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Die Wirkung des mit Verschiedener Verhiiltnissen in Yerdünner 
Eingesetzten Glycerins auf die Motilitiit und die Akrosommorphologie 

des Schafbockspermien bei Verschiedenen Stadien von 
Tiefgefrierungstechnik 

Zusammenfassung : Der Merino.Scluı{bocksamen wurde mit versehiedenen 
Verhiiltnisse Glycerin enthaltene Citrate-Glycose-Eidotter Verdünner verdünnt und 
in {lüssigem Sticksto{f einge{roren. Beim Prozess der Tie{gefrierung wurde die 
Prozentsatze an die Motilitiit und Akrosomschiidigung der Samenzel/en {estgestellt. 
Es wurde bestimmt, dass die Motilitiit nach der Ein{rierung fallt und die Akrosoms· 
chiidigungen nach der Glycerolization ansteig. Zwischen der verschiedenen Gly
cerinkonzentrationen im Verdünner konnte kein Unterschied so wohl bei der 
Mo tilitiit als auch Akrosommorphologie ge{unden werden. Nach Zugabe uon % 5 
G Iyeerine im Verdünner zeigte bessere Ergebnisse an beiden Untersuchungsparameter 
als andere n. 

Özet: Merinos koçlarının sperması değ~ik oranlarda gliserol içeren Sodyum 
S itrat -Giikoz-Yumurta sarısı sulandırıcısı ile sulandırı/ıp sıvı azotla donduruldu. 
Donduru/an ejekülatlarda dondurma işleminin değişik evrelerinde spermatozoon 
motilitesi ve akrozom bozuklukları oranları saptandı. Spermatozoon motilitesinin 
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özellikle dondurma evresinden sonra önemli ölçüde düştüğü, akrozom bozuklukla
rında ise gliserolizasyon evresinden sonra önemli artışlar oluştuğu gözlendi. Sulan
dırıcıya katılan değişik gliserol oranları arasında gerek motilite gerek akrozom mor
fo/ojisi bakımından önemli bir fark bulunmamakla birlikte, sulandırıcıya % 5 ora
nında gliserol katmanın daha iy i sonuç verdiği saptandı. 

GiRIŞ 

Koç spermasının düşük ısıda dondurulması sürecinde ve dondurulan koç sper
masıyla yapılan tohumlamalardan elde edilen dölveriminde kimi sorunların bulun
duğu gerek Türkiye'de gerek dışanda yapılan araştırmalardaortaya konmuştur ı • 5 

• 
6 

• 
7 · ı ı. Yapılan tüm çalışmalardan elde edilen ortak sonuçlann başlıcalan, sper

matozoon motilitesinde düşüklük , spennatozoonlann akrozomlarında ve hücre 
membranlannda çeşitli derecelerdeki bozukluklar, dölverimi düşüklüğü olarak 
özetlenebilir. örneğin yaptığımız bir çalışmada donmuş koç spennatozoonlannın 
akrozomunda şişme, madde yitimi ve dış membranlannda bozulma oluştuğunu 
elektron mikroskopik düzeyde bildirmiştİk ı . Bunu izleyen çalışmamızda ise, anı
lan bu bozukluklann, dondunna işleminin gliserolizasyon evresinde yani spermanm 
gliserol içeren sulandırıcı bölümü ile suland ınimasından sonra çoğaldığını saptarlık 6 . 

Tasseron ve arkadaşlan ı ı, donmuş koç spennatozoonlarındaki akrozom bozukluk
lan üzerinde ışık ve elektron mikroskopik düzeyde yaptıklan bir çalışmada bu bo
zuklukların özellikle spennarun giliserol içeren sulandırıcı bölümü ile sulandırılma
sından sonra artığını; Haeley 7

, koç spermasını % 15-20 gliserol içeren Sodyum Sit
rat-yumurta sansı sulandırıcısı ile sulandırıp dondurduğunda, özellikle gliserollü 
sulandırıcı kattıktan sonra spennatozoonlann akrozom kompleksi ve membranla
rında ince yapı düzeyinde bozukluklann oluştuğunu bildinnektedirler. 

Bu literatür verileri, koç spennasmın dondurulması konusunda ortaya çıkan 
sorunlann genellikle dondunnanın gliserolizasyon evresinden kaynaklandığ ı izleni
mini vennektedir. Biz de bu çalışmamızda, çeşitli oranlarda gliserol içeren sulan
dırıcıyla sulandırılıp dondurolan koç spennatozoonlarmın motilitelerinde ve akro
zomlarında, dondurma i şleminin değişik evrelerine bağımlı olarak oluşan düşüklük 
ya da bozukluklan oransal olarak saptamayı amaçladık. Boğa ve koç spermalannın 
düşük ısıda dondurulmasında genellikle sulandırıcıya % 7 oranında gliserol katılmak
tadır 4 

• 
8 ı 2 

• Ancak Salamon ı 0 , % 5 'lik gliserol oranının koç spermatozoonlannm 
dondurulmasında en iyi sonucu verdiğini; Bauer 2 , % 1.5, % 3.0 ve % 6.0 oranlann
da gliserol içeren sulandırıcılarla sulandırıp dondurduğu koç spermasında, çözülme
den sonraki motilite oranlannın sırasıyla % 31.9, % 34.2 ve % 34.7 olduğunu; Besu
lin 3

, 10 koç un spennasını % 2.4, % 2.5, % 4.5,% 5.0, % 6.5 ve % 7 .O gliserol içeren 
sitrat-glikoz-yumurta sansı sulandırıcısıyla sulandınldığmda, bu spermalardaki moti
lite indeksinin sırasıyla 0.44; 0.60; 1.03; 1.35; 0.63 ve 0.45 olduğunu bildirmektedir· 
ler. 

Gliserolün koç spennasının dondurulmasındaki etkisini araştıran Polge 9 , 

spermanın gliserol içeren sulandırıcılarla sulandırılıp dondurulmasından sonra ge
nellikle yeterli motilite, fakat düşük dölverimi sağlandığını vurgulamakta ve koçta 
ve öteki kimi türlerde, örneğin erkek domuzda, dondurulmuş spennatozoonlann 

' 1 
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fertilizasyonda zona pellucidayı yeterince delemedi~ini, bunun da akrozom ve 
membran bozukluklanyla, fertilizasyon için gerekli enzimierin bulunmayışından 
kaynaklandı~ını ileri sürmektedir. Araştırıcı dölverimi ile spermatozoon motilitesi 
arasında bir ilişkinin bulunmadı~ ı görüşündedir. 

MATERYAL VE METOD 

Bu çalışma Lalahan Veteriner Zootekni Araştırma Enstitüsünde iki merinos 
koçundan alınan toplam 10 ejekülat üzerinde yapıldı. 

Sperma koçlardan suni vajenle alındı. Alınan ejekülatlar gerekli makroskopik 
ve mikroskopik muayeneleri yapıldıktan sonra üç eşit bölüme ayrıldı. Ejekülatın 

ilk bölümü birinci sulandıncı bölümünde % 3, ikinci sulandıncı bölümünde % 4, 
ikinci bölümü ikinci sulandıncı bölümünde % 5, üçüncü bölümü ise ikinci sulandırıcı 
bölümünde % 7 gliserol içeren sodyum sitrat.glikoz-yumurta sarısı sulandırıcısıyla 

sulandınldı. Sulandırma işlemi iki aşamada yapıldı. Birinci aşamada sperma, sulan
dıncının gliserolsüz bölümüyle 1: 5 oranında sulandınlarak buzdolabına konuldu ve 
ısısı 45 dakika içinde 5°C'ye düşürüldü. ısısı 5° C'ye düşürülen bu spermaya dondur
ma kabini içerisinde daha önceden ısısı 5°C'ye düşürülmüş gliserollü sulandırıcı bö
lümü 30 dakikada azar azar ve eşit zaman aralıklannda katıldı (Gliserolizasyon). 
Gliserolizasyonu tamamlanan sperma payetiere çekilerek 5°C'deki su banyosunda 2 
saat bırakıldı (Ekilibrasyon). Ekilibrasyondan sonra sperma sıvı azot buhannda don
durularak, -196°C'deki sıvı azot içinde saklandı. örnek alma esnasında sıvı azottan 
alınan payetler 34°C'lik ılık su banyosunda 15 saniye bırakılarak spennanın çözül
mesi sa~landı. 

üç ayn gliserol oranı içeren sulandıncı ile sulandmhp dondurolan sperma 
bölümlerinden, dondurma işleminin her aşamasında örnekler alınarak motilite kont
rolleri yapıldı ve Giemsa ile boyanarak akrozom bozukluk oranları saptandı. Alınan 
10 ejekülatın ilk beşinde sadece motilite oranlan, son beşinde ise hem motilite oran
ları, hem de akrozom bozukluklan oranlan saptandı. 

BULGULAR 

Araştırmada kullanılan koçların ejekülatlannda dondurma i şleminin de~işik 

evrelerinde saptanan spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları oranları 
Tablo 1 'de topluca verilmiştir. 

Tablodan da izlenebilece~i gibi de~erlendirilen toplam 10 ejekülatta saptanan 
ortalama spermatozoon motilitesi oranlannı % 7 gliserol içeren sulandırıcı ile 
sulandmhp dondurolan ejekülatlarda ilk sulandırma, 5°C ısıda , gliserolizasyondan 
sonra ekilibrasyondan sonra ve dondurolup çözdükten sonra sırasıyla % 82.5, 
% 7 4.5 , % 70.0, % 66.0 ve % 32.0; sulandırıcının birinci bölümünde % 3, ikinci bölü
münde % 4 gliserol bulunacak biçimde sulandmhp dondurulan ejekülatlarda sperma
tozoon mo tilitesi oranları dondurma işleminin de~işik evrelerinde sırasıyla % 82.0, 
% 72.5 , % 66.0 , % 61.0 ve % 30.5; % 5 gliserol içeren sulandıncıyla sulandmhp 
dondurulan ejekülatlarda ise spermatozoon motilitesi oranlannı sırasıyla % 82.5, 
% 76.0, % 68.0, % 65.0 ve % 33.5 olarak saptadık. 
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Tablo: ı , 
Deği~ik Gliserol Oranl arı Içeren Sularıdırı cılarla Sulandırdop Dondunda n Koç Spermasınıla Motilite ve 

Akrozonı Hozuklukla rı Oranları 

Gl iserol Ilk Sulandırma + s• c de Gliserilizasyondan Ekilibrasyorıdan Dorıdurulup Çö· 

Oranı 'ii 
Sonra Sonra z~diikten Sonra 

Mot .'/1 Akrz. 'ii Moı. 'ii Akrz.~ Mo t. 'ii Akrz. % Mot. % Akrz. % Mor. 'if. Akrz. % 

7 85 85 80 70 20 
3+ 4 85 - 85 - 70 - 70 - 20 -

5 80 80 70 70 30 

7 76 65 65 60 25 

3+4 75 - 50 - 50 - 40 - 20 -
5 75 60 60 60 35 

7 75 70 70 65 25 
3+4 70 - 60 - 55 - 45 - 20 -

5 80 80 70 65 35 

7 80 70 70 65 25 
3+4 80 - 70 - 70 - 55 - 45 -

5 80 75 70 60 50 

7 85 75 65 60 35 
3+~ 85 - 75 - 60 - 60 - 25 -

5 85 75 65 65 30 

7 85 3.8 70 15.0 60 18.5 60 24.0 40 27.0 

3+ -ı 85 6.8 70 14.2 60 18.0 65 22.0 40 21.0 
5 85 3.9 70 3.9 60 13.6 60 13.0 30 21.0 

7 85 3.3 80 7.0 75 8.4 70 19.0 20 26.0 
3+- ı 85 2. 7 80 6.3 75 9.9 70 10.2 35 18.0 

5 85 1.5 80 5.6 70 11.0 65 11.5 20 13.0 

7 85 4.8 80 15.0 75 10.0 70 10.0 35 29.0 
3·14 85 6.0 80 15.0 70 15.0 65 23.0 20 26.0 

5 85 4.0 80 11 .0 70 23.0 70 18.0 35 29.0 

7 85 3.0 75 4.2 70 12.0 70 20.0 45 31.0 
3+4 85 5.0 75 6.0 75 12.0 65 17.0 40 20.0 

5 85 4.0 80 7.0 75 12.0 75 15.0 30 18.0 

7 85 4.0 75 6.0 70 19.0 70 17.0 40 18.0 
3+4 85 3.0 80 10.0 75 32.0 75 24.0 40 25.0 

5 85 3.0 80 9.0 75 12.0 70 18.0 30 21.0 

7 82.5 3.8 74.5 9.4 70.0 13.6 66.0 18.0 32.0 26.0 
3+4 82.0 4.7 72.5 10.3 66.0 17.2 61.0 19.2 30.5 24.0 

5 82.5 3.1 76.0 7.3 68.5 14.3 65.0 15.5 33.5 22.8 
-



Toplam 5 ejekülatta saptadıgımız ortalama akrozom bozuklukları oranlan da 
% 7 gliserol içeren sulandıncı ile sulandmhp dondurula~ ejekülatlarda dondunna iş
leminin ilk sulandırma, % 5°C ısıda, gliserolizasyondan sonra, ekilibrasyondan sonra 
ve dondurolup çözdülden sonraki evrelerinde sırasıyla% 3.8,% 9.4,% 13.6 ,% 18.0 
ve % 26.0 olarak bulundu. Bu oranlar ilk sulandıncı bölümünde % 3, ikinci sulandı
rıcı bölümünde % 4 gliserol içeren sulandırıcıyla sulandırıp dondurolan ejekülatlarda 
sırasıyla % 4,7, % 10.3, % 17 .2, % 19.2 ve % 24.0; tüm sulandıncıda % 5 gliserol 
bulunacak. biçimde sulandmhp dondurolan ejekülatlarda ise sırasıyla% 3.1, % 7 .3, 
% 14.3, % 15.5 ve % 22.8 olarak saptandı. 

T ARTlŞMA VE SONUÇ 

İnceledi~imiz ejekülatlarda ortalama spennatozoon motilitesi oranlarını, don
durma işleminin ilk sulandınna, 5°C'lik ısıda, gliserolizasyondan sonra, ekilibras
yondan sonra ve dondurup çözdükten sonraki evrelerinde % 7 gliserol içeren grup
ta sırasıyla % 82.5, % 74.5 , % 70.0 ,% 66.0 ve % 32.0; % 3+ 4 gliserol içeren grupta 
sırasıyla % 82.0, % 72.5, % 66.0, % 61.0 ve% 30.5; % 5 gliserol içeren grupta da sı
rasıyla % 82.5, % 76.0, % 68.5, % 65.0 ve % 33.5 olarak saptadık . 

Dondurolan ejekülatlarda, dondurma işleminin değişik evrelerinde saptanan 
spennatozoon motilitesi oranlannın incelenmesinden anlaşılacağı üzere her üç glise
rol oranı grubunda da motilite oranlan dondunna işleminin ekilibrasyondan sonraki 
evresine kadar oldukça yavaş bir azalma göstennekte, fakat dondurolup çözüldük
ten sonra ani bir düşüş göstererek hemen hemen ekilibrasyondan sonra saptanan 
motilite oranlarının yansına kadar düşmektedir. Bu sonuç, diğer araştınnacıların 
sonuçlarına benzerlik göstermektedir 2 

• 
4 

• 
5 

• 
6

• Bu bulgulara göre koç spennasının 
dondurulması sırasında spermatozoon motilitesi en çok dondurolup çözme evresin
de etkilenmekte ve önemli ölçüde bir motilite düşüklü~ü gözlenmektedir. Yine sper
matozoon motilitesine ilişkin bulgulardan anlaşıldığına göre her üç gliserol oranı 
grubunda dondurma işleminin hemen her evresinde saptanan motilite oranlan bir
birine benzer bulunmakla birlikte, % 5 gliserol içeren grupta, diğerlerine nazaran 
düşükte olsa bir artış görülmektedir. Salamon'un 10 , % 5 'lik gliserol oranının koç 
spennatozoonlannın dondurulmasında en iyi sonuç vennesi ve Besulin 'in 3

, değişik 
gliserol oranlan içeren sulandıncı ile sulandırıp dondurduğu koç spermasında en iyi 

motilite sonucunu % 5 'lik gliserol içeren grupta elde etmesi de bizim bulgumuzu 

desteklemektedir. 
Toplam 5 ejekülatta dondurma işleminin değişik evrelerinde saptadığımız ak

rozom bozukluklan oranlanm, tüm sulandırıcıda % 7 gliserol bulunacak biçimde su
landınhp dondurolan ejekülatlarda sırasıyla % 3.8,% 9.4, % 13.6 ,% 18.0 ve % 32; 
birinci sulandıncı bölümünde % 3 , ikinci sulandıncı bölümünde % 4 gliserol bulunan 
sulandıncı ile sulandınlıp dondurolan ejekülatlarda sırasıyla % 4.7, % 10.3, % 17.2, 
% 19.2 ve % 24.0; tüm sulandıncıda % 5 gliserol bulunan sulandıncıyla sulandmhp 
dondurolan ejekülatlarda da sırasıyla % 3.1, % 7 .3,% 14.3, % 15.5 ve % 22.8 olarak 

saptadık . 
Bu verilerden de görüleceği gibi, her üç gliserol grubunda da, dondunna işle-

minin değişik evrelerinde saptanan akrozom bozukluklan oranlan biribirine olduk
ça yakın bulunmakla birlikte % 5 gliserol içeren grupta bu oranlar, öteki gruptaki-
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Iere göre biraz daha düşük olmaktadır. Yine her üç gliserol grubunda da, dondurma 
işleminin ilk sulandırma ve +5°C'deki evrelerinde nonnal düzeylerde bulunan ak
rozom bozukluklan oranlan, gliserolizasyondan sonra önemli derecede bir artış gös
termekte, daha sonraki evrede ise bu artışlar normal düzeye inmektedir. 

Araştırmada elde edilen spermatozoon motilitesi ve akrozom bozuklukları 
de~ erieri birlikte incelendi~ inde her iki de~ er arasmda belirli bir ilişkinin bulunma
dı~ ı anlaşılmaktadır. Akrozom bozukluklanndaki önemli artışın dondurmanın 
gliserolizasyon evresinden sonra görülmesine karşın spermatozoon motilitesindeki 
düşüklük önemli ölç üde dondurup çözme evresinden sonra şekillenmektedir. Nite
kim bu görüşümüzü Polge 'nin 9

, görüşleri de desteklemektedir. Polge spennanm 
gliserol içeren sulandırıcılarla sulandmhp dondurulmasından sonra yeterli motilite 
fakat düşük dölverimi elde edildi~ini elde edilen bu düşük dölverimininde büyük 
ölçüde akrozom bozuklukianna b~h olarak şekillendi~ini ileri sürmektedir. 
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