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Die Wirkungen von Unterschiedlichen Equilibrationszeiten und 
Auftautemperaturen über die Motilitaet und Akrosomschaedigungen 

der Tiefgefrorenen Schafbockspermien 

Zusammenfassung: In dieser Arbeit wurde untersucht, die Wirkungen der zwei
und dreistündigen Equilibrationszeiten und unterschiedücen Auftautemperaturen 
au{ das Ein{rieren von Scha{boksamen, bzw. die Motilitaet und die Akrozomschaedi
gungen der Spermien zu versuchen. 

Die von 2 Merinoscha{böcken gewonnene Ejakulate wurden mit Natrium cit
rate - Glucose - Eigelb Verdünner werdünnt. Der verdünnte Samen wurde nach 
zwei - und dreistündiger Equilibrationszeiten in Pailletten und in flüssigem Stick
stoff einge{roren. 

Der tie{ge{rorene Samen wurde bei den drei verschiedenen A u{tautemperatu
ren, bzw. 15 sek unden bei 34° C 10 sek unden bei 50°C und 5 sekunden bei 75° C 
au{getaut. Die bessere Ergebniss; haber wir m it dem nach der d reistündiger Equili
bration ge{rorenen und 1 O sekunden b ei 50° C au{getauten Samen genommen. A /1-
gemeine kann gesagt werden , dass kurze Equilibratio nszeiten und höhe Au{~autem
peraturen bessere Ergebnissen au{ die Motilitaet und die Akrosomschaedıgungen 
von tie{ge{rorenen Scha{bock spermien ermitte lt. 

Özet :Bu çalışmada, iki ve üç saatlik eki/ibrasyo n süreleriy le, çeşitli çöz~~ ıs ı_
larının donmuş koç spermatozoon 'tarının motilitesi ve akrozom bozuklukları uzerı -
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ne etkisi araştırıldı. 
İki Merinos koçundan alınan toplam 10 ejekülat , sodyum sitrat ·glikoz-yumur· 

ta sarısı sulandırıcısı ile sulandırıldı; gliserolizasyon ve 2 ve 3 saatlik ekilibrasyondan 
sonra payetler iç inde ve SIVI azot buharında donduru/up SIVI azot içinde sak/andı. 
Do ndurma işleminin ilk sulandır ma, 5° C'ye soğutma, gliserolizasyo n, 2 ve 3 saatlik 
ekilibrasyon evrelerinde, alınan sperma örneklerinde spermatozoon moti litesi ve 
Giemsa ile boyanmış preparatlarda akrozom bozuk lukları oranları saptandı. Ayrıca, 
dondurulmuş ejekülatlar, 34° C de 15 saniyede, 50° C de 1 O saniyede ve 75° C de 5 
saniyede ı lık su içerisinde çözülerek , donmadan so nraki spermatozoon motilitesi ve 
akrozom bozukluk ları oranları bulundu. 

Spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları bakımından en iyi sonuç· 
lar, 3 saatlik ekilibrasyondan sonra donduru/up 50° C de 1 O saniyede çözülen ejekü· 
laflarda alındı. Elde edilen bilimsel verilerin ve ilgili araştırma sonuçlarının değer/en· 
dirilmesinden, kısa süreli ekilibrasyon ve yüksek ısıdakısa süreli çözmenin koç sper· 
masının dondurulmasında daha iy i sonuçlar verdiği kanısına varıldı . 

GİRİŞ 

Koç spermasının düşük ısıda dondurulmasında ve dondurolan sperma ile yapı

lan tohumlamalardan elde edilen dölveriminde, çözümlenmesi gereken kimi önemli 
sorunların bulunduğu, yapılan çok çeşitli araştırmalar ve yayınlarla ortaya konmuş 

bulunmaktadır. Bu sorunların başlıcalarının donmuş koç spermatozoonlarının akro· 
zornlarında oluşan morfolojik bozukluklarla, madde yit imleri ve bu spermatozoon· 
larlayapılan tohumlamalardan elde edilen dölverimi düşüklüğü olduğunu, daha önce 
yaptığımız araştırmalarda saptamıştık 3 

• 
4

• Ayrıca, akrozom morfolojisindeki bo· 
zukluklann daha çok dondurma işleminin gliserolizasyon evresinden kaynaklandığı

nı, spermatozoon motilitesinin ise spermanın dondurolup çözülmesinden sonra ani 
bir düşüş gösterdiğini de bildirmiştik 4

. Thm bu araştırmaların devamı niteliğindeki 
bu çalışmada ise, 2 ve 3 saatlik ekilibrasyon süreleriyle, üç değişik çözme ısının koç 
spermasının dondurulması sürecinde, spermatozoonların motilitesi ve akrozom mor· 
folojisi üzerine etkisini incelerneyi amaçladık. 

Ekilibrasyon (Alışırn) süresi dondurma sırasında spermatozoonların ortama 
katılan gliserole alışması için geçen süre olarak tanımlanır. Bu sürenin uzun ya da kı· 
sa olmasının dondurmanın başarısındaki rolü konusunda değişik çalışmalar yapı!· 
mıştır. örneğin, Markovic 8

, ampullerde ve 6-14 saatlik ekilibrasyondan sonra don
durduğu koç spermatozoonlarında motilitenin, dondurolduktan sonra % 70'in üze
rinde olduğunu bildirmektedir. öte yandan Hill et al. 6 , yumurta sarısı-sitrat sulan
dırıcısı ile sulandırdıkları koç sperrnasını 0,5 ve 18 saatlik ekilibrasyon süreleri so
nunda ampullerde dondurdular. En iyi motilite oranını 0,5 saatlik ekilibrasyon süre
si sonunda elde ettiler. Lightfoot ve Salamon 7 , yaptıkları çe şitli araştırmalar sonu
cunda 4 saatten daha uzun ekilibrasyon süresinin, spermanın dondurulmasında hiç 
bir yarar sağlamadığı görüşüne vardılar. Aynı şekilde Zel fe! ve Kautz ı 7 , koç sper
masının dondurulmasında ekilibrasyon süresinin 5 saati aşmaması gerektiğini vurgu
lamaktadırlar. Araştırıcılar, 25 ve 28 saatlik ekilibrasyon süresi sonunda dondurduk· 
ları koç spermasından çok kötü motilite ve dölverimi sonuçları aldıklarını bildirmek
tedirler. Buna karşılık , rafinoz-sodyum sitrat-yumurta sarısı -gliserin sulandırıcısı ile 
koç spermasını sulandırıp 1 ve 4 saatlik ekilibrasyon süreleri sonunda donduran 
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Hess et al. s , spermanın çözülmesinden sonraki motilite oranları bakımından ekili
brasyon süreleri arasında bir fark bulunmadıjtını saptadı lar. Samouilidis ı 4 ve Ander
sen et al. 2

, koç spermasının dondurulmasında en iyi sonuç veren ekilibrasyon süre
sinin 1 ya da 2 saat oldujtu konusunda görüş birlijti içerisindedirler. Sevinç et al. ı 5 , 

üç ayrı sulandırıcı ile sulandırdıkları koç spermasında ekilibrasyondan sonraki rooti
lite oranlarını 2 saatlik ekilibrasyonda ortalama % 31.16; 5 saatlik ekilibrasyonda 
ortalama % 27 .22; 7 saatlik ekilibrasyonda da ortalama % 25.55 olarak saptamış lar
dır. 

Dondurulmu ş bojta ve koç spermaları, alan uygulamalarında tohumlamada 
kullanılmazdan önce genellikle 34° C de 15 saniyede çözülmektedir. Oysa, bilimsel 
araştırmalarda koç spermasının çözülmesi konusunda çeşitli ısı dereceleri ve süreler 
denenmiştir. örneğin; Meszaros 9

, taktoz-yumurta sarısı-gliserin sulandırıcısı ile su
landırıp kısa süreli ekilibrasyondan sonra dondurdujtu koç spermasını 40-45°C de 
çözmüş ve % 38 den % 45 e kadar varan motilite sonuçları elde etmiştir. öte yan
dan Salamon ı 3

, pellet biçiminde dondurduğu koç spermasını 45° C'de, 40° C'de, 
30° C'de, 20° C'de, l5° C'de, 10°C'de ve 5° C'de çözdü; 45°C'de, 40°C'de ve 30°C'de 
çözülen spermaların en iyi motilite sonuçlarını verdijtini buldu. Yine Neves ı 0 , çöz
me ısısının motilite ve akrozom bozukluklarına etkisini saptamak amacıyla yaptığı 

çalışmada mini-tüp'te dondurdujtu koç spermasını 70°C'de 8 saniyede ve 40°C'de 
10 saniyede çözdü. Araştırıcı anılan özellikler bakımından en iyi sonuçlan donmuş 
koç spermasını 70° C'de 8 saniyede çözdüğünde aldığını bildirmiştir. Aynı şekilde 
Roos et al. 1 2 , Mini-Tüp'te dondurulmu ş boğa spermasının çözümünde en iyi rooti
lite sonucunu % 55.5 ile 70°C'de 10 saniyede saptamışlardır. Norveç'te yapılan bir 
çalışmada ı 1

, Mini-Tüp'te dondurolan koç sperması 70°C'de 9 saniyede ve 35° C'de 
10 saniyede çözülmüş, en iyi motilite ve dölverimi sonucu 70°C'de 9 saniyede çözül
düğünde alınmıştır. Tasseron et al. ı 6

, gerek motilite, gerekse akrozom morfolojisi 
bakırnından en iyi sonuçları 70° C de 15 saniyede çözdükleri pellet biçiminde don
durulmuş koç spermasında buldular. Andersen ve Aamdall 1

, ise 75° C'de 12 saniye
de çözülen donmuş koç spermasında, 30°C'de 30 saniyede çözülen donmuş koç 
spermasına göre daha iyi motilite ve akrozom bozuklukları sonuçları elde edildiğ ini 

bildirmektedirler. 

MATERYAL ve METOD 

Lalahan Zootekni Araştırma Enstitüsündeki iki Merinos koçunun toplam 10 

ejekülatı üzerinde çalışıldı. 
Sperma, koçlardan sun'i vajenle alındı. Gerekli makroskopik ve mikroskopik 

muayeneleri yapılan ejekülatlar sodyum sitrat-glikoz-yumurta sarısı sulandırıcısının 
gliserol içermeyen birinci bölümü ile 1:5 oranında sulandırıldı. nk sulandırması ya
pılan spermanın ısı sı 45 dakikada 5° C'ye düşürüldü ve bu ısı da, önceden hazırlanmış 
ve tüm sulandırıcıda % 5 bulunacak biç imde içine gliserol katılmış 2. sulandırıcı bö
lümüyle eşit oranda ve 30 dakikada azar azar karıştırıldı. Gliserolizasyonu tamam.
lanan ve payetiere çekilen spermanın bir bölümü 2 saat, diğer bölümü de 3 saat , 
5° C'deki ılık suda ekilibrasyona bırakıldı. Bu süreler so nunda ekilibrasyonu tamam
lanan sperma payetler içinde sıv ı azot buharında dondurolup sıvı azotla saklandı . 
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Dondurolan sperrna örnekleri 34°C'de 15 saniyede, 50°C'de 10 saniyede ve 
75°C'de 5 saniyede ılık su içerisinde çöziildüler. 

Dondunna işleminin ilk sulandırma, 5°C'deki ısıda glisıerolizasyondan sonra, 
2 ve 3 saatlik ekilibrasyondan sonra ve çeşitli ısılarda çözüldükten sonraki evrelerin
de sperrnatozoit motilitesi ve akrozom bozukluklan oranları saptandı. Kullanılan 
ejekülatlann ilk beşinde sadece motilite oranlan; son beşinde de hem motilite oran
ları hem de akrozom bozuklukları oranlan saptandı. Elde edilen bulgular tabloda 
topluca gösterildi. 

BULGULAR 

Araştırmada kullanılan koçlarm ejekülatlannda gerek dondurmanın ilk su
landınna, 5°C'ye so~utma ve gliserolizasyon evrelerinde, gerek 2 ve 3 saatlik eki
librasyon sürelerinde, gerekse de~işik çözme ıSl ve ıfuelerinde saptanan spermato
zoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranları Tablo: 1 'de topluca verilmiştir. 

Tablodanda izlenebilece~i gibi,dondurrna lşİeriıinin ilk suland ırma, 5° C'ye 
so~utma ve gliserolizasyondan sonraki evrelerinde genel ortalama motilite oranı 
de~erleri sırasıyla % 82.0, % 76.0, % 68.5; akrozom bozukları oranı değerleri de 
sırasıyla % 3.1, % 7.3, % 14.3 olarak bulunmuştur. Ayrıca 2 saatlik ekilibrasyon 
süresinde motilite oranı ortalama % 65.0, akrozom bozukluklan oranı % 15.5; 3 
saatlik ekilibrasyon süresinde ortalama motilite oranı % 75.5, ortalama akrozom 
bozukluklan oraru da % 14.5 olarak saptandı. Dondurma işleminin dondurup çöz
dükten sonraki evresinde ortalama motilite oranları 34° C'de 15 saniyede 2 saatlik 
ekilibrasyonda % 33.5, 3 saatlik ekilibrasyonda % 41.0; 50° C'de 10 saniyede 2 saat
lik ekilibrasyonda % 39.0, 3 saatlik ekilibrasyonda % 48.0; 75°C de 5 saniyede 2 
saatlik ekilibrasyonda % 36.0, 3 saatlik ekilibrasyonda % 43.0 bulundu. Ortalama 
ak,rozom bozuklukları oranları ise 34°C de 15 saniyede çözmede, 2 saatlik ekilibras
yonda % 22.8, 3 saatlik ekilibrasyonda % 16.2; 50° C de 10 saniyede çözmede 2 saat
lik ekilibrasyonda % 15.6, 3 saatlik ekilibrasyonda % 14.0; 75°C de 5 saniyede çöz
mede ise 2 saatlik ekilibrasyonda % 18.4, 3 saatlik ekilibrasyonda % 15.6 olarak sap
tandı. 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Kullandığımız ejekülatlarda, dondurma işleminin ilk sulandırma , 5° C'ye so
~utma, gliserolizasyon, 2 saatlik ekilibrasyon ve 3 saatlik ekilibrasyon evrelerinde 
ortalama spermatozoon motilitesi oranlarını sırasıyla % 82.0, % 76.0, % 68.5, % 
65.5 ve % 75.5; ortalama akrozom bozuklukları oranlannı da sırasıyla % 3.1, % 7 .3, 
% 14.3, % 15.5 ve % 14.5 olarak bulduk. Saptadığımız bu değerler, daha önce bu 
konuda yaptı~ırnız araştırmalarda bulunan spermatozoon motilitesi ve akrozom bo
zuklukları de~erlerine benzemektedir 4 · ı 5

• İki saatlik ve üç saatlik ekilibrasyon sü
releri sonunda bulunan spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları değerleri 
araSinda, üç saatlik ekilibrasyon süresi lehinde ortaya çıkan % 10.5 ve % l.O'lik fark
lar, özellikle spermatozoon motilitesi bakımından 3 saatlik ekilibrasyonun daha iyi 
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Tablo : ı 
Değişik Ekitibrasyon Süreleri Sonunda Dondurolup Farklı Isılarda Çözuten Koç Spermasında , Dondurmanın Çeşit U Evrelerinde 

Sapıanan MoıiUıe ve Akrozom Bozuk lukları Oranları 

Ejek. Ilk Sulan- + s•ç de Gliserilizas· Ekilibrasyon Dondurulup Çözüldükıen Sonra 
Sayı sı d ırma yondan son· 

ra 2 saat 3 saat 34° C de ıs san. so• c de ı o san. 1s•c de s san. 

Mot. Akr. Mo ı . Akr. M ot. Akr. Moı . Akr. M ot. Akr. Mot.(%J Akr.(%) Mot. (%) Akr. (%) Mo ı. (%) Akr. 

(%) (%) (%) (%) (%) (%) {%) (%) {%) (%) 2 3 2 3 2 3 2 3 2 3 2 

ı 80 - 80 - 70 - 70 - 80 - 30 35 - - 40 50 - - 35 46 -
2 75 - 60 - 70 - 50 - 70 - 35 40 - - 35 40 - - 40 40 -
3 80 - 80 - 70 - 65 - 75 - 35 45 - - 40 50 - - 30 40 -
4 80 - 76 - 70 - 60 - 70 - 50 50 - - 45 50 - - 40 45 -
5 85 - 75 - 65 - 65 - 80 - 30 35 - - 30 40 - - 40 35 -
6 85 3.0 70 3.9 60 13.6 60 13.0 80 90 30 40 21.0 15.0 50 60 17.0 15.0 30 40 17.0 

7 85 1.5 80 5.6 70 11.0 65 ı 1.5 80 12.0 30 35 13.0 15.0 35 50 9.0 6.0 30 40 12.0 

8 85 4.0 80 ll. O 70 23.0 70 ı8.p 75 27.0 35 40 29.0 16.0 35 40 16.0 22.0 40 40 26.0 

9 85 4.0 80 7.0 70 12.0 75 15.0 75 12.0 30 40 18.0 18.0 40 40 21.0 15.0 25 55 18.0 

10 85 3.0 80 9.0 75 12.0 70 18.0 70 12.0 30 50 21.0 17.0 40 50 15.0 12.0 50 50 19.0 

Or t. 82.0 
'-- --

3.17 6.0 7.36 8.5 14.3 65.0 15.5 75.5 14 .5 33.5 41.0 22.8 16.2 39.0 48.0 15.6 14.0 36.0 43.0 18.4 

--

(%) 

3 

-
-
-
-
-

21.0 

11.0 

17.0 

11.0 

18.0 

15.6 



sonuç verdiğini, akrozom bozukluklarının aynı kaldığını göstermektedir. Ancak, 
spermatozoon motilitesini saptama yönteminin, de~erlendirmeyi yapan kişiden ki
şiye değişiklik gösterebilen subjektif bir yöntem olması nedeniyle, bu konuda kesin 
bir yargıda bulunmak zordur. Ne var ki, gerek spermatozoon motilitesi, gerek akro
zom bozuklukları bakımından elde edilen değerlerin her iki ekilibrasyon süresi so
nunda da normal düzeyde bulunduğu söylenebilir. 

İki ve üç saatlik ekilibrasyon süreleri sonunda dondunılan koç ejekülatları , 
34° C de 15 saniyede, 50°C'de 10 saniyede, 75°C de 5 saniyede çözüldüler ve don
madan sonraki spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranları saptan
dı. Gerek spermatozoon motilitesi, gerek akrozom bozukluklan bakımından en iyi 
sonuçları 3 saatlik ekilibrasyondan sonra dondurolup 50° C de 10 saniyede çözülen 
ejekülatlarda aldık. 

50°C de 10 saniyede çözülen ejekülatlarda 2 ve 3 saatlik ekilibrasyon süreleri 
sonunda saptanan % 39.0 ve % 48.0 lik spermatozoon motilitesi oranlarıyla, % 15.6 
ve % 14.0 lük akrozom bozuklukları oranları, öteki ısı ve sürelerde çözülen ejekü
latlarda saptanan değerlerden daha yüksek bulunmuştur. Aynı şekilde, 50°C de 10 
saniyede çözülen donmuş koç spermalannda, 3 saatlik ekilibrasyondan sonra don
cturulup çözülen ejekülatlarda saptanan spermatozoon motilitesi ve akrozom bo
zuklukları oranlan, 2 saatlik ekilibrasyondan sonra dondurulup çözülen ejekülatlar
da saptanan spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranlarından daha 
yüksek bulunmuştur. 

Gerek çözme ısıları , gerek ekilibrasyon süreleri arasında spermatozoon moti
litesi ve akrozom bozuklukları yönünden ortaya çıkan farklılıklar, az da o lsa yine de 
önemli ve normal düzeyde sayılmalıdır. Nitekim, 50° C'de 10 saniyede 2 ve 3 saatlik 
ekilibrasyon sürelerinde elde ettiğimiz % 39.0 ve % 48.0 '1ik spermatozoon rootilite
si sonuçları, Mesıaros'un 9 40-45°C lik ısıda elde ettiği % 38.0-45.0'lik spermato
zoon motilitesi sonucuna benzemektedir. Ayrıca, Salamon ı 3 dondurmadan sonraki 
en iyi spermatozoon motilitesi sonuçlarını spermayı 45° C de çözdüğünde elde etti
ğini bildirmektedir ki, bu da bizim elde ettiğimiz sonuca yakındır. Ancak Neves ı 0 , 

Roos et al. ı 2
, Tasseron et al. ı 6 ve Andersen ve Aamdall ı, 70-75° C de 9-12 saniye

de çözülen donmuş koç ejekülatlarında en iyi sonuçları aldıklarını bildirmektedirler. 
Yine Norveç 'te yapılan bir çalışmada da 70°C de 9 saniyede çözmenin spermato
zoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranları bakırnından daha iyi sonuç verdiği 
bulunmuştur. Bizim 50°C de 10 saniyede en iyi spermatozoon motilitesi sonuçları 
almamız karşısında , anılan araştırıcıların 70-75° C de 9-12 saniyede en iyi sonuçlan 
almış olmaları çelişik gibi görünüyorsa da, 75°C de 5 saniyede çözülen koç sperma
Iarından aldığımız spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranlarının, 
50°C de 10 saniyede çözülenlerde aldıklarımızdan önemli ölçüde düşük bulunmama
sı durumu karşısında gerek bizim, gerek öteki araştırmacıların aldığ ı sonuçlar ara
sında benzerlik bulunduğu söylenebilir. 

Her üç çözme ısısında da, 2 ve 3 saatlik ekilibrasyon süreleri sonunda saptadı
ğımız spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranlarının, her ne kadar 
3 saatlik ekilibrasyon süresi lehinde bir farklılık görünüyorsa da, önemli ölçüde deği
şik olmaması karşısında, öteki araştırmacıların 2 

• 
5 

• 
6 

• 
7 

• 
8 1-5 saatlik kısa süreli eki

librasyondan sonra dondurdukları koç ejekülallarında saptarlıkları spermatoz.oon 
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motilitesi sonuçlarına benzerlik göstermesi de önemli bir bulgu olarak kabul edilebi
lir. Nitekim, Lightfoot ve Salamon 7

, 4 saatten fazla ekilibrasyonun koç sperması
nın dondurulmasında hiçbir yarar sağlamayacağı görüşü yanında, Zelfel ve Kautz'
da ı 7

, koç spermasının dondurulmasında ekilibrasyon süresinin 5 saati aşmaması 
gerektiğini vurgulamaktadırlar. Aynı şekilde, Samouilidis ı 4 ve Andersen et al. 2

, 

koç spermasının dondurulmasında en iyi sonuç veren ekilibrasyon süresinin 1 ya da 
2 saat olduğu konusunda görüş birliği içerisindedirler. 

Sonuç olarak, bu çalışmada elde edilen bilimsel verilen ve yapılan tartışmala
rın ışığında, koç spermasının dondurulmasında kısa süreli ekilibrasyonun, dondurup 
çözdükten sonraki spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları bakımından 
daha iyi sonuç verdiği söylenebilir. Ayrıca, alan uygulamalarında rutin hale gelen, 
donmuş koç spermasının 34° C de 15 saniyede çözülmesi yerine, 50°C de 10 saniye
de ve 7 5° C de 5 saniyede çözmenin de spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuk
lukları yönünden aynı, hatta çoğu zaman daha da iyi sonuçlar verdiği, donmuş koç 
spermasının yüksek ısıda ve kısa sürede çözülmesinin anılan özellikler bakımından 
yararlı olabileceği, alan uygulamaları için de önerilebilir. 

Ancak, bu çalışmaların spermatolojik özelliklerin araştırılması yanında, elde 
edilen bilimsel verilen dölverimine ne ölçüde yansıdığının saptanması amacıyla, kı
sa ekilibrasyon süreleri sonunda dondurolup yüksek ısıda kısa sürede çözülen koç 
spermalarıyla yapılacak tohumlamalardan sağlanacak gebelik oranlarının da, bun
dan sonraki çalışmalarda araştırılması yerinde olacaktır. 
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