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FARKLI SULANDIRICILARLA SULANDIRILIP
DONDURULAN KOPEK SPERMASININ
SPERMATOLOJIK OZELLIKLERI

ﬁlgen GUNAY**
OZET

Bu ¢alismamn amact dondurmada kullanilan farkl: sulandiricilarn
spermatolojik ozellikler iizerindeki etkilerini karsilastirarak kdpek spermasi
icin en iyi sulandiricrmin belirlenmesidir.

Arastirmada materyal olarak 10 adet Kurt Képegi (Alman Coban
Kopegi) kullanildi. Spermatozoadan zengin ikinci fraksiyon, kdpekierden
penis masaji yontemi ile iki giinde bir ve kizgin bir digi kopegin varliginda,
aligik olduklar: ortamda alindi. Her kopekten 5'er olmak iizere toplam 50
ejakulat alindi. Alinan taze spermalarin hacim, renk, pH, motilite, olii
spermatozoa ve morfolojik bozukluk oranlarindan olusan spermatolojik
ozellikleri incelendi. Kopeklerden alinan her bir sperma drnegi iki egit
hacme ayrildi ve bu sperma ornekleri Tris-yumurta sarisi (1-YS) ile
Sodyum-sitrat yumurta sarisi (8S8-YS) sulandiricilar: ile 1:1 oranminda
sulandinildi. Spermanin 15151 buzdolabinda 2 saatte +5°C've diigiiriildii.
Isist +5°C de olan T-YS ve SS-YS ile sulandirilmig sperma ornekleri kendi
hacimleri kadar %38 gliserol igeren T-YS ve SS-YS sulandiricilart ile finalde
%4 gliserol igerecek sekilde sulandirildilar. Gliserolizasyon iglemi 50
dak. 'da tamamlandi. Daha sonra spermalar +5C'de 2 saat ekilibrasyona
birakildilar. Ekilibrasyonunu tamamlamis sulandirilmiy sperma Grnekleri
payet yontemine gére donduruldu. 0.5 mllik payetlerde dondurulan
spermalar 37°C’lik su banyosunda 30 sn'de ¢oziildiler. Calismada
sulandirma, +5°C e sogutma, gliserolizasyon, ekilibrasyon sonras: yapilan
spermatolojik muayenelerde en yiiksek motilite Tris sulandiricisinda
saptandr (P< 0.05). Sulandirma ve +5UC’ye sogutma asamalarinda
akrozomal ve toplam morfolojik bozukluklar incelendiginde Tris ve Sodyum

Aymi isimli Doktora tezinden ozetlenmigtir.
" Arag. Gor. Dr.; U.U. Vet. Fak. Délerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dal, Bursa-Tiirkiye.
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sitrat  sulandiricilar1 arasinda  istatistiksel agidan fark saptanmamig,

gliserolizasyon, ekilibrasyon ve ¢oziim sonrast asamalarda ise fark

saptanmigtir (P<0.05). Arastirmamin sonucunda ¢oziim sonrasinda Tris

sulandiricisinda % 53+1.59, Sodyum sitrat sulandiricisinda ise % 48+1.46

motilite degeri saptandi ve aralarindaki fark istatistiksel agidan dnemli .
bulundu (P< 0.035).

Anahtar Kelimeler: Kopek, sperma, sulandirma, dondurma.

SUMMARY

Spermatological Characteristics of Dog Semen Diluted with Different
Extenders After Freezing.

The aim of this study was to determine the best extender for dog
sperm by comparing the effects of different extenders used for freezing on
spermatolojical characters.

In the present study, 10 German Shepherd Dogs were used as
materials. Second sperm-rich fraction of the semen was collected by manual
massage every other day in the place where the male dogs were accustomed
fo be in the presence of a bitch in heat. Five ejaculates per dog were
collected and the total ejaculate number used for the study was 50. The
semen was examined for volume, colour, pH, motility, dead spermatozoa
and morphologically defected ones. Each sperm collected from each dog
was divided into two equal parts and one of the parts was diluted with Tris-
egg yolk (T-EY) and the other part was diluted with Sodium citrate-egg yolk
(SC-EY) extenders by 1:1 ratio. The diluted semen samples were put into a
glass cup including 37 °C water and then they were fit in refrigerator at 5 C.
Meanwhile, T-EY and SC-EY with 8 % glycerol were put into the same cup.
The semen samples diluted with T-EY and SC-EY at 5 C were mixed with the
same amount of T-EY and SC-EY including 8% glycerol. Thus final glycerol
concentration became 4 %. Glycerolisation was completed within 50
minutes. Afier this maniuplation, the semen was incubated for equlibration
at 5C for 2 hours. Following equilibration the diluted semen samples were
frozen according to the straw method. The freezing semen in 0.5 ml straws
was thawed in water bath at 37 °C for 30 seconds. In the study, the highest
motility was determined with Tris extender (P<0.05) according to
spermatological examinations which were donz after dilution, cooling to
5C, glycerolisation and equilibration. There vias no statistical difference
between Tris and Sodium citrate extenders on the acrosomal and total

_morphological defects at the steps of dilution and cooling at 5°C. However,
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there was statistical difference after glycerolisation, equilibration and
thawing (P<0.05).

In conclusion, motility values were determined as 53+1.59 for Tris
and 48+1.46 for Sodium citrate afier thawing and the difference between
them was found statistically important (P<0.05).

Key Words: Dog, semen, dilution, freezing.
GIRIS

Kopek yetistiriciligi son yillarda uluslararasi bir hobi olarak giincellik
kazanmaktadir. Onemli parasal degerlere ulasan képek irklarinin iretilmeleri
karh bir yetigtiricilik haline gelmekte ve bu konuya yonelik talepler ginden
giine artmaktadir'. Bu talepler dogrultusunda gerek dogal giftlesme, gerekse
sun'i tohumlamada  kullamlacak erkek kopeklerin irkinin  gerektirdigi
ozelliklere sahip olmasi ve bu ozellikleri bir sonraki nesillere aktarabilmesi
gerekir. Bu nedenle képek spermasmin tim yoénleri ile incelenmesi 6nem
tasimaktadir. Ustiin verim 6zelliklerine sahip kopeklerin spermalarmin diisiik
151 derecelerinde dondurulup uzun siire saklanmas:t ve gereksinim duyulan
bolgelere ulastirilabilmesi ile bu kopeklerden daha genis 6lgiide yararlanilma
olanag1 saglanmis olacaktir’,

Erkek Kopeklerden Sperma Alma Yintemleri ve Spermanin
Degerlendirilmesi:

Kopeklerden sperma penis masaji, sun'i vajen ve elektrogjakulasyon
yontemleri ile alinabilmektedir™. Klinik pratikte verimli, uygulanmas: kolay
ve kalitesi yitksek sperma alinmasi nedeni ile penis masaji yoéntemi oncelik
kazanmaktadir®’. Penis masaji ve sun'i vajen yontemi ile sperma almirken
ortamda kizgin bir disi képegin bulunmasmm uygulamavi kolaylastiracagi
bildirilmigtir®®. Kopek spermasi, ayrlmasi her zaman kolay olmayan iig
fraksiyondan olusur’'®'*. Birinci fraksiyon, berrak sulu kivamda ve
spermatozoa igermezken ikinci fraksiyon beyaz renkli, az viskoz ve ¢ok sayida
spermatozoa igerir. Ugiincii fraksiyon ise berrak, sulu kivamda olup va ¢ok az
sayida spermatozoa igerir ya da hig spermatozoa igermez'' '*'*. Birinci, ikinci
ve tgiincii fraksiyonlarm hacimlerini sirasi ile, Settergren®, 0.25-3 ml, 0.5-4
ml, 1-25 ml, Linde-Forsberg®, 1-5ml, 1-3 ml, 30-40 ml (biyik ciisseli
irklarda) olarak bildirmiglerdir.

Motilitenin kopek spermasinin kalitesini belirleyen en o6nemli
parametrelerden biri oldugunu vurgulayan Linde-Forsberg'’, normal sperma
omeklerinde motilitenin % 70'ten az olmamas: ve primer ve sekonder defektli
spermatozoa oranmnin % 30-40’1 asmamasi gerektigini bildirmektedir. Kangal
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irki bes kopekten penis masaji yontemi ile aldiklari 25 ejakulatta hacim,
motilite, yogunluk, anormal ve 6lii spermatozoon oranlan ile pH degerlerini
ortalama olarak sirast ile, 25.4 ml, % 62.6, 524x10°/cm’, % 7.9, % 6.7 ve 6.1
olarak saptayan Tekin ve ark.'®, bes adet Alman Coban kopeginden aldiklari
25 ejakulatta ise aym spermatolojik ozellikleri sirasi ile, 21.2 ml, % 68,
305x10%ml, % 6.2, % 6.1, 6.2 olarak saptamislardir. Mickelsen ve ark.'’,
Alman Coban Kopeklerinden el masaji ile aldiklar1 taze spermalarda,

motiliteyi % 80, normal spermatozoa oramm % 70 olarak bulduklarim
belirtmiglerdir.

Kipek Spermasinin Sulandirilmas: ve Kisa Siireli Saklanmasi ve
Dondurulmasi:

Sulandiriimis sperma eger hemen kullamimayacaksa 5°C'de 24 saat
saklanabilir’'®. Kimi-Diaka ve Badtram'®, 5°C'de 24 saat bekleyen kopek
spermasinin  fiziksel ve fonksiyonel karakterinde onemli bir degisiklik
olmadigim saptamglardir. Gill ve ark™, 25 disi kopegi Tris-yumurta sarist ile
sulandinimis sperma ile hemen veya +5°C'de 24 saat depolamadan sonra
yaptiklar: tohumlamalardan % 75 ‘oraninda gebelik elde etmiglerdir. Pastorize
siit, kopek spermasmn kisa siireli saklanmasi igin kullanilmig ve 48 saat
depolamadan sonra sperma fertil bulunmustur®®'. Linde-Forsberg* Illinois
Variable Temperature (I.V.T.), pastorize siit, sodyum sitrat dihidrat ve %
0.75 glisin gibi sulandincilarin képek spermasmin sulandirilmasi amaci ile
kullanildigini, yaygin olarak kullanilan sulandinicilardan birisinin de % 20
yumurta sarsi igeren Tris-sitrat sulandiricisi oldugunu belirtmigtir. Spermayi
yumurta sansi-fruktoz ve yumurta sarnsi-sitratla sulandirip +4°C' de 4 giin
saklayan Brochard ve Coulomb®, bu siire sonunda % 50 oramnda motilite
elde etmiglerdir.

Yapilan ¢alismalarda, kopek spermasi yaklagik Iml.lik ampullerde,
pellet seklinde va da payetlerde dondurulmustur'®*** Gimniimiizde ise pellet
seklinde veya payetlerde dondurulmaktadir’™'®.  Kopek spermasin
dondurulmasi amaciyla kullanilan sulandiricilar genellikle bir kriyoprotektan
olan gliserolii icermekte, payetlerde dondurma amaciyla ise genellikle % 2-8
gliserol igeren Tris-yumurta sarisi sulandinicis1 kullantimaktadir® %%,

Degisik irktan 4 kopekten aldiklan 20 ejakulati Tris-yumurta sarist ile
1/3 oraninda sulandiran Yurdaydin ve Kotzab®™, 0.25 mllik payetlerde
dondurduklan spermalan 40°C'de 10 sn'de ¢ozmiislerdir. Cozam sonrasi
ortalama motilite, 6lii ve anormal spermatozoa oranlarni sirasi ile, % 46.5, %
33.12 ve % 2791 olarak saptamuslardir. Oettle”, Tris-yumurta sarst
sulandincisim iki esit hacme ayirmus, ilk kisma gliserol katmamus, ikinci
kisma ise % 20 (v/v) gliserol eklemigtir. Sperma ilk kisim sulandirici ile 1/2
oraninda sulandirilip 450 devirde 10 dak. santrifiij edilmis ve istte kalan
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kisim atilarak orijinal hacmine bakilmaksizin 1.8 mllik sediment
birakilmistir. Sediment, 1°C/dak sogutma hizivla +5C'ye ulaginca 0.6 ml
ikinci kisim sulandinici ile sulandirilmis ve son ghserol vogunlugu % 3
olmustur. Ornek, +5°C’de 3 saat ckilibrasyona birakilmig. 0.25 mllik
payetlerde dondurulan sperma, 30°C'de 30 sn'de gozillmiis ve % 60" iizerinde
motilite tespit edilmistir

Donmus Képek Spermasmimn Céziilmesi:

Arastinicilar tarafindan donmusg képek spermast igin cesitli ¢6zme
yontemleri bildirilmistir®®*' Linde-Forsberg'”, 0.5 mllik payetlerin 37 C'de
15 sn'de veya 6 sn'de, 35°C'de 30 sn'de veya 2 dakikada, 75 C'de 6.5 sn'de
coziilebilecegini bildirirken, 0.25 mlLlik payetlerin ise 75 C’lik su banyosunda
5 sn'de c¢oziilebilecegini ifade etmistir. Pek ¢ok arastiricr™ ™ ¢oziim sonrasi
motilite oranlarim % 350-65 arasinda bulmuslardir. Linde-Forsberg ve
Forsberg®, ¢oziim sonrast % 20-30 arast motiliteve sahip donmus-¢oziilmiis
sperma ile gebelik elde ettiklerini belirtmislerdir. Gill ve ark.*, Tris-yumurta
sarisi sulandiricisina gliserol katmadan yaptiklar dondurma isleminden sonra
¢Oziim sonrasi ortalama % 28 oraninda motilite elde ederlerken, gliserol
kattiklarmmda % 40-50'den fazla ¢Oziim sonrast motilite saptadiklarim
belirtmislerdir. Nothling ve Volkmann®, payetleri 37°C'de 2 dak'da
¢ozdiklerini ve % 35'ten fazla muotiliteye sahip donmus spermalan
tohumlamada kullandiklarim ifade etmiglerdir.

Sunulan ¢alhgmada, kopek spermasmin farkli sulandiricilarla
sulandirilarak payet yontemi ile dondurulmasi ve dondurmanin sulandirma,
+5°C’ye sogutma, gliserolizasyon, ekilibrasyon ve ¢Ozim sonrast
asamalarindan elde edilen spermatolojik Ozelliklermin incelenmesi ve
karsilastinlmasi, ¢oziim sonrasinda en iyi spermatolojik o&zelliklere sahip
sulandirict tipinin belirlenmesi, bagka bir deyigle farkli sulandiricilarin ve
payet yontemi ile dondurmanmn kopek spermasmin motilite ve morfolojik
§zellikleri iizerine etkilerinin arastiriimas: amaglanmusgtir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada materyal olarak, Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve
Egitim Merkez Komutanhg: Kopek Uretim Boliigiinde bulunan 10 adet Kurt
Kopegi (Alman Coban Kopegi; German Shepherd Dog) kullamld.
Arastirmada kullamlan spermalar el masaji (Onani) yontemi ile alndi.
Sperma almirken o giin 6strusta olan disi kopekler kullamldi. Sperma alma
islemi iki giinde bir ve kopeklerin ¢iftlesmeye aligik olduklari ortamda yapildi.
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Her kopekten 5°er olmak iizere 50 ejakulat alindi.. Spermatozoadan zengin
olan ikinci fraksiyon, renk ve kivam degigimleri gozlenerek diger elde bulunan
isitilmig sperma toplama kadehine toplandi. Spermalarin hacim, motilite,
renk, yogunluk, pH degeri, oli-canli ve anormal spermatozoa oram ile
akrozom defektli spermatozoa oranlarindan olusan spermatolojik muayeneleri
yapildi. Olii-canli ve anormal spermatozoa oranim belirlemede Eosin-nigrosin,
akrozom defektli spermatozoa orani i¢in Giemsa boyama yontemi kullanildi.

1. Spermann Sulandiriimasi ve Dondurulmasi:

1.1. Tris-Yumurta sars1 (T-YS) ve Sodyum sitrat-Yumurta
sarisi (SS-YS) Sulandincilarimin Hazirlanmasi:

T-YS Sulandiricisinin Hazirlanmast™: SS-YS Sulandiricisinin Hazirlanmasi'';

TRIS (hidroksimetil aminometan). 3.025g  Sodyum sitrat dihidrat.............. 145¢g
Sitrik asit.......cccooviiiiiinnnne 1.70 g K07 e 125¢g
Brokt0z oo gt e scbidus 1.25g GHSIN. G0 s 093 g
Penisilin ............c....... 1000 TU/ ml PEnisiin::. .70 o 1000 TU/ml
Streptomisin ...........c.ce..... 1 mg/ml Streptomisin............cccoeeveeennne 1 mg/ml
Yumurta sarist .........cccceeuee 20 ml Yumurta Sarist ..........ccoeveeenene. 20 ml
Bidistile su...............q..s..p 100 ml Bidistile su .........q..s..p.......... 100 ml

Caligmada  kullamlan kopeklerden sperma Omekleri  alinip
spermatolojik ozellikleri incelendikten sonra sperma iki esit hacme ayrildi. Her
bir hacim sperma ayni su banyosunda bulunan gliserol igermeyen T-YS ve
SS-YS sulandiricilan ile 1:1 oranda sulandirildi. Dereceli cam tiipte bulunan
T-YS ve SS-YS ile sulandirilmis sperma igerisinde 37°C su bulunan cam bir
behere konularak 1sis1 +5°C olan buzdolabina yerlestirildi. Gliserol igeren T-
YS ve SS-YS sulandincilart da aym behere konuldu. Spermanm 1sisi,
kademeli olarak spermaya degmeyecek sekilde beherdeki suya kiiciikk buz
pargalar atmak sureti ile 2 saatte +5 C'ye sogutuldu. Isis1 +5°C'de bulunan T-
YS sulandincist ile islem gérmiis sperma kendi hacmi kadar % 8 gliserol
igeren T-YS sulandincis ile, SS-YS ile islem gormiis sperma da kendi hacmi
kadar % 8 gliserolli SS-YS sulandincis: ile finalde % 4 gliserol igerecek
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sekilde sulandirildi. Gliserolizasyon olarak adlandirilan bu islem S'er dak.
araliklarla 10 esit hacimde tamamland:. Bu siire sonunda spermalar +5 C'de 2
saat sure ile ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon sonunda spermalar payet
vontemine gore donduruldu. Dondurma iglemine baslamadan énce strafor bir
kutunun i¢ine siv1 azot dolduruldu ve azot yiizeyinin yaklasik 4 cm iizerine tel
bir 1zgara yerlestirildi. Sivi azotun 1s1st 6lgen digital termometrenin probu da
tel 1zgaranin tizerine konularak straforun iizeri cam bir kapakla kapatildi.
Payetlerin agik olan uglan, spermaya daldinlarak 0.5 ml sperma gekildi ve
uglari polivinil pirolidon tozuna batirilarak kapatildi. Payetler 1sis1 +5 C’de
olan sofuk suya daldirnlarak kapama tozunun katilasmasi saglandi. Sonra
payetler sudan c¢ikanlarak dikkatlice kurulandi. Azot buharinin i1sis1 —
120°C'ye ulagtiginda azot buharmin ge¢mesine izin veren tel 1zgara iizerine
payetler bir pens aracih@ ile st tste gelmeyecek sekilde aralikh olarak
dizildiler. Payetler -120°C'deki sivi azot buhaninda 7 dak. siire ile bekletilip
donduruldular. Bu siire sonunda payetler bir pensle straforun iginde bulunan -
196 C'deki s1vi azotun igine daldirilarak 30 dak. bekletildiler ve sonra siv1 azot
icine daldinlip saklandilar. 0.5 mllik payetlerde dondurulan spermalar
37°C'lik su banyosunda 30sn'de ¢ozildiler. Spermatolojik bulgularin
istatistiksel degerlendirilmesinde t-testi kullanild: **.

BULGULAR

1.Taze Spermada Saptanan Spermatolojik Ozellikler:

Calismada kullamlan 10 adet Kurt Kopeginin her birinden
spermatolojik ozelliklerini degerlendirmek amaciyla alinan 5°er ejakulatta
saptanan spermatolojik bulgular Tablo I'de gosterilmistir.

2. Tris ve Sodyum Sitrat Sulandiricilari ile Sulandirilan
Spermalarda Ekilibrasyon Asamasina Kadar Saptanan Spermatolojik
Ozellikler:

Tris sulandiricisi ile sulandirma sonrasi tiim kopeklerde saptanan
ortalama motilite, 6lii spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam
morfolojik bozukluk oranlann sirast ile % 82.7+0.87, % 8.4+0.60, %
1.4+0.14, % 2.2+0.13, % 1.2£0.10, % 4.2£0.32 ve % 9.1+0.44 olarak
bulundu. Aym oOzellikler Sodyum Sitrat sulandiricisinda ise sirasi ile %
78.1+0.71, % 10.1£0.62, % 1.5+£0.16, % 2.5£0.15, % 1.240.11, % 4.5+0.33
ve % 9.7+0.42 olarak saptandi (Tablo II).
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9¢1

Tablo: I
10 Adet Alman Coban Képeginin Taze Spermasinda Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=5
Kdpekno |  Hacim Motilite Spermatozoa Ol PH Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
(ml) (%) Yogunlugu (%) X+ 8x (%) (%) (%) {%) morfalojk
x+8x X+8x (x10/ml} X+Sx X+8x x+Sx x+Sx X+Sx hozikiuk (%)
x+8x x£8x
1 1.9+0.08 | 83.0£1.22 312.0+12.40 75+0.16 6.4+0.00 0.3+0.008 1.6£0.17 05+0.18 | 25+0.15 4.9+0.48
2 1.5+0.16 | 89.0+1.00 424.0+38.00 4.7:0.28 6.4+0.00 0.5:0.15 2.2:0.28 0.5+0.15 | 0.89+0.26 4.2:0.30
3 1.4:0.17 | 82.0x1.22 371.0£18.80 3.4+0.17 6.4+0.00 0.8+0.11 25022 1.8£0.15 | 3.2+0.20 8.6+0.39
4 | 19:012 | 90.0:00 | 5000+11.40 | 27:0.21 | 64+0.00 | 18s022 | 1.7:0.11 | 05:0.15 | 53:0.31 | 8.7:065
5 | 00:0.10 | 83.0+1.22 | 272411800 | 5.0:0.16 | 64:0.00 | 19:028 | 25:088 | 14:030 | 22:020 | 7.9:047
6 15+0.13 | 86.0+1.00 430.0+22.40 8.2+0.29 6.4+0.00 0.5+0.11 0.8:0.16 0.3+0.09 | 46:0.17 6.3+0.41
7 1.8+0.18 | 91.0£1.00 483.6+18.90 11.5+0.28 6.4+0.00 0.2+0.07 224017 1.0£0.12 | 4.9:0.31 8.8+0.59
8 1.9+0.09 | 81.0+1.00 450.0 +23.00 7.9+0.31 6.4+0.00 0.2+0.11 25:0.15 04007 | 1.7+0.79 5.0+0.09
8 1.1£0.12 | 86.0:1.00 377.2:18.40 9.0+0.16 6.4+0.00 1.7£0.07 0.4:0.11 0.3£0.16 | 1.6+0.15 3.9:0.29
10 2.2+0.00 | 88.0+1.00 608.8+7.58 1.3:0.11 6.4+0.00 05017 1.00.12 0.6+0.19 | 0.9+0.27 3.1+0.48
Gen.ort | 1.6+0.06 | 85.7+0.55 431.9+15.80 6.1+0.44 6.4+0.00 0.8+0.09 1.7+0.13 0.7+£0.08 | 2.8+0.24 6.1+0.34




Table: 11

Tris ve Sodyum Sitrat Sulandiricilari ile Sulandirilan Spermalarda
Sulandirma Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

i
Sulandirici Motilite Spen::ﬂnzua Morfolajk Bozukluklar (%)
(%) (%) Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
x+8x x£Sx X2 Sx X2 Sx x+8x x4 8x X Sx
Tris 82.7:087° | 84:080° | 14:0.14° | 22:013° | 1.2:0.10° | 42:032° | 8.1:0.44°
Sodyum Sitrat | 78.1:0.71" | 10.1£0.82° | 15+0.18* | 25:0.15" | 1.2+¢0.11* | 45:033° | 8.7:042

a,b: Ay siitunda defisik harf tagiyan gruplar arasi fark Gnemlidir (P <0.05).

Tris ve Sodyum sitrat sulandiricilan ile sulandirtlan spermalarin 1sis
+5°C’ye digariildiginde saptanan spermatolojik ozellikler Tablo III'de
sunulmustur.

Tablo: 11T

Tris ve Sodyum Sitrat Sulandiricilari ile Sulandirilan Spermalarda
+5°C’de Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

Oli _
Sulandine: Motilite Spermatozoa Mortolofik Bazulkhdlar (%)
(%) (%) Akrozom Bag Orta Kuyruk Toplam
X+ Sx x+Sx X+ Sx X+ SX x+Sx X+ Sx X+ Sx

Tris 77.3+0.88° | 10.7:0.58° | 5.8+0.28" | 24+0.15° | 1.3:008" | 52:030° | 164+1.82°

Sodyum Sitrat | 73.6:0.90" | 12.9:0.72" | 63:032° | 3.1+0.15" | 1.6:009" | 5.6:032° | 16.5+057°

a,b: Ayni siitunda dedigik harf tasiyan gruplar arasi fark Gnemlidir (P < 0.05).

Tris ve Sodyum sitrat sulandirnicilaninda gliserolizasyon sonrasi
saptanan spermatolojik 6zellikler Tablo IV*te gosterilmistir.

Tablo: IV
Gliserolizasyon Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).
Olii " Morfolojik Bozuklukiar (%)
Sulandinc: Maotilite Spermatozoa -
(%) (%) Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
x+5x x+8x x+S5x xS X+ Sx %+ S x+8x

Tris 69.8:1.03* | 159:088° | 85+035" | 29:018 | 20+018° | B6.7:034" | 20.3:067°
Sodyum Sitrat | 65.3:0.97" | 17.4:0.84° | 983:038° | 35:019" | 24:0.11° | 7.6:034" | 227:08"
a,b: Ay siitunda deisik harf tagiyan gruplar arasi fark dnemlidir (P <0.05).

i

Ekilibrasyon sonrast Tris ve Sodyum sitrat sulandiricisinda saptanan
ortalama motilite, 6lii spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam
morfolojik bozukluk oranlan sirasi ile Tablo V'te sunulmustur.
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Tablo: V
Ekilibrasyon Sonras: Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

0l y
Sulandinci Motilite Spermatozoa Morfolojik Bozukluklar ()
(%) (%) Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
x8x x+Sx x+Sx X+ Sx X+ Sx x=Sx x£Sx

Tris 63.6+1.09" | 191095 | 108:031" | 3.8:+0.25° 2.0+0.07* 7.1:033" | 23.8+0.60°
Sodyum Sitrat | 59.6+0.99" | 21.4£1.11° | 11.9+034" | 43:0.25° 2.4:008" 8.1:035" | 26.9+0.62
a,b: Aym siitunda deisik harf tagiyan gruplar arasi fark dnemlidir (P <0.05).

3.Tris ve Sodyum sitrat Sulandiricilarinda Céziim Sonras:
Saptanan Spermatolojik Ozellikler:

Coziim sonrast motilite ve morfolojik muayenelerde elde edilen
ortalama degerler Tablo VI'da sunulmustur.

Tablo:VI
Coziim Sonras:1 Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=250).
Olii z
Sulandinci Matilite Spermatozoa Macfolagi Bazukluklar (X)

(%) (%) Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam

x+Sx x+Sx x+Sx x+8x X £ Sx X+ SX X+ Sx
Tris 53.8+159" | 27.6+1.42° | 23.6:1.12" | 54:028" | 24:008° | 88:034° | 406:135°
Sodyum Sitrat | 48.0:1.46" | 30.7+1.47° | 26.9:1.18" | 59:028° | 28+00%° | 8.7:034* | 454+139°

a,b: Ayni siitunda defisik harf tasiyan gruplar arasi fark dnemlidir (P < 0.05).

Tris sulandiricisinda  ¢6ziim  sonrast ortalama motilite,  6lii
spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik bozukluk
oranlan sirasi ile, % 53.8+£1.59, % 27.6+1.42, % 23.6+1.12, % 5.4+0.28, %
2.4+0.08, % 8.8+0.34 ve % 40.6+1.35 olarak: Sodyum sitrat sulandiricisinda
ise sirasi ile, % 48.0+1.46, % 30.7x1.47, % 26.9+1.18, % 5.9+0.28. %
2.8+0.09, % 9.7+0.34 ve % 45.4+1.39 olarak saptand.

TARTISMA ve SONUC

Aragtirmada kullamlan 10 adet Kurt Képeginden 5°er ejakulat
alinmus ve bireysel spermatolojik 6zellikleri saptanmistir (Tablo I). 10 kdpegin
genel ortalama spermatolojik 6zellikleri ise 1.6+0.06 ml hacim, % 85.7+0.55
motilite, 431.9+15.80x10°/ml spermatozoa yogunlugu, % 6.1+0.44 oli
spermatozoa, 6.4+0.00 pH, % 0.8+0.09 akrozoma, % 1.7+0.13 basa, %

0.7+0.09 orta kisma ve % 2.8+0.24 kuyruga ait olmak iizere toplam %
6.1+0.34 toplam morfolojik bozukluk elde edilmistir.
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Sunulan ¢alismada taze spermada saptanan spermatolojik 6zelliklerin
normal sirlar igerisinde bulundugu, ¢ogu arastiricimin’®"******* bulduklari
degerlerle benzerlik gosterdigi ve alinan spermalarin dondurmaya elverisli
oldugu tespit edilmistir. Taze spermada saptanan baslangic motilitesi
spermanin  dondurulmasinda en onemli kriterlerdendir'™*”. Cok sayida
aragtirici kopeklerde taze spermanin % 70-90 oramnda motiliteye sahip
olmasi gerektigini vurgulamuslardir*'”. Erkek kopeklerden elde edilen
spermatolojik  ozellikler arasinda saptanan farklihklar sperma alma
yontemine, c¢evresel faktorlere, irka hatta bireye bagh olarak degiskenlik
gosterebilir’®’. Calgmada taze spermada saptanan o6li ve anormal
spermatozoa oram bazi arastincilarm''***  degerlerinden daha disiik
bulunmugtur. Akrozom defektli spermatozoa oram da yine baz
aragtiricilarin'**#' ** sonuglarindan daha diisiik saptanmstr.

Sulandirma sonrasi elde edilen motilite bulgular degerlendirildiginde
Tris sulandiricisimin Sodyum sitrat sulandiricisina gére daha yitksek motiliteye
sahip oldugu dikkati ¢ekmekiedir (P<0.05). Her iki sulandinicida sapianan
morfolojik bozukluklar ise istatistiksel olarak benzer bulunmustur (Tablo II).

+5°C’ye soputma sonrasi elde edilen motilite ve morfolojik
bozukluklar Tablo III'te sunulmustur. Bu asamada Tris ve Sodyum sitrat
sulandiricilan arasinda motilite, 6lii spermatozoa, bas ve orta kisma ait
morfolojik bozukluklar acismmdan istatistiksel olarak fark saptanmistir
(P<0.05). Pek ok arastirici kopek spermasimin sulandiriimasi ve +5°C’de
depolanmasinda gerek Tris sulandincisinm'*®, gerekse Sodyum sitrat
sulandinicisinin®* basanl sonug verdigini belirtmislerdir. Sogutma sirasimda
spermatozoa viabilitesinin ve fonksiyonunun korunmasi sogutma hazina,
depolama 1sisma ve kullanilan sulandiricinin  gesidine bagh  olarak
degismektedir™. Sunulan g¢alismada +5°C’de elde edilen spermatolojik
bulgularin genel olarak literatiirlerde bildirilenlerle uyum igerisinde oldugu
gozlenmektedir '**'****.  Gliserolizasyon sonrasi Tris ve Sodyum sitrat
sulandiricilarindan elde edilen motilite ve morfolojik degerler Tablo IV'te
gosterilmigtir. Her iki sulandiricida da % 4 gliserol oram kullanilmig olup en
yiiksek motilite Tris sulandiricisinda saptanmugtir (P<0.05). Yiksek gliserol
oranlarimin  6zellikle akrozom basta olmak {izere spermatozoada Onemli
hasarlara neden oldugu bildiriimektedir*’.

Ekilibrasyon sonrasinda da yine Tris sulandincisinda elde edilen
motilite degeri daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Olii spermatozoa oram ile
akrozom, bas, orta kisim ve kuyruga ait morfolojik bozukluklar
incelendiginde, gliserolizasyon sonrasinda her iki sulandiricida bas ve orta
kisim, ekilibrasyon sonrasinda ise akrozom, orta kisim ve kuyruga ait
morfolojik bozukluklar arasinda farkhiliklar gézlenmigtir (P<0.05). Dondurma
isleminin gliserolizasyon ve ekilibrasyon evrelerinde saptanan spermatolojik
ozelliklerle ilgili literatiir verileri elde edilemediginden tartigma olanagi
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bulunamamistir. Ancak bu evrelerde elde edilen degerlerin normal sinirlar
icerisinde oldugu soylenebilir. Ozellikle +5°C’de ve gliserolizasyondan sonraki
spermatolojik ozelliklerde bir kotalesmenin oldugu dikkati gekmekiedir.
Nitekim bu sonucun sasirtict olmadign ¢iinkili spermatozoanin soguk sokuna
kars1 duyarh oldudu ve sperma sulandiricilarina katilan gliseroliin kristal buz
olusumuna ve dondurma sirasinda elektrolitlerin konsantrasvonundaki
azalmaya engel olduBu ancak 2z da olsa spermatozoa tizerine zararh etkisinin
oldugu bilinmektedir™ *°.

Sunulan calismada ¢6ziim sonrast saptanan spermatolojik bulgular
(Tablo VI) incelendiginde en yitksck motilite % 53.8+1.59 ile Tmos
sulandiricisinda elde edilmistir. Motilite, akrozom, bag ve toplam morfolojik
bozukluklar arasinda istatistiksel agidan fark saptanmustir (P<0.05). Pek gok
arastirici Tris sulandiricisimn kopek spermasimin dondurulmasinda en ivi
sonucu verdigini bildirmigtir***"** Bunun yamnda dondurma amaciyla
Sodyum sitrat sulandincisinin da kullanilabilecegini belirten ¢aligmalarda
bulunmaktadir*’,

Oettle™. akrozomda mevdana gelen hasarin sulandirma, sogutma ve
ekilibrasyon periyotlant boyunca arttigmi ancak bu hasarin 6nemli derecede
dondurma ve ¢ozme safhalarindan sonra olustugunu bildirmigtir. Sunulan
cahismada da akrozomal bozukluk oram sulandirma, +5C’ye sogutma,
gliserolizasyon ve ekilibrasyon periyotlar boyunca artmig ve en énemli artigin
¢oziim sonrasinda olustugu dikkati ¢ekmigtir. Coziim sonrast akrozomal
biitiinlitk ¢oziim sonrasi fertiliteyi énceden belirlemede giivenilir kriterlerden
biri  olabilmektedir®™ Kopek spermasinda  dondurma  metotlarini

karsilagtirmada akrozom qmorfolojisini arastiran yayinlarin voklugu talihsizlik
olarak degerlendirilmistir®’.

England ve Ponzio’' taze spermada % 88-95 normal akrozom orani
saptarlarken, bu oranin ¢ozim sonrasinda % 52-84°¢ diistiifiini
bildirmislerdir. England ve Verstegen® ise spermatozoanin en fazla dondurma
ve ¢ozme safhalarinda zarar gérdugini vurgulamislardir. Tki farkhh metotla
kopek spermasim Tris-fruktoz-sitrik asit sulandiricisi ile payetlerde donduran
Strom ve ark:*, % 49.6+7.1 ile % 49.8+10.1 ¢oziim sonrasi normal akrozom
orant olarak tespit etmiglerdir. Sunulan arastirmada saptanan akrozomal
bozukluk oram yukarida bildirilen arastmcilarin® saptadiklan degerden
diisiik, England ve Verstegen'in™ saptadiklani degerle benzer bulunmustur. Bu
calismada akrozomal butinligin Tris sulandincisinda Sodyum  sitrat
sulandiricisindan daha iyi korundugu gozlenmistir (P<0.05). -

K&pek spermasini payet yontemi ile donduran arastiricilar®®*? ¢éziim
sonrasi farkh motilite ve morfolojik bozukluk oram saptanuslardir. Bu
aragtiricilardan  gogu Tris sulandincisim kullanmis olup Gill ve ark.”,
0.5mllik payetlerde Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisi ile dondurduklan
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spermalardan ¢oziim sonrast % 40-50 oranmda, Morton® % 70-80, Dumon®
ise % 50°den fazla motilite elde etmislerdir. Aymi yontemle spermayi
donduran Oettle® % 60, Takeishi ve ark.” % 35-50, Farstad™ ise % 30-70
oraninda motilite saptadiklarini bildirmiglerdir.

Dondurduklan spermalardan elde ettikleri ¢oziim sonrasi motilite
degerleri yaninda 6lii ve anormal spermatozoa oranim bildiren arastiricilardan
Yurdaydin ve Kotzab®™, % 46.25 motilite, % 33.12 6li ve % 27.91 anormal
spermatozoa, Yubi ve ark'®., % 30 motilite, % 60 6lii, % 39.0 anormal
spermatozoa oram, England ve Ponzio™, % 20-32 canh. spermatozoa oram
saptadiklarini bildirmiglerdir. Sunulan arastirmada 6lii spermatozoa orani
arastiricilarin'®****" belirttikleri degerlerden daha diisitk, anormal spermatozoa
orani ise daha yiiksek bulunmustur.

Yapilan aragtirmalardan ¢6ziim sonrasi elde edilen motilite
oranlarimin % 30-80 arasinda oldugu sonucu ortaya g¢ikmaktadir, Sunulan
arastirmada, ¢oziim sonras saptanan motilite degerleri baz1 arastincilarin®**°
bulduklan degerlerden diisiik, baz1 arastiricilarin'®*’* degerlerinden yiiksek,
bazi aragtinicilarmki®™® #1533 jle de benzer bulunmustur.

Yapilan arastirmalarla sunulan c¢alismadan elde edilen sonuglar
arasindaki farkhliklar gesitli etmenlerden kaynaklanmis olabilir. Ozellikle bu
durumun 1wrka, sulandirict g¢esidine ve dondurma teknigindeki farkhiliklara
bagh olarak sekillendigi distnilebilir. Ayrica yapilan arastirmalarda
spermanin degisik 1s1 ve siirelerde ¢oziilmesi sonuglarda bir olgide ayricahk
yaratmig olabilir. Nitekim, Olar ve ark™, payetlerde donmus kopek
spermasinda ¢oziim sonrast motilite ile ¢dzme hizn ve 1silan arasinda
korelasyon bulundugunu belirtmiglerdir. Ayrica arastirmalarda kullanilan
damizlik képekler arasinda sperma kalitesi agisindan farkliliklar bulunmasi ve
buna bagh olarak ¢oziim sonrasi canli spermatozoa viizdesinde degisiklikler
olabilecegi disinilebilir.

Sonug olarak sunulan arastirmada, kdpek spermasmin pavet véntemi
ile dondurulmasinda Tris sulandiricisinin Sodyum sitrat sulandiricisina oranla
daha istiin 6zellikte oldugu, kdpek spermatozoasinin motilite ve morfolojik
butiinliigiinit daha iyi korudugu ve pratikte de rahathkla kullanilabilecegi
sonucuna varimigtir, Bunun yamnda sunulan bu arastirmada képek
spermasinin dondurulmast ile belli irktan kopeklerden genetik materyalin elde
edilip depolanabilecedi sonucuna varilmig ve bir 6lgiide képek vetistiriciligine
katkida bulunabilmeye ¢alisiimgtir.
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