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ONSOZ

Diinya niifusunun hizli artis1, dengeli bir beslenme i¢in biiyiik 6nem tasimakta olan
temel besin maddelerinden hayvansal protein ihtiyacin1 da arttirmaktadir. Geligsmis
tilkelerde bu artan ihtiyacin karsilanmasina yonelik, hayvanciligin desteklenmesi,
hayvan 1slah1 ve birim basmma verimin artmasi yoOniinde c¢aligsmalar siirekli
yapilmaktadir.

Ulkemizde, son yillarda niifusun hizli artisina karsilik dzellikle kiigiikbas hayvan
sayisi hizla azalmakta, buna bagli olarak elde edilen hayvansal {iriinler de
azalmaktadir. Bu azalma iilkemizde Onemli derecede hayvansal protein agig1
dogurabilir. Ortaya ¢ikan tehlike birim hayvan basina daha fazla {iriin almay1 zorunlu
kilmaktadir. Hayvanlarda {iriin artis1 1slah ¢alismalart ve d6l veriminin arttirilmasi ile
saglanabilecektir.

Koyun popiilasyonumuzun 1slah edilmesi, dolayisiyla verimlerinin artirilmasi
suni tohumlama ve embriyo transferi gibi biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi
ile miimkiin olabilecektir. Suni tohumlama hayvan tiirlerinde genetik ilerlemenin
saglanabilmesi amaciyla kullanilan en 6nemli ve basit yontemdir. Ciinkii, embriyo
transferi ile bir disiden fiiretilebilecek yavru simirhiyken, iyi bir damizlik erkek
hayvandan elde edilen sperma ile bir yilda on binlerce disi tohumlanabilmektedir.
Suni tohumlama c¢alismalarinin ekonomik olabilmesi spermanin muhafaza edilebilir
ve istenilen yere gotiiriilebilir olmasina baghdir. Bu da spermanin 6zellikle uzun
siireli muhafazasi ile saglanabilir. Ko¢ spermasinin uzun siireli yani dondurularak
saklanmast ve ¢oziim sonu tohumlamalarda basarili sonuglar alinmasi heniiz tam
olarak gergeklestirilemedigi i¢in konu giincelligini korumakta ve yeni g¢alismalar
yapilmaya devam etmektedir. Sunulan ¢aligmada da kog¢ spermasinin uzun siireli
saklanmasinda farkli sulandiricilar kullanilarak daha 6nce yapilan c¢alismalara gore
¢Oziim sonu daha iyi spermatolojik parametrelere ulasilmasi arzu edilmistir.

Doktora tez calismam siiresince yardim ve desteklerinden dolayr danigsmanim
Prof. Dr. Necmettin Tekin’e, Anabilim Dalimiz 6gretim iiyelerine, 6gretim
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1. GIRIS

Tiirkiye’de koyun yetistiriciligi, hayvancilik sektorii icinde 6nemli bir paya sahiptir.
Oyle ki, Tiirkiye’de yetistirilen koyun sayisi, orantisal olarak toplam memeli hayvan
sayisinin yarisindan fazlasii (%59) olusturmaktadir (Tekin ve ark., 1991). Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) 2005 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de yaklasik 25,5 milyon
bas koyun bulunmaktadir (Anonim, 2005). Ancak, hayvancilik sektorii iginde sayisal
olarak oOnemli bir paya sahip koyunculuk verim acisindan ayni diizeyde
bulunmamaktadir. Bunun ¢esitli nedenleri olmakla birlikte, henliz ko¢ spermasinin
basariyla dondurulamamasi ve sigirlarda oldugu gibi rutin olarak dondurulmus

spermalarla suni tohumlamanin yapilamiyor olmasi da gdsterilebilir (Tekin, 2000).

Koyun varligimizin %97’si yerli irklardan, %31 ise kiiltiir irklar1 ve melezlerden
olusmaktadir (Sakarya, 1998). Biiyiikk cogunlugu yerli irklardan olusan ve son
yillarda hizli niifus artisina karsilik sayilart hizla azalan koyunlarimizin islah
edilmesi ve verimlerinin arttirilmasi kaginilmaz bir zorunluluktur. Bunun da baglica
yolu, yiiksek verimli ve saglikli koglarin spermalarini sulandirarak hacimlerini
cogaltmak, boylece bir kogtan tohumlanacak koyun sayisini arttirmaktir. S6z konusu
uygulamalarda en gecerli yontem ko¢ spermasinin dondurularak tohumlamada
kullanilmasidir. S6z konusu biyoteknigin Tiirkiye’de basariyla uygulanabilmesi, kog¢
spermasinin dondurulmasinda ve tohumlamada kullanildiktan sonraki d6l veriminde

ortaya ¢ikan sorunlarin ¢éziimlenmesine baghdir (Gokgen, 1983).

1.1. Koyunlarda Reprodiiksiyon

Koyunlar mevsimsel polidstrik hayvanlar olup, yer kiirenin 35. kuzey paralelinin
kuzeyinde ve 34. gliney paralelinin glineyinde ki bolgelerde yaz sonu ve sonbahar
baslangicinda iireme sezonuna girmektedirler. Bu paralellerin disindaki bolgelerde
(6rnegin ekvator) giin uzunluklar1 fazla degismedigi i¢in {ireme sezonu tiim yila
yayilmakta ve bu faaliyetler 1s1 ve yagis gibi olaylardan etkilenmektedir (Kaya ve
Coyan, 1998).



Koyunlar 6-9 aylikken pubertasa, 9-15 aylik olduklarinda da yetistirme
olgunluguna erisirler. Koyunlarda pubertaya ulasmada ergin viicut agirligina ulasma,
dogum ay1 ve 1rk ¢ok dnemlidir. Clinkii koyunlar mevsime bagli polidstrik hayvanlar
olduklarindan genital organlar gelisimini tamamlasada ilk kizgmliklarini géstermek
icin uygun ¢evre kosullarint beklemek durumundadirlar (Alagam, 1997). Yetistirilen
koyun wrkinin erken veya gec¢ gelisen irk olusuna gore ve kuzularin biiylime
donemindeki bakim-beslenmesine bagli olarak ilk defa damizlikta kullanma farkli
yaslarda olabilir. Geg gelisen irklarda erkek ve disi toklular 2.5 yasinda, et merinosu
gibi erken gelisen irklarda 1.5 yasinda, kaba-karigik yapagili yerli irklar 1.5 yasinda
ilk defa damzlikta kullamlmaya baslanabilir. Ingiliz et¢i koyunlar1 gibi irklarda
kuzular biiyiime doneminde iyi beslendikleri taktirde 7-12 aylikken damizliga
almabilmektedirler (Akcapinar, 1994). Koyunlarda Ostrus siklusu yaklasik 16-17
giindiir. Ostrus siiresi ise 26-36 (18-72) saattir. Bu siire 1rk, yas, cografi konum ve

erkeklerle bulunma gibi bir¢ok faktérden etkilenmektedir (Coyan, 2002).

1.2. Koyunlarda Seksiiel Siklusun Hormonal Mekanizmasi

Gln uzunlugunun kisalmasina bagli olarak artan melatonin koyunlarda GnRH
salinimmin artmasina neden olmaktadir. Mevsimsel degisiklikler ve c¢evresel
faktorlerin hipotalamusu etkilemesiyle salgilanan GnRH’in hipofiz 6n lobunu
etkileyerek FSH ve LH salimimimi uyarmas: sonucu follikiiler gelisme kontrol
edilmektedir. FSH follikiiler gelismeyi uyarmakta, gelisen follikiillerden artan
miktarlarda &strojen salgilanmaktadir. Ostrojen seviyesi belli bir diizeye ulasinca
(10-20 pg/ml) LH salgis1 uyarilmakta ve LH pikinden (70-80 ng/ml) 16-24 saat sonra
ovulasyon sekillenmektedir. Follikiil gelisimi sirasinda dstrojenin yanisira inhibin de
salimmaktadir, bu da FSH sekresyonunu inhibe ederek sekonder ve tersiyer follikiil
gelisimini sinirlamaktadir. Ovulasyondan sonra LH ve oOstradiol seviyeleri diiser.
Kandaki diisiik 6strojen diizeyi GnRH salinimini baskilamaktadir. Ovulasyon sonrasi
gelisen korpus luteumdan salgilanan progesteron da gonodotropin salinimini ve
folikiiler gelisimi baskilamaktadir. Gebelik sekillenmedigi taktirde siklusun 11-12.

gilinlerinde uterus endometriyumundan salgilanan PGF,, etkisiyle korpus luteum



kiiciilmeye ve progesteron seviyesi azalmaya baslar, kalkan negatif etkiye bagl

olarak gonodotropin salgis1 artarak yeni bir follikiiler gelisim uyarilir (Coyan, 2002).

Koyunlar iireme sezonu igerisinde diizenli araliklarla dstrus gosterirler. Bu aralik
gebe kalmayan koyunlarda yaklagik 16-17 giindiir. Geng hayvanlarda bu siire 1-2
giin daha kisa olabilmektedir (Coyan, 2002).
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Sekil 1.1. Koyunlarda &strus siklusu boyunca goriilen hormonal degisiklikler (Coyan, 2002).

1.3. Koclarda Reprodiiksiyon

Koglarda genital organlarin farklilagmasi gebeligin yaklagik 35. giinii civarinda
baslamakta ve testis ise fotiiste 50 ile 60. giinler civarinda olugmaktadir.
Spermatogenezis dogumdan sonra yaklasik 80 ile 90 giinliikken baglamakta ve 140-
150 giinliik oldugunda ise spermatazoa ejakiilatta goriilebilmektedir (Kaymake1 ve

Sénmez, 1992; Yarney ve ark., 1990).

Koclarda iireme organlari, primer seks organlari, erkek eklenti bezleri, kanallar

ve dis genital organlar olmak {izere 4 grup halinde degerlendirilebilir.



Testisler primer iireme organlaridir (Hafez, 1987). Erkek kuzularda testisler
dogumda skrotuma inmis durumdadirlar (Yarney ve ark., 1990). Testisler
spermatozoa iiretimi ve hormon salgilanmasini saglayarak iireme fonksiyon ve
davraniglarini diizenlerler. Bu organlar, kivrimli kanallarin bulundugu kese tarzinda
organlardir. Bu kanallarda spermatogenezis gerceklesir. Kanallar igerisinde
spermatogenezisin devamliligiyla birlikte, spermatogoniumdan tamamen gelisimini
tamamlamig spermatozoonlara kadar her agamada hiicreler bulunur. Spermatozoon
gelisimi bu kanalciklarin duvarinda baglar ve gelisim boyunca kanal lumenine dogru
ilerlemeye devam eder. Bu duvarlar arasindaki sertoli hiicreleri spermatozoon
gelisimi esnasinda bu hiicrelerin beslenmesini ve gelisimini desteklemektedirler.
Kanal lumenine ulasan spermatozoonlar sivi basinci etkisiyle kanal boyunca hareket
ederek epididimise gecgerler (Hafez, 1987). Erkek gonadlart olan testislerin sperma
tiretme kapasitesi kaliim yoluyla dnceden belirlenip, kogun yasami boyunca yas,
hormonlar, beslenme, iklim ve mevsim gibi diger faktorler tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlar etkilerini ya hipofiz bezi yoluyla ya da direkt testisi etkileyerek
gostermektedirler (Yarney ve ark., 1990). Cogu memelilerde oldugu gibi koglarda da
testisler, skrotumda viicut 1sisinin birkag¢ derece altinda tutulmaktadir. Bu diisiik 1s1
spermatogenezisin devami i¢in gerekli goriilmektedir. Kriptorsidli kocglarda testisler
skrotuma inmemis ya da kisa skrotumlu ise seminifer tubullerde dejenerasyon
meydana gelerek spermatogenezis durmaktadir. Bu nedenlerle testis 6lgiimleri kog
seciminde ve androlojik muayanede onemli parametrelerdir (Evans ve Maxwell,

1987; Ozkoca, 1984).

Kogclarda eklenti bezleri olarak vesikula seminalis, prostat ve bulbo iiretral bezler
bulunmaktadir. Tiim bezlerden salgilanan sivilar (seminal plazma) spermatozoa ile
birleserek ejekiile edilen spermay1 olusturmaktadir. Bu siv1 ejakiilat miktarinda artis
saglayarak spermatozoonlarin disi ve erkek lireme kanallarinda hareket kabiliyetini
arttirtr.  Bununla  birlikte  seminal  plazmanin  fonksiyonlar1  arasinda;
spermatozoonlarin beslenmesi ve korunmasi i¢in bir kiiltiir ortamimnin olusturulmasi
ve spermatozoonlarin disi kanalda transportu i¢in kontraksiyon saglanmasi
bulunmaktadir (Hafez, 1987). Koclarda seminal plazma igerigi mevsime bagl olarak
degisim gostermektedir (Kumar ve ark., 1999). Seminal plazma ejakiile olmus

spermanin kalitesini belirlemede 6nemlidir. Seminal plazmanin kapsamli ¢aligsmasi,



daha 1yi sulandiricilarin hazirlanmasini, daha saglikli sartlarda kisa ve uzun stireli
saklanma kosullarinin saptanmasi ve daha uygun saklama medyumlarinin
hazirlanmasin1  beraberinde getirecektir. Ko¢ seminal plazmasinda, vesikula
seminaliste tiretilen fruktoz ve prostaglandin orani diger birgok tiire gére daha

yiiksektir (Knobil ve Neill, 1988).
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Sekil 1.2. Kog genital organlarinin sematik goriiniimii (Wilson, 1999).

Vesikula Seminalis, tubulo-alveolar bir yapida olup, bir cifttir. Koglarda dall
kanalciklar sistemi igeren multiple loblarla diizenlenmis kompakt glandular
dokulardan olusmaktadir. Koglarda bu bezi palpe etmek miimkiin degildir. Fruktoz
ve sitrik asit onemli komponentleridir, ayrica bu bez askorbik asit, inositol, fosfataz,
ergotionin, enzimler, vitaminler, prostaglandinler, metobolitler, globulin ve

fibrinojen de salgilar (Knobil ve Neill, 1988).

Kanallar testislerden sonra epididimis, deferent kanallar ve {liretra ile devam
etmektedir. Epididimis testis lizerinde bulunan ve spermatozoanin maturasyonunun

gerceklestigi kanallardan meydana gelir. Epididimiste maturasyona ugramayan



spermatozoa fertilizasyon yetenegine sahip degildir. Bunun yaninda epididimis
spermatozoa depolanmasi gorevini de gerceklestirmektedir. Spermatozoanin normal

olarak epididimisten goc¢ii ortalama 13 giin siirmektedir (Hafez, 1987).

Deferent kanallar spermatozoanin epididimisten iiretraya tasinmasinda gorev
almaktadir. Erkek eklenti bezleri {iirettigi sivilari, deferent kanal ile iiretra ile
birlestikleri yerin yakinma akitmaktadirlar. Uretra kanali ise spermanin deferent

kanaldan penisin ucuna kadar iletilmesini saglamaktadir (Hafez, 1987).

Koglarda eseysel olgunluk hem yas hem de viicut agirligiyla iliskili olmakta ve
ozellikle iklim ve beslenme olmak {lizere cevresel faktorlerden etkilenmektedir
(Kaymakg¢1 ve Sonmez, 1992; Hafez, 1987). Belirli bir yas dilimi arasinda, irklara
gore degismekle birlikte, ergin viicut agirliginin %40 ile %60°1na ulastiginda eseysel
olgunluk meydana gelmektedir. Erken gelisen koyun 1rklariin geg gelisenlere oranla
daha once eseysel olgunluga eristigi gibi, melezlerin ana-babalarina oranla daha

erken olgunlasmasi, 1rk etkisi olarak belirtilmektedir (Kaymak¢i ve S6nmez, 1992).

Koglarda reprodiiksiyonun hormonal mekanizmasinda gorev alan en Onemli
hormon melatonindir (Hafez, 1987). Hayvanlarda melotonin sekresyonu karanligin
baslamas1 ile aktive olmakta, 151k veya aydinlik karsisinda aktivasyon sona
ermektedir (Emre, 1993). Koclarda spermatogenezis yil boyu devam etmesine
ragmen, giin 151811 azalmaya baslamasiyla birlikte seksiiel aktivite dnemli Slgiide
artar. Gilin 151811n azalmasi, epifizden (pineal bez) melatonin salgilanmasini arttirir.
Melatonin direkt olarak hipotalamusa etki ederek buradan gonodotropinlerin
salgilanmasini stimule etmektedir. GnRH adenohipofizi etkileyerek buradan FSH ve
LH salinimin1 uyarmaktadir. LH testisteki interstisiyel hiicrelerden (leydig hiicreleri)
testesteron salgilanmasini saglarken, FSH ise sertoli hiicreleri ve germinal epitel
tizerine etkili olmaktadir. Sertoli hiicreleri bu etki altinda ABP (androjen binding
protein) ve inhibin hormonlar1 salgilamaktadir. ABP, testesteronun tubulus
seminiferuslar i¢ine alinmasini ve buradaki konsantrasyonunun yiikseltilmesi igin
gorev yapar. Boylece spermatogenezis i¢in gerekli olan testesteron tubuller i¢inde ve

germinatif hiicrelere alinmis olur. Hormon sekresyonu ve reprodiiktif faliyetlerin



kontrolii hipotalamo-hipofizeal-testikiiler aksis adi verilen bir mekanizma ile

saglanmaktadir (Hafez, 1987; Ak, 1996).

Feremon ve diger kimi ¢evre faktorleri de hormon saliniminda etkili olmaktadir.
Bunun gostergesi olarak oOstrustaki koyunlarla birlikte tutuldugunda ve yogun

besleme ile koglarin LH salinimi uyarilmaktadir (Gonzales ve ark., 1988).

Koclarda seksiiel davranislar, hormonal aktivite, gametogenezis ve ayn1 zamanda
testis agirligt ve hacminde mevsime bagli olarak Onemli degisimler go6zlenir.
Bununla birlikte, ortaya c¢ikan fizyolojik degisimler ve seksiiel davraniglar
koyunlardaki kadar belirgin degildir. Ureme mevsimi disinda disilerde strus ve
ovulasyon duraklarken kocglarda spermatogenezis ve seksiiel aktivite yil boyu devam
eder. Genel olarak, bahsedilen tiim bu parametreler yaz sonu ve sonbaharda yiiksek,

kis sonu ve ilkbaharda diisiiktiir (Rosa ve Bryant, 2003).

Koclarin fotoperiyota olan duyarliliklar1 koyunlardan farklidir. Koglarda seksiiel
aktivite koyunlardan bir buguk ay once baslar. Bu durum, koyunlarda siklik periyot
basladiginda koglarin yiiksek seksiiel aktivitede olmasini saglar. Bu olay oldukca
onemlidir. Ciinkii bliyiik capli folikiillerin varlig1 nedeniyle andstriisteki koyunlar
hormonal stimulasyondan sonraki birka¢ giin igerisinde ovulasyon gosterebilirken,
koglar spermatogenezisin tamamlanabilmesi i¢in yaklasik 45 giine ihtiya¢ duyarlar

(Rosa ve Bryant, 2003).

Iyi bir damizlik kog, asim mevsiminde siirii ile devamli dolastiginda 25-50,
ortalama 30 koyuna asim yapabilir (Hafez ve Hafez, 2000). Kog birkag saat siiriiniin
igerisine birakilir, siirii ile gezmez ise bu say1 2 katina ¢ikabilir. Suni tohumlama
kullanildiginda ise bu saymmin c¢ok daha iistiine c¢ikilir ve yiizlerce koyun

tohumlanabilir (Ozkoca, 1984).

Kaynaklarda erkek kuzularin ilk damizlikta kullanilma yasi, erken gelisen
irklarda 7-8 ay, geg¢ gelisenler (bazi merinos tiirleri gibi) i¢in 16-20 ay civari olarak
verilmektedir (Kaymake1 ve Sonmez, 1992; Hafez, 1987). Koglarda spermatogenezis
beslenme ve bakim sartlarina bagli olarak ortalama 4. ayda baslamaktadir (Ak,

1996). Giirsoy ve ark. (1996), erken gelisen irklarda spermanin 4-8 aylikken



alinabildigini ancak spermatozoa yogunlugu ve motilitesi yoniinden 7-8 aylikken
yeterli diizeye geldigini kaydetmektedirler. Kocglar, damizlik olarak 9-16. aylarda
kullanilabilirler. Bu aylarda ergin viicut agirligina erisilmis ve genital organlar

gelisimlerini tamamlamaktadirlar (Ak, 1996).

1.4. Koglarda Spermatolojik Ozellikler

Ko¢ spermasmin ejakiilat miktar1 (hacmi), sperma alindiktan hemen sonra ya
derecelendirilmis sperma toplama kadehi ya da pipetle 6l¢iilebilmektedir (Gokgen,
1990; Ozkoca, 1984; Tekin, 1990). Ozkoca (1984), bir kog ejakiilatinin 1 mililitreden
(cm’) biraz az oldugunu, Seving (1974), ko¢ spermasinin hacminin 0,5 — 2,0 mililitre
arasinda, ortalama 0,8 oldugunu bildirmektedir. Koglarda sperma iiretimi 18 ayliktan
4 yasina kadar gittikce artar, ortalama 1 mililitredir (Maxwell ve Salamon, 1993;
Salamon ve Maxwell, 2000). Ejakiilat miktar1 yoniinden koglarda bireysel farklilik
goriilebildigi gibi ejakiilatlar1 arasinda da farklilik goriilebilmektedir (Trimberger,
1974). Genel olarak yas, mevsim, beslenme, sperma alan kisinin teknik becerisi,
yonetim, sperma alma yontemi, sperma alma siklig1, kogun mizaci ve kondiisyonuna
bagl olarak sperma miktar1 degisebilmektedir (Evans ve Maxwell, 1987; Gokgen,
1990; Trimberger, 1974; Tekin ve ark., 1991).

Spermatolojik ozelliklerdeki mevsimsel degisiklikleri arastiran, Cupps ve ark.
(1990), Suffolk irk1 koglarda, Kasim ay1 (sonbahar) 1,52 ml, Mart ay1 (ilkbahar)
1,23 ml, Temmuz ay1 (yaz) 1,09 ml miktarlarini en yiiksek mevsimsel degerler olarak
Olemiislerdir. Yasin sperma miktarina etkisini aragtiran, Walker ve ark. (1985),
sperma miktarinin bes aylik erkek kuzularda 0,40 — 0,45 ml, on bes aylik olanlarda
0,95 — 1,2 ml olarak o6l¢iildiigiinii bildirmislerdir. Al-Hakim ve ark. (1989), yaptiklari

calismada ivesi koglardan ilkbaharda 1,36 ml sperma elde etmislerdir.

Calismalarinda baslica spermatotolojik 6zellikleri saptayan Tekin ve ark. (1991),
Dagli¢, Ramli¢ ve Merinos 1rki koglarda 1,0 — 1,29 ml, Soylu ve ark. (1991), Dorset
Down, Hampshire, Siyah bas Alman, Lincoln ve Border Leicester irki koclarda

sirastyla 0,63; 0,68; 0,97; 0,90 ve 0,50 ml miktarlarda ejakiilat elde etmiglerdir.



Sperma kivami, ejakiilatin akigkanligini ve viskositesini gostermektedir. Sperma
sulu kivamdan, krem kivamina kadar degisken viskosite gostermekte ve biiyiik
Ol¢iide icerdigi spermatozoa sayist ile ilgili olmaktadir (Tekin, 1990). Spermanin
kivami yoniinden muayene edilmesi ejakiilattaki spermatozoa yogunlugu hakkinda
bir fikir vermesi bakimindan 6nem tasimaktadir. Evans ve Maxwell (1987), kog
spermasinin i¢erdigi spermatozoa sayisint hemositometrik yontemle 6lcerek, kivam
yoniinden smiflandirma yapmiglardir. Buna gore her ml spermanin igerdigi
spermatozoa sayisi, koyu krem 5,0 x 10°, krem 4,0 x 10°, a¢ik krem 3,0 x 10°, siit
goriiniimiinde 2,0 x 10°, bulamik 0,7 x 10° olmustur. Ozkoca (1984), iyi bir kog
spermasinin krema kivaminda oldugunu kaydetmektedir. Gokcen (1990), seminal
plazma miktarinin az, buna karsilik spermatozoa sayisinin yiiksek olmasindan dolay1

kog spermasinda vizkozitenin diisiik oldugunu belirtmektedir.

Spermatozoa motilitesi, bir yonde ve giiglii hareket eden spermatozoonlarin,
hareketsiz veya diger hareket ¢esidi gosterenlere orani olarak tanimlanmakta ve motil
spermatozoonlarin dolleme giicleri oldugu bilinmektedir (Tekin, 1990). Bunun igin
Ozellikle sun’i tohumlama g¢alismalarinda ve yetistiricilikte erkek damizliklardaki
spermatozoa motilitesinin saptanmasinin 6nemi blylktiir (Daskin, 1991). Motil
spermatozoonlarin  spermadaki sayilari, toplam spermatozoa igindeki ylizde

oranlartyla hesaplanabilir (Tekin, 1990).

Spermatozoonlarin hareket bicimleri ve hizlarimin hayvan tiirlerine gore
degerlendirilmesi gerektigini bildiren Tekin (1990), ko¢ ve teke ejakiilatlarinda
spermatozoa motilitesinin % 90 oldugunu belirtmektedir. Buna karsin yaptiklar
calismalarinda motilite oranini, Tekin ve ark. (1991), Merinos, Dagli¢ ve Ramli¢
wrklarinda sirastyla, % 84,78; % 75, 15 ve % 76, 17 olarak saptarken, Soylu ve ark.
(1991), bes ayr1 irkta % 32,50 ile % 90 arasinda motilite degerleri bildirmektedirler.

Spermanin kullanilmasinda ve degerlendirilmesinde ejakiilat miktar1 ve motilite
yaninda ¢ok onemli bir spermatolojik 6zelligi olusturan spermatozoon yogunlugu,
tohumlama dozunun ayarlanmasinda ve spermanin sulandirilmasinda c¢ok biiyiik
onem tasimaktadir (Gokgen, 1990; Ozkoca, 1984; Seving, 1984; Tekin, 1990).

Ejakiilatta spermatozoa yogunlugunu, Trimberger (1974) li¢ milyar olarak vermesine
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karsin, Evans ve Maxwell (1987), iyi kalitede bir ko¢ spermasinda 3,5 — 6,0 x 10° /
ml spermatazoa olmasi gerektigini bildirmislerdir. Kocglarda spermatozoa
yogunlugunun mevsimsel olarak degistigini kaydeden Cupps ve ark. (1990), koglarda
spermatozoa konsantrasyonunun Ekim ve Kasim aylarinda, 3,37 x 10° / ml ve 3,64 x
10° / ml, Mart ve Nisan aylarinda 3,36 x 10° / ml ve 3,09 x 10° / ml, Temmuz ve
Agustos aylarinda, 2,44 x 10° / ml ve 1,94 x 10°/ ml, Eylil ayinda ise 1,83 x 10° / ml

olarak elde etmislerdir.

Ozkoca (1984), yogunlugu yiiksek olan spermalarin hafif asit, diisiik olanlarin ise
alkali reaksiyon verdigini ve alkali 6zellikte olan spermalarin genellikle kalite
bakimindan yetersiz olduklar1 gibi, dollenme yeteneklerinin de zayif oldugunu

bildirmistir.

Spermada saptanan pH degeri degisimleri, spermaya digsaridan herhangi bir
maddenin karigtigint (Tekin, 1990), ya da ek cinsel bezlerin fonksiyonlarinda
bozukluk olustugunu gostermektedir (Gokcen, 1990; Tekin, 1990). pH degerinin
belirlenmesi bu yonlerden 6nem tasimaktadir. Ayrica bilimsel g¢alismalarda ve
spermanin degisik amacli kullanimlarinda, spermatozoon metabolizmasina bagh
olarak belirli bir siire ig¢inde pH degerinin degismesi kriter olarak
kullanilabilindiginden, farkli mevsimlerde, degisik yas ve irktaki kog¢larin sperma pH

sinin bilinmesi gerekli olmaktadir (Tekin, 1990).

Olii spermatozoon oranini saptanmasi1 spermatolojik dzellikler bakimindan ancak
tamamlayici bilgi vermektedir. Eger, 6lii spermatozoa orani diisiikse bu ¢ok sey ifade
etmez. Ciinkii yerinde sallanan, ¢ember hareket gosteren spermatozoonlar da canli
spermatozoon &zelligi gosterebilirler. Spermada yiiksek bulunan 6lii spermatozoon
orani ise olumsuzluk isaretidir. Bu durumda diger spermatolojik 6zellikler tekrar
gbzden gecirilmelidir. Ancak 6zellikle boyama yontemlerinde hatalar olusabilecegi,
boyama sonrasi froti ¢ekme sirasinda ve frotinin kurutulmasi esnasinda dikkatli
olunmamas:t halinde o6li spermatozoa oranmin artabilicegi g6z Onilinde
bulundurulmalidir. Spermada genellikle % 25’in {izerinde oOlii spermatozoa

bulunmas: istenmeyen bir 6zelliktir (Tekin, 1990).
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Anormal yapili spermatozoonlarin fertilizasyon giiclerinin olmamasi ve kimi
kalitsal kusurlar1 tasimasi bakimindan, spermatozoon morfolojisinin énemli oldugu
ileri siiriilmektedir (Tekin, 1990). Benzer sekilde Evans ve Maxwell (1987),
spermatozoanin morfolojik muayenesinin sperma kalitesi yoniinden ayrintili bir test
oldugunu ve anormal spermatozoa oranmnin yiiksek olmasi durumunda, fertilite
diisiikliigiine yol acabilecegi, bu nedenle %15 ten fazla anormal spermatozoa igeren

spermalarin suni tohumlamada kullanilmamas1 gerektigini bildirmektedirler.

Is1 ve 1s1ktaki mevsimsel degisikliklerle, ko¢ spermalarindaki degisikligin birlikte
seyrettigini ileri siiren, Cupps ve ark. (1990), Agustos ayinda anormal spermatozoa

oraninin % 26 ile en yiiksek, Ekim ayinda % 3 ile en diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Wiemer ve Ruttle (1987), tiim yas gruplarinda motilitenin anormal spermatozoa
orani ile negatif iliskili oldugunu, ergin ve yash koglarda biiytik testisli olanlarda,
kiigiik testisli olanlara gdore anormal spermatozoa oraninin yiiksek oldugunu

bildirmektedirler.

Pratik olarak konsantrasyonu 1,0 x 10’ / ml’den az olan, motilitesi % 60’dan daha
diisiik ve anormal spermatozoa orani % 30’dan fazla olan kog¢ spermasi sun’i
tohumlamada kullanilamaz. Bununla birlikte bir kogun fertilite bakimindan yetersiz
oldugu sonucuna varmadan Once, degisik ejakiilatlar1 1-2 hafta siire ile
incelenmelidir. Ciinkii bazt koglarin spermalarinin, koglarin kullanilmasiyla

diizeldigi, bazilarmin ise tamamen bozuldugu bildirilmektedir (Ozkoca, 1984).

Ko¢ spermasinin spermatolojik 0Ozelliklerinin belirlenmesi iizerine ¢esitli
arastirmalar yapilmis ve degisik sonuglar elde edilmistir. Tekin ve ark. (1991),
yaptiklar bir ¢aligmada Merinos 1rk1 koglarda baslica spermatolojik 6zelliklerinden
ortalama sperma miktarmi 1,0 ml, spermatozoa motilitesini % 84,8, spermatozoa
yogunlugunu 3,5 x 10° / ml ve anormal spermatozoa oranmni ise % 3,5 olarak
bulmusglardir. Gékgen (1977) ise, Merinos 1rki koglarda ayni1 spermatolojik 6zellikleri

strastyla 1,48 m, % 80,4, 3,0 x 10’/ ml ve % 3,88 olarak bildirmistir.

Uysal ve arkadaglar1 (2000), farkli sulandiricilarla dondurulmus kog

spermalarindan elde edilen dol verimi lizerine yaptiklar1 bir arastirmada, koclarin
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nativ spermalarinda ortalama sperma miktarin1 1,04 ml, spermatozoa motilitesini
%76,5, spermatozoa yogunlugunu 2,6 x 10° / ml, anormal spermatozoa oranini %
11,7, 6li spermatozoa oranin1 % 9,6 ve spermanin ortalama pH degerini ise 6,75

olarak tespit etmislerdir.

Yogunluk morfoloji ve motilite gibi standart sperma degerlendirme testleri
fertilite hakkinda bir fikir vermektedir. Ancak spermatozoonun fizyolojik
biitiinliglinlin bir gostergesi olan hiicrenin hareket sekli, spermanin digi kanalda
ilerleme giicii ve hiicrenin donma yetenegi gibi testler mutlaka dikkate alinmalidir.
Spermanin potansiyel fertilitesini belirlemeye yonelik c¢ok sayida yontem
gelistirilmigtir. Ne var ki diizenli kontrollerin yapilamamasi, spermanin mikrobik
kontaminasyonunun dniine gegilememesi ve teknik imkansizliktan ileri gelen bir ¢ok
nedenler testlerin hatali pozitif veya hatali negatif sonu¢ vermesine neden
olabilmektedir. Genelde spermanin potansiyel dolleme giicliniin belirlenmesi
amacityla Zona-Free Hamster Ova Testi ve Hipoozmotik Swelling Test

kullanilmaktadir (Hafez, 1993).

Hipoozmotik swelling test (host) spermatozoon membraninin ve fonksiyonel
kuyruk membranimin degerlendirmesi icin gelistirilen 6zel bir testtir (Ducci ve ark.,
2002, Buckett ve ark., 1997). Buckett ve ark. (1997), yaptiklar1 ¢alismada host
skorunun fonksiyonel olarak saglam membrana sahip spermatozoonlarin oranin
gosterdigini bildirmislerdir. Hiicre plazma membraninin hipoozmotik ortama maruz
birakilmasi halinde ozmotik basinglar esitleninceye kadar su hiicre igine girer. Bu su
girisinden dolay1 hiicrenin hacmi ve hiicre zar1 hacmen biiyiir ve bunun sonucunda
plazma mebraninda sislikler olusur. Spermatozoon kuyrugunun fibril kismini
kaplayan hiicre zar1, bas kismina goére daha gevsektir. Bu nedenden dolay1 kuyruk
kism1 diger bolgelere gore daha bariz sekilde siser. Kivrilma plazma membraninin
sismesinden ileri gelir. Diislik ozmotik basinca sahip ortamlarda kimyasal ve fiziksel
yonden saglam spermatozoonun kuyruk kisminda sismeler olusurken, saglam

olmayan hiicrelerde bu reaksiyonlar goriilmez (Ahmadi ve Soon-Chye, 1992).

Correa ve ark. (1997), host i¢in 5 dakika inkubasyon siiresinin yeterli oldugunu,

diger bazi arastiricilarin belirttigi gibi 1 saat inkubasyona gerek olmadigini, zaten
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sperma hiicre membraninin sisme ve kivrilmasinin yaklasik bir dakikada

tamamlandigini bildirmislerdir.

Boga spermasinda in-vitro fertilizasyon yetenegi ile host arasindaki iliskiyi
inceleyen Rota ve ark. (2000) eritme ve kapasitasyon sonrasi spermay1 5 dakika 100
mOsmol fruktoz/sodyum sitrat host medyumuyla inkube etmigler, 151k
mikroskobunda 200 hiicre sayarak test sonucunu degerlendiren arastiricilar, host’in

tek basina sperma kalitesi hakkinda yeterli bir fikir verebilecegini bildirmislerdir.

Soderquist ve ark. (1997), ko¢ spermasinda farkli ¢dzdiirme prosediirleri
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 100 mOsmol host medyumunun dondurulmus-

¢Ozdiirtilmiis ko¢ spermasi i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir.

1.5. Koyunlarda Reprodiiksiyon ve Sun’i Tohumlama

Koyunlarda sun’i tohumlama Fransa ve Ispanya gibi 6zellikle koyun siitiinden yogun
olarak peynir lretilen iilkeler ile, Avustralya, Yeni Zellanda gibi biiyiik capta koyun
yetistiriciligi yapilan iilkelerde biiylik 6nem kazanmistir. Tiirkiye’de ise oldukga

sinirlt olarak yapilmaktadir (Kosum ve Wassmuth, 2000).

Koyunlarda sun’i tohumlama {iizerine ilk caligmalar 1899 yilinda Veteriner
Hekim E.I. Ivanof tarafindan Rusya’da baslatilmistir (Ozkoca, 1984). Daha sonraki
yillarda koyun sun’i tohumlama g¢aligmalar1 Avrupa iilkelerine ge¢mistir (Tekin ve
ark., 2006). Tiirkiye’de ise Prof. Dr. 1. Mihailof Onciiliigiinde 1926 yilinda
yurtdisindan getirilen Merinos koglarla baslamistir (Cetinkaya, 1984; Ileri, 1994).
Ulkemizde suni tohumlama uygulanan koyunlarin sayis1 giderek artmis ve 1970
yilinda en yiiksek sayiya ulasmistir. Ancak bu yildan sonra yapagi fiyatlarinin
diismesi nedeniyle tohumlanan koyun sayisinda dnemli bir azalma olmustur (Soylu,

1988).

Koyunlarda sun’i tohumlamanin yararlar1 su sekilde dzetlenebilir (ileri, 1994):

1) Kizginliga gelen disileri kontrol edebilmek.
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2) Koglarin spermatolojik 6zelliklerini inceleyerek potansiyel fertiliteleri
hakkinda saglikli bilgi edinebilmek.

3) Degerli damizlik koglardan daha fazla yararlanabilmek.

4) Fazla sayidaki koclar1 gereksiz yere besleme kiilfetinden kurtulmak.

5) Az sayidaki erkek damizliklarin saglig ile daha yakindan ilgilenebilmek.

6) Sperma sulandiricilarina antibiyotik katarak bakteriyel kontaminasyonu
kontrol altina alabilmek.

7) Her disinin ayr1 ayr1 tohumlandigindan emin olmak.

8) Hayvan 1slahina yonelik farkli koyun irklarinin dogal olarak ¢iftlestirilmesi
her zaman miimkiin degildir. Boyle durumlarda sun’i tohumlama tekniginden
yararlanilir.

9) Yetistirme hijyenini saglamak, ciftlesmeyle gecen hastaliklar1 6nlemek.

10) Bilimsel caligmalar.

Koyunlarda giiniimiize kadar yapilan baglica tohumlama yontemleri; vajinal,
servikal, transservikal intrauterin, laparotomik intrauterin, laparoskobik
intraoviduktal, laparoskobik intrauterin olarak sayilabilir (Ataman ve Coyan, 1996).
Koyunlarda vajinal, servikal, transservikal intrauterin tohumlamalarda kullanilan
sperma hacmi 0,05-0,2 ml dir. Tohumlama dozunda en az 50 milyon spermatazoon
bulunmalidir. Koyunlarda Ostrus ortalama 20-36 saat siirmekte ve ovulasyon 25-30.
saatler arasinda olmaktadir. Koyunlarda Ostrusun ilk 12-24 saati arasinda yapilan
tohumlamalardan basarili gebelik oranlar1 elde edilmektedir. Ostrusu uzun siiren
koyunlarda ayni Ostrus evresinde 2. tohumlamanin yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Tohumlanan koyunlarin kayitlar1 tutularak 16-17 giin sonra tekrar dstrus muayenesi
yaparak, Ostrus tespiti halinde tekrar tohumlama yapilmalidir (Hafez ve Hafez,

2000).

1.6. Spermanin Saklanmasi

Spermanin saklanmasininda temel yaklasim spermatozoonlarin metabolizmasini
yavaglatmak ve hareket enerjilerini azaltarak fertil omiirlerini uzatmaktir. Yapilan

aragtirmalar sonucunda spermanin saklanmasi i¢in iki yontem gelistirilmistir.
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Bunlardan ilki spermatozoanin 1sisim1 diigiirerek veya metabolizmasini yavaslatarak
sivi sekilde kisa siireli saklama, bir digeri ise, 0°C’den daha diisiik 1silarda

dondurularak yapilan uzun siireli saklama yontemidir (Ak, 1996).

Italyan fizyolog Spallanzani (1784) tarafindan memeli spermatozoasinin
saklanmasma iliskin ilk adim atilmis ve 1ilk basarilh suni tohumlama
gerceklestirilmistir (Maxwell ve Salamon, 1993). Spallanzani’nin bu bulusu,
spermanin dondurulmasi silirecinin baslangict olarak nitelendirilebilir (Gokgen,
1983). Spallanzani ayrica, erkek bir kopekten aldig1 spermay disi kopege nakletmis
ve yavru elde etmistir (Foote, 2002).

1.6.1. Spermanin Dondurularak (Uzun Siireli) Saklanmasi

Sperma dondurma teknolojisi, 1949 yilinda Christopher Polge ve arkadaslarinin
gliseroliin spermatozoonlar iizerine kryoprotektan etkisini tesadiifen kesfetmeleri ile
biiylik bir ivme kazanmis, boylece spermanin uzun stireli saklanmasi gergeklik haline
gelmis ve son 50 yil iginde ¢ok gelismistir (Holt, 2000; Foote, 2002; Vinha ve
Coubrough, 1972).

Spermatozoonlar1 soguk sokunun etkisinden koruyan kryoprotektanlarin, uygun
sulandiricilarin ve dondurma yontemlerinin gelistirilmesi ile bir¢cok hayvan tiiriine ait

sperma basartyla dondurulabilmistir (Gokgen, 1983; Nur ve Ak, 2003).

Spermanin baglica dondurulma ydntemleri ise sunlardir (Ak, 1996):
1) Ampul yontemi : Kuru buz ve etil alkol kullanilarak cam veya plastik ampullerde
dondurma yontemidir.
2) Pellet Yontemi : -79°C’deki kuru buz diskleri iizerine ufak oyuklar agilarak
yapilir. Bu ¢ukurlara 0,1 ml kadar sperma damlatilarak dondurulur.
3) Mini-Tiip Teknigi : Mini-Tiipler iginde s1vi azot buharinda dondurulan spermalar
s1v1 azotta saklanmaktadir.
4) Payet yontemi (Paillette, straw) : Gliniimiizde kullanilan en yaygin ve pratik
dondurma yontemidir. Sperma 0,25 veya 0,5 ml hacimli payet denilen plastik

cubuklara cekilip agzi kapatilarak sivi azot buharinda dondurulup sivi azotta
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saklanmaktadir. Payet yontemi Mini-Tiip’e goére giliniimiizde daha yaygin bir

kullanim alan1 bulmustur.

Gilintimiizde bir¢ok evcil hayvanin spermalarinin dondurulmasi ve dondurulmus
spermayla elde edilen délverimi memnunluk verici diizeye erismis bulunmaktadir.
Birka¢ hayvan tiiriinde ise heniiz bu sonuglara erisilememistir. Uriinleri nedeniyle
ekonomik Onemi biiylik olan koyun, bunlar arasinda yer alir (Tekin ve Giinzel,
1986). Kog¢ spermasinin sogutulmasi, dondurulmasi ve payetlenmesi esnasinda motil
spermatozoa orani onemli Ol¢lide diismektedir (Tasdemir ve ark., 2003). Ancak, kog
spermasinin basariyla dondurulmasi i¢in yapilan arastirmalar, saglayacagi biiyiik
yararlart nedeniyle yogunlugunu ve giincelligini korumaktadir (Tekin ve Giinzel,

1986).

Birgok arastiric1 tarafindan ko¢ spermasinin dondurulmasina iligkin ilk
calismanin, Emmens ve Blackshaw’in 1950°de yaptig1 arastirma oldugu kabul
edilmektedir (Gokgen, 1985; Gokgen ve ark., 2000; Soylu, 1988; Tekin ve Giinzel,
1986). Bu c¢alisgmada -79°C de ampulde dondurduklari ko¢ spermalarinda en iyi
motiliteyi, sulandiriciya % 7,5 — 10 Gliserin ve % 12,5 Arabinoz, Ramnoz veya

Ksiloz katmakla elde ettiklerini bildirmislerdir (Tekin ve Giinzel, 1986).

Daha sonraki yillarda yapilan ¢ok sayida arastirmadan elde edilen sonuglar da
normal dol verimi elde etmekten uzak ve ¢ok degisken olmustur (Tekin ve Giinzel,
1986). Smirnov (1951) dondurulmus kog¢ spermasi ile yaptigi tohumlamalarda % 42,
Graca (1955) % 31,2, Emmens ve Blackshaw (1955) % 5, Kutnetsov (1956) yaptigi
iki caligmada % 19,3 ve % 33,5, Kalev ve Venkov (1961) % 55, Lopatko (1962) %
67 gebelik orani elde ettigini bildirmistir (First ve ark., 1961; Salamon, 1967). Bu
durum arastirmacilar1 c¢aligmalarinda in-vivo oldugu kadar in-vitro degerlendirme
yontemlerini kullanmaya yoneltmistir. Ozellikle ¢oziim sonras1 degerlendirmelerde,
spermatolojik 6zelliklerden motilite ve akrozom morfolojisi déllenme sirasindaki
onemleri nedeniyle {izerinde en ¢ok durulan konular olmustur (Tekin ve Giinzel,

1986).
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1.7. Kryoprotektanlar

Spermanin délleme giiciinii yitirmeden uzun siire saklanabilmesi ancak dondurulmasi
ile miimkiindiir. Sperma dondurulurken meydana gelen ani sicaklik degisiklikleri
spermatozoonlara kalic1 hasarlar verebilmektedir. Spermatozoonlarin sicakligi sivi
azot igerisinde - 196°C’ye ulasinca, vizkozitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle soguk
soku olusmamaktadir. Sadece foto-fizikal etkiler yani iyonize ve kozmik 1ginlarin
etkisi sonucu -196°C’de makro molekiillerin pargalanmasi s6z konusudur. Topraktan
gelen 151 siddetinin ¢ok diisiik olmasi (0,1 rad/yil) nedeniyle spermatozoonlar
lizerine bu 1sinlarin zararh etkisinin ancak 2000 — 4000 yillik beklemeden sonra

olusabilecegi hesaplanmistir (Coyan, 2002).

Spermanin dondurulmasi ve ¢dzdiiriilmesi esnasinda degisen sicaklik nedeniyle
ortamda olusan farkli ozmotik basing ve kimyasal bilesimde olusan degisikliklere
kars1 spermatozoonlar1 koruyan maddelere Kryoprotektif Maddeler (kryoprotektan)
denir (ileri, 1994) (Sekil 1.3.).

Spermatozoay1 dondurmada ilk ¢aligmalarin 1949 yilinda Christopher Polge,
Audrey Smith ve Alan Parkes’den olusan ekibin gliseroliin kryoprotektif etkisini
kesfinden sonra basladig1 kabul edilmektedir (Leibo ve Brandley, 1999).

Kryoprotektan olarak adlandirilan bilesiklerin genel 6zellikleri; diisiik molekiiler
agirliga sahip olmalari, belirli oranlarda kullanildiklarinda toksik olmamalaridir.
Kryoprotektif bilesikler genel olarak koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis
fraksiyonu attirarak ve ortamdaki iyon miktarini azaltarak gosterirler. Hiicre
dondurulmadan o6nce kryoprotektanlarla inkubasyona tabi tutularak, intraseliiler
bakimdan dengeye gelmesi saglanmaktadir. Bu bilesiklerin koruyucu etkileri,
permeabilite farkliliklar1 ve toksitesi; hayvan tiirine, hiicre farkliliklarina, embriyoda
ise farkli gelisim agamasinda kullanilmalarina gore degisebilmektedir (Jackson ve

ark., 1997; Bucak ve Tekin, 2007).
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Sekil 1.3. Donma esnasinda hiicrede gelisen fiziksel olaylar (Mazur, 1996).

Dondurma isleminde spermatozoonlarin zarar gérmemesi i¢in, sicaklik yavas
yavag diisiiriilmelidir. Ciinkii 1s1 yavas diisiirtildiigii taktirde hiicre icerisinde bulunan
su disart ¢ikabilmekte (eksozmoz), hiicre igerisinde c¢oziilen maddelerin
konsantrasyonu artmakta ve hiicre i¢i ile hiicre dis1 su dengesi saglanmaktadir.
Sonucta hiicrede dehidrasyon sekillenmekte ve intraselliiler donma goriilmektedir.
Donma islemi hizli yapildigi takdirde yeterli miktarda su hiicre disina ¢ikamaz.
Bunun nedeni ise ekstraselliiler sivida konsantrasyonunun hizli bir sekilde artmasidir.

Hiicre disina ¢ikamayan su hiicre igerisinde buz kristallerinin olusmasina neden olur

(Coyan, 2002) (Sekil 1.3.).

Donma Sirasinda Cozdiirme Sirasinda

Sodyum
digar1

Su ve
potasyum
digar1

Potasyum
Sodyum ve su igeri

iceri

Sekil 1.4. Hiicrenin donmasi ve ¢oziinmesi esnasinda katyon kanallarinda olusan
degisiklikler (Bucak, 2003).
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Ko¢ ve boga spermatozoasinin docosahexaaenoic asit igerigine, domuza gore
ylksek oranda sahip olmasi, soguk sokuna kars1 direng géstermede ve dondurmada

daha iyi sonug¢ vermektedir (Leibo ve Songsasen, 2002).

Hiicrenin donmasi esnasinda, hiicre disinda gelisen kar taneleri tarzindaki kristal
olusumlar, beraberinde eksternal tuz bilesiklerinin donmamis kisimlarda daha da
konsantre hale gelmesine neden olur. Aym1 zamanda hiicre su kaybeder.
Ekstraseliiler ortam tuz yogunlugu gibi, intraseliiler tuz yogunlugu da artar.
Ekstraseliiler ve intraseliiler tuz yogunlugu kritik seviyeye gelince (oda sicakliginda
0,8 M ), hiicre plazma membranindaki katyon kanallar1 agilarak, yikilan potasyum-
klor kopriisiinden potasyum hiicre disina ¢ikar. Ortamdaki sodyum ise yogunlugun
fazla oldugu hiicre i¢ine dogru yonelir. Coziim sirasinda da plazma membranindaki
katyon kanallar1 kapanir, interseliiller tuz yogunlugu diiserken, hiicre i¢inde
proteinlerle bagl haldeki potasyum-klor kopriileri yeniden olusur. Bu durum hiicre

icine suyu geri ¢eker ve hiicre yine ozmotik hacimde siser (Mazur, 1996) (Sekil 1.4.).

Ekstraseliiler kristal olusumuyla gelisen hiicre hasari, olasilikla kristalin
morfolojisine de baghdir. Kristalin morfolojisi ise de onun biiyiime hizinin kontol
altina alinmasiyla diizenlenebilir. Ayrica kryoprotektanlarin, ortamdaki kristal
dentritlerinin olusumunda etkileri vardir. Donma esnasinda gelisecek olast bir
intraseliiler kristal olusumundan sakinmak igin, hiicre yiizey bolgesinin hacmine

oraninin diisiik olmas1 gerekmektedir (Watson, 2000).

Kroprotektanlar, internal (hiicre icine girebilen) ve eksternal (hiicre igine

giremeyenler) olarak ikiye ayrilabilirler.

1.7.1. internal Kryoprotektanlar

Internal kryoprotektanlar, hiicre sitoplazmasindan gegebilme &zelligine sahiptirler.
Internal kryoprotektanlarin baslicalar1, gliserol, methanol, etilen glikol, propylene
glikol, asetamid, adenitol, perseitol, metil formamide, dimetil formamide,

DMSO’dur (Gao ve Crister, 2000).
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Permeabl 6zellige sahip ve diisiik molekiiler agirlikli internal kryoprotektanlar
genelde hacim/hacim (v/v) oraninda dondurma soliisyonlarina katilirlar. Bu tiir
kryoprotektanlar etkilerini su baglayici olarak gostererek hiicreleri donma zararindan
korurlar. Koruyucu etkileri, donma esnasinda elektrolit yogunlugunu azaltmalari,
dehidrasyonu diizenleyip, protein yapilarini korumalar1 ve diisiik 1silarin yarattig
ozmotik biiziismeyi azaltmalar1 yoniiyledir. Bu kryoprotektanlarin bir diger islevi ise,
icine katilmis olduklar1 soliisyonun mekanik 0Ozelliklerini degistirmeleridir.
Vizkozitesi artan soliisyon, eriyiklerin kristalizasyonunu engeller (Gao ve Crister,

2000; Gomes ve ark., 2002; Maria ve ark., 2006).

1.7.1.1. Gliserol

Gliserol’iin kimyasal adi, Propantiriol -1, 2, 3'diir. Eczacilikta kullanilan bigimine
tibbi gliserin adi1 verilen gliserol, hafif¢e tatl, zehirleyici olmayan bir sividir. Su ve
alkolle karisir; asetonda ¢oziiniir. Yaglh maddelerin sabunlastirilmasiyla elde edilen
gliserol, bir trihidrik alkoldiir; yani herbiri farkli bir karbon atomuna bagl ii¢

hidroksil grubu (OH) igerir (Altinisik, 2005).

OH

Sekil 1.5. Gliserol’iin 2 ve 3 Boyutlu Kimyasal Formiilii (C;HgO; ) (Adams, 1994).

Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yap1 gdsteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH oraninin esit olmasi onun spermatozon {izerine olan etkisini
arttirmaktadir. Gliserol spermatozoon membran lipitleriyle etkilesime girerek,

kimyasal ve fiziksel streslere karst membranlar stabilize eder.

Gliseroliin koruma mekanizmasi ile ilgili baz1 goriisler soyledir (Katkov ve ark.,

1998):

e Membranlara 6nemli 6l¢iide hidrostatik basing uygulayarak koruma saglar.


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Glycerine_chemical_structure.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Glycerol-3D-vdW.png
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Propantiriol&action=edit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eczac%C4%B1l%C4%B1k
http://tr.wikipedia.org/wiki/Gliserin
http://tr.wikipedia.org/wiki/S%C4%B1v%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Su
http://tr.wikipedia.org/wiki/Alkol
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Aseton&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Trihidrik_alkol&action=edit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karbon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Atom
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hidroksil&action=edit
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e Elektroporasyon ile membranlarda olugan hasara kars1 koyar.

e Plazma membranina esneklik saglayarak ozmotik strese karsi koyma
yetenegini arttirir.

e Membranlar stabilize eder.

e Membran flizyonunu indiikler.

e % 6 oraninda sulandiricida gliseroliin varligi, membran Lp degerini diistiriir
ve membranlardaki sivi ve kryoprotektan giris ¢ikisini dengeye getirerek,
plazma membraninda strese yol olacak ani hacim degisimlerini onler.

e Sulandiricidaki seker bilesiklerinin membranlardaki polar bas yapilariyla
etkilesime girmesi, kendisinin daha yavas salinimina yol acarak membran

stabilizasyonunu olustururur.

Gliserol, ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiricilara koruyucu madde
olarak en sik katilan maddedir (Salamon ve Maxwell, 2000). Gliserol uzun yillardan
beri kryoprotektan olarak kullanilmasina ragmen kanathi suni tohumlamasinda ve
koyunlarin  servikal tohumlanmalarinda fertilite oranlarimi  diisiirmektedir
(Abdelhakeam ve ark., 1991a). Gliseroliin zararli etkileri degisik aragtiricilar
tarafindan ortaya konulmustur. Colas (1975) gliseroliin ko¢ spermasi i¢in bir dl¢iide
toksik oldugunu ve 0° C ye yakin sicaklikta eklenmesinin zararl etkilerini
azaltabilecegini bildirmistir. Sperma kryopreservasyonundaki yararli etkilerine
ragmen gliserol, spermatazoonun membran yapisin degistirmekte, baglayici protein
ve glikoproteinleri etkilemektedir. Ayrica gliserol spermatazoonlarin biyoenerjik

ihtiyaclarini arttirmaktadir (Hammerstedt ve ark., 1990).

Gliseroliin toksik etkisi ile ilgili bir teoride, metabolik doniisiim esnanisinda
ortaya c¢ikan metabolit {iriinlerin zararli etki meydana getirdigidir. Bu ac¢iga cikan
metabolit kanatli ve memeli spermasinda methlglyosal’dir. Fakat nasil toksik etki

yaptig1 hala tam olarak acik degildir (Katkov ve ark., 1998).

Gliserol toksisitesi, protein denatiirasyonuna, proteinden yoksun kabarciklara,
aktin yapilarinda degisimlere, tubulin polimerizasyonuna yol agarak hiicre membran
ve yapisinda biyoenerjik denge ilizerinde degisikliklere neden olur (Alvarenga ve

ark., 2000).
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Watson ve Martin (1975), gliseroliin ko¢ spermasinda ¢6ziim sonu akrozom
hasarin1 6nemli Olgiide arttirdigint  ve gliserol miktar1 artttkca akrozom

bozukluklarinin derecesinin arttigini bildirmistir.

Sonmez ve Demirci (2004), farkli oranda gliserol kattiklar1 sulandiricilar ile kog
spermasinda yaptiklar1 calismada % 0 gliserol kattiklar1 grupta alisim (equilibrasyon)
sonras1 motilite oranim1 % 78,25, aym1 grupta hasarli akrozom oranin1 % 2,91, % 1
gliserol iceren grupta alisim sonrast motilite oranin1 % 76,45, hasarli akrozom
oranint % 3,14, % 3 gliserol igeren grupta alisim sonrasi motilite oranini % 74,95,
hasarli akrozom oranin1 % 5,94, % 5 gliserol iceren grupta alisim sonrasi motilite
oranin1 % 73,15, hasarli akrozom oranint % 13,5, % 7 gliserol iceren grupta alisim
sonrast motilite oranini % 72,35, hasarli akrozom oranmm ise % 16,08 olarak
bildirmislerdir. Ayn1 calismada sulandiricidaki gliserol miktar1 arttikca motilite
yiikselirken, toplam anormal spermatozoa orani ve 6lii spermatozoa oraninin arttigini

bildirmislerdir.

Gliseroliin sperma lizerine zararli etkisi en ¢ok ozmotik etki ile ilgilidir. Gliserol
ilavesinden sonra, intraseliiler suyun disar1 ¢ikmasina bagli olarak hiicre hizla
kiigiilmektedir, daha sonrada daha yavas bir sekilde orijinal hacmine donmekte ve
gliserol spermatazoona penetre olmaktadir (Hammerstedt ve ark., 1990). Ayrica
gliseroliin disi genital kanalinda irritasyona yol agarak fertiliteyi azalttigi da

bildirilmektedir (Abd elhakeam ve ark., 1991a).

Donma sirasinda internal kryoprotektanlarin kullanilmasi (gliserol, DMSO) hiicre
ici ozmotik basinct 1000 mOsmol/kg 1n iizerine ¢ikarabilmektedir. Bu da 300
mOsmol/kg civarinda bir ozmotik basinca sahip uterus ortaminda hiicrenin ¢ok hizl
su alarak sigsmesine ve plasma membraninin zarar gormesine yol agabilmektedir

(James, 2003).

Ball ve Vo (2001), aygir spermasinin dondurulmasinda gliserol, dimetil siilfoksit,
etilen glikol ve propilen glikol olmak iizere 4 degisik kryoprotektan kullanmislar ve
gliseroliin digerlerine gore daha fazla ozmotik stres olusturdugunu ve bu nedenle

motilite ve akrozom biitiinliiglinde degisimlere yol actigini bildirmislerdir.



23

Abd elhakeam ve ark. (1991b), yaptiklar1 calismada gliserolsiiz sulandiricilar ile
kog¢ spermasinda kisa siireli saklamada % 67, dondurulmus-¢6ziinmiis spermada ise

% 52 dogum orani elde etmislerdir.

Liu ve Foote (1998), boga spermasinda yaptiklar1 ¢alismada Tris-yumurta
sulandinicisina hiicre i¢i (gliserol, 1,2-propanediol) ve hiicre dis1 (NaCl, siikroz)
kryoprotektanlar ekleyerek yaptiklar1 ¢aligmada, gliserol ilave etmeden 300 mOsm
siikroz ilave ettikleri grupta % 46 ¢6zliim sonu motilite oran1 elde ederken, gliserol

iceren grupta % 28 motilite orani elde etmislerdir.

1.7.2. Eksternal Kryoprotektanlar

Eksternal kryoprotektanlar oosit ve spermatozoonlarda hizli sogutma ve 1sitma
esnasindaki biiziismeyi azalttiklar1 ve ortamdaki kristalizasyon oranmi diistirdiikleri
icin yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Bunlarin dondurma sivisina ilavesinde diisiik
oranda permeabl kryoprotektan kullanilmakta, bu islem olusacak toksik etkiyi daha
da azaltmaktadir (Arav ve ark., 1993; Mcwilliams ve ark., 1995).

External Kryoprotektanlar makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye

ayrilabilirler.

1.7.2.1. Makromolekiiller

Yiiksek molekiiler agirlikli kryoprotektan olarak makromolekiillerden en fazla
kullanilanlar1  polietilen glikol, ficoll 70, BSA, hydroxyethyl starch, dekstran,
mannitol, polietilen oksit ve polivinilprolidon’diir. Bunlar az toksik etkiye sahip
olmalarina ragmen, kendi aralarinda da toksisite siniflandirilmasi yapilabilir. Bu
noktada ficoll 70, polietilen glikolden daha az toksiktir. Bu tiir kryoprotektanlar

dondurma solusyonuna agirlik/hacim oraninda katilirlar (Katkov ve ark., 1998).
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1.7.2.2. Sakkaritler

Monosakkaritler olarak, glukoz ve galaktoz; disakkarit olarak, siikroz, trehaloz;
trisakkarit olarak da raffinoz, melezitoz sayilabilir. Sakkaritler, 6limciil etkili hiicre
i¢i kristal olusumunu engellemek i¢in hiicrede dehidrasyon olustururlar. Disakkaritler
membran yapilarini stabilize etmelerine ragmen, monosakkaritlerin boyle etkisi ya
bulunmamakta ya da ¢ok zayif olarak bulunmaktadir. Fakat monosakkritlerin
hiicreye hizla penetre olarak, dehidrasyonu engelledikleri olasidir. Fare ve insan
oositlerinde yapilan bir ¢alismada monosakkaritlertin disakkaritlere gore daha etkili
ozmotik tamponlayict olarak gorev yaptigi bildirilmektedir. Siikroz ve trehaloz bu
amaglar i¢in en ¢ok kullanilan disakkaritlerdir (An ve ark., 2000; Mcwilliams ve ark,

1995; Palasz ve Mapletopt, 1996; Woelders ve ark., 1997).

Sekerler donma ve c¢oziim esnasinda olusan hasardan membran yapilarini,
membranlardaki fosfolipitlerle etkilesime girip, yiizey artis1 saglayarak,
fosfolipitlerde meydana gelen 1s1 degisimlerini azaltarak ve fosfolipit agil zincirleri
arasindaki van der waal’s bag etkilesimlerini azaltarak korurlar. Ayrica hiicreyle
ortam arasinda ozmotik tamponlayici olarak gdrev yaparak soguk sokuna karsi
koruma saglamaktadir. Ortamda Ca™® iyonlarmm bulunmasi sekerlerin koruyucu

etkisini attirmaktadir (Bakas ve Disalvo, 1991; Leeuw ve ark., 1993).

Sekerlerin koruyucu etkilerini molar ya da kitle konsantrasyonlarina gore
gosterip gostermedikleri tartisma konusudur. Molar etkinin, ortamdaki elektrolit
yogunlugunu bastirarak ya da ortamdaki donmamig kanallarin biiyiimesini
saglayarak gosterildigi belirtilmektedir. Son yillarda yapilan bir calismada sekerlerin
kitlesel yogunlugunun molar miktarlarina goére daha da etkinlik gosterdigi

saptanmistir (Koshimoto ve Mazur, 2002).

1.7.2.3. Siikroz

Bir disakkarit olan siikroz (sakkaroz), bir mol glukoz ve bir mol fruktozun birlesmesi

ile olusur. Bu iki monosakkaritin aldehit ve keton gruplarinin birlesmesinden
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olustugundan, serbest aldehit ve keton grubu ihtiva etmez, indirgeyici 6zelligi yoktur,

ancak hidrolize edilebilir. Kullandigimiz sofra sekeridir (Bingdl, 1983).

Yildiz ve ark. (2000) kopek spermasinda yaptiklart ¢alismada, Tris-sitrik asit
sulandiricisina 70 mM  miktarinda 9 farkli seker (fruktoz, galaktoz, glukoz, xyloz,
laktoz, trehaloz, maltoz, siikroz ve rafinoz) ilave etmisler siikroz iceren sulandirici
grubunda sulandirma sonrasi motilite oranin1 % 82,1, siikroz igeren sulandirici
grubunda alisim sonrasit motilite oranin1 % 62,1 ve siikroz igeren sulandirici
grubunda ¢oziim sonu motilite oranin1 % 38,6 olarak bildirmislerdir. Ayrica aym
calisma sonucunda, sulandiricilara yapilan seker ilavesinin (6zellikle trehaloz, maltoz
ve siikroz) alisim ve ¢6ziim sonu sperma kalitesini arttirdig1 (motiliteyi arttirirken,
0li spermatozoa oranini ve anormal spermatozoa oranini azaltmistir) i¢in sperma

sulandiricilarina seker ilavesini tavsiye etmislerdir.

Woelders (1997) siikrozun dondurma sirasinda boga spermast membran
biitiinligiinli korudugunu bildirmistir. Siikkroz hidrojen baglarini fosfat gruplari ya da
membran fosfolipitleri ile diizenleyerek hiicre zarin1 saglamlastirmakta ve boylelikle
spermatazoonun dondurma ve ¢dzdiirme sirasinda ugradigi sisme-kiiciilme gibi

degisikliklere kars1 ek bir koruma saglayabilmektedir (Liu ve Foote, 1998).

Kog¢ spermasinin boga, tavsan, insan gibi diger tiirlere gore soguk stresine daha
duyarli oldugu iyi bilinmektedir. Bu strese verilen yanittaki farklilik, ana olarak kog
spermasinin membran lipid kompozisyonundan kaynaklanmaktadir. Ko¢ spermasi
diger tiirlere gore daha yiiksek ¢oklu doymamis/doymus yag asidi oranina ve daha
diisiik kolesterol/fosfolipid oranina sahiptir. Buna bagli olarak spermatozoonun bas

kisminda membran hasar1 meydana gelmektedir (Ollero ve ark., 1998).

Siikroz igeren medyumlar, ¢6ziim islemine tabi tutulan embriyo ve
spermatozoonlarin ozmotik soka girmesini 6nlemek i¢in ve intraseliiler gliserolii

uzaklagtirmak i¢in kullanilirlar (Mazur, 1996).

Boga spermasiin dondurulmasi g¢alismalarinda polivinilpirolidon ile siikroz
kombinasyonunun kullanilmas1 spermatozoa biitiinligiinii korumada basarili

sonuglar vermemektedir (Leibo ve Brandley, 1999).
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Abd elhakeam ve Rabie (2001) fransiz alpine kegilerinde yaptiklari ¢alismada
Tris sitrik asit, Na-sitrat, Na-chloride sulandiricilarina, degisik 10 sekeri (fruktoz,
manose, maltose, laktoz, siikroz, trehaloz, rafinoz, erythritol, inositol ve sorbitol) 300
mOsm miktarinda katmislar, siikroz igeren Tris-sitrik asit sulandiricisinda sulandirma
sonrasi ortalama motilite oranin1 % 73,3 + 1,60, ¢6zim sonu ortalama motilite

oranini % 40,0 + 3,9 olarak bildirmislerdir.

Sztein ve ark. (2001) fare spermasinda yaptiklart ¢alismada, yagsiz siittozu
sulandiricisina 0,3 M  miktarinda hiicre i¢i (internal) (gliserol, formamide,
propanediol, DMSO, adonitol) ve hiicre dis1 (eksternal) (laktoz, rafinoz, siikroz,
trehaloz, d-mannitol) kryoprotektanlar ekleyerek yaptiklari ¢aligmada, % 61 ile en
yiiksek ¢oziim sonu motilite oranini siikroz iceren grupta bulmuslar, ayrica gliserol
igeren sulandirict grubunda % 10 fertilite elde ederken siikroz igeren sulandirici
grubunda % 80 fertilite elde etmislerdir. Caligma sonucunda fare spermasina uygun
kombinasyonlarda  katilan  sekerlerin  dondurma isleminde spermatolojik

parametreleri arttirdigini bildirmislerdir.

Muren ve ark. (1997) yaptiklart c¢alismada, yumurta sarisi-sitrat-gliserol
sulandiricisina siikroz, bsa (bovine serum albumin), Zn (¢inko) ilavesinin dondurma
sirasinda kegi spermasina etkilerini aragtirmislar ve en yiiksek ¢6ziim sonu motilite
oranini slikroz igeren grupta elde ederken bsa ve Zn iceren sulandirict gruplarinda

motilite oranlarinda ¢ok az bir artis meydana geldigini bildirmislerdir.

Bu calismada, ko¢ spermasinin dondurulmasinda tris,sitrik asit,yumurta sarisi
sulandiricisina katilan farkli oranlarda siikroz ile (100 mM, 250 mM, 500 mM)
¢Oziim sonu spermatolojik parametreler bakimindan daha iyi degerlere ulasilmasi
saglanmaya calisilarak, dondurulmus kog¢ spermasmin pratikte kullanilabilme

olanaklarmin arttirilmas1 amag¢lanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu caliymada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim, Arastirma ve

Uygulama Ciftliginde bulunan yaslar1 18 ay ve tizeri 4 bas ergin kog¢ kullanilmistir.

2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslenmesi

Calisma siiresince kullanilan koglar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim,
Arastirma ve Uygulama Ciftligi koyunculuk iinitesinde siiriiden ayr1 olarak farkli bir
bolmede barindirilmislardir (Resim 2.1.). Caligma oncesi koglar saglik kontroliinden
gecirilmis, antiparaziter sagaltim yapilmig, koglarin genital bolgesi tiras edilerek
ozellikle preputium etrafi kil ve pisliklerden temizlenmistir. Calismada kullanilacak
olan koglarin bakim ve beslenmelerine de ©6zen gosterilmis, koglara giinliik
ihtiyaglarina uygun rasyon hazirlanip verilmis, koclarin rasyonlarina haftada 2 kez
kesif yem ve kuru iiziim ilavesi yapilmis, koclarin siirekli taze su almalari

saglanmistir.

2.3. Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Sperma 4 bas kogtan suni vagen ile alinmistir. Calismada kullanilacak koglarin
sperma verme ve suni vagene aligtirllmasi calismalarina ciftlesme sezonu Oncesi
baslanmig ve ciftlesme sezonu baslayana kadar araliksiz devam edilmistir. Sperma
alma isleminde fantom olarak arama kocu ile kizginlig1 tesbit edilmis koyunlar
kullanilmistir (Resim 2.3.). Ciftlesme sezonu igerisinde diizenli olarak koglardan
haftada iki kez suni vagenle sperma alinmis (Resim 2.4.) ve spermalar birlestirilerek

(miks ejekiilat) split sample yontemiyle degerlendirilmistir.
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Calismada, ko¢ spermalar1 alindiktan sonra elde edilen birlestirilmis
ejakiilatlarin 6nce makroskobik muayeneleri yapilip renk ve kivamlari, miktarlari,
(Resim 2.5.) motiliteleri, anormal spermatozoa oranlari, 6lii spermatozoa oranlari,

yogunluklari ve pH parametreleri belirlenmis ve degerler kaydedilmistir.

Sperma numunelerinin muayenesinde kullanilan cam malzemeler 6nce pastor
firminda +250°C’de 2,5 saat bekletitilerek sterilize edilmis ve motilite tayinleri

Oncesi 1sitma tablasinda +37°C’de bekletilerek 1sitilmalar1 saglanmistir.

2.3.1. Makroskobik Muayene

2.3.1.1. Spermanin Rengi ve Kivam

Sperma rengi, alinan spermalarin birlestirildigi tiipte koyu krem, acik krem ve parlak

beyaz goriinlim olarak siniflara ayrilarak tesbit edilmistir.

Sperma kivami sperma toplama tiipiinde kremadan sulu kivama kadar 5 ile 0

arasi degerlendirilmistir.

2.3.1.2. Spermanin Miktari

Koglardan alinan ejakiilatlar sperma miktarinin belirlenmesi ig¢in derecelendirilmis
bir tlipte birlestirilmis ve sperma miktar1 tiip {izerinden okunarak mililitre (ml) olarak

saptanmigtir.

2.3.1.3. Spermanin pH Degeri

Spermanin kimyasal muayenesinde, birlestirilmis (miks) sperma numunelerinin pH
degerleri  pH indikatér kagidi kullanilarak (5,5-9,0 Merck) belirlenmis ve
kaydedilmistir.
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Resim 2.1. Calismada kullanilan koglar.

Resim 2.2. Sperma almada kullanilan geregler.
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Resim 2.3. Sperma alma isleminde kullanilan kizgin koyun.

Resim 2.4. Koglardan suni vagen ile sperma alinmas.
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2.3.2. Mikroskobik Muayene

2.3.2.1. Spermatozoa Motilitesi

Ileri dogru, giiclii hareket eden spermatozoonlarm, hareketsiz veya diger hareket
bicimi gosteren spermatozoonlara orani olarak ifade edilen motilite; spermanin lam
tizerindeki kii¢iik bir damlas1 lizerine lamel kapatilarak, faz-kontrast 1sitma tablali
mikroskopta x200 biyiitmede en az 3 degisik mikroskop sahasinda muayene

edilmistir. Bulunan ortalama deger yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

2.3.2.2. Spermatozoa Yogunlugu

Bir mililitre spermadaki spermatozoa sayisini ifade eden spermatozoa yogunlugunun
hesaplanmasinda, hemositometrik ydntem ve spermatozoa yogunlugunu veren
formiil kullamlmustir. Elde edilen sonuglar 10° /ml olarak kaydedilmistir (Tekin,
1994).

Nativ spermalardan alinan numunelerin sulandirilmasi i¢in 5 ml Hayem
soliisyonu igeren tiiplerden 10 plt soliisyon otomatik pipetle atilarak, 10 plt sperma

numunesi konularak sperma numuneleri 1/500 oraninda sulandirilmistir.

Elde edilen say1 asagida verilen formiile yerlestirilerek spermatozoa yogunlugu

hesaplanmustir.
Sayilan Hiicre (Spermatozoa Sayisi)
Spermatozoa Yogunlugu = x 1000
(10° / ml) Sulandirma x Biiyiik Kare ~ x Sayilan

Oranm Hacmi (1/250) Kare Sayisi1 (10)

2.3.2.3. Anormal Spermatozoa Orani

Sperma numunelerindeki anormal spermatozoa orami sivi fikzasyon ydntemi ile

belirlenmistir. Bu yontemde Hancock soliisyonu (Hancock, 1952) kullanilmustir.



32

Anormal spermatozoa oraninin belirlenmesinde; Hancock soliisyonunda tespit
edilen sperma numunesinden kiiclik bir damla temiz bir lam {izerine konularak
lizerine lamel kapatilmistir. Daha sonra sedir yagi damlatilan lam immersiyon
objektif (x1000 biiylitme) altinda en az 400 spermatozoonun incelenmesi sonunda

anormal yap1 gdsteren spermatozoa orani yiizde (%) olarak belirlenmistir.

2.3.2.4. Olii Spermatozoa Oram

Nativ ve ¢oziilmiis spermalardaki 6lii spermatozoa oranini belirlemek i¢in % 3’liik
sodyum sitrat ile hazirlanmis, % 2’lik eosin boyasi kullanilmistir. Temiz ve kuru bir
lam {izerine konulan bir damla spermanin yanina birkag kat biiytikliikkte eosin boyasi
konulmus, boya ile sperma lamel anacilig1 ile karistirilarak hizlica froti ¢ekilmis ve

fikzasyon amaci ile hazirlanan frotiler sicak tablada hizla kurutulmustur.

Hazirlanan preparatlar mikroskopta x400 biiyiitmede 400 spermatozoon sayilarak
degerlendirilmis ve Olii spermatozoon orani yiizde (%) olarak ifade edilmistir.
Preparatlarin degerlendirilmesinde bas kismi boya alan spermatozoonlar 6lii , bas

kismi1 boya almamig spermatozoonlar canli olarak degerlendirilmistir.

2.4. Spermanin Sulandirilmasi ve Sulandirict Gruplari

Koglardan alinan ejakiilatlardan makroskobik olarak normal ve motilitesi % 80’in
tizerinde olanlar sperma toplama kadehlerinden otomatik pipet ile esit miktarlarda
alimarak onceden 37°C’lik su banyosunda bekletilerek 1sitilmis kuru bir deney

tiipiinde birlestirilmistir.

Spermalarin sulandirilmasinda Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi sulandiricisi

kullanilmustir.

Calismada kullanilan olan Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta saris1 sulandiricisinin

kompozisyonu su sekildedir:
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Tris 3.63 ¢
Sitrik asit 1.50 g
Fruktoz 0.50 g

Distile su ile 100 ml.’ye tamamlanarak Tris stok sulandiricis1 hazirlanmistir. Bu
sulandirictya % 20 oraninda yumurta sarist emiilsiyonu ve 100,000 IU penicilin-

streptomicin soliisyonu ilave edilmistir (Evans ve Maxwell, 1987).

Sperma sulandiricist spermanin alinmasindan bir giin dnce hazirlanip, +4°C de
buzdolabinda agzi parafilm ile sikica kapatilarak muhafaza edilmistir. Sperma
sulandiricist 7 ayr1 erlen mayere her birisinde 10 ml olacak sekilde boliinmiistiir.
Boliinmiis sperma sulandiricilarina 100 mM, 250 mM ve 500 mM oranlarinda
stikroz, birinci, liglincii ve besinci sulandirict gruplarina da % 4 gliserol ilave edilmis,
kontrol grubu olarakta Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta saris1 sulandiricis1 kullanilarak

7 farkli sulandirici grubu elde edilmistir.

Sulandiric1 Gruplari:

1. grup : Sperma Sulandiricisina 100 mM sukroz ve % 4 gliserol ilavesi.
grup : Sperma Sulandiricisina 100 mM sukroz ilavesi.

grup : Sperma Sulandiricisina 250 mM sukroz ve % 4 gliserol ilavesi.
grup : Sperma Sulandiricisina 250 mM sukroz ilavesi.

. grup : Sperma Sulandiricisina 500 mM sukroz ve % 4 gliserol ilavesi.

grup : Sperma Sulandiricisina 500 mM sukroz ilavesi.

N o R W

. grup (kontrol grubu) : Kontrol grubu olarak sadece sperma sulandiricisina %4

gliserol eklenerek sulandirilmig sperma kullanilmstir.

Karnstirilmis ejakiilatlar 6nceden 37°C lik su banyosunda bekletilerek 1sitilmis
kuru deney tiiplerine her birisinde 0,5 ml olacak sekilde otomatik pipetlerle
boliinerek, hazirlanan 7 farkli sperma sulandiricisi ile uygun tohumlama dozunun

elde edilebilmesi i¢in 1:7 oraninda sulandirilmistir.
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Resim 2.5. Sperma alindiktan sonra dereceli kadeh ile miktarin 6lgiimii.

\\ \'_f'cl‘

Resim 2.6. Spermalarin payetlere ¢ekildikten sonra sicakligi ayarlanabilir arag
termosu ile Anabilim Dali Laboratuarina taginmasi.
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Kanstirilmis ejakiilatlar dikkatli, kademeli ve yavas sekilde otomatik pipet ile
sulandirildiktan sonra sulandirma isleminin basarili olup olmadigini kontrol etmek
amaci ile motilitelerine bakilmistir. Daha sonra numuneler sulandirict gruplarina
gore Onceden belirlenmis farkli renklerde 0,25 ml’lik payetlere ¢ekilerek, payetlerin
actk wuclar1 payet kapatma makinesi ile kapatilmistir. Payetler gobletlere
yerlestirilereck +4°C’yi saglayan bir ayarli ve sogutmali araba buzdolabi iginde
(Resim 2.6.) yaklasitk 20-25 dakika igerisinde Anabilim Dali Laboratuarina

ulastirilarak, +4°C’deki buzdolabina yerlestirilmistir.

Sperma payetleri buzdolabinda +4°C de 2,5 saat bekletilerek gerceklestirilen
equilibrasyon iglemi sonrasi spermatolojik parametrelerden motilite, 6lii spermatozoa

orani, anormal spermatozoa orani ve pH belirlenmistir.

2.5. Spermanin Dondurulmasi

Ekilibrasyon iglemi tamamlandiktan sonra payetler buzdolabindan alinarak +4°C’yi
saglayan bir termos igerisinde dondurma makinesine nakledilerek, dondurma iglemi
siresi ~ve  sicakligt  ayarlanabilen  otomatik  dondurma  makinesinde
gergeklestirilmistir (Resim 2.8.). Otomatik dondurma makinesi onceden -15°C
/dakika hizla inecek sekilde programlanmis, dondurma makinesi ¢alistirtlip +4°C ye
inince payetler yerlestirilerek (Resim 2.7.) 8 dakikada dondurma islemi
tamamlanmistir. Dondurulan spermalar 6nceden {izerlerine uygulama numarasi ve
tarih yazilmis gobletlere yerlestirilerek, azot tanki igerisinde calisma icin ayrilmis

kanisterlere konularak saklanmustir.

2.6. Spermanin Cozdiiriilmesi ve In Vitro Degerlendirilmesi

Dondurulmus spermalar sivi azot tankinda en az 2 hafta muhafaza edildikten sonra
su banyosunda 37°C de ve 15 saniye i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve ¢oziim sonu

spermatolojik parametreler (motilite, 6lii-canli, anormal, host) degerlendirilmistir.
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Resim 2.7. Payetlerin otomatik dondurma makinesine yerlestirilmesi.

Resim 2.8. Otomatik dondurma makinesi.
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2.6.1. Hipoozmotik Swelling Test (Host)

Hipoozmotik Swelling Test’in yapilmasi i¢in, 100 plt sperma, 900 plt 100 mOsmol
fruktoz (Soderquist ve ark., 1997) solusyonu ile karistirilarak + 37°C’de ki su
banyosunda 5 dakika (Uysal ve ark., 2006) bekletilmis ve ardindan lam {izerine
karisimdan yapilan frotiden (Uysal ve ark., 2005) faz kontrast mikroskopta 200
adet spermatozoa sayillmis ve kuyrugu kivrilan spermatozoa orani yiizde (%) olarak

belirlenmistir.

2.7. Bulgularin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar

hesaplanmistir.
Calismanin istatistiksel analizleri S.P.S.S. 11,5 programi kullanilarak yapilmstir.

Gruplar arasinda farklilik olup olmadigini anlamak i¢in tek yonlii varyans analizi
(Anova) uygulanmistir. Analiz sonucunda farklilik bulundugunda, farklilig1 yaratan

gruplart belirlemek i¢in ikili karsilagtirma (Duncan) testi yapilmustir.

Calismada, tiim testler iki yonlii olarak uygulanmistir ve anlamlilik diizeyi (P)

0,05 ve 0,01 olarak alinmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Nativ Sperma Parametreleri

Dort bas kogtan alinan birlestirilmis sperma numunelerinin (miks ejakiilat) baslica
spermatolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi sonunda sperma miktar1 en yiiksek 4,5
ml, en diisiik 3,4 ml ve ortalama 3,92 + 0,15 ml olarak bulunmustur. Motilite orani
en yliksek % 90, en diisiik % 80 ve ortalama % 85,00 + 1,54 olarak bulunmustur.
Yogunluk en yiiksek 4,1 x 10°/ml, en disiik 2,7 x 10°/ml ve ortalama 3,40 + 0,15/ml
olarak bulunmustur. Anormal spermatozoa orani en yiiksek % 8,7, en diisik % 3,2
ve ortalama % 5,53 =+ 0,70 olarak bulunmustur. Olii spermatozoa oram % 13,2, en
diisiik % 8 ve ortalama % 10,73 + 0,84 olarak bulunmustur. pH degeri ise en yiiksek
6,8, en diisiik 6,4 ve ortalama 6,61 + 0,05 olarak bulunmustur. Nativ spermalardan

elde edilen tiim muayene parametreleri ve degerleri Cizelge 3.1. de verilmistir.

3.2. Alsim ( Equilibrasyon ) Sonrasi Sperma Parametreleri

Alisim (ekilibrasyon) sonrasi sperma numuneleri dondurulmadan &nce baslica
spermatolojik parametrelerden spermatozoa motilitesi, Olii spermatozoa orani,
anormal spermatozoa orani ve pH degerlendirilmistir. Alisim islemi sonrasi elde

edilen sperma parametreleri Cizelge 3.2. de verilmistir.

Alisim sonrasi motilite oranlar; 1., II., III., IV., V. VL. ve VII (kontrol)
sulandiric1 gruplarinda sirasiyla; % 79,21 £ 2,42; % 76,73 = 2,33; % 82,30 +2,02;
% 85,14 + 2,76; % 78,24 + 2,05; % 80,28 + 2,35; % 74,71 + 2,68 olarak
bulunmustur. Yapilan istatiksel analiz sonucunda, grup ortalamalar: aras1 fark 6nemli

bulunmustur (P< 0,05) (Sekil 3.1.).

Olii spermatozoa orani; I, II, 1II, IV, V, VI. ve VII (kontrol) gruplarinda
sirastyla; % 11,18 = 0,80; % 12,50 £0,92; % 9,57 + 1,41; % 9,12 + 0,65; % 13,80
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+1,27; % 12,57 £ 1,41 ve 14,09 £ 1,40 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel analiz

sonucunda, grup ortalamalari aras1 fark 6nemli bulunmustur (P< 0,05).

Anormal spermatozoa orant; I, II, III, IV, V, VI. ve VII (kontrol) gruplarinda
strastyla; % 10,60 + 1,50; % 8,50 + 0,90; % 6,85 + 0,90; % 7,31 £ 0,61; % 8,57 +
0,47; % 9,47 + 1,20 ve % 11,15 £ 0,78 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel analiz

sonucunda, grup ortalamalari aras1 fark 6nemli bulunmustur (P< 0,01).

Ortalama pH degerleri, 1, II, 111, IV, V, VI. ve VII (kontrol) gruplarinda sirasiyla;
6,73 £ 0,09; 6,61 + 0,24; 6,67 + 0,15; 6,72 + 0,12; 6,64 + 0,22; 6,69 £ 0,21 ve
6,65 £ 0,16 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel analiz sonucunda, elde edilen
ortalama pH degerleri agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigi tespit

edilmistir (p>0,05).

3.3. Coziim Sonu Spermatolojik Muayene Parametreleri

Sperma payetlerinin muhafaza edildigi azot tanklarinin azot seviyesi diizenli haftalik
periyotlarla 6zel 6lgiim cetveli ile kontrol edilmis ve tanklarin diizenli olarak azot
takviyeleri yapilmistir. Sivi azot tankinda en az bir hafta muhafaza edilen sperma
payetleri, ayarlanabilir dijital su banyosunda +37°C de ve 15 saniye iginde
¢Ozdiriilmiis ve spermatolojik parametreleri degerlendirilmis, elde edilen sonuglar

Cizelge 3.3., Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4. ve Sekil 3.5. de gosterilmistir.

3.3.1. Spermatozoa Motilitesi

Coziim sonu motilite oranlari; I, II, III, IV, V, VL. ve VII (kontrol) gruplarinda
sirastyla; % 43,14 + 4,45, % 29,00 + 5,38, % 59,14 + 3,02, % 54,00 + 4,76, % 36,00
+ 3,05, % 26,28 + 3,35 ve % 46,71 + 4,68 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel

analiz sonucunda, grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemli bulunmustur (P< 0,01).
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3.3.2. Olii Spermatozoa Oram

Olii spermatozoa orani; I, II, III, IV, V, VI. ve VII (kontrol) gruplarinda sirasiyla;
% 38,71 +4,30; % 46,00 £ 5,41; % 33,42 +£3,90; % 34,57 +3,35; % 43,57 =
4,27; % 46,28 + 3,09 ve % 35,42 £+ 3,40 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel

analiz sonucunda, grup ortalamalari aras1 fark dnemli bulunmustur (P< 0,05).

3.3.3. Anormal Spermatozoa Orani

Anormal spermatozoa orani; I, II, III, IV, V, VL. ve VII (kontrol) gruplarinda
sirastyla; % 19,71 + 3,59; 9% 20,42 +2,14; % 13,85 +£2,19; % 13,71 + 1,60; %
19,57 + 2,63; % 20,42 £ 2,57 ve % 22,57 + 3,04 olarak bulunmustur. Yapilan
istatiksel analiz sonucunda, grup ortalamalar1 arasi1 fark Onemli bulunmustur

(P<0,05).

3.3.4. Hypoozmotik Swelling Test (Host)

Host sonuglart; I, I, I, IV, V, VL. ve VII (kontrol) gruplarinda sirastyla; % 41,00
+3,26; % 28,00 £5,44; % 55,00+ 5,38; % 52,00 £5,77; % 36,14 £ 3,76; %
25,14 £ 2,60 ve % 50,85 £ 3,76 olarak bulunmustur. Yapilan istatiksel analiz

sonucunda, grup ortalamalari aras1 fark 6nemli bulunmustur (P< 0,01).
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Cizelge 3.1. Birlestirilmis nativ ko¢ spermalarinda (miks) belirlenen spermatolojik

parametreler.

Birlestirilmis (Miks) Nativ Sperma Parametreleri

Uygulama | Miktar | Motilite | Yogunluk | Anormal | Olii Spz. pH
No (ml) (%) (10 ml) | Spz. (%) | (%)

1 4,0 85,0 3,1 4,5 8,0 6,8

2 4,0 90,0 2,7 3,2 9,2 6,7

3 3,5 80,0 3,2 8,7 11,5 6,6

4 3.8 85,0 3,7 6,7 9,0 6,4

5 4.5 80,0 4,1 52 13,2 6,5

6 3.4 90,0 3,5 4,0 10,5 6,6

7 4,3 85,0 3.3 6,2 14,0 6,7

X 3,92 85,00 3,40 5,53 10,73 6,61

Sx” 0,15 1,54 0,15 0,70 0,84 0,05
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Cizelge 3.2. Alisim sonrasi spermatolojik parametreler.

Sulandirici Motilite Olii Spz. Anormal Spz. pH
Gruplari (%) (%) (%)
(X + Sx) (X + Sx) (X + Sx) (X + Sx)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
79,21 +£2,42 11,18 £ 0,80 10,60 + 1,50 6,73 £ 0,09
1. Grup
ab b c a
76,73 £2,33 12,50 £ 0,92 8,50+ 0,90 6,61 £0,24
2. Grup
a b b a
82,30 £2,02 9,57 £ 1,41 6,85+ 0,90 6,67 +£0,15
3. Grup
c a a a
85,14 £2,76 9,12 +£0,65 7,31 £ 0,61 6,72 £ 0,12
4. Grup
c a a a
78,24 £ 2,05 13,80 + 1,27 8,57 +0,47 6,64 £ 0,22
5. Grup
ab c b a
80,28 +£2,35 12,57 £ 1,41 9,47 £1,20 6,69 + 0,21
6. Grup
b bc bc a
TGP 04914268 | 14094140 | 11154078 | 6,65+0,16
(Kontrol a a c a
Grubu)
Onemlilik L
Derecesi (P) * * 3k
(P>0,05) Grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemsiz
* : (P<0,05) Grup ortalamalar1 aras1 fark onemli
ox : (P<0,01) Grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemli
a,b,c,d Ayni siitunda ortak harf tagimayan grup ortalamalar1 arasi fark

Onemli
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Cizelge 3.3. Coziim sonu spermatolojik parametreler.

Sulandirici Motilite Olii Spz. Anormal Spz. Host
Gruplari (%) (%) (%) (%)
(X £ Sx) (X £ Sx) (X + Sx) (X £ Sx)
(n=17) (n=17) (n=17) (n=17)
43,14 + 4,45 38,71 £4,30 19,71 + 3,59 41,00 + 3,26
1. Grup
a ab a a
29,00 + 5,38 46,00 + 5,41 20,42 +2,14 28,00 + 5,44
2. Grup
b C a b
59,14 + 3,02 33,42 +3,90 13,85+2,19 55,00 + 5,38
3. Grup
C a b C
4. Grup 54,00 + 4,76 34,57 + 3,35 13,71 £ 1,60 52,00 + 5,77
C a b C
36,00 + 3,05 43,57 + 4,27 19,57+2,63 | 36,14+ 3,76
5. Grup
d bc a a
26,28 + 3,35 46,28 +3,09 | 20,42 +2,57 25,14 + 2,60
6. Grup
b C a b
7. Grup 46,71+ 4,68 | 3542340 | 22,57+3,04 | 48,85+3,76
(Kontrol q q a c
Grubu)
Onemlilik *x * * *x
Derecesi (P)
* (P<0,05) Grup ortalamalari aras1 fark 6nemli
ok (P<0,01) Grup ortalamalar1 aras1 fark 6nemli
a,b,c,d Aymi siitunda ortak harf tagimayan grup ortalamalar1 arasi fark

Onemli
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Sekil 3.1. Alisim sonrasi motilite ortalamalari.
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Sekil 3.3. Coziim sonrasi 6lii spermatazoa orani ortalamalari.
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Sekil 3.4. Coziim sonrasi anormal spermatazoa orani ortalamalart.
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Sekil 3.5. Co6ziim sonras1 host ortalamalari.
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4. TARTISMA

Tirkiye’de koyun popiilasyonunun hayvancilik sektorii icinde 6nemli bir paya sahip
olmasi, yeterli verim diizeyinde bulunmayan koyunlarimizin islah edilmesi ve
verimlerinin arttirilmasini kaginilmaz hale getirmistir. Bunun da baslica yolu, yliksek
verimli ve saglikli koglarin spermalarini sulandirarak hacimlerini ¢ogaltmak, boylece
bir kogtan tohumlanacak koyun sayisini arttirmaktir. Bu alanda en gegerli yontem
ko¢ spermasinin dondurularak saklanmasi ve tohumlamada kullanilmasidir.
Yontemin uygulanabilirli§inin saglanmasi ise kog¢ spermasinin basarili olarak
dondurulmasinda ve suni tohumlamada kullanildiktan sonraki do6l veriminde ortaya

¢ikan sorunlarin ¢éztimlenmesine baglhdir (Gokgen, 1983).

Ko¢ spermasinin basarili bir sekilde dondurularak tohumlamada ve tiiriin
1slahinda  kullanilmas1  koyun yetistiriciligini dogrudan etkileyecektir. Kog
spermasinin  sogutulmasi, dondurulmasi ve payetlenmesi esnasinda motil
spermatozoa orani onemli Ol¢lide diismektedir (Tasdemir ve ark., 2003). Ancak, kog
spermasinin basartyla dondurulmasi i¢in yapilan arastirmalar saglayacagi biiyiik
yararlart nedeniyle yogunlugunu ve giincelligini korumaktadir (Tekin ve Giinzel,

1986).

Kog sperma hiicrelerinin dondurma islemi sirasinda soguk sokuna karst duyarlilik
gostermeleri, hiicreler {izerindeki hasari arttirarak ¢oziim sonrasi spermatolojik
ozellikleri ve fertiliteyi olumsuz yonde -etkilemektedir. Bunun ig¢in sperma
sulandiricilarina katilacak koruyucu kimi katki maddeleriyle dondurma islemi ve
ortamda gelisecek soguk soku hasari azaltilabilmektedir. Bu caligmada da farkhi
sulandiricilar kullanilarak ¢6ziim sonu spermatolojik 06zelliklerin 1iyilestirilmesi

saglanmaya caligilmistir.

Sunulan ¢aligmada kullanilan 4 bas kogun ejakiilatlarinda dondurma isleminden
once, gerek spermalar hakkinda genel bir bilgi edinebilmek, gerekse dondurmada
kullanilabilirlik durumlarini saptamak amaciyla baslica spermatolojik o6zellikler

incelenmistir.
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Calismada 4 bas kogun 7’ser ejakiilatinda saptanan nativ spermatozoa motilitesi
en diisik % 80, en yiiksek % 90 ve ortalama % 85 £ 1,54 olarak bulunmustur. Elde
edilen bu deger, Tekin ve ark. (2006)’nin % 73,5 + 13,3, Paulenz ve ark. (2002)’nin
% 70, Tasdemir ve ark. (2003)’tin 81,55 + 0,64, Yildiz (2004)’in %77,0 £ 5,37,
Gill ve ark. (2003b)’nin %70, Uysal ve ark. (2000)’nin %76,55 + 1,34 olarak
saptadiklar1 motilite oranindan yiiksek, Bag ve ark. (2002)’nin % 90 olarak
saptadiklar1 motilite oranindan diisiik, Soylu (1988)’in % 83,2, Tekin ve ark.
(1991)’nin % 84,4 lik motilite oranlar1 ile bu arastirmada elde edilen ortalama

motilite oraninin uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Calismada nativ spermatozoa yogunlugu en diisiik 2,7 x 10°/ml, en yiiksek 4,1 x
10°/ml ve ortalama 3,40 + 0,15 x 10°/ml olarak bulunmustur. Elde edilen bu
degerlerin kimi arastirmacilarin bildirdikleri degerler ile uyum igerisinde oldugu
(Tekin ve ark., 1991; Tasdemir ve ark, 2003 ; Gill ve ark. 2003b, Tekin ve ark.,
2006), kimi arastirmacilarin (Uysal ve ark., 2000; Kosum ve Wassmuth, 2000;
Soderquist ve ark., 1997; Gil ve ark., 2003a) bildirdikleri yogunluk degerlerinden
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

Calismada nativ anormal spermatozoa orani en diisiik % 3,2, en yiiksek % 8,7 ve
ortalama % 5,53 £ 0,70 olarak bulunmustur. Bu deger Tekin ve ark. (1991)’nin %
3,5+ 0,07, Yildiz (2004)’1n % 3,97 = 1,69, Gilindogan ve Demirci (1999)’nin % 3,63
+ 0,57 ve Aral ve Tekin (1996)’in sifat sezonu icerisinde akkaraman koglardan elde
ettikleri % 2,73 + 0,54 anormal spermatozoa oranlarindan yiiksek, Uysal ve ark.
(2000)’nin % 11,7, Tasdemir ve ark. % 17,15 + 0,70, Erding ve ark. (1987)’nin %
9,28, Gill ve ark. (2003a)’nin % 10 olarak bildirdikleri anormal spermatozoa
oranindan diisiik, Tekin ve ark. (2006)’'nin sakiz irki ko¢da % 5,8 + 1,25 olarak

bulduklar1 degerle uyumlu olarak bulunmustur.

Arastirmada nativ spermada 6lii spermatozoa orani en diisiik % 8,0, en yiiksek %
14,0 ve ortalama % 10,73 + 0,84 olarak bulunmustur. Bu deger Tekin ve ark.
(2006)’nin % 14,3 + 5,4’lik Olii spermatozoa oranindan diisiik, Uysal ve ark.
(2000)’nin % 9,6’lik 6lii spermatozoa oraninda yiiksek ve Erding ve ark. (1987) nin

% 10,83’1iik 6lii spermatozoa orani ile uyumlu olarak bulunmustur.
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Aragtirmada nativ spermanin pH degeri en diistik 6,4, en yiiksek 6,8 ve ortalama
6,61 £ 0,05 olarak bulunmustur. Elde edilen pH degeri Uysal ve ark. (2000)’nin 6,75
+ 0,05 ve Erding ve ark. (1987)’nin 7,8’lik, degerinden diisiik, Giindogan ve Demirci
(1999)’nin 6,59 + 0,03 degerinden yiiksek, Tekin ve ark. (2006)’nin sakiz irki kogta

bulduklar1 6,6 + 0,2 degeri ile uyumlu bulunmustur.

Arastirmada elde edilen nativ kog¢ ejakiilatlarinda dondurma isleminden Once
saptanan baglica spermatolojik Ozelliklerin ortalama degerleri ile, diger bazi
caligmalarda bildirilen veriler arasinda olusan farkliliklarin koglarin genotipi, yasi,
k1, bakim-besleme ve diger c¢evre kosullari, sperma alma araligi, sperma alma
yontemi ve degerlendirme metodlarinin degisik olmasi nedeniyle ortaya ¢ikabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte elde edilen spermatolojik parametrelerin, koclarda
bildirilen normal sinirlar igerisinde bulundugu ve alinan spermalarin dondurulmaya

elverisli oldugu tespit edilmistir.

Spermatozoa motilitesi, bir yonde ve giiclii hareket eden spermatozoonlarin,
hareketsiz veya diger hareket ¢esidi gosterenlere orani olarak tanimlanmakta ve motil
spermatozoonlarin déllenme giicleri oldugu bilinmektedir (Tekin, 1990). Bunun i¢in
ozellikle sun’i tohumlama calismalarinda ve yetistiricilikte erkek damizliklardaki

spermatozoa motilitesinin saptanmasinin énemi biiyiiktiir (Dagkin, 1991).

Calismada, alisim islemi sonrasi en yiiksek motilite orani ortalamasi % 85,14 +
2,76 ile Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarist sulandiricisina 250 mM siikroz ilavesi
iceren IV. sulandirici grubunda elde edilmis, kontrol grubu ile aralarindaki fark
onemli (p< 0,05) bulunmustur. Bu da siikrozun 0&zellikle 250 mM oraninda
eklendiginde siikroz eklenmeyen kontrol grubuna ve 100 mM ve 500 mM siikroz
eklenen gruplara gore alisim siirecinde motilite oranina etkisi bakimindan daha

yararli oldugunu ortaya koymustur.

Aragtirmada ¢6ziim sonu en yiiksek motilite oran1 % 59,14 + 3,02 ile tris-sitrik
asit-fruktoz-yumurta sarist sulandiricisina 250 mM siikroz ve % 4 gliserol ilavesi
iceren III. sulandiric1 grubunda bulunmustur. En diisiik ¢6ziim sonu motilite orani ise
% 26,28 + 3,35, ile tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarist sulandiricisina 500 mM

siikroz ilavesi iceren VI. sulandirici grubunda bulunmustur. Kontrol grubunda (7.
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grup) ise iki ortalamanin arasinda bir deger (%46,71 + 4,68) elde edilmistir. Bu da
siikrozun belli oranlarda (250 mM) katildiginda ¢6ziim sonu motilite degerlerine
olumlu etki gosterdigini bunun altinda (100 mM) ve 6zellikle {izerinde (500 mM)

katildiginda ise kotiilesmeye yol agtigini gostermistir.

Bu ¢alismada elde edilen ¢6ziim sonu motilite orani, Tekin ve ark. (2006) nin tris
sulandiricisina 20- 80 mM arasinda taurin ilave ettikleri ¢alismada % 26,50 + 15,0 -
% 38,70 £ 9,4, Tasdemir ve ark. (2003)’nin taurin igeren tris ve hepes sulandiricilar
ile yaptiklar1 ¢calismada % 21,84 + 0,79 - % 46,05 + 1,65, Giinay ve ark. (2003)’nin
sifat sezona giriste ve sifat sezonunda tris-yumurta sarisi sulandiricist kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada sirasiyla % 17,8 ve % 42,7, Pastor-Martinez ve ark. (2004)’nin
dort farklr sulandirict kullanarak kog spermasinda yaptiklari calismada % 19,3 + 1,9
- % 44,4 £ 2.9 olarak bulduklar ¢6ziim sonu motilite oranlarindan yiiksek, Uysal ve
ark. (2000)’nin degisik antioksidanlar igeren tris ve hepes sulandiricilart ile yaptiklar
calismada % 42,00 + 2,60 - 65,50 + 2,33 olarak bulduklart motilite oranlarindan
diisiik, Sanchez-Partida ve ark. (1999) ‘nin Tris ve Hepes sulandiricilari ile yaptiklar
calismada % 27,0 + 4,90 — 58,4 + 2,1 olarak tespit ettikleri motilite oranlar ile

uyumlu bulunmustur.

Anormal yapili spermatozoonlarin fertilizasyon giiclerinin olmamasi ve kimi
kalitsal kusurlar1 tasimasi bakimindan, spermatozoon morfolojisinin énemli oldugu
ileri siiriilmektedir (Tekin, 1990). Benzer sekilde Evans ve Maxwell (1987),
spermatozoanin morfolojik muayenesinin sperma kalitesi yoniinden ayrintili bir test
oldugunu ve anormal spermatozoa oranmin yiliksek olmasi durumunda, fertilite
diistikliigiine yol agabilecegi, bu nedenle %15 ten fazla anormal spermatozoa iceren

spermalarin suni tohumlamada kullanilmamasi gerektigini bildirmektedirler.

Calismada ¢6zlim sonu en diisiik anormal spermatozoa orant % 13,71 £+ 1,60 ile
tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarist sulandiricisina 250 mM siikroz ilavesi igeren
IV. sulandirict grubunda elde edilmistir. En yiiksek anormal spermatozoa orant %
22,57 £ 3,04 ile tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarist iceren kontrol grubunda elde

edilmistir. Bu sonuglar da ¢alismada hangi oranda eklenirse eklensin (100 mM, 250
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mM, 500 mM) siikrozun dondurma — ¢ozdiirme islemleri sirasinda membran

biitlinliigiinii siikroz icermeyen gruba gore daha 1yi korudugunu ortaya koymustur.

Bu ¢aligmada elde edilen anormal spermatozoa orani, Sonmez ve Demirci (2004)
‘nin farkli oranlarda gliserol (% 0, % 1, % 3, % 5 ve % 7) ve farkl oranlarda
askorbik asit (% 0, % 0,5, % 1, % 2 mg/ml) igeren 20 sulandiric1 kullandiklari
calismada bulduklar1 % 21,12 — % 49,90 aras1 anormal spermatozoa oranlarindan
diisiik, Uysal ve ark. (2000)’nin 6 farkli sulandirict (tris-1, tris-2, tris-3, hepes-1,
hepes-2, hepes-3) kullandiklar1 ¢alismada bulduklart % 10,50 — 26,50 anormal

spermatozoa oranlari ile uyumlu olarak bulunmustur.

Calismada buldugumuz sonuglar1 destekler sekilde, Santymire ve ark. (2006),
Hams F10 + Hepes sulandiricisina farkli oranlarda (270, 400, 500, 700 mOsm)
siikroz ilave etmisler ve en yiiksek motiliteyi (% 52,3) ve en diigiik hasarli akrozom

oranini 270 mOsm siikroz ilave edilen sulandiric1 grubunda elde etmisglerdir.

Calismada en yiiksek ¢6ziim sonu host orant % 55,00 + 5,38 ile tris-sitrik asit-
fruktoz-yumurta saris1 sulandiricisina 250 mM sukroz ve % 4 gliserol ilavesi iceren
ITI. Sulandiric1 grubunda tespit edilmistir. Calismamizda en diisiik ¢6ziim sonu host
test orant % 28,00 £ 5,44 ile tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta saris1 sulandiricisina

100mM siikroz ilavesi igeren II. sulandirict grubunda elde edilmistir.

Bu c¢alismada elde edilen host ortalamalari, Aisen ve ark. (2002)’nin kog
spermasinda farkli trehaloz oranlar1 (0-400 mOsmol) kullanarak yaptiklar1 ¢calismada
bulduklar1 % 38,8 - % 91,5 arasi, Soderquist ve ark. (1997)’nin ko¢ spermasinda
farkli ¢oziim prosediirleri (70°C de 5 saniye, 50°C de 9 saniye, 35°C de 12 saniye)
kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada bulduklart % 64,6 — % 66,9 arast  host
ortalamalarindan diisiik, Uysal ve ark. (2004)’nin ko¢ spermasinda  farkli taurin
oranlar1 (20, 50, 0 mM) kullanarak yaptiklari ¢alismada bulduklar1 % 25,7 — % 35,4

arasi host ortalamalarindan yiiksek bulunmustur.

Hipoozmotik swelling test, spermatozoon plazma membraninin fonksiyonel
biitlinliigiinii degerlendirmekte kullanilan bir testtir. Bu testin sonuglariin yiiksek

olmasi (%50 <) motilite, in vivo ve in vitro fertilite parametreleri ile yakindan
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iliskilendirilmektedir (Neild ve ark., 1999). Tartagni ve ark. (2002), insanlarda
yaptiklar1 ¢alismada diisiik host skoruna sahip erkeklerin diger spermatolojik
parametreleri normal olsa bile intra-uterin tohumlama ve in vitro fertilizasyon
calismalarinda diisiik gebelik oranlarina sahip olduklarini bildirmislerdir. Calismada
da en yiiksek host degerleri 250 mM siikroz ilavesi igeren 3. ve 4. sulandirici
gruplarinda (%55 ve % 52) olarak elde edilmistir. Ayrica elde edilen bu degerler
kontrol grubunda elde edilen % 48,85 lik host degerinden yiiksek bulunmustur.

Calismada saptanan ¢6zliim sonu spermatolojik 6zellikler ile literatiir bulgular
arasinda goriilen farkliliklar kullanilan koclarin farkli irk, genetik yapi ve yasta
olmasindan, hayvanlarin damizlikta kullanma siire ve sikliklarmin degisik
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi kullanilan sperma sulandiricilart ile
sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar ve oranlarinin, 6zellikle gliserol ve
siikroz oranlarmin farkliligindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica spermatolojik
ozelliklerde saptanan bu farkliliklar, spermanin sulandirilmasinda, dondurulmasinda
ve degerlendirilmesinde kullanilan tekniklerin farkliligindan da ileri gelmis olabilir.
Spermanin dondurulmasi asamasinda gerceklestirilen alisim siireleri, donmus
spermanin ¢ozme sicaklik ve stireleri ile ejakiilat sayilarinin farkli olmasi da sonuglar
tizerine etkili olmus olabilir. Ayrica, koglarin bulundugu cografi boélge, bu bdlgenin
koordinatlari, koglarin ¢iftlesme sezonunda olup olmadigi, ¢evre, bakim ve 6zellikle
besleme kosullar1 da spermatolojik parametrelerin degisik olmasinda etkili olmus

olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Koyun yetistiriciliginde verim diizeylerinin arttirilmasi i¢in ko¢ spermalarinin
sulandirilarak hacimlerinin arttirilmasi, saklanmasi ve suni tohumlama yapilmasi en
gecerli yontemdir. Boylece yiiksek verimli koglardan alinip saklanan spermalar 1slah
calismalarinda ve yetistiricilikte kullanilirken, erkek damizlik masraflar1 da
diisiiriilmiis olacaktir. Bununla birlikte, dondurulmus — ¢6zdiriilmiis spermalar ile
yapilan servikal tohumlamalarda basar1 orant diisiik kalirken laparoskobik
tohumlamalar ile basar1 oran1 ylikselmektedir. Laparoskobik tohumlama y&nteminin
yiiksek maliyet gerektirmesi ve pratikte kullaniminin zorlugu uygulanabilirligini
kisitlamaktadir. Ancak son yillarda ko¢ spermasinin farkli tekniklerle dondurulmasi
ile daha iyi ¢6ziim sonu degerlere ulasilmis ve bunlarla yapilan tohumlamalar ile

kabul edilebilir fertilite oranlar1 yakalanmaya baglanmustir.

Kog¢ spermasinin dondurulmasinda soguktan koruyucu madde (kryoprotektan)
olarak gliserol ile birlikte sekerler de kullanilmaktadir. Kryoprotektan olarak
kullanilan sekerler katildiklari oran ve Ozelliklerine gore hiicresel dehidrasyon
olusturarak, hiicre i¢cindeki donacak su miktarini azaltarak kristalizasyon esnasinda

zarar gorecek hiicre oranini diisiirmektedirler.

Calismada, gliserollii ve gliserolsiiz hazirlanan tris sulandiricilart ile 3 farklh
oranda (100 mM, 250 mM ve 500 mM) siikkroz ilave edilmis spermalarin
dondurulmasi ve ¢ozliimii sonrasinda, spermatozoa motilite degerlerinde 250 mM
siikroz igeren 3. ve 4. sulandirict gruplarinda (% 59,14 ve % 54,0 ) kontrol grubuna
(% 46,71) gore istatistiki olarak onemli derecede iyilesme saglandigi gézlenmistir.
100 ve 500 mM siikroz igeren 1., 2., 5. ve 6. sulandirici gruplarinda (% 43,14,
%29.0, %36,0 ve %26,28) ise kontrol grubuna (% 46,71) gore daha diisiik ¢oziim
sonrasi spermatozoa motilite degerleri elde edilmistir. Yukarida ki sonuglara benzer
sekilde ¢ozlim sonu 06lii spermatozoa ve host degerleri 250 mM siikroz ilavesi igeren
3. ve 4. sulandiric1 gruplarinda kontrol grubuna goére daha iyi degerlere ulagmis, fakat
istatistiki bir fark elde edilememistir. C6ziim sonu anormal spermatozoa degerlerinde

ise tiim gruplarda kontrol grubuna gore iyilesme saglanmistir (Cizelge 3.3.).
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Aragtirmadan aliman sonuglara gore sperma sulandiricilarina ilave edilen
siikrozun 6zellikle 250 mM oraninda katildiginda 6nemli iyilesmeler sagladig1 ancak
daha diisiik (100 mM) ve daha yiiksek (500 mM) oranlarda ilave edilmesinin
kétiilesmeye yola agtig1 gdzlenmistir. Ilave edilen tiim oranlarda siikrozun (100 mM,
250 mM, 500 mM) ¢6ziim sonu anormal spermatozoa oranlarini kontrol grubuna
gore azaltmasi, siikrozun birgok arastirmada belirtilen hiicresel dehidrasyonla
ozmotik basinci degistirme ve hiicre membranini hasarlardan korudugu etkisini
dogrulamaktadir (Woelders, 1997; Liu ve Foote, 1998; Leeuw ve ark., 1993;
Marinov ve ark., 1980).

Yapilan bir¢ok ¢alismada host sonuclarinin yiiksek olmasi (% 50 <) motilite, in
vivo ve in vitro fertilite parametreleri ile yakindan iliskilendirilmektedir (Ducci ve
ark., 2002; Buckett ve ark., 1997). Calismada 250 mM siikroz ilavesi igeren 3. ve 4.
sulandirict gruplarinda host sonuglarinin yiiksek ¢ikmast (% 55 ve % 52), bu
sulandirict gruplarina ait spermalar ile yapilacak tohumlamalar da kabul edilebilir

fertilite oranlar elde edilebilecegini diigiindiiriip bizi umutlandirmstir.

Caligmada gliserol icermeyen sulandirici grubunda da (4. grup) yiiksek ¢6ziim
sonu degerler elde edilmesi diger bazi literatiirleri (Abd elhakeam, 1988, Abd
elhakeam ve ark., 1991a) destekler sekilde ko¢ spermasinin gliserolsiiz olarak

dondurulabilecegini ve ¢dziim sonu iyi degerler elde edilebilecegi gostermistir.

Sunulan ¢alisma da kismen de olsa beklenen sonuclara ulagilmistir. Ancak daha
kesin sonuglarin ortaya ¢ikabilmesi i¢in in vitro degerlendirmeler yaninda ddlverimi

sonuglari igeren caligmalarin da yapilmasi gereklidir.
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OZET

Ko¢ Spermasinin Farkh Oranlarda Siikroz Iceren Sulandiricilar Ile Gliserollii ve
Gliserolsiiz Dondurulmasi

Bu calismanin amaci, kog¢ spermasinin dondurulmasinda gliserollii ve gliserolsiiz
sulandiricilara katilan farkli oranlarda siikrozun, ¢6ziim sonu parametreler iizerine etkisinin
arastirilmasidir.

Calismada 4 bas kog¢ kullanilmistir. Ciftlesme sezonu igerisinde diizenli olarak kog¢lardan
haftada iki kez suni vagenle sperma alinmis ve makroskobik olarak normal ve motilitesi %
80’in lizerinde olan spermalar birlestirilmistir (miks ejekiilat). Miks ejekiilatlar split sample
yontemiyle degerlendirilmistir.

Spermalarin sulandirilmasinda Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta saris1 sulandiricist ana
sulandirict olarak kullanilmistir. Sperma sulandiricisina 100 mM sukroz ve % 4 gliserol
ilave edilerek 1., 100 mM sukroz ilave edelerek 2., 250 mM sukroz ve % 4 gliserol ilave
edilerek 3., 250 mM sukroz ilave edilerek 4., 500 mM sukroz ve % 4 gliserol ilave edilerek
5., 500 mM sukroz ilave edilerek 6. ve sadece % 4 gliserol ilave edilerek 7. (kontrol) grup
olmak iizere toplam 7 farkli sulandirict grubu elde edilmistir. Karistirilmis ejakiilatlar
hazirlanan 7 farkli sperma sulandiricisi ile uygun tohumlama dozunun elde edilebilmesi igin
1:7 oraninda sulandirilmistir.

Sperma payetleri buzdolabinda +4°C de 2,5 saat bekletilerek gergeklestirilen
equilibrasyon iglemi sonrasi otomatik dondurma makinesinde -15°C /dakika hizla 8
dakikada dondurulmustur. Sivi azotta tutulan dondurulmus spermalar su banyosunda 37°C
de ve 15 saniye iginde ¢ozdiiriilmiis ve ¢oziim sonu spermatolojik parametreler (motilite,
olii-canli, anormal, host) degerlendirilmistir.

Caligmada, ¢6ziim sonrasi spermatozoa motilitesinde 250 mM siikroz ilavesi iceren 3. ve
4. sulandiric1 gruplarinda (% 59,14 ve % 54,0 ) kontrol grubuna (% 46,71) gore istatistiki
olarak onemli derecede iyilesme saglandig1 gézlenmistir (P< 0,01). 100 ve 500 mM siikroz
igeren 1., 2., 5., 6. sulandirici gruplarinda (% 43,14, %29.0, %36,0, %26,28) ise kontrol
grubuna (% 46,71) gore daha diisiik ¢ozliim sonrasi spermatozoa motilite degerleri elde
edilmistir. Yukarida ki sonuglara benzer sekilde ¢oziim sonu o6lii spermatozoa ve host
degerleri 250 mM siikroz ilavesi igeren 3. ve 4. sulandirici1 gruplarinda kontrol grubuna gore
daha iyi degerlere ulagsmis, fakat istatistiki bir fark elde edilememistir. C6ziim sonu anormal
spermatozoa degerlerinde ise tiim gruplarda kontrol grubuna gore iyilesme saglanmustir.

Aragtirmadan alinan sonucglara gore sperma sulandiricilarina ilave edilen siikrozun
ozellikle 250 mM oraninda katildiginda 6nemli iyilesmeler sagladigi ancak daha diigiik (100
mM) ve daha yiiksek (500 mM) oranlarda ilave edilmesinin kétillesmeye yola agtigi
gbzlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Gliserol, Kog, Kryopreservasyon, Sperma, Siikroz.
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SUMMARY

Freezing of ram semen with glycerol containing or lacking diluents containing different
proportion of sucrose

The aim of this study was to investigate the effect of different proportions of sucrose
added into the diluents containing or lacking glycerol on the parameters obtained following
thawing of ram semen.

Four rams were used in the study. Sperm was collected by the aid of an artificial vagina
twice a week regularly in breeding season from the rams, and sperms determined to be
normal macroscopically and having a motility ratio above 80% were mixed together (mixed
ejaculate). Mixed ejaculates were evaluated according to split sample method.

Tris-citric acid-fructose-egg yolk was used as the main diluent in the dilution of the
sperms. Seven different diluent groups (6 test one control) were established for the
investigation. Test groups, group 1-6, were formed by adding 100 mM of sucrose and 4%
glycerol group 1, 100 mM of sucrose group 2, 250 mM of sucrose and 4% glycerol group 3,
250 mM of sucrose group 4, 500 mM of sucrose and 4% glycerol group 5, and 500 mM
sucrose group 5, respectively into the sperm diluents. Group 7 where only 4% of glycerol
was added into the sperm diluents constituted the control group. Mixed ejaculates were
diluted with the proportion of 1/7 with these 7 groups of sperm diluents in order to obtain
appropriate insemination dose.

After equilibration process performed with incubation at +4°C for 2.5 hours, sperm
straws were frozen in an automatic freezing machine in 8 minutes at a cooling rate of -15°C /
minutes. Straws stored frozen in liquid nitrogen were thawed in 37°C water bath in 15
seconds, and spermatological parameters (motility, nonviable/viable spermatozoa, abnormal
spermatozoa, host) were evaluated.

In the study, statistically significant (P<0,01) improvement was achieved in sperm
motility (59,14% and 54,0%) in groups 3 and 4, respectively, containing 250 mM of sucrose
as an ingredient of diluent when compared to the control group (46,71%). Lower post-thaw
sperm motilities (43,14%, 29,0%, 36,0%, and 26,28%) were respectively observed in groups
1, 2, 5, and 6 containing 100mM and 500 mM sucrose compared to the control group
(46,71%). Similarly, as mentioned before, better post-thaw nonviable/viable spermatozoa
and host rates were achieved in groups 3 and 4 than control group, however, no statistically
significant difference was found between these groups. In addition, post-thaw abnormal
spermatozoa rates were found to be better in all groups than the control group.

As a conclusion, important improvements in spermatological characteristics were
obtained when a concentration of 250 mM of sucrose was added into the semen diluents,
nevertheless, when lower (100mM) and/or higher (500mM) sucrose concentrations were
used detrimental effects were encountered in the parameters.

Key Words : Cryopreservation, Glycerol, Ram, Semen, Sucrose.
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