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Kog¢ Spermasinin Dondurulmasinda Bireysel Farkliliklarin Etkisi
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Ozet: Bu calisma, koc spermasinin dondurulmasinda bireysel farkliliklari ortaya koymak ve bu farklilik tizerine sulandirici
etkisini belirlemek amaciyla yapildi. Ejakulatlar 5 Karayaka kogundan sezon i¢i donemde suni vajina yardimiyla haftada bir
kez alindi. Sperma oOrnekleri bireysel olarak 4 farkli sperma sulandiricisi (Yagsiz sut tozu, Tris, Andromed, Bioxcell) ile
sulandirildi. Sulandiriimis sperma 6rneklerini iceren payetler +4 °C’'de 2 saat slreyle ekilibre edildikten sonra sivi azot
buharinda (-120 °C) 15 dakika slireyle donduruldu ve sivi azot (-196 °C) i¢inde saklandi. Tim gruplardaki payetler 37 °C'de
30 saniye sureyle ¢Ozduruldiu. Her bir koga ait ¢ozdirlilmis sperma Orneklerinde spermatozoa motilitesi (%), canl
spermatozoa (%) ve anormal spermatozoa (%) yoniinden degerlendirildi. Yagsiz stt tozu sulandiricisi ile dondurulan sperma
orneklerinde ¢6ziim sonu daha yiliksek motilite elde edilirken, en dlsik motilite orani Bioxcell sulandiricisindan elde
edilmistir. Sonug¢ olarak, sunulan g¢alismada elde edilen in vitro sperma kalitesi bulgularina gére yagsiz siit tozu
sulandiricisinin diger sulandiricilardan daha Gstiin oldugu ve koglar arasi bireysel farki azalttigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bireysellik, Kog, Sperma, Sulandiricilar.

Response to Different Semen Extenders of Individual Ram Semen

Abstract: This study was conducted to evaluate individual differences in freezing ram sperm and to determine the
extenders and individual sperm interaction. The ejaculates were collected from 5 Karayaka rams by artificial vagina twice a
week during the breeding season. The each ejaculate was split into 4 equal aliquots and diluted with skimmed milk, Tris,
Andromed and Bioxcell extenders. Straws contained semen was equilibrated at +4 °C for 2 h and than frozen in vapor of (15
min at -120 °C) liquid nitrogen and stored in liquid nitrogen. Frozen semen was thawed in a water bath at 37 °C for 30
seconds. In thawed semen, percentages of spermatozoa motility, viability, and abnormal spermatozoa, for each ejaculate
were determined. The post-thaw sperm motility was significantly higher in skimmed milk extender post-thaw, while lowest
motility rate was obtained from Bioxcell diluent. Consequently, it was found that skimmed milk extender was better than
the other extenders and decreased individual differences between rams.

Keywords: Extenders, Individuality, Ram, Semen.

Giris

Karayaka koyunu, Karadeniz bodlgesinde de yiksek oranda motilite kaybina ve akrozomal

yetistirilen ve yerli koyun irki icinde yer alan yagsiz
uzun kuyruklu bir irktir. Koyun irklari arasinda en
duslk siit verimine sahip irk olmasina ragmen et
kalitesi oldukga iyidir. Tirkiye’de Karayaka irkinin
popillasyon  buydkligi  hakkinda  bilgilerimiz
tahminden 6teye gitmemektedir. Simdilik yok olma
riski tasimayan bu irkin yakindan izlenmesinin
yararli olacagi disinilmektedir.  Koyunculuk
endustrisinde, gerek Ulkemizde gerekse diinyada
dondurulmus kog¢ spermasiyla rutin olarak
koyunlarda suni tohumlama yapilmamaktadir.
Bunun cgesitli nedenleri olmakla birlikte en 6nemli
nedenlerinden birisi olarak heniiz dondurulmus kog
spermasi ile suni tohumlama uygulamalarindan
tatminkar gebelik sonucu elde edilememis olmasidir
(O'Hara ve ark., 2010). Genel olarak kog sperma-
sinin dondurulmasina yonelik yogun arastirmalar
yapiliyor olmasina ragmen kog¢ spermasinin basaril
bir sekilde dondurulmasi her zaman mimkin
degildir. Kog spermasi dondurma-¢ézdiirme sirecin-

hasara ugramaktadir (Watson, 1995). Koyunlarda
donmus sperma ile suni tohumlama uygulamalari-
nin yapilabilmesi igin 6n kosul spermanin optimal
sekilde dondurulmasidir (Roca ve ark., 2006). Kog
spermasinin dondurulmasinda tipki diger tirlerde
oldugu gibi sodyum sitrat, yagsiz siit tozu ve tris
bazl sulandiricilar kullaniimakla birlikte (Holt, 2000),
son zamanlarda boga spermasinin dondurulmasi
icin gelistirilmis bazi ticari sperma sulandiricilari kog
spermasinin  dondurulmasinda  kullanilmig  ve
sulandirict  olarak  kullanilabilecegini  bildiren
arastirmacilar vardir (Kulaksiz ve Daskin, 2007). Yine
ayni arastirmacilar, yumurta sarisindaki bireysel,
irksal ve tlrsel farkliliklardan dolayr ve ayrica sit
gibi hayvansal orjinli  sperma sulandiricilarinin
spermanin mikrobiyel kontaminasyonunda risk
tasidigindan Andromed ve Bioxcell gibi sentetik
sperma sulandiricilarinin - kullaniimasi  gerektigini
savunmaktadirlar (Lopez ve ark., 2000; Smith ve
ark., 1993). Kog¢ spermasinin dondurulmasinda
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kullanilan sulandiricilarla yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglar bireysel farkliliktan dolayi genis bir
varyasyon gosterebilmektedir (Barbas ve
Mascarenhas, 2009). Ayrica ¢6zim sonu bireysel
farkliik Gzerine kullanilan sulandiricilar ile sperma
orneklerinin etkilesime girmesi spermanin kompo-
zisyonunu bliyik oOlclide degistirerek spermanin
dondurulmasi Gzerine olumsuz etki yapabilir. Genis
bireysel farkhliktan dolayr dondurma ve ¢ézdirme
prosediri teknolojisi hala optimal degildir. Bu
yluzden koyunculuk sektériinde dondurulmus ¢oz-
duridlmis sperma ornekleri ile suni tohumlama
uygulamalarindaki istikrarli bir gelisme i¢in, dondu-
rulmus-¢ozdiiriilmis sperma orneklerinin kalitesini
artirmak ve koglar arasindaki bireysel degiskenligi
en aza indirecek dondurma prosediri gelistirmek
gereklidir. Bu ylzden c¢alismada kog¢ spermasinin
dondurulabilirliginde bireysel ve sulandiricilarin
etkileri arastirilmigtir.

Materyal ve Metot

Calismanin  hayvan materyalini 2 vyas ve
Uzerindeki 5 adet Karayaka irki kog¢ olusturdu.
Arastirma sirasinda kullanilan koglarin bakim ve
barindiriilmasi koyun  padoklarinda  standart
yetistirme kosullarinda yapildi. Ejakulatlar sperma
dondurma denemelerinde (yagsiz sit tozu
sulandirici ile) ¢6zim sonrasi progressive motilitesi
en az %35 olan ve fertilitesi yliksek olarak bilinen
koclardan sun’i vajina yontemiyle haftada iki kez
alinmistir. Nativ motilitesi %80 ve Uzerinde olan
koglarin spermasi kullanildi. Her bir kogtan 10’ar
ejakulat olmak Uzere toplamda 50 ejakulat alindi.
Her kogtan elde edilen her bir ejakulat 4 esit kisma
ayrilarak %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol iceren
Tris, st tozu ve vyumurta sarisi igcermeyen
AndroMed ve Bioxcell sulandiricisi ile  bir
tohumlama dozunda (0,25ml) 100x10® motil
spermatozoa bulunacak sekilde sulandirilarak
dozlandi. Spermanin dondurulmasi igin 4 farkh
sperma sulandiricisi kullanildi.

Sulandirici Kompozisyonlari:

Sulandirici T: %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol
iceren Tris bazli sperma sulandircisi (3.63 g Tris, 0.5
g fruktoz, 1.99 g sitrik asit, 100 ml distile su).

Sulandirici S: %10 yumurta sarisi ve %5 gliserol
iceren yagsiz sut tozu sulandiricisi (9 gr yagsiz sit
tozu, 0.9 g glukoz, 100 ml distile su).

Sulandirici A: Andromed® sulandiricisi  (Minitub,
Tiefenbach, Germany)

Sulandiriat B:  Bioxcell”  sulandiricisi  (IMV

technologies, L’Aigle, Franse).

Spermanin Dondurulmasi: Sulandirmayi takiben
spermalar 0.25 ml’lik payetlere gekildi ve +4 °C'de 2
saat ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyondan sonra
payetler sivi azot seviyesinin 4 cm Uzerinde (-120°C)
sivi azot buharinda 15 dakikada donduruldu ve sivi
azota daldirilarak saklandi. Dondurulmus spermalar
arastirma tamamlandiktan sonra spermatozoa
motilitesi, canhhk, anormal spermatozoa orani
yoniyle degerlendirildi.

Coziim Sonrasi Spermatolojik Degerlendirmeler:
Dondurulmus payetler 37 °C’'de 30 saniye slreyle
¢ozdiirtldikten sonra 5ul sperma lam Uzerine
alinarak (zerine lamel kapatildi ve spermatozoa
motilitesi 37 °C’'de isitma tablali faz kontrast
mikroskopta X40’lik biylitmede en az 5 degisik
mikroskop sahasinda incelendi. Bulunan ortalama
deger yilizde (%) olarak degerlendirildi. Cozdirilmus
spermalardaki canli spermatozoa orani supravital
boyama teknigiyle belirlendi. Eosin-nigrosin boyasi
kullanilarak  hazirlanan  frotilerde  mikroskop
yardimiyla X40 blylutmede en az 200 hiicre
sayllarak canli spermatozoa orani yizde (%) olarak
ifade edildi. Preparatlarin degerlendirilmesinde bas
kismi tam boya alan spermatozoonlar 6li, yari boya
alanlar ve hi¢ boya almayan spermatozoonlar ise
canli olarak degerlendirildi. Sperma numunele-
rindeki anormal spermatozoa orani ise sivi fikzasyon
yontemiyle belirlendi. Hancock soliisyonu kullanila-
rak fikze edilen hicreler lam-lamel arasinda bir faz-
kontrast mikroskop altinda incelendi. immersiyon
objektif (x100 bilyitme) altinda en az 200
spermatozoonun cesitli kisimlarinin (akrozom, bas,
orta kisim ve kuyruk) incelenmesi sonunda anormal
yapl gosteren spermatozoa orani yiizde (%) olarak
belirlendi.

istatistiki Analiz: Verilerin normallik varsayimlarini
karsilayip  karsilamadigi Shapiro-Wilk testi ile,
varyanslarin  homojenligi Levene’s testi ile
degerlendirildi. Normal dagilmayan verilere
logaritmik transformasyon uygulandi. Koglarin
bireysel farkhliklari ve sulandiricilarin  etkisini
belirlemek icin iki yonll varyans analizi yapildi. Kog
ile  sulandinci  arasinda interaksiyon anlaml
oldugunda GLM (General Lineer Model) prose-
durleri kapsaminda SPSS (16.0) paket programinin
syntax menisiine manuel olarak ayri bir kodlama
vazilarak bu interaksiyon degerlendirildi. P<0.05
dizeyi anlamh olarak kabul edildi. Sonuclar
ortalama * standart hata olarak verildi.

Bulgular

Yagsiz siit tozu, Tris, Andromed ve Bioxcell
sulandiricisiyla bireysel olarak dondurulmus kog
spermasinda ¢6zim sonu baslica spermatolojik
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ozellikler Tablo 1, 2 ve 3’te verilmistir. Kog¢ ve
sulandirici etkilesiminde; spermatozoa motilitesi,
canli spermatozoa orani ve normal spermatozoa
Uzerine etkisine bakildigi zaman, vyagsiz sit
sulandiricisi ile dondurulan sperma 6rneklerinde
¢6zim sonu daha yliksek motilite elde edilirken, en
dusliik motilite orani Bioxcell sulandiricisindan elde
edilmistir. Kog ve farkli sulandirici interaksiyonunun
spermatolojik 6zellikler Gzerine etkisi Tablo 1, 2 ve

istatiki bir fark elde edilmistir. SUtli sulandirici ile
spermasi en iyi donan 2 numarali kog iken, en koti
donan 4 ve 5 numarali kogun spermasi olmustur.
Tris sulandiricisi ile en iyi spermasi donan 2
numaral kog¢ iken, Andromed sulandiricisi ile en iyi
donan kog spermasi 2-3 numarah kogtur ve diger
koglar arasinda kog¢ ve sulandirici interaksiyonu
bakimindan fark elde edilmemistir. Bioxcell
sulandiricisi ile en iyi donan 2 numarali kog iken en

3’'te gosterilmistir.  Koglar arasindaki  bireysel koti 4 ve 5 numarall kog¢ olmustur.
dondurulmaya bakildiginda ise koglar arasinda
Tablo 1. Farkh sulandiricilar ile dondurulan kog spermasinin motilite degerleri
Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilegsim

Kog 1 45.831+4.9228C 29.173+4.76b8 22.50+4.18b8 20.83+4.92bB.C
Kog 2 67.50+2.7424A 60.00+5.4824 55.00£3.164 43.33+2.58<A
Kog 3 53.33+2.58¢ 33.3342.58b8 47.5046.8934 25.83+5.85b¢C
Kog 4 38.33+5.168 30.83+6.65%B 21.67+4.08"8 14.17+3.7658 P<0.001 P<0.001 P<0.001
Kog 5 45.00+4.4728 26.67+5.168 27.5045.24b8 14.17+4.92¢8
abe; her satirdaki, ABC; her stitundaki farkh tst karakterler istatistiksel olarak farkliligi ifade etmektedir.
Tablo 2. Kog ve sulandirici interaksiyonunun canli spermatozoa orani tizerine etkisi

Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilesim
Kog 1 50.00+2.428 43.5044.02¢ 34.83+4.558 30.50£3.20B.C
Kog 2 73.33+2.0%A 70.17+4.43A 64.8315.6A 53.67+2.5¢A
Kog 3 60.17+3.63¢ 43.50%4.5b¢ 56.50+4.02A 36.3314.8bC P<0.001 P<0.001 P<0.001
Kog 4 43.50+3.528 39.6745.228C  28.00+4.4°8 19.67+3.3b8
Kog 5 49.50+1.728 33.00+3.9°8 30.33+5.08 19.83+4.0¢8
abc, her satirdaki, ~BC; her stitundaki farkh Gst karakterler istatistiksel olarak farkhhg ifade etmektedir.
Tablo 3. Kog ve Sulandirici interaksiyonunun normal spermatozoa orani tizerine etkisi

Yagsiz siit tozu Tris Andromed Bioxcell Kog Sulandirici Etkilegim
Kog¢ 1 63.50+5.438D 60.17+6.978 57.33+5.994 59.8316.24A
Kog 2 77.17+3.60%A 70.0014.342b4A  63.83+3.25bcA  58.00+2.28%A P<0.00
Ko¢ 3 63.00+5.872P 51.6745.28b¢ 63.50+6.092A 52.3314.69b4 1' P<0.001 P<0.001
Kog 4 52.33+4.59¢ 52.00+5.972¢ 48.5045.4328 40.3313.988
Kog¢ 5 59.00+3.9028.C.0 45.67+4.23¢C 43.17+4.31¢8 36.50+3.27bcB

abe, her satirdaki, A8C; her situndaki farkl Ust karakterler istatistiksel olarak farkhligi ifade etmektedir.

Tartisma ve Sonug

Var olan c¢alismada en yiksek ¢6ziim sonu
spermatozoa motilitesi yagsiz siit tozu sulandiricisi
ile dondurulmus spermalardan elde edilirken, en
dusliik spermatozoa motilitesi Bioxcell sulandiricisi
ile  dondurulmus sperma o6rneklerinden elde
edilmistir. Sulandiricilar arasinda yapilan istatiksel
degerlendirmelerde ¢6zim sonu spermatozoa
motilitesi, 06l spermatozoa orani, anormal
spermatozoa oranlari yoniyle gruplar arasinda
kaydedilen farkliliklar 6nemli (P<0.001) bulundu
(Tablo 1). Bu ¢alismadaki bulgulari destekler
nitelikteki sonuglar Lopez-Saez ve ark. (2000) ile
Kulaksiz ve ark. (2012) tarafindan bildirilmistir.
Paulenz ve ark. (2000) ile Glindogan (2009) ise siit
bazli sulandirnici ile tris bazli  sulandiriciyi
karsilastirdiklarinda ¢dziim sonu spermatozoa
motilitesi ve mebran mutiinlGgini en yiiksek tris

bazh sulandiricilar ile dondurulmus spermalardan
elde etmislerdir. Lymberopoulus ve Khalifa (2010)
donmus spermanin potansiyel fertilizasyonunun
korunmasinda Bioxcellin Andromed’ten daha Ustiin
rol oynadigini rapor ederlerken, Gil ve ark. (2003)
ise Bioxcell'in kog¢ spermasinin dondurulmasinda
kullanilmasi sonucu elde edilen bulgularin yagsiz sit
tozu sulandiricist  bulgularindan  hi¢  bir farki
olmadigini bildirmislerdir. Var olan galismada ise
diger sulandiricilar ile karsilastirildiginda Bioxcell
sulandiricisinin ¢6ziim sonu motilitenin siirdiriilme-
sinde kriyoprotektif etkisinin daha az oldugu
gorilda. Dorji ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir
calismada ise Bioxcell ve tris sulandiricilarinin
¢6zim sonu sperma kalitesi (motilite, membrane
bltlunligu) tzerine etkileri bakimindan herhangi bir
farkhlik bulamamislardir. Var olan bu tutarsiz

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2017; Cilt: 6, Sayi: 1 81



Harran Univ Vet Fak Derg, 2017; 6 (1): 79-83

Arastirma Makalesi

sonuglar, kullanilan  sperma sulandiricilarinin
iceriginin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bilindigi
gibi sulandirict kompozisyonu basarili bir sperma
dondurma islemi icin ©nemlidir (Salamon ve
Maxwell 2000). Bioxcell sulandiricisinin antioksidan-
larla gliclendirilmis olmasi, yumurta sarisi bazl
sulandiricilara gore bir avantaj degildir. Cinki
oksidatif strese karsi spermatozoanin korunmasinda
etkili olan fosfolipit, kolestorol ve diistik yogunluklu
lipoporteinler yumurta sarisinin dogal bileseni
olarak yumurtada bulunmaktadir. Ayrica kullanilan
sulandiricilar ve teknikler benzer oldugundan dolayi
ortaya cikan farkhhgi dogrudan calismanin yapildigi,
koclarin bireysel ozelliklerine veya arastiricilara
baglamak mimkiin olabilir. Kog spermasi soguk
sokuna karsi ¢ok hassastir ve spermanin
dondurulabilirliginde bireysel farkhliklar var olabilir.
Bu calismada da kog¢ spermasinin dondurula-
bilirliginde bireysel farkhliklar ortaya ¢ikmistir. Bu
farklilik o kadar genis ki, koglarin dondurulabilirligi
iyi ya da dondurulabilirligi kotu olarak siniflandiril-
masina izin vermektedir (Medrano ve ark., 2002).
Spermanin donma ve ¢b6zim sonu tolerasindaki
bireysel farklihk daha onceden bircok hayvan
tiriinde rapor edildiginden dolayr bu farkhhgin
koglarda var olmasi stipriz degildir. (Ros-Santaella ve
ark., 2014). Roca (2006) tarafindan dondurulmus
spermanin canliigindaki farki agiklayan faktoriin
bireysel fark oldugu belirtilmistir. Donma ve
¢O6zdlirmeye karsi spermatozoanin duyarliligindaki
bireysel fark genetik orjinli olabilir (Ros-Santaella ve
ark., 2014). Thurston ve ark. (2002) ile Fraser ve ark.
(2008) tarafindan dondurulabilirligi kétt olarak ve
dondurulabilirligi iyi olarak siniflandirilan bireyler
arasindaki kriyopreservasyona bagli yaralanmalarin
ve motilitedeki degisikligin temelinde genetik
faktorun var oldugu belirtilmistir. Kriyopreservas-
yona baglh meydana gelen yaralanmalarla iliskili
genetik faktérlerin altinda yatan mekanizma tam
olarak anlasilamazken, bu durum kog spermasi ile
sperma sulandiricisi igeriginin interaksiyonu sonucu
meydana gelebilir. Plante ve ark. (2015) tarafindan
ejakulasyonda  spermaya  eklenen  Baglayici
spermatozoa protein (BSP)lerinin sigirlarda st
proteinleriyle etkilesime girdigini ve sut bazli
sulandiricilar  kullanilmasiyla meydana gelen bu
etkilesiminin de spermanin dondurulmasinda
olumlu etkili yapacagini bildirmislerdir. BSP
proteinlerinin, kolesterol ve fosfolipidleri spermato-
zoa membranindan uzaklastirarak  spermanin
komposizyonunun degismesi ile spermatozoonlar
Gzerine zararlh etki gosterdigi bildirilmistir. Plante ve
ark. (2015) tarafindan BSP proteinleri ile yumurta
sarisinda bulunan dusik yogunluklu lipoproteinlerin
etkilesimi  sonucu  sperm  membranlarindan
kolesterol ve fosfolipit ekstraksiyonunun onlendigi
ve bu yilzden prezervasyon siresince yumurta

sarisinin spermatozoay! korudugunu rapor etmisler-
dir. Ayrica sutten izole edilen kazein taneciklerinin
spermatozoa membranlari igin zararli etkiye sahip
olan BSP proteinleri ile etkilesime girdigi
gosterilmistir. (Plante ve ark., 2015). Daha sonra
sigirlarda yapilan bir calismada ise BSP protein-
lerinin kazein tanecikleri, alfa laktaalbumin ve beta
laktoglobulin gibi bircok sit proteinini bagladigi
bildirilmistir. BSP proteinlerinin homologlari bizon,
teke, aygir, domuz ve kog¢ gibi bircok tlrde isole
edilmistir.  Var olan c¢alismada da sulandirici
kompozisyonu ile kog¢ arasinda bir interaksiyonun
var oldugu ve kog¢ spermasinin dondurulmasinda
bireysel farkhhklar {zerine sit proteinleri ve
yumurta  sarnisinin  koruyucu  etki  yaptigi
saptanmistir.

Sonu¢ olarak, dondurma ve ¢O6zdirme
prosedirleri spermatozoanin canliliginda genis bir
bireysel cesitlilige neden olacagindan bu teknoloji
hala suboptimal olarak dikkate alinmaktadir.
Optimize dondurma protokoll bireysel gesitliligin
azaltilmasina yardimci olabilir. St bazh sulan-
diricilar ¢6zUm sonu sperma kalitesini artirmakta ve
koglar arasi bireysel farki azaltmaktadir. Bu yiizden
st bazli sulandiricilar sulandirici  bireysel kog
spermasinin dondurulmasinda dondurma 6ncesi bir
referans sulandirici olarak kullanilabilir.
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