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OZET

ALABALIK SPERMLERININ KISA SURELI MUHAFAZA
KOSULLARINA ADAPTASYONU

BABAOGLU, Ali Ozcan

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet Ali CANYURT
Agustos 2007, 120 sayfa

Tez kapsaminda, Manisa ve Tire’deki alabalik isletmelerinden temin
edilen alabaliklardan elde edilen spermin 0 °C’deki buz ile kisa siireli
muhafaza kosullarina adaptasyonu yontemi incelenmistir ancak spermlerde
hareketlilik goriilmemistir. Fethiye’de fotoperiyot uygulayan bir alabalik
isletmesindeki arastirmada, 0 °C’deki buz iizerinde bekletilen spermlerde
yaklagik 5 saatlik siire boyunca hareketlilik gozlenmis fakat daha sonra
denenen kuru buz ile sperm muhafaza yonteminde sperm hareketliligi
goriilmemistir.

Tiim bu aragtirmalar sonucunda spermlerin hareketli olmamasinin en
onemli sebebinin genetik sorunlar ve iilkemize ¢ogunlukla yabanci
ilkelerden gelen yumurta ve yavrularda gercek anlamda saf erkek bireyler
bulunmamasi oldugu kanaatine varilmistir. Bu sebeple isletmelerin, kendi
damizlik iinitelerini kurmalan gerektiginin alti c¢izilmis ve bireyleri

kendilerinin yetistirmesi ile bu sorunlarin asilacagi gercegi vurgulanmistir.

Anahtar sozciikler: Alabalik, sperm, muhafaza, sperm koruyucu, payet, buz,

kuru buz, s1v1 azot.
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ABSTRACT

ADAPTATION OF TROUT SPERM TO THE SHORT TERM
CRYOPRESERVATION CONDITIONS

BABAOGLU, Ali Ozcan

MSc in Faculty of Fisheries Aquaculture Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali CANYURT
August 2007, 120 pages

In this thesis, the adaptation to the short term cryopreservation
conditions method with 0 °C ice of sperm which were taken from the trout
farms in Manisa and Tire was examined but there wasn’t seen motility at
sperms. In the research that was done in the trout farm which applied
photoperiod in Fethiye, the motility of sperm at 0 °C ice had been observed
during five hours but after that there wasn’t seen sperm motility at the tested
sperm cryopreservation method with dry ice.

In conclusion of all these researches, it has been thought that the most
important reason of non motile sperms were the genetic problems and non
pure males in really which were come to our country mostly from foreign
countries. Because of this, the necessity about building of broodstock units
by farm owners was underlined and the reality of solving the problems by the

help of aquaculture of these fishes by farm owners, was emphasized.

Keywords: Trout, sperm, cryopreservation, cryoprotectant, straw, ice, dry

ice, liquid nitrogen.
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1. GIRIS

Gokkusagr alabaligl (Oncorhynchus mykiss), ekonomik degerinin yiiksek
olusu nedeniyle iizerinde en fazla arastirma yapilan balik tiirlerinden birisidir. Gall
ve Crandell'e gore (1990) muhtemelen sazan (Cyprinus carpio) dan sonra kiiltiirii
yapilan ilk tiirdiir. IIk yetistiricilik calismalar1, Kuzey Amerika'da 1874 yilinda
gokkusagi  alabaligt  yumurtalannmin, McCloud Irmagi'ndan  Kuzey
Kaliforniya'daki 6zel bir kuluckahaneye tagmarak kuluckalanmasiyla baslamigtir.
Daha sonralari ise 1877 yilinda Japonya'ya, 1885 yilinda Ingiltere'ye getirilmistir
(Akhan ve Canyurt, 2005).

Tiirkiye'de gokkusagi alabaligi iiretimi, 1970 yillarda digsandan getirilen
yumurtalarla baglamistir (Canyurt, 1985). Giiniimiizde ise gokkusag alabaligi
kiiltiirii yapilan en 6nemli tiir konumundadir. Gokkusagi alabaligi tiretimi, gerek
potansiyel su kaynaklarimn iiretime alinmasi gerekse yetistiricilikte karsilasilan
problemlerin (kaliteli yem, hastaliklara karsi miicadele, vb.) ¢6ziilmiis olmasi
nedeniyle her gecen yil artarak devam etmektedir (Akhan ve Canyurt, 2005).
Bunu iilkemiz agisindan bir sekil ve tablo ile 6zetlemek istersek alabalik
yetistriciliginin ne kadar onemli oldugu acik¢a ortaya ¢ikmaktadir. Sekil
1.1°de 2005 yihi itibariyle iilkemizde yetistiricilik iiretiminin tiirlerine gore
dagilimi1 agisindan alabaligin diger tiirlere gore en fazla paya sahip oldugu

goriilmektedir.



Levrak - Sea bass
Cipura - Sea bream
Diger - Other
Midye - Musseal

Alabalik [lgsu) - Trout (Inland waler)

Alabalik {Daeniz) - Trout (Marina watar]

Aynal sazan (lgsu) - Carp {Infand watar)

Sekil 1.1. 2005 yihi itibariyle Tiirkiye’de yetistiricilik iiretiminin tiirlerine gére dagilimi (T.C.
Basbakanlik Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2007).

Kiiltiir baliklarinin tiirlere gore dagiliminda en yiiksek yetistiriciligi

yapilan balik,

icsulardaki alabalik miktart olup,

toplam su iiriinleri

yetistiriciliginin % 40.6’s1n1 olusturmaktadir. Bunu % 31.5 ile levrek, % 23.3

ile cipura takip etmektedir. Midye, alabalik (deniz) ve aynali sazan (i¢ su)

tiretimleri de digerlerini takip etmektedir. Cizelge 1.1°de yine 2005 yilinda

elde edilen istatistiki verilere gore Tiirkiye’deki tiim illerin tiirlere gore

toplam yetistiricilik {iiretimi dagilimina baktigimizda yine alabaligin en

onemli tiir oldugu goriilmektedir.

Ic su Deniz
Aynah
Toplam | Alabalik | sazan | Alabalik | Cipura | Levrek | Midye | Diger
118 277 | 48 033 571 1249 | 27634 | 37290 | 1500 | 2000

Cizelge 1.1. 2005 yili itibariyle Tiirkiye’deki tiim illerin tiirlere gore toplam yetistiricilik

iiretimi (ton) (T.C. Basbakanlik Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2007) .




Canyurt’un 2005 yilinda EBILTEM (Ege Universitesi Bilim-Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi) proje pazarindaki sunumunda belirttigine
gore iilkemizdeki su potansiyelinin degerlendirilmesiyle birlikte tath sularda
alabalik (Oncorhynchus mykiss), denizde ise cipura (Sparus aurata) ve levrek
(Dicentrarchus labrax) yetistiriciligi her gecen yil artarak siirdiiriilmektedir.
Ancak iireticiler yetistiricilikle ilgili bircok sorunu ¢6zmiis olsalar bile halen
damizlik ve damizliklardan elde edilen kaliteli gamet temininde sorunlar
yasamaktadirlar.

Giiniimiizde su iiriinleri iretimi yapan kuluckahane sayisi binlerle ifade
edilecek sayiya ulagmustir. Yetistiricilerin genel egilimi daha fazla yavru
tiretmektir. Bu nedenle iiretimde kullamilan damizliklarin verim ozellikleri
dikkate alinmamaktadir. Uretim yapilacak yeni potansiyel alanlarin giderek
azalmasi, su iirlinleri yetistiriciligindeki artis hizim ileride simirlandiracaktir.
Bu nedenle tiretimin siirdiiriilebilmesi icin iiretimde tistiin verim ozelliklerine
sahip gamet kullanilmasi1 zorunlu olacaktir.

Yetistiricilikte kaliteli gametler, 1slah edilmis hatlardan veya
biyoteknolojik olarak manipiile edilmis hatlardan elde edilmektedir. Ornegin;
kisa siirede bilyiiyen ve hastaliklara karsi dayanikli ve yem degerlendirme
katsayis1 yiiksek gokkusagi alabaligi hatlann gelistirilmistir. Aym1 zamanda
erkek alabalifa kiyasla daha fazla karkas agirhigina sahip, % 100 disi
populasyon iiretiminde kullanilan, XX genotipe sahip erkek damizliklar
tiretilebilmektedir.

Ulkemiz acsindan bakildiginda sperm muhafaza calismalarinin
gelistirilmesi ile iistiin verim Ozelliklerine sahip balik hatlarinin veya XX
genotipe sahip erkek damizliklara ait spermanin dondurularak stoklanmasi,
taginmasi ve ihtiya¢ duyulan isletmelere pazarlanmasi saglanabilecektir. Bu
aciklamalar 15181Inda sperm muhafaza ile ilgili dongiiyi ozet olarak sekil

1.2°de gorebiliriz.



USTUN VERIME
SAHIP DAMIZLIK

XX GENOTIPE
SAHIP DAMIZLIK

SPERMA ALIMI VE
——| CRYOPRESERVATION €—

STOKLAMA
SAKLAMA

KALITELi SPERM
— ITHALATI

—»

PAZARLAMA  |g—

Sekil 1.2. Alabalik sperm muhafaza dongiisii (Canyurt, 2005).



Yetistiriciligi yapilan alabaliklarin iireme donemi cevresel sartlara bagli
olarak Kasim-Mart aylarn arasinda gerceklesmektedir. Ancak bircok
isletmede disi ve erkek damizliklar arasinda, iireme déneminde goriilen
senkronizasyon bozuklugu nedeni ile bazen disilerden yumurta alindig: halde
erkek bireylerden siit alinamamakta veya bunun tersi olmaktadir. Bu
durumda iiretici, disilerden yumurta sagimi yaptiginda erkek anaclar sperma
vermedigi icin sagilan yumurtalar dollenmemektedir. Sonu¢ olarak
yumurtalar ziyan olmakta veya erkekler olgunlastigi halde disilerden yumurta
almamadiginda ise sperma kayb1 s6z konusu olmaktadir. Bu da iireticilerin,

ekonomik kayiplara ugramasina yol agmaktadir (Canyurt vd., 2003).



2. ONCEKI CALISMALAR

Canyurt vd., (2003), balik spermasinin basarili bir sekilde muhafaza
edilmesinin su iriinleri yetistiriciliginde ©nemli avantajlar sagladigim
belirtmistir. Sperma muhafazas1 sayesinde gamet transferi daha rahatlikla
gerceklestirilebilmektedir. Ustiin verime sahip hatlara ait spermlerin baska
isletmelere nakledilmesi veya yabani formlara ait genlerin kuluckahane
stoklarina aktariminda muhafaza teknikleri kullanilmaktadir (Cloud ve dig.,
1990). Damizlik alabalikta testislerde gelisen spermanin, ilerleyen zaman
icerisinde kullanilmadig taktirde yaslanarak kalitesi diismektedir. Muhafaza
sayesinde spermanin yaslanmasini 6nlemek ve kalitesini iist diizeyde tutmak
mimkiindiir (Rana, 1995). Deneysel caligmalarda, genetik ve 1slah
caligmalarinda yi1l boyu ihtiya¢c duyulan sperma, muhafaza teknikleri
sayesinde saglanabilmektedir (Suquet ve dig., 2000).

Brofeldt'in 1914 yilinda alabalik spermasinin soguk ortamda daha uzun
yasadigimi kesfetmesinden sonra, sperm biyolojisinin daha iyi anlasilmasiyla
iki degisik muhafaza teknigi gelistirilmistir (Biiylikhatipoglu ve Holtz, 1978).
Bu tekniklerden birincisi spermanin 1 ila 9 °C'de kisa siireli muhafazasi
(soguk muhafaza), digeri derin dondurucu veya s1v1 azot icerisinde 0°C ile -
196°C arasinda uzun siireli muhafaza teknigidir (Karyoprezervasyon).
Degisik balik tiirlerinde yapilan arastirmalarda balik spermasinin, farkli suni
plazmalar, farkli seyreltme oranlarinda kullanilarak veya herhangi bir
seyreltici kullanilmadan, degisik gaz atmosferleri esliginde, kisa siireli
saklama yontemiyle 7-34 giin (Balik, 1978; Biiyiikhatipoglu ve Holtz, 1978;
Stoss ve Holtz, 1983; Stoss ve Refstie, 1983; Moore, 1987; Ohta ve Izawa,
1996; Ohta ve dig., 2000; Bencic ve dig., 2000) uzun siireli saklama
yontemiyle 365 giine kadar (Moczarski, 1976; Moczarski ve Koldars, 1976;
Gupta ve Rath, 1991 ve 1993; (Gupta ve dig., 1995; Canyurt’dan 2003))



canliligini ve dolleme kabiliyetini korudugu bildirilmistir (Canyurt vd.,
2003).

Cabrita ve digerlerinin (2001) bildirdigine gore biitiin bunlarin yaninda
balik sperminin soguk muhafazasi, heniiz pratik olarak ticari boyutta
gerceklestirilememis yeni bir sahadir. Gamet muhafazayla ilgili ¢ok sayida
calismaya ve kiiciik captaki laboratuvar denemelerinde Onemli ilerlemeler
elde edilmesine ragmen bu metotlarin ticari boyuta taginmasinda hala bir¢ok
problem bulunmaktadir. Bu konudaki ©nemli fikirler arasinda arazi
kosullarinda dondurma yontemi ve yiiksek miktarda sperm elde etme
bulunmaktadir. Kisa siire i¢inde dondurma metodu probleminin iistesinden
gelinebilecektir ¢iinkii arazide kullanmilan dondurma sistemlerinden elde
edilen  sonuglar, laboratuvar  ortaminda  programlanabilir  bir
biyodondurucuyla elde edilenlere karsi benzer sonuclar gostermistir (Tiersch,
1995).

Spermin koruma amagh igine yerlestirildigi geleneksel 0.25 ve 0.5
ml’lik payetler, bircok balik tiirii sperminin soguk muhafazasinda ve kiigiik
miktarlardaki yumurtanin dollenmesinde basarili bir sekilde kullanilmigtir
(Lahnsteiner vd., 1995, 1996). Bu durum, gen bankasi gibi laboratuvar
hedefleri ya da az miktarda spermin ihtiya¢c duyuldugu tiirlerde ticari
kullanim icin ise yarayabilir. Bununla birlikte som baliklarindaki
uygulamada, yiiksek miktarda yumurta dollemek icin ¢ok fazla sayida payet
gerekmektedir. 1.8 ya da 5 ml’lik payet kullanilarak gerceklestirilen spermin
soguk muhafazasi, spermin payetlerin igine yerlestirilmesi ve buzun
¢oziilmesi igin gerekli siirenin kisalmasina yardimci olur ve tireme donemi
boyunca sperm elde edilmesini kolaylastirir (Cabrita vd., 2001).

Yiiksek miktarlarda dondurma, ilk defa memelilerde, Ozellikle
laboratuvar sartlarinda iyi sonuglar gosteren boga ve koc¢ sperminde rapor

edilmistir (Brown vd., 1991; Torreta vd., 1996). Genis captaki muhafaza



protokolleri ayrica, Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner vd., 1997, Wheeler ve
Thorgaard, 1991; Steinberg vd., 1995; Conget vd., 1996), Salmo trutta fario,
Salmo trutta lacustris, Salvelinus alpinus (Lahnsteiner vd., 1997; Richardson
vd., 2000), Polyodon spathula (Brown ve Mims, 1999), Silurus glanis (Bart
vd., 1998) gibi bazi tath su balig tiirleri ve Dicentrarchus labrax (Fauvel
vd., 1998) ve Pleuronectes ferrugineus (Richardson vd., 1999) gibi bazi
deniz tiirleri i¢cin de test edilmistir. 5 ml’lik payetler kullanildiginda
gokkusagr alabaligl spermi icin dolleme oranlarinda bir azalma bulunmustur.
Lahnsteiner vd., (1997), dollemede % 40 basar1 elde ederken Wheeler ve
Thorgaard (1991), % 49.3 dolleme basarisi elde etmistir. Steinberg vd.,
(1995), aymi tiirlerdeki diger dondurma metotlar1 (tablet seklinde)
karsilastirlldiginda % 82 dolleme orami rapor etmistir. Bu denemelerdeki
dondurma/¢ézme protokollerinde kullamilan fark kriteri ve elde edilen
sonuclar, kuluckahane kullanimi zorlugu konusunda bu metotlarin se¢imi ve
karsilastirilmasina olanak verir (Cabrita vd., 2001).

E. Cabrita ve arkadaslar1 (2001) yaptiklar1 ¢aligmada, 1.8 ve 5 ml’lik
payetler i¢in en iyi dondurma/cdzme sartlarin1 analiz etmeyi ve yiiksek
miktarda spermin soguk muhafaza metodunun kuluckahane kullanimi i¢in
basarili olup olmayacaginm kontrol etmeyi amaglamislardir.

Balik iiretimi basitge yetistirilen tiirlerin 1slah edilmesiyle gelisme
gostermektedir. Genetik potansiyel, genetik olarak tanimlanmis irklarin
caprazlanmas1 ve belirlenmesi, tiirlerin caprazlanmast ve gametlerin
degistirilmesi yolu ile gelistirilebilir (Gall, 1991; Horstgen-Schwark, 1991).
Bu uygulamalardan bazilann da spermlerin soguk muhafazasin
gerektirmektedir. Balik sperminin diisiik sicaklikta muhafazasi ile ilgili ilk
basarili c¢alisma ringa (Clupea herangus) yumurtalarim dondurularak
¢oOziilmiis sperm ile dolleyen Blaxter (1953) tarafindan rapor edilmistir. Holtz

(1993), Stoss’a (1983) atfen ge¢mis 20 yil boyunca som baligi spermini



dondurmak i¢in biiyiik ¢aba sarfedildigini ve su anda bir¢ok balik tiiriinden
alman spermin dondurulabildigini bildirmistir. Yine Holtz (1993), Stoss’a
(1983) atfen gokkusagi alabaligi sperminin muhafazasi ile ilgili daha 6nceki
caligmalarin Stoss (1983) tarafindan 6zetlendigini belirtmistir (Holtz, 1993).

Tiim bu caligmalar sonucunda spermi koruyucu maddenin bilesimi ve
izlenen yontemlerin basarili muhafazada 6nemli bir rol oynadigi acikga
goriilmektedir. Gergekte belirli kosullar altinda som baligi sperminin distile
su iceren DMSO ile sulandirildiktan sonra dondurulmasiyla dikkate deger
sekilde yiiksek dollenme oranlari elde edilmistir ((Stoss, 1979; Holtz’dan,
1993), Holtz vd., 1991). Literatiiriin bir elestirisinde de, gerekli hesaplar
yapilmadan kullanilan koruyucu bilesim ile ¢6ziilme sonrasinda yiiksek
derecede tutarsiz dollenme oranlart bulundugu belirtilmektedir. Hatta bu
dikkate deger tutarsizlik bir laboratuvarda da soyle goriilebilmistir: Holtz
(1993), Stoss ve kendisine atfen (1983a), % 70-90 (dondurulmamis kontroller
icin diizeltilmis) dollenme oranlar rapor edildigini belirtmis ve yine Holtz
(1993), Scmidt ve kendisine atfen (1987) aym protokolii izleyen Scmidt ve
kendisinin % 40’1 ge¢meyen dollenme oranlar1 elde ettigini bildirmistir
(Holtz, 1993).

Holtz’un (1993) bildirdigine gore Mounib (1978), siikroz igeren bir
bilesim i¢inde spermi donduran ilk kisiydi. Holtz (1993), Stoss’a (1979) atfen
ilk baslarda yapilan bir karsilagtirmali denemede bu koruyucunun digerlerine
gore daha iistiin olmadiginin gozlemlendigini ve bu yiizden denemenin
siirdiiriilmedigini bildirmistir. Memeli embriyolarinin soguk muhafazasi ile
ilgili elde edilen deneyimler, yiiksek konsantrasyonlarda sakkarit iceren
seyrelticilerle yapilan denemelere yol gosterici olmustur. Bu calismalardan,
% 10 DMSO ilave edilmis 0.6 M’lik sulu bir siikroz soliisyonu igceren basit
bir koruyucu bilesim elde edilmistir. Tutarl1 bir liretim gosteren sistem, taze

spermle karsilastirildiginda c¢oziilmeden sonra yaklasik olarak % 90’lik
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dollenme oraniyla ¢ok basarili olmustur (Meiners-Gefken vd., 1987; Holtz
vd.,1991).

Doéllenme oranlarini en yiiksek seviyeye ¢ikarmak igin su faktorlere
dikkat etmek gerekir:

1-  Sperm toplandiktan sonra ve isleme tabi tutuluncaya kadar serin
bir yerde tutulmalidir (miimkiinse yaklasik 0 °C). Kiigiik tiipler 5-6 mm’den
daha yiiksek seviyede doldurulmamali ve kapaksiz sekilde tutulmalidir
(Biiytikhatipoglu ve Holtz, 1978; (Stoss ve Holtz, 1983c; Holtz’dan, 1993);
(Stoss vd.,1987; Holtz’dan, 1993)).

2- Toplama ve islem arasinda gegen siire minimum tutulmalidir
((Stoss ve Holtz, 1983a; Holtz’dan, 1993); (Schmidt-Baulain ve Holtz, 1989;
Holtz’dan, 1993)). Buna karsin, Baynes ve Scott (1987), 26 saat gibi uzun
stireligine saklanan sperm ile iyi sonuglar elde etmistir.

3-  Sperm, 1 birim sperme kargt 3 birim koruyucu oraninda, % 10
DMSO (Stoss ve Holtz, 1983b; Holtz’dan, 1993) ilave edilmis 0.6 M’lik bir
stikroz soliisyonu (Holtz vd., 1991) icinde saklanmalidir.

4-  Seyreltilmis sperm kuru buz iizerinde -79 °C’de donmus tablet
(pelet) seklinde olmalidir (Nagase ve Niwa, 1964; Biiyiikhatipoglu ve Holtz,
1978). Optimal tablet boyu 0.1 ml’dir (Schmidt ve Holtz, 1987; Holtz’dan,
1993).

5- Seyreltme ve tablet seklinde dondurma arasinda gecen siire 2
dakikay1 asmamalidir. Islemler otomatik pipet yardimiyla hizlandirilabilir.

6- Donmus tabletler direkt olarak likit nitrojen (-196 °C) igine
aktarilabilir.

7- Tabletleri ¢dzmenin en iyi yolu olgun disilerden alinan o6zel
stvinin kullanimidir. Diger en iyi alternatif 6zel siv1 ise 0.12 M’lik NaHCO;

ya da 0.12 M’lik NaCl’dir (Stoss ve Holtz, 1981, 1983b; Holtz’dan, 1993).
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8- Her 0,1 ml'lik tablet icin 1 ml’lik ¢6zme soliisyonu
kullanilmalidir (Stoss ve Holtz, 1983b; Holtz’dan, 1993).

9-  Cozme soliisyonunun sicakligi 20 °C’den daha az, 40 °C’den daha
fazla olmamalidir (Holtz vd., 1991).

10- Yumurta ve sperm arasindaki temas ele alindiginda tabletlerin
coziilmesi 30 saniyeden Once gerceklestirilmelidir (Stoss ve Holtz, 1981;
Holtz’dan, 1993). Bunun icin tabletlerin, yumurtlarin {izerine dokiilmeden ve
karistirilmadan 6nce sivilasincaya kadar i¢inde ¢oziicii soliisyon bulunan bir
sise icinde calkalanip kiiciik gruplarin dollenmesi saglanmalidir (Holtz,
1993).

Eger sperm kullanimi iireme doneminin ortasinda gergeklestirilir
(Legendre ve Billard, 1980; (Schmidt-Baulin ve Holtz, 1991; Holtz’dan,
1993)) ve hareketli erkeklerden elde edilen bir sperm havuzu kullanilirsa (Ott
ve Horton,1971; (Stoss ve Holtz, 1983a; Holtz’dan, 1993)) sonuclarin daha
iyi olacagi ortadadir (Holtz, 1993).

Holtz’un (1993) bildirdigine goére, bir takim diizeltmeler miimkiin
olmakla birlikte burada anlatilan metotlar iyi sonu¢ vermektedir. Gelecekteki
aragtirmalar, bu metotlarin arazi kosullar1 altinda kullanimini kolaylastirma
tizerine kurulmalidir. Sperm koruyucu bilesime yumurta saris1 (Baynes ve
Scott, 1987) ve diger bilesenlerin eklenmesi de uygun olabilir. Belirli
sayidaki yumurtayr dollemek icin gecmisten beri genellikle fazla sayida
sperm kullanilmasina karsin denemeler, gerekli sperm miktarin1 en aza
indirme iizerine de kurulmalidir. Bununla birlikte su andaki bilgiler de
gokkusagi alabalign sperminin basit bir koruyucu bilesim icindeki soguk
muhafazasinin giivenilir ve uygulanabilir metotlar iizerine oturtuldugu
seklindedir. Bunun yararliligi da Holtz, Meiners-Gefken ve ekiplerinin kendi
birimlerinde yaptiklar1 tekrarlamalar ve yaymlanan sonuglarla kanitlanmistir

(Meiners-Gefken vd., 1987; Holtz vd.,1991).
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3. SPERM, YAPISI, SPERM iLE ILGILi KAVRAMLAR

Calismamizin materyal ve yontem boliimiine gegmeden 6nce daha sonraki
boliimlerdeki bir takim kavramlara agiklik getirmesi bakimindan oOncelikle
sperm, yapisl, sperm ile ilgili kavramlar gibi konularda agiklayici bilgiler vermek

konunun anlagilmas1 bakimindan daha etkili olacaktir.

Erkek ve disi germ hiicreleri (Gamet) adini alan hiicreler
olgunlagmalar siirecinde ileride yapacaklari ise uygun bir sekil
kazanmiglardir. Bu nedenle erkek germ hiicresi (Spermium) kiiciik ve ¢ok
hareketlidir. Disi germ hiicresi (Ovum) ayn1 zamanda gelisecek yavru i¢in bir
besin deposu gorevi de yapmaktadir. Bu nedenle de biiyiik ve hareketsizdir
(Kayal1 vd., 1992). Hiicreler arasindaki bu fark adeta iki cinsiyet arasindaki
farka benzer: Erkek aktif ve arayici, disi ise pasif ve bekleyicidir. Oncelikle
erkek germ hiicresinin morfoljisi ile ilgili Kayali ve digerlerinin (1992)
verdigi bilgilere bu konu baslig1 altinda daha sonra da Uciincii ve digerleri
(2006) ile Erkogak’in (1980), testisler, spermatogenetik hiiceler ve sertoli

hiicreleri gibi konu bagliklar1 altinda verdigi bilgilere géz atalim.
3.1. Erkek Germ Hiicresinin Morfolojisi

Spermium adi verilen erkek germ hiicresi, 1677 yilinda Johann Ham
tarafindan ilk defa goriilmiistiir. Bas, orta parca ve kuyruk olmak iizere ii¢

kisimdan olusan ve canli iken ¢ok hareketli bir cisimciktir.

Bas: Karsidan bakildiginda oval, yandan bakildiginda armut
bicimindedir, Taze preparatlarda 15181 ¢ok kiricidir, bu nedenle de parlak
olarak goziikiir. Boyanmis preparatlarda ise basin arka kismi niive boyalar
ile cok koyu olarak boyanir, ¢iinkii basin bu kisminda, ¢ok miktarda (DNA)
bulunmaktadir. Bagin 6n kisminda insan spermiumunda ancak elektronoptik
ile tam belirgin olarak goriilebilen, mikrozomlardan olusmus ve basi bir

takke biciminde saran, ince fibrillerden kurulu bir kilif (Galea capits) vardir.
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Basin bu kisminin, spermium epididimde olgunlasirken ortaya ¢ikan enzimleri
tagidigi ve bu nedenle de fertilizasyonda onemli bir rol oynadigi kabul

edilmektedir.

Bas takkesinin u¢ kismi bazi hayvan tiirlerinde delici ug

(Perforatorium) seklinde kuvvetlendirilmistir.

Spermium basi, olgunlagsmamis germ hiicrelerinin niivesine uymakta ve

bu nedenle de babaya ait haploid kromozomlari tagimaktadir.

Orta parca: Boyun ve birlestirici kistm olmak iizere iki boliimden

olusmustur.

Boyun ¢ok kisadir ve bas plagi (Noduli anteriores) ile ara kitle (Massa
intermedia)den yapilmisgtir.

Isik mikroskopunda bas plagi: Basin hemen altinda yerlesmis iki
cisimcik ile onlart birbirine birlestiren, enine diske baglayan homojen bir
kitle goriiniimiindedir.

Elektron mikroskopunda boynun yapisi daha karisik bir durum
gostermektedir. Proksimal bolgede rozet seklinde dizilmis -cisimcikler
goriilmektedir. Bu olusumun proksimal sentriole uymasi gerekmektedir.
Uzamina diigmiis kesitlerde spermiumun her iki kenarinda koyu ve agik
bolgeler goriilmektedir. Enine kesitlerde ise bunlarin halka seklinde {ist iiste
dizilmis fibrillerden kurulu oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Boyun bir oynak gorevi yapmaktadir. Bas bu sayede spermiumun geri
kalan kisimlarina karg1 hareket yetenegi kazanmaktadir.

Birlestirici kisimda su olusumlar vardir:

1. Enine disk (Discus transversalis): Ara Kitlenin (Massa intermedia)

hemen altinda kurs seklinde bir plaktan yapilmistir.

2. Son halka: Dip cemberi veya kapatict halka da denir. Arka

sentriolden olustugu kabul edilen kurs seklinde bir plaktir.



14

3. Eksen ipligi: Bu iplik enine diskten baglayarak kuyrukta da devam
eden bir lif¢ikten olusmustur.

4. Spiral iplik: Eksen ipliginin etrafinda bulunan, ince plasmatik kilifi
saran, mitokondrilerden yapilmis, 8-9 kivriml bir ipliktir.

5. Sitoplasmik kilif: En dista bulunan ince bir zardur.

Kuyruk: Meni hayvanciginin en uzun fakat ayni zamanda en ince
kismint yapar. Bir uzun esas parca (Pars principalis) ile bir de kisa son
parcadan (Pars terminalis) olusmustur. Biitiin kuyruk boyunca eksen
iplik¢igi uzanir. Kuyruk, yilanvari hareketler ile spermiumun ileriye dogru
hareket etmesini saglar. Sekil 3.1’de insanda olgun sperm Ornegi, temel

boliimleri ile, sekil 3.2°de ise ayrintili boliimleri ile goriilebilmektedir.

Akrozom
Bas
Kromozomlar: i¢eren Cekirdek

Orta Parca
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Sekil 3.1. Insanda olgun sperm (www.mhhe.com, 2007).
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Sekil 3.2. Insan sperminin goriiniisii a) Insan sperminin 151k mikroskopunda sematik
goriiniisii, b) Insan sperminin ultra mikroskopik goriiniisii (Kayali vd., 1992).

Spermium bir hiicre olarak incelendiginde; bas, niiveye, biitiin diger

kisimlar da hiicre govdesine uyar. Genler bulunmas1 nedeniyle fekondasyon
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esnasinda asil onemli rolii oynayan bastir, enine disk ise sadece bir motor
durumundadir: Bu plagin saglam olmasi spermiumun hareket edebilmesi i¢in
sarttir. Kuyruk, geminin pervanesi gibi sadece hareketi saglayan bir kisimdir.

Bas1 bulunmayan bir spermium, eger enine plagi saglam ise hareket
edebilir. Bundan anlasilacag: ilizere hareket yetenegi ile dolleme yetenegi

farkli seylerdir.

Spermiumlar genital organlarda akintiya kars1 hareket ederler. Bu olaya
pozitif ( + ) Rheotaxis denir.
Spermiumlar, disi genital organlarin bazi maddeleri tarafindan cekilir.

Bu olaya da pozitif ( +) chemotaxis denir.

Bir spermiumun yasama siiresi, i¢inde bulundugu ortamin pH’ina
baghdir. Spermiumlar asit ortamlarda c¢ok c¢abuk hareket niteliklerini
kaybedip oliirler (Kayali vd., 1992). Sekil 3.3’de insan sperminin cesitli

ornekleri, sekil 3.4°de ise cesitli balik spermi 6rnekleri goriilmektedir.
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a b

Sekil 3.3. 1Insan spermi ornekleri a) Izole edilmis inasn spermi hiicreleri

(www.nikonsmallworld.com, 2007), b) Insan spermi (www.astrographics.com, 2007).

Sekil 3.4. Degisik balik tiirlerinin spermlerinden goriintimler a) Zebra balig1 (Danio rerio)

spermi (wilson-leedy.com, 2007), b) Sazangillerden altin balik (Carassius auratus)
spermatozoonunun  dis  morfolojisinin  elektron = mikroskopundaki = gOriiniimii

(www.biology.ualberta.ca, 2007).
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3.2. Testisler

Erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlarin ve erkek cinsiyet hormonu olan

testosteronun iiretildigi organlardir (Ugiincii vd., 2006).

Spermatogenik hiicreler spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler ile

spermatidlerdir.
3.2.1. Spermatogenetik hiicreler

3.2.1.1. Spermatogonyumlar

Vitelliis  kesesinin  endoderminden primordial testise gd¢ eden hiicrelerin

farklilagmastyla olusurlar ve ergenlik déneminde islevsellik kazanirlar.

3.2.1.2. Primer spermatositler

Spermatogonyumlardan daha biiyiiktiirler ve enine kesitlerde ¢ok sayida goriiliirler.
Mayoz bolinmenin birinci profazina hemen girdikleri halde boliinme sonuna kadar
sitoplazmik kopriilerle birbirlerinden aynlmadan kalrlar, ilk mayoz boliinme sekonder

spermatositlerin sekillenmesiyle tamamlanr.

3.2.1.3. Sekonder spermatositler

Primer spermatositlere oranla daha kiiciik olan bu hiicreler hizla ikinci mayoz

boliinmeye girdikleri icin ¢ok az sayida gozlenebilirler.
3.2.14. Spermatidler

Tkinci mayoz béliinme sonunda olusan kiiciik, acik renkli ve genelde merkezi yerlesim
gostermeyen nukleuslar1 ile ayirt edilen hiicrelerdir. Olgunlagma siirecinde kromatin
yigilimu ile nukleuslan da giderek kiiciiliir ve daha koyu renkli boyanir. Spermatogenezin
spermiyogenezis olarak tanimlanan son spermatogenezis asamasinda spermatozoonlara
doniisiirler. Spermatozoonlar bas, boyun ve kuyruk bolgeleri kolayca ayirt edilen aktif

hareketli hiicrelerdir.
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Bas kisminda yogun kromatin icerigi ile biiyiik bir nukleus ve bunun anteridriinde
fertilizasyon icin gerekli enzimler iceren akrozom yer alir. Nukleus zarmm posteridrii bazal
levha olarak adlandirilir. Boyun kisadir ve bazal levha ile bunun hemen arkasinda transversal
olarak yer alan sentriyolden ibarettir. Kuyruk orta, esas ve son kisimlara ayrilmaktadir. Sil
yapisindaki mikrotiibiiler diizenlenme olan aksonem orta kisimdadir ve diger sil yapilarinda
goriilmeyen bir organizasyon gostererek yogun fibrille ¢evrelenmistir. Aksonem ve yogun
fibrilleri de mitokondriyumlar ¢evrelemektedir. Orta kismin son parcasi yogun bir halka olan
annulusdur. Aksonem ve yogun fibrillerin eksen filamenti olarak devam ettigi kuyrugun esas
kismu fibroz bir kihfla kaplidir, son kisminda ise aksonemin cevresinde sadece ¢ok az

miktardaki sitoplazma ile hiicre zar1 bulunur (Ugiincii vd., 2006).

3.2.2. Sertoli hiicreleri

Spermatogenik hiicreler arasinda cok az sayida dagilmig olarak gozlenen
diizensiz sekilli hiicrelerdir. Isik mikroskobunda iyi goriilemeyen uzantilariyla
spermatogenik hiicreleri hem mekanik anlamda, hem de besleyerek destekler. Belirgin
bir nukleolusu bulunan iri nukleuslart agik renkli, oval veya iicgenimsi sekildedir.
Sertoli hiicreleri, oldukca muntazam araliklarla birbirinden ayrilmis
durumdadir. Sekilleri, bazen silindir, bazen tepesi kesik piramit veya uzun
armut bi¢iminde olabilir. Niikleuslar1 iri, daha cok oval veya {iiggen

seklindedir.

Sertoli hiicreleri, spermatogenetik hiicreleri besleyen ve onlara
desteklik eden hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri cesitli zararli etkenlere kars1 ¢cok
dayaniklidir. Spermatogenetik hiicreleri kolaylikla tahrip eden X 1sinlari,

yiiksek sicaklik v.s. bu hiicrelere tesir etmez (Ugiincii vd., 2006).
3.3. Spermatogenesis

Spermatogenetik hiicreler, belirli bir diizenle birbirini izleyen hiicre

jenerasyonlarindan ibaret bir¢ok siralar halinde diizenlenmistir. Olgun
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spermium oluncaya kadar spermatogenesisin biitiin devirleri spermatogenetik

hiicre katlarinda gecer (Erkogak, 1980).

Spermatogenesis yani erkek cins hiicrelerinin gelismesi olayinda ii¢
devir mevcuttur. Ureme devri, biiyiime devri ve olgunlasma devri. Ureme
devrinde, spermatogenetik hiicreler somatik hiicreler gibi mitoz ile
boliiniirler. O zaman bunlara spermatogonyum denir. Spermatogonialar sik
mitoz gosterir ve erkekte ileri yaslara kadar boliinmeye devam ederler.
Bunlarin bir kismi, bir siire boliindiikten sonra yeni bir mitoza girecek yerde
biiyiimeye baslar. Biiyiime devrinde spermatogenetik hiicrelere spermatosit
I denir. Spermatosit I’lerin ¢ogu spermatogonialardan daha biiytiktiir.
Niikleuslar1 birinci olgunluk béliinmesinin profaz sathast degismelerini
gosterir. Yani kromatin ince uzun ipliklere, kromozomlara boliiniir. Anaya ve
babaya ait olmak iizere ikiser ikiser es kromozomlar (homolog kromozomlar)
paralel olarak uzunlamasina birbirine yapisip kromozom ciftleri teskil ederler
(bivalent kromozomlar). Olgunluk devrinde kromozom ciftlerinin homolog
kromozomlari, gereginde aralarinda parca aligverisi (crossing-over) yaptiktan
sonra tekrar birbirinden uzaklasir, herbiri hiicrenin bir kutbuna cekilerek
birinci olgunluk boliinmesi bitirilir. Boylece spermatosit I'den meydana gelen
iki yavru hiicre, spermatosit Il adin1 alir. Su halde spermatosit II'ler tiire 6zgii
kromozom sayisinin ancak yarisimi yani haploid sayida kromozom igerirler.
Spermatosit II'ler spermatosit I'lere nisbetle daha kiiciiktiir. Bunlar hemen
yine boliiniirler (ikinci olgunluk béliinmesi). Ikinci olgunluk boliinmesi esas
itibariyle haploid kromozom sayis1 ile olan somatik mitoz gibidir. Bu kez,
ortalarindan uzunlamasina yariklanmis olan kromozomlarin bir yanlar bir
kutba diger yarilar1 6biir kutba gekilerek yavru hiicrelere gecerler. Ikinci
olgunluk boliinmesinden sonra bir spermatosit II'den meydana gelen iki
yavru hiicreye spermatid denir. Spermatidler, gercek haploid sayida

kromozom icerirler. Olgunluk devrinde, spermatogenetik hiicrelerin
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gecirdigi, birbirini izleyen bu iki boliinmeye, kromozom sayisinin yariya
inmesini sagladigi i¢in rediiksiyon boliinmesi, bu suretle de, cins hiicrelerinin
olgunlagmasini temin ettigi icin, birinci ve ikinci olgunluk boliinmesi veya
meiosis denir. iki olgunluk boliinmesi sonucunda bir spermatosit I'den dort
adet spermatid olusur. Spermatidler spermatosit II'ye nisbetle daha kiiciik,
poligonal sekilde hiicrelerdir. Kenarlar1 koyu boyanan, irice, yuvarlak bir
vezikiil igerirler. Bu vezikiile, idiozom veya sonradan iginde akrozom
gelistigi icin, akrozomal vezikiil denir. En son, spermatidler artik boliinmez.
Herbiri 6zel bir degisme ile spermium olur. Buna gore bir spermatosit I'den 4

olgun spermium meydana geliyor demektir (Erkocak, 1980).

3.4. Spermiogenesis

Erkek germ hiicrelerinin olgunlagma olayma spermiogenesis adi verilir.
Bu olay, biitiin yiiksek organizmali canl tiirlerinde testis adi verilen erkek
tiretim organinda (gonadlarinda) yapilir. Spermiogenesis insanda, erginlik
cagl (Pubertas) ile baglayip ileri yaslara kadar araliksiz siirer. Fakat
testislerin spermium yapabilme giicii ileri yaslarda ¢ok yavaslar (Kayali vd.,
1992).

Spermiumlarin  ilk  ana  hiicresi  “Spermatogonyum”lardir.
Spermiogenezin birinci donemini olusturan ¢ogalma devrinde mitoz ile siirekli
olarak spernatogonyumlar yapilagelmektedir. Belirli sayidaki mitozdan sonra
bu ¢agalma durur ve bu hiicrelerin bazilarinda bir biiyiime baslar. Bu sekilde
spermiogenezin ikinci donemi yani Biiylime devri baslamistir. Bilylimeye
baslayan bu hiicreler “Spermatosit I’ adim alirlar. Su halde ikinci donem olan
biiylime devrinde Spermaosit I’ler yapilmaktadir. Bu periyot olgunlagma
donemine bir hazirliktir. Bu donemde, niivede, uzamis bir profaz olarak
kabul edilen birtakim degisiklikler olur. Ugiincii dénem olan olgunlasma
devresinde birbirini izleyen iki boliinme olur ve bu bdliinmeler sonunda

kromozom sayist yariya iner. Bu nedenle olgunlasma bdliinmesine
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“rediiksiyon boliinmesi” veya “Meiozis”  denir. Ik boliinmede
“Spermatosit Il yapilir, onun boliinmesiyle de "Spermatid” ortaya cikar.
Spermatosit II'nin dmrii ¢ok kisadir. Bu hiicre olur olmaz tekrar boliinerek
spermatid haline gecer. Bu nedenle testis kanalciklarinda Spermatosit II'ler
¢ok giic saptanabilir (Kayali vd., 1992).

Spermatidler de tam olgun hiicreler degildir. Bunlarin tam olgun hale
gelebilmeleri icin “Spermiohistogenesis” donemini ge¢irmeleri gereklidir ki
bu siirede de “Sertoli hiicreleri” ile bir siire miisterek hayat “Symbiosis”
siirmeleri gereklidir. Sertoli hiicreleri oval veya armut bi¢imi niiveli, bol
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Ufak, ovalimsi, hafif bazofil sitoplazmali ve
olduk¢a kompakt niiveli bir hiicre olan spermatidler bir basak demetini
andiracak sekilde bu sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 igerisine girerek
birbirini izleyen degisikliklere ugradiktan sonra spermiumun en son seklini
alacaklardir. Iste, spermatidlerin Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalari igerisinde
spermium haline gelene kadar gecirdikleri bu déneme spermiohistogenesis

denir (Kayali vd., 1992).

Tiim bu agiklamalar1 farkli bir sekilde 6zetelmek istersek;

Spermiogenesis, yani spermatidin olgun spermiuma degismesi olayz,
baslica spermatidin sentriyollerinde, niikleusunda ve Golgi aparatinda

kendini gosterir (Erkocak, 1980).

Olgun Spermium, niikleusunda haploid sayida kromozom bulunan
sitoplazmasi ¢ok az, ince, uzun hareketli bir hiicredir. Bas, orta parca ve
kuyruk olmak iizere ii¢ kismi ayirt edilir. Bas, dnden bakinca oval, yandan
bakinca ucu yassilasmis armut bigciminde goriiliir. Niikleustan meydana
geldigi icin, homojen, yogun kromatin kitlesinden ibaret bir yap1 gosterir.
Basin 6n yiiziiniin bir kism1 ince bir membranla ortiiliidiir. Bunun 6n ucunda

bazi fermentler iceren bir graniila, akrozom bulunur. Orta parca, boyun ve
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birlestirici kistmdan ibarettir. Boyun kismi, basin arka ucuna baghdir. Kuyruk
ise iki kisimdan yapilmistir (Erkocak, 1980).

Spermiumlar organizma disinda da giinlerce yasayabilirler.
Spermiumlar, igerdikleri sex kromozomuna gore, esit sayida 2 cesittir
(Erkocak, 1980).

Normal spermiumlar yaninda belirli oranda, diizensiz, anormal
spermiumlara da rastlanabilir. Anomali, daha c¢ok hiicre kisimlarindan birinin
birden fazla olmasi veya hi¢ bulunmamasindan (iki bagl, iki kuyruklu veya
bassiz) veya niikleusa ait kromatinin degisikligi ile birlikte kii¢iik veya ¢ok
biiyiik basli (mikro veya megalocephale) olmasindan ibarettir. Bazen
bozukluk spermiumun hareketindedir. Normal olarak diiz bir ¢izgi seklinde
olmas1 gereken hareket sirkiiler veya kivrintili sekilde olur. Hatta tamamen

ortadan kalkar (Erkocak, 1980).

3.5. Sperma

Ersuyu veya Sperma, jelatindz kivamli, siit gibi beyaz, 6zel kokulu ve
hafif alkalin reaksiyonlu (pH. 7,9) bir sividir. Hava ile temastan sonra ilk
once sulanir ve sonra da 20-30 dakika i¢inde pihtilasip opak bir goriiniim
alir. Spermada belli bir orandan az spermium var ise bu duruma
‘Oligospermi’ denir ve bu durumda yavru verme sansi ¢ok azdir. Spermada
hi¢ veya ¢ok az spermium bulunmasina ‘Azoospermi’ adi verilir. Eger
spermiumlar hareketsiz olacak olurlarsa o zaman ‘Nekrospermi’den soz

edilir. Bu her iki son sekilde de dollenme olamaz (Kayali vd., 1992).

Spermanin igerisindeki spermium sayisindan ayri olarak onlarin
morfolojik durumlari da onemlidir. Ciinkii normal bir erkekte bile sperma
icerisinde % 20 oraninda anormal spermiumlara rastlanir. Bunlarin
cogunlugu fizyolojik varyasyonlardir. Tam olgunlasmamis veya zamanindan

once olgunlagsmis spermiumlar bu % 20’nin ¢ogunlugunu olusturur. Bu
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fizyolojik varyasyonlarin yaninda bir de hakiki patolojik sekiller vardir ki
onlarin da baslicalar1 sunlardir:

— Bags1z spermiumlar,

— Bagli dev spermiumlar,

— Bir tek bas, iki, ii¢, hatta dort kuyruklu spermiumlar,

— 1ki veya daha fazla basli bir veya cok kuyruklu spermiumlar,

— Normal biiyiikliikte fakat anormal yapiya sahip spermiumlar

(Kayal1 vd., 1992).

Spermanin i¢inde bulunan kimyasal maddeler de 6nemlidir. Bunlar da:
Fruktoz ile asit fosfataz, fibrigenaz, fibrolysin ve hyaluronidaz
fermentleridir. Ersuyu (Sperma) olduk¢a bol miktarda hyaluronidaz enzimi
icerir. Bunlardan baska sperma icerisinde degisik biiyiikliikkte yuvarlak
hiicreler de goriiliir. Bunlarin sitoplazmalarinda ufak yuvarlak inkliizyon
cisimcikleri vardir. Bundan bagka spermada biiziigmiis sitoplazma
artiklaria, ¢ok sayida yag damlaciklarina, protein, pigment ve amyloid
cisimciklerine, degisik sekil ve biiylikliikteki sperma kristallerine de rastlanir

(Kayali vd., 1992).
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4. MATERYAL VE YONTEM

Kendi yaptigimiz ¢alismalarin anlattimina ge¢gmeden dnce Alacam ve
digerlerinin (1994) spermanin muayenesi, saklanmasi ve suni tohumlama ile
ilgili genel bilgiler verdikleri konu bagligr 4.1-4.4 aras1 olan konular ile
baliklar disindaki cesitli hayvan tiirleri ile ilgili benzer ¢calisma ve yontemleri

inceleyelim.
4.1. Erkek Ureme Organlarinin Muayenesi

4.1.1. Sperma numunesi

Sperma herhangi bir yontemle alinabilir. Ancak 6n sekresyonun
almmasini takip eden ejakiilasyonla, sperma alinmasi tercih edilir (Alagam

vd., 1994).

Yaklagik 2 ml sperma, steril ve agz1 kapali tiip veya siselerde +4 °C’de
termos igerisinde ve miimkiin oldugu kadar kisa siirede laboratuvara

gonderilir.

Spermanin mikrobiyolojik muayenesinde testisler, epididymisler,
ampullalar (erkeklerde vas deferensin bir kismi, diglerde fallop kanalinin bir
pargasi, zardan yapilmis ¢ikinti seklinde bir kesecik), eklenti bezleri ve
uretradaki muhtemel mikroorganizmalar arastirilir. Genellikle spermanin
mikrobiyolojik muayenesi tiim mikroorganizmalar1 kapsar. Siipheli
durumlarda muayeneler yonlendirilerek etkenin tanisina calisilir. Genellikle
Bruselloz, Salmonelloz ve bulasici viral enfeksiyon etkenleri arastirilir.
Trichomonas yoniinden muayene edilecek spermalar sogutulmadan 37 °C’de
ilgili laboratuvara gonderilir (Alacam vd., 1994).

4.2. Spermanin Muayenesi ve Degerlendirilmesi

Spermanin  muayenesi ve  degerlendirilmesi,  (Spermiogram)
yetistiricilikte ve Ozellikle damizlik seciminde ©nemli yer tutar. Diger

androlojik muayenelerde normal degerler elde edilse bile, spermatolojik
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ozelliklerden herhangi birinde meydana gelen olumsuzluk fertilizasyonu
dogrudan etkiler. Boyle damizlik ya da spermalarla yapilan tohumlamalardan
disilerde infertilite veya sterilite olusabilir. Boylece ekonomik kayiplara da
yol acan bu durum her tirden erkekte oldugu kadar, ozellikle erkek
damizliklarin daha  fazla degerlendirildigi suni tohumlama

organizasyonlarinda énemlidir.

Spermanin muayenesi ve degerlendirilmesi; erkek hayvanlarin dolleme
yeteneklerini ortaya koyan iki onemli kriter olan spermatolojik 6zelliklerin
belirlenmesi (in vitro) ve dolleme gii¢lerinin (in vivo) arastirilmasiyla tam
olarak yapilabilir. Bu boliimde spermanin laboratuvar kosullarinda

muayenesi ve degerlendirilmesi ele alinmaktadir.

Ejakiilatlarda  (bosaltlan  madde)  spermatolojik  Ozelliklerin
belirlenmesinde (spermiogram) tiirler arasinda az ¢ok farkliliklar olmakla
birlikte genelde benzer yontemler uygulanir. Muayene ve bulgularin
giivenilir olmasi icin spermiogram 4-5 giin ara ile en az 2-3 kez
tekrarlanmalidir. Muayene yapilirken hayvanin tiirii, ki, yasi ve ozellikle

cevre kosullan dikkate alinarak degerlendirme yapilmalidir.

Sperma muayenesinde canli ve aktif hareketli hiicrelerle calisildig
unutulmamali, spermatozoonlara zarar verecek hareketlerden ve malzeme
kullanimindan kagimilmalidir. Spermanin dogrudan giines 1s181yla temasi
onlenmeli, hizli sicaklik degisimine yol agmayan ortamlarda calisilmalidir.
Sperma muayenesinde kullanilan cam ve diger malzemeler temiz, steril ve
spermatozoonlara olumsuz etki yapmayacak sicaklikta (+37 °C) olmalidir

(Alacam vd., 1994).
4.2.1. Spermanin makroskopik muayenesi

Ejakiilatin dis bakida gozle muayenesini kapsar ve asagida siralanan

ozellikleri arastirilir (Alacam vd., 1994).
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4.2.1.1. Ejakiilatin miktari

Bir ejakiilasyonla disart verilen spermanin tamaminin hacmidir.
Ejakiilat miktar1 sperma alma isleminden hemen sonra, genellikle
derecelendirilmis sperma toplama kadehlerinden okunarak, gerektiginde ise

Olctim pipetleri veya silindirleri yardimiyla saptanir ve "ml" olarak belirtilir.

Ejakiilatin hacmi spermatozoa ve eklenti bezlerinin salgilarindan
olugsur. Hayvan tiirline, irkina, yasina, ¢evre kosullarina ve sperma alma

yontemine bagh degisiklik gosterebilir.

4.2.1.2. Spermanin rengi

Hayvan tiirtine ve irkina gore farkliliklar gostermekle beraber, normal
ejakiilatlarda genellikle agik kremden koyu krem rengine kadar degisir.
Rengin olusmasinda sperma icinde bulunan spermatozoa sayisinin etkisi

fazladir.

Patolojik durumlar disinda sperma renginin olugmasinda hayvan tiiriine
ve beslenmeye bagli, normal sayilabilecek farkliliklar izlenebilir. Ornegin,
Ankara kecisi ejakiilatinin % 40-50 oraninda sarimsi renkte olmasi, meraya

dayal1 beslenen bogalardan sar1, yesilimsi renkte ejakiilat alinmasi gibi.

Ejakiilatlarda normalin disinda renklere de rastlanabilir. Bu durumlar,
genital organlarda anormal bir durumun oldugunu veya spermaya yabanci

maddelerin karistiginin belirtisidir.

Spermanin  sari-yesilimsi  renkte  gdziikmesi, spermada irin
bulundugunu (pyospermie), sar1 renkte olmasi idrar karistigimi, kirmizi-
kahverengi olmasi kan karistigin1 (hemospermie) gosterir, partikiil veya
benzeri tortularin goziikkmesi ise digki veya diger yabanci maddelerin

bulundugunun belirtisidir.
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4.2.1.3. Spermanin kivami

Ejakiilatin akigkanligin1 ve viskozitesini gosterir. Sperma sulu
kivamdan krem kivamina kadar degisen viskozite gosterebilir.

Spermanin kivami, bilyiik oOlciide icerdigi spermatozoa sayisiyla
iliskilidir. Ornegin; bogalarda az yogun bir sperma, acik krem renginde, sulu
kivamda ve akiskan oldugu halde, daha yogun sperma (x10°/ml) krem

renginde, koyu siit kivamindadir ve bunun akiskanligi daha azdir.

4.2.1.4. Spermanin kokusu

Saglikli ve fertil hayvanlardan elde edilen ejakiilatlar yumurta sarisini
andiran ¢ok az aromatik bir kokuya sahiptirler. Bunun disindaki kokular irin,

kokusma, vb. patolojik olgular olarak degerlendirilirler.
4.2.2. Spermanin mikroskopik muayenesi

Ejakiilatin mikroskopik muayenesi tercihen faz kontrast ve 1sitma
tablali mikroskopla yapilir. Natif (taze) spermada muayeneler sperma
alimindan hemen sonra ve spermatozoonlarin c¢evre kosullarindan en az
etkilenecegi bir ortamda (laboratuvar) siirdiiriiliir. Muayene sirasinda
spermanin temas edecegi lam, lamel, pipet, vb. gibi tim malzemeler temiz,

steril ve viicut sicakliginda olmalidir (Alagam vd., 1994).

4.2.2.1. Kitle hareketi

Spermatozoa yogunlugu fazla olan natif spermalarda gozlemlenebilen
bir hareket cesididir. Kog, teke ve boga ejakiilatlarinda goriilmesine karsilik

aygir, domuz ve kopek spermalarinda ¢ok az belirgindir veya goriilmez.

Kitle hareketi, spermada bulunan ileri yonli, giiclii harekete sahip
spermatozoonlarin yogunluguna bagli olarak olusur. Bir ejakiilatta ileri
yonde ve hizli hareket eden spermatozoa sayisi ¢ok fazla ise, kitle hareketi

koyu hatlar halinde kaynama veya dalgalanma seklinde goriiliir.



29

Spermatozoa hareketleri yavas veya az sayida ileri yonlii ise kitle hareketi ya

cok yavas dalgalanma veya kaynama seklindedir ya da hi¢ goriilmez.

Kitle hareketi 0-5 veya 0-10 arasinda puanlama ile degerlendirilir. Eger
spermada higbir kitle hareketi gbzlenmiyorsa o kitle hareketi ¢cok hizli, kalin
hatlarla kaynama veya dalgalanma seklinde ise 5 veya 10 puanla

degerlendirilir. Degerlendirmeler tiire 6zgii 6zellikler dikkate alinarak yapilir.

Muayene i¢in yaklasik mercimek biiyiikliigiinde bir damla sperma,
kapiller pipet veya bagetle lam iizerine konur. Hareketler mikroskobun kiigiik
biiyiitmeli  objektifiyle (x100), lamel kapatilmaksizin, dogrudan
degerlendirilir.  Muayene  kisa  siirede  yapilmali,  gerektiginde

tekrarlanmalidir.

Sekil 4.1. Mikroskopik bakida kitle hareketlerinin degerlendirilmesi: (0) Yok, (1) Cok zayif,
(2) Zayif, (3) Orta, (4) Iyi, (5) Cok iyi (Alacam vd., 1994).



30

4.2.2.2. Spermatozoa motilitesi

Bir yonde ve giiclii hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz veya
diger hareket bicimi gosterenlere oranidir. Bir yonde ve giiclii hareket niteligi
gosteren tek hiicreye ise, motil spermatozoon denir. Motil spermatozoonlarin
spermadaki sayilari, toplam spermatozoa icindeki yiizde oranlariyla
hesaplanabilir.

Yalnizca motil spermatozoonlarin dolleme (fertilizasyon) giicleri
oldugu kabul edildiginden, yapilacak muayenelerde motilite saptanmasi
onemli yer tutar, motilite oraninin belirlenmesiyle, hem erkek hayvanlarin
dolleme giigleri biiyiik olctide belirlenir hem de ejakiilatin degisik amagclarla
kullanilmasi1 ve degerlendirilmesi olanagi saglanir. Bu nedenle spermatozoa
motilitesinin saptanmasinda ¢ok dikkatli olmak gerekir. Motilitenin diisiik
saptanmasi halinde spermadan daha az veya hi¢ yararlanilamayacagi, yiiksek
saptanmast halinde ise infertilite veya steriliteye yol acabilecegi

diisiiniilmelidir.

Spermatozoa motilitesinin saptanmasinda lam, lamel, ve pipet gibi

malzemelerin temiz ve viicut sicaklifinda olmasina dikkat edilmelidir.

Spermatozoa motilitesinin saptanmasi taze ve sulandirilmis spermada
yapilir. Bunun i¢in spermadan kii¢iik bir damla alinarak lam tizerine konur ve
bu damla iizerine tizerine 45°’1ik meyille lamel kapatilir. Isik mikroskopunda
genellikle orta biiyiitmede (x 200, x 400), spermatozoonlar tek tek izlenerek
bunlarin hareketlerinin degerlendirilmesi yapilir. Boyle bir degerlendirme
yapilabilmesi i¢cin bir mikroskop sahasinda en fazla 30 spermatozoon
bulunacak bigiminde preparat hazirlanmalidir. Kog, teke ve boga spermalari
yogun olduklar i¢in genellikle sulandirilir, diger tiir hayvanlarin ejakiilatlart
ise gerektiginde uygun bir soliisyonla sulandirilarak motilite saptanir. Gerek

spermanin  sulandirma oranmi, gerekse spermadan alinan damlanin



31

biiyiikliigliniin ayarlanmasiyla lam, lamel arasindaki spermatozoonlarin tek

kat halinde gbzlenmeleri saglanir.

Spermatozoonlarin hareket bicimleri ve oranlart kisa siire iginde
degerlendirilmeli, ejakiilati ve preparati temsil edebilmesi icin en az iig

degisik bakida gozlenmeli ve gerektiginde islemler tekrarlanmalidir.

Spermatozoa motilitesinin degerlendirilmesinde spermatozoonlarin
hareket bicimleri ve hizlarn hayvan tiirlerine gore degerlendirilmelidir.
Cogunlukla, ko¢ ve teke ejakiilatlarinda (taze) yiliksek motilite (% 90) ve
hareket hizina rastlanmilir. Boga ejakiilatlarinda bir ol¢iide diisiik bulunan bu
degerler (% 70-80), aygir ve domuz ejakiilatlarinda daha da diisiik (% 70)
seyredebilir. Spermanin motil spermatozoa yoniiyle degerlendirilmesi,

toplam motil spermatozoa sayisi goz 6niinde bulundurularak yapilmalidir.

4.2.2.3. Spermatozoa vogunlugu

Birim hacim spermada bulunan spermatozoa sayis1 olarak
tanimlanabilir. Spermanin bir mm’ veya cm’iinde bulunan toplam
spermatozoa sayisinin bilinmesiyle ancak, motil spermatozoon orani veya
diger spermatolojik o6zellikler sayisal olarak ifade edilebilir. Ozellikle
spermanin kullanilmasinda ve degerlendirilmesinde ejakiilat miktar1 ve

motilitesi yaninda ¢ok 6nemli bir spermatolojik 6zelligi olusturur.

Spermatozoa yogunlugu cok degisik yontemlerle belirlenebilirse de

uygulamada genellikle ii¢c temel yontem kullanilir.

Hemositometrik Yontem: Kan hiicrelerinin sayiminda oldugu gibi,
spermada bulunan esey hiicrelerinin sayisal miktarinin belirli oranlarda
sulandirilmasi, eritrosit sayiminda kullanilan pipetlerle yapilir. Pipete, 0.5
veya 1.0 cizgisine kadar spermanin homojen karisimindan, pipetin dig
temizligi yapildiktan sonra da 101 ¢izgisine kadar Hayem soliisyonundan (5

kisim NapS04 + 1 kistm NaCl + 0.5 kistm HgCl, + 200 ml distile su) c¢ekilir.
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Boylece sperma 1/200 veya 1/100 oranlarinda sulandirilmis olur. Daha sonra,
pipetin uglart iki parmakla kapatilir ve yatay konumda tutularak yeterince
calkalama hareketi yapilir. Sulandirilmis sperma kullanilmadan 6nce, ilk iki
damla atilir. Spermanin sulandirilmasi belirli hacimlerde Hayem soliisyonu
iceren (5 ml veya 10 ml) deney tiiplerine istenilen oranda karisim saglayacak

miktarda sperma katilmasiyla da yapilabilir.

Sekil 4.2. Hemositometrik yontemde kullanilan sayim lami ve sulandirma pipeti (Alagam

vd., 1994).

Spermatozoa sayiminda cesitli sayim lamlari kullanilabilir. Ancak,
daha cok kullanilani "Thoma" sayim lamidir. Thoma laminda biri {istte,
digeri altta olmak iizere iki sayim sahasi vardir. Her sayim sahasinda 16
biiyiik kare, her biiyiik karede ise 16 kiiciik kare bulunur.

Thoma lami her iki sayim sahasim oOrtecek sekilde ©6zel lamelle
kapatilir. Lamelin yapistirllmasi, sayim sahalarinin yanlarinda bulunan
ayaklarin hafif nemlendirilmesiyle saglanir. Yapismanin uygunlugu her iki
yapigsma yerinde olusan Newton renk halkasiyla kontrol edilir. Sayim
lamma sayim sahalart yanlarindan Onceden hazirlanmig soliisyon
damlatilarak lam ve lamel arasinda olusan hacim tamamen doldurulur.
Spermatozoonlarin ¢okmeleri icin lam yaklasik 5 dakika yatay konumda
bekletilir.

Spermatozoa sayimi, mikroskopta sahanin bulunmasi i¢in 6nce kii¢iik

biiyiitmeli (x 200 veya x 400) objektifler kullanilarak yapilir. Pratikte, her
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iki sayim sahasindan beser biiyiik kare olmak iizere toplam 10 biiyiik karede
rastlanilan hiicre sayisina gore spermatozoa yogunlugu (x10°/mm°)
hesaplanir. Sayma isleminde biiyiik karelerin secimi, ortami temsil edecek
sekilde, her biiyiik kare i¢i sayimi ise, kiiciik karelerin diizenli bir sirayla
izlenmesiyle yapilir. Ayrica, biiyilkk kare sayimlarinda, kare igine ve
yalnizca iki dis kenar iizerine gelen spermatozoa baglar1 degerlendirmeye

alinir.
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Sekil 4.3. Hiicre sayim lami ve sayim sahalarinin mikroskopta goriintimii. BSS:
Birinci sayim sahasi, ISS: Ikinci sayim sahasi, B.K: Biiyiik kareler, KK: Bir biiyiik kare
icindeki kiiciik kareler, BK: Bir biiyiik kare; (A): Sayilir, (B): Sayilmaz (Alacam vd.,
1994).

Spermatozoa yogunlugu asagida gosterilen formiile gore hesaplanir.

Yogunluk (mm3) = Sayilan hiicre

Sayilan biiyiik kare x Biiyiik kare hacmi x Sulandirma orani
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Ornek: 1/200 oraninda sulandirilan bir spermayla hazirlanan Thoma
laminda 10 biiyiik karede toplam 60 spermatozoa sayilmistir. Yukaridaki

formiile gore spermatozoa yogunlugu,

Yogunluk = 60 = 5000 x 60
10 x 1 x 1
250 200

Yogunluk: 0.3 x 10%mm’ bulunur.

Fotolemetrik Yontem: Bu yonteme fotoelektrokolorometrik ya da
nefalometrik adi da verilir. Olduk¢a yaygin kullanim sahasi vardir. Pratik

olusu ve kisa siirede sonug vermesi yoniiyle tercih edilir.

Yontemin temeli, 6zel sulandiricilarla (% 3'liikk sodyum sitrat olabilir)
sulandirilan spermalarin 15181 gegirme oranmna dayanir. Bu yaklasimdan
yararlanilarak sperma soliisyonlarinin 15181 az veya ¢ok gecirmelerine gore
spermatozoa yogunlugu saptanir.

Yontemde aletin kendi calisma kosullarina bagh kalinmakla birlikte,
genellikle 0.1 ml sperma, 10 ml soliisyonla homojen sekilde karistirilir. Bu
sollisyon alete yerlestirilir ve 15181n ge¢me orani aletin gostergesinden izlenir.
Aletin gosterdigi rakam daha 6nce hemositometrik yontemle kalibre edilerek

hazirlanan cizelgeden spermazotoa yogunlugu olarak okunur.

Fotolemetrik yontemle spermatozoa yogunlugu saptanirken alet her
Olciim Oncesi kontrol edilerek, goOstergenin baslangic noktasinda olup
olmadigi, elektrik akimi ve cevre kosullarindan (sicaklik, 151k, vb) etkilenip

etkilenmedigi arastirilmalidir.

Elektronik Saya¢ Yontemi: Spermatozoa yogunlugu son zamanlarda
gelistirilen elektronik aletlerle de belirlenebilmektedir. Bu yontemde

kullanilan alet, elektrolit bir siv1 i¢inde bulundurulan iki elektrod arasindaki
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elektrik akiminin, ortamda bulunan partikiillerin sayist ve biiytikliiklerine

gore degismesi esasina gore calisir.

Aletin 6zel soliisyonu igine belirli miktarda sperma otomatik pipetle
alimir, spermanin homojen karigimi saglandiktan sonra alet calistirilarak

ekran veya gostergeden spermatozoa yogunlugu direkt okunur.

Elektronik saya¢ yontemiyle, aletin ¢alisma kosullarina tam uyularak
yapilan Ol¢iimlerde fotolemetrik yontemden daha saglikli sonuglar alindig
bildirilmektedir. Ancak, 6l¢iim 6ncesi ve iki kez tekrarlanan sayimlarla aletin

iyi calisip caligmadig kontrol edilmelidir.

Sekil 4.4. Elektronik saya¢ (Alacam vd., 1994).

4.2.2.4. Anormal spermatozoa orani

Spermada bulunan spermatozoonlarin morfolojik muayenesi, anormal
formlu hiicrelerin bicim ve oranlarinin saptanmasi amaciyla yapilir. Anormal
yapili spermatozoonlarin fertilizasyon giiclerinin olmamasi ve kimi kalitsal
bozukluklar1 tasimasi bakimindan, spermatozoanin morfolojik muayenesi

cok onemlidir.

Yetistiricilikte kullanilacak erkek hayvanlar kullanima alinmadan 6nce,
sterilite, infertilite durumlarinda ve bilimsel amagh arastirmalarda anormal

spermatozoa bicimi ve oranlar1 saptanir. Ozellikle suni tohumlama
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istasyonlarinda tutulan erkek damizliklarin senede en az iki kez olmak iizere
diizenli olarak anormal spermatozoalarinin bi¢cim ve oranlariin saptanmasi

gerekir.

Ejakiilatta veya spermada bulunan anormal yapili spermatozoonlarin
saptanmasi, amaca ve calisma kosullarina bagh olarak degisik tekniklerle

yapulir.

Boyama Yontemi: Spermatozoonlarin degisik boya ve tekniklerle

boyanarak tesbit edilmesini ve morfolojik yapilarinin aragtirilmasini kapsar.

Basit boyama teknigiyle spermatozoonlar, eosin, nigrosin, nigrosin-
eosin, methylenblue, opalblue, anilinblue, fast green, bromfenolblue vb.
boyalar kullanilarak boyanabilir. Preparatin hazirlanmasinda, spermanin
yogunlugu dikkate alarak preparat, bir veya bir ka¢ damla ile dikkatlice
karigtirthir. Aymi lam veya daha uygunu baska bir lam iizerinde bu
karisimdan alinan numuneyle teknigine uygun froti (siirtme preparat) yapilip
bu numune kurutulur. Frotinin tek tek izlenebilecegi siklikla hiicre
bulundurmasina 6zen gosterilir. Bunun igin gerekirse sperma, Onceden
herhangi bir fizyolojik soliisyonla sulandirilabilir. Boyama yontemleriyle
hazirlanan preparatlarda spermatozoonlar, degisik oranlarda fondan farkli

boya aldiklarindan mikroskop altinda kolayca izlenebilirler.

Spermatozoon morfolojisinin incelenmesi, ¢ini miirekkebi yontemiyle
de gergeklestirilebilir. Oldukga basit ve kolay uygulanabilen bu yontemde
sperma numunesi yeterli oranda c¢ini miirekkebiyle karistiriir ve bu

karisimdan froti hazirlanir.

Frotide, spermatozoonlar ¢ini miirekkebini almadigindan dolay1 beyaz,

froti zemini ise siyah oldugundan hiicre yapilar1 kolayca gozlenebilir.



37

Spermatozoa hiicrelerinin tesbiti ve morfolojilerinin incelenmesi daha
gelistirilmis boyama teknikleri olan Giemsa ve Karras yontemleriyle de
yapilabilir.

Spermatozoon morfolojisi ve oOzellikle basa ve akrozoma bagl
bozukluklar, Karras yontemiyle arastirilir. Karras yontemiyle boyama
islemleri asagidaki siraya gore sitirdiiriiliir.

- Sperma numunesinden froti hazirlama,

- 24 saat oda sicakliginda kurutma,

- 2 kez metanol icinde tesbit,

- 30 dakika kurulama,

- 1.5 dakika metacromgelb ile boyama,

- Su ile yikama (sar1 boya giderilinceye kadar),

- 1 dakika Fichenrinde soliisyonuna daldirma,

- Su ile yikama,

- 30 saniye viktoriablue soliisyonuyla boyama,

- Su ile yikama,

- Havada kurumaya birakma.

Giemsa Yontemiyle Boyama:

- Sperma numunesinden froti hazirlama

- 10 dakika metanolde tesbit

- 30 dakika (en az) 1/10 luk Giemsa soliisyonuyla boyama
- Suile yikama

- Kurutma.
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Sekil 4.5. Degisik tiirden spermatozoalarin goriiniisleri A-Boga (Karras), B-Kog (Karras), C-
Teke (Karras), D-Aygir (Karras), E-Domuz (Methylviolet), F-K&pek (Anilin blue), G-Horoz
(Eosin), H-Insan (Alagcam vd., 1994).

Swi Fiksasyon Yontemi: Bu yontemde sperma numunesi herhangi bir
tesbit soliisyonu i¢inde fikse edilerek incelenir. Sivi fiksasyon yonteminde
sperma numuneleri ¢cogunlukla Hancock soliisyonu i¢inde tesbit edilirler. Bu
islem, yaklasik 0.5 ml Hancock soliisyonu igeren deney tiipiine bir damla
sperma damlatilmas1 ve karistirilmasiyla yapilir. Boyle hazirlanan numuneler

buzdolabinda bir hafta siireyle saklanabilir.
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Hancock Soliisyonu Hazirlanmasi:

1. Soliisyon: NaCl .. 1.13 g
Bidistile ad. 62.5 ml

2. Soliisyon: a) Na,HPO,. 2H,0 271¢g
Bidistile ad. 62.5 ml
b) KH,PO4 278¢g
Bidistile ad. 62.5 ml

25 ml (a) + 10 ml (b) karistirilir.

Hancock Soliisyonu:

L. Soliisyon 18.75 ml
II. Soliisyon 12.50 ml
Formalin 7.81 ml
Bidistile ad. 62.5 ml

Anormal spermatozoa bi¢imi ve oraninin saptanmasi tiim preparat
hazirlama yontemlerinde benzer sekilde yapilir. Teknigine uygun sekilde
hazirlanan preparatlarda mikroskopik bakida (x 400 veya x 1000) 400
spermatozoon, siradan sayilarak degerlendirilir ve anormal form diginda yap1
gosterenler yiizde olarak belirtilir. Anormal yapilagmalarin bicim ve oranlari,
ayrica spermatozoonun basina, orta kismina ve kuyruguna bagli olusuna gore

degerlendirilir.

Siv1 fiksasyon yontemiyle alinan numunelerin muayenesi, lam ve lamel
arasinda kiiciik bir damlanin homojen dagillimimin saglanmasiyla
gerceklestirilir. Hiicrelerin sayimi ve degerlendirilmesi yukarida anlatildigi
gibidir.

Hemen her tiirden hayvan ejakiilatinda anormal spermatozoona
rastlanir. Ancak, anormal yapilarin spermada bulunan oranlar1 ve bicimleri

onemlidir. Yapilan calismalarda, toplam % 20 ve basa bagl olarak da % 5
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oraniin lizerindeki anormal spermatozoa sayisinin infertiliteye neden oldugu
bildirilmistir.
Anormal yapilarin meydana gelis nedenleri saptanmaya calisilmali,

kalitsal bir faktoriin etkili olup olmadigi arastirilmalidir.

4.2.2.5. Olii-canli spermatozoon orani

Spermada yer alan 6lii ve canli spermatozoa oranini saptamak amaciyla
aragtirtir. Bu saptama, boyama testleriyle 6lii spermatozoonlarin boyay1
alma, canli olanlarin ise, boyayr almama o6zelligine dayandirilarak yapilir.
Boyama isleminde genellikle eosin kullanilmakla beraber, eosin-nigrosin,

opalblue ve fast green gibi boyalardan da yararlanilabilir.

Preparatin hazirlanmasinda kullanilan eosin soliisyonu, % 3'liik
sodyum sitrat icinde % 2'lik olarak hazirlanir. Preparasyon icin ilk once lam
izerine 2-3 damla eosin soliisyonu konur, sonra bir damla sperma alinarak
dikkatlice karistirilir. Bu karisimdan ayni veya ikinci bir lam {izerinde froti
yapilir. Frotinin kisa siirede (15 saniye) kurutulmasi saglanir. Bunun igin
mikroskopun 1sitmali tablasindan veya sicak hava iiflenen bir ortamdan

yararlanlabilir.

Boyanan ve fikse edilen hiicrelerin sayimi, preparat ortasina yakin bir
yerden baglanarak, siradan toplam 400 spermatozoa sayilarak yapilir. Bu say1
icinde, boyayr almis hiicrelerin yiizde orani, spermada bulunan o6l
spermatozoonlari gosterir.

Olii spermatozoon oranimin saptanmasi spermatolojik ozellikler
bakimindan ancak tamamlayici bilgi verir. Eger spermada 0li spermatozoa
oran diisiikse, bu cok sey ifade etmez. Ciinkii yerinde sallanan, ¢cember
hareketliler de canli spermatozoon 6zelligi gosterebilirler. Spermada yiiksek

miktarda bulunan 6liim orani ise olumsuzluk isaretidir. Bu durumda diger
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spermatolojik 6zellikler tekrar gbzden gecirilmelidir. Spermada genellikle %

25'in iizerinde Olii spermatozoa bulunmasi istenmeyen bir 6zelliktir.

Bir
Hayvan Ejakiilat Sperma Rengi | Spermatozoa pH Ejakiilattaki
Tiirii Miktar: Yogunlugu Toplam
(ml) (x 10%mm’) Spermatozoa
(x 10°)
Boga 5 (1-10) Krem 1,2 (0,5-2,2) 6,2-6,8 6,0
Kog¢ 1(0,3-3.0) [Koyu kirli krem 3,0 (1,0-6,0) 6,2-6,9 3,0
Aygir 60 (30-300) |Acik krem 0,15 (0,05-0,3) 6,8-7,4 9,0
Teke 0,9 (0,5-3.0) |Koyu kirli krem 3,0 (0,5-5,0) 6,5-7,0 2,7
Domuz 200 (50-500) [Agik krem 0,15 (0,1-0,7) 6,6-7,7 3,0
Kopek 10 (7-30) Acik krem 0,3 (0,1-1,0) 6,7-6,8 3,0
Horoz 0,7 (0,1-2,0) |Beyaz parlak krem | 3,0 (0,5-6,0) 6,3-7,8 2,1
Hindi 0,5 (0,1-1,0) | Beyaz parlak krem | 4.0 (1,0-7,0) 7,0-7,8 2,0
Tavsan 0,5 (0,1-3,0) |Beyaz krem 0,3 (0,1-1,0) 6,5-7,0 0,15
Insan 3(2,0-6,0) [Agik krem 0,1 (0,05-0,15) 7,1-7,5 0,3

Cizelge 4.1. Degisik tiirden hayvanlarda ve insanda baslica spermatolojik 6zelliklere iliskin
ortalama degerler (Alagam vd., 1994).

4.2.3. Spermanin fiziksel ve kimyasal o0zelliklerinin
muayenesi
Spermanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin muayenesi kapsaminda

spermanin pH degeri, metabolik aktivitesi ve dayamikliligi (direnci)

incelenmektedir (Alacam vd., 1994).
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4.2.3.1. pH degeri

Spermanin pH degeri, taze spermada ve sulandirma iglemi sonrasinda
indikator kagitlar1 veya pH Olciim aletleriyle saptanir. pH 6l¢iimii sirasinda

kullanilan 6l¢tim teknigine kesinlikle uyulmalidir.

Spermada saptanan pH degeri degisimleri, spermaya disaridan
herhangi bir maddenin kanstifinin  gostergesi  olabilir.  Ayrica,
spermatozoonlarin metabolik faaliyetler sonucu ortama verdikleri artik
maddeler de (laktik asit gibi) pH degisimine yol agcabilmektedir. Spermanin
pH degeri hayvan tiirlerine bagh olarak degismekle birlikte ortalama alti

bucuktur.

Bilimsel calismalarda ve spermanin degisik amacli kullanimlarinda
spermatozoon metabolizmasina bagli olarak belirli siire icinde pH degerinin
degismesi, spermanin degerlendirilmesinde kriter olarak

kullanilabilmektedir.

4.2.3.2. Metilen mavisi rediiksiyon testi

Metilen mavisi rediiksiyon testi, spermada bulunan spermatozoonlarin
aktivitelerini, bulunduklar1 ortamdan kullandiklar1 oksijen miktarina gore
degerlendirmek amaciyla yapilir. Bunun i¢in sperma numuneleri, anaerobik
bir ortamda bulundurulur ve aktiviteye bagli olarak ortamda olusan hidrojen

miktar1 degerlendirilir.

Deneyde fizyolojik Glikofosfat buffer veya % 3'liikk sodyum sitrat
eriyikleriyle, % 0.1 oraninda hazirlanmis metilen mavisi soliisyonu kullanilir.
Metilen mavisi soliisyonundan iki kisim, spermadan ise bir kisim olmak
tizere bunlar, bir deney tiipiine konur ve ¢alkalanir. Tiipiin agz1 birka¢ damla
parafinle kapatilarak havayla temasi kesilir (anaerobik ortam). Deney tiipii,
40 °C’lik su banyosuna konur ve baslangi¢ta mavi renkte olan karigimin

renksiz hale ge¢mesi icin gecen siire belirlenir. Karigtmin renksiz hale
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gecmesi, spermatozoa aktivitesi sonunda ortama birakilan hidrojenin metilen
mavisini etkileyerek leuko metilen mavisi haline doniistirmesiyle olur.
Ancak rengin kaybolmasini, ortamda bulunan bakteri ve yabanci maddelerin

de etkileyebilecegine dikkat edilmelidir.

Iyi bir sperma 6rneginde bu siire 3-6 dakika olarak bildirilmekle
beraber, kullanilacak spermalarda bu siirenin 10 dakikanin altinda kalmasi

yeterlidir.

4.2.3.3. Friiktoz ve friiktolizis testi

Sperma plazmasinda bulunan friikktoz, bogalarda daha cok glandula
vesicula seminalisten, diger tiirden hayvanlarda ise ampulla ve 6biir eklenti
bezlerinden de salgilanarak ejakiilasyon sirasinda spermaya karisir. Testiste
tiretilen testosteronun etkisiyle eklenti bezlerinden salinimi ve siirekliligi
yonlendirilir. Bu nedenle dogal spermada bulunmasi ve miktar1 androjenlerle
iligkilidir. Friiktoz, spermatozoonun enerji gereksinimini karsilar. Ozellikle
hareket enerjisi olarak tiiketilmesi ve anaerob madde degisiminde
kullanilmasi, spermada bulunan spermatozoonlarin motiliteleriyle orantili

olarak gerceklestirilmektedir.
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Tiir Friiktoz (mg/100 ml)
Boga 120-540

Kog 150-600

Aygir <1

Domuz 20-40

Kopek <1

Horoz <1

Tavsan 40-150

Insan 154

Cizelge 4.2. Degisik tiirlerde dogal sperma plazmasinda bulunan friiktoz miktarlar1 (Alagcam

vd., 1994).

Friiktolizis testi, sperma plazmasinda friikktozun spermatozoonlar
tarafindan  kullanilmasinin ~ saptanmast  esasina  dayamr.  Motil
spermatozoonlar fritkktozla temas ettiklerinde, friiktoz hiicre igine girer ve
burada bulunan enzimlerin etkisiyle parcalanir. Boylece friiktolizis olay1
gerceklesir ve bu durum laktik asit birikimine yol agar. Friiktolizis olayz,
spermada aerobik ve daha ¢ok da anaerobik metabolizma sonucu goriiliir. Bu
nedenle friiktolizis testi yapilarak, bir spermada bulunan supermatozoonlarin
aktivitesi (motilitesi) hakkinda bilgi edinilebilir. Friiktolizis testi

uygulamalarinda genellikle, friiktolizis indeksi kullanilir.

Friiktolizis indeksi: 10° spermatozoanin +37 °C de 1 saatte tiikettigi

friikktoz miktaridir.

4.2.3.4. Davanikhilik testi

Tuzlu Su Testi: Bu testte % 1'lik tuzlu su ortaminda tutulan

spermatozoonlarin aktivitelerini koruma siireleri arastirilir.
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Deney icin 10 ml % 1'lik NaCl eriyigi, su banyosuna konur ve sicaklig
40 °C'ye ayarlanir. Dayaniklilig: arastirilacak spermadan 0.01 ml alinarak bu
numune tuzlu su icinde karistirilir. Sulandirilmis spermadan kiigiik bir damla
alimir ve 1sitma tablalh faz kontrast mikroskopla motilite saptanir. Bu islem,
her bes dakikada olmak iizere, karisimda motil spermatozoa kalmayincaya
kadar suirdiiriiliir. Kullanilabilir nitelikteki bir spermada motil spermatozoa

yitirme siiresi en az 30 dakika olmalidir.

Termorezistens Testi: Bu deneyde, degisik sicaklik ortamlarinda belirli
siire tutulan spermalarda spermatozoa motilitesi ya da hareket bigimleri
degerlendirilir. Spermatozoa hareketlerinin yanisira morfolojik yapinin da
(6zellikle akrozom yapis1) incelendigi testte ¢ogunlukla +37 °C, +40 °C ve
+46.5 °C’lik sicaklik ortamlar1 kullanilmaktadir. Sicaklik ortamlar1 otomatik

olarak ayarlanan su banyosu ya da etiivle saglanabilir.

Soguk Sok Testi: Gerek dogal, gerekse dondurulmus spermalarin
degerlendirilmesinde kullanilan testte spermanin soguk ortamdan etkilenisi
aragtirtir. Bunun icin sperma 0 °C’ye kadar sogutulur ve 10 dakika
bekletildikten sonra sicaklik tekrar + 37 °C’ye cikarilir. Spermatozoonlar
eosin ya da eosin-nigrosin gibi boyalarla boyama ile 6lii-canli oranina gore

degerlendirilir.
4.2.4. Spermanin bilesimi

Spermanin bilesimi, spermatozoa ve sperma plazmasindan meydana
gelir. Gerek spermatozoa gerekse sperma plazmasini olusturan maddeler,
hayvan tiiriine, wrkina hatta yasa ve c¢evre kosullarina bagli bir takim
degisiklikler gosterir. Spermada yer alan elemanlar ve degerleri tipki kan ve
serumunda oldugu gibi muayene edilebilmektedir. Giiniimiizde gelistirilmis

santrifiij ve filtrasyon teknikleriyle spermada bulunan spermatozoa ve plazma
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kistmlar1 ayrilabilmekte, uygun biyokimyasal laboratuvar yodntemleriyle

bunlarin analizleri yapilabilmektedir (Alagam vd., 1994).

Spermada bulunan elemanlar, spermatozoonlarda ve sperma
plazmasinda degisik oranlarda yer alirlar. Ancak, hiicre membranlarinda
olugsan herhangi bir bozukluk nedeniyle oranlar degisebilir. Bu durumlar
plazmadan hiicreye, ya da hiicreden plazmaya madde ge¢mesine yol acar.
Genellikle, hiicreden sperma plazmasina magnezyum ve potasyum,
plazmadan hiicreye ise sodyum ve kalsiyumun gectigi bildirilmistir (Alagam

vd., 1994).

Spermatozoonda bulunan baslica kimyasal bilesiklerden
deoksiriboniikleik asit (DNA) mukopolisakkarid, aldehidrogenik lipid
(plasmalogen), keratin-protein, enzim ve koenzimler énemli yer tutarlar. Bu
maddeler hayvan tiirleri arasinda farkliliklar gosterirler. Ancak, ayni tiirden
birey ya da ejakiilatlardaki farkliliklarin 6zellikle anormal spermatozoa

oranlariyla birlikte seyretmesi genotipik yap1 yoniiyle dikkate alinmalidir.

Aygir 2.55
Boga 3.20
Kog 2.90
Teke 2.94
Kopek 2.44
Domuz 2.62

Cizelge 4.3. Degisik tiirden hayvanlarda spermatozoonda yer alan DNA miktarlar1 (Pg)
(Alacam vd., 1994).
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4.2.5. Spermanin mikrobiyolojik muayenesi

Spermanin mikrobiyolojik muayenesi ejakiilata invivo veya invitro
olarak karigabilen mikroplarin arastirllmasi amaciyla yapilir. Spermanin
mikrobiyolojik muayenesi genellikle tiim mikroorganizmalar1 kapsayacak
bicimde olmalidir. Ancak, siipheli ve 6zel durumlarda muayeneler istenen
etkenlerin saptanmasina yonelik yapilabilir (Alagam vd., 1994).

Muayene edilecek sperma numunesi, 6zel onlemler altinda alinmalidir.
Bu amacla, hayvan tiirlerine bagh olarak degismekle beraber, tercihen suni
vajenle sperma alinir. Sperma alma oncesi disardan kontaminasyonu onlemek
amaciyla birtakim 6nlemlerin alinmasi gerekir. Ornegin, bogada suni vajenin
steril hazirlanmasinin yamisira, sperma almadan Once boganin su ile
yikanmasi, 6zel organlarin temizligi ve dezenfeksiyonu yapilir.

Elde edilen ejakiilattan en az 2 ml sperma, steril ve kapal tiiplerde
muayene laboratuvarina kisa siirede sevk edilir. Nakil sirasinda iiremenin
onlenmesi i¢in sperma, kisa mesafelerde +5 °C’lik termoslarda, daha uzun
tastmalarda ise dondurularak (-196 °C) sevk edilmelidir. Ancak,
Trichomonas yoniinden muayene edilecek numuneler oda sicakliginda
tasinmalidir.

Hijyenik kosullarda elde edilen spermalarda bile hemen her zaman
patojen olmayan mikroorganizmalar bulunabilir. Bu say1, bogada 10-10°/ml
olarak normal kabul edilebilir.

Spermanin mikrobiyolojik muayenesi damizliklarda ve o6zellikle suni
tohumlamada kullanilan hayvanlarda periyodik olarak, 6zel durumlarda ise
tekrarlanarak yapilmalidir.

4.2.6. Spermanin degerlendirilmesi

Spermanin muayenesiyle ortaya konan spermatolojik 6zellikler, hayvan
tirlerinde 1k, yas ve cevre kosullar1 dikkate alinarak degerlendirilmelidir.

Spermatolojik  6zelliklerin ortalama verileri, tire Ozgii degerlerle
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karsilastirilmali ve yeterli sayida tekrar yapildiktan sonra karar verilmelidir
(Alacam vd., 1994).

Muayenesi yapilan spermada tiim spermatolojik ozellikler, normal
sinirlar icinde ise "Normospermi”, spermatolojik ozelliklerden biri veya
birkag1 birden ortalama degerlerden kiiciik dlgiilerde ayriliyorsa "Dysspermi”,
ortalama degerlerin oldukca fazla farkli olmasi veya total kayb1 durumlarinda
"Pathospermi” olarak adlandirilir. Normal degerlerden ayrilan durumlarda
(dysspermi ve pathospermi) hangi spermatolojik 6zelliklerde anormal
olusunun yer aldig1 belirtilmelidir.

Normospermi ve Dysspermi degerlendirilmesi yapilan ejakiilatlarla dol

verimi elde edildigi halde pathospermide, infertilite veya sterilite s6z

konusudur.

Kimyasal Yap: Boga Ko¢ Domuz | Aygir Horoz
Protein 6.8 5.0 3.7 1.0 1.8-2.8
Fruktoz 460-600 250 9 2 4
Sorbitol 10-140 26-170 6-18 20-60 0-10
Sitrik asit 620-806 110-260 173 8-53 Nil
Inositol 25-46 7-14 380-630 20-47 16-20
Glyserylphosphorylcholine 100-500 | 1100-2100 110-240 40-100 0-40
Ergothionine 0 0 17 40-110 0-2
Sodyum 225+13 178+11 587 257 352
Potasyum 155+6 89+4 197 103 61
Kalsiyum 4042 6+2 6 26 10
Magnezyum 8+3 6+8 5-14 9 14
Klor 174-320 86 260-430 448 147

Cizelge 4.4. Spermanin kimyasal bilesimi (mg/100 ml) (Alagcam vd., 1994).

4.3. Spermanin Alinmasi, Saklanmasi ve Suni Tohumlama
Suni tohumlama, uygun teknik ve yOntemlerle erkekten alinan

spermanin yine uygun teknik ve yOntemlerle ayni cinsten disilere
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nakledilmesidir. Bu uygulamanin gerceklestirilebilmesi, erkeklerden
spermanin bol, kaliteli ve teknigine uygun olarak alinmasi ile olasidir. Bu
bakimdan hayvan tiirlerine 6zgii, farkli sperma alma ve degerlendirme
yontemlerinin yeterince bilinmesi ve uygulanmasi gerekmektedir (Alagam

vd., 1994).

Son yillarda biiyiik gelisme gosteren ve giiniimiizde biyoteknolojik bir
olgu haline gelen suni tohumlama yontemi kapsadigi konularda bash bagina
bir endiistrinin dogmasina yol agmistir. Hatta bu amacla kullanilan alet ve
malzemenin iiretimi, donmus sperma ticareti bakimindan uluslararasi

iliskileri bulunan bir sanayi ve ticaret dali halini almigstir.

Suni tohumlama ile iistiin verimli erkek genotipinin en uygun ve yaygin
bir sekilde degerlendirilme sansi1 bulundugu gibi bulasici genital organ
hastaliklarinin yayilmasini dnlemek ve dol verimi oranini arttirmak yoniinden

de bu yontem en seckin ve kolay bir yaklasim olmaktadir.

Diinyada ilk suni tohumlama uygulamasinin 13. yiizyilda Arap
agiretlerince kisraklarda uygulandigi bilinmektedir. Bilimsel olarak ilk
uygulamay1 ise Italyan fizyolojist Lazaro Spallanzoni kopekler iizerinde
gerceklestirilmistir. Birinci diinya savasindan sonra suni tohumlama
yonteminin Sovyet Rusya’da yaygin olarak kullanilmasindan sonra bu
yontem, Avrupa iilkeleri ve ABD’de de 6nemli uygulama alan1 bulmustur.
Ulkemizde suni tohumlama calismalari bircok Avrupa iilkesinden once
baslamistir. Bu c¢alismalar, 1936 yilinda dondurulmus spermanin
kullanilmaya baglamas1 ile bugiin yaygin bir sekilde kullanim sahasi
bulmaktadir.

4.3.1. Spermanin alinmasi

Hayvan tiirlerinde suni tohumlamay1 basarili bir bicimde yapabilmek,

herseyden once erkek damizliklardan zamaninda sperma almaya baglidir. Bu
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nedenle, hayvan tiirlerine 6zgii ve bugiin pratikte kullanilmakta olan baslica
sperma alma yontemlerini ii¢ ana boliimde toplayabiliriz:

1- Suni vajen yontemiyle sperma alinmasi,

2- Elektro-ejakiilasyon yontemiyle sperma alinmast,

3- Ampullalarin masaji yontemiyle sperma alinmasi (Alagam vd.,
1994).

4.3.1.1. Suni vajen yontemiyle spermanin alinmasi

Ciftlik hayvanlarinda sperma almak i¢in en sik kullanilan yontemdir.
Suni vajen, dogal vajenin bir 6rnegi olup (erkek hayvanlarin ejakiilasyon
yapmasini saglayan sicaklik, basing ve kayganlik gibi oOzellikleri olan),
hayvan tiirlerine gore kimi farkliliklar (uzunluk ve cap) tasiyan, sert
kauguktan yapilmig bir silindir, bu silindirin icini kaplayan suni vajen i¢
lastigi, sperma toplama kadehi gibi ana boliimlerden olusmaktadir. Suni
vajenin ¢ok degisik modelleri (Ingiliz, Danimarka, italyan, Sovyet, Japon ve
Hannover vb.) vardir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlardan bir tanesi

Hannover modelidir.

Sekil 4.6. Hannover modeli suni vajen 1. Kauguk silindir, 2. I¢ lastik, 3. Sperma toplama
kabu, 4. Lastik bant, 5. Su koyma vidasi, 6. Kemer, 7. Sicak suyun yer aldig1 bolim (Alacam
vd., 1994).



51

Suni Vajenin Hazirlanmasi: Suni vajen silindirine oncelikle temizlenip
kurutulmus ve hijyenik kosullarda muhafaza edilen suni vajen ic¢ lastigi
gecirilir ve lastigin iki ucu silindirin u¢larina biikiilerek lastik bantlarla tesbit
edilir. Bu suretle suni vajen silindiri ile suni vajen ic lastigi arasinda bir
bosluk olusur. Daha sonra silindirdeki, penisin girecegi tarafin kars1 ucuna
hayvan tiirlerine gore degisen biiyiikliikteki sperma toplama kabi, bir lastik
huni vasitasiyla, takilip tesbit edilir. Bu sekilde hazir hale getirilen suni
vajene vidali deliginden, sicaklik ve basing saglamak iizere sicak su konur.
Kimi suni vajen modellerinde ise, sicak su penisin girecegi uctan konup,
daha sonra i¢ lastigin ucu geriye kivrilip tesbit edilmektedir. Konulan su,
sicaklik ve basinct birlikte saglandigindan suni vajen bosluguna ne kadar su
konulacagin1 ve sicakligin ne olacagini, hayvan tiirlerine, sperma alma
mevsimine ve cevre sicaklifina gore ayarlamak gerekmekle beraber su,
silindirin 2/3'tiine kadar doldurulmali, sicakliginin da 40 °C'nin altinda

bulunmamasina 6zen gosterilmelidir.

Suni vajenin kayganlig1 ise, penisin girecegi uca steril vazelin siirmekle
saglanir. Bir cam baget yardimiyla siiriilen vazelin, fazla derinlere kadar
bulastirilmamalidir. Ozellikle, aygirlarda penis, vajen icinde gidip gelme
hareketi yaptigindan fazla vazelin sperma ile bulasip spermanin kalitesini
(6zellikle sperma dondurulacak ise) bozabilir. Bu nedenle vazelini sadece ug
kismina ve cok az miktarda siirmek gerekir. Son yillarda, ozellikle
bogalardan sperma almak icin vazelin kullanilmamakta olup sicaklik, basing

ve kayganlik sicak su ile saglanmaktadir.

Sekil 4.7. Degisik suni vajen modelleri (Alacam vd., 1994).
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Bu sekilde, dogal vajenin kosullar1 saglanarak hazirlanan suni vajenin
belli sicaklik derecesinde ve hijyenik bir ortamda muhafaza edilmesi
gerekmektedir. Bu bakimdan, hazirlanan suni vajen, bir etiive konarak

sperma alma zamanina kadar bekletilmelidir.

4.3.1.2. Elektro-ejakiilasyon vyontemiyle sperma

alinmasi

Asim yapma yetenegini kaybetmis, sakat, libidosu zayif ancak genetik
yonden degerli erkek damizliklar ile viicut yapilan arasindaki farkliliklar
nedeniyle ciftlesemeyen hayvan tiirlerinden sperma almak i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemin 6zelligi, bel ve sagr1 kesiminden kok alan ve genital
organlar1 besleyen sinirlerin uyarilmasi sonucu, ereksiyon ve ejakiilasyonun
saglanmasidir. Bu yontemle, rektum igerisine sokulan bir cubuk vasitasi ile
giderek artan oranda elektrik akimi verilerek ereksiyon ve ejakiilasyon
olusturulmaktadir. Cubugun ucu bel omurlarinin ventraline dayanarak
uyarim daha da arttirilabilmektedir. Zorunlu durumlarin disginda sik
kullanilan bir yontem degildir. Spermasi alinacak erkegin cok iyi tesbit
edilmesi, iyi bir elektrik akimi etkisi elde etmek icin de rektumun iyice
temizlenmesi gerekmektedir. Hayvan iyi tesbit edilemedigi zaman cesitli
kiriklar ve felce varan kotii sonuglar dogurmaktadir. Bu yontemle elektrik
akiminin etkisiyle ereksiyon ve ejakiilasyon baslayinca bir sperma toplama

kab1 yardimiyla sperma alinmaktadir.

4.3.1.3. Ampullalarin masaji ile sperma alinmasi

Bu da, elektro-ejakiilasyon yontemi gibi sik¢a bagvurulan bir yontem
degildir. Ozellikle sakat ve diisiik libidolu bogalarda kullanilmakta olup bu

konuda pratik yapmis kisilerce uygulanmasi zorunludur.

Bu yontemle bogalardan sperma almak icin, Once cinsel organlar

temizlenir. Rektuma girildikten sonra, masaj yapilacak ampulla parmaklar
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arasina almir. El hafifce asagiya dogru bastirildiginda pelvis kemiginin
tizerinde iki ampullanin meydana getirdigi iicgen seklinde bir bosluk
hissedilir. Her iki ampulla parmaklar arasina alinarak masaj yapilir. Masaj

sirasinda ejakiilasyon olur ve sperma, sperma toplama kabina alinir.

Boylece, degisik yontemlerle alinan ejakiilatlar; miktar, renk, kivam,
pH, motilite, yogunluk ve morfolojik ozellikleri gibi temel spermatolojik
ozelliklerinin belirlenip degerlendirilmesi i¢in laboratuvarda incelemeye

alinirlar.

Tiim hayvan tiirlerinde kaliteli bir sperma alabilmek i¢in hayvan
tirlerine 0zgii teknik ve yOntemlerin kullanilmast yaninda erkek
damizliklarin bakim, beslenme, barinma ve giinliik rutin egzersizlerinin

zamaninda ve aksatilmadan yapilmasi da biiyiik Snem tasimaktadir.

4.3.2. Aygirdan spermanin alinmasi

Gecmiste, atlarda baglayan suni tohumlama uygulamasinda gerekli
olan spermanin degisik yontemlerle alinmasina karsin, giiniimiizde en cok
suni vajen yontemi kullanilmaktadir. Atlarda suni vajenin, ilk kez 1930'lu
yillarda Salzmann tarafindan gelistirilmesinden sonra, degisik tip ve
modelleri giiniimiize kadar kullanilagelmistir (Sovyet, Mississipi, Berlin,
Krakow, Hannover gibi). Bugiin en sik Hannover modeli suni vajen

kullanilmaktadir (Alacam vd., 1994).

Aygirlardan sperma almak icin ya kizginlik gosteren bir kisrak ya da
fantoma (yapay maket) gereksinim vardir. Kizginlik gdstermeyen ya da gebe
olmayan kisraklara 6strojen hormonu verilerek (5-10 mg stilbestrol) bunlarin
kizginlik gostermeleri saglanabilir. Fantoma atlatilarak sperma almak igin,

aygirlarin geng yasta alistirilmalar1 gerekir.
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Aygirlardan sperma almak icin kullanilacak yerin ortalama 4 m
yiiksekliginde ve 5 x 5 m eninde olmasi, oda sicakliginin da 10 °C'nin altinda
olmamas1 gerekir. Sperma almak i¢in, kizginlik gosteren kisrak sperma
almacak yerde kostekle tesbit edilir. Spermasi alinacak aygir iki kisi
tarafindan tutularak sperma alinma yerine getirilir. Kisragin etrafinda
dolastirilarak, ya da kisraktan belli uzaklikta tutularak libidonun uyarilmasi
ve penisin ereksiyona gecmesi saglanir. Daha sonra onceden hazirlanarak
etiivde bekletilen suni vajen alinir ve kisragin sag tarafinda beklenir. Irklara
ve bireylere gore degismekle beraber suni vajen sicaklifinin 42-45 °C olmasi
gerekir. Daha sonra penisin rahat ¢alismasi i¢in suni vajenin icindeki su 1/3

oraninda bosaltilir.

Bu islemler tamamlandiktan sonra aygirin kisraga atlamasina izin
verilir. Aygir atladiktan sonra sol elle penis iistten tutulup bunun vajene
girmesi saglanir ve alttan destek verilir. Aygir bir siire gidip gelme hareketi
yapar ve sonra sperma vermeye basladiginda kuyrugunu yukar asagi dogru
hareket ettirir. Sperma vermesi tamamlandiktan sonra suni vajenin pistolesi
acilarak suyun akmasi ve sisen penisin vajenden rahatlikla ¢cikmasi saglanir.
Toplanan sperma laboratuvarda degerlendirmeye alinir. Aygirlardan,
ortalama 3 aylik ciftlesme mevsimi siiresince (Mart-Haziran) her giin sperma

alinabilir. Ancak giin asir1 almak sperma kalitesi bakimindan daha uygundur.

4.3.3. Bogadan spermanin alinmasi

Bugiin pratikte en sik suni vajen yontemi kullanilmaktadir. Bogadan
sperma almak icin kullanilan suni vajenin baslica Ingiliz, Sovyet, Danimarka
ve Hannover modelleri vardir. Biitiin tiplerde ortak ozellik sert kauguktan
yapilmis olmalari, bir i¢ lastik ve toplama kadehinin bulunmasidir. Biitiin
modeller 300-600 mm uzunlugunda ve 50-80 mm c¢apinda olup i¢ lastigin
uzunlugu da ortalama 400-800 mm'dir. Boganin cinsel uyarima getirilmesi ve

suni vajenle sperma alinabilmesi i¢in bir partnerin bulunmasi gerekir. Bu is
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icin en iyisi kizgin bir inektir. Baz1 suni tohumlama istasyonlarinda bogayi,
bogaya atlatarak da sperma alinmaktadir. Kimi iilkelerde ise, fantom adi
verilen yapay maketler de bu amagla kullanilabilmektedir (Alacam vd.,
1994).

Bogadan sperma almak icin kullanilacak yer temiz, aydinlik, tavam
yiiksek ve genis olmalidir (En az 2,5 x 3,5 m Ol¢iilerinde).

Boga, sperma alma yerine getirildiginde ©nce cekilecek hayvanin
etrafinda birkag tur gezdirilir. Daha sonra 2-3 kez bos atlayis yaptirilarak iyi
bir cinsel uyarim saglanir. Cinsel uyarimin kamgilanmasiyla ampullalara
spermatozoa akimi hizlandirilmis olur.

Bogalardan spermatolojik ©zellikleri normal olan sperma alabilmek
icin uyarim, temas ve ciflesme reflekslerinin yeterince olusmasi mutlaka
saglanmalidir.

Yeterli cinsel uyarima ulagtigina karar verilen boga hazirlanan kizgin
inek veya fantoma astirilir. Boga arama hareketleriyle penisini vulvaya
yonlendirmek ister. Bu esnada sperma alacak kisi, onceden hazirlanmis olan
suni vajeni (40-42 °C'lik sicakliga sahip olmas1 gerekir), penis ile yer
arasinda 45 °'lik ac1 yapacak bicimde sag eliyle tutarak penisin suni vajenin
vazelinli ucuna degmesini ve bu uyarimla bir hamlede ejakiilasyon yapmasini

saglar.
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Sekil 4.8. Bogadan suni vajenle sperma alinmasi (Alacam vd., 1994).

Sperma alindiktan sonra boga ¢ekilen hayvanin iizerinden iner. Alinan
sperma ise vakit gecirmeden kontrol edilip degerlendirilmelidir.

Bogadan normal olarak haftada 1-2 kez sperma almabilir. Ancak
zorunlu durumlarda bakim ve beslenmesine ©zen gostermek kosuluyla

haftada 3 kez de sperma toplanabilmektedir.
4.3.4. Koctan spermanin alinmasi

Kogtan sperma, suni vajen ve -elektro-ejakiilasyon yontemleriyle
alinabilir. Pratikte en sik kullanilan yontem suni vajendir. Koglardan sperma
alabilmek i¢in cekilen hayvanin mutlaka kizgin bir koyun olmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde sperma almak miimkiin degildir (Alacam vd.,
1994).

Kogtan sperma almak i¢in kullanilan suni vajenin uzunlugu 22 cm, ¢ap1
da 5.5 cm kadardir. Sperma alma esnasinda suni vajen i¢ sicakliginn,
mevsime ve hava kosullarina bagli olarak, ortalama 42-45 °C arasinda olmasi

saglanmalidir.

Kogtan sperma almak i¢in, sperma alacak kisi, onceden hazirlanmis

olan suni vajeni sag eline alip, tesbit edilmis partnerin sag tarafinda bekler.
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Ko¢ kizgin koyuna atladiginda sol elin avug igiyle yumusak bir
bicimde penisin vajene girmesi saglanir. Kog bir hamlede ve hizli bir sekilde
sperma verdiginden kocun partner olan disiyi asmasina engel olmak gerekir.
Diger bir 6nemli nokta da penisin yerle 45°’lik bir a¢1 yapacak bigimde
vulvaya yonlendirilmesidir. Bu bakimdan teknisyen suni vajeni sag elinde,
yerle 45°1lik a¢1 yapacak bigcimde tutmalidir. Sperma alindiktan sonra suni
vajenin icindeki su bosaltilarak suni vajen i¢ lastiginin degisik yerlerindeki
kivrimlarda kalan spermanin, biitiiniiyle toplama kadehine gecmesi saglanir.

Bu sekilde alinan spermalar, spermatolojik oOzelliklerinin saptanmasi ve

degerlendirilmesi i¢in laboratuvara gonderilir.

Sekil 4.9. Kogtan suni vajenle sperma alinmasi (Alagam vd., 1994).

Koglarda genellikle ciftlesme mevsimi siiresince her giin sperma
alinabilir. Zorunlu durumlarda iyi bakim ve beslenme kosuluyla giinde 2-3
kez de sperma alinabilmektedir.

4.3.5. Tekeden spermanin alinmasi

Tekeden sperma almak icin pratikte en sik kullanilan metot suni vajen
yontemidir. Tekede kullanilan suni vajen silindirinin uzunlugu 7-21 cm
arasinda olup cap1 da 5 cm kadardir. Sperma alma sirasinda suni vajen ig

sicakliginin ortalama 40-42 °C arasinda olmasi gerekir (Alacam vd., 1994).
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Kog ve diger tiirlerden farkli olarak biraz iirkek olan tekelerin (6zellikle
Ankara kecisi tekelerinin) suni vajene iyice alistirilmasi gerekir. Cevre
faktorleri ve wrklara gore degismekle birlikte tekeler 6-7 ayliktan itibaren
sperma almak i¢in kullanilabilirler.

Tekelerden sperma almak icin kizginlik gosteren bir disi keci gerekir.

Kimi wrklarda, erkek tekeler de partner olarak kullanilabilirler.

Kizginlik gosteren disi kegi bir bakiciya tutturularak tesbit edildikten
sonra, sperma alacak kisi onceden hazirlanmis suni vajeni sag eline alip
partnerin sagindan tekenin kegiye atlamasini bekler. Teke atladiktan hemen
sonra sol elinin avug i¢iyle penisin suni vajene girebilmesi i¢in yonlendirme
islemi yapar. Tekeler de koglar gibi bir hamlede ve ¢ok cabuk sperma
verdiklerinden dolay1 dikkatli olmak gerekir. Alinan sperma laboratuvarda

degerlendirilir.

Sekil 4.10. Tekeden suni vajenle sperma alinmasi (Alagam vd., 1994).
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Tekelerden de koglarda oldugu gibi normalde her giin 1 kez, zorunlu

durumlarda giinde 2-3 kez sperma alinabilir.
4.3.6. Kopekten spermanin alinmasi

Kopekten sperma masaj, suni vajen ve elektro-ejakiilasyon
yontemleriyle alinabilir. Pratikte en yaygin olarak masaj yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontemle sperma alabilmek igin; plastik eldiven, ii¢
adet steril sperma toplama kadehi ve antibiyotik soliisyonuna gereksinim

vardir (Alacam vd., 1994).

Seksiiel stimiilasyon i¢in kizginlik gosteren disi bir kopegin arkasinda
tutulan erkek kopegin yan tarafinda durulup, penisin ereksiyon haline
gelmesi beklenir. Penis ereksiyon haline gectikten sonra, bas ve isaret
parmaklariyla masaj yapilir. Kisa bir siire sonra, ilk sekresyon gelmeye
baslar. Bu sekresyonun bitimine dogru penis, kopegin iki bacagi arasindan
arkaya alinip, ana ejakiilat ayr bir sperma toplama kadehine toplanir. Ana
ejakiilatin alinmasini takiben ayri bir toplama kadehine de son sekret
biriktirildikten sonra, antibiyotik soliisyonu penisin bazi 6zel yerlerine

siiriiliir.

Sekil 4.11. Kopeklerden masaj yontemi ile sperma alinmasi (Alagam vd., 1994).
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4.3.7. Kediden spermanin alinmasi

Kediden daha ¢ok suni vajen yontemiyle sperma alinabilir. Terbiye
edilerek alistirllan erkek kediden 2-3 hafta icinde bu yontemle rahatlikla

sperma almak miimkiindiir (Alacam vd., 1994).

Erkek kediyi uyarmak icin penisi sabit kavrama ve pelvis iizerine
yapilan basing yeterlidir. Ergin erkek kedide penis ereksiyona ulasinca,
uygun suni vajen penis iizerinden kaydirilarak 1-4 dakika i¢inde sperma

alinabilir.

Alinan ana ejakiilat, miktar, renk, kivam, pH, motilite, yogunluk ve
morfolojik 6zellikleri basta olmak iizere degerlendirilmek i¢in laboratuvarda

kontrole alinir.

4.3.8. Spermanin saklanmasi

Suni tohumlamanin ilk uygulandigl yillarda toplanan spermalar taze
olarak hemen kullanilmaktaydi. Bu durum, erkek damizliklardan geregi gibi
ve uzun siire yararlanmayr Onledigi gibi, belli zamanlarda tohumlamaya
hazir, yeter sayida kizgin disi bulunmamasi nedeniyle, alinan spermalarin
kullanilamadan ziyanina sebep oluyordu. Bu nedenle spermanin 6zelliklerini
yitirmeden gerek hacmini, gerekse yasama siiresini arttirarak spermayi
saklama olanaklar iizerinde arastirmalar yogunlasmistir. Yapilan yogun
bilimsel calismalar sonucunda, hem kisa hem de uzun siireler icin, kimi
hayvan tiirlerinde  spermatozoanin  dolleme  giiciinii  yitirmeden

saklanabilecegi, bilimsel olarak ortaya konmustur (Alacam vd., 1994).

Bu amacla spermanin, ilk olarak domates suyu, hindistan cevizi siitii
gibi sulandiricilar ile sulandirilip, daha uzun siire tohumlamada
kullanilabilirligi arastirildi. Sonunda daha ¢ok kimyasal ve biyolojik 6zellige
sahip maddelerden olusan ve spermaya zarar vermeyecek sulandiricilar,

bulundu. Baslangicta spermay1 sulandirip +5 °C'de tutarak 3-4 giine kadar
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tohumlamada kullanmay1 basaran arastiricilar, bu siirenin de yeterli
olmadigin1 anlayinca spermayi -79 °C ve -120 °C'de dondurup uzun siireli
saklamanin yollarin1 arastirip  gelistirdiler. Ozellikle bu calismalarla
spermatozoayl derin dondurmanin (deep freezing) etkisinden koruyan
gliserini kullandilar. Ayrica sulandirilmis spermadaki spermatozanin disi
genital organlarin mikro florasindan etkilenmesini Onlemek icin sperma
sulandiricilarina  degisik antibiyotikler katilmasi gerektigini de ortaya

koydular (Alacam vd., 1994).

Spermanin saklanmasi, spermatozoanin uygun sulandiricilar iginde
hareketlerinin sinirlandirilmasimi  saglamakla olasidir. Bu da, ancak
spermanin  sicakliginin  uygun bi¢imde diisiiriilmesiyle = miimkiin

olabilmektedir.

Giiniimiizde sperma, kisa veya wuzun siire (dondurularak)

saklanabilmektedir.

4.3.8.1. Kisa siireli saklama

Bu yontem, alinan spermalarin birkag giin icinde kullanilmasini
saglamaktadir. Sperma, alindiktan, gerekli spermatolojik muayeneleri ve
degerlendirilmeleri yapildiktan sonra teknigine uygun olarak sulandirilip
(tohumlama dozuna gore) +5 °C'de muhafaza edilerek tohumlamada
kullanilabilir. Ulkemizde de dondurulmus sperma uygulamasina gecilmeden
once bu sekilde saklanan spermalar ile yogun bir bi¢imde sigir suni
tohumlamas1 uygulanmistir. Yine bu yOntem goOniimiizde at suni
tohumlamasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aygirlardan alinan
spermalar uygun sulandiricilar ile sulandirilarak +5 °C'de bekletilip, kizginlik

gosteren kisraklar tohumlanmakta ve normal bir d6l verimi alinmaktadir.
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Aygir spermasini sulandirarak kisa siireli korumak amaciyla;

Yagsiz siit 24 ¢

Glikoz 49 g

Sodyumbikarbonat 1,6 ml

Bidistile su 96,0 ml

Gentamisin 100,0 mg sulandiricist pratikte yogun bir

bicimde kullanilmaktadir.

4.3.8.2. Spermanin uzun siire saklanmasi

Alacam vd., (1994), Polge, Smith ve Parkes (1949)’e atfen, bu kisilerin,
spermanin dondurularak uzun siire saklanip, suni tohumlama uygulamasinda

kullanilabilecegini bilimsel ¢alismalariyla ortaya koyduklarini séylemektedir.

Bu teknigin dayandigi temel ilke, uygun tekniklerle sperma sicakliginin
-79 °C ile -120 °C'ye kadar diisiiriilerek siv1 azot icinde (-196 °C) muhafaza
edilmesidir. Sperma degisik hayvan tiirlerine ve rklarina gore degisen teknik
ve yontemlerle dondurulmakta olup hepsinde ortak temel prensipler vardir.
Bunlarin basinda spermanin uygun sulandiricilar ile sulandirilmasi

gelmektedir.

Spermay1 sulandirmak igin kullanilacak sulandiricilarin kimi temel
ozellikleri tagimasi1 gerekmektedir. Bunlar;

a- Osmotik basinci izotonik olmali ve hayvan tiirlerindeki kanin

ozmotik basincina uymalidir,

b- Spermatozoanin yasamasi i¢in (canliligim1 ve aktivitelerini uzun
siire saglamali) gerekli olan sentetik kimyasal maddeler arasinda bir denge
olmalidir,

c- Gerek aerob, gerekse anaerob kosullarda spermatozoanin

beslenmesini saglayacak besin maddelerini icermelidir,

d- Soguk sokuna kars1 spermatozoay1 korumalidir.
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e- Spermatozoanin metabolizma artiklarindan meydana gelen toksik

tesirleri ortadan kaldiracak kimyasal maddeler icermelidir,

f- Spermatozoaya ve disi genital organlarmma zarar verecek,
fertilizasyonun sekillenmesine, dollenmis yumurtanin implantasyonuna ve

gelismesine engel olabilecek enfeksiyon etkenlerini tasimamalidir,

g- Sulandiricilarda bulunan kimyasal ve biyolojik maddeler, her zaman

bulunabilen, ucuz maddeler olmalidir.

Bunlarin yaninda, sperma ile sulandiricinin ayni sicaklik derecesinde
olmas1 gerekir. Spermatozoa ani sicaklik degisimlerinden ¢abuk etkilenir.
Ayrica temel bir prensip olarak, sulandirici spermaya kademeli bir bicimde
katilmalidir. Sperma higbir zaman sulandiriciya katilmaz. Spermaya katilan
sulandiricinin miktart; ejakiilat miktari, sperma motilitesi ve yogunlugu ile
hayvan tiirlerine gore bir tohumlama dozunda bulunacak aktif spermatozoa

sayisina gore belirlenir.

Spermanin uzun siire saklanabilmesi i¢in, bunun, yukaridaki ozellikleri
tasiyan ve hayvan tiirlerine gére en uygun olan sulandiricilar ile sulandirilip

dondurulmasi gerekmektedir.

Spermay1 dondurmak igin biitiin tiirlerde degismeyen prensipleri soyle

siralamak miimkiindiir;
1- Spermanin alinmast,

2- Alman spermanin laboratuvarda tiim spermatolojik ozelliklerinin

(miktar, motilite, pH, yogunluk ve morfoloji gibi) belirlenmesi,

3- Tirlere gore belli oranlarda gliserin igeren sulandiricilar ile

sulandirilmasi,
4- Spermanin dozlanmasi,

5- Ne i¢inde (normal, mini, maksi ve makrotiip) dondurulacaksa ona

cekilmesi,
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6- Belli siire +4 °C'de alistirmaya tabi tutulmasi (Equilibration),
7- S1vi azot buharinda dondurulmasi (-79 °C ile -120 °C),

8- Dondurulmusg spermanin -196 °C'de s1v1 azot tanki i¢ginde muhafaza

edilmesi.

Sperma giiniimiizde ya kuru buz iizerinde pellet, ya da sivi azot
buharinda payetler icinde dondurulmaktadir. Bu dondurma teknik ve
yontemlerinde temel prensipler ayni olmakla beraber hayvan tiirleri arasinda
kimi farkliliklar da vardir. Hangi yontemle olursa olsun dondurulan
spermalar tanklar icinde -196 °C'de muhafaza edilerek, tohumlamada

kullanilmak tizere uygulayicilara gonderilir.

Sekil 4.12. Sperma dondurma yontemleri. Spermanin, a) S1vi azot buharinda payetler icinde,

b) Kuru buz iizerinde pellet yontemi ile dondurulmasi (Alacam vd., 1994).
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4.3.9. Aygir spermasinin dondurulmasi

Bugiin pratikte aygir spermasi, pellet yontemi yaninda daha sik sivi
azot buharinda makrotiipler icinde dondurulmaktadir. Bu yontemle spermay1
dondurmak i¢in ¢ok degisik sulandiricilar kullanilmasina karsilik, bugiin en
sik kullanilan sulandirict (Laktoz (% 11), 75.0 cm® + Yumurta sarisi, 20.0
cm’ + Gliserin, 5,0 cm3) dir (Alacam vd., 1994).

Spermanin muayene ve degerlendirilmesinden sonra, yukaridaki
sulandiric1 katilarak, sperma, belli biiyiikliikteki bir kuru buz (kati CO,)
kalibinin iist diizeyinde agilan oyuklara belli miktarda birakilir. Kisa siirede
donan spermalar oyuklardan alinip ©zel kaplarina konularak (goblet),

tohumlamada kullanilincaya kadar siv1 azot i¢cinde muhafaza edilir.

Aygir spermasinin makrotiipler igerisinde dondurulmasi i¢in; aygirdan
sperma alindiktan sonra sperma, gerekli muayene ve degerlendirmelerden
gecerek iki boliimden olusan sulandiricinin birinci boliimii ile sulandirilarak
(1:1 oraninda) 5 dakikalik bir siirede 1000 devirde santrifiije edilir. Santrifiije
edilen spermanin plazma kismi pipetle c¢ekilerek, dibe coken ve
spermatozoay1 iceren kisim, sulandiricinin ikinci béliimii ile sulandirilip her
biri 4 cm’ hacmindeki makrotiiplere 100-200 milyon motil spermatozoa
diisecek bigcimde doldurulur. Makrotiipler sivi azot buharinda (-79 °C, -120
°C), siv1 azot seviyesinden 2 cm yukarda tutularak, 15-20 dakika siireyle
dondurulur. Dondurulan spermalar gobletlere konularak -196°C'de siv1 azot

icinde, tohumlamada kullanilincaya kadar muhafaza edilir.
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Sekil 4.13. Dondurulmus spermanin muhafaza edildigi konteyner (Alagam vd., 1994).

Aygir spermasin1  makrotiipler iginde dondurmak icin kullanilan

sulandiricinin formiilii agagida verilmistir.

1.BOLUM:

6,0 g Glikoz

0,370 g Etilen diamin tetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA)
0,120 g Sodyum hidrojenkarbonat

0,375 g Trinatriumsitrat - 2 - Hidrat

100,0 ml Bidistile su

500,0 I.U. Penisilin

50.0 mg Streptomisin

2.BOLUM:

50.0 ml Laktoz (%11'lik)

25.0 ml Merck sulandiricisi (Boliim 1)
20.0 ml Yumurta saris1

0.8 ml Equex STM

5.0ml Gliserin
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4.3.10. Boga spermasinin dondurulmasi

Boga spermasi ya kuru buz (Kati1 C0O,) ve etil alkol, ya yalniz kuru buz
ya da s1v1 azotta dondurulabilir. Pratikte bu islem daha sik olarak siv1 azotta
yapilmaktadir. Bogalardan alinan spermalar genel muayene ve kontrolleri
yapildiktan sonra uygun sulandiricilar ile sulandirilip sivi azot buharinda
dondurulmaktadir. Sulandirici olarak, yagsiz siit, sodyum sitrat + yumurta
saris1, laiciphos 271, laiciphos Plus 470, tris sulandiricilart yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ulkemizdeki suni tohumlama laboratuvarlarinda en sik
laiciphos sulandiricis1 kullanilmakta olup zorunlu durumlarda sodyum sitrat +
yumurta sarist kullanilmaktadir. Kimi bati iilkelerinde ise tris sulandiricisi
yaygin olarak kullanilmakta olup bundan cok iyi sonuglar alindigi
bildirilmektedir. Boga spermasi pratikte payetlerde (mini, maksi)

dondurulmaktadir (Alacam vd., 1994).

Sperma, yukarida adi gecen sulandiricilardan bir tanesiyle, bir
tohumlama dozunda (5, 10, 15 milyon) yeterli motil spermatozoa bulunacak
bicimde sulandirilarak payetlere ¢cekilir. Payetlere cekilmis sperma, + 4 °C'de
2,5 saat siireyle alisima (Equilibration) tabi tutulur. Alistm sonunda sperma,
s1v1 azot buharinda (-79 °C, -120 °C) 7 dakika siireyle dondurulup, s1iv1 azot

icinde -196 °C'de tohumlamada kullanilmak iizere muhafaza edilir.

Boga spermasin1 dondurmada kullanilan Tris sulandiricisi;

24¢g  Tris
1,3 g  Sitrik asit
1,0g Glikoz

7,0 ml Gliserin

15,0 ml Yumurta saris1

72,0 ml Bidistile su, formiiliiyle hazirlanmaktadir.

Boga spermasi iilkemizdeki suni tohumlama istasyonlarinda ise

asagidaki bicimde sulandirilip dondurulmaktadir;
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1- 50 g laiciphos 488, 40 °C'de 400 ml bidistile suda eritilir,
2- 50 ml yumurta saris1 50 °C'de 100 ml bidistile su ile karistirlir.

3- Bu iki bilesim karistirtlip buna 500.000 L.U penisilin ve 0,5 g
streptomisin ilave edilir,

4- Toplam 600 ml olan bu sulandirici 2 esit parcaya boliiniir,

5- Birinci boliime 3 ml, ikinci boliime 37 ml olmak iizere toplam 40 ml

gliserin ilave edilir (% 7),

6- Sulandiricinin birinci boliimiinde sulandirilan sperma 25 °C'deki su
banyosuna alinarak sicakliginin + 4 °C'ye diismesi, yaklasik 45-60 dakika
icinde, sogutma kabininde saglanir,

7- Burada, 9-10 dakika araliklarla ve 5 defada ikinci sulandirici ilave
edilir,

8- Sperma +4 °C'de 2-3 saat siireyle bekletilir (alisim),

9- Daha sonra 0,25 ml'lik payetlere ¢ekilir,

10- Payetler s1v1 azot buharinda 7 dakika siireyle dondurulur.

11- Dondurulan sperma, -196 °C'de siv1 azot icinde muhafaza edilerek

tohumlama merkezlerine gonderilir.

4.3.11. Ko¢ spermasinin dondurulmasi

Ko¢ spermast da boga spermasi gibi ampul, payet ve pellet
yontemleriyle doldurulabilmektedir. Bu amagla, giiniimiizde ¢ok degisik
sulandiricilardan yararlanilmakta (6zellikle tris sulandiricisi) ve dondurma
sirasinda siklikla mini tiipler ve payetler kullanilmaktadir. Kogtan alinan
spermanin tiim Ozellikleri belirlendikten sonra sperma, teknigine uygun
olarak bir tohumlama dozunda 50 milyon motil spermatozoa bulunacak
bicimde sulandirilir. Daha sonra mini tiiplere ¢ekilir ve 2,5-3 saat siireyle +4

°C'de alisima (Equilibration) birakilir. Alisim sonucu sperma, -79 °C ile -120
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°C arasinda sivi azot buharinda dondurulup, -196 °C'de muhafaza edilir

(Alagam vd., 1994).

Kog¢ spermasini dondururken kimi sulandiricilar yaninda;

9,84 ¢ Rafine seker
0,84 g EDTA
0,05¢g DI-Tert-butylleresol
30¢g Gliserin

3.0ml Yumurta saris1

100.0 IU. Penisilin

0,1g Streptomisin

100.0 ml Bidistile su iceren sulandirici da kullanilabilmektedir.

4.3.12. Teke spermasimnin dondurulmasi

Teke spermasi da 1/4 ya da 1/8 oraminda inek veya keg¢i siiti,
sodyumsitrat, glukoz-fosfat gibi sulandiricilar ile sulandirilip belli siire

saklanarak tohumlamada kullanilabilmektedir (Alagam vd., 1994).

Teke spermast pellet, ampul ve payet (minitiip) yOntemiyle
dondurulabilir. Giiniimiizde daha cok payet yontemiyle dondurulmakta ve

pratikte kullanilmaktadir.

Teke spermasini sulandirmak icin en sik Tris sulandiricisi, 1/2 oraninda
kullanilmakta olup laktoz, laiciphos ile de sulandirma yapilmaktadir. Sperma,
uygun dozlarda sulandirilip payetlere c¢ekildikten sonra +4 °C'de 2,5-3 saat
siireyle alisgima birakilmakta ve alisim sonunda sivi azot buharinda (-79 °C, -
120 °C) 15-20 dakika siireyle dondurulup sivi azot iginde (-196 °C)

saklanmaktadir.
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Ulkemizde yapilan bir ¢calismada, Ankara kegilerinden alman sperma
ornekleri;

70.0 ml Tris

20.0 ml Yumurta sarisi
7.0 ml Gliserin
3.0 ml Bidistile su formiilii ile sulandirilip, 0.25'lik payetler

icinde +5 °C'de iki saatlik alistmdan sonra sivi azot buharinda 20 dakika

siirede basarili bicimde dondurulmustur.

4.3.13. Kopek spermasinin dondurulmasi

Kopek spermast;

2,4 gr Tris

1,3 gr Sitrat

1.0 gr Glikoz

8,8 ml Gliserin

20.0 ml Yumurta sarisi
72,2 ml Bidistile su
100,0 mg Streptomisin

100,000 L.U.  Penisilin i¢eren sulandirict ile 1/3 oraninda sulandirilip,
0,25 ml hacmindeki payetler icinde dondurulmaktadir. Payetlere cekilen
sperma 2 saat siireyle +4 °C'de alisima tabi tutularak -79 °C, -120 °C'de siv1
azot buharinda dondurulur (Alacam vd., 1994).

Donmus spermalar, -196 °C'de azot tanklarinda ya da konteynerlerde,

tohumlamada kullanilincaya kadar muhafaza edilir.
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4.3.14. Suni tohumlama

Suni tohumlama yontemiyle tohumlanan hayvanlardan normal bir dol
verimi alabilme, spermanin, teknigine uygun olarak toplanmasi,
degerlendirilmesi ve saklanmasi yaninda teknigine uygun bir bigimde disi

tireme kanalina verilmesine de baghdir (Alagam vd., 1994).

Hayvanlardan yeterli dol verimi alinabilmesi icin basta dollenme
olaylarn zincirinin en Onemli halkalarindan birisi olan fertilizasyonun
(dolleme) olusmasi sarttir. Fekondasyon olgusunu gerceklestirecek olan
ovum ve spermatozoa, disi iireme kanalinda kimi kimyasal ve fiziksel
degisikliklere ugradiktan sonra gerekli yetenegi kazanir ve bu ozelliklerini
sinirl1 bir siire i¢in koruyabilir. Bu bakimdan hayvan tiiriine 6zgii en uygun
tohumlama zamanimin beklenmesi, en uygun teknik ve yOntemin
uygulanmasi ¢ok 6nemlidir.

4.3.15. Atlarda suni tohumlama

Kisraklarin  kizginlik = siiresinin uzunlugu, aygir spermatozoasinin
yasama siiresi, atlarda dol verimini énemli Sl¢iide etkilemektedir. Bu nedenle
kisraklarda ovulasyon zamaninin bilinmesi zorunludur. Bu da ancak bu iste
pratik kazanmis elemanlar yardimiyla ve kisraklarin muayene ve

kontrollerinin 6zenle yapilmasi ile miimkiindiir (Alacam vd., 1994).

Kisraklarda en uygun tohumlama zamanini saptamak amaciyla bir¢ok
aragtirma yapilmistir. En yiiksek dol verimi orani, ovulasyondan bir giin once

ve ovulasyon aninda yapilan tohumlamalardan alinmistir.

Ulkemizde, ozellikle devlet kurumlarinda kisraklar kizginhigin
baslangicindan bitimine kadar tohumlanmaktadir. Diger bir uygulamada ise,
dogumdan sonraki dokuzuncu giinde (tay kizginligi) kisraklar tohumlamaya

alinmaktadir.
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Atlardan normal bir dol verimi alabilmek icin kisraklari, taze (natif) ve
sulandirilmis sperma ile ovulasyondan bir giin once ve ovulasyon aninda,
donmus sperma ile de ovulasyondan hemen sonra tohumlamak gerekir.

Kisraklarda daha ¢ok vajinal tohumlama yontemi uygulanmaktadir. Bu
amagla; kizginlik belirtilerine gore yapilan kontroller sonucunda segilerek
tohumlanacak kisrak Once iyice tesbit edilir. Vulva dudaklar temizlenir ve
kullanilan ele steril, uzun eldiven takilarak, serum fizyolojik veya uygun bir
sivi madde ile kayganlagtirilir. Daha sonra tohumlama pipeti (kateter) avug
icine almarak el vajinaya sokulur. Kol yeterince ilerletildikten sonra
parmaklar yardimiyla kateterin uterusa girmesini saglanir. Bundan sonra
enjektore cekilmis olan natif ya da sulandirilmig sperma, bir yardimci

tarafindan kateterin disardaki ucundan enjekte edilerek, kisrak tohumlanir.

Sekil 4.14. Kisraklarda vajinal yolla tohumlama yontemi (Alagam vd., 1994).
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Tohumlamada donmus sperma kullanilacak ise, sivi azot igerisinde
muhafaza edilen sperma Once su banyosunda 50 °C'de 40 saniye siireyle
¢oziiliip motilite kontrolleri yapilir. Daha sonra kullanilacak makrotiipiin bir
ucu makasla kesilip, tohumlama kateterine takilir. Onceki manipulasyona
benzer bir bicimde i¢ kisma girildikten sonra disarida kalan u¢ da kesilip
enjektorle biraz hava verilerek kisrak tohumlanmis olur. Bu amagla vajina

spekulumundan da yararlanilabilir.

Kizginlik gosteren kisraklarin tohumlanmasi igin sulandirilmis sperma
10 ml, dondurulmus sperma 4 ml oraninda kullanilmali ve bunlarin 100

milyon motil spermatozoa icermelerine 6zen gosterilmelidir.

Atlardan normal bir dol verimi alabilmek icin kisrak ve aygirlarin
bireysel iireme Ozelliklerinin iyi bilinmesi ve kontrol edilmesi yaninda
tohumlama sezonu baslangicinda, kisraklarin ve aygirlarin - gerekli
organlarindan teknigine uygun olarak ornekler alinarak dol verimine etkili

mikro floranin saptanmasi yararl olur.
4.3.16. Sigirlarda suni tohumlama

Sigir suni tohumlamasindan yiiksek oranda dol verimi alinabilmesi
biityiik 6l¢iide ineklerde bazi evrelerin iyi taninmasina baglidir (Alacam vd.,

1994).

Inekte kizginlik siiresinin kisa olmasi ve ovulasyonun, kizgmligin
bitiminden yaklasik 6-12 saat sonra sekillenmesi, en uygun tohumlama
zamaninin sec¢imini giiclestirmektedir. Tohumlamanin basarisi, ovum ve
spermatozoanin fertil olarak uygun bir zaman ve ortamda, spermatozoanin
ovumdan Once oviducta gelmesinin saglanmasina baglidir. Bunun nedeni
spermatozoanin genital kanalda ovumdan daha uzun siire canli kalabilme
ozelligine sahip olmasindandir. Bu siire spermatozoa igin 2-3 giin

olabilmesine karsin ovum icgin sadece 20-24 saat kadardir. Ayrica
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spermatozoanin genital kanal icerisinde belli bir kapasitasyon donemi
gecirme geregi gdz Oniine alindiginda tohumlamanin, mutlaka ovulasyondan
onceki donemde yapilmasi gerekir. Bu bakimdan, ineklerde kizginligin
ortasinda ve kizginligin sonuna dogru yapilan tohumlamalardan yiiksek dol
verimi elde edilebilir. Kizginligin baslangici ve bitiminden sonra yapilan
tohumlamalarda ise dol verimi diisiiktiir.

Sigirlarda spekulum, cervix pensi (Koher pensi) ve rekto-vaginal
tohumlama yontemleri kullanilmaktadir. Ozellikle, donmus sperma
uygulamasina gegildikten sonra daha ¢ok ve yaygin olarak rekto-vaginal

tohumlama yontemi kullanilmaktadir.

Kizginlig1 belirlenip tohumlanmasina karar verilen inek oOnce tesbit
edilir. Payet icindeki donmus sperma, bir pens yardimi ile sivi azottan
cikartilarak, 37-40 °C’de, 10-15 saniye siireyle su banyosunda ¢oziiliir.
Payet, kagit havlu ile kurutularak, tamponsuz ucu kesilir ve tohumlama
pistolesine yerlestirilerek iizerine koruyucu plastik kilif takilir. Sonra
kullanilan ele uzun kollu bir eldiven takilip iizerine kayganlastiric1 dokiiliir
ve diger elin iki parmag ile vulva dudaklar1 aralanarak tohumlama
pistolesinin ucunun vajinaya girmesi saglanir. Arada gergeklestirilen bir
takim iglemlerden sonra basingla payet icerisindeki spermanin verilmesiyle

suni tohumlama iglemi tamamlanir.
4.3.17. Koyunlarda suni tohumlama

Koyunlarda genellikle natif, bazen de sulandirilmis sperma
kullanilmaktadir.  Dondurulmus sperma ile yapilan tohumlama
calismalarindan heniiz istenilen diizeyde dol verimi alinamamaktadir

(Alacam vd., 1994).

Koyunlar, arama koglarmin siirliye birakilmasi ve kizginlik belirtileri

gosterenlerin belirlenmesiyle tesbit edilirler.
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Koyunlarda en sik spekulum ile tohumlama yontemi kullanilmaktadir.
Tohumlanacak koyunlar tesbit edilirken c¢ok dikkatli izlenmeleri gerekir.
Koyunlarda ovulasyon ortalama 24-30 saat arasinda olmaktadir. Bu
bakimdan koyunlarin ovulasyondan once ve kizgmligin sonuna yakin bir
donemde tohumlanmalari gerekir.

Kizginligi belirlenen koyunlar tohumlanmak i¢in degisik bicimlerde
tesbit edilebilirler. Bu amagla koyunun ya bags1 baglanip arkasi kaldirilir, ya
da tohumlamacinin rahat caligmasi i¢in diz hizasina kadar bir cukur
hazirlanip tohumlamaci ayaklarini bu ¢ukura uzatarak oturur, bdylece 6niinde

tesbit edilen koyunu rahatlikla tohumlayabilir.

Koyunlar bu sekilde tesbit edildikten sonra, uygun kayganlastirict ile
kayganlagtinlan spekulum vajinaya sokulur. Daha sonra, bir takim
uygulamalardan sonra sperma cekilmis (ortalama 0.05-0.02 cm’ sperma)
tohumlama pipeti spekulumun arasindan gecirilip pipetin gecebildigi olciide
(4-6 mm gibi) ileriye yoOnlendirilerek sperma enjektesi gerceklestirilir.
Normal bir dol verimi alabilmek icin koyunlara verilecek sperma igerisinde

ortalama 50-100 milyon motil spermatozoa bulunmasi gerekmektedir.

Bu sekilde tohumlanan koyunlarin, 12-14 giin sonra tekrar arama

koglar ile kontrolleri yapilmaya baglanarak dol verim oranlar saptanir.
4.3.18. Kecilerde suni tohumlama

Kizginlig1 belirlenen kegiler, koyunlarda oldugu bigcimde tesbit edilerek
spekulum yoOntemiyle tohumlanirlar. Tohumlamalardan sonra uygun teknik

ve yontemlerle gebelik kontrolleri yapilir (Alacam vd., 1994).

Kizginligi belirlenen kecilerin tohumlanmasinda natif sperma 0.05 ml,
dondurulmus sperma 0.25 ml miktarinda kullanilmali ve sperma, 100 x 10°

motil spermatozoa icermelidir.
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Kizginlig1 belirlenen kegiler tipki koyunlarda oldugu bicimde tesbit

edilerek spekulum yardimiyla tohumlanirlar.
4.3.19. Kopeklerde suni tohumlama

Viicut yapilart arasindaki farkhiliklardan otiirii  dogal olarak
ciftlesemeyen kopek irklar1 arasinda melezleme calismalar1 yapabilmek ve
kopeklerde kimi genital hastaliklart Onleyebilmek amaciyla yapilan suni
tohumlamalarda; Tupfe, vajinoskop, 151k kaynagi, spekulum, 37 °C sicaklikta
NaCl soliisyonu, cam pipet ve enjektore gereksinim vardir (Alagam vd.,

1994).

Tohumlanacak disi kdpek, bir yardimei tarafindan masa iizerinde veya
ayakta tesbit edilir. Vajinal sitoloji yontemiyle kizginlik siklusunun hangi

evresinde oldugu saptanir.

Kopeklerin, vulva dudaklan temizlendikten sonra, NaCl soliisyonu ile
kayganlagtinlan spekulum yardimiyla vajina kontrol edilir. Spekulum
vajinadan ¢ikarilmadan cam pipet ile ileriye itilerek, enjektore cekilmis olan
sperma, cam pipetin disarda kalan tarafindan yavas yavas verilir. Sperma
verilme islemi bittikten sonra, kopegin arkasi bir siire yukarida tutulup

clitorisine masaj yapilir.

Kopeklerde taze ve sulandirilmis sperma ile yiizeysel hiicrelerin yogun
olarak goriildiigii donemin 2. giinii ilk ve bundan 48-72 saat sonra ikinci
tohumlama yapilir. Dondurulmus sperma kullaniliyor ise, bu doénemin 4.
giinii ilk ve bundan 24-48 saat sonra da ikinci tohumlama yapildiginda
normal bir dol verimi alinabilir.

Ulkemizde heniiz yeterince uygulanmayan kopek suni tohumlamasinin
gelecekte diger tiirlerde oldugu gibi yaygin bir bigcimde kullanilmasi
kacimilmazdir. Bu nedenle kdpeklerden normal bir dol verimi alabilmek icin

bu hayvanlarin seksiiel evrelerini, optimal tohumlama zamanlarim ve
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spermatolojik ozelliklerini iyi tanimak ve suni tohumlama tekniklerini
yeterince bilmek ve uygulamak gerekmektedir.

4.4. Baliklarla Tlgili Yapilan Sperm Muhafaza Cahismalar

Baliklarda spermlerin soguk muhafazasi ile ilgili pek cok arastirma
yapilmistir. Bunlardan birinde sperm koruyucu olarak, 0.3 M glukoz + % 10
metanol + % 10 yumurta saris1 ve 0.6 M siikroz + % 10 DMSO + % 10
yumurta sarist kullanilmig, diski, kan, idrar gibi maddelerin sperme
bulasmamasi i¢in sperm, 10 ml’lik siringa ile alinmistir. Uygulamada
koruyucu karisimdan 3 birim, spermden 1 birim kullanilmistir. Yani
sperm/koruyucu orani 1:3 seklinde ifade edilebilir. Burada arastiricilar,
spermi daha uzun siire muhafaza edebilmek igin likit nitrojenden de
faydalanmislardir. Spermi saklamak i¢in 0.5 ml’lik payetler kullanmislar ve
oncelikle bunlar likit nitrojenin yiizeyinden 2 cm yukarida tutarak sivi azot
buharina maruz birakmiglardir (Cabrita vd., 2001). Bdylece spermleri,
yapisini bozmadan kademeli olarak dondurmuslar (dondurma orani - 30 °C
dak™) ve 10 dakika sonra payetleri likit nitrojen icine koyup 4 hafta boyunca
muhafaza etmislerdir. Daha sonra spermleri yumurta dollemede kullanmak
icin ¢oziici olarak su banyosu kullanmislar ve icinde donmus spermler
bulunan payetleri, 5 °C’deki suya 90 saniye (Wheeler ve Thorgaard, 1991),
15 °C’deki suya 45 saniye ve 25 °C’deki suya 30 saniye boyunca
(Lahnsteiner vd., 1995; Cabrita vd., 2001) daldirip ¢ikarmislardir (Sarvi vd.,
2006).

Baska bir calismada kuru buz sperm koruyucusu olarak, 103 mM NacCl,
40 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.8 mM MgSO4, 20 mM hepes, % 10 metanol, %
1.5 BSA, % 7 yumurta sarisi, % 0.5 siikkroz karistmi, 1:3 ya da 1:5
(sperm/koruyucu) (Aleandri ve Galli, 1999) oraninda kullanilmistir. Burada
arastiricilar, spermi daha uzun siire muhafaza edebilmek i¢in yine likit

nitrojenden faydalanmislardir. Spermi saklamak icin 0.5 ml’lik payetler
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kullanilmig ve bunlar bir sogutma iinitesinde 4 °C’de 10 dakika siireyle
bekletilmistir. Payetler dondurulduktan sonra hemen —196 °C’deki siv1 azota
aktarilmig, spermleri yumurta dollemede kullanmak icin ¢6ziicii olarak yine
su banyosu kullanilmis ve icinde donmus spermler bulunan payetler, 25
°C’deki suya 30 saniye boyunca daldirip ¢ikarilarak spermlerin iizerindeki
buzun ¢oziilmesi saglanmistir (Salte vd., 2004).

Bir baska calismada Erdahl ve Graham (1980) mineral soliisyonu #6
icinde sperm koruyucu olarak kullanilan % 7 oranindaki dimetil sulfoksit
(DMSO), % 10’luk yumurta saris1 ve 7.5 mg/ml ‘lik Dan Pro S760R (soya
protein kompleksi) ile birlestirilmistir. Uygulamada dondurma isleminden
once seyreltme islemi i¢in koruyucu karisimdan 3 birim, spermden 1 birim
kullanilmig ve sperm bu soliisyon i¢inde, DMSO’nun hiicrelere iyice iglemesi
icin 15 dakika bekletilmistir. Burada spermi saklamak i¢in 0.5 mI’lik payetler
kullanilmig ve bunlar strafor kutucuk icerisinde likit nitrojenin yiizeyinden 2
cm yukarida, 10 dakika (donma oram 63 °C dak™) boyunca tutulmustur.
Daha sonra payetler, likit nitrojen icine konulup spermler kullanilincaya ve
son olarak 25 °C’deki suda 30 saniye boyunca su banyosu uygulamasi ile
¢ozdiiriilene kadar muhafaza edilmistir (Robles vd., 2003).

Diger bir caligmada Lahnsteiner (2000) sperm muhafaza metodunda
koruyucu bilesim olarak, 103 mM NaCl, 40 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.8 mM
MgSOy, 20 mM hepes, % 10 metanol, % 1.5 inek serum albumin (BSA), % 7
yumurta sarisi, % 0.5 siikroz karisimi, 1:3 (sperm/koruyucu) oraninda
kullanilmigtir. Sperm, seyreltildikten 2-5 dakika sonra, kullanilmadan 6nce 4
°C’de bekletilen 1.2 mI'lik payetlere konulmus ve daha uzun siire muhafaza
edilebilmesi icin yine likit nitrojenden faydalamilmistir. Payetler, likit
nitrojenin yiizeyinin 1 c¢m tstiinde 10 dakika boyunca bekletilip dondurulmus

ve daha sonra likit nitrojen igine daldirilmislardir. Bunlar en son, 30 °C’deki
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suya 30 saniye boyunca daldirip ¢ikarilarak spermlerin iizerindeki buzun
¢oziilmesi saglanmistir (Lahnsteiner vd., 2002).

Labbe ve Maisse’nin (2001) yaptig1 bir calismada, sperm dondurmada
koruyucu olarak, % 80 Mounib soliisyonu (125 mM siikroz; 6.5 mM
azaltilmig gluthation; 100 mM KHCOj3; Mounib, 1978), % 10 kus yumurtasi
saris1 emiilsiyonu ve % 10 DMSO bilesimi, 1:3 (sperm/koruyucu) oraninda
kullanilmistir. 1.9 x 10° spermatozoa iceren 500 mikrolitrelik siispansiyon
500 wl’lik payetlere koyulmustur. Payetler, likit nitrojenin yiizeyinin 3 cm
yukarisinda tutulmus, boylelikle i¢lerindeki spermlerin sivi azot buharinda
donmasi saglanmistir. Bunlar, 10 dakika sonra likit nitrojen igerisine
daldirilip giinlerce saklanmigtir. Dondurulan spermin buzu c¢ozdiiriiliirken,
spermin sicakligini 4 °C’ye indirmek igin payetler, 10 saniye siiresince 37
°C’deki suya daldirilmistir (Labbe ve Maisse, 2001).

Cabrita ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise sperm koruyucu bilegim
olarak, % 7 DMSO, 7.5 mg/ml Promin ve % 10 yumurta saris1 (Cabrita vd.,
1999) iceren Erdahl ve Graham (1980) soliisyonu, 1:3 (sperm/koruyucu)
oraninda kullanilmistir. Burada dengeleme siiresi olarak 15 dakika
beklenilmis ve spermler 0.5-1.8-5 ml’lik payetler icerisine (1.8 ve 5 ml’lik
payetlerde metalik destek bulunuyor) konup strafor kutucuk icerisinde sivi
azot yiizeyinden 2 cm yukarida, 10 dakika boyunca tutulmustur. Daha sonra
payetler, likit nitrojen i¢ine konulmustur. Bu arada 4 °C’den -20 °C’ye, -20
°C’den -100 °C’ye kadar olan dondurma kosullarinda denemeler yapilmustir.
Bunun yaninda 4 °C’den -20 °C’ye, -20 °C’den -196 °C’ye kadarki ¢zdiirme
kosullan test edilmistir. Burada yapilan tiim uygulamalar 3 kez yapilmistir.
Ayrica ¢ozdiirme i¢in 0.5 ve 1.8 ml’lik payetler i¢in 25 °C’deki suda 30
saniye boyunca su banyosu uygulamasi, 5 ml’lik payetler i¢in 25 °C’deki
suda 30 saniye boyunca, 60 °C’deki suda 30 saniye boyunca, 80 °C’deki suda

30 saniye boyunca su banyosu uygulamasi denenmistir. Tiim bu denemelerle
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beraber Propidyum iodit ile seyreltme calismalar1 da yapilmistir (Cabrita vd.,
2001).

Diger bir calismada Lahsteiner, Weismann ve Patzner ‘in (1994, 1995)
uyguladiklart metoda gore sperm koruyucu bilesim olarak, 103 mM NaCl, 40
mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.8 mM MgSQO,, 20 mM hepes, % 5 DMSO, %1
gliserol, % 1.5 inek serum albumin (BSA), % 7 yumurta sarisi, % 0.5 siikroz
karisimi, 1:3 (sperm/koruyucu) oraminda kullanilmustir. Icerisine sperm
konulan 0.5 mI’lik payetler, izole bir kutuda likit nitrojenin yiizeyinin 1.5 cm
tistiinde (-110 °C + 1 °C dondurma sicakliginda), sivi azot buharinda 5 dakika
icinde dondurulmustur. 5 dakikalik dondurma periyodundan sonra payetler,
30 dakikaligina likit nitrojen icine daldirilmislardir. Bunlar en son, 25
°C’deki suya 30 saniye boyunca daldirip ¢ikarilarak spermlerin iizerindeki
buzun c¢o6ziilmesi saglanmistir. Burada yapilan arastirmaya gore taze
spermlerin 30, 60, 80, 120 dakika siirelerince muhafaza denemelerinin
yapilabilecegi belirtilmis ve bununla birlikte likit nitrojende muhafaza
kapsaminda 30 dakikadan 340-370 giine kadar saklama siirelerinin denendigi
bildirilmistir (Lahnsteiner vd., 1996).

Benzer bir calismada Lahnsteiner vd.’nin protokoliine gore (1995,
1996b) sperm koruyucu bilesim olarak, 103 mM NaCl, 40 mM KCI, 1 mM
CaCly, 0.8 mM MgSOy4, 20 mM hepes, % 5 DMSO, %1 gliserol, % 1.5 inek
serum albumin (BSA), % 7 yumurta sarisi, % 0.5 siikroz karigimi ve bunlarin
yaninda % 10’luk metanol, koruyucu olarak, 1:3 (sperm/koruyucu) oraninda
kullanilmigtir. Burada dengeleme siiresi olarak 15 dakika beklenilmis ve 0.5-
1.2-5 ml’lik payetler muhafaza i¢in kullanilmistir. 30-50 adet arasi payet, 5
dakika icerisinde spermle doldurulmugtur. 0.5-1.2 ml’lik payetler 10 dakika,
5 ml’lik payetler 15 dakika siiresince izole bir kutu igerinde likit nitrojen
buharinda tutulmustur. Daha sonra payetler, 60 dakikaligina likit nitrojen

icine daldirlmustir. Bunlar en son, 25 °C’deki suya 30 saniye boyunca
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daldirip c¢ikarilarak spermlerin tizerindeki buzun c¢oziilmesi saglanmistir
(Lahnsteiner vd., 1997).

Yapilan bir caligmada, Erdahl vd., (1984), Erdahl ve arkadaslarina
(1980) atfen, dollenmede artis gosteren seyreltilmis sperm olarak anlattiklar
durumda, 1:2 (sperm/koruyucu) oraninda, sperm koruyucu bilesim olarak, %
7 Me, SO (dimethyl sulfoxide), etilen glukol ve gliseroliin kullanildigini
belirtmistir. Spermler 0.25 ml’lik payet ve 0.10 ml’lik tabletler icinde
dondurulmus ve donan spermler, - 79 °C ve -196 °C’de 1 saat boyunca
saklanmustir (Erdahl vd., 1984).

Stoss ve Holtz’un (1983) yaptiklar bir ¢calismada ise sperm koruyucu
olarak 5°den 20 ml’ye kadar /100 ml hesabi ile 0 °C’de 1, 2, 4 ve 60
dakikadan daha az siirelerde testler yapilmistir. Bunun yaninda 0, 100, 200 ya
da 300 mmol’luk oranlarda siikroz ve 0, 6.7, 13.4, 20.2, 26.9 ya da 33.6
mmol oranlarinda KCl koruyucu olarak denenmistir. Ayrica NaHCO; ve
ozmotik basincin ¢oziicii ve ¢oziilmiis sperm {izerine etkisi test edilmistir.

4.5. Proje Kapsaminda Yapilan Sperm Muhafaza Calismalar:

Alabalik spermlerinin kisa siireli muhafazasiyla ilgili yaptigimiz ilk
arastirmada, Manisa’da bulunan bir alabalik isletmesinde agirliklari 590-1318
gr arasi, boylart 37,6-46,6 cm arasi degisen 20 alabalik formaldehit ile
bayiltilmis ve bunlardan sagim yontemiyle sperm 6rnekleri alinmistir. Sagim
icin genital bolgeler kuru ve temiz havlular ve kagit rulolan ile iyice silinip
temizlendikten (Canyurt vd., 2003) sonra sperma, daha Onceden
numaralandirilmis 15 ml’lik tiiplere sagilmistir. Sagim sirasinda spermanin
temiz olmasi i¢in muhtemel idrar, digki, kan ve doku pargalarinin tiipe
girmemesine dikkat edilmistir (Canyurt vd., 2003). Bunun i¢in baliklarin anal
bolgeleri, kuru ve temiz kagit rulolar ile silinmis, genital kanaldan ilk ¢ikan
diskili az yogun siit kullanilmamistir. Bu arada sagilan her baligin agirlik,

boy, en degerleri ve sagim sirasinda damlayan sperm damla sayisi, sperm
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konsantrasyonu vb. degerlerin hesaplanabilmesi i¢in kaydedilmistir. Daha
sonra bu tiipler, laboratuvarda mikroskop altinda incelenmek iizere agizlar
kapatilarak 0 °C’deki buz icerisinde hazirlanan yerlerine yerlestirilmistir.
Laboratuvara 1 saatte buzluk i¢inde i¢cinde ulastirilan sperm 6rnekleri, isletme
sahasindan alinan su Orneginden her Ornek i¢in birka¢ damla hesabi ile
canlandirilmaya calisilip hemen mikroskop altinda incelenmistir. Son islem
olarak sperm hacmi hesaplama islemine gecilmis ve sperm sayimi
yapilmistir. Bunun igin 6rnekler once 100 daha sonra 50 ml’lik meziirde
seyreltilmis, 1 ml 6rnek alinip meziirlere eklenmistir ve spermler Thoma
laminda sayilmistir.

Alabalik spermlerinin kisa siireli muhafazasiyla ilgili yaptigimiz ikinci
arastirmada, Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’nin Tire’de uygulama
amagcl bulunan alabalik tesisinde bu kez agirliklar1 188-1009 gr arasi, boylari
25,5-40,5 cm arast degisen 10 alabalik formaldehit ile bayiltilmis ve
bunlardan sagim yontemiyle sperm ornekleri alinmistir. Sagim icin genital
bolgeler yine kuru ve temiz havlular ve kagit rulolar ile iyice silinip
temizlendikten sonra sperma, daha Onceden numaralandirilmis 15 ml’lik
tiiplere sagilmistir. Sagim sirasinda spermanin temiz olmasi i¢cin muhtemel
idrar, diski, kan ve doku parcalarinin tiipe girmemesine dikkat edilmistir.
Bunun i¢in baliklarin anal bolgeleri, kuru ve temiz kagit rulolar ile silinmis,
genital kanaldan ilk ¢ikan digskili az yogun siit kullanilmamistir. Bu arada
sagilan her baligin agirlik, boy, en degerleri ve sagim sirasinda damlayan
sperm damla sayis1 kaydedilmistir. Daha sonra bu tiipler, laboratuvarda
mikroskop altinda incelenmek iizere agizlari kapatilarak 0 °C’deki buz
icerisinde hazirlanan yerlerine yerlestirilmistir. Laboratuvara yaklagik 2
saatte buzluk i¢inde icinde ulastirilan sperm Ornekleri, isletme sahasindan
alman su 6rneginden her 6rnek i¢in birka¢ damla hesabi ile canlandirilmaya

calisilip hemen mikroskop altinda incelenmistir.
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[k iki uygulamadan sonra spermlerde hareketlilik ile ilgili baliklarin
hem gonadlarinin incelenmesi hem de direkt olarak gonadlar O °C’deki buz
icerisinde petri kaplarinda laboratuvar ortamina getirip burada sperm 6rnegini
inceleme karar1 alinmmstir. Bunun icin Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi’nin Tire’de uygulama amach bulunan alabalik tesisine tekrar gidilip
bu kez agirliklar sirasiyla 880 gr ve 730 gr olan iki gokkusagi alabaliginin
gonadlan karin kesme yontemiyle alinmistir. Bu islem igin bistiiri ve petri
kaplarindan faydalanilmistir. Bistiiri yardimiyla karm kesilen alabaliklarin
gonadlan dikkatlice cikartilip petri kaplarina konulmugtur. Daha sonra bu
petri kaplari, agizlani kapatilarak 0 °C’deki buz icerisinde hazirlanan
yerlerine yerlestirilmistir. Laboratuvara yaklasik 2 saatte buzluk icinde icinde
ulastirilan gonadlar bistiiri ile kesilmis ve bunlardan alinan sperm Ornekleri
isletme sahasindan alinan su drneginden her 6rnek icin birka¢ damla hesabi
ile hemen mikroskop altinda incelenmistir.

Spermlerinin kisa siireli muhafazasiyla ilgili yaptigimiz dordiincii ve
son arastirmada, Fethiye’de bulunan bir alabalik isletmesinde bu kez
oncelikle deneme amach birka¢ porsiyonluk alabalik sagilmistir. Fakat bu
alabaliklardan yeterli miktarda sperm ©Ornegi elde edilemediginden dolay1
ornek alimina anag¢ baliklardan devam edilmistir. Secilen yaklasik 1200 gr’lik
bir ana¢ bayiltilmadan 25 ml kapasiteli bir deney tiipiine sagilmistir. Tiipiin
yaris1 dolu olacak sekilde 6rnek alinmistir. Sagim i¢in genital bolge kuru ve
temiz bir havlu ve kagit ruloyla iyice silinip temizlendikten sonra sperma,
buzda sogutulmus 25 ml’lik 6rnek tiipiine sagilmistir. Sagim sirasinda
spermanin temiz olmasi i¢in muhtemel idrar, diski, kan ve doku pargalarinin
tipe girmemesine dikkat edilmistir. Bunun ic¢in baligin anal bolgesi, kuru
temiz bir kagit ruloyla silinmis, genital kanaldan ilk ¢ikan digkili az yogun
siit kullanilmamistir. Plastik 6rnek tiipiine sagilan spermalar buz iizerinde

bekletilmis ve asgari 4-5 saat igerisinde isleme tabi tutulmustur.
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Kuru buzda sperm muhafaza denemesi i¢in Onceden alimip buz
tizerinde bekletilen spermlerden faydalanilmistir. Spermin yapisini,
donduruldugunda koruyabilmek i¢in 0.6 M sukroz ve % 10 metanol karigimi
(Altunok vd., 2004) hazirlanmustir. Once 1:3 oraninda deneme icin 0,5 ml’lik
sperm Ornegi pastor pipet yardimiyla alinip bunun iizerine 1,5 ml’lik
hazirlanan koruyucu karisimdan eklenmis ve bu 6rnek, tizerinde ufak delikler
acillan kuru buz iizerinde 4-5 dk. siireyle bekletilmistir. Daha sonra kuru
buzda donan sperm Ornekleri, saf su ile c¢oziilip mikroskop altinda
incelenmistir. Aynm1 deneme 1:4 oraninda orneklerle de yapilmistir. Bunun
yaninda NaCl ile %o 7 fizyolojik su hazirlanmistir. Bu fizyolojik suyla sperm
ornegi dondurulmadan birlestirilip mikroskop altinda incelenmistir. Sonra bu
ornegin iizerine mikroskop altinda bir damla saf su ilave edilip spermlerin

hareketliligi gozlemlenmistir.
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S. BULGULAR

Manisa’da yapilan ilk ¢alismada sagilan her baligin agirlik, boy, en
degerleri ve sagim sirasinda damlayan sperm damla sayisi, sperm
konsantrasyonu vb. degerlerin hesaplanabilmesi ic¢in kaydedilen veriler
diizenli bir sekilde cizelge 5.1°de goriilebilmektedir. Cizelge 5.1°de sagim
sonucunda erkek alabaliklarin kaydedilen damlayan sperm damla saysisinin
ortalamas1 8,35 + 5,34, agirhiklarin ortalamasi 921,5 + 244,86, boylarin
ortalamasi 41,79 £+ 2,98, enlerin ortalamasi 10,19 + 1,31 ve tiip i¢cindeki

sperm hacim degerlerinin ortalamasit 9,56 + 5,30 olarak bulunmustur.

Damlayan
Sperm
Damla Agirhk Boy En Hacim
Ornek No Sayis1 (gr) (cm) (cm) (ml)
1 1 1318 41,3 13,5 15
2 590 37,6 9,2 15
3 590 37,6 9,2 24
4 3 731 39,9 10,1 11
5 6 740 41,6 11 15
6 740 41,6 11 0,3
7 11 1151 45,9 11,1 8,4
8 1151 45,9 11,1 4,3
9 11 611 38,1 9,1 15
10 20 883 41 11,3 15
11 883 41 11,3 7,3
12 17 765 39 8,3 10
13 6 1167 46 8,2 2
14 8 991 42,3 8,5 6
15 9 1081 43,8 10,3 15
16 1081 43,8 10,3 3
17 3 647 38 8,7 5,5
18 5 806 40,3 10,3 15
19 6 1190 44,6 11,1 13,7
20 11 1314 46,6 10,3 12,3
Ortalama 8,35 921,5 41,79 10,19 9,56
Standart sapma 5,34 244,86 2,98 1,31 5,30

Cizelge 5.1. Sagim sonucunda erkek alabaliklarin kaydedilen agirlik, boy, en ve tiip i¢cindeki

sperm hacim degerleri.
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Erkek alabaliklardan alinan spermlerin sayilmasiyla elde edilen
bulgulara iligkin veriler ¢izelge 5.2°’de diizenli bir sekilde goriilebilmektedir.
Cizelge 5.2’de goriilen erkek alabaliklardan alinan sperm orneklerinin Thoma
laminda sayim sonuclarinin tiimiiniin ortalama ve standart sapmalar1 da

hesaplanarak verilere eklenmistir.

Standart
TiipNo | Ornek1 | Ornek2 | Ornek 3 | Ortalama Sapma
1 150 82 155 129 40,77
2 129 89 129 116 23,09
3 31 27 21 26 5,03
4 127 150 162 146 17,78
5 276 108 87 157 103,59
6 20 11 8 13 6,24
7 534 527 477 513 31,08
8 64 12 66 47 30,61
9 41 28 95 55 35,52
10 68 78 100 82 16,37
11 141 168 90 133 39,61
12 76 42 87 68 23,45
13 48 42 46 45 3,05
14 32 62 20 38 21,63
15 101 87 114 101 13,50
16 33 36 112 60 44,76
17 110 75 110 98 20,20
18 59 102 71 77 22,18
19 125 95 156 125 30,50
20 80 128 38 82 45,03

Cizelge 5.2. Erkek alabaliklardan alinan sperm 6rneklerinin Thoma laminda sayim sonuglari.
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Cizelge 5.3’de goriilen sperm sayilarinin ortalamast 1 107 229 256 + 1
061 323 011 olarak bulunmustur. Uygulamada kullanilan baliklarin 1 ml’deki

sperm sayilar1 hesaplanarak ¢izelge 5.3’de verilmistir.

Tiip No 1 ml’deki

Sperm Sayisi

1 645 000 000

2 578 333 333

3 822 916 667

4 997 727 273

5 785 000 000
6 3250 000 000
7 4 577 380 952

8 825 581 395

9 273 333 333

10 410 000 000
11 1 366 438 356

12 512 500 000
13 1 700 000 000

14 475 000 000

15 503 333 333
16 1 508 333 333
17 1 340 909 091

18 386 666 667

19 686 131 387

20 500 000 000
Ortalama 1 107 229 256
Standart Sapma 1061323011

Cizelge 5.3. Uygulamada kullamlan erkek alabaliklarin 1 ml’deki sperm sayilari.

Tire’de yapilan ikinci calismada sagilan her baligin agirlik, boy, en
degerleri ve sagim sirasinda damlayan sperm damla sayist kaydedilmistir. Bu
degerler diizenli bir sekilde ¢izelge 5.4’de goriilebilmektedir.

Cizelge 5.4’de sagim sonucunda erkek alabaliklarin kaydedilen

damlayan sperm damla saysisinin ortalamasi 5,55 + 3,39, agirliklarin
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ortalamas1 334,4 + 246,02, boylarin ortalamasi 28,16 + 4,50, enlerin

ortalamasi 7,4 + 1,78 olarak bulunmustur.

Damlayan
Sperm

Ornek Damla | Agirhik | Boy En
No Sayis1 (gr) (cm) (cm)

1 2 237 26,4 6,5

2 1 350 28,5 7,5

3 9 1009 40,5 11,5

4 224 25,5 5,5

5 5 328 28,3 7,5

6 11 369 28,6 9,2

7 9 228 25,6 7,3

8 5 188 26 5,6

9 4 189 25,6 6,6

10 4 222 26,6 6,8

Ortalama 5,55 3344 | 28,16 7,4
Standart Sapma 3,39 246,02 | 4,50 1,78

Cizelge 5.4. Sagim sonucunda erkek alabaliklarin kaydedilen agirlik, boy, en degerleri.
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6. SONUC VE TARTISMA

Kendi c¢aligmalarimizda ilk once planlanan hazirliklar su sekildeydi:
Baliklardan alman spermler, hacimlerinin ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan olgekli tiiplere konduktan sonra 5 ayri deneme
grubuna aktarilacak ve deneme gruplarinin ilkinde spermler direkt olarak 0°C
sicakliga konulacak, diger li¢c grupta ise sirast ile 10 dakikada bir sicaklik; 6
°C, 4 °C, 2 °C diisiiriilerek 0 °C’de sabit tutulacakti. Son deneme grubunda ise
sicaklik 10 dakikada 0 °C’ye diisiiriilecek ve her deneme ii¢ tekrar olarak
yapilacakti.

Sicakliklar1 0 °C’ye diisiiriilen gruplarda 6 saatte bir otomatik pipetlerle
sperm Ornekleri alinarak bunlar, faz-kontrast mikroskop kullanilarak
incelenecek, incelemeler yasama orani, motilite ve genel morfolojik yapi
izerinden yapilacak ve degerlendirmeye alinacakti. Bu incelemeler sirasinda
spermler ortam suyu ile aktif hale getirilip dijital kameraya kayit edilecek,
daha sonra dijital kamerayla kaydedilen goriintiiler bilgisayar ortamina

aktarilip incelenen spermlerin motilite, yagsama orani ve siiresine bakilacakti.

Veriler toplandiktan sonra motilite ve yasama oranlar1 Chi Kare testi ile
sinanacak ve sperm alinan baliklarin boy ve agirliklarinin degerlendirilmesi
Levene ve Komogorov-Simirnov testlerini takiben parametriklik
varsayimlarina gére ANOVA veya Krusgal-Wallis testleri kullanilarak analiz
edilecekti. Fakat denemelerde, baliklardan temin ettigimiz spermler
bekledigimiz sekilde hareketli olmaymca bu test analizlerine gerek
goriilmemis, planlanan hazirliklar ve calismanin yonii bu hareketsizligin
sebeplerinin arastirilmasit yoniinde gelismistir. Bu baglamda planlanan
hazirliklardan bazilar1 uygulanmak kaydiyla muhafaza ¢aligmalarina devam
edilmis ve kisa siire de olsa Fethiye’de basart saglanmistir. Yapilan

calismalarda elde edilen sonuglar su sekildedir:
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Alabaliklarda spermlerin muhafazasi ile ilgili yaptigimiz Manisa
ilindeki ilk caligmada hareketli olmasi beklenen spermlerde canlilik
godzlenmemistir. Boyle bir durumda spermlerin hareketsiz olma durumuna
aciklik getirebilmek i¢in sperm hacmi hesaplama ve sperm saymmi islemi
gergeklestirilmistir.

Alabaliklarda spermlerin muhafazasi ile ilgili yaptigimiz Tire’deki
ikinci calismada hareketli olmas1 beklenen spermlerde ilk uygulamadaki gibi
yine canlilik gbzlenememistir.

Spermlerin muhafazasi ile ilgili yaptigimiz Tire’deki iiciincii calismada
da hareketli olmas1 beklenen spermlerde ilk iki uygulamadaki gibi yine
canlilik gdzlenememistir.

Spermlerin muhafazasi ile ilgili yaptigimiz Fethiye’deki dordiincii ve
son calismada, spermlerin 5 saat sonra bile O OC’deki buz iistiinde canh
kalabildikleri gozlemlenmistir. Bu arada spermlerin motilite seviyesinin
yaklagik olarak % 80 seviyesinde oldugu gozlemlenmistir. Kuru buzla
yapilan ilk denemede, once 1:3 oraninda deneme i¢in 0,5 ml’lik sperm ornegi
pastor pipet yardimiyla alinip bunun iizerine 1,5 ml’lik hazirlanan koruyucu
karisimdan eklenmis ve bu ornek, iizerinde ufak delikler acilan kuru buz
tizerinde 4-5 dk. siireyle bekletilmistir. Daha sonra kuru buzda donan sperm
ornekleri, saf su ile ¢oziilip mikroskop altinda incelenmistir. Inceleme
sonucunda spermlerin yasamadigi goriilmiistiir. Ayni deneme 1:4 oraninda
orneklerle de yapilmis fakat sonucun ayni oldugu gozlemlenmistir.

Bunun yaninda NaCl ile %07 fizyolojik su hazirlanmasi deneyinde bu
fizyolojik suyla sperm 6rneg8i dondurulmadan birlestirilip mikroskop altinda
incelendiginde yine spermlerin hareket etmedigi goriilmiistiir. Fakat bu
Ornegin iizerine mikroskop altinda bir damla saf su ilave edildiginde

spermlerin hareketlendigi gdzlemlenmistir.
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Tiim bu aragtirmalardan elde edilen sonuglara baktigimizda
spermlerdeki hareketsizligin en Onemli sebebi olarak genetik faktorleri
gosterebiliriz. Ozellikle ilk uygulama sonucunda elde edilen diizensiz sperm
sayilart bunun kanit1 olarak gosterilebilir. Ciinkii 6rneklerden verimli
spermler ve iyi sperm sayilar1 elde edilseydi hesaplanan sayim degerleri
orantil1 ve birbirine yakin degerler olmaliydi. Bunda isletmelerin, disaridan
aldiklar1 yumurtalarin, erkeklerin genetik olarak saf erkek bireyler olup
olmadigin1 bilmemesi biiyiik rol oynamaktadir. Yani isletmelere ya da
tesislere gelen erkekler sonradan erkeklestirilmis bireyler olabilir. Ozellikle
Tire ve Manisa’daki baliklarin bazilarinin  gonadlart incelendiginde
gonadlarin reabsorbe oldugu acikca goriilmiistir. Bunun yaninda iireme
doneminin ortasinin yakalanamamasi da denemelerden beklenen sonuclarin
alinamamasinin sebeplerinden biri olabilir. Bu sonucu da son uygulamadan
cikartabiliriz. Ciinkii son uygulamada spermlerin hareketli olmasinin sebebi
olarak isletmenin fotoperiyot uygulamasi ile her mevsim dol alabilmesi
gosterilebilir. Alabaliklarin beslenme kalitesi, sperm ve iireme veriminde ¢ok
etkilidir. Ik {ic uygulamadaki orneklerin iyi ve etkili bir sekilde
beslenememis olma olasiligi da bu spermlerin canli kalamadigl tezini
desteklemektedir. Bunlar yaninda bazi arastirmacilar gerceklestirdikleri
denemelerde sperm tiipleri icine oksijen takviyesi yapmuslardir ancak bu
arastirmada bu takviye yapilmadan gerceklestirilen muhafaza sebebiyle de
spermler, canliligim koruyamamis olabilir. Ama bu ihtimal biraz zayiftir.
Ciinkii baz1 deniz baligi tiirlerinde denenen ayni tarz ¢alismada tiiplerin agzi
kapali olarak oksijen takviyesiz buzda bekletilmesine ragmen bunlarin
icersindeki spermlerde canlilik gézlenebilmistir. Tiim bu sonuglart birkac
baslik altinda 6zetlemek gerekirse:

Spermlerin muhafaza sonrasinda hareketli olmamasinin olas1 sebepleri

baslig1 altinda:
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* Genetik problemler

» Ureme zamani problemleri

* Besleme problemleri

* Deneysel ya da cevresel sartlardan kaynaklanan problemler gibi
basliklar sebepler arasinda gosterilebilir.

Bizim yaptigimiz arastirmalarda elde ettigimiz bulgu ve sonuglara gore
bu sorunlar iginde en Onemlisi yukarida acikladigimiz gibi genetik
problemlerdir. Isletmelere gelen yavru ve yumurtalarin icinde tahminlerimiz
dogrultusunda gercek anlamda saf erkek bulunmamasindan dolay1 spermlerin
kisa siireli muhafazas1 i¢in kullandigimiz sperm Orneklerinde hareketlilik
gozlenmemistir. Bunu Onlemek icin isletmeler kendi damizlik iinitelerini
kurup kendi alabalik yumurtalarim kendileri almalidir. Bu sekilde, isletmeler
tirettikleri alabaliklarin cinsiyet kontroliinii kolaylikla saglayabilir. Bunun
yaninda sperm muhafaza ile ilgili Tiirkiye’deki alabalik isletmelerindeki
baliklarin gen haritast ¢ikarilip saf erkek temini ile ilgili sorunun ne
boyutlarda oldugu da ortaya cikarilabilir. Boylece buna gore tedbirler
almarak yurt disindan gelen sonradan erkeklestirilmis ya da kisir olan
bireylere karst Onlem alinmast ve bu konuda calismalar yapilmasi
kolaylasacaktir.

Kendi arastirmalarimiz disinda simdi de bu konuda yapilan
arastirmalar inceleyip sperm muhafaza tekniklerinin faydalan ile ilgili
bilgileri inceleyelim.

Sarvi vd., (2006)’den elde edilen bilgilere gore yapilan denemeler
sonucunda en iyi kuru buz ¢dzme yonteminin 25 °C’deki suya 30 saniye
boyunca su banyosu uygulamasi oldugu kanaatine varildigi goriilmiistiir.

Salte vd., (2004)’den elde edilen bilgilere gore ise en iyi dondurma
ivmesi sicakhigm + 4 °C’den —110 °C’ye diiserken 30 °C dak” seklinde

yapilan uygulama ile elde edildigi belirtilmistir..
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Stoss ve Holtz’un (1983) yaptiklar1 bir ¢calismada ise % 10-20 oraninda
DMSO’nun ve 6.7 mmol oraninda KCI’nin sperm koruyucu olarak olumlu
etkileri ¢caligma sonunda gozlenmistir.

Giinitimiize kadar balik spermalarinin muhafaza edilmesi konusunda
degisik balik tiirleri iizerinde bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu arastirma
sonuclarindan balik spermalarinin muhafazasi konusunda 6nemli basarilar
kaydedildigi anlagilmaktadir. Canyurt vd., (2003), Brofeldt’e (1914) atfen
onun tarafindan alabalik spermasinin serin ortamda tutuldugunda daha uzun
siire canliligin1 korudugunu kesfettigini bildirmistir. (Biyiikhatipoglu ve
Holtz, 1978). Bu kesiften sonra, sperm biyolojisinin ve seminal plazma
iceriginin de Ogrenilmesiyle spermanin muhafazasi i¢in yapay seminal
plazmalar gelistirilmistir. Bu seyrelticiler NaCl, iire ilave edilmis NaCl
solisyonu ve seminal plazma kompozisyonunu taklit eden soliisyonlardir
(Scott ve Baynes, 1980; Stoss, 1983; Van Heerden ve dig., 1993; Ohta ve
Izawa, 1996; Ohta ve dig., 2000). Bu soliisyonlarin en onemli o6zelligi,
spermleri stimiile etmemeleri ve onlarin enerjisini koruyarak daha uzun
yasamalari saglamalaridir. Spermler testiste hareketsiz olarak bekler.
Testislerden c¢iktiktan sonra ozmotik basing farkindan dolayr harekete
gecerler (Stoss, 1983; Canyurt vd.’den, 2003).

Balik spermasinin kisa siireli saklanmasi1 konusunda ¢esitli aragtirmalar
yapilmistir. Bu aragtirmalarda, secilmis erkek damizliklardan sperma alinarak
acilir-kapanir nemli kaplar icerisinde, iizerine saf oksijen veya hava ilave
edilerek 0-9 °C'de sperma muhafaza edilmistir. Balik (1978) yaptig
arastirmada, gokkusagi alabaligi spermasinin 1 °C'de 10 giin, 6 °C'de 13 giin
ve 10 °C'de 10 giin yasayabildigini bildirmistir. Biiyiikhatipoglu ve Holtz
(1978) gokkusagi alabaligi spermasini 6zel olarak hazirlanan izotonik plazma
ile 1:1, 1:16 oranlarinda sulandirarak 4 °C'de 15 giin muhafaza etmistir.

Arastirma sonuclar1 4 °C'de tutulan semenin 15 giin sonunda % 80.6 dolleme
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yetenegine sahip oldugunu gostermektedir. Yine aymi arastirmada hava,
oksijen ve azotun saklama siiresine etkisi de incelenmis ve en iyi sonucun
oksijenle alindigr bildirilmistir. Stoss ve Refstie (1983), Atlantik som baligi
(Salmo salar)ndan aldiklart spermay1r 0 °C'de 28 giin tutarak muhafaza
etmeyi denemislerdir. Bu arastirma sonuglari som baligi spermasinin 10 giin
siire ile kalitesini kaybetmeden muhafaza edilebilecegini gostermektedir.
Diger bir calismada ise sudak (Stizostedion vitreum vitreum) spermasi
antibiyotik ilaveli sulandiricilarla 14 giin siireyle buzdolabinda muhafaza
edilmis ve 14. giinde dolleme oram1 % 95.2 olarak bildirilmistir (Moore,
1987; Canyurt vd.’den, 2003).

Canyurt (2005), Ashwood ve Smith’e (1980) atfen dondurma ve
sogutma teknikleri kullanilarak spermlerin teorik olarak 200 ile 32000 yil
muhafaza edilebilecegini sdylemistir. Canyurt 2005 yilinda EBILTEM proje
pazarindaki sunumunda soyle demistir: “Alabaliklarla yapilan arastirmalarda
alabalik spermasi 1-2 y1l muhafaza edilmis ve kullanilmistir.

Bu tekniklerin kullanilmasi su yararlart saglayacaktir:

e Alabalik anaglarinda her iki cinsiyete ait bireylerde {iireme
donemlerinde siklikla goriilen gamet gelisimindeki senkronizasyon
bozukluklarinin olumsuz etkisi ortadan kaldirilir: Ornegin erkek
bireylerde sperm disi bireylerdeki yumurta gelisiminden daha once
olabilmektedir.

e Erkek bireylerin liretmis oldugu spermanin tamaminin kullanilmasina
olanak saglayacaktir.

e Mevsim dis1 yumurtlatma tekniginde anac sayisimi azaltir: Bu teknik
sayesinde mevsim dis1 yumurtlatma yontemlerinde ana¢ kullanimi,

disi anaglarla sinirlandirilmaktadir.



95

Gamet transferine olanak saglar: Ustiin verime sahip hatlara ait
spermlerin baska isletmelere nakledilmesini ve aynm1 zamanda yabani
formlara ait gametlerin kiiltiir ortamina taginmasim saglayacaktir.
Erkek damizliklarda gelisen spermanin yaslanmasini Onler ve
kalitesini korur: Damizlik alabaliklarda testislerdeki sperma ilerleyen
zaman icerisinde kullanilmazsa yaslanir ve kalitesi diiser.

Deneysel calismalarda siireklilik saglar: Genetik ve 1slah
calismalarinda y1l boyu spermaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Evcillestirilmis populasyonlarda genetik cesitliligi korumak i¢in
faydalanilir.

Heterozigotiyi arttirmak icin verimi yiiksek anaglarin spermasi

kullanilmaktadir.”

Canyurt’'un 2005 yilinda EBILTEM proje pazarindaki sunumunda

belirttigine gore sperm muhafazanin faydasim bir Ornekle agiklamak
gerekirse: 2015-2020 yillarinda Tiirkiye niifusu yaklagik: 100.000.000 (yiiz
milyon) olacaktir. Oniimiizdeki 10-20 yilda fert bagina balik tiikketimi 25 kg

olarak kabul edersek,

Toplam balik ihtiyac1 100.000.000 x 25 =2.500.000 ton’dur.

Bu durumda 1.500.000 ton balik yetistirmek gerekmektedir.

Bir balig1 250 gr olarak diisiiniirsek:

1.500.000.000 x 4 = 6.000.000.000 adet yavru baliga ihtiyac¢ vardir.
Uretim siirecindeki (% 40) kayiplar1 da hesaba katarsak 10.000.000.000

adet yumurtaya ve bunlarin dollenmesine ihtiya¢ duyulacaktir. Peki

10.000.000.000 yumurta icin gereken ana¢ miktar1 nedir sorusuna cevap

vermek gerekirse:

1 kg disi 1500 yumurta verirse,
10.000.000.000 yumurta igin:
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10.000.000.000/1500 = 6.600.000 kg disi anaca ihtiya¢ vardir
2 disi i¢in 1 erkek damizhik kullamildigi icin 3.300.000 kg erkek
damizlik gerekmektedir.

3.300.000 kg erkek damizlik icin kg balik i¢in 3 kg yem tiiketilirse
yaklagik 10.000.000 kg yeme ihtiya¢ vardir yemin kg fiyat1 1.500.000 TL
oldugunu diisiiniirsek sadece yem harcamalar1 15.000.000.000.000 TL
tutmaktadir. Buna ayn1 miktarda isc¢ilik eklenirse:

15.000.000.000.000 + 15.000.000.000.000 = 30.000.000.000.000 TL =
30.000.000 YTL

Spermanin dondurularak saklanmasi ve bu teknigin kullanilmasi
durumunda bu harcamalar1 % 80 azaltmak miimkiindiir.

KAR: 30.000.000.000 x 80/100 = 24 trilyon

Buradan cikan sonug¢ su sekilde Ozetlenebilir: Projenin temel amaci
tilke ekonomisine katki saglamak olduguna gore spermanin oncelikle kisa
sireli daha sonra dondurularak uzun siireli saklanmasi sonucunda hem
tireticiler hem de iilke ekonomisi bundan biiyiik faydalar elde edecektir. Su
anda bile goriisiilen isletmeler sperm muhafaza ile ilgili taleplerini bize
acikea iletmislerdir. Bu sebeple bu konudaki ¢aligmalara 6nem verilip bir an
once sektoriin talebi dogrultusunda bu c¢alismalar gelistirilmeli ve

hizlandirilmalidir.
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Resim 1. Manisa ilindeki aragtirma yapilan alabalik ¢iftliginden genel goriiniimler (orijinal).

Resim 2. Calismalarda kullanilan plastik tiipler (orijinal).
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Resim 3. Alabaliklarin yakalanmasiyla genital bolgelerinin temizlenmesini takip eden
islemlerden goriiniimler (orijinal).
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Resim 4. Alabaliklarin genital bolgelerinin temizlenmesinden sonra baliklara masaj yoluyla

uygulanan sagim yonteminden gortiniimler (orijinal).
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Resim 5. Spermlerin sagildiktan sonra i¢ine konulacaklar1 saklama kaplar i¢indeki buzlar

iizerinde bekletilen muhafaza tiiplerinden genel goriiniimler (orijinal).
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Resim 6. Tire’deki alabalik tesisinden genel goriiniimler (orijinal).
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Resim 7. Fethiye’deki ¢alismalarda kullanilan Pastor pipetler (orijinal).
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Resim 8. Fethiye’deki calismalarda kullamilan kuru buz ve spermlerin kuru buz i¢indeki
deliklere konulduktan sonraki tablet (pelet) haline doniismiis sekillerinden goriiniimler

(orijinal).
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