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SUMMARY

The aim of this research was to display the morphological changes in dog' s
spermatozoa which were caused by freezing procedures using different diluents.

In this experiment, semen was collected from dogs by manual stimulation.
The percentage of abnormal sperm in fresh semen was 15.3 + 6.0 %, acrosome,
head, middle piece (spermatozoa with protoplasmic droplet and other middle piece
defects) and tail defects (%) was averaged 0.5 £0.2, 0.1 £0.1, 103 £3.8 (34 %
0.8 and 6.9 + 3.0), 4.4 + 2.3 respectively

Ejaculates from dogs were diluted by Tris, Sodium citrate and Ringer. Post-
equilibration middle piece defects were established 14.4 + 4.0 %, 13.3 + 4.4 % and
15.2 £ 3.5 %. The percentage of spermatozoa with protoplasmic droplet and other
middle piece defects (%) were recorded as 3. 7 = 1.1 and 10. 7 £2.9, 3.9 £ 1.6 and
9.4+28,4.1 1.1 and 11.0 £ 2.4 respectively.

Post-thawing middle piece defects were 16.2 + 7.3, 14.7 +4.2 and 20.3 +
6.9 respectively for frozen semen with the same diluents. The percentage of sper-
matozoa with protoplasmic droplet and other middle piece defets (%) were recor-
dedas 2.9+ 1.6and 133 £5.7, 1.8 £0.8 and 12.9 +3.4, 1.5 £ 0.9 and 18.8 = 6.0
respectively.

* : AU. Vet. Fak., Délerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dal1, Ars. Gor., ANKARA
#% . AU. Vet. Fak., D6lerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dal1, Prof. Dr., ANKARA
#x% -+ AU. Vet. Fak., Dolerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dal. Dog. Dr., ANKARA
wikik - AU Vet. Fak., Biyometri Anabilim Dali, Ars. Gor.,, ANKARA
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OZET

Bu calisma farkli sulandiricilar kullanarak kopek spermalarinda dondurma
islemlerinin neden oldugu morfolojik degisiklikleri ortaya koymak amaciyla
yapilmstir.

Aragtirmada masaj yontemiyle alinan ejakiilatlarda saptanan anormal sper-
matozoa orant % 15.3 £ 6.0 olurken, akrozom, bas, orta kisim (protoplazmik dam-
laciklt spermatozoa ve diger bozukluklar) ve kuyruk bozukluklar1 (%) sirasiyla 0.5
+0.2,0.1+£0.1,10.3£3.8(3.4+£0.8 ve 6.9 +£3.0), 4.4 £2.3 saptanmustir.

Tris, Sodyum sitrat ve Ringerle sulandirilan kopek spermalarinda ekilibras-
yondan sonra orta kisim bozukluklar sirasiyla % 14.4 + 4.0, % 133 + 4.4 ve %
15.2 + 3.5 bulunurken, protoplazmik damlacikli spermatozoa orani ve diger orta
kistm bozukluklart (%) sirasiyla 3.7 + 1.1 ve 10.7 £2.9,39 £ 1.6 ve 9.4 £t 2.8, 4.1 £
1.1 ve 11.0 + 2.4 kaydedilmistir.

Aym sulandiricilarla dondurulan spermalarda ¢oziim sonu orta kisim bozuk-
luklar1 sirasiyla % 16.2 + 7.3, % 14. 7 £ 4.2 ve % 20.3 £ 6.9 saptanirken, protoplaz-
mik damlacikli spermatozoa orani ve diger orta kisim bozukluklari (%) sirasiyla 2.9
+16 ve 13357, 1.8 +0.8 ve 129 +34, 1.5+£0.9 ve 18.8 £ 6.0 bulun-
mustur.

GIRIS

Kopeklerde ilk sun'i tohumlama uygulamasimi 1780 yilinda Lazzaro
Spallanzani yapmustir (19). Kopek yetistiriciliginde sun'i tohumlama uzun
yillardan beri yapilmaktadir (3). Képek spermasi i¢in uygun dondurma tek-
nik ve yontemlerinin gelistirilmesi, diinyanin bir¢ok iilkesinde sperma ban-

kalarimin kurulmasina yol acarak iistiin nitelikli damizliklardan daha fazla ya-
rarlanilmasini saglamustir.

Dondurulmus spermalardan elde edilecek dolverimi kuskusuz sper-
ma kalitesiyle dogrudan iliskilidir. Spermatolojik 6zelliklerin istenen oSlgiiler
icinde olmasi spermanin  dondurulabilirliginin  saptanmasinda  ve
dolayisiyle fertilizasyon kapasitesinin degerlendirilmesinde spermatozoa
motilitesi ve spermatozoa morfolojisi en onemli kriterlerdir (23). Ancak,
spermanin dondurulabilirligine karar vermek i¢in bilinen kriterlerin disinda
baska faktorlerin oldugu da diisiiniilmektedir. Bu kapsamda kimi spermato-
zoa anomalilerinin bazi tiirlerin spermalarinda yiiksek oranda bulunmasi ve
yine bazi fertil kopeklerden alinan spermalarin dondurulamamasinin ne-
deni arastirilmasi gereken konulardir.
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Kopek spermatozoonunun sekli genel olarak diger memeli
tiirlerininkine benzerse de genislik ve uzunluklar degisir. Kopek sperma-
tozoonu toplam 55 -70 p.m., bas 7 p.m. uzunlukta, 5 p.m. genislikte, orta
kistm 11 p.m., kayruk 50 p.m. uzunluktadir (Sekil 1).Kapasitasyon siiresi 7
saattir. Kopek spermatozoonu invitro kosullarda, olgun oosistlere oldugu
kadar, olgunlasmamis ve dejenere olmus oosistlere de penetre olabilmek-
tedir (10).

Her hayvan tiirlinden alinan ejakiilatta belli bir oranda anormal sper-
matozoa bulunur. Ancak, spermatozoondaki morfolojik bozukluklarin invi-
vo ya da invitro kosullarda artmasi yaninda bir hayvandan optimum fertilite
elde etmek icin k.imi spermatozoa anomalilerinin kalitsal oldugu da
diistiniilmelidir (27).

Spermatozoa anomalileri primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Pri-
mer anomaliler fertilitenin diismesine neden olur, sekonder olanlar ise
yalnizca ¢ok fazla olduklarinda ayni etkiyi gosterirler. Bir spermatozoa bir-
den fazla anomaliye de sahip olabilir (8). Bartlett (6) iic normal kopekte
anormal spermatozoa dagilimini agagidaki sekilde belirlemistir.

Total anomaliler % 150+ 1.6
Bas anomalileri % 11.0
Boyun Anomalileri % 15.0

Orta kisim ve protoplazmik damlacik % 21.0

Kuyruk anomalileri 9% 1.0

Erkek kopeklerde uzun seksiiel dinlenme periyodu, sekonder ano-
malilerin (% 2.4' den % 88.1' e) yiikselmesine neden olur. Ayrica anormal
spermatozoanin  saf irklarda  melezlere gore daha yaygin oldugu
goriilmiigtiir (27). Bircok arastirici da, ejakiilattaki primer ve sekonder
spermatozoa anomalilerinin % 30-40' 1 gecmemesi gerektigini kaydetmek-
tedirler (21).

Kopeklerden sun'i vajen (2) ve elektroejakiilasyon (18, 30)
yontemiyle sperma alinabilmektedir. Pratikte yaygin olan Boucher ve arka-
daslarinin (7) kullandigi masaj yontemidir. Kizgin bir disi bulundurularak
masaj yontemiyle alinan normal bir kdpek spermasi gri-siit bayazi rengin-
de, kokusuz, sulu kivamda bir yapr gosterir (17). Ug fraksiyonda
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ayirdedilebilen kopek ejakiilatinda ilk fraksiyon, 0.2-5 ml., ikinci fraksiyon,
asil spermatozoa bulunduran kisim 0.5-3.5 ml., iciincii fraksiyon ise 2-30
ml.' dir (10). lk ve iigiincii fraksiyon prostat orijinlidir, hatta bir ¢ok arastirici
(5, 12) bu fraksiyonlarda kan bulundugunu da bildirmislerdir. Dubiel (11),
ejakiilat miktarimin  kopegin  viicut agirligina bagli olarak degistigini
sOylemis ve kiiciik kopeklerde ortalama 5.4 ml., 20 kg.' dan biiyiiklerde ise
12.7 ml. oldugunu bildirmistir.

Spermatozoa motilitesi sperma kalitesinin belirlenmesinde ©nemli
bir kriterdir ve normal bir sperma 6rneginde % 70' i gecmelidir (10).

Fertil kopeklerde spermatozoa yogunlugu 22-6000 x 10° /ml., orta-
lama 500-900 x 10° /ml. arasindadir. Orta biiyiikliikteki bir kopekte yaklasik
0.2 x 10° /ml." dir (10).

Normal bir kopek spermasinin pH' s1 5.8-6.9 arasinda degisir. Ug
fraksiyon ayr1 ayri degerlendirilirse birinci fraksiyon 6.4, ikinci fraksiyon 6.1
ve lgciincii fraksiyon 7.2' dir (10). Kopek spermasinda sodyum ve klorid
konsantrasyonlar1 yliksek, kalsiyum, magnezyum ve potasyum diisiiktiir.
Fruktoz ise % 2 mg.' in altindadir. Bunun da nedeni, kopeklerde ek cin-
siyet bezlerinden yalnizca prostatin olmasi, dolayisiyla vezikula seminali-
sin bulunmamasindandir. Spermanin icerdigi aminotransferaz ve fosfataz
enzim aktiviteleri spermanin fraksiyonlari arasinda degisir ve bu enzimler
sperma kalitesi ve fertilitesini etkileyebilir (10).

Kopek spermalarinda spermatolojik ozellikleri degerlendiren Hend-
rikse ve Antonisse (20) spermatozoa motilitesini % 71.4, anormal sperma-
tozoa oranint % 14.0 olarak kaydederken, motilitenin yasin ilerlemesiyle
diistiigiinii, morfolojik bozukluklarin ise arttigin1 bildirmislerdir.

Poole ve ark. (29), Beagle irki kopeklerde ejakiilat miktarini 1.2-5.0
ml., spermatozoa yogunlugunu 68.9 x 10* /ml., anormal spermatozoa
oranint % 15.8 ve primer spermatozoa anomalilerini % 3.7, Chatterjee ve
ark. (9) spermatozoa motilitesini % 85.3, spermatozoa yogunlugunu
161.6x 10° /ml. ve anormal spermatozoa Oranim1 % 14.7, Dubiel (11) primer
ve sekonder anomalileri % 30.4, Souza (35) primer anomalileri % 9.9, se-
konder olanlar1 % 7.6 bulmuslardir.
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Kopek spermas: degisik sulandiricilar icinde (22) kisa siireli (33) ya
da pellet (31), payet (25, 28) ve ampul (32) biciminde dondurularak uzun
stireli saklanabilmektedir.

Kopek spermalarim1 0 °C' da 5 dakika bekleten Aguirre ve ark. (1)
saglam akrozomlu spermatozoa oranint % 35.0 + 2.0 bulmuslardir.

Beagle 1rki kopek spermalarini Trisle donduran Oettle (26) ¢6ziim
sonu spermatozoa motilitesinin diistiiglinli (% 35.1), akrozom bozukluk-
larinin arttigini (% 68.2) gdzlemistir.

Kopek spermalarini glyserollii Trisle donduran Yurdaydin ve Kotzab
(39) ¢Oziim sonu spermatozoa motilitesini % 46.2, anormal spermatozoa
oranint % 27.9 ve 6lii spermatozoa oranint % 3.1 bulmuslardir.

MATERYAL VE METOT

Calismada farkli irktan toplam 11 erkek kopek kullanilmistir. Sperma-
lar1 alinacak kdpekler ayni irktan bir disi kopek kullanilarak uyarilmistir.

Spermalar elle masaj yontemiyle alinmistir. Ejakiilasyon ii¢ frak-
siyonda gerceklesmis ve her fraksiyon ayri kadehlerde toplanmistir. Sper-
matozoa bulunduran ikinci fraksiyon sperma alma yerinde hazirlanan labo-
ratuvarda baglica spermatolojik 6zellikler yoniiyle incelenmistir.

Spermalarin dondurulmast igin Tris, Sodyum sitrat ve Ringer olmak
tizere ii¢ ayr1 sperma sulandiricist kullanilmistir. Spermatolojik ozellikleri
saptanan ejakiilatlar ii¢ esit kisma boliinerek % 7 glyserol bulunduran su-
landiricilarla 1:2 oraninda sulandirilmistir. Payetlere cekilen spermalar + 4
°C'da 2.5 saat ekilibrasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda spermalar
-120 °C' daki siv1i azot buharinda 15 dakika bekletilerek dondurulmus ve
s1vi azot i¢inde -196 °C' da saklanmustir.

Ekilibrasyondan sonra ve 38 °C'da 15 saniyede ¢oziilen payetler-
den her bir sulandirict icin anormal spermatozoa orani ve anormal sperma-
tozoa tipleri saptanmistir. Bu calismada Chi-Square ve Duncan testi uygu-
lanarak gruplar arasi farkliliklar degerlendirilmistir.
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BULGULAR

Caligmada,  farkli  wktan kopeklere ait baslica spermatolojik
ozelliklerin genel ortalama degerleri sirasiyla ejakiilat miktarinda (ml.)
1.6 = 0.2, spermatozoa motilitesinde (%) 77.3 * 1.9, spermatozoa
yogunlugunda (x 10°/ml.) 531.8 + 80.5, anormal spermatozoa oraninda
(%) 15.3 £+ 6.0, olii spermatozoa oraninda (%) 29.8 £ 4.1 ve spermanin pH
degerinde 6.4 £ 0.1 kaydedilmistir.

Arastirma siiresince elde edilen toplam 11 ejakiilatta ekilibrasyon-
dan sonra anormal spermatozoa orami Tris, Sodyum sitrat ve Ringerle
strastyla % 22.6 + 7.6, % 23.7 = 8.3, % 27.4 £ 7.5 bulunurken, ayn1 sperma-
tolojik 6zellik ¢6ziim sonu % 34.7 £ 12.1, % 46.9 £15.0 ve % 529 £12.5

saptanmigtir.

Ekilibrasyondan sonra Tris, Sodyum sitrat ve Ringerle akrozom
bozuklugu % 4.3 +£1.6, % 4.2+0.8 ve % 9.2 £2.6 olurken, ¢6ziim sonu
% 149 +2.7, % 17.3+2.8 ve % 28.4 + 3.8 bulunmustur.

Ayni sulandiricilarla. protoplazmik damlacikli spermatozoa orani eki-
librasyondan sonra % 3.7 £ 1.1, % 3.9 £ 1.6 ve % 4.1 £ 1.1, ¢06ziim sonu ise
% 2.9 +1.6,% 1.8 +0.8 ve % 1.5 £ 0.9 olurken, diger orta kistm bozukluklari
ekilibrasyondan sonra sirasiyla % 10.7 + 2.9, % 9.4 £ 2.8 ve % 11.0 + 2.4,
coziim sonu % 13.3 £5.7, % 12.9 + 3.4 ve % 18.8 £ 6.0 belirlenmistir.

TARTIRMA VE SONUC

Arastirmada farkli irk kdpeklerden alinan toplam 11 ejakiilatta baslica
spermatolojik ozellikler degerlendirilmistir. Bu 6zelliklere iliskin degerlerin
kimi arastiricilarin sonuglarindan degisik (16, 34) olmasi, ayr1 irktan kopek-
lerde (14, 15), farkli amaglarla (20, 38) ya da degisik laboratuvar kosulla-
rinda (36) farkli degerlendirme yontemlerinden kaynaklanmis olabilir.

Spermanin  dondurulmsinda spermatozoonlarin  soguk sokundan
etkilenmeleri nedeniyle spermatolojik oOzelliklere ait degerler degisebil-
mektedir. Dondurma islemleri sirasinda sulandirma, ekilibrasyon siiresi,
donma 1s1sina ulagsma ile cozme 1s1 ve siiresi de spermatozoonlarin etki-
lenmelerine neden olmaktadir. Degisik ve cesitli oranlarda kryoprotektan-
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lar1 iceren sperma sulandiricilarinin spermatozoonun degisik kisimlarina
farkli koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir. Sperma sulandiricilart ve
kryoprotektanlar bulundugu ortamda madde aligverisini diizenleyerek,
spermatozoa membranlar1 c¢evresinde buz kristalizasyonlarinin olugmasini
Onleyerek, spermatozoonlara enerji vererek, ortamin ozmotik basincin ve
pH ' sin1 ayarlayarak etkilerini gosterirler (26).

Genellikle 1:3 - 1:5 oraninda sulandirilan kopek spermalarinin
dondurulmasinda sulandiricya kryoprotektan olarak glyserol katilir. DMSO'
nun yalniz basina ya da glyserolle birlikte kullanilmast spermatozoa motili-
tesini ve anormal spermatozoa oranini olumsuz yonde etkilediginden ter-
cih edilmemektedir. Ayrica kopek spermasi sulandiriciya degisik oranlarda
katilan glyserol diizeylerini tolere edebilmektedir. Ancak optimal glyserol
oranm % 4 -8 arasinda kabul edilmektedir (28, 31).

Dondurulmus kdpek spermalarinda spermatozoa motilitesi ile akro-
zom biitiinligiiniin ve dolayisiyla fertiliteninin korunmasi igin payetlerin
yiksek 1sida (75 °C) ve kisa siirede (6.5-12 saniye) c¢oziilmesi
onerilmektedir (23, 29). Andersen (4) Tris-fruktoz-sitratla dondurdugu
spermalar1 75 °C' da 6.5 saniyede cozerek % 40 ¢6ziim sonu spermatozoa
motilitesi saptamistir.

Kopek spermalarinda baslica spermatozoa anomalileri orta kisimda
meydana gelir ve cogunlukla proksimal damlaciklar bulunur (25). Vester-
lund-Carlsson (37) kopeklerde yaptigi bir calismada basa bagli morfolojik
bozukluklar, proksimal damlaciklar ve distal sitoplazmik damlaciklar
strastyla % 20, % 60 ve % 28 saptamis ve proksimal damlacikli spermato-
zoa orani yiiksek spermalardan diisiik fertilite elde ettigini bildirmistir. Cok
fazla proksimal damlacikli spermatozoa bulunduran sperma basariyla don-
durulamamaktadir. Dondurma  islemleri sirasinda bu damlaciklarin
biitiinliigii bozulmakta, spermatozoanin bas ve boynuna yakin bolgelere
yiiksek konsantrasyonlarda yapilarindaki hidrolitik (lyzozomal) enzimler
salinarak spermatozoa membranlarinin pargalanmasina, erimesine ve
degisik derecelerde morfolojik bozukluklara neden olmaktadir (Sekil 2).
Oysa distal damlaciklarin orta kisma baglantis1 siki degildir, ejakiilasyon-
dan sonra bulunduklar1 pozisyondan siyrilip seminal plazmaya gecerler.
Boylece spermatozoa membranlarina daha az zararl etkisi olur (24). Bun-
dan dolay1 distal sitoplazmik damlaciklar fertiliteyi etkilememektedir (13).

92



FARKLI SULANDIRICILARLA DONDURULAN KOPEK SPERMATOZOONLARINDA
MORFOLOJ1K DEGISIKLIKLER

Sunulan calismada, nativ kopek spermalarinda anormal spermato-
zoa orani (% 15.3 £ 6.0) fertiliteyi etkilecek (% 20) boyutlara ulagsmamistir.
Orta kisim bozukluklar1 spermatozoanin diger kisimlarina gore oldukga
yiiksek (% 10.3 £ 3.8) bulunmustur.

Her ii¢ sulandirict ile (Tris, sodyum sitrat, ringer) ekilibrasyondan
sonra orta kistm bozukluklari artmis, ancak bu bozukluklar iginde proto-
plazmik damlacikli spermatozoa orani ¢cok fazla degismemis (% 3.7 + 1.1, %
39+1.6,% 4.1 +1.1), diger orta kisim bozukluklar1 oldukca ylikselmistir (%
10.7+£29,%9.4+£28,% 11.0£2.4).

Dondurma islemlerinin etkisiyle kullanilan {i¢ sulandirici i¢in sperma-
tozoanin orta kismina ait bozukluklar icinde protoplazmik damlacikli sper-
matozoonlarin orani ¢6ziim sonu diiserken (% 2.9 +1.6, % 1.8 £0.8, %
1.5 £ 0.9), diger orta kisim anomalileri onemli dl¢iide artmustir (% 13.3 £5.7,
% 129 £3.4, % 18.8 £ 6.0).

Nativ spermada genel ortalama anormal spermatozoa orant %
15.3 £ 6.0 saptanirken, ekilibrasyondan sonra sulandiricilarin spermatozoa
morfolojisine etkisinde gozlenen farkliliklar onemsiz bulunmus, oysa
¢oziim sonu bu farkliliklar 6nemli (P<0.01) kaydedilmistir.

Sonug olarak, ¢alismada kullanilan sulandiricilardan Trisin spermato-
zoa morfolojisindeki biitiinliigii korumas1 yoniiyle digerlerine iistiin
oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 1. Kopekte spermatozoon basinin dikey kesiti (27)
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Tablo 1. Taze kdpekte spermalarinda anormal spermatozoon tipleri ve yiizdeleri (%).

SPERMA ORTA KISIM
X * X
) AKROZOM BAS Protop Diger KUYRUK TOPLAM
KOPEK X *+= Sx X + X Daml. bozukl. X *= Sx n X * Sx
Genel 10.3 3.8
Ortalama 0.5 0.2 0.1 0.1 3d 08 |69 30 44 23 11 153 6.0
Tablo 2. Képekte spermalarinda ekilibrasyondan sonra anormal spermatozoon tipleri ve yiizdeleri (%).
SPERMA ORTA KISIM
X * S
AKROZOM BAS Protop Diger KUYRUK TOPLAM
SULANDIRICI | X + Sx | X #+ SX Daml. bozukl. X + SX |n X * SX
; 14.4 4.0
TRIS 4.3 1.6 |05 0.3 37 i1 (107 29 34 1.7 |11 226 7.6
SODYUM 13.3 44
SIDRAT 4.2 0.8 |03 0.1 39 6 [ 94 28 59 30 (11 237 83
. 15.2 3.5
RINGER 9.2 2.6 0.4 0.2 ] 1 110 24 2.6 1.2 |11 274 175
0D - - - - - -

O.D. : Onemlilik Derecesi

-: Grup ortalamalar arasi fark 6nemsiz.
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Tablo 3. Képekte spermalarinda ¢éziim sonu anormal spermatozoon tipleri ve yiizdeleri (%).

SPERMA ORTA KISIM
X * S
AKROZOM BAS Protop Diger KUYRUK TOPLAM
SULANDIRICI | X + X X + X Daml. bozukl. X + SX |n X £ SXx
; 16.2 7.3
a a a
TRIS 14.9 27 104 0.2 79 16 | 133 57 3.2 1.9 | 11 347 12.1
SODYUM a 14.7 4.2 b be
SIDRAT 17.3 28 |05 02 3 08 [120 34 44 7.8 |11 46.9% 15.0
RINGER 28.4b 3.8 [ 1.3 0.4 20.3 6.9 2.92 14 |11 529° 125
) ) 1.5 0.9 18.8 6.0 | ™ ) ) )

0D ek - - - o ok

O.D. : Onemlilik Derecesi

a,b,c : P<0.01 Ayni siitunda farkl: harfleri tasiyan grup ortalamalar: arasi fark dnemli.

o : P<0.01 Grup ortalamalari arasi fark dnemli

- : Grup ortalamalari arasi fark 6nemsiz.
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Sekil 2. Képek Spermatozoonlarinda kimi
morfolojik bozukluklar (27). 8
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Protoplazmik damlacik
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