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OZET

Sunulan ¢aligmanin amaci, in vitro olarak ¢6ziim sonrasi teke spermasinin spermatolojik 6zellikleri tizerine Tris ve
Andromed sulandiricilarinin etkisini arastirmaktir. Calismanin materyalini 2 bas Saanen 1rki teke olugturmustur. Spermalar
asim sezonu igerisinde her tekeden 5’er ejekiilat olmak iizere haftada iki kez sun’i vajen yontemiyle alinmistir. Alinan
spermalar iki esit hacme béliindiikten sonra 37°C’ ye ayarlanmig su banyosunda Tris ve Andromed sulandiricilariyla
sulandirilmistir. Sulandirma 1:10 oraninda yapilmustir. Sulandirilmig sperma 0.25 ml’lik payetlere ¢ekilmis, 4°C” de 2.5 saat
ekilibrasyona birakilmistir. Payetler sivi azot buharinda (-110°C/-130°C arasinda 10 dakika) dondurularak, sivi azot iginde (-
196°C) muhafaza edilmistir. Sperma su banyosunda 37° C’ da 30 saniyede cozdiiriilerek spermatolojik muayeneler
yapilmistir. Bu ¢alismada, ¢oziim sonrasi; spermatozoa motilitesi (%) (34+4.1; 20+3.5), anormal spermatozoa orani (%)
(45.4043.7; 62.4045.7), akrozoma bagl anormal orani (%) (24.80+2.8; 42.80+2.7) ve hypo-osmotik sigsme test oran1 (HOST)
(%) (36+3.5; 27.2042.3) yoniinden Andromed ve Tris sulandiricilar: arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark belirlenmis
(P<0.05), olii spermatozoa yoniinden istatistiki olarak 6nemli bir fark belirlenmemistir (P>0.05). Sonug olarak, Andromed
sulandiricisinin Tris sulandiricisindan ¢6ziim sonrasi bazi spermatolojik parametreler iizerine daha olumlu etki yaptigi
saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Teke spermasi, sulandirici, dondurma, spermatolojik parametreler

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate for the effects of Tris-glucose-citric acid- egg yolk and Andromed extender, free
of egg yolk, on sperm characteristics of buck semen after thawing in vitro. Two Saanen buck were used in this study. Semen
was collected by an artificial vagina twice a week in autumn (mating season). After being divided into 2 equal aliquots, the
collected semen diluted in tris diluent or andromed at 37°C in water bath. Dilutions were carried out at a proportion of 1:10.
The diluted semen was placed in 0.25 ml plastics straws and equilibrated (at 4°C 2.5 hours) and frozen in vapour of liquid
nitrogen (LN) (15 minutes at -110/-130 ° C). Frozen straws were stored in liquid nitrogen (-196 °C). Straws were thawed in
the water bath at 37°C for 30 seconds and spermatological examinations were carried out. The results demonstrated that
spermatozoa motility (%), abnormal spermatozoa rate (%), acrosome abnormal rate (%) and hypo-osmotic swelling test
(HOST) rate (%) were in frozen-thawed semen processed in Andromed (34+4.1, 45.40+3.7, 24.80+2.8, 36+3.5) were
significantly (P<0.05) higher compare to Tris-egg yolk extender (20£3.5, 62.40+5.7, 42.80+2.7, 27.20+2.3). Regarding dead
spermatozoa rate (%), there was no difference in between two extenders (51.80+6.3 Andromed versus 59.40+5.5 Tris;
P>0.05). Consequently, it was found that Andromed was better than tris according to some sperm parameters evaluated post-
thaw.
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GIRiS masindaki en Onemli ara¢ da suni tohumla-

Ulke hayvanciligi potansiyelinde 6nemli madir (21).
bir yere sahip olan keci yetistiriciliginin et, siit, Ulkemizde siit kegiciligine kars1 giderek
tiftik, deri, kil gibi verimlerinin gelistirilmesi artan bir talep vardir. Keci yetistiriciliginde
gerekmektedir. Hayvansal iiretimin artirilmasi, damizlik gereksinimleri karsilamak {izere
cevre kosullarinin iyilestirilmesi yaninda, asil Saanen 1rki siit¢ii genotiplere gerek vardir. Bu
olarak hayvan irklariin genotiplerinin 1slahi noktada dondurulmus teke spermasi iizerinde
ile miimkiindiir. Bu 1slah calismalarinin yapil- durulmalidir. Damizlik gereksinimlerin karsi-
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lanmasinda suni tohumlamadan mutlaka

yararlanilmalidir. Suni tohumlamanin yaygin-
lagtirlmasindaki en Onemli unsur spermanin

dondurularak uzun sureli saklanmasidir
(16,17).
Keci spermasinin  saklanmasindaki en

onemli problem, spermatozoonlarin canlilig
etki
gostermesidir. Yumurta saris1 igeren sulan-

tizerine seminal plazmanin zararh
diricilarla iliskilendirilen problem, bulbouretral

bez sekresyonunda bulunan ve seminal
plazmada yer alan, yumurta saris1 koagule
edici oOzellik tasiyan enzime (EYCE) baglan-
yag

asitlerine doniistiiren ve lisolesitin hidrolizini

mistir. EYCE, yumurta sarisi lesitinini

katalizleyen fosfolipaz A olarak identifiye
edilmistir. Lisolesitin bilesigi teke spermato-

zoonlar1 i¢in toksiktir. Seminal plazmadaki
fosfolipaz A2 etkinligi yumurta sarisi
kullanmilarak kamitlanmistir. Yumurta sarisi

iceren sulandiricilarla elde edilen basart iki
faktore baglanmistir; (a) sezonal ve bireysel
etkiye bagl olarak degisen seminal plazmadaki
EYCE varligi, (b) tavuklarin yetistirilmesine
bagh olarak degisiklik gosteren yumurta sarisi
icerisindeki varyasyondur (14,19).

Teke spermasinin kisa veya uzun siireli
saklanmasinda en yaygin olarak kullanilan
sulandiricilar arasinda, yagsiz inek siitii-0,5 M
glukoz, Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarisi
ve Na-sitrat-glukoz-yumurta saris1 sulandirici-
lar1 sayilabilir. Coziim sonrasi canlilik ve
fertilite oranlarinin degerlendirilmesi sonu-
cunda sulandiricilar arasinda 6nemli farklar
belirlenememistir (5,11, 20).

Yumurta saris1 ve siit gibi hayvansal
kokenli
kullanilmas1 mikroorganizmalarla muhtemel

bilesikleri iceren sulandiricilarin
bulagma riski acisindan 6nemli kuskulara yol
acmaktadir. Sulandiricilar1 kontaminasyonu ve
mikroorganizmalarin metabolizma iiriinlerinin
artmast spermatozoanin fertilizasyon kabiliye-

tinin bozulmasina yol agabilir. Soya fasiilye-
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sinden elde edilen lesitinin ticari preperatla-
rinin (Andromed, Bioxell vb) yumurta sarisiyla
esit derecede spermatozoayir soguk sokundan
korudugu bildirilmis ve sulandiricilardaki
hayvansal kokenli proteinlere alternatif olarak
soya proteini (promine-D) kullanilmasinin

uygun olacag belirtilmistir (13).

Bu arastirmada, teke spermasinin sulan-
dirillmasinda yaygin olarak kullanilan Tris
sulandiricist ile bitkisel kokenli (soya lesitini
iceren) Andromed sulandiricisinin  ¢oziim
sonrast baslica spermatolojik parametrelere

etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Hayvan materyali ve spermanin

alinmasi

Calisma materyalini, Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolimii Hayvan-
cilik isletmesinde bulunan 2-3 yaslarinda 2 bas
Saanen tekesi olusturmustur. Ciftlesme sezonu
boyunca diizenli olarak tekelerden haftada en
az iki kez suni vajenle sperma alinmistir. Elde
edilen ejakiilatlar sperma alinan yerde baslica
spermatolojik  ozellikler yoniiyle muayene
edilmistir.

Spermanin sulandirilmasi ve degerlen-
dirilmesi

Bu aragtirmada ejakiilatlarin sulandirilma-
sinda Tris sulandiricist (3.63 gr tris, 1.99 gr
sitrik asit , 0,5 gr glukoz, 10 ml yumurta sarist,
5 ml gliserol /100ml distile su-pH:6,8) ve
Andromed sulandiricisi (I ml Andromed
soliisyonu 4 ml distile su ile sulandirilmistir)
kullamlmistir. iki farkli Saanen tekesinden
alinan spermalar deney tiiplerinde birlestirilip
karisim elde edildikten sonra 2 gruba ayril-
mistir. Karistirilmis  ejakiilatlar her birisinde
0,5 ml sekilde
boliinmiis ve hazirlanan 2 farkli
(Tris
oraninda sulandirilmustir.

olacak deney tiiplerine

sperma
1:10

sulandiricisi ve Andromed)
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takiben 2 farkli
renkte 0,25 ml’lik payetlere cekilmis ve

Sulandirma islemini

payetlerin acik uglart  Polivinil alkol ile
kapatilmugtir. 4° C* da 2,5 saat ekilibrasyona
birakilmistir. Ekilibrasyonu izleyen  siirecte
s1v1 azot seviyesinin 4-7 cm tizerinden (-110/-
130°C) s1v1 azot buharinda 10 dakika siireyle
dondurulmustur. Dondurma islemini takiben,
payetler sivi azot i¢ine daldirilmistir. Payetler
spermatolojik degerlendirmelerin yapilacagi
giine kadar s1vi azot tankinda (s1v1 azot i¢inde)
saklanmustir.

Yukarida belirtilen islemlerden gegirile-
rek, payetlerde dondurulan ve sivi azot iginde
tutulan 2 farkli sulandiric kullanilan spermalar
37 °C’lik su banyosunda 30 saniyede ¢6zdiiriil-
diikten sonra; spermatozoa motilitesi, 6lii-canli
spermatozoa orani, anormal spermatozoa orant,
akrozoma bagli anormal spermatozoa orani ve
hipoozmotik sisme testi (HOS-test) yoniinden
degerlendirilmistir.  Spermatozoa motilitesi
37°C’ta 1s1tma tablali faz kontrast mikroskopun
100x biiyiitmesinde lam-lamel arasina alinan
bir damla sperma numunesinde en az 4
mikroskop sahasina bakilarak yapilmistir, 4
sahanin ortalamas1 ylizde olarak kaydedil-
mistir. Olii-canl1 spermatozoa oranmin belir-
lenmesinde Eosin boyama testinden yararlanil-
mistir. Temiz bir lam iizerine konan bir sperma
biiytikliikte

karigtirllarak hemen siirme preperat hazirlan-

ornegi esit eosin  boyasiyla
mis ve siirme preperatlar mikroskop altinda
400x biiylitmede 400 spermatozoon sayilarak
degerlendirilerek % olarak kaydedilmistir. Bag
kismi boya almis spermatozoonlar 6lii, boya
almamis olanlar canli olarak kabul edilmistir.
Anormal spermatozoa orani ependorf tiiplerin-
deki Hancock sivisina (Iml hancock soliisyo-
nuna 1 damla sperma eklenerek) alinan sperma
numunesinin faz-kontrast mikroskopun
immersiyon objektifinde lam-lamel arasina bir
damlasinda spermatozoa akrozom, bas, orta,
kuyruk kismi anomalilerin % olarak tespit

edilmesiyle belirlenmistir. Plazma membran
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fonksiyonel biitiinliigiiniin belirlenmesi icin
HOS-test uygulanmistir. HOS-test, hipoozmo-
tik stvinin 300ul’sinin 30pul sperma numune-
siyle karigtirilarak 37°C’ta 1 saat bekletilme-
siyle yapilmigtir. Bu karisimdan yapilan frotide
faz kontrast mikroskopun 400x biiyiitmesinde
toplam 400 spermatozoa sayilmis, bunlardan
kivrik ve sismis kuyruga sahip olanlar %
olarak ifade edilmistir.

istatiksel analiz

Istatiksel analizde 5 farkli uygulamadan
elde edilen verilerin ortalamalar1 kullanilmustir.
Gruplarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney
U testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi olarak
p=0.05 alinmustir.

BULGULAR

Karigim natif spermanin ortalama sper-
matolojik degerleri: ortalama ejakiilat miktar1
2.6+0.42 ml, motilite %79+4.18, oli sperma-
tozoa orani %9.6+2.07, spermatozoa yogun-
lugu 3.62+0.3 (x10°/ml), anormal spermatozoa
oran1 %11.8 £1.92, akrozoma bagli anormal
orani %3+0.79 ve hipoosmotik sisme test
(HOST) oran1 %70.6£2.70 olarak belirlen-
mistir.

Saanen teke spermasinin ¢oziim sonrasi
sulandirici gruplart arasinda ortalama motilite,
anormal spermatozoa ve HOS-test oranlari
bakimindan fark
(P<0.05), ortalama olii spermatozoa orani
bakimindan gruplar arasinda istatiksel bir fark
saptanmamstir (P>0.05) (Tablo 1).

istatiksel  bir saptanmis

TARTISMA VE SONUC

Kecilerde dondurulmus spermayla
yapilan tohumlamalardan elde edilen fertilite
orant biiylikbag hayvanlardaki tohumlamalar-
dan daha diisiiktiir. Bunun nedeni kullanilan
sulandiricilarin, sperma dondurma ve tohum-
lama tekniklerinin yeterince gelistirilmemis
olmasidir. Teke

spermast icin kullanilan
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Tablo 1. Saanen teke spermasinin ¢oziim sonrasi gruplara ait spermatolojik 6zellikleri

Motilite Ol Anormal Akrozoma bagh anormal HOST test
Sulandirici (%) (%) (%) (%) (%)
Tris 20.00£3.5 59.4015.5 62.4015.7 42.80+2.7 27.20£2.3
Andromed 34.0014.1 51.8016.0 45.40+3.7 24.80+2.8 36.00+3.5
p * R * * *
-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05)
* Gruplar arasi farklilik 6nemlidir (P<0.05)
yiizdesi bu calismadan elde edilen yiizdenin

sperma yikama, sulandirma, dondurma teknik-

lerinin optimum motilite ve fertiliteyi
saglayacak nitelige kavusturulmasi igin bu

yonde arastirmalar yapilmaktadir (6).

Tris

sulandiricisinda %20, Andromed sulandirici-

Coziim sonrast motilite orani
sinda %34 olarak tespit edilmis ve sulandirici
gruplart arasindaki farklilik 6nemli bulun-
mustur (P<0.05). Arastirmadan elde edilen
¢Oziim sonrast motilite oranlari; Gacitua ve
Arav(12)’1n Saanen teke spermasini Andromed
sulandiricisiyla  sulandirarak  dondurduklari
calismadan elde ettikleri %61.2° lik motilite
oranindan diisiik, Janet ve ark., (15) teke
spermasini Tris ve Andromed sulandiriciyla
elde ettikleri

sirastyla %14 ve %?25’lik progresiv motilite

dondurduklart  ¢alismadan

oranlarindan yiiksek bulunmustur.

Cetin (6) Saanen teke spermasini Tris-
sitrik asit, Tris-sitrik asit- fruktoz ve Tris-sitrik
asit- laktoz sulandiricisiyla dondurmus, ¢éziim
sonrast ortalama motilite oranlarini sirasiyla
%4, %44, %41 olarak belirlemistir. Tris-sitrik
asit sulandiricist hari¢ diger iki sulandirict
grubunun motilite orani, bu calismada elde
edilen motilite oranlarindan yiiksektir.

Azeredo ve ark., (2)’min Saanen tekesi
spermasini seminal plazmasindan ayirmaksizin
ve ayirarak Tris-sitrik asit- glukoz-yumurta
(%2.6)-gliserol  (%5.3)
sulandirarak dondurduklar1 c¢alismadan elde
ettikleri %18 ve %28 ‘lik ortalama motilite

orani ile karsilagtirildiginda; seminal plazma

sarist soliisyonuyla

ayrilmaksizin dondurulan spermanin motilite
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altinda kalirken, seminal plazmasinin ayrilmasi
halinde ise bu calismadaki Tris sulandiricinin
motilite Andromed

yiizdesinden yiiksek,

sulandiricisindan ise diisiiktiir.

Daskin ve Tekin’in (8) Ankara Tekesi
spermasini seminal plazmasindan ayirmaksizin
Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi (%20)-
gliserol  (%7) soliisyonuyla sulandirarak
dondurduklar1 ¢calismadan elde ettikleri %47.4°
likk motilite orani ile karsilastirildiginda; motil
spermatozoa oranlar1 bu calismadaki sulan-
dirict gruplarindan yiiksektir.

Daskin’in (7) Ankara teke spermasim
seminal plazmay1 ayirmaksizin ¢6ziim sonrasi
%40.1 olarak belirledigi motilite oranindan, bu
calismadaki tris ve andromed sulandiricilariyla
elde edilen ortalama motilite yiizdesinden
yiiksektir.

Coziim sonrast motil spermatozoa oran-
larinda gozlenen farkliliklar seminal plazmanin
ayrilip ayrilmamasina, dondurma isleminde
kullanilan sulandiricilar ile, sulandiricilarin
icerdigi komponentlerin miktar ve oranlarinin,
ozellikle sperma sulandiricisinin  icerdigi
yumurta sarist oranlarinin farkliligindan kay-
naklanmis olabilecegi gibi, ayrica spermanin
sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kulla-
nilan tekniklerdeki farkliliklara, ¢oziim siiresi
ve sicakligindaki degisimlere, analizi yapan
kisi veya cihaza bagh olarak meydana gelmis
olabilir. Ayrica tiir, irksal, mevsimsel ve
bireysel farkliliklar da motilite oranlarinda

farkliliga neden olmus olabilir.

Coziim sonrast Olii spermatozoa orani,
Tris sulandiricisinda %59, Andromed sulandi-
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%51
sulandiric1 gruplari arasindaki farklilik 6nemli
bulunmamistir (P>0.05).

edilen ¢ozdiirme sonrasi

ricisinda olarak tespit edilmis ve
Arastirmadan elde
0li spermatozoa
oranlar1; Peterson ve ark., (18) ‘nin Saanen 1rki
tekelerde tris-sitrik asit-glikoz-yumurta sarisi-
gliserol  sulandiricisini  seminal  plazmay1
ayirmadan ve seminal plazmay1 ayirdiktan
sonra dondurduklarinda ¢oziim sonrast Olii
spermatozoa (%45, %35) Janet ve ark., (15)
teke spermasini Tris ve Andromed sulandi-
rictyla dondurduklart ¢aligmadan elde ettikleri
strastyla 6lii spermatozoa oranlarindan yiiksek
(%30, %46) belirlenmistir. Cabrera ve ark.,
(4), Kanarya 1rk1 tekelerde yaptiklart calismada
ise ¢Oziim sonrasi Olii spermatozoa orani
%69.6;

spermada ise %72 olarak tespit etmisleridir.

yikanmis  spermada yikanmamis
Calismada ¢Oziim sonrasi elde edilen olil
spermatozoa oranlart bu degerlerin altinda

kalmaktadir.

Calismada ¢6ziim sonrast gruplarda elde
edilen olii spermatozoa oranlariyla diger
arastirmacilarin elde ettigi ¢6ziim sonrasi olii
spermatozoa oranlari arasindaki farkliliklar
sperma sulandiricisinin igeriginden, ozellikle
sperma sulandiricisinin igerdigi yumurta sarist
oranlarinin farkliligindan kaynaklanmis olabi-
lecegi gibi seminal plazmanin ayrilip ayrilma-
masindan, sulandirma oranindan, dondurma
teknigindeki farkliliklardan ve ¢oziim sicakligi
ile siiresinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica
spermanin sulandirilmasinda ve dondurulma-
tekniklerdeki farkliliklara,

¢Oziim siiresi ve sicakligindaki degisimlere,

sinda kullanilan
teke irklarinin farkliligindan, analizi yapan kisi
veya cihaza bagli olarak meydana gelmis
olabilir. Ayrica irksal, mevsimsel ve bireysel
farkliliklar da oOlii spermatozoa oranlarindaki
farkliliga neden olmus olabilir.

Coziim sonrasi anormal spermatozoa ve
akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlari
Tris sulandiricisinda %62, %42, Andromed
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%42, %24 olarak
edilmis ve sulandirict gruplart arasindaki
farkliik 6nemli bulunmustur (P<0.05). Deka
ve Rao (9) teke spermasini sodyum sitrat-

sulandiricisinda tespit

fruktoz- yumurta sarisi-gliserol ve tris-sitrik
asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandirici-
ortalama anormal

lar1  ile dondurmuslar

akrozom oranim sirastyla, %18.60 ve %12.37

olarak tespit etmislerdir. Tespit ettikleri
degerler bu c¢alismadaki gruplarin ortalama
anormal akrozom oranindan diisiik

bulunmustur. Dorado ve ark., (10)’nin, Florida
teke spermasini seminal plazmasini ayirarak
Tris ve Yagsiz siit tozu ile sulandirip
elde ettikleri
%51.19 ve %45.77 ortalama anormal akrozom
Tris diisiik,

Andromed sulandiricisindan yiiksektir. Cabrera

dondurduklar1  ¢alismadan

oranlari, sulandiricisindan
ve ark., (4)’nin Kanarya tekelerinde yaptigi
calismada yikanmis spermanin %12 yumurta
sarist iceren Tris sulandiricisiyla ¢6ziim
sonras1 elde ettigi %62’lik anormal akrozom
orani, bu ¢alismadaki tris sulandiricisiyla tespit
edilen anormal akrozom

oraniyla ayni,

Andromed sulandiricisindan yiiksektir.

Bu arastirmada elde edilen anormal
akrozom oraniyla diger calismalarda elde
edilen akrozom oranlar1 arasindaki farkliliklar
tekelerin genotipik farkliliklarindan, sperma
sulandiricisinin iceriginden, seminal plazmanin
ayrilip ayrilmamasindan, dondurma ve ¢oziim
sonras1 prosediirleriyle degerlendirmede kulla-
teknikler farkliliklardan
kaynaklaniyor olabilir.

nilan arasindaki

Coziim sonrast HOST test yanit vermis
spermatozoa oranlari, Tris sulandiricisinda
%27 Andromed sulandiricisinda %36 olarak
tespit edilmis ve sulandirict gruplart arasindaki
farklilik 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Bucak (3), Tris-sitrik asit- glukoz- yumur-
ta sarist (%9) — gliserol (%6) sulandiricisiyla
Ankara teke spermasini ¢dziim sonrasi ortala-
ma HOST test oranim1 %16.2 olarak belirle-
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mistir. Bu deger calismadaki sulandirict grup-
lartyla elde edilen HOST test oranlarindan
diisiik, Arr’min (1), Ankara teke spermasini
Tris-sitrik asit-glukoz- yumurta sarisi (%20)-
gliserol (%7) sulandiricisiyla dondurup ¢oziim
sonrasi elde ettigi HOST test oranina (%30)
yakindir.

Sonug¢ olarak, teke spermasinin dondu-
rulmasinda Andromed sulandiricisinmin - Tris
sulandiricisina kiyasla ¢oziim sonrasi sperma-
tolojik parametreler iizerinde daha olumlu etki
yaptig1 saptanmistir. Andromed sulandirici-
teke
alternatif bir sulandiric1 olarak kullanilabile-

sinin spermasinin  dondurulmasinda

cegi sonucuna varilmstir.
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