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OZET

Bu ¢aligmanin amaci dondurmada ‘kullamlan farkli sulandiricilarin
spermatolojik 6zellikler iizerindeki etkilerini karsilagtirarak kopek spermasi igin en
iyi sulandiricinin belirlenmesidir.

Aragtirmada materyal olarak 10 adet Kurt Kopegi (Alman Coban Kopegi)
kullarldi. Sperma, kopeklerden penis masaji yontemi ile iki giinde bir ve kizgin bir
digi k6pegin varhigmda, alisik olduklan ortamda alindi. Ejakulasyon sirasinda renk
ve kivam degigimleri gbzlenerek spermatozoadan zengin olan ikinci fraksiyonun
alinmasi saglandi. Her kdpekten 5’er olmak iizere toplam 50 ejakulat alindi. Alinan
taze spermalarm hacim, renk, pH, motilite, 6lii spermatozoa ve morfolojik bozukluk
oranlarindan olugan spermatolojik 6zellikleri incelendi.

Kopeklerden alinan her bir sperma 6rnegi iki egit hacme ayrildi ve bu sperma
omekleri Tris-yumurta sanst (T-YS) ile Sodyum-sitrat yumurta sarnsi (SS-YS)
sulandiricilan ile 1:1 oraminda sulandinldi. Sulandirilmig spermalar iginde 37°C su
bulunan cam bir behere konularak +5°C’deki buzdolabma yerlestirildi. Bu sirada
gliserol iceren T-YS ve SS-YS sulandinicilant da aym behere konuldu. Spermanin
1s1s1 2 saatte +5 C’ye diisiiriildii. Isis1 +5°C’de olan T-YS ve SS-YS ile sulandirilmsg

sperma Ornekleri kendi hacimleri kadar %8 gliserol igeren T-YS ve SS-YS



sulandiricilan ile finalde %4 gliserol igerecek sekilde sulandinildilar.Gliserolizasyon
islemi 50 dak.’da tamamlandi. Daha sonra spermalar +5 C’de 2 saat ekilibrasyona
birakildilar. Ekilibrasyonunu tamamlamig sulandirilmig sperma o6mekleri payet
yontemine gore donduruldu. 0.5 ml.lik payetlerde dondurulan spermalar 37 C’lik su
banyosunda 30 sn’de ¢ozildiler. Calismada sulandirma, +5°C’ye sogutma,
gliserolizasyon, ekilibrasyon sonras: yapilan spermatolojik muayenelerde en yitksek
motilite Tris sulandiricisinda saptandi (P< 0.05). Sulandirma ve +5°C’ye sogutma
agamalarinda akrozomal ve toplam morfolojik bozukluklar incelendiginde Tris ve
Sodyum sitrat sulandiricilan arasinda istatistiksel agidan fark saptanmamus,
gliserolizasyon, ekilibrasyon ve ¢6ziim sonrasi asamalarda ise fark saptanmigtir
(P<0.05).

Aragtirmanin sonucunda ¢oziim sonrasinda Tris sulandiricisinda %53+1.59,
Sodyum sitrat sulandiricisinda ise %48+1.46 motilite degeri saptandi ve aralarindaki
fark istatistiksel agidan 6nemli bulundu (P< 0.05).

Anahtar Kelimeler: Képek, sperma, sulandirma, sogutma, dondurma.



SUMMARY

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

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

In the present study, 10 German Shepherd Dogs were used as materials. The
semen was collected by manual massage every other day in the place where the
male dogs were accustomed to be in the presence of a bitch in heat. Second sperm-
rich fraction of the semen was collected by observing changes of the colour and the
density of ejaculate during ejaculation. Five ejaculates per dog were collected and
the total ejaculate number used for the study was 50. The semen was examined for
volume, colour, pH, motility, dead spermatozoa and morphologically defected ones.
Each sperm collected from each dog was divided into two equal parts and one of the
parts was diluted with Tris-egg yolk (T-EY) and the other part was diluted with
Sodium citrate-egg yolk (SC-EY) extenders by 1:1 ratio. The diluted semen samples

were put into a glass cup including 37°C water and then they were fit in refrigerator

at 5°C. Meanwhile, T-EY and SC-EY with 8% glycerol were put into the same cup.



The semen samples diluted with T-EY and SC-EY at 5°C were mixed with the same
amount of T-EY and SC-EY including 8% glycerol. Thus final glycerol
concentration became 4%. Glycerolisation was completed within 50 minutes. After
this maniuplation, the semen was incubated for equlibration at 5°C for 2 hours.
Following equilibration the diluted semen samples were frozen according to the
straw method. The freezing semen in 0.5 ml straws was thawed in water bath at
37°C for 30 seconds. In the study, the highest motility was determined with Tris
extender (P<0.05) according to spermatological examinations which were done after
dilution, cooling to 5°C, glycerolisation and equilibration. There was no statistical
difference between Tris and Sodium citrate extenders on the acrosomal and total
morphological defects at the steps of dilution and cooling at 5°C. However, there
was statistical difference after glycerolisation, equilibration and thawing (P<0.05).

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

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



GIRiS

Hizla gelisen modern yasam kogullari ve hayvanlan koruma bilincinin
giderck artmas: sonucunda, kopek sadece ailenin bir ferdi haline gelmekle kalmamusg
insanlarin en vefali dostu da olmustur. Kopek yetistiriciligi son yillarda uluslararas:
bir hobi olarak giincellik kazanmaktadir. Bunun yam sira énemli parasal degerlere
ulasan koépek wklarnin iiretilmeleri karhi bir yetistiricilik haline gelmekte ve bu
konuya y6nelik talepler giinden giine artmaktadir (1).

Pet sahiplerinin artis1 ile belirli safkan wklara olan talepler degisik irktaki
yavru kopek piyasasimi ortaya gikarmig ve bu igi yapan yetistiricilerin geligimini
desteklemigtir (2). Bu talepler dogrultusunda gerek dogal ¢iftlesme, gerekse sun'i
tohumlamada damuzlik olarak kullamilacak erkek kopeklerin wkinin gerektirdigi
ozelliklere sahip olmasi ve bu 6zellikleri bir sonraki nesillere aktarabilmesi gerekir.
Bu nedenle képek spermasinin tiim yoénleri ile incelenmesi 6nem tagimaktadir.

Ustiin verim  &6zelliklerine sahip kopeklerin spermalarnm  diigiik 151
derecelerinde dondurulup uzun siire saklanmasi ve gereksinim duyulan bolgelere
ulagtirlabilmesi ile bu kopeklerden daha genis oOlgiide yararlamilma olanagi
saglanmig olacaktir (3).

Italyan fizyolog Abbe L.Spallanzaninin 1780 yilinda kopeklerde ilk sun'i
tohumlama g¢ahigmalarina baslamasi ile giiniimiize kadar bu konuda &énemli

gelismeler kaydedilmigtir (4-8).



Spermanin dondurulmasi igleminde bir ¢ok faktdriin etkili oldugunu bildiren
aragtiricilar, bu uygulamanin ¢ok dikkat gerektirdigini vurgulamislardir (9,10). Aym
aragtiricilar, saklama ve dondurma yoéntemlerini etkileyen faktorleri; sulandiricinin
cesidi, spermatozoa yogunlugu, sulandiriciya katilan kriyoprotektif ajanin
uygunlugu, sogutma sekli, ckilibrasyon zamam ve oram ile ¢6zme 1s1s1 ve zamam
olarak bildirmisglerdir. Képek spermasimmin dondurulmasinda etkili olan yéntemler
kopek yetistiricili§inin  temelini  olusturmugtur (11). Kopek spermasinin
dondurulmasinda kullanilan metotlar ve etkileri kimi aragtiricilar tarafindan
incelenmigtir (4,9,12-14). Kopek spermasmin gerek kisa siireli saklanmasinda
(12,15,16), gerekse dondurulmasinda gesitli sulandiricilar kullamilmigtir (2,17-20).
Kopek spermasimin dondurulmas: diinyadaki en iyi kopeklerden genetik materyalin
elde edilmesine olanak saglamig ve kopek yetigtiriciliginde yeni bir boliim agilmigtir
(11).

Erkek Képeklerden Sperma Alma Ydéntemleri:

Kopeklerden sperma penis masaji, suni vajen ve elektroejakulasyon
yontemleri ile alinabilmektedir (21-29). Klinik pratikte verimli, uygulanmasi kolay
ve kalitesi yiiksek sperma alinmasi nedeni ile penis masaji yontemi oncelik
kazanmaktadir (30,31).

Kirk (25), sun'i vajenin képek spermasinin toplanmasinda memnuniyet verici
olmadigim, erkek kopegin vajene yamtinin bazen zayif oldugunu ve bu metodun
spermanin motilitesi ve viabilitesi lizerine zararl etkileri oldugunu vurgulamigtir.

Sun'i vajenin Ozellikle kiigiik kopek wrklarinda sikici oldugunu belirten
aragtiricilar, vajenin kauguk kisminin spenﬁanm sicakla temasim uzatarak motiliteyi
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olumsuz yonde etkileyebilecegini bildirmiglerdir (32-34). Elektroejakulasyon
yontemi ile alinan spermanmn hacminin diigitk oldugu ve bu yontemin siklikla
spermanin idrarla karigmasina ve fiziksel rahatsizhiga neden oldugu belirtilmistir
(34). Ayrica bu yontemle fraksiyonlann ayrilmas: sorunu da s6z konusudur (33).
Sun'i vajen yonteminde de ejakulatin fraksiyonlarinin ayrilmasi ¢ok zor olmakta ve
¢ogunlukla da mimkin olmamaktadir. Bu yoOntemde sperma ormekleri
prepusyumdan gelen akinti ile kontamine olabilmektedir (15,35).

Wright ve Parry (27), elektroejakulasyon yonteminin pratik olmadifini, genel
anestezinin gerekli oldugunu, elle manuplasyona gére sun'i vajenin avantajli
olmadigimi ve elle manuplasyonun basanisinin pratik yapmaya ve hayvanin
psikolojisinden anlamaya bagli oldugunu ifade etmiglerdir.

Penis masaj1 ve sun'i vajen yontemi ile sperma alinirken ortamda kizgin bir
digi kopegin bulunmasmin uygulamay: kolaylastiracag: bildirilmigtir (32,36-40).
Linde- Forsberg (41), penis masaji yonteminde kizgin bir disinin genellikle gerekli
olmadigini fakat kizgin diginin varlhiginda ejakulattaki toplam spermatozoa sayisinin
daha yiiksek olacagmi belirtmigtir.

Kipeklerde Taze Spermanmmn Degerlendirilmesi:

Kopeklerin puberteye erigtikten sonraki ilk ejakulatlart gogunlukla anormal
ve Olii spermatozoa igerir. Sonraki ejakulatlarda spermatozoa yogunlugu artmakta,
anormal spermatozoa oram: azalmakta ve sperma normal sayida olgun spermatozoa
igermektedir (42).

Kopek spermasi, ayrilmasi her zaman kolay olmayan ii¢ fraksiyondan olugur
(22,23,26,34,43-46). Birinci fraksiyon, berrak sulu kivamda ve spermatozoa
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icermezken ikinci fraksiyon beyaz renkli, az visk6z ve g¢ok sayida spermatozoa
ierir. Ugiincii fraksiyon ise berrak, sulu kivamda olup ya g¢ok az sayida
spermatozoa igerir ya da hi¢ spermatozoa icermez (4,15,25,30,41). Normalde kopek
spermasi beyaza yakin seffaf olmayan renktedir (47).

Baz1 yazarlar spermay: ikinci fraksiyon (1,15,20,30,33,48), bazilar1 bir ve
ikinci fraksiyon (49,50), bazilan da tim ejakulat (6,31,44,51) iizerinden
degerlendirmiglerdir. Kimi aragtiricilara gére birinci fraksiyon prostatik sividan
olugmakta (15,52), kimi aragtiricilara gore de iiretral bezlerden salgilanmaktadir
(30,33,53). England ve Allen (54), kopeklerde iiretranin igerisinde glandular
dokunun olmadigini, birinci fraksiyonun prostatik orijinli olabilecegini ve iiretrada
depolandiktan sonra salgilandifini 6ne siirmiiglerdir. Sperma hacminin, kdpegin
yasina, bityiikliigiine, sperma alma sikligina ve toplanan prostatik sivinin miktarina
bagli olarak degistigi belirtilmektedir (42).

Soderberg (47), kopek spermasinin toplam hacminin toplanan prostatik
stvimn miktarina bagh olarak 0.5-30 cc, yogunlugun 200-500x10%ml arasimda
oldugunu ve hacmin fertilite ile iliskili olmadigimi vurgularken, Johnston (37),
hacmin 1-30 cc, yogunlugun 300x10%ml - 1x10° /ml, pH' mn 6.3-6.7 arasinda
oldugunu bildirmistir. Birinci, ikinci ve figiincii fraksiyonlarin hacimlerini sirasi ile,
Settergren (30), 0.25-3 ml, 0.5-4 mi, 1-25 ml, Linde-Forsberg (22), 1-5ml, 1-3 ml,
30-40 ml! (biiyiik ciisseli wklarda), Seager (55) 1-2 ml, 1-3 ml, 2-40 ml olarak
bildirmiglerdir.

Birinci ve igiincii fraksiyonlarin, spermanin uzun siire depolanmasinda
spermatozoa igin zararli oldufu goriilmistiir (41). Bu nedenle kdpek spermasi
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degerlendirilmek istendiginde spermatozoadan zengin olan ikinci fraksiyonun
timiiniin depolanmas1 6nem kazanmaktadir (42). Ayrnica prostatik sivinin
spermatozoamin canlilik stiresine ve donma toleransma zit etkili oldugu 6ne
stiriilmektedir (4,42).

Kopek  spermasi  saklamilmak  istendiginde, seminal plazmanin
spermatozoanin canli kalma siiresi ve donma tolerans: iizerine zararh etkisi oldugu
i¢in, fraksiyonlarn birbirinden iyice ayirt edilmig olmasi énemlidir. Bu zararl etki
plazmada bulunan baz: faktorlerin aktivasyonuna bagli olabilir. Bu faktérlerden bir
tanesinin, spermatozoanm soguk sokundan ve derin dondurma iglemleri ile ilgili
ozel fiziksel ve kimyasal durumlardan daha fazla zarar gérmesine yol agan hiicre
membran stabilitesinin azalmasina neden olduguna inamlmaktadir. Bdylece
spermatozoa sofuk sokundan daha kolay etkilenebilmektedir (43).

Normal kopek spermasinda ejakulattaki spermatozoa sayisinin yas, testikiiler
biiyiikliik, sperma alma siklifi, stres, gevre 1sis1 ve sperma toplamé metoduna bagh
olarak degisebilecegi vurgulanmaktadir (28).

Arastiricilar, képek spermasmin %70-90 oraninda motiliteye sahip oldugunu
saptamaslardir (11,22,47,56,57). Motilitenin kopek spermasinin kalitesini belirleyen
en Oonemli parametrelerden biri oldugunu vurgulayan Linde-Forsberg (41), normal
sperma orneklerinde motilitenin %70'ten az olmamasi ve primer ve sekonder
defektli spermatozoa oranmin %30-401 asmamasi gerektigini bildirmektedir.
Motilitenin spermatozoa viabilitesinin degerlendirilmesinde kullamldify fakat

fertilitenin bir garantisi olmadig: belirtilmigtir (58).



Primer anomalilerin %10'dan, sekonder anomalilerin %20'den fazla olmamasi
gerektigini vurgulayan Meyers-Wallen (59), yiiksek orandaki primer anomalilerin
spermatogenezisten kaynaklandifini, yiiksek orandaki sekonder anomalilerin ise
epididimal hastaliklardan veya spermanin toplarmast ve iglenmesi sirasinda
olustugunu bildirmigtir.

Spermatozoadan zengin fraksiyonun motilitesini birka¢ saat korudugunu ve
nispeten sogutmaya direngli oldugunu agiklayan Soderberg (47) ve Larsen (49),
toplanan spermalardaki hizhh motilite kaybimmin diigiik fertilitenin belirtisi
olabilecegini ifade etmiglerdir. Gomes (60), kopek spermasimin hacmini 5 ml,
yogunlugunu 0.3x10°/ ml, motilitesini %85, normal spermatozoa oranim %80 olarak
saptamistir. Kopek spermasmm pH'st nétre yakin alkali ya da asidik karakterde
olabilir (39). Normal pH 6.3-6.7 arasinda degisir ve kismen toplanan prostatik
stvinin miktarina baghdir. Prostatik sivi 6.0-7.4 arasinda degisen pH'ya sahip olup
ortalama deger 6.8'dir (34,42). Meyers-Wallen (59), prostatik sivimn (ligiincii
fraksiyonun) pH'simin 6.0-7.2 arasinda oldugunu belirtmigtir. Normal kopek
spermasinda, ortalama anormal spermatozoa orammin %15, en fazla %20 olmast
gerektigini, motiliteyi %70'in iizerinde, pH degerini de 6.3-6.7 olarak bildiren
Johnstone (61) bu degerlerin iyi bir fertilite i¢in kriter olduklarim vurgulamigtir.

Ileri ve ark. (39), fertilitesi yeterli bir kopekten alinan ejakulatin ortalama
motilitesini %70-90, hacmini 2-25 ml, canh spermatozoa oramim %80-85 olarak
belirtirlerken, morfolojik bozukluk oraminin da %20'den az olmasi gerektigini,
yogunlugun ise ortalama 125x10%ml olmakla beraber irka ve yasa gore 60x10%ml
ile 300x10%/ml arasinda degisebilecegini belirtmislerdir.
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Theret ve ark. (48), spermatozoadan zengin ikinci fraksiyonun hacminin 0.3
ml, yogunlugunun 3x10%ml'den az, anormal spermatozoa orammnin %]10'dan, 6lii
spermatozoa oraninin da %20'den fazla olmamas: gerektigini bildirmiglerdir.

Cesitli irktan 11 kopekten el masaj1 yontemi ile aldrklan sperma 6rmeklerinde
Gokgen ve ark.(1), ortalama sperma hacmini 2.24 cm®, yogunlugu 0.68x 10°/ cm’,
motiliteyi %60, 6lii spermatozoon oranmi %32.24, akrozom defektli spermatozoon
orammm %0.24, anormal spermatozoa oranmim %25, pH degerini de 6.16 olarak
bulmuglardir.

Biiyiikgoban (62), Kangal ve Alman Coban Kopeklerinden penis masaji ile
aldifr spermalarda her iki wkin hacim, motilite, yogunituk, pH, anormal, 6lii ve
akrozom defektli spermotozoon oranlarim genel ortalama olarak sirasi ile,
Kangallarda, 3.65 ml, %72.01, 335.2x10°/ml, 6.05, %10 , %2.93 ve %1.78, Alman
Coban Kopeklerinde ise 3.32 ml, %80.80, 393.7x10.%/ml, 6.34, %13.08, %2.98 ve
%?2.29 olarak bildirmistir.

Kangal irki beg képekten penis masaji yontemi ile aldiklan 25 ejakulatta
hacim, motilite, yogunluk, anormal ve 6lii spermatozoon oranlart ile pH degerlerini
ortalama olarak siras1 ile, 25.4 ml, %62.6, 524x10%/cm’, %7.9, %6.7 ve 6.1 olarak
saptayan Tekin ve ark.(6), bes adet Alman Coban kopeginden aldiklar1 25 ejakiilatta
ise aymi spermatolojik ozellikleri sirast ile, 21.2 ml, %68, 305x10%ml, % 6.2, %6.1,
6.2 olarak saptamiglardir.

Rota ve ark. (63), degisik wrktan 11 kopekten aldiklari taze spermalarda,

motiliteyi %78.6+13.6, hacmi 4.9+0.3 ml, normal spermatozoa oranmi %63.7+26.9,
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bag anomalisini %5.9+2.6, kuyruk anomalisini %17.4+22.0, akrozom anomalisini de
%10.7+8.3 olarak bulduklarim ifade etmislerdir.

Morton (32), fertil képeklerde canli spermatozoa orammnin %89.2, normal
spermatozoa oramnin %69.6, bas, kuyruk ve orta kisim anomalilerinin de sirast ile,
%?5.3, %13.4 ve % 4.87 o!dugunu bildirmigtir.

Sekiz ay ile alt1 yag arasindaki 28 adet Dalmagyali kopegin spermalarim sun'i
vajen yontemi ile aldiklarimi belirten Schubert ve Seager (26), 3.9 ml hacim, %84
motilite ve % 84 normal spermatozoa oram elde etmiglerdir.

Yaglan 2-5 arasinda olan dort adedi kontrol grubunda olmak iizere toplam
alt1 kopekten el masaj: ile beger ejakulat alan Kawakami ve ark.(64), motilite oram
ile akrozom, bas, orta-kisim, sitoplazmik damlacik, kivrik ve dolanmis kuyruk
anomalilerini siras1 ile, birinci kopekte; %87.3+3.0, %23.4+4.1, %2.0+0.1,
%2.7£0.2, %8.3+2.5, %25.3+6.2, %2.4+0.1, ikinci kopekte; %88.6+2.7,
%28.1+1.2, %2.5+0.2, %2+0.2, %7.2+2.2, %23.6+4.1, %2.8+0.1, kontrol grubunda
ise %91.8+1.5, %2.2+0.2, %1.1£0.1, %3.84+0.3, %2.0+0.2, %2.4+0.2, %2.2+0.2
olarak saptamiglardir.

Kopeklerde gozlenen tipik morfolojik spermatozoa anomalilerinin, bityiik
bas, kopuk bas, kivrik kuyruk, proksimal ve distal protoplazmik damlaciklardan
olustugunu agiklayan Mickelsen ve ark. (56), Alman Coban Képeklerinden el masajt
ile aldiklan taze spermalarda, motiliteyi %80, normal spermatozoa oranim %70
olarak bulduklarimi belirtmiglerdir. Kopeklerde ¢ift bas ve ¢ift kuyruk diger evcil

memelilerden daha fazla oranda gozlendigi de bildirilmektedir (30).
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Kopek Spermasinin Sulandirilmasi ve Kisa Siireli Saklanmasi:

Spermanin saklanmasi, sadece spermatozoanmn viabilitesini degil, ayni
zamanda depolama boyunca fertilizasyon kapasitesini de koruyan bir yontemdir
(58).

Spermatozoanin viabilitesinin uzatilmasi ejakulatin spermatozoadan zengin
fraksiyonuna Ozel sulandiricilarin katilmasi ile basanlabilmektedir (42). Eger
sperma depolanacaksa veya bagka bir yere gotiirillecekse ilk once sulandiriimasi
gerekmektedir (16,25,57,65). Sulandinlmig sperma eger hemen kullamilmayacaksa
5°C'de 24 saat saklanabilir (16,62,66). Kimi-Diaka ve Badtram (67), 5 C'de 24 saat
bekleyen kopek spermasinin fiziksel ve fonksiyonel karakterinde onemli bir
degisiklik olmadigim saptamuglardir.

Gill ve ark (68), 25 disi kopegi Tris-yumurta sarisi ile sulandinlmig sperma
ile hemen veya +5 C'de 24 saat depolamadan sonra yaptiklar tohumlamalardan %75
oraninda gebelik elde etmiglerdir.

Sodyum sitrat sulandricisiin +5°C'de depolamada ¢ok basarili oldugunu
bildiren Province ve ark.(12), bu sulandirici ile sulandirilan spermada depolamadan
240 saat sonra %52'nin iizerinde motilite elde etmislerdir.

Pastorize siit, kopek spermasinin kisa siireli saklanmasi i¢in kullanilmig ve 48
saat depolamadan sonra sperma fertil bulunmusgtur (15,30,43). Sogutma yontemi
boyunca spermatozoa viabilitesi sogutma oranina, depolama 1sisma ve kullanilan
sulandiricinin  gesidine baglidir (14). Iyi bir sulandirici, enerji veren besin

maddelerini ve pH'y1 degistiren zararli etkenlere karsi tampon maddeleri i¢ermeli,
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fizyolojik ozmotik basinci ve elektrolit yogunlugunu saglamali, bakteriyel geligimi
onleyen antibiyotikleri igermeli, sofutma islemi boyunca spermatozoay1 soguk
sokundan korumali, dondurma ve ¢dzme iglemleri boyunca spermatozoada olusacak
zaran azaltan kriyoprotektif maddeleri igermelidir (4,15,24,28,60).

Her sulandiricinin iki temel fonksiyona sahip olmasi gerekir. Bunlar:

1-Kriyoprezervasyon boyunca fertiliteyi korumak,

2-Her tohumlamada uygun spermatozoa sayisum saglayarak ejakiilatin
hacmini artirmaktir (28).

Ayrica sulandiricilar, spermatozoal membranlar1 transport boyunca olusan
sallanf1 ve 1s1 degisiklikleri nedeni ile gekillenen hasardan korumaya yardim ederler.
Sulandirma  iglemi metabolik aktiviteyi azaltmakta, bundan dolay1 da
spermatozoanin 6mrii uzamaktadir (41).

Ejakule edilmis sperma, isidaki hizli diisiise ¢ok duyarlidir ki bu devre
"soguk soku" olarak adlandirilan membran biitiinliigiiniin bozulmas ile sonuglanir.
Spermatozoanin plazma membrani, akrozom ve mitokondri kisimlar1 soguk sokuna
¢ok duyarhidir. Bu nedenle, spermatozoayr donma ve ¢6zme sirasinda olusacak
hiicre yaralanmalarina kargi koruyan kriyoprotektif maddelerin sulandiricilara
katilmas: gerekir. Lesitin ve fosfolipid igeren maddeler hizli sogutmanin etkilerinden
spermatozoay1 koruyabilmektedirler. Bu maddelerin uygun miktarlar siit ve
yumurta sarisinda bulunmugtur. Soguk soku boyunca fosfolipidler, spermatozoanin
plazma membraninin lipid yapilarim etkiler ve bu yapilarin korunmasim saglarlar.
Biitiin tiirler soguk sokuna aymi oranda tepki vermezler (58,60). Boga spermatozoast
15°C’nin altinda sogutmaya tamamen duyarlidir. Oysa képek, insan, tavsan ve horoz
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spermatozoasinin diger evcil hayvanlara oranla soguk sokuna daha direngli olduklan
bildirilmistir (69).

Sulandiniciya katilacak olan kriyoprotektanlarin hacimleri belirlenmelidir
(70). Gliseroliin dimetilsiilfoksitten (DMSO) daha iyi kriyoprotektif 6zellige sahip
olduu ve spermaya +5C'de katilmasmmn daha olumlu sonug verdigi gesitli
aragtiricilar tarafindan belirtilmigtir (4,16,28,71). Olar ve ark. (14), DMSO'nun
sulandirictya yalmz bagma veya gliserolle kombine olarak katilmasinin, ¢6ziim
sonrasinda kopek spermatozoasmin canliligma herhangi bir faydasin olmadigim
vurgulamglardir.

Kopeklerde sulandirma oram, payetlerde pelletlerden daha yiiksek olup,
spermanin  baglangic yogunluguna bagh olarak 1/3 ile 1/8 arasinda degisir.
Genellikle sulandiricilara ml. bagina 1 mg dihidrostreptomisin ve 1000 IU penisilin
katilmas1 onerilmigtir (4,15,43).

Linde-Forsberg (22), lllinois Variable Temperature (I.V.T.), pastorize siit,
sodyum sitrat dihidrat ve %0.75 glisin gibi sulandinicilarin kdpek spermasinin
sulandirilmasi amact ile kullamildigmi, yaygin olarak kullamilan sulandiricilardan
birisinin de %20 yumurta saris1 igeren Tris-sitrat sulandiricisi oldugunu belirtmigtir.
%20 yumurta sansi igeren sulandiricilarin spermatozoal biitiinligi %0 veya %1
yumurta sanismna oranla daha iyi korudugu bildirilmigtir (69). Yaygm olarak
kullamlan diger bir sulandirici da %80 homojenize ve pastorize kreniadlr
(12,22,43).

Rohloff ve ark. (71), 6 adet Beagle ki kopekten penis masaji yontemi ile

topladiklari spermatozoadan zengin fraksiyonlan, Tris-yumurta saris1 sulandiricisi
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ile sulandirmuslar ve DMSO ile gliseroliin derin dondurmada donmaya kars1 koruma
oranlarin1 tartigarak DMSO’nun son yogunlugunun %1, gliseroliin son
yogunlugunun %8'i gegmemesi gerektigini belirtmiglerdir.

Spermay1 yumurta sansi-fruktoz ve yumurta sarisi-sitratla sulandirip +4°C’ de
4 giin saklayan Brochard ve Coulomb (72), bu siire sonunda %50 oraninda motilite
elde etmiglerdir.

Rota ve ark.(63), 11 koépekten el masaji yontemiyle aldiklari sperma
orneklerini otolog seminal plazma, Tris-yumurta sarisi, siit-yumurta sarisi, krema-
yumurta sansi ile sulandirarak +4’C'de 4 giin saklamuglardir. Otolog seminal
plazmada, motilite 2. giinde %0 olarak saptanirken, digerlerinde sirasi ile, %53.6 ,
%30.4, ve %11.1 olarak tespit edilmistir. Tris sulandiricisi ile sulandirdiklan kopek
spermast ile sulandinimamg spermayr +4°'C' de 5 giin saklayarak motilitelerini
kargilagtiran Foote (73), Beagle ki kopeklerden aldigi spermalann %4 gliserol
iceren sodyum sitrat sulandinicisi ile sulandirmustir. Arastirict +5°C'de 1, 4, 8, 12
giin siireyle depolama sonunda elde ettigi motilite oranlarim siras1 ile, %67, %58,
%50 ve %30 olarak bildirirken, aym sulandirict %8 gliserol igerdiginde aym
depolama siireleri sonundaki motilite oranlarim siras: ile %64, %52, %43 ve %19
olarak saptadigimi ifade etmigtir.

Kipek Spermasimin Dondurulmas::

Spermanin  uzun siireli saklanmasi derin dondurma yo6ntemi ile
gergeklestirilebilir (43). Yapilan ¢aligmalarda, kopek spermasi yaklagik 1ml.lik

ampullerde, pellet seklinde ya da payetlerde dondurulmustur (4,10,14,42).
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Giintimiizde ise pellet seklinde veya payetlerde dondurulmaktadir (4,15,41,53).
Payetlerin gesit ve biiyiikliikleri uluslararas: kullanilmakla birlikte ya 0.25 ya da 0.5
ml.lik tipleri kullamlmaktadir (28).

Linde-Forsberg (41) ve Olar (74), pellet yonteminin dezavantajlarina
deginerek pelletlerin identifiye edilmesinin zor, yontemin zaman alici oldugunu,
Olar ve ark. (14) ise payet yonteminin identifikasyon, depolama ve ¢6zme kolaylig
saglamasindan dolayir bu dondurma yonteminin tercih edildigini ifade etmiglerdir.
Christiansen (16), spermanin dondurulmasi yontemi ile 6nemli derecede fertilite
kayb1 olmaksizin spermanin yillarca depolanabilmesinin miimkiin olacagim
aciklamistir. Kopek spermasmuin ¢dziim sonrasi motilitede Onemsiz bir azalma ile 9
yil depolanabilecegini belirten Feldman ve Nelson (42), ¢ozme yontemleri ile
tohumlama bagina kullanilan payet ve pelletlerin sayisimin eldeki olanaklara gore
degisecegini bildirmislerdir.

Pek ¢ok tiirde spermanin dondurma oncesinde bir sulandirici ile sofutma
iglemi altinda ekilibrasyonuna gerek vardir. En iyi sonuglar genellikle spermanin
toplanmasindan hemen sonra sogutma iglemine baglanmasi ile saglanmus, diigiik
sogutma oranlarmin soguk soku hasarm azalttigi ve +5°C'de depolama siiresinin
dondurma oncesinde bir saatten daha fazla oldugu ifade edilmistir (4). Aym
aragtiricilar, dondurma hizinin ¢6ziim sonras1 canlilik ve fertiliteyi etkiledigini, agin
hizli dondurmanin intraselliiler kristal olusumuna ve hiicre hasarina neden
oldugunu, optimal dondurma oraninin ise sperma hacmine, g¢evre 1sisina,
sulandiniciya, kriyoprezervatife, hayvan tiiriine ve ¢6zme yontemine gore degistigini
vurgulamiglardir.
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Kopek spermasmin dondurulmasi amaciyla  kullanilan sulandiricilar
genellikle bir kriyoprotektan olan gliserolii igermekte (41), payetlerde dondurma
amactyla ise genellikle %2-8 gliserol igeren Tris-yumurta sarist sulandiricisi
kullamlmaktadir (14,17,18,75). Yubi ve ark.(20), wklari farkli olan iki grup
kopekten aldiklan1 spermalan, Tris-yumurta sarisi ve laktoz-yumurta sansi ile
sulandirarak 0.5 mllik payetlerde dondurup 35°C'de 15 sn’de ¢ozmiislerdir.
Aragtinicilar, ¢oziim sonrasinda birinci grupta ortalama motilite, 6lii ve anormal
spermatozoa oranlarimi Tris sulandincisinda sirasi ile, %45, %45, %20,5 olarak
saptarlarken, laktoz sulandiricisinda veri alamadiklarmmi, ikinci grupta ise aym
degerleri Tris sulandiricisinda, %29.17, %60.8, %39.0, laktoz sulandiricisinda ise
%24.17, %46.0 ve %34.41 olarak bulduklarim ifade etmislerdir.

Aldiklar: sperma oOrneklerini Tris-sitrik asit~yumurta sarisi ile sulandiran
Morton (32), sulandirdif spermalan +4°C'de 2 saat bekletmis ve bu siirenin 4-5
saate kadar uzatilabilecegini belirtmigtir. Aym aragtirici, bu siire sonunda spermayi
payetlere gekerek uglarimi polivinil pirolidon (PVP) ile kapatip 30 dak. buzla
sogutulmug distile suda bekletmis, payetleri kuruladiktan sonra sivi azotun 6-7 cm
yukarisinda azot buharimin gegmesine izin veren parmaklikli rafta 5-10 dak. tutarak
dondurmug ve payetleri sivi azot iginde depolamugtir. Aragtirici 37-40°C’de 1
dak.’da ¢ozdiiii payetlerde gogunlukla % 70-80 oraminda motilite elde ettigini
bildirmistir.

Silva ve Verstegen (9), Laiciphos, Tes/Tris ve biociphos sulandinicilan ile 1/1

oramnda sulandirdiklari spermalari +4°C'de 2 saat ekilibrasyona birakmglardir,
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Aragtiricilar spermalan aym hacim sulandirici ile tekrar sulandirilip aymi 1s1da 2 saat
daha ekilibre etmigler ve 0.5 ml.lik payetlere ¢ektikleri ekilibrasyonunu tamamlamig
spermalart -20°'C'deki stvi azot buharinda 20 dakikada dondurup -196 C'deki stvi
azot iginde depolamuslardir. Aym aragtiricilar, ¢6ziim sonrasinda Laiciphos,
Tes/Tris ve biociphos sulandiricilarinda sirasi ile, %65, %65, %50 motilite ve %80,
%80, %78 oraminda canli spermatozoa bulduklarim, anormal spermatozoa oraninin
1se tiim 6rneklerde %15'den az oldugunu ifade etmislerdir.

Degisik wrktan 4 kopekten aldiklari 20 ejakulati Tris-yumurta saris ile 1/3
oramnda sulindiran Yurdaydin ve Kotzab (5), 0.25 ml.lik payetlerde dondurduklan
spermalar1 40°C'de 10 sn'de ¢ozmiislerdir. Coziim sonrasi ortalama motilite, 6lii ve
anormal spermatozoa oranlarimi sirasi ile, %46.5, %33.12 ve %?27.91 olarak
saptamiglardir. Oettle (76), Tris-yumurta saris1 sulandiricisini iki esit hacme ayirmus,
ilk kisma gliserol katmamus, ikinci kisma ise %20 (v/v) gliserol eklemistir. Sperma
ik kistm sulandiric1 ile 1/2 oraninda sulandirihp 450 devirde 10 dak. santrifiij
edilmis ve iistte kalan kisim atilarak orijinal hacmine bakilmaksizin 1.8 ml.lik
sediment biralalmigtir. Sediment, 1°C/dak sogutma hiziyla +5°C'ye ulaginca 0.6 ml
ikinci kisim sulandiricr ile sulandirlmig ve son gliserol yogunlugu %5 olmustur.
Ornek, +5°C’de 3 saat ekilibrasyona birakilmig ve bu siire sonunda 0.25 mllik
payetlere ¢ekilerek sivi azotun 25 mm iizerinde 10 dakikada dondurulmustur.
Donmug sperma, 30°C'de 30 sn'de ¢oziilmilg ve %60'm iizerinde motilite tespit

edilmigtir.
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Bes farkhi wrktan kopege ait toplam 50 ejakulatt 0.2 mllik pelletlerde
donduran Baran (77), aldig: taze spermalar iki esit hacme ayirip %1 glikoz ve %10
yumurta sarist igeren yagsiz siitlii sulandirici ve Tris sulandiricist ilel:1 oraninda
sulandirmigtir. +5°C’ye sogutma sonunda siit ve Tris sulandiricilarini iki egit hacme
ayimmig ve finalde bu sulandincilar %4 ve %7 gliserollii olacak gekilde
gliserolizasyon iglemi uygulayarak 4 grup olusturmustur. Aragtirici dondurma ve
¢oziim sonrasmda en yiksek motiliteyi %68.36+11.71 ile %4 gliserollii siitlii
sulandincida elde etmigtir. Arastiric1 buna en yakin bulgulan %60.02+13.21 ile Tris
sulandiricisinda saptadigim bildirmigtir.

Hopkins ve Evans (24), gliserol igceren Pipes-sitrat-yumurta sarisi
sulandiricis ile 1/1 oraninda damlalar seklinde sulandirdiklan spermanmn 1sisim
buzdolabinda 30 dak.’da +5°C'ye sogutmuglardir. Sogutulan sulandinlmig sperma,
1s1s1 +5°C’deki sulandiric1 ile 1/2 oraninda sulandmbip 0.5 mllik payetlere
¢ekilmigtir. Payetler sivi azot buharinda yaklasik 8 dakikada dondurulup sivi azot
iginde depolanmig ve ¢6ziim sonrasimnda %30 motilite oran1 saptamigtir.

Donmus Képek Spermasinin Coziilmesi:

Aragtiricilar tarafindan donmug kopek spermasi igin gesitli ¢6zme yontemleri
bildirilmigtir (2,14,17,48,52). Dondurduklar1 sperma orneklerini, Oettle (13),
35°C'lik su banyosunda 1 dakikada, Howard ve Pace (28), 37 C’de 30 sn'de, Theret
ve ark. (48), 37°C' de 60 sn'de ¢ozdiklerini bildirirlerken, Andersen (43) ise 0.5
ml.lik payetleri 75°C'de 6.5 sn'de, 0.25 ml.lik payetlere ise 75°C 5 sn'de ¢6zdiigiinii

belirtmistir. Linde-Forsberg (41), 0.5 mLlik payetlerin 37 C'de 15 sn'de veya 6 sn'de,
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35°C'de 30 sn'de veya 2 dakikada, 75°C'de 6.5 sn'de ya da 70°'C'de 8 sn'de veya 12
sn'de goziilebilecegini bildirirken, 0.25 ml.lik payetlerin ise 75 C’lik su banyosunda
5 sn'de ¢oziilebilecegini ifade etmistir.

Tris-yumurta sanst ve laktoz-yumurta sansi sulandinicilan ile 0.5 mllik
payetlerde dondurduklari spermalan;, 1°C'de 2 dak.'da (yavas), 35 C'de 30 sn'de
(orta) ve 75°C'de 12 sn'de (hizli) ¢bzen Olar ve ark. (14), en yiiksek motiliteyi hizli
¢o6zme yonteminde bulduklarim, ¢6zme 1silan kargilastinldiginda motilite oranlan
arasinda 6nemli bir farklilik olmadigini vurgulamiglardir.

Battista ve ark.(17), Beagle ki kopeklerden aldiklan spermatozoadan zengin
fraksiyonlan, Tris-sitrik asit-yumurta sarisi, laktoz-yumurta sarisi, pipes-yumurta
sarist, tes-tris-yumurta sarisi sulandinicilan ile sulandirip pellet seklinde ve 0.5
mllik payetlerde dondurmuslardir. Bu arastincilar, pelletleri 37°C'de 45 sn'de,
payetleri de 37°C'de 45 sn'de veya 70'C'de 6 sn'de ¢ozmiisler, pellet yonteminde en
yilksek motiliteyi laktoz sulandinicisinda, payet yonteminde ise her iki 1s1
derecesinde de Tris sulandiricisinda bulmuglardir.

Pek ¢ok arastirict (19,65,68,76), ¢oziim sonrasi motilite oranlarmi %50-65
arasinda bulmuglardir. Bunun yam sira %30-45 oraminda ¢6ziim sonrasi motiliteye
sahip sperma &rneklerinin de tohumlamada kullanilmas: gerektigi vurgulanmaktadir
(4). Linde-Forsberg ve Forsberg (11), ¢oziim sonras1 %20-30 aras1 motiliteye sahip
donmus-¢oziilmiis sperma ile gebelik elde ettiklerini belirtmiglerdir. Smith (70),
kopek spermasinin kriyoprezervasyonunda kullanilmak iizere 4 zwitterionik tampon

sulandinciya (PIPES, BES, TES, TRIS), 3 potasyumlu tampon (KHCO;, K3;PO,,

21



KOH) eklemis, ¢6ziim sonrast en iyi motilite oranim %50 PIPES/KOH, %25
sodyum sitrat ve %25 dekstroz ile %20 yumurta sarisindan olusan sulandiricida
bulmugtur. Arastirici, payet ve pellet seklinde dondurulan spermalarda ¢6ziim
sonrasi en iyi motiliteyi 0.5 mllik payetlerde saptadigini bildirmistir.

Concannon ve Battista (4), kriyoprotektanlar katilmadan sulandinilan képek
spermasimn dondurulmas: halinde, ¢6ziim sonrasi motil spermatozoa sayisinda
onemli oranda azalma gorilldigiinti ve kullanilacak gliserol miktarinin hayvan
tirlerine gore degistigini ifade etmigslerdir. Garner (58), gliseroliin sulandirilmig
spermaya yavas yavas ya da kademeli olarak katilmasi halinde ¢6ziim sonrasi en
yiiksek progresif motilite yiizdesinin elde edilebilecegini vurgulamistir.

Gill ve ark. (68), Tris-yumurta saris1 sulandiricisma gliserol katmadan
yaptiklari dondurma igleminden sonra ¢6ziim sonrasi ortalama %28 oraninda
motilite elde ederlerken, gliserol kattiklannda ¢6zdiikleri 6rneklerde %40-50'den
fazla motilite saptadiklanimi belirtmiglerdir. Foote (78), ampul yoéntemi ile
dondurdugu sperma &rneklerinde, ¢6ziim sonrasi motilite oranmi, %11 gliserol
igeren Tris yumurta sarist sulandiricisinda %41 olarak saptarken, %8 gliserol igeren
sodyum sitrat yumurta sarisi sulandiricisinda %27 olarak bulmustur.

Tris-sitrik asit-yumurta sarsi sulandiricisi ile sulandirdigi spermalan 0.25 ve
0.5 mllik payetlerde donduran Dumon (65), payetleri 40 C'de 30 sn'de ¢ozdiigiinii
ve g:ézi'nﬁ sonrasinda %50'den fazla motilite saptadigimi ifade etmistir. Olar ve

ark.(14), yaptiklan bir gahsmada dondurduklan spermalan, 75°C'de 12 sn'de
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¢ozditklerindeki ¢oziim sonrasi motilitenin 1°C'de 2 dak. veya 35 C’de 30 sn'de elde
ettikleri motiliteden daha yiiksek oldugunu vurgulamiglardur.

Yaglar1 2-6 arasinda degisen 6 adet Alman Coban kopeginden 18 ejakulat
alan Ivanova-Kicheva ve ark.(79), Tris-fruktoz (TF), Tris-glukoz (TG) ve Sukroz-
laktoz (SL) sulandiricilar: ile dondurduklart spermalart 55°C'de 5 sn'de ve 37°C 8 sn'
de ¢ozmislerdir. TF, TG, SL sulandiricilarinda 37°C'de ¢6ziim sonrasi motilite
degerleri swas1 ile %27.77+0.89, %26.11+0.63, %29.44+0.87 iken, 55C'de
%34.72+0.62, %29.27+0.62 ve %39.33+0.96 olarak bulunmugtur. Aym arastiricilar,
55°C'de 5 sn g6zme 1sismin spermatozoamn depolanmasinda 37 C'de 8 sn'den daha
etkili oldugunu, -196C' den 55Cye hizli 1s1 artigmin belki de intraselliiler
kristalizasyonu 6nledigini belirtmiglerdir.

Farstad ve Berg (19), 0.5 ml.lik payetlerde dondurduklar spermalari, 70°C'de
8 sn'de ¢ozdiiklerini ve ¢6ziim sonrasi motiliteyi %40-80 bulduklarini, Theret ve
ark.(48) ise 37°C'de 60 sn'de ¢ozdiklerini ve %60-80 arasinda motilite tespit
ettiklerini bildirmiglerdir.

Penis masaji ile aldiklani spermalann payet yontemi ile dondurduklarmi
belirten Nothling ve Volkmann (18), ¢6zme iglemini 35°C'de 2 dak.'da
gerceklestirdiklerini ve %35'ten fazla motiliteye sahip donmus spermalan
tohumlamada kullandiklarim ifade etmiglerdir. Yedi képekten aldiklan 21 ejakulat
pelletlerde, 0.5 ve 2.5 ml.lik payetlerde, Tris-sitrat ve Bes-laktoz sulandiricilan ile
donduran Thomas ve ark. (80), kullandiklann sulandiricilarin hangi dondurma

metodunda en yiksek ¢6ziim sonrasi motiliteye sahip olduklarimi belirlemeyi
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amaglamislardir. C6zme islemini 37°C'de 30 sn'de yaptiklarim belirten arastiricilar
en yiiksek motiliteyi hem Tris-sitrat hem de Bes-laktoz sulandiricisi igin pellet
formunda elde etmiglerdir. 0.5 ve 2.5 ml.lik payetlerden elde edilen motilite oranlan
kargilagtinldifinda, ¢6ziim sonrasi motilite orani, Bes-laktoz sulandiricisinda 2.5
ml.lik payetlerde daha yiiksek iken, Tris-sitrat sulandiricisinda 0.5 ml.lik payetlerde
daha yiiksek bulunmustur.

Donmus Képek Spermasmin Kullanim Avantajlar:

Donmus kopek spermasimin kullaniminin en biiyiik yararlarindan birisi farkli
iilkelerden kopek wklarmin yetistirilebilme kolayhigidir (81). Farkhh ik koépek
spermalarinin ithal edilmesi giiniimiizde baz: wrklarda yaygin olan kalitsal defektleri
azaltmada ve hatta eradike etmede yardimci olmaktadir. Diinya gapindaki uygun
damizlik kdpeklerin se¢iminin, potansiyel olarak yetistiricilere kalitsal hastaliklarn
elimine etmede sans tantyacag bildirilmektedir (42,55,81,82).

Degerli genetik hatlar, donmus spermanin depolanmasi ile korunabilmektedir
(82-84). Spermanin almip dondurulmasi ve depolanmasi ile arzu edilen baz
karakterleri tagiyan yeni nesiller iretmeye devam edilebilmektedir. Aymca
spermanin depolanmasi, damizlik bir kdpegin zamansiz 6liimii ya da bir yetigtirme
programu sirasinda steril kalmasi veya olabilecek bir kazaya kargi spermamn
korunmasim saglamaktadir (3,81). Eger kopek ¢iftlesmeyi engelleyecek bir kaza
gegirirse donmug sperma, disi bir kopek kizginlik dénemine girdiginde biiyiik deger
tagir. Spermanin dondurulmasi, genital yolla bulagan hastaliklarin yayilmasinin
siirlanmasi agisindan onemlidir. Diger bir avantaji da digi kopeklerin segilmis
esleri ile ¢iftlesmek iizere yapacaklan uzun yolculuklarin oniine gegilmesidir (81).
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Boylece nakliye sirasinda stresten olusan etkileri disilerden elimine etmek miimkiin
olmaktadir (47,85,86).

Donmus spermamn baghica kullanim amaglarimi kisaca ozetleyecek olursak;

« Arzu edilen genetik 6zelliklerin yayilmasim saglamak,

* Aragtirma gruplarinda yer alan damizlik erkek kopeklerin sayisim azaltmak,

« Kopekler arasinda giftlesme ile bulagan hastaliklar1 6nlemek,

« Spermayi erkegin iireme yagami diginda da koruyabilmek,

» Kalitsal hastaliklar yoniinden test edilmig wrklarin kullaniminda yarar saglamak,

» Spermamn ¢ok uzak mesafelere naklini miimkiin kilmak,

« Ustiin genetik 6zelliklere sahip kopeklerin spermalarinin hazir olarak elde var
olmasi ile kopek irklarinin genetik ilerlemesine katkida bulunabilmektir.

Sunulan ¢aligmada, képek spermasinin farkli sulandinicilarla sulandirilarak
payet yontemi ile dondurulmasi ve dondurmanm sulandirma, +5°C’ye sogutma,
gliserolizasyon, ekilibrasyon ve ¢Oziim sonrast agamalarindan elde edilen
spermatolojik ézelliklerinih incelenmesi ve kargilagtinlmasi, ¢oziim sonrasinda en
iyi spermatolojik 6zelliklere sahip sulandirici tipinin belirlenmesi, bagka bir deyisle
farkli sulandiricilarin ve payet y6ntemi ile dondurmanin kopek spermasinin motilite

ve morfolojik 6zellikleri {izerine etkilerinin aragtrilmasi amaglanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Arastirmada materyal olarak, Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve Egitim
Merkez Komutanlign Kopek Uretim Boliiginde bulunan 10 adet Kurt Képegi
(Alman Coban Kopegi; German Shepherd Dog) kullanildi. Calismada kullamlan
kopeklerin bakim ve beslenme sartlarinda herhangi bir degisiklik yapilmadi.

1. Kopeklerden Spermamm Alnmasi ve Spermatolojik Ozelliklerin
Degerlendirilmesi:

Arastirmada kullamlan spermalar el masaji (Onani) yontemi ile alind:
Sperma alinirken o giin dstrusta olan digi kopekler kullanildi. Sperma alma iglemi iki
giinde bir ve kopeklerin giftlesmeye alisik olduklart ortamda yapildi. Her képekten
5’er olmak iizere 50 ejakulat alind.

Sperma alinirken steril cerrahi eldiven kullamldi ve eldivenin yiizeyine
kayganhigy saglamak igin vazelin, herhangi bir enfeksiyon riskine kargi da
antibiyotikli bir pomat siiriildii. Kopegin sol tarafindan yaklagilarak prepusyuma
yapilan el masaji ile bulbus glandis uyarildi. Uyarim ile ereksiyon saglandi ve
prepusyal kilif bulbus glandisi agia ¢ikaracak sekilde kaydirildi. Ereksiyondan
dolay1 sismeye baglayan bulbus glandis bas ve isaret parmaklan ile kavrandiktan
sonra penis dogal ¢iftlesmeye benzer sekilde kopegin arka bacaklari arasindan
geriye ¢evrildi. Bulbusa avug igi ile yapilan ritmik basinglarla ejakulasyonun
baglamas: saglandi. Spermatozoadan zengin olan ikinci fraksiyon, renk ve kivam
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degisimleri g6zlenerek diger elde bulunan 1sitilmig sperma toplama kadehine alinds.
Kadeh avug iginde tutularak 1sist 37 C'ye ayarlanmis su banyosuna yerlestirildi.
Froti i¢in kullanilan boyalar ile serum fizyolojik aym1 su banyosunda, cam malzeme
de 1s1s1 37 C'ye ayarlanmus etiiv igersinde sakland1.

Spermanin degerlendirilmesinde asagidaki kriterlere bagh kalindi:

1.1. Sperma Hacmi:

Dereceli sperma toplama kadehinden okunup ml. olarak kaydedildi.

1.2, Spermatozoa Motilitesi:

Mikroskobun 1sitic tablasinda bulunan lam iizerine 1 damla serum fizyolojik
ve kiigiik bir damla da sperma damlatiip kangtirilarak iizerine lamel kapatildi.
Motilite, x 40 biiyiitmede ii¢ ayn sahada ileri yonde hareket eden spermatozoitler
incelenip ortalamalar1 alinarak % olarak belirlendi.

1.3. Sperma Rengi:

Spermatozoadan zengin ikinci fraksiyonun rengi, ¢iplak gézle degerlendirildi.

1.4. Spermatozoa Yogunlugu:

Spermatozoa yogunlugu birim hacimde bulunan spermatozoa sayisi olarak
degerlendirilip "hemositometrik yontem” ile saptandi. Bu yontemde sulandirma
eritrosit sayma pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar taze sperma, 101 ¢izgisine kadar da
%?3'likk sodyum Kkloriir soliisyonu ¢ekilerek yapildi. Thoma laminda, koselerdeki 4
biiyiik ve ortadaki herhangi bir karede bulunan spermatozoitler sayilarak yogunluk

x10%ml cinsinden hesaplanda.
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1.5. Spermanmn pH Degeri:

Ozel renk skalast bulunan pH indikatér kagidina bir damla sperma
damlatilarak saptandi.

1.6. Olii-Canli Spermatozoa Oraninin Saptanmast:

Olii-canli spermatozoa oramm saptamak igin eosin-nigrosin boyama
tekniginden yararlanildi (39). Once 5 gr eosin distile suda eritilerek %5k
soliisyonu hazirlandi. Aym sekilde nigrosinin de %10'Tuk soliisyonu hazirlandi. %5
eosin soliisyonundan 1 kisim, %10 nigrosin soliisyonundan da 4 kisim kangtirilarak
eosin-nigrosin boyast elde edildi. Lam iizerine 1 damla eosin-nigrosin ana
soliisyonundan yanina da 1 damla serum fizyolojik ve tizerine 1 damla sperma
damlatilarak birbirleri ile kangtirild1 ve siirme froti hazirlanarak havada kurutuldu.
Olii spermatozoitler eosin boyasmn rengini alarak kirmizi renkte goriiniirken,
boyayr almamig renksiz goriinen spermatozoitler canli olarak degerlendirildi.
Hazirlanan preparatlar faz kontrast mikroskobun immersiyon objektifi (x100) ile
muayene edildi. Her preparat 333 adet spermatozoa sayilarak degerlendirildi. Boya
alan spermatozoa sayis1 3 ile ¢arpiip 10°a boéliinerek 6lii spermatozoa orant %
olarak hesaplandi.

1.7. Morfolojik Muayene:

Sperm hiicrelerinin morfolojisi ;

*Basa ait bozukluklar

*Orta kisma ait bozukluklar

*Kuyruk kismina ait bozukluklar
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*Akrozomal bozukluklar, olarak dort kisimda incelendi. Bag, orta, kuyruk
kisimlari ile akrozomal bozukluklarin toplami "toplam morfolojik bozukluklar”
olarak degerlendirildi. Akrozom defektli spermatozoa oranini saptamak igin Giemsa
boyama yéntemi kullanild: (37). 10 damla Giemsa ana soliisyonu, 5 ml. distile su ile
kanigtirilarak Giemsa boyasi elde edildi. Lam {izerine bir damla serum fizyolojik bir
damla da taze sperma konularak froti ¢ekildi ve kurumasi beklendi. Hazirlanan froti
10 dak. metil alkolde tespit edildi. Metil alkol dokiildiikten sbnra frotilerin {izerine
Giemsa boyasi yayilarak 30 dak. beklendi. Boyama igleminden sonra preparatlar
distile su ile yikanarak kurutuldu. Hazirlanan preparatlar, faz kontrast mikroskobun
immersiyon objektifinde (x100) incelendi. Her preparattan toplam 333 adet
spermatozoit sayilarak akrozomal bozukluga sahip spermatozoitlerin sayist 3 ile
carpilip 10'a boliinerek akrozomal bozukluk oran % olarak hesaplanda.

Bas, orta kistm ve kuyruga ait morfolojik bozukluklarin incelenmesinde, 6li-
canli spermatozoa orammmin saptanmasinda kullanilan eosin-nigrosin boyama ve
hesaplama yontemi kullanildi. Tiim boyama yontemlerinde cam malzemenin steril,
lam, lamel ve boyalarin sperma ile aym 1sida ve boyalarin taze olmasma dikkat
edildi.

2. Spermanm Sulandirilmasi ve Dondurulmasz:

2.1, Tris-Yumurta saris1i ve Sodyum sitrat-Yumurta sarisi
Sulandiricilarimin Hazirlanmasi:

Caliymada kullanulan sulandinicilarin hazirlanmasinda giinliik taze tavuk
yumurtalan kullanildi. Yumurtalarin kabuklan alkolle silindikten sonra kurutuldu ve
ortadan ikiye béliinerek bir kurutma kagidi iizerinde aki ile saris1 birbirinden aynldi.
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Toplanan yumurta sarilan vitellin membran ayrildiktan sonra dereceli bir meziire
aktarilda.

2.1.1.Tris-Yumurta sansi (T-YS) Sulandirncisimin Hazirlanmasi (63):

TRIS (hidroksimetil aminometan)....................ccooocvenenn.... 3.025¢
SHHAK @SIt.....vieeiiiieiieee et e e 1.70 g
FrUKEOZ.....vviiiiieieee ettt e 125¢
PeniSilin........ccoooiiiiiiiiiiiieecee e 1000 IU/ml
SEFEPLOMUSIN. ... eeseeeeeese e eeeeeae 1 mg/ml
YUumurta SATISL.........cvveeeeiiiiererieeiiieeireeecrieeereeeesreeeeeneas 20 ml
Bidistile SU........cooeiiiiiiiiieieee e g..s..p... 100 ml

2.1.2 Sodyum sitrat-Yumurta Sars1 (SS-YS) Sulandiricisinin

Hazirlanmasi (25):

Sodyum sitrat dihidrat ... 145¢g
GIUKOZ.......oeeeieeeteeeeeee ettt et e 125¢
GLSINL...coviieiie ettt ve e ae e ens 093¢
PeniSilin.......c.ceeeeiiieiiecir ettt 1000 IU/ml
SHrEPLOMISIN ....eeeneireiiieeiieiie ettt eveeenneen 1 mg/ml
Yumurta Sarist ......cceeeeiieniiinreneeree et 20 ml
Bidistile SU .....oooocvveriieeiiceeecr e q..S..p... 100 ml
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Calismada kullanilan kopeklerden sperma omekleri aliup spermatolojik
ozellikleri incelendikten sonra sperma iki esit hacme ayrildi ve 1sis1 37 Clye
ayarlanmig su banyosuna konuldu. Her bir hacim sperma ayni su banyosunda
bulunan gliserol igermeyen T-YS ve SS-YS sulandinicilan ile 1:1 oranda
sulandirildi. Dereceli cam tiipte bulunan T-YS ve SS-YS ile sulandinlmig sperma
ierisinde 37°C su bulunan cam bir behere konularak 1sts1 +5°C olan buzdolabma
yerlestirildi. Bu sirada gliserol igeren T-YS ve SS-YS sulandiricilan da aymi behere
konuldu. Spermanin 1s1s1, kademeli olarak spermaya degmeyecek sekilde beherdeki
suya kiigiik buz pargalan atmak sureti ile 2 saatte +5 C'ye sogutuldu. Sulandiriimig
spermamn isist bu siire iginde behere yerlestirilmig bir termometre yardimi ile
olgiildii.

2.1.3. %4 Gliserollii T-YS ve SS-YS Sulandiricilarmmm Hazirlanmasi:

%38 Gliserollii T-YS Sulandircisimn Hazirlanmasi:

T-YS sulandincisi : 92 ml

Gliserol :8ml

100 ml

%38 Gliserollii SS-YS Sulandiricisinin Hazirlanmasi:

SS-YS sulandiricisi : 92 ml

Gliserol 8 ml

100 ml
Isist +5°C'de bulunan T-YS sulandiricisi ile islem gdrmiig sperma kendi

hacmi kadar %8 gliserollii T-YS sulandiricist ile, SS-YS ile iglem gormiig sperma da
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kendi hacmi kadar %8 gliserol iceren SS-YS sulandiricis ile finalde % 4 gliserol
igerecek sekilde sulandirildi. Gliserolizasyon olarak adlandirilan bu iglem S'er dak.
araliklarla 10 esit hacimde ve 50 dak.da tamamlandi. Bu siire sonunda spermalar
+5°C'de 2 saat siire ile ekilibrasyona birakildi. Dondurma islemine baslamadan énce
strafor bir kutunun igine siv1 azot dolduruldu ve siv1 azot yiizeyinin yaklagik 4 cm
lizerine tel bir 1zgara yerlestirildi. Sivi azotun 1sisum Olgen digital termometrenin
probu da tel 1zgaranin lizerine konularak straforun iizeri cam bir kapakla kapatildi.
+5°C'de ekilibrasyonu tamamlamig sulandirilims sperma 6rnekleri payet yontemine
gore donduruldu. Bu amagla 0.5 mllik polivinil klorid (PVC) payetler kullamild1.
Payetlerin agik olan uglan spermaya daldirilarak 0.5 ml sperma ¢ekildi. Payetlerin
agik uclar1 taraklamip bir petri kutusu igindeki polivinil pirolidon (PVP) tozuna
batirilarak kapatildi. Payeﬂer 1s1s1 +5°C’de olan soguk suya daldinlarak kapama
tozunun katilagmas: saglandi. Ardindan payetler sudan g¢ikanlarak dikkatlice
kuruland:. Onceden hazirlanan ve dijital termometre ile 6lgillen azot buharnin 1sis1
—120°C'ye ulagtifinda azot buharmin gegmesine izin veren tel 1zgara lizerine
payetler bir pens aracilifn ile iist iiste gelmeyecek sekilde aralikhi olarak dizildiler.
Payetler -120°C' deki sivi azot buharinda 7 dak. siire ile bekletilip donduruldular.
Bu siire sonunda payetler bir pensle straforun iginde bulunan -196'C' deki sivi
azotun igine daldirilarak 30 dak. bekletildiler. Daha sonra payetler pensle alinarak
saha konteynerinde her képek i¢in ayr1 numarali kanisterlerde bulunan gobletlere

konularak hemen siv1 azot igine daldinilip saklandilar. Kanigikiga yol agmamak

32



amaciyla her kopek igin ayn renk payet ve kapama tozu kullanilmasina dikkat
edildi.

3. Payetlerin Coziilmesi:

0.5 ml.lik payetlerde dondurulan spermalar 37°C'lik su banyosunda 30 sn'de
coziildiiler. Her kopek igin iki farkli sulandirici grubunun her birinden 5 adet olmak
iizere toplam 100 adet payet ¢oziildii.

Caligmada, taze spermada, sulandirma, +5°C’ye sogutma, gliserolizasyon,
ekilibrasyon ve ¢6ziim sonrast asamalarda motilite ve morfolojik muayeneler yapild:
ve elde edilen sonuglar kaydedildi. Aym iglem 5 kez yinelendi.

4. Sonuglarm istatistiksel A¢idan Degerlendirilmesi:

Spermatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde t-testi kullanildi

(87).
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BULGULAR

1.Taze Spermada Saptanan Spermatolojik Ozellikler:

Cahigmada kullamilan 10 adet Kurt Kopeginin her birinden spermatolojik
ozelliklerini degerlendirmek amaciyla alinan 5’er ejakulattan genel ortalama olarak
1.6£0.06 ml hacim, %85.7+0.55 motilite, 431.9+15.80x10%ml spermatozoa
yogunlugu, %6.1+0.44 6lii spermatozoa ve 6.4+0.00 pH degeri saptandi. Morfolojik
olarak %0.8+0.09 akrozom, %1.7+0.13 bas, %0.7+0.09 orta ve 2.8+0.24 kuyruk

anomalileri olmak iizere toplam %6.1+0.34 bozukluk tespit edildi. (Tablo 1).

2.Tris ve Sodyum Sitrat Sulandiricilan ile Sulandirilan Spermalarda
Ekilibrasyon Asamasma Kadar Saptanan Spermatolojik Ozellikler:

Tris sulandiricis ile sulanduma sonras: tiim kopeklerde saptanan ortalama
motilite, Olii spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik
bozukluk oranlari sirasi ile %82.7+0.87, %8.4+0.60, %1.4+0.14, %?2.2+0.13,
%1.2+0.10, %4.2+0.32 ve %9.1+0.44 olarak bulundu. Aym o6zellikler Sodyum
Sitrat sulandiricisinda ise swasi ile %78.1£0.71, %10.1+0.62, %1.5+0.16,

%2.5+0.15, %1.2+0.11, %4.5+0.33 ve %9.7+0.42 olarak saptandi (Tablo 2).
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Tablo-2: Tris ve Sodyum Sitrat Sulandinicilan ile Sulandirilan Spermalarda

Sulandirma Sonras1 Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

Sulandinic1 | Motilite Oli Akrozom Bag Orta Kuyruk Toplam
(%) Spermatozoa (%) (%) (%) (%) Morfolojik
=S¥ (%) X£S% | %Sk R&S% R£ST %S% Bom’lzki;lg(%)
. X
Tris 82.7+0.87°| 8.4+0.60° |1.4+0.14°| 2.240.13" | 1.24£0.10° | 4.2£0.32° | 9.1+0.44°
Sodyum | 78.1+0.71°| 10.1+0.62* |1.5£0.16°| 2.5+0.15* | 1.240.11° | 4.5£0.33" | 9.7+0.42°
Sitrat

a,b: Aym siitunda degisik harf tagtyan gruplar arast fark 6nemlidir (P<0.05).

Tris ve Sodyum sitrat sulandiricilan ile sulandirilan spermalann 1s1s1 +5°C’ye

dustirildiigiinde saptanan spermatolojik o6zellikler Tablo 3’de sunulmustur. Tris

sulandincisinda saptanan ortalama motilite, 6lii spermatozoa, akrozom, bas, orta,

kuyruk ve toplam morfolojik bozukluk oranlan strasi ile, %77.3+£0.88, %10.7+0.58,

%5.8+0.29, %2.4+0.15, %1.3+0.09, %5.2+0.30 ve %16.4+1.82 olarak tespit edildi.

Belirtilen ozellikler Sodyum sitrat sulandiricisinda ise sirasi ile, %73.6+0.90,

%12.9+0.72, %6.3+0.32, %3.1£0.15, %1.6+0.09, %5.6+0.32 ve %16.5+0.57 olarak

saptandu.

Tablo-3: Tris ve Sodyum Sitrat Sulandinicilan ile Sulandinlan Spermalarda

+5°C’de Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

Sulandinc | Motilite Olii Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam

(%) Spermatozoa | (%) (%) (%) (%) Morfolojik

T+S% (%) %58 | RaS% R£S% X+ST X£ST B°Zl§gl§(%)

X

Tris 77.3+0.88% | 10.7+0.58° | 5.8£0.29° | 2.4+0.15° | 1.3+0.09° | 5.2+030° | 16.4+1.82°

Sodyum | 73.6+0.90° | 12.9+0.72° | 6.3x0.32° | 3.120.15° | 1.6+0.09° | 5.640.32% | 16.5+0.57°
Sitrat

ab: Aym siitunda degisik harf tagiyan gruplar aras1 fark 6nemlidir (P<0.05).
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Tris ve Sodyum sitrat sulandinicilarinda gliserolizasyon sonrasi saptanan
spermatolojik Ozellikler Tablo 4°te gosterilmigtir. Tris sulandiricisinda saptanan
ortalama motilite, 6lii spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik
bozukluk oranlann sirasi ile, %69.8+1.03, %15.9+0.88, %8.5+0.35, %?2.9+0.18,
%2.0+0.10, %6.7+£0.34 ve %20.3+0.67 olarak bulundu. Aym o&zellikler Sodyum
sitrat sulandiricisinda sirast ile %65.3+0.97, %17.4+0.94, %9.3+0.38, %3.5+0.19,

%2.4+0.11, %7.6+0.34 ve %22.7+0.69 olarak tespit edildi.

Table-4: Gliserolizasyon Sonrasi Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

Sulandiric1 | Motilite Olii Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
(%) Spermatozoa | (%) (%) (%) (%) Morfolojik
REST (%) %£SX | %SX X+Sx XES% X4SX BOZU_EIE;E(%)
XEDX

Tris | 69.8+1.03% | 15.9+0.88° | 8.5+0.35° | 2.940.18° | 2.0+0.10° | 6.7+0.34° | 20.3x0.67°

Sodyum | 65.3+0.97° | 17.440.94® | 9.3+0.38% | 3.5+0.19° | 2.440.11° | 7.6£0.34* | 22.7+0.69°
Sitrat

a,b: Aym siitunda degisik harf tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).

Ekilibrasyon sonras! ortalama motilite, 6lii spermatozoa, akrozom, bas, orta,
kuyruk ve toplam morfolojik bozukluk oranlan sirasi ile Tris sulandiricisinda;
%63.6+1.09, %19.1+0.95, %10.8+0.31, %3.8+0.25, %2.0£0.07, %7.1+£0.33 ve
%23.8+0.60 iken Sodyum sitrat sulandiricisinda; %59.6+£0.99, %?21.4+1.11,
%11.9+0.34, %4.3+0.25, %2.4+0.08, %8.1+0.35 ve %26.9+0.62 olarak saptandi

(Tablo 5).
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Tablo-5: Ekilibrasyon Sonras: Saptanan Spermatolojik Bulgular (n=50).

Sulandina: | Motilite Oti Akrozom Bas Orta KuyTuk Toplam
(%) Spermatozoa (%) (%) (%) (%) Morfolojik
S2S% (%) S£S% R=SS PES R2S¥ S2S% B°2l{kh§1i(°f°)
NE=SX
Tris 63.6£1.09° | 19.1x0.95° | 10.8+0.31* | 3.8+0.25* | 2.020.07° | 7.120.33° | 23.820.60°
Sodyum | 59.6+0.99" | 21.4x1.11% | 11.920.34° | 4.320.25° | 2.4x0.08° | 8.120.35" | 26.920.62°
Sitrat

a.b: Aviu siitunda degisik harf tasivan gruplar aras: fark énemlidir (P<0.05).

3.Tris ve Sodyum sitrat Sulandiricilarmmda Coéziim Sonras: Saptaman

Spermatolojik Ozellikler:

Coziim sonrasi motilite ve morfolojik muayenelerde elde edilen ortalama

degerler Tablo 6’ da sunulmustur. Tris sulandicisinda ¢6ziim sonrasi ortalama
motilite, 6li spermatozoa, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik
bozukluk oranlan sirasi ile, %53.8+1.59, %27.6=1.42, %23.6=1.12, %5.4=0.28,
%?2.4+0.08, %8.8=0.34 ve %40.6=1.35 olarak; Sodyum sitrat sulandincisinda ise

swast ie, %48.0x1.46, %30.7£1.47, %2695+1.18, %5.9+0.28, %2.8+0.09,

%9.7+0.34 ve %45.4=1.39 olarak saptandi.

Tablo-6: Coziim Sonras: Saptanan Spermatolojik Bulgular  (n=250)

Sulandine: | Motilite Ot Akrozom Bas Orta Kuvruk Toplam
(%) Spermatozoa (%) (%) (%) (%) Morfolojik
S£S% (%) R=S% %285 S£S% $2S% %Sy | Bonukluk(%)

585
Tris 53.8+1.59° | 27.6+1.42° | 23.6+1.12° | 5.420.28% | 2.4+0.08° | 8.8+0.34° | 40.6:x1.35°
Sodvum | 48.0x1.46° | 30.7x1.47° | 26.9x1.18° | 5.9£0.28° | 2.8+0.09° | 9.7+0.34" | 45.4x1.39"

Sitrat

a.b: Aym sttunda degisik harf tagivan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.05).
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TARTISMA VE SONUC

Aragtirmada kullamlan 10 adet Kurt Kopeginden 5’er ejakulat alnmig ve
bireysel spermatolojik 6zellikleri saptanmugtir (Tablo 1). Kopeklerde en yiiksek ve
en diigiik degerler olarak 2.2+0.09 - 0.9+0.10 ml hacim, %91.0+1.00 - %81+1.00
motilite, 608.8+7.58x10%ml - 272.4+18.00x10°/ml spermatozoa yoZunlugu,
%9.0+£0.16 - %1.3+0.11 o6lii spermatozoa oram1 ve %1.9+0.26 - %0.2+0.07’si
akrozoma, %2.5+0.68 - %0.4+0.11 basa, %1.9+0.15 - %0.3+0.09 orta kisma,
%5.3+0.31 - %0.9+0.26 kuyruga ait olmak iizere %8.8+0.59 - %3.1+0.46 toplam
morfolojik bozukluk bulunmustur. 10 kopegin genel ortalama spermatolojik
ozellikleri ise 1.6+0.06 ml hacim, %85.7+£0.55 motilite, 431.9+15.80x10%ml
spermatozoa yogunlugu, %6.1+0.44 olii spermatozoa, 6.4+0.00 pH, %0.8+0.09
akrozoma, %1.7+0.13 baga, %0.7+0.09 orta kisma ve %2.8+0.24 kuyruga ait olmak
tizere toplam %6.1+0.34 toplam morfolojik bozukluk elde edilmistir.

Sunulan galiymada taze spermada saptanan spermatolojik 6zelliklerin normal
smirlar igerisinde bulundugu, ¢ogu arastincmnm (11,23,31,37,55,82,83) bulduklan
degerlerle benzerlik gosterdifi ve alinan spermalarin dondurmaya elverigli oldugu
tespit edilmigtir. Taze spermada saptanan baglangic motilitesi spermanin

dondurulmasinda en O6nemli kriterlerdendir (20,41,58). Cok sayida aragtiric
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kopeklerde taze spermanin %70-90 oraninda motiliteye sahip olmasi gerektigini
vurgulamiglardir  (11,22,47,56,57). Sunulan ¢alismada elde edilen ortalama
%85.7£0.55 motilite degeri spermanin dondurulmasi igin yeterli diizeyde
bulunmustur. Aynca elde edilen sperma hacminin Tekin ve ark.’nin (6), Alman
Coban Kopeklerinde saptadiklari degerden biraz diigikk olmakla beraber normal
siirlar igerisinde oldugu ileri siiriilebilir. Erkek kopeklerden elde edilen
spermatolojik 6zellikler arasinda saptanan farkliliklar sperma alma yontemine,
gevresel faktorlere, wka hatta bireye bagh olarak degigkenlik gosterebilir
(1,6,23,27,50,59). Caligmada taze spermada saptanan 6lii ve anormal spermatozoa
oram1 bazi arastiricilarin (1,5,20) degerlerinden daha diisiikk bulunmustur. Akrozom
defektli spermatozoa oram da yine bazi aragtiricilarin (1,62-64) sonuglarindan daha
diisiik saptanmugtir.

Sulandirma sonrasi elde edilen motilite bulgular1 degerlendirildiginde Tris
sulandinicisinin Sodyum sitrat sulandiricisina gore daha yiiksek motiliteye sahip
oldugu dikkati gekmektedir (P<0.05). Her iki sulandiricida saptanan morfolojik
bozukluklar ise istatistiksel olarak benzer bulunmustur (Tablo 2).

+5°C’ye sogutma sonrast elde edilen motilite ve morfolojik bozukluklar
Tablo 3’de sunulmustur. Bu agamada Tris ve Sodyum sitrat sulandiricilan arasmda
motilite, 6lii spermatozoa, bas ve orta kisma ait morfolojik bozukluklar agisindan
istatistiksel olarak fark saptanmigtir (P<0.05). Pek g¢ok aragtirici kdpek spermasinin
sulandirilmast  ve +5C’de depolanmasinda gerek Tris sulandincismin

(15,32,48,63,68,78), gerekse Sodyum sitrat sulandiricisimin (12,15,22,25,43,73)
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basarili sonu¢ verdigini belirtmiglerdir. Sofutma sirasinda spermatozoa
viabilitesinin ve fonksiyonunun korunmasi sogutma hizina, depolama isisina ve
kullamilan sulandinicinin  gesidine bagli olarak degismektedir (14). Sunulan
¢aligmada +5°C’de elde edilen spermatolojik bulgularin genel olarak literatiirlerde
bildirilenlerle uyum igerisinde oldugu gozlenmektedir (15,62,66,69). Sulandirma
safthasina oranla +5°C’ye sogutma asamasinda toplam morfolojik bozukluk
oranlarimin 6nemli derecede arttifn dikkati ¢ekmekle beraber her iki sulandiricida
toplam morfolojik bozukluk oranlari arasinda fark gézlenmemistir.

Gliserolizasyon sonrast Tris ve Sodyum sitrat sulandiricilarindan elde edilen
motilite ve morfolojik degerler Tablo 4’te gosterilmigtir. Her iki sulandiricida da %4
gliserol oram kullanilmis olup en yiiksek motilite Tris sulandiricisinda saptanmigtir
(P<0.05). Yiiksek gliserol oranlarinin o6zellikle akrozom bagta olmak iizere
spermatozoada 6nemli hasarlara neden oldugu bildirilmektedir (71,84).

Ekilibrasyon sonrasinda da yine Tris sulandinicisinda elde edilen motilite
degeri daha yiiksek bulunmugtur ( P<0.05). Olii spermatozoa oram ile akrozom, bas,
orta kisim ve kuyruga ait morfolojik bozukluklar incelendifinde, gliserolizasyon
sonrasinda her iki sulandiricida bag ve orta kisim, ekilibrasyon sonrasinda ise
akrozom, orta kisim ve kuyruga ait morfolojik bozukluklar arasinda farkliliklar
gozlenmistir (P<0.05). Dondurma igleminin gliserolizasyon ve ekilibrasyon
evrelerinde saptanan spermatolojik 6zelliklerle ilgili literatiir verileri elde
edilemediginden tartigma olanag bulunamamigtir. Ancak bu evrelerde elde edilen
degerlerin normal simirlar igerisinde oldugu soylenebilir. Ozellikle +5°C’de ve

gliserolizasyondan sonraki spermatolojik ozelliklerde bir kotiilesmenin oldugu
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dikkati gekmektedir. Nitekim bu sonucun sasirtict olmadify giinkii spermatozoanin
soguk sokuna karsi duyarli oldufu ve sperma sulandiricilanina katilan gliseroliin
kristal buz olusumuna ve dondurma sirasinda elektrolitlerin konsantrasyonundaki
azalmaya engel oldugu ancak az da olsa spermatozoa iizerine zararli etkisinin
oldugu bilinmektedir (10,88).

Kopek spermasim pellet yontemi ile donduran ve farkli gliserol oranlarim
tartigan Baran (77), siit ve Tris sulandiricilarinda %4 gliserol orammmn optimal
oldugunu belirtmigtir. Sunulan ¢aligmada ¢Oziim sonrasi saptanan spermatolojik
bulgular (Tablo 6) incelendiginde en yiiksek motilite %53.8+1.59 ile Tris
sulandiricisinda elde edilmigtir. Motilite, akrozom, bas ve toplam morfolojik
bozukluklar arasinda istatistiksel a¢idan fark saptanmigtir (P<0.05). Pek ¢ok
aragtirici Tris sulandiricisinin kopek spermasimin dondurulmasinda en iyi sonucu
verdigini bildirmigtir (14,27,43,65,80,88,89). Bunun yaninda dondurma amaciyla
Sodyum sitrat sulandincismin  da  kullanilabilecegini belirten ¢alismalarda
bulunmaktadir (21,78).

Képeklerde dondurma ve ¢6zme periyotlan sonrasinda akrozomal biitiinlitkte
belirgin bir azalma olmaktadir (9). Oettle (13), akrozomda meydana gelen hasarin
sulandirma, sofutma ve ekilibrasyon periyotlan boyunca arttigimi1 ancak bu hasarin
onemli derecede dondurma ve ¢6zme safhalarindan sonra olustugunu bildirmistir.
Sunulan ¢alismada da akrozomal bozukluk oram sulandirma, +5°C’ye sojutma,
gliserolizasyon ve ekilibrasyon periyotlant boyunca artmis ve en 6nemli artigin
¢Oziim sonrasmda olustugu dikkati ¢ekmigtir. Ayrica bu g¢aligmada motilitenin
sulandirma ve sogutma sathalarinda taze spermadan, gliserolizasyon ekilibrasyon ve
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¢ozme safhalarinda ise sulandirma ve sogutma safhalarindan daha fazla oranda
dustiigii gozlenmektedir. Bunun yam sira dondurma igleminin tiim safthalarinda
motilite yiiksek iken akrozomal biitiinliigiin daha fazla oldugu ve motilite diistitkk¢e
akrozomal bozukluk oranimin arttig dikkati gekmektedir.

(Coziim sonrasi akrozomal biitiinlik ¢6ziim sonrasi fertiliteyr Onceden
belirlemede giivenilir kriterlerden biri olabilmektedir (4,9). Ancak donmus kopek
spermasinda motilite, morfoloji ve fertilite arasindaki iligki kapsamli olarak
aragtinlmamigtir. Ko6pek spermasinda dondurma metotlarnm kargilagtirmada
akrozom morfolojisini aragtiran yaymlarin  yoklugu talihsizlik  olarak
degerlendirilmistir (9,18).

England ve Ponzio (85), taze spermada %88-95 normal akrozom oram
saptarlarken, bu oramin ¢6ziim sonrasinda %52-84’¢ diistiiginti bildirmiglerdir.
England ve Verstegen (83) ise spermatozoanin en fazla dondurma ve ¢ozme
safhalarinda zarar gérdiigiinii vurgulamiglardir. Iki farkli metotla képek spermasini
Tris-fruktoz-sitrik asit sulandiricist ile payetlerde donduran Strom ve ark. (88),
%49.6+7.1 ile %49.8+10.1 ¢6ziim sonrast normal akrozom orami olarak tespit
etmislerdir. Sunulan aragtirmada saptanan akrozomal bozukluk orami yukarnida
bildirilen aragtinicilarin (88) saptadiklari degerden diigikk, England ve Verstegen’in
(83) saptadiklan degerle benzer bulunmustur. Bu ¢aligmada akrozomal biitiinliigiin
Tris sulandincisinda Sodyum sitrat sulandiricisindan daha iyi korundugu
gozlenmigtir (P<0.05).

Ko6pek spermasini payet yontemi ile donduran arastiricilar (5,9,16,20,65,78)
¢oziim sonrast farklhh motilite ve morfolojik bozukluk oram saptamiglardir. Bu
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aragtiricilardan ¢ogu Tris sulandiricisim kullanmig olup Gill ve ark. (68), 0.5ml.lik
payetlerde Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisi ile dondurduklart spermalardan
¢Oziim sonrasi %40-50 oraninda, Theret ve ark. (48) %60-80, Morton (32) %70-80,
Christiansen (16) ve Andersen (52) %50-70, Dumon (65) ise %50’den fazla
motilite elde etmislerdir. Aym yontemle spermayr donduran Oettle (76) %60,
Takeishi ve ark. (90) %35-50, Farstad (91) ise %30-70 oraminda motilite
saptadiklarim bildirmiglerdir. Foote (78), %11 gliserol igeren Tris ve %8 gliserol
igeren Sodyum sitrat sulandiricilan ile dondurdugu spermalarda ¢6ziim sonrasinda
sirast ile %41 ve %27 motilite bulmuglardir.

Thomas ve ark. (80), aldiklann spermalar1 Tris-sitrat ve Bes-laktoz
sulandiricilar ile 0.5 ml. ve 0.25 ml.lik payetlerde dondurmuslar, ¢6ziim sonrasi en
iyi motiliteyi 0.5ml.lik payetlerde %33.1+2.3, 0.25 ml.lik payetlerde ise %27.5+3.2
ile Tris sulandincisinda bulduklarmi bildirmiglerdir. Farstad ve Berg (19),
topladiklart spermalann Tris-fruktoz sulandiricis1 ile 0.5 mllik payetlerde
dondurmuglar ve %40-80 ¢6ziim sonrast motilite elde etmiglerdir. Tris, Test, Laktoz
ve Pipes sulandinicilan ile 0.5 ml.lik payetlerde dondurduklan kopek spermalaring
iki farkli 1s1da ¢6zen Battista ve ark. (17), ¢oziim sonrasi en yiiksek motiliteyi
37°C’de %62, 70°C’de %56 ile Tris sulandiricisinda saptamiglardir.

Dondurduklan spermalardan elde ettikleri ¢6ziim sonrasi motilite degerleri
yaninda 6lii ve anormal spermatozoa oramim bildiren aragtiricilardan Yurdaydin ve
Kotzab (5), %46.25 motilite, %33.12 6lii ve %27.91 anormal spermatozoa, Yubi ve
ark. (20), %30 motilite, %60 6li, %39.0 anormal spermatozoa orani, England ve
Ponzio (85), %20-32 canli spermatozoa, Kabasakal (92), %55 motilite ve %35
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anormal spermatozoa oram saptadiklarimi bildirmiglerdir. Sunulan arastirmada 6li
spermatozoa orani arastirictlarn (5,20,85) belirttikleri degerlerden daha diisiik,
anormal spermatozoa orani ise daha yiiksek bulunmugtur.

Yapilan aragtirmalardan ¢oziim sonras: elde edilen motilite oranlarnin %30-
80 arasinda oldu@u sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sunulan aragtirmada, ¢6ziim sonrasi
saptanan motilite degerleri baz1 aragtinicilann (32,48,76) bulduklann degerlerden
diigiik, baz1 aragtincilarin (20,78,80) degerlerinden yiiksek, baz1 aragtinicilarinki
(5,19,52,68,85,88-92) ile de benzer bulunmusgtur.

Yapilan aragtirmalarla sunulan ¢aligmadan elde edilen sonuglar arasindaki
farkliliklar gesitli etmenlerden kaynaklanmg olabilir. Ozellikle bu durumun irka,
sulandiric1 ¢esidine ve dondurma teknigindeki 'farkhhklara bagh olarak gekillendigi
diigtiniilebilir. Ayrica yapilan aragtirmalarda spermanin degisik 1s1 ve siirelerde
¢oziilmesi sonuglarda bir dlgtide aynicalik yaratmus olabilir. Nitekim, Olar ve ark.
(14), ﬁayetlerde donmug kdpek spermasinda ¢oziim sonras: motilite ile ¢6zme hizi
ve 1silan arasinda korelasyon bulundugunu belirtmiglerdir. Ayrica aragtirmalarda
kullamlan damizlik kopekler arasinda sperma kalitesi agisindan farkhiliklar
bulunmasi ve buna bagli olarak ¢6ziim sonrasi canli spermatozoa yiizdesinde
degisiklikler olabilecegi diisiiniilebilir.

Sonu¢ olarak sunulan arastrmada, kopek spermasmin payet yontemi ile
dondurulmasinda Tris sulandiricisinin Sodyum sitrat sulandiricisina oranla daha
iistiin 6zellikte oldugu, képek spermatozoasinin motilite ve morfolojik biitiinliigiinii
daha iyi korudugu ve pratikte de rahatlikla kullamlabilecegi sonucuna varilmstir.
* Bunun yaninda sunulan bu aragtirmada képek spermasinin dondurulmas: ile belli
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irktan kopeklerden genetik materyalin elde edilip depolanabilecegi sonucuna

varilmig ve bir 6lgiide kopek yetistiriciligine katkida bulunabilmeye galigilmgtir.

46



KAYNAKLAR
1. GOKCEN, H., SOYLU, MK., TUMEN, H.: Erkek kopeklerin kimi
spermatolojik 6zellikleri tizerinde aragtirmalar, U.U.Vet. Fak. Derg., 10:1-2-3, 67-
73, 1991.
2. PRISCILLA, K., STOCKNER, M.S.: Status of the canine frozen semen
industry, Modern Veterinary Practice, 66:2, 98-101, 1985.
3. NOTHLING, J.O. : Success with intravaginal insemination of frozen-thawed
canine semen, W.S.A.V.A. X.1.X. World Congress, Durban, 612-613, 1994.
4. CONCANNON, P.W., BATTISTA, D.W.H.: Canine semen freezing and
artificial insemination, Current Veterinary Therapy, Ed. KIRK. R.W., Small Animal
Practice, W.B. Saunders Company, Philadelphia, 1989, 1247-1259.
S. YURDAYDIN, N., KOTZAB, E.: Kopek spermasinin dondurulmas: iizerinde
aragtirmalar, A.U. Vet. Fak. Derg,, 34:3, 534-540, 1987.
6.TEKIN, N., IZZGUR, H., OZYURT, M.: Képeklerde penis masaji yontemiyle
sperma alma ve baglica spermatolojik 6zellikler iizerinde aragtirmalar, S.U. Vet.
Fak. Derg., 3:1, 83-95, 1987.
7. YURDAYDIN, N.: K6peklerde sun'i tohumlama, A.U. Vet. Fak. Derg., 34:3,

486-497, 1987.

47



8. WATSON, P.F.: Artificial insemination and the preservation of semen,
Marshall's Physiology of Reproduction, Volume 2, Reproduction In The Male,
Fourth edition, Ed. LAMMING, G.E., Churchill Livingstone, 1990, 769-811.

9. SILVA, L.D.M., YERSTEGEN, 4.P.: Comparisons between three different
extenders for canine intrauterine insemination with frozen-thawed spermatozoa,
Theriogenology, 44:4, 571-579, 1995.

10. HUNTER, R.H.F.: Physiology and Technology of Reproduction in Female
Domestic Animals, Academic Press, London, 1980, 250-253.

11. LINDE-FORSBERG, C., FORSBERG, M.: Fertility in dogs in relation to
semen quality and the time and site of insemination with fresh and frozen semen,
J.Reprod.Fert., Suppl., 39: 299-310, 1989.

12. PROVINCE, C.A., AMANN, R.P,, PICKETT, B.W,, SQUIRES, E.L.:
Extenders for preservation of canine and equine spermatozoa at 5C,
Theriogenology, 22:4, 409-415, 1984,

13. OETTLE, E.E.: Changes in acrosome morphology during cooling and freezing
of dog semen, Animal Reproduction Science, 12:2, 145-150, 1986.

14. OLAR, T.T., BOWEN, R.A., PICKETT, B.W.: Influence of extender,
cryopreservative and seminal processing procedures on postthaw motility of canine
spermatozoa frozen in straws, Theriogenology, 31:2, 451-461, 1989.

15. LINDE-FORSBERG, C.: Achieving canine pregnancy by using frozen or

chilled extended semen, Small Animal Practice, 21:3, 467-485, 1991,

48



16. CHRISTIANSEN, IbJ.: Reproduction in the Dog and Cat, Bailliere Tindall,
London, 1984, 117-123.

17. BATTISTA, M., PARKS, J., CONCANNON, P.: Canine sperm post-thaw
survival following freezing in straws or pellets using pipes, lactose, tris or test
extenders, 11" Int. Congr. on Anim. Reprod. and Artif. Insem., Dublin, Vol.3, 229-
231, 1988.

18. NOTHLING, J.O., VOLKMANN, D.H.: Effect of addition of autologous
prostatic fluid on the fertility of frozen-thawed dog semen after intravaginal
insemination, J. Reprod. Fert., Suppl., 47: 329-333, 1993.

19. FARSTAD, W., BERG, A.K.: Factors influencing the success rate of artificial
insemination with frozen semen in the dog, J. Reprod. Fert. Suppl., 39: 289-292,
1989.

20. YUBI, A.C., FERGUSON, J.M., RENTON, J.P., HARKER, S., HARVLEY,
M.J.A., BAGYENIJI, B., DOUGLAS, T.A.: Some observations on the dilutions,
cooling and freezing of canine semen, J. Small Anim Prac., 28:8, 753-761, 1987.

21. KAWAKAMI, E., TSUTSUIL, T., YAMADA, Y., YAMAUCHI, M.:
Cryptorchidism in the dog : Occurrence of cryptorchidism and semen quality in the
cryptorchid dog, Jpn. J. Vet. Sci., 46:3, 303-308, 1984.

22. LINDE-FORSBERG, C.: Artificial insemination in the dog, W.S.A.V.A. XIX
th. World Congress, Durban, 606-611, 1994 .

23. ENGLAND, G.C.W., ALLEN, W.E.: The lack of effect of parvovirus

vaccination on the seminal characteristics of dogs, Vet. Res., 128: 611-612, 1991.

49



24. HOPKINS, S.M., EVANS, L.E.: Artificial insemination, Veterinary
Endocrinology and Reproduction, Fourth edition, Ed. McDONALD, L.E.,, Lea &
Febiger, Philadelphia, 1989, 355-388.

25. KIRK, R.W.: Dogs, Reproduction and Breeding Techniques for Laboratory
Animals, Ed. HAFEZ, E.S.E., Lea & Febiger, Philadelphia, 1970, 224-236.

26. SCHUBERT, C.L., SEAGER, S.W.J.: Semen collection and evaluation for the
assesment of fertility parameters in the male Dalmatian, Canine Practice, 16: 5, 17-
21, 1991.

27. WRIGHT, P.J., PARRY, B.W.: Cytology of the canine reproductive system,
Small Animal Practice, 19:5, 851-874, 1989.

28. HOWARD, T.H., PACE, M.M.: Seminal evalution and artificial insemination,
Fertility and Infertility in Veterinary Practice, Fourth edition, Ed. LAING, A.,
MORGAN, W.I,, Bailliere Tindall, London, 1988, 39-51

29. TSUTSUL, T., TEZUKA, T., SHIMIZU, T., MURAO, 1., KAWAKAMI, E.,
OGASA., A.: Artificial insemination with fresh semen in Beagle bitches, Jpn. J.
Vet. Sci,, 50:1, 193-198, 1988,

30. SETTERGREN, L: Examination of the canine genital system, Vet. Clinics of
N. Am,, 1:1, 103-118, 1971.

31. PINEDA, M.H.: Reproductive patterns of dogs, Veterinary Endocrinology and
Reproduction, Fourth edition, Ed. McDONALD, L.E., PINEDA, MH., Lea &

Febiger, Philadelphia, 1989, 460-481.

50



32. MORTON, D.B.: Attificial insemination with frozen semen in the dog:
Principles of DNA Fingerprinting, Reproductive Clinical Problem in the Dog, Ed.
JONES, D.E., JOSHUA, J.O., London, 1988, 169-179.

33. ARTHUR, H.G., NOAKES, D.C., PEARSON, H.: Normal sexual apparatus,
in Veterinary Reproduction and Obstetrics, Sixth edition, Bailliere Tindall, W.B.
Saunders, London, 1989, 509-524.

34. STABENFELDT, G.H., SHILLE, V.M.: Reproduction in the dog and cat,
Reproduction in Domestic Animals, Third edition, Ed. COLE, H.H., CUPPS, P.T.,
Academic Press, London, 1977, 257-284.

35. ENGLAND, G.C.W,, ALLEN, W.E.: Factors affecting the viability of canine
spermatozoa II. effects of seminal plasma and blood, Theriogenology, 37:2, 373-
381, 1992,

36. OLSON, P.N.: Collection and evaluation of canine semen, Current Veterinary
Therapy Small Anim. Prac., Ed. KIRK, R.W., W.B. Saunders Company,
Philadelphia, 1992, 938-943.

37. JOHNSTON, S.D.: Performing a complete canine semen evalution in a small
animal hospital, Vet. Clin. of N. Am. Small Anim. Pract., 21:3, 545-550, 1991.

38. JOHNSTON, S.D.: Noninfectious causes of infertility in the dog and cat,
Fertility and Infertility in Veterinary Practice, Fourth edition, Ed. LARNG, J.A,,
MORGAN, W.J.B., WAGNER, W.C,, Bailliere Tindall, London, 1988, 160-172,
39. iLERI., 1.K., AK, K., PABUCCUOGLU, S., USTA, S.: Reprodiiksiyon ve

Sun'i Tohumlama Ders Notlar, 1.U. Vet. Fak. Yaym, No: 59, 228-241, 1996.

51



40. OETTLE, E.E., SOLEY, J.T.: Sperm abnormalities in the dog: A light and
electron microscopic study, Vet. Med. Rev., 59: 28-70, 1988.

41. LINDE-FORSBERG, C.: Artificial insemination with fresh, chilled extended
and frozen-thawed semen in the dog, Sem. Vet. Med. Surg. (Small Anim.), 10:1, 48-
58, 1995.

42. FELDMAN, E.C., NELSON, R.W.: Disorders of canine male reproductive
tract, Canine and Feline Endocrinology and Reproduction, Ed. Feldman, E.C,,
Nelson, R W., W.B.Saunders Company, Philadelphia, 1987, 481-524.

43. ANDERSEN, K.: Artificial insemination and storage of canine semen, Current
Therapy in Theriogenology, Ed. MORROW, D.A., W.B. Saunders Company,
Philadelphia, 1980, 661-663.

44. SHILLE, V.M.: Clinical examination for reproductive disorders in the dog,
Current Therapy in Theriogenology, Ed. MORROW, D.A, W.B. Saunders
Company, Philadelphia, 1980, 579-583.

45. GUNZEL-APEL, A.R., SCHNEE, C., KRAUSE, D.: Investigations on
retrograde ejaculation in the dog, 11®. Int. Congr. on Anim. Reprod. and Artif.
Insem., Dublin, 4: 557-558, 1988.

46. SHILLE, V.M., STABENFELDT, G.H.: Clinical reproductive physiology in
dogs, Current Therapy in Theriogenology, Ed. MORROW,D.A., W.B. Saunders
Company, Philadelphia, 1980, 571-574.

47. SODERBERG, S.F.: Canine Breeding Management, Small Animal Practice,

16:3, 419-433, 1986.

52



48. THERET, M., TREIZE, G., DUMON, C.: Artificial insemination of the bitch
using the osiris gun, Modern Veterinary Practice, 68:4, 229-230, 1987.

49. LARSEN, R.E.: Infertility in the male dog, Current Therapy in
Theriogenology, Ed. MORROW, D.A., W.B. Saunders Company, Philadelphia,
1980, 646-654.

50. AMANN, R.P.: Reproductive physiology and endocrinology of the dog,
Current Therapy in Theriogenology, Ed. MORROW, D.A., W.B. Saunders
Company, Philadelphia, 1986, 532-538.

51. PINEDA, M.H.: Male reproduction, Veterinary Endocrinology and
Reproduction, Fourth edition, Ed. McDONALD, L.E., Lea & Febiger, Philadelphia,
1989, 278-301.

52. ANDERSEN, K.: Insemination with frozen dog semen based on a new
insemination technique, Zuchthygiene, 10:1, 1-4, 1975.

53. PIRLOT, A., HENROTEAUX, M., ECTORS, F.: Insemination artificielle
canine et conservation du sperme, Ann. Med. Vet., 132:7, 607-610, 1988.

54. ENGLAND, G.C.W., ALLEN, W.E.: An investigation into the origin of the
first fraction of the canine ejaculate, Res. in Vet. Sci., 49:1, 66-70, 1990.

55. SEAGER, S.W.J.: Semen collection and evaluation in the dog, Current
Therapy in Theriogenology 2, Ed. MORROW, D.A., W.B. Saunders Company,

Philadelphia, 1986, 539-541.

53



56. MICKELSEN, W.D., MEMON, M.A., ANDERSON, P.B.,, FREEMAN,
D.A.: The relationship on semen quality to pregnancy rate and litter size following
artificial insemination in the bitch, Theriogenology, 39: 553-560, 1993.

57. ARTHUR, H.G., NOAKES, D.C., PEARSON, H.: Artificial insemination in
Veterinary Reproduction and Obstetrics, Sixth edition, Bailliere Tindall, W.B.
Saunders, London, 1989, 567-581.

58. GARNER, D.L.: Atrtificial insemination, Reproduction in Domestic Animals,
Fourth edition, Academic Press, London, 1991, 260-266.

59. MEYERS-WALLEN, V.N.: Clinical approach to infertile male dog with sperm
in the ejaculate, Vet. Clinics of N. Am.: Small Anim. Prac., 21:3, 609-633, 1991.
60. GOMES, W.R.: Artificial Insemination, Reproduction in Domestic Animals,
Third edition, Ed. COLE, H.H., CUPPS, P.T., Academic Press, London, 1977, 257-
284.

61. JOHNSTONIE, I.: Breeding difficulties with a stud dog, Australian Veterinary
Journal, 62:2, 65, 1985.

62. BUYUKCOBAN, M.: Kurt ve Kangal Irki Kopeklerin Taze ve Sulandirilms
Spermalarimin  Spermatolojik Ozellikleri ve Viabilitesi Uzerinde Aragtirmalar,
Doktora Tezi, Bursa, 1996.

63-. ROTA, A., STROM, B., LINDE-FORSBERG, C.: Effects of seminal plasma
and three extenders on canine semen stored at 4 C, Theriogenology, 44:6, 885-900,

1995.

54



64. KAWAKAMLI, E., TSUTSUIL T., OGASA, A.: Two cases of acrosome and
folded tail abnormality in dog spermatozoa, Jpn. J. Vet. Sci., 50:6, 1274-1276,
1988.

65. DUMON, C.: Artificial insemination: Interest and performance in canine
practice, XVII. W.S.A.V.A. World Congress, Durban, 1411-1417, 1994,

66. GUNZEL-APEL, A.R., EKROD, B.: Einflisse von Prostatasekret und
Verdiinner auf die Spermienmotilitit und ATP-Konzentration sowie die Aktivatit
der sauren und alkalischen phoshatase von Beagle-Samen, Reprod. Dom. Anim.,
26:1,31-41, 1991.

67. KIMI-DIAKA, J., BADTRAM, G.: Effect of storage on sperm membrane
integrity and other functional characterictics of canine spermatozoa: in vitro
bioassay for canine semen, Theriogenology, 41:7, 1355-1366, 1996.

68. GILL, H.P., KAUFMAN, C.F., FOOTE, R.H., KIRK, R.W.: Artificial
insemination of Beagle bitches with freshly collected, liquid-stored and frozen-
stored semen, Am. J. Vet. Res., 31:10, 1807-1813, 1970.

69. BOUCHARD, G.F., MORRIS, J.K., SIKES, J.D., YOUNGQUIST, R.S.:
Effect of storage temperature cooling rates and two different semen extenders on
canine spermatozoal motility, Theriogenology, 34:1, 147-157, 1990.

70. SMITH, F.O.: Cryopreservation of canine semen: Technique and Performance,

Diss. Abst. Int., B. Sci. and Engin., 45:11, 3441, 1985.

55



71. ROHLOFF, Von D., LAIBLIN, C.H., PEIDRICH, S.: Untersuchungen tiber
die Gefrierschutzwirkung von Glycerin und DMSO bei der Tiefgefrierung von
Riidensperma, Berl. Miinch. Tierdrztl. Wschr., 91: 31-33, 1978.

72. BROCHART, M., COULOMB, J.: Recherches sur la dilution et la
conservation du sperma de chien, Bull. Acad. Vet. Fr., 25: 59-62,1952, Alinmistir
YURDAYDIN, N., KOTZAB, E., Kopek spermasmnin dondurulmasi iizerinde
arastirmalar, A U. Vet. Fak. Der., 34:3, 534-540, 1987.

73. FOOTE, R.H.: The effects of electrolytes, sugars, glicerol and catalase on
survival of dog sperm stored in buffered-yolk mediums, Am. J. Vet. Res., 25:104,
32-36, 1964.

74. OLAR, T.: Using frozen canine semen: a guide for practitioners, Vet. Med., 80:
22-30, 1985.

75. YURDAYDIN, N.: Spermanin alinmasi, saklanmasi ve sun’i tohumlama, Evcil
Hayvanlarda Reprodiiksiyon ve Sun’i Tohumlama Dogum ve Infertilite, Birinci
Baski, Ed. ALACAM, E.,Dizgi Kitabevi, Konya, 1994, 89-102.

76. OETTLE, E.E.: Preliminary Report: A pregnancy from frozen centrifuged dog
semen, Journal of the South African Veterinary Association, 53:4, 269-270, 1982.
77. BARAN, A.: Kopek Spermasimin Farkli Oranlarda Glycerol Igeren
Sulandiricilarda Dondurulmasi, Doktora Tezi, Istanbul, 1997.

78. FOOTE, R.H.: Extenders for freezing dog semen, Am. J. Vet. Res., 25:104, 37-

40, 1964.

56



79. IVANOVA-KICHEVA, N.G.,, SUBEV, M.S., BOBADOV, N.D.,
DACHEVA, D.P., ROUSEVA, LA.: Effect of thawing regimens on the
morphofunctional state of canine spermatozoa, Theriogenology, 44:4, 564-569,
1995.

80. THOMAS, P.G.A,, LARSEN, R.E., BURNS, J.M., HAHN, C.\.:
Comparision of three packaging techniques using two extenders for the
cryopreservation of canine semen, Theriogenology, 40:6, 1199-1205, 1993.

81. MORTON, D.B.: Review on the use of frozen semen in dog breeding, Animal
Technology, 37:1, 67-71, 1985.

82. BUCKRELL, B.: The use of frozen semen from dogs in Canada, Can. Vet. J,,
27: 161-163, 1986.

83. ENGLAND, G.C.W., VERSTEGEN, J.P.: Radiographic contrast medium for
uterine insemination in the bitch and its effect upon the quality and fertility of fresh
dog semen, Theriogenology, 46: 1241-1243, 1996.

84. RAVASZOVA, 0., MESAROS, P., CIGANKOVA, V., LUKACINOVA,
M.: A study of the properties of dog ejaculate during long-term storage, Folia
Veterinaria, 40:3-4, 95-99, 1996.

85. ENGLAND, G.C.W., PONZIO, P.: Comparison of the quality of frozen-
thawed and cooled-rewarmed dog semen, Theriogenology, 46: 165-171, 1996.

86. SEAGER, W.J., PLATZ, C.C.: Puppies from frozen semen. Purebred dog:

A.K.C. Gazette, 98:6, 48-54, 1981.

57



87. SUMBULOGLU, K., SUMBULOGLU, V: Biyoistatistik, 6. baski, Ozdemir
yayim, 1995, 59-67.

88. STROM, B., ROTA, A., LINDE-FORSBERG, C.: In vitro characteristics of
canine spermatozoa subjected two methods of cryopreservation, Theriogenology,
48:2, 247-256, 1997.

89. CHRISTIANSEN, IbJ., SCHMIDT, M.: Freezing of dog semen, Kgl. Vet. Og
Landbohojskole. Inst. Sterilitetsforskn., Arsberetn., 23: 69-75, 1980.

90. TAKEISHI, M., MIKAMI, T., KODAMA, Y., TSUNEKANDE, T.,
IWAKI, T.: Studies on reproduction in the dog. Artificial insemination using frozen
semen, Japanese Journal of Animal Reproduction, 22:1, 28-33, 1976.

91. FARSTAD, W.: Bitch fertility after natural mating and after artificial
insemination with fresh or frozen semen, J. Small Anim. Pract., 25: 561-565, 1984.
92. KABASAKAL, G.: Degisik Sulandiricilarla Dondurulan Kopek
Spermalarindan Elde Edilen D&l Verimi Uzerinde Caligmalar, Doktora Tezi,

Ankara, 1995,

58



OZGECMIS
1971 yilinda Bursa’da dogdum. Ilkokulu 1982 yilinda bitirip, ortaokul ve lise
Ogrenimimi 1988 yilinda Bursa Kiz Lisesinde tamamladim. 1988 yilinda girdigim
Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesinden 1993 yilinda mezun oldum. 1994
yilinda D5lerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim Dali’'nda Arastirma Gérevlisi olarak
doktora egitimine bagladim. Halen aym Anabilim Dali’nda gorevimi

stirdiirmekteyim. Evli ve bir kiz ¢ocugu annesiyim.

59



TESEKKUR

Doktora tezim sirasinda sonsuz bilgi, destek ve yardimlarini esirgemeyen, her
zaman bilimsel ve kisisel desteklerinden yararlandifim degerli danigman hocam
Saym Prof.Dr.M. Kemal SOYLU’ ya, emekliligine kadar bilimsel yardimlarina ve
tecriibelerine bagvurdugum saygideger hocam Prof Dr. Hazzim GOKCEN’e en igten
saygt ve tesekkiirlerimi sunarim.

Aragtrma materyalinin saglanmasinda yardimci olan Gemlik Askeri
Veteriner Okulu ve Egitim Merkez Komutanlhifina ve galigmalarimi yiiriittiigiim
Kopek Uretim Boliigiine tesekkiir ederim.

Ayrica doktora ¢aligmam boyunca 6zveri ve desteklerini esirgemeyen esim
Arag.Gor.Dr.Aytekin Giinay‘a ve bugiinlere erigmemi saglayan aileme sonsuz sevgi

ve tegekkiirlerimi sunarim.

60



