have established that the inclusion of
maltose in protective medium for rooster sperm contribute to maintain morphological state of spermatozoa and significantly
reduces the concentration of their pathological forms. Stabilization of mobility, longevity and absolute index of rooster
sperm survival is possible by using isotonic solutions of carbohydrates in the composition of synthetic medium for
rooster sperm. The cryoconservation process of rooster sperm, diluted in cryoprotective medium, supplemented with
solutions of nonelectrolyte in optimal concentration generate maintaining at a significant level of the functional indeces
of rooster spermatozoa by using maltose and their decrease in case of use of lactose for this purpose.

Introducere

Glucidele reprezintd substratul energetic pentru spermatozoizi, ceea ce determind necesitatea includerii
lor in componenta mediilor, att pentru pastrarea hipotermal, cét si superhipotermala a spermiilor [1-4]. in
plus, glucidele sunt reglatori puternici ai osmozei mediului intra- si extracelular. Un interes deosebit reprezinta
capacitatea glucidelor, indeosebi a dizaharidelor, de a mentine activitatea spermatozoizilor crioconservati, in
lipsa crioprotectorilor stabiliti [5]. Exista ipoteze care releva cé glucidele au o influenta stabilizatoare asupra
membranelor celulare, formand legéturi hidrogene puternice intre grupele hidrofile ale glucidelor si grupele
polare ale fosfolipidelor. Concomitent se considera ca dizaharidele sunt mai eficiente decat monoglucidele in
activitatea lor protectoare, datoritd influentei asupra compusilor membranei citoplasmatice. Efectul crioprotector
al glucidelor asupra spermatozoizilor este inregistrat si in cazul mediilor sintetice hipertonice (450-550 m®™")
la viteze mari de racire (100-300°/min) [6].

In contextul celor expuse, prezentele cercetiri au vizat studierea proprietatilor fizico-chimice ale glucidelor
asupra starii morfofunctionale a spermatozoizilor de cocos in procesul de conservare a spermei.

Material si metode

In investigatii s-a folosit sperma de cocos, care a fost recolectatd prin metoda de masajare, cu folosirea
spermorezervorului din sticla n corespundere cu cerintele ,,Instructiunii pentru Insdmantarea artificiala a pasarilor”.

Ejaculatele recolectate au fost apreciate prin folosirea metodelor general acceptate pentru determinarea
indicilor morfofunctionali ai spermei. Prin metodele de apreciere a indicilor fiziologici am urmarit scopul sa
determindm in materialul seminal numarul de spermatozoizi intr-o unitate de volum (indicele concentratiei
celulelor), numarul spermatozoizilor vii cu migcare rectilinie (indicele mobilitatii) si durata timpului de
supravietuire a lor la anumita temperatura (indicele longevitatii). Indicii studiati au fost determinati la temperaturi
comfortogene potrivit aplicarii parametrilor etapelor tehnologice de manipulare a spermei.

Congelarea si decongelarea spermei s-a realizat conform schemelor clasice de crioconservare in forma de
pastile la temperatura azotului lichefiat cu particularitatile specifice pentru sperma de cocos.

Estimarea formelor patologice in sperma constd in determinarea numarului de spermatozoizi cu aspect
anormal in rezultatul examenului morfologic al acestora. Valoarea acestui indice a fost studiata prin metoda
microscopiei luminescente.

Analiza statisticd a datelor experimentale s-a efectuat cu folosirea criteriilor parametrice dupa Student.
Concluziile sunt bazate pe diferentele statistic autentice intre loturi [7]. Rezultatele sunt exprimate ca medie +
eroare standard. Pragul de semnificatie prezentat: P<0,05.

96



Seria “Stiinte reale si ale naturii”

Biologie ISSN 1814-3237

Rezultate si discutii

La crioconservarea spermei animalelor agricole in componenta mediilor protectoare se utilizeaza zaharidele:
mono-, di- i trizaharidele [4,8,9]. Folosirea pe larg a zaharidelor in componenta mediilor pentru diluarea si
congelarea spermei se explica prin faptul cé zaharidele in componenta mediilor provoacd diminuarea conducti-
bilitatii spermei, care contribuie la micsorarea aglutinarii spermatozoizilor produse de pierderea sarcinii
electrostatice. Deplasarea de cdtre zaharide a potentialului de oxidoreducere de asemenea influenteaza
benefic asupra materialului seminal [3,4].

Este cunoscut ca toate glucidele au eutecticd scazuta, viscozitate inaltd la temperaturile mai joase de 0°C
si influenteaza asupra formei si dimensiunilor canalelor in apa neinghetata.

In acelasi timp, glucidele asigurd in mediul extern si intern presiunea osmotici corespunzitoare spermato-
zoizilor si, totodatd, servesc ca substrat energetic al celulelor, in conditiile aerobe si anaerobe; stabilizeaza
complexele proteolipidice ale membranelor celulare si structura citoscheletului; manifesta activitate protectoare
asupra spermatozoizilor, inlocuind complet sau partial crioprotectorii acceptati [3]. Concomitent, mecanismul de
actiune al unor zaharide, in particular al glucozei, se realizeaza prin modificarile starii componentilor citoplas-
matici ai celulei, realizand astfel o sporire a integritatii ei dupa actiunile temperaturilor joase si ultrajoase [10].

Reiesind din cele expuse, au fost efectuate cercetdri ale influentei glucidelor asupra stérii morfofunctionale a
materialului seminal de cocos. La etapa initiala a investigatiilor s-a studiat actiunea hidratilor de carbon
asupra structurilor morfologice ale spermatozoizilor (a se vedea Tabelul).

Tabel
Influenta glucidelor asupra gametopatiilor in sperma de cocos
. Spermatozoizi Spermatozoizi
Nr. Componenta Spermatozoizi N . .
ctr. mediilor sintetice cercetati Integri patologici
i Buciati % Buciati %
|, | Glucozé-glicerina- 300 221 73,7+ 1,27 79 26,3+ 1,27
galbenus
g, | Lactozd-glicerina- 300 170 36,7 + 1,43* 130 433+ 1,43%
galbenusg
3. | Rafinoza-glicerind- 300 215 71,7 + 1,69 85 28,3+ 1,69
galbenus
4, | Maltozd-glicerina- 300 238 79,8 + 1,16* 62 222+ 1,16%
galbenusg
In total (media) 1200 844 70,3 + 1,32 356 29,7 +1,32

* . “ o A . . . .
Diferenta este autentica in comparatie cu media experientei.

Datele prezente in Tabel demonstreaza ca numarul grupelor glicozidice In molecula hidratilor de carbon
(glucoza, lactoza, rafinoza, maltoza), spre deosebire de materialul seminal de taur in aceleasi conditii [4,9],
nu manifesta influenta asupra continutului de forme patologice ale spermatozizilor.

In acest caz, rata gametopatiilor este, practic, determinati nu de numarul grupelor glicozidice in molecula,
dar de proprietatile fizico-chimice ale glucidului experimentat, intrucat lactoza si maltoza sunt dizaharide. In
mediul cu lactozd gametopatiile In materialul seminal de cocos constituie 43,3£1,43%, iar, in conditii similare,
includerea maltozei in componenta mediilor contribuie la majorarea semnificativa a spermatozoizilor integri
pana la 79,8+1,16%. Una dintre cauzele inregistrarii acestor devieri poate fi faptul cd monoglucidele se
caracterizeaza In exclusivitate prin legaturi hidrogene conform tipului, geometriei si energiei care le formeaza.
Mecanismul actiunii lor se realizeaza la stabilizarea apei prin modificarea stirii componentelor citoplasmatice
ale celulei, sporind pastrarea ei dupa influenta factorilor de criconservare [10]. Intr-o mdsurd mai mici
poseda astfel de proprietdti di- si trizaharidele, cum sunt lactoza, maltoza si rafinoza.

Avand 1n vedere ca glucidele, paralel cu proteinele si lipidele, sunt componente principale ale biomembranelor,
un interes deosebit prezintd informatia cu privire la apartenenta interactiunilor structurale ale lor. De exemplu,
glucoza face parte din componenta glicolipidelor si glicoproteidelor, xiloza — a proteoglicanelor si glicopro-

97



STUDIA UNIVERSITATIS
Revista stiintificd a Universitdtii de Stat din Moldova, 2012, nr.1(51)

teidelor, manoza — a glicoproteidelor si galactoza este compus al tuturor trei glicoconjugate [11]. In acest caz,
proprietatile membranelor se determind, preponderent, nu de orice interactiune specifica intre componenti, dar
de proprietdtile fizice ale rezistentei structurii bistratare, viscozitatea regiunii glucidice si polaritatea grupelor
implicate [12]. Rezistenta membranelor biologice depinde in mare masurad de gradul saturarii sau nesaturarii
resturilor acizilor grasi ai fosfolipidelor, care conditioneaza viscozitatea necesard a componentei glucidice 1n
componenta stratului bilipidic in cazul influentei temperaturilor hipotermice. Astfel, in baza mecanismelor
de crioprotectie poate fi considerata aptitudinea glucozei in stabilirea biocomplexelor de natura glicoproteida
si glicolipida in membrane (sunt obtinute unele dintre cele mai bune rezultate la stabilizarea morfologiei
spermatozoizilor de cocos). Glucoza este substanta stabilizatoare a proteinelor; prin urmare, stabilizeaza
structura citoscheletului la actiunea factorilor deterioratori in procesul crioconservarii [3]. Totodata, drept
confirmare a acestui fenomen serveste stabilizarea biocomplexelor glicoproteice la includerea in componenta
mediului crioprotector a manozei [4], diminueaza calitatea spermei decongelate.

Ameliorarea rezultativitatii crioconservarii spermei este reald in rezultatul perfectionarii mediilor criopro-
tectoare prin utilizarea procedeelor tehnologice eficiente pe baza cercetarilor experimentale, efectuate la
diferite niveluri de organizare a obiectelor biologice. Potrivit prioritatii rolului biocomplexelor in activitatea
membranelor plasmatice, in experientele ulterioare am studiat actiunea monozaharidelor, componenti principali
ai derivatelor glucidice ale membranelor asupra indicilor fiziologici ai spermei de cocos.

In particular, in experiente separate a fost determinati eficacitatea neelectroilitilor in componenta mediilor
crioprotectoare pentru dilutia si congelarea spermei de cocos. Pentru aceasta, in calitate de neelectroliti au
fost utilizate solutii izotonice de glucoza, zaharoza, maltoza si rafinoza. La prima etapa sperma de cocos s-a
diluat cu solutiile enumerate si a fost determinata eficacitatea glucidelor dupa indicii fiziologici ai spermato-
zoizilor (mobilitatea, longevitatea, indicele absolut al supravietuirii (IAS)). Rezultatele experimentale sunt
prezentate in Figura 1.
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Fig.1. Eficacitatea zaharidelor in componenta mediilor sintetice pentru sperma de cocos.

* . . . . A . v
Diferentele sunt statistic autentice in comparatie cu sperma nativa.
TS . . . . ~ . . PR .
Diferentele sunt statistic autentice In comparatie cu varianta aplicarii lactozei.
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Datele prezentate in Figura 1 releva ca utilizarea solutiilor izotonice de hidrati de carbon pentru diluarea
spermei de cocos contribue la mentinerea calitétii spermei. De exemplu, micsorarea mobilitatii spermatozoizilor
diluati se produce la nivelul la care se asigurd viabilitatea 1naltd a spermiilor. Exceptie constituie solutia
izotonica de maltoza, care a asigurat cel mai inalt indice al spermatozoizilor diluati. Longevitatea si indicele
absolut de supravietuire a spermatozoizilor sunt cele mai minore in varianta de utilizare a lactozei si cele mai
majore la utilizarea maltozei.

Efectul folosirii neelectrolitilor ca componente ale mediilor pentru diluarea si pastrarea spermei de cocos
presiunii osmotice [4].

In continuare, solutiile izotonice de neelectroliti au fost utilizate pentru crioconservarea spermei de cocos.
Actiunea neelectrolitilor a fost evaluata conform mobilitatii spermatozoizilor. Rezultatele sunt prezentate in
Figura 2.
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(martor)

m Pe baza de lactoza

O Pe baza de
zaharoza

O Pe baza de maltoz3
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Mobilitatea spermatozoizilor, puncte

Mediile criprotectoare suplimentate cu neelectroliti

Fig.2. Eficacitatea glucidelor la crioconservarea spermei de cocos.

"Diferentele sunt statistic autentice in comparatie cu lotul martor.

Datele din Figura 2 denoti ca folosirea solutiilor izotonice de neelectroliti pentru criconservarea spermei
de cocos permite a obtine mobilitatea gametilor in limitele 4,340,19 si 5,8+0,12 puncte. In cazul utilizarii
maltozei In componenta mediului crioprotector au fost inregistrate cele mai inalte rezultate (5,8+0,122 baluri).
Includerea lactozei in componenta mediului a dus la diminuarea mobilitétii spermatozoizilor. La experimentarea
celorlalte glucide au fost stabilite rezultate practic identice cu cele din varianta martor.

Influenta pozitivd a di- si trizaharidelor poate fi argumentatd prin faptul cd primele, interactiondnd cu
moleculele de apa, formeaza legaturi puternice care contribue la structurarea apei, iar dizaharidele, prioritar,
influenteaza pozitiv integritatea capului spermatozoizilor In comparatie cu monoglucidele [3]. Mai mult, di-
si trizaharidele provoaca o mai mare scadere a punctului de cristalizare a apei [13]. Printre ele, cu aceleasi
proprietati se intalnesc si zaharide reduse.

Astfel, prezenta glucidelor In componenta mediilor crioprotectoare pentru sperma de cocos initiaza inhibarea
procesului de peroxidatre a lipidelor din membrane si diminuarea acumularii produselor toxice ale acestui
proces. In rezultat, se amelioreaza calitatea materialului seminal decongelat si selectiv se stabilizeaza indicii
fiziologici ai spermatozoizilor de cocos.
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Conlcuzii

1. S-a stabilit ca includerea maltozei In componenta mediilor protectoare pentru sperma de cocos contribuie
la mentinerea starii morfologice a spermatozoizilor si semnificativ micgoreaza concentratia formelor patologice
ale spermatozoizilor.

2. Stabilizarea mobilitatii, longevitatii si indicelui absolut de supravietuire a spermatozoizilor de cocos
este posibild prin utilizarea solutiilor izotonice de hidrati de carbon in componenta mediilor sintetice pentru
sperma de cocos.

3. Procesul de crioconservare a spermei de cocos diluate in mediul crioprotector, suplimentat cu solutii de
neelectroliti in concentratii optimale, provoacd mentinerea la un nivel semnificativ a indicilor functionali ai
spermatozoizilor de cocos la utilizarea maltozei si diminuarea lor, in cazul folosirii In acest scop a lactzozei.

Referinte:

1. Wishart G.J. Liquid semen storage: current status and where do we go from here? // Proceedings of the 22nd
World’s Poultry Congress, Istanbul, Turkey, 2004, p.1801.

2. KypbaroB A.Jl. KpuoxoHcepBamus criepMbl nTHL. KpHOKOHCEpBals CIEpMBI C-X XHMBOTHBIX. - JIEHMHrpan:
Arponpomuspaar, 1988, ¢.195-250.

3. Jlunnuk T.I1., Mapteiaiok M.H. Tlogxoas! kK co3gaHuio KpUO3aLUTHBIX CPEl MPU KPUOKOHCEPBALUMU CIIEPMBI IITHL]
// TIpobnems! kpuobuomnorwm, 2010, Tom 20, Nel, ¢.109-122.

4. Hayk B.A. Crpykrypa U (QYHKIUS CIIEPMHEB CEJIbCKOXO3SHCTBEHHBIX >XHMBOTHBIX NPH KPHOKOHCEPBAalHMH. -
Kummaes: Hltunnma, 1991.

5. Sztein J.M., Noble K., Farley J.S., Mobraaten, L.E. Comparison of permeating and nonpermeating cryoprotectants
for mouse sperm cryopreservation // Cryobiology, 2001, vol.41, no.1, p.28-39.

6. Woelders H. et al. Animal genetic resources conservation in the Netherlands and Europe: poultry perspective //
Poultry Science, 2006, vol.85, p.216-222.

7. Jlaxun I'.®. buomerpus. - Mocksa: Beicias mkona, 1980.

8. Blesbois E. Current status in avian semen cryopreservation // Worlds Poultry Science Journal, 2007, vol.63, p.213-222.

9. boponuyk I'.B., baman W.B. CrpykTypHO-(QYHKIHOHANIbHBIE M OMOXMMHYECKHE HM3MEHEHHUS B OMOJIOTHYECKHX
cucreMax npu Kpuokonceppanuu. - Chigindu: Tipografia ASM, 2008.

10. MensauKOBa O.B., Bornmapenko T.I1. Moaudumupyromee neiicTBUE TIIIOKO3EI HAa YyBCTBUTEIBHOCTH SPUTPOIIUTOB
K TEMIIEPaTypPHOMY M OCMOTHYECKOMY CTpeccy. - in: (DH3MKO-XHMHYECKHE IpONECCHl B KPHOGHMONOTHYECKHX
cucTemax. — XapbkoB, 1991, ¢.68-78.

11. bonneipeB A.A. Beenenue B MmemOpanoioruio. - Mocksa: M3a-so MI'Y, 1990.

12. Vekos B.I"., bepectoBckuitii I'.H. JIunmnasiii 6ucnoit 6nonorndecknx meMOpas. - Mocksa: Hayka, 1982.

13. Ilymxaps H.C. u np. Kpuonporekropsl. - Kues: HaykoBa nymka, 1978.

Prezentat la 15.06.2012

100



