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ONSOZ

Suni tohumlama hayvan tiirlerinde genetik ilerlemenin saglanabilmesi amaciyla
kullanilan en 6nemli ve en basit yontemdir. Ciinkii, verimsel 6zellikleri bakimindan
secilmis bir ka¢ erkek hayvandan bir yil icinde elde edilecek sperma ile binlerce
diginin gebe birakilabilmesi s6z konusudur. Embriyo transferiyle bile olsa, bir

disiden bir yilda iiretilebilecek yavru sayis1 snirlidir.

Arap c¢ollerinde yasayan Bedevilerin Arap Atlarmin yetistirmesinde suni
tohumlamay1 kullandigina dair sdylentiler olsa da suni tohumlama kullaniminin
dikkatli bir sekilde dokiimante edildigi belgeler, Italyan fizyolojist olan
Spallanzani’nin bu yolla beagle irki yavru kopekler elde ettigi 1780 yilina kadar
uzanir. Rusya’da  1900’li yillarin basinda ise bu yontem ciftlik hayvanlarinda
kullanilmis kisa bir siire sonra da Japonlar aym1 yontemle c¢iftlik hayvanlarindan
yavrular elde etmiglerdir. Cumhuriyetimizin ilk yillarinda, hayvanciligin
gelistirilmesine yonelik politikalarla beraber, suni tohumlama uygulamasi kisa siire

sonra iilkemize getirilmis ve bilin¢li bir sekilde kullanimi saglanmistir.

Suni tohumlamanin yayginlagsmasindaki en énemli unsur verimsel ve tip ozellikleri
yoniinden secilmis erkek hayvanlarin spermalarinin basarili bir sekilde dondurulmasi
olmustur. Spermanin bagarili bir sekilde dondurulmasi kryoprotektif ajanlar olarak
nitelendirilen donmanin olumsuz etkilerini azaltma yetenegine sahip bilesiklerin
kullanilmasiyla miimkiin goziikkmektedir (1950 Polge). Bu unsurlardan birisi belki
de en Onemlisi yumurta sarisidir. Boylelikle ozellikle sigir yetistiriciliginde suni

tohumlama en 6nemli unsurlardan birisi haline gelmistir.

Suni tohumlamanin yararlarina kabaca bakacak olursak:

1)Genetik ilerlemeyi hizlandirir ayrica gen havuzlant diyebileceg§imiz sperm
bankalarinin olusturulmasini saglar,

2)Venereal hastaliklarin kontroliinii olanakl kilar,

3)Dogru ve ulasilabilir yetistirme kayd1 olusturulmasina biiyiik katkida bulunur,
4)Ekonomiktir



Ulkemizde gittikce yetistiriciligi ve dolayisiyla sayis1 azalan Ankara Kegisinin
yetistiriciliginin yayginlastirtlmast suni tohumlama uygulamalariyla miimkiin
goriilmektedir. Suni tohumlamanin yayginlastirilmasindaki en O©Onemli unsur
spermanin dondurularak uzun siireli saklanmasidir. Bu noktada en 6nemli engel, teke
spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilara katilmast zorunlu yumurta
sarisinin teke seminal plazmasi ile olan olumsuz etkilesimidir. Bu ¢alismayla
Ankara Tekesi spermasimin uzun siireli saklanmasinda seminal plazmanin
ayrilmasinin ve sulandiricilara yumurta sarisi ile etkilesim gostermeyen tiirlere ait
seminal plazmanin kattminin etkileri arastirilmis; boylelikle elde edilen verilerin bu

kapsamda bir referans olmasi arzulanmstir.

Doktora egitimim ve tez ¢alismam siiresince yardim ve desteklerini esirgemeyen
danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ali DASKIN’a, Anabilim Dali Bagkanimiz Sayin
Prof. Dr. Necmettin TEKIN’e ayrica Anabilim Dalimin tiim akademik ve teknik
personeline Ozellikle de saha caligmalarinda emegini esirgemeyen Veteriner Hekim
Recai KULAKSIZ’a, calismamin istatistik degerlendirmesinde katkida bulunan
Saymn I. Safa GURCAN’a, hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu déonemde de

bana her zaman destek olan anneme ve babama siikranlarimi sunarim.
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Ringer ile yikanmig ve seminal plazma icermeyen sulandiriciyla
dondurulmus Ankara Tekesi spermasi (6. Grup)
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1.GIRIS

1.1.TEKELERDE DOLVERIMi

1.1.1. Tekelerde Seksiiel Olgunluk ve Davramslar

Geng tekelerde seksiiel davraniglarin  (koklama, flehmen, siirtiinme davramislar ve
asim) goriilmesi, dogumdan sonraki bir ka¢ haftadan (avrupa irklarinda) bir yila
kadar (Damaskus ve Ankara Tekesi) degisiklik gosterir. Irklar arasinda seksiiel
olgunluga ulasma bakimindan biiyiik farkliliklar vardir. Seksiiel olgunluga ulagma
yaslari, hayvanlarin erken veya ge¢ olgunluga ulasan irklara ait olup olmamasina
bagh olarak, 4-8 aydan (ciice irklar) 1-4 yila (Ankara Tekesi) kadar degismektedir
(Lall, 1947; Elwishy ve Elsawaf, 1971).

Ankara Tekelerinde diger ergin keci irklarinin tekelerinde oldugu gibi, seksiiel
motivasyon ve etkinlik dogrudan hormonal salgilara ve sosyal davraniglara baghdir.
Seksiiel sezonun baslamasim takip eden testikular androjenlerin salinimi( kan plazma
testesteron seviyesindeki gozle goriiliir yiikselisin de ortaya koydugu gibi ) seksiiel
davraniglara onciiliik etmektedir (Hoffman ve ark., 1972; Delgadillo ve ark., 1999).
Seksiiel davraniglarin tetiklenmesi, androjen salinimini ve sosyal davraniglar icerir.
Tekelerin seksiiel motivasyonuna ve etkinligine, siirii igcindeki rekabet ve hiyerarsinin
onemli etkileri vardir. Sosyal cevre, seksiiel davraniglarin tam olarak sergilenmesinde
onemli etmenlerden birisidir. Ayrica sperma iiretimini de uyarmaktadir. Ostrusta
bulunan disi kecilerin varligi, tekelerin seksiiel davraniglarinin sergilenmesinde,
beslenme ve sezonal etmenlerle etkilesimli olarak 6nemli rol oynar (Walkden-

Brown 1994a).



1.1.2. Sperma Uretimi

Tekelerde sperma iiretimini degerlendirmek amaciyla, bir ka¢ arastirma
yiiritiilmiistiir. Her bir testisin giinliik iirettigi spermatozoon sayisi, 2.76 dan 7.23
milyar arasinda degisiklik gostermektedir. Bu fazlaligin nedeni sezonal veya tiirler
arasi farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Walkden-Brown 1994b). Seksiiel olgunluga
ulasmis Avusturya kasmir tekelerinde, testis agirligi ve toplam testikular sperm ile
skrotal cevre arasinda pozitif iliski oldugu belirlenmistir (sirasiyla r=0.88 ve 0.72).
Skrotal cevre oOlclimil basittir, testis Ol¢iisii ve testikular sperm igerigi hakkinda
kesine yakin dogrulukta bilgi saglar. Ritar ve arkadagslar (1992) yetistirme sezonu
icinde, Ankara tekesinde giinliik sperma iiretimini hesaplamis ve 4 ila 6.4 milyar
arasinda oldugunu bulmuslardir. Bu irkta, epididimal spermatozoa rezervi, testikular
agirlik (r=0.5) ve testisteki spermatozoa sayisi ile iliskilendirilmistir (r=0.42). Fakat
epididimal agirlik ile baginti bulunamamistir. Sik sperma alinimi ile hesaplanmis
giinliik sperma ciktis1 giinliikk sperma tiretiminin %40-80’idir. Alpin ve Saanen
irklarinda giinliik sperma ¢iktis1 2.96 + 0.36 oldugu saptanmistir (Degadillo ve ark.
1993). Bu c¢aligmalardaki giinliikk sperma iiretimindeki dikkate deger farkliliklar,
testikular ve epididimal sperm hesaplamak icin kullanilan farkli tekniklere bagl
olabilir. Yine de, 6zellikle sperma sulandirilir ve saklanirsa, tekenin suni tohumlama
programlarinin ihtiya¢ duydugu miktan rahatlikla destekleyecek giinliik spermatozoa

ciktisina sahip oldugu goriiliir.

1.1.3. Seksiiel Aktivite ve Sperma Uretiminde Mevsimsel Degisimin Etkisi

Yetistirme sezonunun uzunlugu enlem ile ters olarak degisir. Ekvatora yaklastikca
asim sezonu uzunlugu artar. Dogumlarin zamanlamalar1 y1l boyunca ayni degildir.
Bir ¢ok lokal irkta kis sonu ve bahar basinda yogunlasir. Bu sezonal irklarin
ciftlesme periyodu yaz sonunda baslar ve sonbahar-kis siiresince devam eder. Tersi
olarak, tropik ve subtropik irklarda tiim yil boyunca goriiliir veya fotoperiyot

disindaki diger faktorlerce etkilenir (Restall, 1991). Tekede seksiiel davranislar,



testikular boyut ve sperma iiretimi sezonal olarak meydana gelen fotoperiyodik
degisimlerce etkilenir. Tekelerde beslenmenin iyilesmesine ragmen bahar siiresince
seksiiel aktivitede diisme tespit edilmistir. Hayvanlara c¢iftlestirme denemeleri
yapilarak, bu disiis azaltilmistir (Corteel, 1981). Yazin sonlarina dogru ve sonbahar
doneminde Avustralya kasmir tekelerinde, seksiiel aktivitenin yeniden baslamasi,
canli  agirhktaki, biiytimedeki, skrotal c¢evre Olgiisiindeki, testesteron
konsantrasyonundaki ve beslenmedeki degisimlerle iliskilendirilmektedir (Walker ve

ark. 1994a).

Alpine ve Poitevine irklarinin ejakulat hacimleri yetistirme sezonu siiresince,
sonbahar ve kis doneminde yiiksektir. Asim sezonu disinda, baharda ve yazin en
diisiik seviyelere iner. Sperma yogunlugu ise tersi seyir gosterir. Yetistirme sezonu
icinde testesteron seviyesindeki artig, aksesor bezlerden seminal plazma salinimini
arttirir. Sezon diginda ise testesterondaki azalmaya bagh olarak diiser (Corteel, 1977;

Karagiannidis ve ark., 2000).

Tekelerde spermatozoa kalitesi mevsimsel olarak degisir. Motil spermatozoa
yiizdesi yetistirme sezonu boyunca yiiksek; yetistirme sezonu disinda ise diisiik
oldugu belirtilmektedir (Delgadillo ve ark., 1992). Asim sezonu disinda,
sulandirilmis spermada, motil spermatozoa orani haftalar boyunca diisiik seviyelerde
kalmistir. Motilite oranlarinda yila ve bireye bagh olarak degisimler de olmustur
(Corteel, 1981). Alpine kecileri sezon disinda sulandirilmig sperma ile
tohumlandiginda, fertilitedeki degisimler motilitedeki degisimleri takip etmistir.
Morfolojik anormaliteye sahip spermatozoa ylizdesinde kiiciik sezonal degisimler
saptanmistir. Anormal spermatozoa orani sezon icinde %5-8 arasinda iken, sezon
disinda % 10-18 arasinda seyretmistir (Delgadillo ve ark., 1992; Tuli ve Holtz,
1992).

Ancak yukarida belirtilen calismalarin bulgularina ters diisecek sonuglarda
vardir. Avdi ve arkadaglarinin (2003) Yunanistan’in lokal irklar tizerinde yaptigi
caligmada tekelerin y1l boyunca spermatolojik parametreleri incelemis ve sonug

olarak motilitede ve canlilik oranlarinda onemli farklar olmadigi belirlenmistir.



Ayrica teke etkisi ile, disi kecilerdeki Ostrus belirtilerinin Mart ayma kadar
uzadigini, buna karsin ilkbahar mevsiminin ortalarina dogru tiim disi kecilerin

ovaryum aktivitelerinin azaldigim saptamislardir.

1.1.4. Sperma Uretiminin Kontrolii

1.1.4.1. Fotoperiyodik Uygulama

[k olarak koglarda gelistirilen yapay fotoperiyodik ¢evrimin kullaniminin tekelerde
de dolerimsel etkinligi kontrol ettigi gozlemlenmistir (Pelletier ve ark. 1988).
Delgadillo ve arkadaslar1 (1992) konrol gruplan ile karsilastirildiginda, bir ka¢ aylik
uzun giin (16 saat 151k (I); 8 saat karalik (K)) ve bir ka¢ aylik kisa giin (8 I; 16K)
uygulamalar1 arasindaki hizli degisimin, Saanen ve Alpine tekelerindeki seksiiel
etkinlikteki degisimde diisiise neden oldugunu belirlemislerdir. U¢ yil boyunca
fotoperiyodik uygulamaya maruz birakilan tekelerde, haftada iki kere alinan
spermadaki toplam iiretilen spermatozoa sayisinda, kontrol grubuna gore %62’lik
artis gerceklesmistir. Sezonal irklarda bu gibi fotoperiyodik manipulasyonlarin
yapilmasinin, yalniz alti ay boyunca sperma alinimi yerine tiim yil boyunca sperma

alinmasina olanak sagladig1 ayrica bildirilmektedir (Delgadillo ve ark. 1992).

1.1.4.2. Termal cevre

Ekvatordan uzaklagildik¢a, termal c¢evrenin reprodiiktif yonden tekelerdeki
diizenleyici etkisi azalmaktadir. Fakat, subtropik ve tropik iklimde sicaklik
reprodiiktif etkinligi sinirlandirabilir. Sperma hacmi ve spermatozoa yogunlugunun
yiiksek sicakliklarda diistiigii bulunmustur (Yokoki ve Ogasa, 1977; Mukherfee,

1992) ayrica nemin de 6nemli etkisi oldugu goézlemlenmistir (Mukherfee, 1992).



1.1.4.3.Sosyal Cevre ve idari Kosullar

Erkek ve disi hayvan arasindaki degisik etkilesimler her iki cinste de seksiiel
davraniglarin tetiklenmesinde ve siirdiiriilmesinde onemli rol oynar. Aym veya farkh
cinsten hayvanlarin birlikte veya ayri olmasi orta veya uzun vadede erkeklerdeki

reprodiiktif performansi etkileyebilir (Signoret ve ark., 1990).

Yogun yetistirme ciftliklerinde, sperma {iiretimi icin kullanilan genc tekeler,
siklikla siitten kesildikten sonra bireysel bolmelerde bakilir. Pubertas (dole-erme)
oncesi uniseks (aym cins) gruplarda, erkek keci yavrularmin yetistirilmesi
gelecekteki seksiiel davramiglart olumsuz etkiler. Bu durum ozellikle ileri yaslarda
suni vajenle sperma almak i¢in kullanilacak damizlik genc¢ tekeler i¢in gecerlidir.
Orgeur ve arkadaslan (1990) geng tekelerin heteroseksiiel (ayr cins/disili-erkekli)
grup icinde yetistirilmesinin sperma iiretimi iizerine olumlu etkisi oldugunu
gostermiglerdir. Ayn1 calismada uniseks (ayni cins) grup iginde yetistirmenin sperma

tiretimi ve kalitesi tizerine olumsuz etkiye sahip olmadig1 da ortaya konmustur.

Ozetle, ileride damzlik teke olarak kullanilacak oglaklarin bireysel bolmelerde
yetistirilmesi en iyi ¢oziim olarak goriilmektedir. Fakat, ekonomik yonden erkeklerin
olabildigince kiiciik yasta ayrilmasi 6nemlidir. Eger tekenin seksiiel tecriibesi varsa,

ergin tekelerin bakimi bu yonden daha az sorunlu olacaktir.

1.1.4.4. Sperma Almanin Siklig1 ve Yontemi

Genel olarak, sperma Ostrustaki disi ke¢i varliginda suni vajenle alinir. Daha az
siklikta ise elektriksel uyarim (elektroejekiilatér) kullanilir. Son yontemde, suni
vajenle alinmig spermaya gore ejakulat hacmi yiiksek, spermatozoa yogunlugu
dugiiktiir. Fakat spermatozoa motilitesinin etkilenmedigi bildirilmistir (Akusu ve

ark., 1984). Seminal plazmanin, spermanin saklanmasinda spermatozoonlar iizerine



zararh etkiye sahip olmasi nedeniyle; sperma dondurulacak ise elektro-ejakulatorle

sperma eldesi tercih edilen bir yontem degildir.

Ekvatordan uzaklastikca seksiiel sezon boyunca, sperma alma haftada 2’den 7
ye ¢ikarilmasi, haftada elde edilen sperma miktarini {i¢ katina ¢ikarir (Corteel ve ark.
1980). Fakat, sperma alma aralarindaki dinlenme siirelerinin uzatilmasinin spermanin
dondurulabilirligine olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu nedenden dolayi, bu
dinlenme araliklarinin yetistirme sezonun ikinci yarisinda 2 giinden 3 giine
cikarilmasi tavsiye edilmistir (Boue ve Corteel, 1992). Ciftlestirme sezonu boyunca,

sperma alma suni vajenle 5 dakika ara ile iki kere tekrarlanabilir.

Seving ve arkadaslar1 ise (1985) Ankara Tekerinde yaptiklar1 ¢calismada hergiin
sperma alinmasinin giin asirt  sperma alinmasina yeglenmesi gerektigini

bildirmislerdir.

1.1.4.5. Dolerimsel Performansin Belirlenmesi

Sperma miktar1 ve kalitesi en yiiksek diizeye ¢ikarilmak isteniyorsa, geng tekelerden
suni vajenle sperma alinabilirliginin, iyi kalitede ve ¢oziim sonrasi canlilik oram

yiiksek sperma verebilme 6zelliklerinin belirlenmesi gerekir.

Yukarida belirtilen geng tekelerin seciminin asagidaki kriterlere gore yapilmasi
onerilmektedir:
a)  Suni vajenle sperma alma denemelerinde en az %80 basari,
b) 0.2 ml den fazla ejakulat veriyor olmast,
c¢) Enaz 1 milyar/ml spermatozoon yogunlugu,
d) Dondurmadan 6nce en az %60, dondurduktan sonra ise en az %30
canli spermatozoa orani,
e) (Cozdirmeden sonraki 5 dakika sonunda 3.0 skorluk motilite (Corteel

ve ark. 1987).



1.1.5.Teke Spermasimin Saklanmasi

Spermanin saklanmasi, Ozellikle de dondurulmasi, spermatozoada ultrastruktural,
biyokimyasal ve fonksiyonel hasara neden olur. Bunun sonucu olarak motilitede ve
canlilikta kayip goriiliir. Motilite ve canliliktaki kayiplar fertilite oranimi etkiler.
Birgok calisma bu sorunun ¢oziilmesine odaklanmistir. Fakat dondurulmusg
spermanin fertilitesi, genelde taze spermaninkinden daha diisiiktiir. Ke¢i spermasinin
saklanmasindaki en onemli problem, yumurta sarist ve siit igeren sulandiricilarla
sulandirilmis spermatozoonlarin canliligl iizerine seminal plazmanin zararh etki
gostermesidir. Yumurta saris1 iceren sulandiricilarla iliskilendirilen problem,
bulbouretral bez sekresyonunda bulunan ve seminal plazmada yer alan, yumurta
saris1 koagule edici 6zellik tasiyan  enzime baglanmigtir. Siitlii sulandiricilarda
saklama siiresince spermatozoonlarin canliliginin baskilanmasi, bir protein
fraksiyonuna baglanmaktadir. SBUIII olarak isimlendirilen, bu protein fraksiyonu
yine bulbouretral bezden kaynaklanir ve sulandiricidaki siit bilesenleri ile etkilesime
girerek keci spermatozoonlarinin motilitesini baskilar. Bu etkiden sorumlu olan
bulbouretral bilesik, trisilgliserol (tricylglycerol) olarak saflastirilmis, karakterize ve

identifiye edilmistir (Roy 1957; Iritani ve ark. 1961).



1.1.5.1.Yumurta Saris1 Koagule Edici Enzim (EYCE):

EYCE’in toksitesi hidrolisatlarin miktarina gore degisir. Hidrolisatlarin miktar1 pH,
sicaklik, seminal plazma konsantrasyonu, sperma eldesinin sezonuna ve yumurta
sarisinin - saglandigr  kiimes hayvanin 1rkina gore degisiklik gosterir. Yapilan
calismalarda, teke spermasinin sulandirmadan once bir kere yikandiginda, +4
derecede saklamada, spematozoonlarin canliliklarini daha uzun siire muhafaza
ettikleri gozlenmistir (Roy 1957; Iritani ve ark. 1961). Ayni arastirmacilar, 60
derecede 2-5 dakika 1s1 muamelesinin, EYCE etkinligini yok ettigini de
belirlemislerdir. Ayn1 zamanda pihtilasma etkinligi ile EYCE yogunlugu arasinda

dogru iliski de tespit edilmistir.

EYCE, yumurta sarisi lesitinini yag asitlerine doniistiiren ve lisolektin hidrolizini
katalizleyen fosfolipaz A olarak identifiye edilmistir. Lisolesitin bilesigi teke
spermatozoonlari i¢in toksiktir. Seminal plazmadaki fosfolipid A etkinligi yumurta
saris1 kullanilarak kanitlanmistir. Fakat, yumurta saris1 fosfolipidleri ve trigliseridleri
icerir, bu nedenle fosfolipid etkinligi tizerine yapilmis arastirmalar, lipaz aracilig ile
yag asitlerinin yumurta sarisi trigliseritlerinden serbestlesmesinin g6z ardi
edilemeyecegini de ortaya koymustur. Bu yiizden, seminal plazmadaki etkin ajanin
spesifik fosfolipaz A oldugunun dogrulanmasi1 amaciyla, EYCE’ nin yapisal ve

enzimatik 6zelliklerinin incelenmesi siirdiiriilmektedir (Iritani ve Nishikawa, 1963).

1.1.5.2.Siit ile Etkilesen Proteinler

Teke seminal plazmasinda SBUIII olarak isimlendirilen ve siit bazli sulandiric
bilesenleri ile etkilesime giren bir protein fraksiyonunun, in vitro sartlarda
spermatozoa canliligim1 baskilamaktan sorumlu oldugu saptanmistir. Krebs Ringer
Phosphate Glucose (KRPG) solusyonu ile sulandirilmis spermatozoalar iizerinde

her hangi bir etki gozlenmezken, yikanmis sperm hiicrelerine SBUIII’ iin



eklenmesinin sperm canliligim olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Bu sonuglar,
spermatozoonlara toksik bir iiriin meydana getirecek sekilde, ya bulbouretral bez
salgisindan bir enziminin siit bilesikleri ile ya da siitten kaynakli bir enzimin SBU
ile etkilestigini ortaya koymustur. Bunlara ek olarak, elektron mikroskop ile yapilan
aragtirmalarda, kaudo epididimal spermatozoonlarin, BUS’ a maruz birakildiktan
sonra, siit sulandiricilarinin varhiginda, %95’ nin akrozom reaksiyonu gosterdigi
dogrulanmistir. Vesikular bez sekresyonunun (VGS) varligi yalmizca %5 oraninda
akrozom reaksiyonuna neden olurken, vesikular ve bulboiiretral bez salgilarinin
karisimi kullanildiginda (VGS=2.5 mikrolitre/ml ve BUS 2.5 mikrolitre/ml) bu oran
%?26.7 olarak saptanmistir. Bu durum VGS’ nin koruyucu ozelligini gostermektedir

(Courtens ve ark. 1984).

Pellicer (1997) yagsiz siitle sulandirilmis spermatozoonlarin zarar gérmesinden
sorumlu olan SBUIII bilesenini saflastirmis, karakterize ve identifiye etmistir.
SBUIII bileseni 55-60 kDa agirliginda, heparine afinite gosteren N-glycosyl
proteindir (BUSgp60). Bu proteinin, yagsiz siit ile sulandirilmis teke epididimal
spermatozoonlarinin  motilitesindeki diisiisii, akrozomal ve hiicresel bozulmayi
artirdigi  gozlemlenmistir. BUSgp60 triasilgliserol (triacylglycerol) hidrolaz
aktivitesi gostermektedir. BUSgp60’in enzimatik etkinligi pankreatik lipaz
aktivitesine benzetilmektedir. Pellicer ayn1 zamanda BUSgp60 ile etkilesime girerek
spermatozoa hasarina neden olan siit bilesenlerini de belirlemistir. Diger taraftan, siit
proteinlerinin ozellikle de kazein ve laktoglobulinin, BUS lipaz etkinligini
arttirdigini bulmustur. Bunlara ek olarak BUS lipaz aktivitesinin sperm {iizerindeki
zararh etkileri, yalnizca ortamda triglycerid (yagsiz siitten kaynakli trigliseritleri
veya triolein) varliginda gozlemlenmistir. Bu durum, BUS’un spermatozoonlar
tizerindeki olumsuz etkisinin siitte bulunan trigliceritleri parcalamasindan ileri
geldigini diisliindiirmiistiir. Bu goriisler dogrultusunda, SBU lipazin siitte bulunan
triglicerit ve doymamis yag asitlerini (oleik asit) hidrolize etmede ¢ok etkili oldugu

belirlenmistir ( Pellicer ve ark., 1997).



1.1.5.3. Tekelerde Sperma Saklama Oncesi Seminal Plazmanmn

Uzaklastirilmasimm Onemi

Tekede, sperma almay1 takiben yikama ile seminal plazmanin uzaklastirilmasinin,
yumurta saris1 veya siit icerikli sulandiricilarda saklama siirecinde canli spermatozoa
ve motilite ylizdesini arttirdig1 bildirilmektedir. Yine de yikanmig sperma epididimal
spermanin kalitesine ulasamamaktadir. Bu bulgunun anlami, in vitro saklama
acisindan  seminal plazmada zararli bilesenlerin oldugudur (Courtens ve ark.

1984;Pellicer, 1996).

Yetistirme sezonu i¢inde alinan ejakulatlar, sezon dis1 elde edilenlere gore daha
fazla seminal plazma igerir. Tiim y1l goz Oniine alindiginda, ¢6ziim sonrast motil
spermatozoon yiizdesi ile seminal plazma hacmi arasinda yiiksek negatif iliski
bulunmustur (Corteel, 1977). Ayn1 aragtirmaci, dondurma ¢6zdiirme sonrasi, motil
spermatozoa orani ile sperm yogunlugu arasinda pozitif (r=0.9) ve ejakulat hacmi
arasinda negatif (r= - 0.9) korelasyon saptamistir. Ayrica, mevsime bagl olarak teke
spermasinin fiziko-kimyasal bilesiminin degistigi de bildirilmektedir. Ozellikle
spermada (seminal plazmasinda) bulunan fruktoz diizeyindeki degisim teke
spermasinin sezon dis1 dondurulabilirligini olumsuz etkileyebilir (Diindar ve ark.,

1985).

Ejakule edilmis ve epididimal spermatozoonlarin siit bazli sulandiricilardaki,
canlilik oranlarin1 incelendigi bir calismada, kisa siireli saklamadan, dondurma-
¢cozdiirmeden ve 37 derecede bekletildikten sonra, canli spermatozoa ve motilite
oranlarinin epididimal spermada daha yiiksek oldugu bulunmustur (Chemineau,
1991). Sezon dis1 iiretilen seminal plazmanin, yetistirme sezonu i¢inde elde edilmis
seminal plazmaya gore, siit bazli sulandiricilarla sulandirilmis  epididimal
spermatozoonlarin canlilik ve motilite oranlan iizerine daha olumsuz etkiye sahip

oldugu bildirilmistir. Bu durumun, yetistirme sezonu digsinda meydana gelmeyen



vesicular bez salgilarinin, bulboiiretral bez salgilarinin spermatozoonlar iizerindeki

olumsuz etkilerini baskilamasindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir.

Fizyolojik soliisyonlar ile spermatozoonlarin yikanmasi, dondurma oncesi ve
sonras1 motil spermatozoa oranimi yiikseltmistir. Yikanmis spermatozoonlarin
dondurma-¢ozdiirmeye karst dayanikliigindaki diizelme yalmz siit bazh
sulandiricilarda degil yumurta sarisi igeren sulandiricilarda da goriilmiistiir. Ritar ve
Salamon’nun yaptig1 calismada, ¢ozdiirme sonrasi kabul edilebilir canli spermatozoa
orani veren sulandiricidaki yumurta sarist oraninin, spemanin alindigi aya gore, %0
ile12 arasinda oldugunu bulmuslardir. Bunlara ek olarak, yikanmis spermanin ¢6ziim
sonrasi spermatolojik parametreleri, yikanmamis spermaninkine benzerlik gosterse
de, ozellikle yumurta saris1 varliginda (%1.5 ve 6), 37 derecede 6 saatlik inkubasyon
siiresince, yikamanin spermanin canli kalma yiizdesinde dikkate deger diizelme
sagladigi bulunmustur (Ritar ve Salamon, 1982). Spermanin yikanmasinin olumlu
etkilerine ek olarak; spermanin alindig1 mevsimin de énemli oldugu belirlenmistir.
Asim sezonu i¢inde elde edilen spermanin dondurma c¢ozdiirme etkilesimine daha

dayanikli oldugu belirlenmistir (Corteel ve ark. 1980).

Corteel (1981), sperma yikama isleminin kompleks, pahali ve
spermatozoonlarda kayba neden olan bir islem oldugunu belirtmistir. Buna ek olarak,
siitcii ve yiin dretimi i¢in kullanilan kegi irklarinda fertiliteye olumlu bir etkisi
goriilmemistir. Ritar ve Salamon (1983), seminal plazmay1 uzaklastirmaksizin % 1.5
yumurta sarisi igeren tris bazl sulandirici kullanmanin pratik bir alternatif oldugunu

belirtmisglerdir.

Bunlara ek olarak, Dagkin’in (1991), yiiriitmiis oldugu tez caligmasinda
dondurma amaciyla kullandigr sulandiriciya yiiksek oranlarda eklenen (%20),
yumurta sarisinin ( ¢calismasinin i¢inde diisiik oranlarda eklenen yumurta sarisi ile bir
kiyaslama olmamasina ragmen) spermatozoonlar iizerine her hangi bir olumsuz

etkisine rastlamadig bildirilmektedir.



1.1.5.4. Kisa Siireli Saklama

Teke spermasi 2 ile 15 derece arasinda kisa siireli saklanabilir. 4-5 derece (buzdolabi
sicakligl) ise tercih edilen sicakliktir. Teke spermasinin kisa siireli saklamasi
amaciyla, ihtiya¢ duyulan sulandiricilarla ilgili olarak sistematik her hangi bir
aragtirma yiiriitilmemis olsa bile, bir c¢cok sulandirici fertilite ve laboratuar
testlerinden gecirilmistir. Bu giine kadar teke spermasinin kisa siireli saklanmasinda
kullanilan sulandiricilar: fizyolojik tuzlu su, sodyum sitrat yumurta sarisi, sodyum
sitrat fruktoz yumurta sarisi, sakkaroz EDTA CaNa2 yumurta sarisi, yumurta sarili
ve ya yumurta sarisiz yagl, yagsiz veya bilesenleri ayarlanmis siit, Cornell
University Extender (CUE), Spermasol, Dilopten, Neoseminan, Illini Variable

Temperature (IVT) dir.

Yukarida belirtilen sulandiricilarin kullanildig: kisa siireli (5-72 saat) saklama
calismalarinda in vitro canlilik ve fertilite oranlan biiyiik farklilik gostermektedir.
Neoseminan sulandiricisinda  (asetonla ¢okeltilmis yumurta sarist  igerir)
spermatozoonlar 4 derecede 8-15 giin siiresince canliligini korumus ve 6 giin
siiresince fertilizasyon kapasitelerini muhafaza etmislerdir (Nishikawa ve ark. 1961).
Fakat, Neoseminan kompleks olmas1 nedeniyle kisa siireli saklamada beklenen ilgiyi
gormemistir. Ayrica, sitratli sulandiricida aseton c¢okeltilmis yumurta sarisinin
varhigimin fertiliteyi olumlu yonde etkiledigi dogurulanmamistir. Diger belirtilen
sulandiricilarin performanslarindaki biiyiik farklilik, seminal plazmanin sulandirici
icindeki yumurta saris1 ve siit bazli sulandirict bilesenleri ile etkilesime girebilmesi
dikkate alindiginda sasirtict degildir. Bir ¢ok arastirmaci yilkanmami§ sperma
kullanarak 5-8 saat arasinda kisa siireli saklanan yikanmamig spermatozoonlarin
fertilitesi ve canliligi olumsuz etkilenmesine ragmen, daha uzun siireli (12-24 saat
iistl) saklanan spermalarda ise fertilitede diisiis gbzlemlenmistir. Daha 6nceden de
belirtildigi gibi, yumurta saris1 iceren sulandiricilarla elde edilecek basari iki faktore

baglanmistir; (a) sezonal ve bireysel (her bir tekeye bagli) olarak degisen seminal



plazmadaki EYCE varligi , (b) tavuklarin yetistirilmesine bagl olarak degisiklik
gosteren yumurta sarisi igerigindeki varyasyon. Bu konuda, yumurta sarisinin eldesi
amaciyla agir tavuk irklarinin yumurtalarinin, hafif tavuk irklarina nazaran tercih

edilmesi yoniinde bilimsel 6neriler bulunmaktadir.

Kisa siireli saklamada, seminal plazma ile yumurta sarist arasindaki olumsuz
etkilesimin azaltilmasi i¢in sulandiricidaki yumurta sarist oramimin azaltilmasi da
uygun bir ¢oziim olabilir. Roca ve ark.(1997) teke spermasinin kisa siireli
saklanmasinda, yitkanmamig spermanin kullanildigi grupta sulandiricidaki yumurta
sarisinin oranint %12’den %2’ye cektiklerinde, yikanmis sperma ile yikanmamig

sperma arasinda gebelik oranlar1t bakimindan ©nemli fark saptayamamislardir

(%70,3’e %73,5).

Eppleston ve arkadaslart yapmis olduklar1 caligmada (1994), 5 derecede tris
fruktoz yumurta sarisi iceren (%2) sulandiricidda, en az 8 giin boyunca
spermatozoonlarin fertilizasyon yeteneklerini koruduklarimi géstermislerdir. Pomares
ve arkadaglan (1994) ise, glutathione peroksidazin (1 IU/ml) tris bazli sulandiriciya
eklenmesinin, 12 giin boyunca 5 derecede saklanan speramatozoonlarin canliliginda
olumlu etki sagladigimi bildirmislerdir. Katalaz, superoksit dismutaz, sitokrom c,
glutathine peroksidaz gibi antioksidanlarin sulandiricilara eklenmesinin spermatozoa
canliliginda olumlu etki saglarken, in vitro fertilizasyon oranlarina herhangi bir

etkisinin olmadigi da bildirilmistir. (Stojanov ve ark. 1994; Pomares ve ark. 1995).

1.1.5.5. Teke Spermasimin Uzun Siireli Saklanmasi

Teke spermasinin ilk kez Smith ve Polge (1950) tarafindan dondurulmasindan ve
Barkerin (1957)’in dondurulmus ¢ozdiiriilmiis teke spermasinin pratik uygulamalar
icin yetersiz oldugunu, belirtmesinden buyana, bir ¢cok arastirmaci teke spermasinin

dondurulmasina iliskin arastirmalar yapa gelmistir. ilk zamanlarda, teke spermasini



dondurmak amaciyla c¢ogunlukla bogalar i¢in gelistirilen sulandiricilar denenmistir.
Belirtilen fertilizasyon sonuglar ise yetersiz (% 3-15), orta (% 20-48) ve giivenilir
(%70 e kadar) olmustur. Sonuclarin bu kadar farkli olmasi sasirtici degildir. Ciinkii,
ilk zamanlarda, dondurma amaciyla seminal plazma iceren sperma sulandiriliyor ve
isleniyordu. Fakat 1950’lerin sonlarina dogru teke seminal plazmasinin
spermatozoonlarin canliligini siirdiirmesi i¢in zararli oldugu bulunmustur. Corteel
(1977) ejakulasyondan hemen sonra seminal plazmanin uzaklagtirilmasinin
spermatozoanin canliligini devam ettirmesi agisindan yararli oldugunu gozlemlemis
ve spermanin yikanmasini Onermistir. Bir ¢ok arastirmaci ise sperma yikama
yontemini uyarlamiglardir. Fertilizasyon oranimi etkileyecek diger bir faktor ise
ekilibrasyondur (aligimdir). Kabul edilebilir alisim zamani 1 ile 3 saat arasindadir
(Das ve Rajconvar, 1995; Singh ve ark. 1995). Teke spermasmin yikanmasi: ilk
asama olarak yeni alinmis olan teke spermasinin yikama solusyonlar1 ile
sulandirilmasindan (1:5 veya 1:10) ve ikinci asama olarak 600-1000 g (yercekimi
ivmesi = 9,8 m/sn2) de 10-15 dakika santrfiijiinden ibarettir. Sulandirma amaciyla,
Krebs Ringer fosfat buffer (glukoz iceren veya icermeyen) ve ya gliserolsiiz

dondurma solusyonlar1 gibi, farkli yikama solusyonlar1 kullanilmistir.

Etkili bir sekilde seminal plazmanin uzaklastirilmasi, yikama solusyonu sperma
oranina ve yikama sayisi gibi yikama yOnteminin yogunluguna baglidir. 1:5 veya
1:10 sulandirildiktan sonra iki kere yikama isleminin gerceklestirilmesinin bir kere
yapilmasina gore ¢ok daha etkili oldugu belirtilmektedir. Yiiksek sulandirma
oranlari ile her iki yontemin etkinligi arttirilabilir. Bu nedenle, tek yikama isleminden
once yiiksek oranlarda spermanin sulandirilmasi (1:20) ile yikama sayis1 azaltilabilir

(Ritar ve Salamon, 1982).

Corteel’in yonteminde (1981) yikanmis spermatozoa gliserol icermeyen
sulandiricilarla, son hiicre yogunlugunun yarisina ulagacak sekilde sulandirilir ve
30°C den 4°C ye 1 saatte sogutulur. Daha sonra gliserol igeren sulandiric1 (%14) son
hiicre yogunlugu 400-500 milyon olacak sekilde eklenir, bdylece son gliserol
konsantrasyonunun %7 olmasi saglanmis olur. Bu islemlerden sonra, 4°C de 1-3 saat

arasinda tutularak alisim iglemi tamamlanmis olur.



Seminal plazma spermadan ayrilmaksizin (yikama yapilmadan) sperma
dondurulacaksa, yeni alimmis sperma 30°C de gliserol igeren sulandirici ile
sulandiktan ve 1-1.5 saatte 4-5°C ye kadar sogutulduktan sonra ekilibrasyon
yapilmaksizin dondurulabilir (Ritar ve Salamon, 1983; Ritar ve ark.; 1990a). Bu
yonteme alternatif olarak, yikanmamis spermanin dondurulmasit iki asamada
yapilabilir. Alinmis olan sperma Once gliserolsiiz sulandirict ile sulandirilir, 1-1.5
saatte 4-5°C ye kadar sogutulduktan sonra ikinci basamak olarak gliserol iceren
sulandirici ile sulandirilir ve 1.5 saat ekilibrasyonda tutulduktan sonra dondurulur.
Iki basamakli yontemin, tek basamakli yontemle Karsilastirildiginda ¢ozdiirme
sonrasi canlilik bakimindan her hangi bir avantaja sahip oldugu belirlenememistir

(Ritar ve Salamon, 1982).

1.1.5.5.1. Teke Spermasimmn Saklanmasinda Kullamlan Sulandiricilar ve

Kryoprotektanlar

Bilesenleri diizenlenmis inek siitii, sodyum sitrat glukoz yumurta sarisi, laktoz
yumurta sarisi, sakkaroz EDTA.CaNa2 yumurta sarisi, raffinoz yumurta sarisi,
Spermasol yumurta sarisi, IVT (Illini Variable Temperature) yumurta saris1 ve Test
yumurta sarist gibi bir ¢ok sulandirici ke¢i spermasinin dondurulmasi igin
incelenmistir. Cozdiirme sonras1 canlilik ve fertilite oranlarinin degerlendirilmesi
sonucunda sulandiricilar arasinda Onemli farklar belirlenememistir. En yaygin
kullanilan sulandirici, bilesenleri diizenlenmis yagsiz siit glukoz (0.5 M) (Corteel,

1977) ve tris glukoz sitrik asit yumurta sarisidir (Salamon ve Ritar, 1982).

Etilen glikol ve propilen glikol, teke spermatozoonlari i¢in gliserole gore daha
az koruma saglar. Bu nedenle glycerol teke spermasinin dondurulmasinda kullanilan

baslica kryoprotektan olmustur. Farkli arastirmacilar tarafindan kullanilan gliserol



yogunlugu %3 ile %9 arasinda degismistir. Sulandiricidaki optimum gliserol oranin

% 4-7 oldugu belirtilmektedir (Waide ve ark.,1977).

Corteel ‘in yoteminde (1981) yagsiz siit iceren sulandiriciya gliserol son
yogunlugu %7 ve ml de 400-500 milyon spermatozoa olacak sekilde, 4°C de iig
basamakta eklenmektedir. Ritar ve Salamon (1982)’un yonteminde ise gliserollii tris
bazli sulandirici yikanmamig spermaya 30°C de tek basamakta eklenir. Gliserol ve
yumurta saris1 konsantrasyonlar1 sirasiyla %4 ve %?2 olacak sekilde ayarlanir. 4 °C de
gliseroliin eklenmesinin 30°C de eklenmesine gore her hangi bir avantaja sahip

olmadig bildirilmistir (Salamon ve Ritar, 1982: Tuli ve Holtz, 1994).

1.1.5.5.2. Teke Spermasimi Dondurma Y oéntemleri

Sulandirilmis teke spermasi 4-5°C ye kadar sogutulduktan ve ekilibrasyona
birakildiktan sonra, payet veya pelet seklinde dondurma islemi gerceklestirilir.
Normal kosullarda, sperma iceren payetler yatay olarak sivi azotun 4-5 cm {izerinde,
stv1 azot buharinda 4-5 dakika tutulur ve bu siirenin sonunda sivi azota daldirilir.
Fransa’da, payetlerin 6nce sivi azotun 16 cm {istiinde 2 dakika sonra ise 4 cm
tizerinde 3 dakika tutulmasi Onerilmektedir. Donma hiz1 payetlerin sivi azot

seviyesinden uzaklig1 ve payetlerin hacimlerine gore degisebilir.

Pelet yonteminde ise, dondurma kuru buzda (-79°C de) gerceklestirildikten
sonra peletler sivi azota aktarilir. —79°C de dondurmanin hizi peletlerin hacmine
bagl olarak degisebilir. Spermanin payet veya peletteki hacmi dondurma hizi iizerine
onemli etkiye sahiptir. Fakat, dondurma ¢ozdiirme sonrasi canlilik orani iizerine
etkisi goriilmemistir. Payetlerin 6nceden sogutulmus ag veya delikler acilmis metal
yiizey tizerinde dondurulmasinin, sadece iki noktadan temas saglayan yonteme gore
daha iyi sonug verdigi belirtilmektedir. Bu durumun, ¢ok noktadan temasi saglayan

rafin ani donmay1 engelleyerek veya en aza indirerek sicaklik dalgalanmasinin 6niine



gecmesinden kaynaklandig: belirtilmektedir (Ritar ve ark., 1990). Cozdiirme sonrasi
canlilik ve fertilite oranlarina bakildiginda pelet yonteminin payete gore iistiin
olmasina (Ritar ve ark., 1990; Ritar ve Ball 1991) ve payet yonteminin daha fazla
zaman almasma ragmen (Corteel, 1981), tercih edilen yontem payet seklinde
dondurmadir. Ciinkii, bu yontem sperma miktarinin en dogru sekilde belirlenmesini

saglamaktadir.

1.1.5.5.3. Spermanin Coziillmesi

Cozdiirme sonrasi en iyi fertiliteyi elde etmek amaciyla, cesitli ¢6zdiirme sicakliklar
ve siireleri Onerilmektedir. Payet veya pelet seklinde dondurulmus spermanin 37°C
de cozdiiriilmesi kabul edilebilir fertilite sonuglar1 vermistir (Salamon ve Ritar,
1982; Corteel, 1977). Deka ve Rao (1987) da , yaptiklar1 ¢alismada, en iyi sonucu 37
°C de almuglardir. Andersen ise (1969) 75°C de 10 saniyede ¢6zmenin 37°C de 30
saniyede ¢ozmekten daha iyi sonu¢ verdigini belirtmistir. Tuli ve arkadaslar1 (1991),
Boer kegilerinin kullan1ldig1 ¢alismada, payetlerin 70 °C de 7 saniyede ¢6ziilmesinin
hem 37 °C de 2 dakikada hem de 40 °C de 20 saniyede ¢6zmekten iistiin oldugunu
bulmuslardir. Fakat, saha kosullarinda yapilan suni tohumlamada 37 °C de ¢6zmenin
daha uygun olduguna dikkat edilmelidir. Bdylece c¢oziilmiis spermanin asir
1sinmasinin Oniine geg¢ilmis olur. Pelet seklinde dondurulmus sperma, ¢ozdiirme

soliisyonu iceren deney tiiplerinde 37°C de ¢oziiliir.



1.1.5.5.4. Uzun Siireli Saklamanin Basarisim Etkileyen Faktorler:

(a) Spermasimin dondurulabilir olup olmadigi test edilmis tekelerin
kullanilip kullanilmadigina,

(b) Kullanilan spermadan seminal plazmasinin ayrilmis olup olmadigina,
yikama yontemine, yikamada kullanilan yikama soliisyonunun icerigine,
yikamanin yogunluguna (sulandirma oram ve santrifiij sayisi),

(c) Dondurmada kullanilan sulandiricinin icerigi ve yumurta sarisinin
olup olmamasina,

(d) Sulandirmanin yontemi, gliseroliin eklenmesi ve konsantrasyonu,

(e) Dondurmadan once, ekilibrasyonun uygulanip uygulanmamasi ve
siiresi,

(f)  Mini (0.25ml) veya orta boy (0.50ml) payet veya pelet yontemi ile

dondurma.

1.1.5.5.5. Teke Spermasmn Uzun Siireli Saklanmasinda Zamanin Onemi

Diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi, kecide de spermanin dondurularak
saklanmasinda fertilitede diisiis olup olmadiginin belirlenmesi Onemlidir. Corteel
(1977), yagsiz siit glukoz sulandiricis1 kullandigl calismada, yikama islemine tabi
tutulmamis sperma kullanildiginda, motilitede 3-90 giinler arasinda % 16.6 ve 91-
180 giinler arasinda % 22 diisiis gézlemlemistir. Aym ¢alisma yikanmis sperma ile
yapildiginda motilitedeki azalma siras1 ile % O ve % 1.3 olmustur. Ritar ve Salamon
(1991) da tris glikoz sitrik asit yumurta sarisi (%4 gliserol) kullanarak yaptiklar
uzun siireli saklamada, 6 aylik siire¢ sonunda spermatozoonlarin canliliginda diisiis

bulmuglardir. Corteel’in yaptigt calismayr dogrular yonde, yumurta sarisinin



varligina ve dondurma oOncesi spermanin yikanip yilkanmamasina bagli olarak

motilitede diisiis gézlemlemislerdir.

Teke spermasinin uzun siireli saklanmasi iizerine olumlu bulgular da vardir.
Waide ve arkadaslar1 (1977), spermay1 yikamadan kullanarak 1-1022 giin arasinda
uzun siireli saklamislardir. 1-30, 31-102 ve 210-1022 giinler arasinda saklanan
dondurulmus sperma ile yaptiklar1 derin servikal tohumlama ile sirasiyla %63.3,
%79.4 ve %77.7 gebelik oranlart elde etmislerdir. Diger bir arastirmaci ise, tris
fruktoz sitrat ve yumurta sarilt (%8 gliserol iceren) sulandirici ile yikanmis spermay1
1-3 yil arasinda sakladiktan sonra yaptigi intrauterin tohumlamalar sonunda

%63.4’1liik yavru oran elde etmistir.

Donmanin spermatozoonlarda olusturdugu hasar Waltson (1995) tarafindan
incelenmistir. Spermatozoonlarin 6zellikle ozmotik degisime kars1 duyarli oldugu ve
su kiitlesinin donma esnasinda hareketinin membran hasar1 yarattift sonucuna
varilmigtir. Watson sicaklik degisimi nedeniyle lipid yapilarinin reorganizasyonunun
cesitli streslere karst membran duyarhiligini arttirdigini da gozlemlemistir. Ayrica,
dondurma ¢ozdiirme sonrasi elde edilen spermatozoonlarin canl fakat natif spermaya
gore daha diisiik fertiliteye sahip oldugunu gozlemlemis ve bu durumun,
dondurmanin degisik yollarla spermatozoonun membran yapisini etkilemesinden
kaynaklandigimi ileri siirmiistiir. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi, spermatozoonun
membranindaki yeni yapilanma erken akrozom reaksiyonlarina, canlilik siiresinde
kisalmaya ve fertilitede diismeye neden olmaktadir. Bu yiizden, dondurulmusg
¢cOzdiiriilmiis spermatozoonlar kismen kapasite olur ve daha kisa zaman araliginda,

fertilizasyon yetenegine sahiptir.



1.2. Seminal Plazma

Seminal plazmanin igerigi ve miktar1 hayvan tiirlerine, irklara hatta bireylere gore
degisse de ayn1 amaca hizmet etmektedir. Bir ¢ok kaynakta belirtildigi gibi, seminal
plazma spermatozoonlarin disi genital kanala, en saglikli sekilde ulasimini saglayan
bir aragtir. Spermatozoonlarin canliliginin korunmasi1 seminal plazmanin varligina
baghdir. Seminal plazma spermatozoonlarin canliligini koruyabilecegi en uygun
pH’ya, mineral icerige, spermatozoonlarin enerji gereksinimini saglayacagi cesitli
bilesiklere sahiptir. Ayrica spermatozoon membranin stabilizasyonunu saglayan

cesitli dekapasitor bilesikleri de igerir.

1.2.1.Seminal Plazmamin Kaynag (Eklenti Bezleri)

Seminal plazmanin kaynagi eklenti bezleridir. Her eklenti bezinin seminal plazmanin

olusumuna katkis farklidir.

A)Vas deferens ve ampullasi: Vas defensler (duktus deferensler) spermay1 kauda
epididimisten iiretraya aktaran (tasiyan) ince uzun boru seklindeki yapilardir. Kalin
muskular (kassal) tabakaya sahiptir. Kassal tabakanin kalinligi palpasyonda vas

deferenslerin sert ve kordon gibi hissedilmesinin nedenidir.

Vas deferens kauda epididimisten ¢iktiktan sonra kaput epididimis
yakinlarindan itibaren kan, lenf damarlar1 ve sinirlerle bir arada seyrederek spermatik
kordonu (funikulus spermatikusu) olusturur. Bu yap1 da inguinal kanaldan abdominal

kaviteye gecer.

Vezikiilo trethralisin (sidik kesesinin) iist iki yanindan seyreden duktus

deferensler kademeli olarak daha kalinlasarak ampulla duktus deferensi olusturur.



Bu iki ampulla vezikular bezlere gore cok daha kiiciik captadirlar. Ancak
vezikiiler bezlere gore kalin duvar yapisina sahiptir. Kalin duvar yapis1 vezikiiler

bezde gbézlemlenmez.

Ampullar bez vezikuler beze gore tiibiiler tarzdadir. Histolojik olarak da
vezikiiler bezlere gore ¢ok kiiciiktiir. Her iki ampulla prostatin altindan gecerek
vezikiiller bezin sekretorik kanaliyla birleserek (bu durumda kanal duktus

ejekulatoryus ismini alir) iretraya agilir.

Seksiiel uyarim veya ciftlesme oncesi kizdirma kauda epididimisteki sperm vas

deferensteki peristaltik hareketler yoluyla ampullaya aktarilir.

B) Vezikiiler Bezler: Vezikiiler bezler (glandulae vesiculares) eskiden spermanin
depo edildigi yer oldugu diisiiniilmekteydi. Bu yanhs degerlendirme nedeniyle

seminal kese olarak adlandiriliyordu.

Mann ve arkadaslari vezikiiler bezlerin yiiksek konsantrasyonda potasyum
sitrik asit ve bir ¢cok enzimi igerdigini belirlemislerdir. Yiiksek flavin igerigi
nedeniyle sekret icerigi ruminantlarda yesil renklidir. icerigin pH’1 5,2 ile 6,2

arasinda degismektedir. Bir bogada ejekiilat hacminin %350 sini olusturmaktadir.

C)Prostat ve Cowper Bezleri (Bulboiirethral Bezler): Uretranin etrafim1 saran
prostat bezi iki boliimden olugmaktadir. Bu iki boliim corpus prostatae ve pars

disseminate prostat olarak isimlendirilir.

Cowper bezleri (bulboiirethral glandlar) tirethranin pelvik bosluktan ciktig
kisimda yer almaktadir. Bu bezlerin biiyiikliigii bogada findik kadardir. Ciftlesme
oncesi iirethranin temizlenmesinden sorumlu bir bezdir. Alkali icerikli berrak bir
salg1 yapar (pH 7,5-8,2). On hazirlik yapmaksizin (kizistirma/teasing) suni vajenle

alian spermada bol miktarda bulunur.



Tiim bu aksesor (eklenti) bezlerinin salgilar1 apokrindir. Diger bir deyisle
hiicrenin icindeki salgi limene verilerek salgi olusturur. Bu ii¢ bezdeki kassal yapi,

bezdeki iceriklerin bir anda salinimini saglar (Blom,1962).

1.2.2. Seminal Plazmanin Icerigi

Seminal plazmada, yukarida sozii gecen: epididimis, vas deferens, prostate, Vesicula
seminalis ve cowper bezlerinin salgilar1 karigmis olarak bulunur. Bilesiminde cesitli
organik maddeler fazla miktarda mevcuttur. Bu maddeler fosforilkolin,
gliserilfosforilkolin, sitrik asit, fruktoz, inositol, sorbitol ve ergotiyonin dir. Seminal
plazmada bulunan baslica inorganik maddeler ise potasyum, kalsiyum ve

bikarbonattir.

Fosforilkolin  ve  Gliserilfosforilkolin: ~ Ciftlik  hayvanlarinda  ozellikle
gliserilfosforilkolin ¢ok yiiksek miktarlarda bulunur. Ozellikle koglarin seminal
plazmasinda yiiksek oranda gliserilfosforilkolin vardir. Gliserilfosforilkolin
spermada uzun zaman yapisini koruyamaz gerek spermatozoadaki gerekse seminal

plazmadaki fosfataz enzimi araciligiyla serbest fosforik asit ile koline doniistiiriiliir.

Sitrik asit: Vesicula seminalis tarafindan iiretilir. Sitrik asit, spermatozoa tarafindan
besin olarak kullamilamaz. Seminal plazmadaki kesin rolii heniiz bilinmemesine

ragmen plazmadaki kalsiyumun baglanmasinda rol aldig1 sanilmaktadir.

Fruktoz: Bir¢ok hayvan tiiriinde fruktoz vezikula seminalis tarafindan iiretilir. Testis
ve epididimis tarafindan iiretilmez. Spermatozoonlarin fruktoz ile temasi ejakulasyon
sirasinda ve vezikula seminalis bezinin salgi yapmasiyla olur. Salgi spermatozoon ile
temasa gecince difuzyon yoluyla fruktoz hiicre icine gegcer. Bu andan itibaren

fruktolizis baslar ve bir dizi olaylar gecirerek laktik asit meydana gelir.

Seminal plazma spermatozoonlardan difuzyon yoluyla gecen kimi enzimleri
icerir. Ik saptanan enzimler fosfotazlardir. Fosfotazlar alkali ve asidik olmak iizere

iki gruba ayrilir. Fosfotaz aktivitesi beslenme durumuyla, testikiiler dejenerasyonla



ve hipoplaziden etkilenir.

Ayrica

seminal plazmada glutamik oksaloasetik

transaminaz, glutamik piruvik transaminaz ve laktik dehidrogenaz gibi enzimler de

bulunmaktadir. (ileri ve ark., 1996 ).

Igerik Teke Seminal | Kog Boga Seminal | Kan

(mg/100ml) | plazmasi* Seminal Plazmas1** Plazmasi
Plazmasi

Sodyum 123+ 250 259 318

Potasyum 211 140 172 17

Kalsiyum 7,5 6 37 8

Magnezyum 5 6 8 2

Klor - - 371 331

inorganik fosfor | - 37,5 8 7

Gliserilfosforil | 809 2100 182 Yok

kolin

Protein 5000 5000 5500 8997

Glukoz Eseri Eseri 10 83

Fruktoz 875(677) 250 550 Eseri

Laktik asit 73 16 35 13

Glutamik asit - - 3 7

Ure - - 34 36

Osmolarite [zotonik Izotonik Izotonik Izotonik

Cizelge 1.1. Teke, Boga ve Ko¢ Seminal Plazmalarmn icerigi (* Mendoza ve
arkadaslarindan (1989); **Mann’dan (1981); ***Diindar ve arkadaslarindan (1983))

1.2.3. Seminal Plazmanin Spermadaki Pay1

Seminal plazmanin sperma igindeki hacimsel pay1 ve bilesenleri tiire 6zgii olarak
degisim gostermektedir. Ornegin kanatlilarda seminal plazma yok denecek kadar
azdir. Ciinkii kanathlarin erkekleri eklenti bezlerinden yoksundur. Sadece kan
damarlarindan bir miktar serum spermanin icine karigir. Bu nedenle spermatozoon
yogunlugu cok yiiksektir. Dolayisiyla kanatli spermasi bir hayli kivamli ve yapiskan
tabiattadir. Teke ve kog¢ ejakulatinin miktar1 0,7 ile 2 ml arasinda degisim
gostermektedir ve goreceli olarak daha yiiksek spermatozoon konsantrasyonuna (2
ila 5 milyar/ml) sahiptir. Yiiksek devirlerde santrifiij sonucunda elde edilen verilere

gore ejakulatin yaklasik 1/4 ile 1/3 kismini spermatozoa; geri kalan 3/4 ile 2/3 liik



kismini ise seminal plazma teskil eder. Teke ejekulatindaki oranlar ve sayisal veriler
kogunkiyle benzerlik gosterir. Bogada ise ejakulat miktar1 4 ml ve {izerinde iken
yogunlugu teke ve kocunkinin iicte biri kadardir (1 milyar/ml civarinda). Boga
ejakulatinin 7/8 ile 5/6 sim seminal plazma olusturur. Domuzda ejakulat miktar1 500
ml civarindadir ve bunun ¢ok biiyiikk bir kismi seminal plazmay1 kapsar. Domuz
spermasinin yogunlugu bu nedenle 100 milyon/ml civarindadir. Insanda ise ejakulat
hacmi 3 ml civarinda olup yogunluk genellikle 100 milyonun/ml’nin altindadir.
Spermanin yalnizca 1/20 oramindaki kismin1 spermatozoonlar olusturur. Bir
genelleme yapmak gerekirse memeli hayvanlarda spermanin biiyiik payini seminal

plazma olustur (Mann, 1981).

Bu calismanin amaci, Ankara Tekesi seminal plazmasinin dondurma oncesi
ayrilmasinin ¢éziim sonu spermatolojik parametreler iizerine etkisini ortaya koymak,
seminal plazmanin ayrilmasinda kullanilan yikama soliisyonun bu parametreler
tizerine etkisini belirlemek ve dondurma esnasinda kullanilan Tris Yumurta Sarisi
Gliserol sulandiricisina belirli oranlarda boga veya kog¢ seminal plazmasinin

eklenmesinin ¢6ziim sonu spermatolojik parametrelere etkisini saptamaktir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu calismada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim, Arastirma ve
Uygulama Ciftliginde bulunan yaslar1 24 ay ve iizerindeki 4 bas Ankara (Tiftik)
Tekesi kullanilmigtir. Ayrica ko¢ ve boga seminal plazmalarinin eldesi amaciyla, 4

bas Akkaraman 1rki kogtan ve bir holstayn 1rki bogadan yararlanilmistir.

2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslenmesi

Calismada kullanilan Ankara Tekeleri, ¢alisma boyunca Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Egitim, Arastirma ve Uygulama Ciftligi kiiciik bas hayvan
initesinde siiriiden ayr1 olarak 6zel bir bolmede barindirilmistir. Tekeler calisma
oncesinde saglik kontroliinden gecirilmis; paraziter enfestesyona kars1 antiparaziter
sagaltim uygulanmigtir. Hayvanlara giinlitk olarak ihtiyaglarina uygun rasyonlar ve
taze su verilmistir. Hayvanlarin barindirildigi bolmeler haftalik olarak temizlenmis

ve dezenfeksiyonu saglanmistir.

2.3. Boga ve Ko¢ Seminal Plazmalarimin Eldesi

Bu arastirmada kullanilan ko¢ ve bogaya ait seminal plazma, boga ve koctan suni
vajenle alman spermalarin 5000 g’de 15 dakika siireyle santrifiij isleminden
gecirildikten sonra iist sivi kisimlarinin (siipernatant) alinmasiyla elde edilmistir. Bu
yolla elde edilen ko¢ ve boga seminal plazmalari, plastik tiipler i¢inde —20°C’de

muhafaza edilmistir.



2.4. Cahismada Kullanilan Sulandirici ve Yikama Soliisyonlari

Teke spermasinin yikanarak seminal plazmasindan uzaklastirilmasi amaciyla, TALP

ve RINGER olmak iizere iki farkli yikama soliisyonu kullanilmustir.

TALP Yikama Soliisyonun Formiilii:

NaCl 1.168¢g

KCl 0.0462¢g

NaHCO; 0.4200g

Laktik asit 0.807ml

NaH, PO, 0.0070g

CaCl,.2H,0 0.0617¢g

MgCl,.6H,0O (100 mM stok soliisyondan 3ml)
Hepes (asit) 0.4766¢g

Distile su ile 200 ml’ye tamamlanarak Sperm-Talp yikama soliisyonu hazirlanmistir.

RINGER Yikama Soliisyonun Formiilii:

NaCl 80¢g
KCl 02¢g
CaCl, 02¢g
MgSOy4 02¢g
NaHCO; 1.0¢g
Glikoz 1.0g

Bidistile suyla 1000 ml’ye tamamlanarak Ringer soliisyonu hazirlanmustir.

Teke spermasinin dondurulmasi amaciyla sulandirici olarak %7 gliserol ve %20
yumurta sarist iceren Tris-sitrik asit-glukoz sulandiricist kullamilmistir. Bu amacla
once Tris-sitrik asit-glikoz stok soliisyonu hazirlanmistir. Ana stok soliisyonun
formiilii:

Trisma Base 363 ¢



Sitrik Asit 182 ¢

Glikoz 50¢g

Bidistile suyla 1000 ml’ye tamamlanarak Tris-Sitrik asit-glikoz soliisyonu
hazirlanmistir. Elde edilen sulandiriciya %7 gliserol ve %20 yumurta sarisi
eklenmigtir. Tris Yumurta saris1 Gliserol sulandiricisina (TYG) %5 kog¢ seminal
plazmasi eklenerek ko¢ seminal plazmasi iceren TYG (K-TYG); %5boga seminal
plazmasi ekleyerek boga seminal plazmasi iceren TYG (B-TYG) ve seminal plazma
eklemeyerek de seminal plazma eklenmemis TYG (TYG) olmak iizere ii¢ farkh

dondurma amacl sulandirici elde edilmistir.
2.5. Spermanmin Alinmasi
Teke spermasi 4 adet tekeden disi varliginda suni vajen ile alinmistir. Fantom olarak

disi Ankara Kecisi kullamilmistir. Ciftlesme sezonu boyunca diizenli olarak

tekelerden haftada en az iki kez suni vajenle sperma alinmistir.

Resim 2.1. Ankara Tiftik Tekesinden sperma alma asamalar1 ve kadeh i¢inde sperma.



2.6. Ankara Tekesi Spermasimin Seminal Plazmasindan Ayrilmasi,

Sulandirilmasi ve Elde Edilen Gruplar

Tekelerden alinan ejakulatlardan makroskobik olarak normal olanlar pastor

pipetleriyle sperma toplama kadehlerinden alinarak deney tiiplerinde birlestirilmistir.

Dort farkli Ankara Tekesinden elde edilen spermalar deney tiipiinde birlestirilip
karisim elde edildikten sonra, ii¢ gruba ayrilmustir. ilk grup teke spermasi her hangi
bir yikama isleminden gecirilmeksizin dogrudan %7 gliserol iceren Tris-sitrik asit-
glikoz yumurta saris1 sulandiricisi ile payette 50 milyon motil spermatozoon olacak
sekilde sulandirilarak equilibrasyon islemini takiben sivi azot buharinda (-110/-130
°C) dondurulmustur. Ikinci grup sperma TALP soliisyonuyla 1:10 sulandirilmis ve
esit hacimde olacak sekilde ii¢ santrifiij tiipiine dagitilmistir. Ugiincii grup spermada
benzer sekilde ancak RINGER soliisyonuyla 1:10 sulandirildiktan sonra esit
hacimlerde olacak sekilde ti¢ farkli santrifiij tiipiine ayrilmistir. Toplam 6 adet
santrifiij tiiptinde 1:10 oraminda sozii edilen soliisyonlarla sulandirilmis teke
spermast 600 g’de 15 dakika santrifiij isleminden gecirilmistir. Santrifiij isleminin
(yikamanin) bitimini takiben teke seminal plazmasimi igeren iist duru kisim
(slipernatant) pastor pipeti yardimiyla uzaklagtirilmig ve santrifiij tiiplerinin dibinde
kalan peletler, ko¢ seminal plazmasi (%5) boga seminal plazmasi(%5) eklenmis ve
seminal plazma eklenmemis (%0) %7 gliserol iceren Tris-sitrik asit-glukoz yumurta
saris1 (%20) sulandiricisi kullanilarak, her payette 50 milyon motil spermatozoon
olacak sekilde sulandirilmig, 0,25 ml’lik payetlere cekilmistir. Payetler i¢inde
bulunan teke spermasi equilibrasyon igleminin tamamlanmasi amaciyla +5°C de 2
saat tutulduktan sonra, sivi azot seviyesinin 4-7 cm iizerinde (-110/-130°C de) siv1
azot buharinda 15 dakika siireyle dondurulmustur. Dondurma islemini takiben,
payetler sivi azot igine daldirilmistir. Payetler spermatolojik degerlendirilmelerin
yapilacagi giine kadar sivi azot tankinda (sivi azot icinde) saklanmistir. Bdylece

birisi kontrol olmak iizere 7 ¢alisma grubu olusturulmustur.
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Resim 2.2. Ankara (Tiftik) Tekesi spermasinin yikanarak seminal plazmasindan
ayrilmast: iki esit hacimdeki spermanin Talp ve Ringer yikama soliisyonuyla 1:10
sulandirilarak; esit hacimlerde iicerli sekilde santrifiij tiiplerine ayrilmasi (yikama
(santrifiij) oncesi sperma-yikama soliisyonu siispansiyonu) (a), Santrifiij islemi
(b),Yikama (santrifiij) sonras1 goriiniim, seminal plazmay1 igceren siipernatant(c-d)
ve tiipiin dibindeki pelet (d).

Cahsmadaki Gruplar: Yukarida belirtilen iki farkli yikama soliisyonun(teke
seminal plazmasinin ayrilmasi icin Talp ve Ringer soliisyonuyla yapilan santrifiij
islemi) ve dondurma amaciyla 3 farkli sulandiricinin (B-TYG, K-TYG, TYQG)
kullanilmasiyla 6 farkli arastirma grubu elde edilmistir. Herhangi bir islem
uygulanmaksizin boga veya ko¢ seminal plazmasi igermeyen TYG soliisyonuyla
sulandirildiktan sonra dondurulan grubun da (kontrol grubunun da) eklenmesiyle

toplam 7 calisma grubu elde edilmistir. Bu calisma i¢inde yer alan gruplar:

1. Grup(TB): Seminal plazmasindan ayrilmasi amaciyla, Talp soliisyonuyla
yikama islemi (600g 15 dakika) gerceklestrilmis ve Boga seminal plazmasi
iceren Tris Yumurta saris1 (%20) Gliserol (%7) (B-TYG) ile sulandirildiktan



sonra payetlere ¢ekilmis ve equilibrasyona (+5°C de 2 saat) birakilmig teke
spermasint,

. Grup(TK): Seminal plazmasindan ayrilmasi amaciyla, Talp soliisyonuyla
yikama iglemi(600g 15 dakika) gerceklestirilmis ve Ko¢ seminal plazmasi
iceren TYG (K-TYG) ile sulandirildiktan sonra payetlere cekilmis ve

equilibrasyona birakilmis teke spermasini,

. Grup(T): Seminal plazmasindan ayrilmast amaciyla, Talp soliisyonuyla

yikama islemi (600g 15 dakika) gerceklestirilmis ve her hangi bir seminal
plazma icermeyen TYG ile sulandirildiktan sonra payetlere c¢ekilmis ve
equilibrasyona birakilmis teke spermasini,

. Grup(RB): Seminal plazmasindan ayrilmasi amaciyla, Ringer soliisyonuyla
yikama islemi(600g 15 dakika) gerceklestirilmis ve Boga seminal plazmasi
iceren TYG (B-TYG) ile sulandirildiktan sonra payetlere cekilmis ve
equilibrasyona birakilmis teke spermasini,

. Grup(RK): Seminal plazmsindan ayrilmasi amaciyla, Ringer soliisyonuyla
yikama iglemi(600g 15 dakika) gerceklestirilmis ve Ko¢ seminal plazmasi
iceren TYG (K-TYG) ile sulandirildikan sonra payetlere cekilmis ve
equilibrasyona birakilmis teke spermasini,

. Grup(R): Seminal plazmasindan ayrilmasi amaciyla, Ringer soliisyonuyla
yikama islemi (600g 15 dakika) gerceklestirilmis ve her hangi bir seminal
plazma iceremeyen TYG ile sulandirildiktan sonra payetlere cekilmis ve
equilibrasyona birakilmis teke spermasini,

. Grup(Kontrol-C): Yikama islemi uygulanmaksizin, her hangi bir seminal
plazma icermeyen TYG ile sulandirilarak payetlere cekilmis ve

equilibrasyona birakilmig teke spermasini icermistir.
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SEKIL 2.1. CALISMA ICINDEKI GRUPLARIN OLUSTURULMASI

B-TYG: Boga seminal plazmasi (%5) iceren Tris
Yumurta Saris1 (%20) Gliserol (%7)

K-TYG: Kog¢ seminal plazmasi (%5) iceren Tris
Yumurta Saris1 (%20) Gliserol (%7)
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RESIM 2.3. Santrifiij sonras1, yikanmis Ankara Tekesi spermasinin Boga seminal
plazmasi(%5), Ko¢ seminal plazmasi (%5) igceren ve icermeyen Tris Yumurta
Saris1 (%20) Gliserol (%7) Sulandiricisiyla sulandirilarak payetlere cekilmesi (a),
payetlerin acik ucunun kapatilmasi (b-¢) ve equilibrasyon islemine gecilmesi(d).

Adlari, TB (1.Grup), TK (2.Grup), T (3.Grup), RB (4.Grup), RK (5.Grup), R
(6.Grup) ve C (7.Grup) olarak kisaltilan bu 7 grup teke spermasi equilibrasyon
isleminin (+5°C’de 2 saat) ardindan, s1vi azot seviyesinin 4-7 c¢m lizerinde siv1 azot
buharinda 15 dakika siireyle dondurulmustur. Dondurma islemini takiben 7 gruba ait
spermay1 iceren payetler sivi azot i¢ine daldirilmis ve spermatolojik parametrelerin

degerlendirilecegi giine kadar s1v1 azot iginde (s1v1 azot tankinda) saklanmstir.
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RESIM 2.4. Ankara Tekesi spermasinin sivi azot buharinda dondurulmasi
(a); dondurma sonras1 c¢alisma gruplarina ait payetlerin sivi azot igine
atilmasi (b); donma islemi tamamlanmis Ankara Tekesi spermasinin sivi

azot tankina aktarimi (c) ve spermatolojik degerlendirmeye kadar sivi azot
tankinda saklanmasi (d)

2.7. Spermatolojik Parameterelerin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen calismada Oncelikle dort Ankara Tekesinden alinan spermalarin
kanistirilmasiyla elde edilen miks ejakulatin miktar1 (ml), kaynama hareketi(1-5),
motilitesi (%), anormal spermatozoa orani (%), Olii spermatozoa orami (%) ve

yogunlugu (10°/ml) belirlenmistir.

Yukarida belirtilen islemlerden gecirilerek, payetlerde dondurulan ve sivi azot i¢inde
tutulan 7 farkli ¢alisma grubuna ait spermalar ise +40°C’lik su banyosunda 20
saniyede c¢ozdiiriildiikten sonra; spermatozoa motiliteleri(%), anormal spermatozoa
orani(%), Olii spermatozoa orani (%) ve Hipo-ozmotik sisme tesi (HipoOsmotik

Swelling Test-HOS test-%) parametreleri bakimindan degerlendirilmistir.



2.8. Spermatolojik Degerlendirme Parametreleri

2.8.1. Miktar

Dort Ankara Tekesinden alinan spermalar dereceli bir tiipte birlestirilmis ve miktar

ml olarak kaydedilmistir.

2.8.2. Motilite

Motilite tayini amaciyla, spermadan kiiciik bir damla lam iizerine konulduktan sonra
sperma damlasinin iizerine lamel kapatilmis ve 1sitma tablali faz kontrast
mikroskopta x200 biiylitmede muayene edilmistir. Motilitenin belirlenmesine
yonelik olarak, en az iic mikroskop alaninda degerlendirme yapilmis ve bir yonde
diizgiin  dogrusal hareket eden spermatozoonlarin ayn1 alandaki tim

spermatozoonlara yiizde (%) oram seklinde motilite tespit edilerek kaydedilmistir.

2.8.3. Olii-Canh Spermatozoa Oram

Natif ve calisma iginde bulunan gruplara ait spermalarda olii-canli spermatozoa
ornaninin belirlenmesinde Eosin boyama testinden yararlanilmistir. Testte Eosin
boyasinin, %3’liik sodyum sitratla hazirlanmis %2’lik konsantrasyonu kullanilmastir.

Temiz bir lam tiizerine konulan bir damla sperma Ornegi esit biiyiikliikte Eosin



boyasiyla karistirilarak hemen siirme preparat (froti) hazirlanmis ve tespit amaciyla,

hazirlanan siirme preparatlar sicak tablada hizla kurutulmustur.

Bu yontemle hazirlanan siirme preparatlar mikroskop altinda x400 biiyiitmede 400
spermatozoon sayilarak degerlendirilmis ve o©lii spermatozoa oram1 % olarak
belirlenmis ve kaydedilmistir. Siirme preparatlarin degerlendirilmesinde; bas kismi
boya almamig spermatozoonlar canli, bag kismi boya almig olanlar ise 6lii olarak

kabul edilmistir.

Resim 2.5. Olii ve canli spermatozoonlar (eozin boyama-siirme preparat). Canli

spermatozoonlar eozin boyayr almamakta ve bas kismi agik renkte goriilmektedir
(oklar). Olii spermatozoonlar ise membran gegirgenli§i bozuldugundan boyay1

almakta ve daha koyu renkte goriilmektedir.



2.8.4. Anormal Spermatozoa Orani

Sperma numunelerinde anormal spermatozoa orani sivi tespit yontemi kullanilarak
saptanmistir. Tespit amaciyla igerigi asagida belirtilen Hancock soliisyonu (Hancock,

1952) kullanilmustir.

Hancock soliisyonu:

1. Soliisyon: NaCl 9¢g
Bidistile su ad. 500 ml
2. Soliisyon: A) Na,HPO,.2H,0 21,682 g
Bidistile su ad. 500 ml
B) KH; PO, 22254 ¢
Bidistile su ad. 500 ml

200 ml A ile 80 ml B kanstirilarak 2. soliisyon hazirlanir.

500 ml Hancock soliisyonu eldesi;

Formalin 62,5 ml
1. Soliisyon 150 ml
2. Soliisyon 150 ml

Bidistile suile 500 ml’ye tamamlanarak stok soliisyon hazirlanmistir.



Calismada 0,5 ml Hancock soliisyonu iceren kapakli ependorf tiipii icerisine bir
damla sperma numunesi damlatilarak fiksasyon saglanmis ve anormal spermatozoa

orani belirlenene kadar ependorf tiipleri buzdolabinda (+4°C) saklanmustir.

Anormal spermatozoa oraninin belirlenmesinde; Hancock soliisyonunda tespit edilen
sperma numunesinden temiz bir lam iizerine damlatilan spermanin iizerine lamel
kapatilmigtir. Daha sonra daldirma objektif altinda (x1000) en az 400 spermatozoon
incelenmesi sonunda anormal yap1 sergileyen spermatozoa orani % olarak

belirlenmistir.

Resim 2.6. Anormal spermatozoa ornekleri. Dejenere akrozoma sahip
spermatozoon (a), bas ve orta kisim arasinda kopma olusmus
spermatozoon(b), orta kismin distalinden kivrilmis kuyruga sahip
spermatozoon(c), kuyrugun u¢ kismi kivrilmig spermatozoon(d).



2.8.5. Yogunluk

Natif karisim ejakulatin  yogunlulugunun saptanmasinda hemositometrik yontemden
yararlamilmistir. Elde edilen sonuglar x10°/ml olarak kaydedilmistir (Smith ve

Mayer, 1955).

Spermalardan alinan numunelerin sulandirilmas1 amaciyla asagida formiilii belirtilen

Hayem eriyigi kullanilmistir.

Hayem eriyigi:
Sodyum siilfat 50¢g
Sodyum kloriir 1.0g
Civa kloriir 05¢g
Bidistile su 200,0 ml

Natif karisim spermalardan alinan numunelerin sulandirilmasi icin 5 ml Hayem
sollisyonu iceren tiiplerden 0,01 ml soliisyon otomatik pipet yardim ile atilmis ve
icerisine 0,01 ml sperma numunesi konulmustur. Boylelikle natif karisim sperma

ornekleri 1/500 oraninda sulandirilmustir.

Thoma laminda saymmlarin gergeklestirilmesinden sonra yogunluk hesaplamasi

asagida verilen formiile gore yapilmistir.
Sayilan Hiicre Sayis1 (n) X 1000

Yog.(10°/ml)=

Sayilan Biiyiik Sulandirma
Biiyilk Kare X Kare Hacmi X Oram
(10) (17250p) (1/500)



Resim 2.7. Ankara Tekesi spermasinda yogunluk tayini. Lameli kapatilmis
Thoma lami (a), Thoma lamimin bir kamarasinin mikroskop altindaki
goriinimil (kiiciik biiylitmede) (b), bir biiyilkk karenin goriiniimii (orta
biiyiitme) (¢) ve bir biiyiik kare icindeki spermatozoonlar (d).

2.8.6. HipoOsmotik Swelling (HOS) Test Analizi

Calisma i¢inde bulunan gruplara ait spermalardan ¢6ziim sonrast 0,100 ml alinarak,
benmarideki (37°C) deney tiipii iginde bulunan 0,900 ml 100 mM’lik fruktoz
soliisyonu icene katilarak karistirilmis ve 5 dakika bekletildikten sonra, lam {izerine
bir damla alinarak siirme preparat hazirlanmig ve 1sitma tablasi iizerinde fikse

edilmistir (Leboeuf ve ark., 2005).



Hazirlanan siirme preparatlar mikroskop altinda (x400) incelenerek en az 400 hiicre
sayillmis ve kuyruktaki kivrilmalar dikkate alinarak HOS teste yanit veren

spermatozoonlar % olarak belirtilmistir.

Resim 2.8. Ankara Tekesi spermasinda Hipoosmotik siviya degisik
sekillerde yanit vermis spermatozoonlar (a,b,c) ve hipoosmotik siviya
yanit vermemis spermatozoon (d).



2.9, istatistik Analiz

Degiskenler ortalama ve standart sapma degerleri kullanilarak karsilagtirilmigtir.

Gruplar arasinda farklilik olup olmadigimi anlamak icin iki yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulanmistir. Analiz sonucunda farklilik bulundugunda, farkliligi
yaratan gruplart belirlemek amaciyla DUNCAN ikili karsilagtirma testi yapilmstir.
Ayrica iki yikamanin alt gruplari arasindaki farklilifin ortaya konmasi i¢in de

Mann- whitney U test uygulanmistir.



3.BULGULAR

3.1. Taze Spermanin Spermatolojik Parametreleri

Yaslar1 24 ay ve lizeri 4 Ankara Tiftik Tekesinden suni vajen ile alinan spermalar,
dereceli bir tiipte birlestirilerek karigim hale getirildikten sonra, taze spermanin
spermatolojik dzellikleri degerlendirilmistir. Karisim spermanin miktari en fazla 5 ml
en diisiikk 3 ml ve ortalama 3,95%0,52 ml olarak kaydedilmistir. Motilite oran ise en
yiikksek % 85 en diisilk %65 ve ortalamada ise %76 * 5,67 olarak tespit edilmistir.
Karisim taze spermanin yogunlugu en yiiksek 4,2 x 10%/ml , en diisiik 2,2 x 10°/ml ve
ortalama 3,03 £ 0,61 x 10°/ml olarak belirlenmistir. Anormal spermatozoa orani en
yikksek %16,5, en diisik %6 ve ortalama % 9,875 * 3,89 olarak belirlenmistir.
Akrozoma bagli anormlalliklerin orani ortalama %0,9 * 0,84 olarak kaydedilmistir.
Olii spermatozoa orani en yiiksek % 21,25 en diisiik % 9,75 ve ortalamada % 13,1
4,13 olarak bulunmustur. HOS teste yamit en yiikksek % 76,25 en diisiik 68,25
ortalama %70,875 = 3,05 olarak belirlenmistir. Taze spermadan elde edilen

spermatolojik parametreler Cizelge 3.1.’de sunulmustur.

Cizelge3.1.Ankara Tekesi karigim ejakulatlarinda spermatolojik parametreler.

KARISIM Karigim |[MOTILITE [OLU ANORMAL [HOS test [YOGUNLUK | Akrozoma
SPERMA sperma (%) (%) (%) (%) (10%ml) Bagli
miktari (ml) Anormal
(%)
DENEME1 4 75 13,5 15 68,25 2,2 1
DENEME2 4 80 12,25 5,5 72,75 2,89 0
DENEME3 4 80 9,75 6 70 3,31 0,75
DENEME4 3,5 85 5,25 6,25 76,25 2,6 1,25
DENEMES 3,5 75 14,5 10,75 71,75 4,2 0
DENEME6 4 70 16 16,5 65| 2,9 2
DENEME?7 5 75 11,5 6,5 72,5 3,6 0,75
DENEMES 4 75 13,75 9,75 69 3,5 0,75
DENEME9 3 65 21,25 12,5 70,75 2,7 2,5
DENEME10 4,5 80 13,25 10 72,5 2,4 0
ORTALAMA 3,95 76 13,1 9,875 70,875 3,03 0,9
STDSAPMA | 0,522015 5,676462] 4,130174 3,894886 3,057891| 0,6154673 0,843274




3.2. Cahisma Gruplarimin Coziim Sonu Spermatolojik Parametreleri

Ankara Tekelerinden alman spermalar birlestirilerek karisim ejakulat haline
getirildikten sonra, bir kismu Talp soliisyonuyla, bir kismu ise Ringer soliisyonuyla
1:10 oraninda sulandirilmig ve santrifiij (yikama) islemi gerceklestirilmistir . Yikama
islemiyle seminal plazmasindan ayrilan teke spermasi boga seminal plazmasi, kog
seminal plazmasi veya seminal plazma icermeyen Tris Yumurta Sarist Gliserol
sulandiricistyla sulandirilmig ve alisim islemini takiben dondurulmustur. Ankara
tekesine ait payetler sivi azot tankinda saklanmistir. Giinii geldiginde, deney
gruplarina ait dondurulmus teke spermasi 40°C’lik su banyosunda 20 saniyede
coziildikten sonra bahsi gecen spermatolojik  parametreler  yOniinden

degerlendirilmistir.

3.2.1. Motilite

Belirtilen sicaklik ve siirede su banyosunda ¢oziilen; Talp ile yikama islemi gérmiis
ve boga seminal plazmasi iceren sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan
sonra dondurulmus teke spermasinin (Grup 1/TB), Talp ile yikama islemi gormiis ve
kog¢ seminal plazmasi igeren sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan sonra
dondurulmus teke spermasinin (Grup 2/TK), Talp ile yikama islemi gdrmiis seminal
plazma icermeyen sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan sonra
dondurulmus teke spermasinin (Grup 3/T), Ringer ile yikama islemi gbrmiis ve boga
seminal plazmasi iceren sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan sonra
dondurulmus teke spermasinin (Grup 4/RB), Ringer ile yikama iglemi gormiis ve
kog¢ seminal plazmasi iceren sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan sonra
dondurulmus teke spermasinin (Grup 5/RK), Ringer ile yikama islemi gormiis ve
seminal plazma icermeyen sulandiriciyla belirtilen dozlarda sulandirildiktan sonra

dondurulmus teke spermasinin (Grup 6/R) ve kontrol olarak, herhangi bir yikama



islemi gormeksizin dogrudan seminal plazma icermeyen sulandiriciyla belirtilen
dozlarda sulandirildiktan sonra dondurulmus teke spermasinin (Grup 7/C), ¢6ziim
sonu 1sitma tablali mikroskop ile bakisindan elde edilen motilite sonuclarinin
ortalama degerleri sirasiyla %37+2,134, %49,5+3,023, %34,5+2,522, %35,5+3,023,
%33,5+4,372, %22,5+3,354 ve %25,5%2,930 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Coziim sonu ¢alisma gruplarina ait motilite oranlari.

MOTILITE | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7(C)
(%) (TB) | (TK) | (T) (RB) |(RK) |(R) Kontrol
Denemel 30 35 40 40 60 10 30
Deneme?2 40 45 35 20 35 20 30
Deneme3 40 55 35 45 25 10 15
Deneme4 35 40 50 40 15 45 30
Deneme5 30 50 25 35 15 20 30
Deneme6 45 55 35 45 40 30 25
Deneme?7 35 50 25 30 20 20 40
Deneme8 50 60 40 45 50 25 30
Deneme9 30 40 25 35 30 15 10
DenemelO | 35 65 35 20 45 30 15

X 37 49,5 34,5 35,5 33,5 22,5 25,5
Sx 2,134 3,023 2,522 3,023 4,372 3,354 2,930

Talp ile yikama islemi gerceklestirilmis teke spermasinin alt gruplarina bakildiginda
Grup 1(TB) ile Grup 3 (T) arasindaki farkin énemli olmadig (P>0,05); Grup 2 (TK)
ile kontrol (Grup 7/C) ve diger gruplar (Grup 1/TB ve Grup 3/T) arasindaki farkin
onemli oldugu belirlenmistir. Ayrica Grup 1 (TB) ve Grup 3 (T) ile kontrol

grubunun degerleri arasinda 6nemli fark oldugu da saptanmistir(P<0,05).

Cizelge 3.3. Talp yikama alt gruplarimin ¢6ziim sonu motiliteleri ve farklarin
onemliligi.

N Alt Sinir | Ust Sinir | Motilite (%)
Grupl (TB) 10 30 50 37°42,134
Grup2(TK) 10 35 65 49,543,023
Grup3(T) 10 25 50 34,5°+2,522
Grup7(C) 10 10 40 25,5"+2,930
a, b, ¢ : Farkll harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin onemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Ringer ile yikanma islemi uygulanmis teke spermasinin alt gruplarina bakildiginda

ise Grup 4 (RB) ile Grup 5 (RK) arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlenmistir.




Grup 4 (RB), Grup 5(RK) ve Grup 6 (R)’'min kontrol grubu olan Grup 7(C) ile
arasindaki farkin onemlilik gostermedigi saptanmistir(P>0,05). Grup 4 (RB) ve Grup

5 (RK)Yin Grup 6 (R) ile aralarindaki farkin 6nemli oldugu ortaya konmustur
(P<0,05).

Cizelge 3.4. Ringer yikama alt gruplarmin ¢oziim sonu motiliteleri ve farklarin
onemliligi.

N Alt Sinir | Ust Sinir | Motilite (%)
Grupl (RB) 10 20 45 35,5°+3,023
Grup2(RK) 10 15 60 33,5 +4,372
Grup3(R) 10 10 45 22,5%43,354
Grup7(C) 10 10 40 25,5 42,930
a, b, ¢ : Farkhi harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin nemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Iki farkli yikamanin gruplari bir biriyle karsilastirildiginda, TB ile RB arasindaki fark
onemli bulunmazken (P>0,05); TK ile RK ve T ile R gruplan arasindaki fark 6nemli
bulunmustur (P<0,05).

Cizelge3.5. Talp ve Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu motilite oranlar
farkinin 6nemliligi.

N | Motilite(%) | Kesin 6nem | P
Grup1(TB) | 10 | 37

Grup4(RB) | 10 | 35,5 1,000 >0,05
Grup2(TK) | 10 | 49,5
Grup5(RK) | 10 | 33,5 0,010 <0,05

Grup3(T) 10 | 34,5
Grup6(R) 10 | 22,5 0,009 <0,05




3.2.2. Olii Spermatozoa Oram

Gruplardaki 6lii spermatozoa oranlarina bakildiginda, Grup 1 (TB), Grup 2(TK),
Grup 3(T), Grup 4(RB), Grup 5(RK), Grup 6(R) ve Grup 7(Kontrol/C) icin sirasiyla
% 52,612,771, %36,9+1,84, %54,65+3,82, %53,8713,23, %55%5,21, %66,32+4,14,
%61,1514,40 olarak saptanmustir.

Cizelge 3.6. Coziim sonu 6lii spermatozoa oranlari.

OLU Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | GrupS | Grup6 | Grup7(C)
(%) (TB) (TK) (T) (RB) (RK) (R) Kontrol
Denemel | 45,5 39,25 40 38,75 25 55 42,25
Deneme2 | 39,5 31,75 38,25 50 38,5 47,75 45
Deneme3 | 57,25 42 63,5 51,5 69,75 82,5 76
Deneme4 | 55,25 38,5 42,75 45,25 67,75 47,5 52,5
Deneme5 | 61,5 36 72,75 58,75 83,25 81,5 55,25
Deneme6 | 53,25 42,75 56,75 49,25 50 65,5 72,25
Deneme7 | 56,5 34 70 65,75 70,5 72,25 47,5
Deneme8 | 39,75 35,25 49 48,75 42,25 69,5 69,5
Deneme9 | 65 44,5 58,5 57 61,25 79,25 76,75
Denemel0 | 52,5 25 55 73,75 41,75 62,5 74,5

X 52,6 36,9 54,65 53,875 |55 66,325 | 61,15
Sx 2,717 | 1,844 |3,826 | 3,233 5216 | 4,146 4,408

Talp yikama gruplar kendi i¢inde ve kontrol ile karsilastirildiginda; Grup 1 (TB) oli
orani ile Grup 2 (TK) ve Kontrol grubunun 6lii spermatozoa oranlar1 arasindaki fark
onemli bulunurken (P< 0,05), Grup 3 (T) ile arasindaki fark Onemsiz
bulunmustur(P>0,05). Bu spermatolojik parametre acisindan Grup 2 (TK) ile diger
gruplar arasindaki fark 6nemli iken (P<0,05); Grup 3 (T) ile kontrol arasindaki farkin
onemsiz oldugu ortaya konmustur(P>0,05).

Cizelge 3.7. Talp yikama alt gruplarinin ¢dziim sonu 6lii spermatozoa oranlar1 ve
farklarin 6nemliligi.

N Alt Sinir | Ust Siir | Olii (%)
Grupl (TB) 10 39,5 65 52,642,717
Grup2 (TK) 10 25 44.5 36,9°+1,844
Grup3 (T) 10 38,25 72,75 54,65°°+3,826
Grup7(C) 10 4225 76,75 61,15°¢4,408
a, b, ¢ : Farkl harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli

oldugunu belirtir (P<0,05).




Ringer yikama alt gruplarma bakildiginda Grup 4(RB), Grup 5(RK), Grup 6(R) ve
Grup 7 (Kontrol) arasindaki farklarin istatistiki Onem  gostermedigi
belirlenmistir(P>0,05).

Cizelge 3.8. Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu 6lii spermatozoa oranlari
farkinin 6nemliligi

N Alt Sinir | Ust Sinir | Olii (%)
Grupl (RB) 10 38,75 73,75 53,875"43,233
Grup2(RK) 10 25 83,25 55%45.216
Grup3(R) 10 47,75 82,5 66,325 14,14
Grup7(C) 10 42,25 76,75 61,15" 44,408
a, b, ¢ : Farkll harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin onemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Olii spermatozoa orani bakimindan Talp ve Ringer yikama gruplarm
karsilastirdigimizda; TB ve RB ile T ve R arasindaki farkin Onemsiz oldugu
kaydedilirken (P>0,05), TK ve RK arasindaki farkin 6nemli oldugu kayda
gecilmistir(P<0,05).

Cizelge 3.9. Talp ve Ringer yikama alt gruplarnin ¢6ziim sonu 0lii spermatozoa
oranlar1 farkinin 6nemliligi.

N | Oli(%) | Kesin 6nem | P
Grupl(TB) | 10 | 52,6

Grup4(RB) | 10 | 53,875 | 0,971 >0,05
Grup2(TK) | 10 | 36,9
Grup5(RK) | 10 | 55 0,010 <0,05

Grup3(T) 10 | 54,65
Grup6(R) | 10 | 66,325 0,089 >0,05




3.2.3. Anormal Spermatozoa Oram

Ortalama anormal spermatozoa oranlar1 Grupl (TB), Grup 2(TK), Grup 3(T), Grup 4
(RB), Grup 5 (RK), Grup 6 (R), Grup 7 (Kontrol/C) i¢in sirasiyla %47,1214,01,
%32,314,20, %355,82%3,69, %352,8212,94, %48,614,80, %67,85%4,80,
%65,35%3,779 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.10. Coziim sonu anormal spermatozoa oranlart.

ANORMAL | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5S | Grup6 | Grup7(C)
(%) (TB) (TK) (T) (RB) (RK) R) Kontrol
Denemel 71,75 51 42,75 59 29,5 72,5 53,75
Deneme?2 47,5 45 59,5 53,25 49,25 71,25 74,25
Deneme3 44,75 | 29 63,75 54 65,5 91 68,25
Deneme4 44,25 27,25 46 54,5 53,25 42,5 53,25
Deneme5 49 36,75 70 47,25 75,5 75 66,5
Deneme6 36,75 30,25 61 59,75 48,5 72 69
Deneme7 30 9,75 39,5 31,75 21,5 49,5 44.5
Deneme8 39 31,5 50,25 46,25 47 59,25 65,75
Deneme9 65,5 47,25 74,25 65 62,25 85,75 85,75
DenemelO | 42,75 15,25 51,25 57,5 33,75 59,75 72,5

X 47,125 | 32,3 55,825 | 52,825 | 486 67,85 65,35
Sx 4,010 4,209 3,696 2,942 4,805 4,803 3,466

Coziim sonrast Talp ile yilkama uygulanmis spermanin alt gruplarina bakildiginda
anormal spermatozoa orani1 bakimindan TB ile T arasindaki farkin 6nemli olmadigi
(P>0,05) ancak TK ve kontrol ile farkin 6nemli oldugu kaydedilmistir (P<0,05). TK
ile TB, T ve kontrol (C) arasindaki fark anormal spermatozoa orani acisindan Snemli
bulunmustur (P<0,05). Anormal spermatozoa orani agisindan T ile TB ve Kontrol
grubu arasindaki fark énemlilik géstermemistir (P>0,05).

Cizelge 3.11. Talp yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu anormal spermatozoa oranlari
ve farklarin 6nemliligi.

N Alt Sinir | Ust Sinir | Anormal (%)
Grupl (TB) 10 30 71,75 47,125°+4,010
Grup2(TK) 10 9,75 47,25 32,3"+4,209
Grup3(T) 10 39,5 74,25 55,825+3,696
Grup7(C) 10 44,5 85,75 65,3543,779
a, b, ¢ : Farkll harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin onemli

oldugunu belirtir (P<0,05).




Ringer ile yikama uygulanmis teke spermasi géz oniine alindiginda, RB ile RK
arasindaki fark istatistiki a¢idan onemli degilken (P>0,05); RB ile R ve Konrol
grubunun arasindaki fark ©6nemli bulunmustur(P<0,05). RK ile R ve Kontrol
arasindaki fark onemlilik gostermektedir(P<0,05). R ve Kontrol grubu arasindaki
fark 6nemli degildir(P>0,05).

Cizelge 3.12. Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu

oranlar1 ve farklarin 6nemliligi.

anormal Spermatozoa

N Alt Smir | Ust Sinir | Anormal (%)
Grupl (RB) 10 31,75 65 52,825%42,942
Grup2(RK) 10 21,5 75,5 48,6 £4,805
Grup3(R) 10 42,5 91 67,85 "+4,803
Grup7(C) 10 44,5 85,75 65,35 °+3,779
a, b, c Farkli harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Talp ve Ringer yitkamanin alt gruplart karsilastirildiginda, TB ile RB ve T ile R

arasindaki fark onemli bulunmamistir(P>0,05).

onemlidir(P<0,05).

TK ve RK arasindaki fark

Cizelge 3.13. Talp ve Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu anormal
spermatozoa oranlari farkinin énemliligi.

N | Anormal(%) | Kesin énem | P
Grupl(TB) | 10 | 47,125
Grup4(RB) | 10 | 52,825 0,165 >0,05
Grup2(TK) | 10 | 32,3
Grup5(RK) | 10 | 48,6 0,024 <0,05
Grup3(T) 10 | 55,825
Grup6(R) | 10| 67,85 0,105 >0,05




3.2.4. HipoOsmotik Sweling(Sisme) (HOS) Test Oram

Iki farkli yitkama isleminden gecirilerek boga ve koca ait seminal plazma iceren ve
icermeyen sulandiricilarla belirtilen dozlarda sulandirilarak dondurulan Ankara
Tekesi spermasinin ve kontol grubunun, ¢6ziim sonu 100 mOsm’lik fruktoz
solisyonuna verdigi yanit; Grup 1 (TB), Grup 2 (TK), Grup 3 (T), Grup 4 (RB),
Grup 5 (RK), Grup 6 (R), Grup 7 (Kontrol/C) igin sirasiyla %42,23+2,71,
%49,35%3,59,  %38,5313,43,  %40,88%+2,34,  %36,83%£3,57,  %25,43%3,89,
%30,6813,46 olmustur.

Cizelge 3.14. Coziim sonu Hipoosmotik Swelling (HOS) Test oranlari.

HOST Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7(C)
(%) (TB) (TK) (T) (RB) (RK) (R) Kontrol
Denemel | 30 21,25 34,25 43,75 48,75 14,5 41,5
Deneme2 | 45,25 60 50,75 32,5 52 12,5 52,25
Deneme3 | 45 52,5 28 28,75 23,75 14,25 30
Deneme4 | 30,5 45,25 54,5 51,25 20,75 52 23
Deneme5S | 34,75 50,75 21,75 48 20 17,25 16,5
Deneme6 | 48,25 50 29,5 41 48,75 22,5 22
Deneme7 | 52,5 57,5 46,75 48 36 33,25 40,5
Deneme8 | 51,25 54,75 38 43,5 46,75 30,75 28
Deneme9 | 36 4275 34,25 37,5 29,5 23 23
Denemel0O | 48,75 58,75 47,5 34,5 42 34,25 30

X 42,23 49,35 38,53 40,88 36,83 25,43 30,68
Sx 2,717 3,59 3,437 2,342 3,576 3,896 3,466

Talp yikama icindeki gruplar kendi i¢inde, HOS teste verdikleri yanitin dnemliligi
bakimindan, karsilastinnldiginda TB ile T arasindaki farkin Onemsiz oldugu
belirlenirken (P>0,05); TB grubunun TK ve C grubuyla arasindaki fark onemli
bulunmustur (P<0,05). TK grubunun diger Talp yikama grubu ve kontrolle
arasindaki fark oOnemli bulunmustur(P<0,05). T grubunun kontrol grubuyla

arasindaki fark istatistik acidan 6nemli bulunmamistir(P>0,05).




Cizelge 3.15. Talp yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu HOS Test oranlar1 ve
farklarin 6nemliligi.

N Alt Sinir | Ust Sinir | HOST (%)
Grupl (TB) 10 30 52,5 42,23°+2.717
Grup2(TK) 10 21,25 58,75 49,354+3,59
Grup3(T) 10 28 54,5 38,5343 437
Grup7(C) 10 23 52,25 30,683,466
a, b, ¢ : Farkli harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Ringer yikamanin dondurma alt gruplarina bakildiginda, RB grunun RK ve C
gruplariyla arasinda olan fark onemsiz bulunurken (P>0,05); R grubuyla olan fark
onemli bulunmustur (P<0,05). Bu parametre bakimindan, RK grubu ile C grubu
arasinda 6nemli fark olusmazken (P>0,05); RK ile R arasinda énemli fark olustugu

gozlemlenmistir (P<0,05). R ile C arasindaki fark 6nemli bulunmamistir (P>0,05).

Cizelge 3.16. Ringer yikama alt gruplarinin ¢oziim sonu HOS Test oranlan ve
farklarin 6nemliligi.

N Alt Stnir | Ust Siir | HOST (%)
Grupl (RB) 10 28,75  |51,25 40,88 °+2,342
Grup2(RK) 10 20 48,75 36,83 "+3,576
Grup3(R) 10 12,5 34,25 25,43°43,896
Grup7(C) 10 23 52,25 30,68 **+3,466
a, b, ¢ : Farkll harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin onemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Iki yikama grubunun dondurma alt gruplar karsilastirildiginda, TB ile RB arasinda
istatistiki a¢idan Onemli fark gozlemlenmezken (P>0,05); TK ile RK arasinda
istatistiki fark olusmustur (P<0,05). T ile R grubu arasindaki fark istatistiki olarak

onem arz etmektedir (P<0,05).



Cizelge 3.17. Talp ve Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu HOS Test oranlari
farkinin 6nemliligi.

N | HOST(%) | Kesin 6nem | P
Grup1(TB) | 10 | 42,23
Grup4(RB) | 10 | 40,88 0,481 >0,05
Grup2(TK) | 10 | 49,35
Grup5(RK) | 10 | 36,83 0,010 <0,05
Grup3(T) 10 | 38,53
Grup6(R) 10 | 25,43 0,029 <0,05

Sekil 3.1. Aragtirma gruplarinda spermatolojik parametrelerin genel goriiniimii
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3.2.5. Akrozoma Bagli Anormal Spermatozoa Oram

Akrozoma baglh anormal spermatozoa oranmina bakildiginda; Grup 1(TB), Grup
2(TK), Grup 3(T), Grup 4(RB), Grup 5(RK), Grup 6(R), Grup 7(Kontrol/C) i¢in
strastyla: %27,6012,34, %15,40%2,33, %36,2513,77, %29,20+2,40, %29,95+£5,23,
%48,9215,54, %41,62+4,75 olarak gozlemlenmistir.

Cizelge 3.18. Coziim sonu Akrozoma Bagli Anormal Spermatozoa oranlari.

Akrozomu | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | GrupS | Grup6 | Grup7(C)
Anormal (TB) (TK) (T) (RB) (RK) (R) Kontrol
(%)

Denemel | 35,5 25,75 22,5 30,25 12,5 63,5 23,5
Deneme2 | 23,75 21,5 36 25 22,5 42,5 18,75
Deneme3 | 22,5 10,75 45 31,5 51,75 73,75 55
Deneme4 | 29 13,5 27 31,75 29,5 25 41,25
Deneme5 | 43,75 14,75 65 43,75 71,5 75 58,25
Deneme6 | 21,75 18,25 39,25 22,75 21,5 42,75 58
Deneme7 | 20 4,25 28,25 16 13,25 28,5 22,5
Deneme8 | 21,75 12 33,25 25 28,75 50 46,75
Deneme9 | 29,5 26 33,75 30 28,25 52,5 49,75
Denemel0 | 28,5 7,25 32,5 36 20 35,75 42,5

X 27,6 15,4 36,25 29,2 29,95 48,925 | 41,625
Sx 2,349 2,339 3,771 2,409 5,235 5,542 4,754

Talp yikama icindeki dondurma gruplarina bakildiginda akrozoma bagli anormal
spermatozoa oranlart bakimindan TB grubuyla TK ve C grubu arasinda olusan farkin
onemli oldugu(P<0,05), T grubuyla arasindaki farkin ise istatistiki a¢idan Onem
gostermedigi belirlenmistir(P>0,05). Bu spermatolojik parametre bakimindan TK
grubunun diger talp yikama alt gruplariyla olusturdugu fark istatistiki acidan
onemlilik arz etmektedir (P<0,05). T ile kontrol grubu arasindaki fark onemli

degildir(P>0,05).




Cizelge 3.19. Talp yikama alt gruplarinin ¢oziim sonu Akrozoma Bagli Anormal
Spermatozoa oranlar1 ve farklarin 6nemliligi.

N Alt Stir | Ust Str | Akrozoma
Bagh
Anormal(%)
Grupl (TB) 10 20 43,75 27,600°+2,349
Grup2(TK) 10 4,25 25,75 15,4°+2,339
Grup3(T) 10 22,5 45 36,25"43,771
Grup7(C) 10 18,75 58,25 41,625°44,754
a, b, ¢ : Farkll harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin onemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Ringer yikama i¢inde bulunan dondurma gruplarina bakildiginda ise RB, RK ve C
gruplar arasindaki fark onemlilik gostermemektedir(P>0,05). RB ile R ve RK ile R
arasindaki fark O©nemlidir(P<0,05). R ile C arasindaki fark ise ©nemli

degildir(P>0,05).

Cizelge 3.20. Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu Akrozoma Bagli Anormal
Spermatozoa oranlar ve farklarin 6nemliligi.

N Alt Stnir | Ust Siir | Akrozoma
Bagh
Anormal(%)
Grupl (RB) 10 16 43,75 29,242,409
Grup2(RK) 10 12,5 71,5 29,95%+5,235
Grup3(R) 10 25 73,75 48,925+5,542
Grup7(C) 10 18,75 58,25 41,625%+4,754
a, b, ¢ : Farkli harfler grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli

oldugunu belirtir (P<0,05).

Iki yikama grubunun alt gruplari arasindaki farkin istatistik Onemliligi
degerlendirildiginde, TB ile RB arasindaki fark 6nemli goriillmezken(P>0,05); TK ile
RK ve T ile R arasindaki fark énemli bulunmustur(P<0,05).



Cizelge 3.21. Talp ve Ringer yikama alt gruplarinin ¢6ziim sonu anormal akrozom
oranlar1 farkinin 6nemliligi.

N | Akr. Bag. Ano. (%) | Kesin 6nem | P
Grupl(TB) | 10 | 27,6

Grup4(RB) | 10| 29,2 0,280 >0,05
Grup2(TK) | 10| 15,4
Grup5(RK) | 10 | 29,95 0,010 <0,05

Grup3(T) | 10 | 36,25
Grup6(R) | 10 | 48,925 0,089 >0,05




4.TARTISMA

Ankara Tekesi spermasinin seminal plazmasindan ayrildiktan sonra boga veya kog
seminal plazmasi katilmig yumurta sarist igeren sulandiricilarla dondurulmasina
iliskin 6zgiin caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu c¢alismadan elde edilen
istatistik veriler yitkama sonrasi dondurulan Ankara Tekesi ve diger irklarla ilgili

yapilmig caligmalarla karsilastirilmistir.

Bu calismada 4 Ankara Tekesinin 10’ar ejakulatinda saptanan motil spermatozoa
orani en yiiksek % 85 , en diisiik % 65 ve ortalama % 76 + 5,67 olarak bulunmustur.
Bu deger Ankara tekelerinde Daskinin (1991) % 81, Tekin ve arkadaslarinin (1996)
% 81, Dagkin ve Tekin’in (1996) % 83,28, Seving ve arkadaslarinin (1985) % 83,49
ve %86,82 olarak belirledigi motilite oranlarindan diisiik; Diindar ve arkadaslarinin
(1983) %77,26 ve %77,67 olarak belirledigi motilite oranlarina yakin ve Muyan’ 1n
(1987) % 68,5 olarak belirledigi motilite oranindan yiiksektir.

Natif spermanin 6lii spermatozoa yiizdesi en yiiksek %21,25 , en diisik % 5,25
ortalama % 13,1 £ 4,13 olarak tespit edilmistir. Bu oran Muyan’in (1987) %25,78
olarak tespit ettigi orandan diisiik; Daskin’ 1n (1991) % 11,6 olarak saptadigi orandan

ise kismen yiiksektir.

Anormal spermatozoa orani ise en yiiksek %10,75 en diisiik 5,25 ve ortalama da ise
% 9,875 £ 3,89 olarak belirlenmistir. Bu oran Dagkin’in (1991) %3,63; Muyan’in
(1987) %5,34; Tekin ve arkadaslarinin (1996) %3,63; Daskin ve Tekin’in (1996)
9%4,17; Seving ve arkadaslarinin (1985) %2,06; Diindar ve arkadaslarinin (1983)
%4,86 olarak tespit ettikleri oranlardan yiiksek oldugu belirlenmistir. Akrozoma
bagli anormal spermatozoa orani ise en yiiksek % 2,5 en diisiik %0 ve ortalamada ise
% 0,9 £ 0,8 olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligmada natif spermada belirlenen Anormal
akrozom oram1 Muyan’m (1987) 0,09 ve 0,27 arasinda belirledigi ortalama

oranlardan daha yiiksektir.



Hipoosmotik sisme testine yanit yiizdesi en yiiksek %76,25 en diisik % 65 ve
ortalama olarak % 70,875 + 3,05 olarak saptanmistir. Ankara tekesiyle ilgili bagka

bir caligmaya rastlanmadigindan karsilastirilamamustir.

Karigim natif spermanin yogunlugu en yiiksek 4,2 milyar/ml, en diisiik 2,2 milyar/ml
ortalamada ise 3,03 = 0,61 milyar/ml olarak bulunmustur. Bu yogunluk degeri
Dagkin” in  (1991) ve Tekin ve arkadaglarinin (1996) 2,892 milyar/ml; Ritar ve
arkadaslarimin (1992) 2,43 milyar/ml; Daskin ve Tekin’in (1996) 2,386 milyar/ml
olarak tayin ettigi degerden yiiksek; Muyan’in (1987) 3,692 milyar/ml; Diindar ve
arkadaslarinin (1983) 3,31 milyar/ml olarak tayin ettigi degerden diisiik; Seving ve
arkadaslarimin 3,11 milyar/ml olarak tayin ettikleri degere yakin ancak diisiiktiir.
Mendoza ve arkadaslarinin (1989) Nisan ayinda elde ettikleri degerden (3,33
milyar/ml) diisik Temmuz (2,94 milyar/ml) ayinda elde ettikleri degere ise yakin

oldugu goriilmektedir.

Dort Ankara tekesinden alinarak birlestirilen spermanin toplam miktar1 en yiiksek 5
ml en diisiik 3 ml olarak belirlenmistir. Ortalama karisim sperma miktar1 3,95 + 0,52
ml olmustur. Teke basina diisen ortalama sperma miktar1 ise yaklasik 0,9875 + 0,13
ml olmustur. Bu calismada elde edilen sperma miktarinin Dagkin’in (1991) 0,9 ml;
Tekin ve arkadaslarimin (1996) 0,9 ml; Ritar ve arkadaslarimin (1992) 0,7 ml;
Mendoza ve arkadaglarinin (1989) 0,8 ml (Nisan ayinda); Diindar ve arkaslarinin
(1983) 0,94 ml olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarlarindan yiiksek, Seving
ve arkadaslarinin (1985) 1,07 ml; Muyan’in(1) 1,131 ml; Daskin ve Tekin’in (1996)
1,44 ml olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarlarindan diisiik oldugu
goriilmektedir. Elde edilen sperma miktar1 Mendoza ve arkadaslarmin (1989)

Temmuz ayinda elde ettikleri 0,98 ml degerine ise yakindir.

Bu arastirmada elde edilen natif spermanin spermatolojik degerlerine iliskin bulgular
ile diger arastirmacilarin bildirdigi veriler arasinda goriilen farklar, arastirmada
kullanilan tekelerin genotiplerine, yaslarina, sayilarina, sperma alma araligi, ve
zamanina bagli olabilecegi gibi bakim-besleme ve cevre kosullarinin

farkliliklarindan da kaynaklanmis olabilir.



Diger taraftan sperma alma ve degerlendirmede kullanilan yontemlerin farkliligi da

elde edilen verilerin farkli olmasinda etkili olmus olabilir.

Arastirmada, 4 Ankara Tekesinden pes pese alinan 4 ejakulat birlestirilerek karigim
sperma elde edilmistir. Karigim sperma gerec ve yontemde de belirtildigi gibi Talp
veya Ringer soliisyonlar1 kullanilarak yikama isleminden geg¢irilerek seminal
plazmasindan ayrilmistir. iki farkli soliisyon kullamlarak seminal plazmasindan
ayrilmis Ankara Tekesi spermast kog, boga seminal plazmasi iceren veya seminal
plazma icermeyen Tris Yumurta Saris1 Gliserol sulandiricisiyla her payette 50
milyon spermatozoon olacak sekilde sulandirilmis ve equilibrasyon (alisim)
isleminden sonra belirtilen sekilde dondurulmug ve sivi azot icinde saklanmustir.
Boylelikle 6 farkli calisma grubu olusturulmustur. Her hangi bir yikama isleminden
gecmemis yani seminal plazmasi ayrilmadan; boga veya ko¢ seminal plazmasi
icermeyen Tris Yumurta Sarist1 Gliserol soliisyonuyla her payette 50 milyon
spermtatozoon olacak sekilde sulandirilip equilibrasyon isleminden gegirildikten
sonra dondurulmus Ankara Tekesi spermasi kontrol grubu olarak kabul edilmistir.
Boylelikle kontrol grubunun da dahil edilmesiyle calismada 7 deneme grubu

olusmustur.

Coziim sonu spermatolojik parametrelerin degerlendirilmesi amaciyla 7 calisma
grubuna ait payetler 40°C’lik su banyosunda 20 saniyede ¢oziilerek, her gruba ait
Motilite(%), Olii spermatozoa (%), Anormal spermatozoa (%), HOS test (%) ve

Akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlar1 (%) tayin edilmistir.

Coziim sonu, 10 denemeden elde edilen ortalama motil spermatozoa oranlart 1. Grup
(TB), 2. Grup (TK), 3. Grup (T), 4. Grup (RB), 5. Grup (RK), 6. Grup (R) ve 7. Grup
(C- Kontrol) igin sirastyla %37, %49,5, %34,5, % 35,5, %33,5, %22,5 ve %25,5
olarak belirlenmistir. Bu veriler Dagkin ve Tekinin (1996) Ankara Tekesi spermasini
seminal plazmasindan ayirmaksizin Tris Yumurta sarist1 Gliserol soliisyonuyla
sulandirarak dondurduklan c¢alismadan elde ettikleri %47,4°liikk motilite orani ile

karsilastirildiginda; 2. Grup (TK- Talp soliisyonuyla yikanarak seminal plazmasindan



ayrilmis ve ko¢ seminal plazmasi iceren Tris Yumurta Saris1 Gliserol soliisyonuyla
sulandirilarak dondurulmus Ankara tekesi spermasi) hari¢ tiim diger gruplarin motil
spermatozoa oranlari bu ¢alismada elde edilen yiizdenin altinda kalmaktadir. Bu
calismadaki tiim gruplarda elde edilen motil spermatozoa oranlari, Dagkin ve Tekinin
(1996) yumurta saris1 icermeyen Tris Gliserol soliisyonu kullanarak elde ettikleri
¢Oziim sonu %19,1 motil spermatozoa oranin ise iizerindedir. Dagkinin (1991)
seminal plazmayr ayirmaksizin ¢6ziim sonu % 40,1 olarak belirledigi motil

spermatozoa oranindan ise 2. Grup hari¢ diisiiktiir.

Bu arastirmada elde edilen ortalama motil spermatozoa oranlari, Cabrera ve
arkadaslarimin (2005) Kanarya Tekelerinde yikama islemi uygulandiktan sonra %12
oraninda yumurta saris1 igeren Tris Gliserol soliisyonuyla sulandirilarak
dondurulmus spermada elde edilen %30,1 lik motil spermatozoa oranindan 6. Grup
(R) ve 7. Grup (C) hari¢ yiiksek bulunmustur. 6. ve 7. Grupta elde edilen motil
spermatozoa oranlari yikama islemi yapilmaksizin %12 yumurta sarisi iceren
sulandiriciyla dondurulan Kanarya tekesi spermasinin motil spermatozoa oranina

(%22,1) yakinlik gostermektedir.

Jimenez ve arkadaslarinin (2006) Murciano 1rki tekelerde yaptiklart calismada
yikama isleminden sonra dondurduklart spermada ¢6ziim sonu %30 motil
spermatozoa orani elde etmislerdir. Talp veya Ringer soliisyonuyla yikama islemi
uygulandiktan sonra dondurulan Ankara Tekesi spermasiyla karsilastirildiginda; 3.
Grup (T) ta elde edilen %34,5 motilite Jimenez ve arkadaslarinin oranin iizerinde
olurken, 6. Grup (R) ta elde edilen % 22,5 motilite oran1 Jimenez ve arkadaslarinin

belirledikleri oranin altinda kalmaktadir.

Aboagla ve Terada’nin (2004) dondurmada kullanilan Tris Gliserol sulandiricisina
%20 yumurta sarisinin katiminin etkisi tizerine yapmis olduklarn ¢alismada CASA
(bilgisayar yardimhi sperm analiz) yardimiyla progresiv motilitenin yumurta sarisi
icermeyen grupta %1; %20 yumurta sarist iceren grupta ise %46 oldugunu
belirlemislerdir. Bu motilite oram1 bu ¢alismadaki 2. Grup (TK) hari¢ tiim gruplardan

yiiksektir.



Saanen tekelerinde yapilan bir calismada ise seminal plazma ayrilmaksizin veya
ayrilarak yapilan dondurma islemlerinde ¢o6ziim sonu motilite oranlar1 sirasiyla
%28,33 ve %18,64 olarak saptanmistir. Seminal plazmasi ayrilmamis grubun
motilite degerleri ¢alismadaki 6. ve 7. Gruplar hari¢ tiim gruplarin altinda kalirken;
seminal plazmasi ayrilarak dondurulmus grubun motilite degeri calismada bulunan

tiim gruplarin motilite degerleri altinda kalmistir.

Coziim sonu motil spermatozoa oranlarinda gézlenen farkliliklar, seminal plazmanin
ayrilip ayrilmamasina, dondurma isleminde kullanilan sulandirict ve tekniklerdeki
farkliliklara, ¢oziim siiresi ve sicakligindaki degisimlere, analizi yapan kisi veya
cihaza bagli olarak meydana gelmis olabilir. Ayrica irksal, mevsimsel ve bireysel

farkliliklar da motilite oranlarinda farkliliga neden olmus olabilir.

Bu caligsmada ¢6ziim sonu elde edilen 6lii spermatozoa orani 1. Grup (TB), 2. Grup
(TK), 3. Grup (T), 4. Grup (RB), 5. Grup (RK), 6. Grup (R) ve 7. Grup (C) igin
sirastyla %52,6, %36,9, %54,65, %53,875, % 55, %66,32 ve %61,15 olarak
belirlenmistir. Bu degerler, 6. Grup hari¢, Jimenez ve arkadaslarimin (2006)
Murciana 1rk1 kegilerde yapmis oldugu calismada tespit ettigi %65,7 ¢6ziim sonu 6lii
spermatozoa oranindan daha diisiiktiir. Kanarya 1rki tekelerde yapilan ¢alismada ise
¢Oziim sonu Olii spermatozoa orami yikanmig spermada % 69,6; yikanmamis
spermada ise %72 olarak bulunmustur (Cabrera ve ark., 2005). Calismada ¢6ziim
sonu elde edilen 6li spermatozoa oranlar1 bu degerlerin altinda kalmaktadir. Choe
ve arkadaslarinin (2006) Kore’nin yerli kegilerinde yaptiklar caligmada, ¢6ziim
sonu Olil spermatozoa yiizdesi seminal plazmasi ayrilmamis (biitiin) spermada % 97
olurken, seminal plazmasi ayrilmis (yikanmis) spermada % 44 olmustur. Seminal
plazmasi ayrilmamis spermanin ¢dziim sonu Olii spermatozoa orani bu calismada
bulunan tiim gruplarin  6lii spermatozoa oranin ¢ok iizerinde yer alirken; yikanmig
spermanin ¢Oziim sonu 6lii spermatozoa degeri, arastirmada yer alan 2. Grup (TK)

hari¢ tiim gruplarin altinda yer almistir.



Calismada ¢oziim sonu gruplarda elde edilen 6lii spermatozoa oranlarnyla diger
arastirmacilarin elde ettigi ¢Oziim sonu Olii spermatozoa oranlar arasindaki
farkliliklar teke irklarinin farkliligindan, sperma sulandiricisinin igeriginden, seminal
plazmanin ayrilip ayrilmamasindan, sulandirma oranindan, dondurma teknigindeki

farkliliklardan ve ¢6ziim sicaklig ile siiresinden kaynaklaniyor olabilir.

Bu ¢alismada ¢6ziim sonu anormal spermatozoa orani 1. Grup (TB), 2. Grup (TK), 3.
Grup (T), 4. Grup (RB), 5. Grup (RK), 6. Grup (R) ve 7. Grup (C) i¢in sirasiyla %
47,12, %31,3, %55,82 , %52,82 , %48.,6, %67,85 ve %65,35 olarak tespit edilmistir.

Arastirmada HOS Test sonucunda kuyrugu kivrilan spermatozoonlarin oranlan 1.
Grup (TB), 2. Grup (TK), 3. Grup (T), 4. Grup (RB), 5. Grup (RK), 6. Grup (R) ve 7.
Grup (C) i¢in sirasiyla %42,23, %49,35, %38,53, %40,88, %36,83, %25,43 ve
%30,68 olarak tespit edilmistir.

Calismada ¢6ziim sonu anormal akrozom oranlar1 1. Grup (TB), 2. Grup (TK), 3.
Grup (T), 4. Grup (RB), 5. Grup (RK), 6. Grup (R) ve 7. Grup (C) icin sirasiyla %
27,6, %15,4, %36,25,%29,2, %29,95, %48,92 ve %41,62 olarak degerlendirilmistir.
Bu calismada elde edilen ¢oziim sonu anormal akrozom oranlari, Dagkinin (1991)
seminal plazmas1 ayrilmadan %20 yumurta sarist iceren Tris sulandiricisiyla
sulandirarak dondurdugu Ankara tekesi spermasinda ¢oziim sonu elde ettigi
%23,36’lik degerin, 2. Grup (TK) harig, iizerinde bulunmustur. Dagkin ve Tekin’in
(1996) Ankara tekesi spermasinin, yumurta sarisi igceren ve icermeyen, Tris-gliserin
sulandiricilartyla dondurulmasi iizerine yaptigi calismada elde ettigi % 24,94 ve
%32,97 anormal akrozoma sahip spermatozoon oramyla karsilastirildiginda;
aragtirmadaki gruplarda elde edilen degerler yumurta sarisinin kullanildigi grubun
degerinin (%24,94), 2. Grup (TK) (%15,4) harig, iizerinde kalmistir. Yumurta sarisi
icermeyen grupla (%32,97) karsilastinldiginda 1.Grup(TB) , 2.Grup(TK),
4.Grup(RB) ve 5.Grup (RK) anormal akrozom oranlari bakimindan bu degerin
altinda; 3. Grup (T), 6. Grup (R) ve 7. Grup (C) bu degerin lizerinde yer almistir.



Bu calismada elde edilen ¢6ziim sonu anormal akrozom oranlar diger irklarda
yapilan calismalarla karsilastirlldigida; Cabrera ve arkadaslarinin (2005) Kanarya
tekelerinde yaptigi calismada yikanmis spermanin %12 yumurta saris1 igeren Tris
sulandiricistyla ¢oziim sonu elde ettigi %62 ve yikanmamis spermayla elde ettigi

9%55,6’ 11k degerlerin altinda kalmistir.

Bu arastirmada elde edilen anormal akrozom oraniyla diger ¢alismalarda elde edilen
akrozom oranlar1 arasindaki farkliliklar tekelerin genotipik ve 1rksal farkliliklarindan,
sperma sulandiricisinin iceriginden, sulandiricida kullanilan yumurta sarisinin
oranindan, seminal plazmanin ayrilip ayrilmamasindan, sulandiricilara seminal
plazma katihp katilmamasindan, dondurma ve ¢oOziim prosediirleriyle
degerlendirmede kullanilan teknikler arasindaki farkliliklardan kaynaklantyor

olabilir.

Bu calismada elde edilen verilere genel olarak bakildiginda bir ¢ok arastirmaciyi
(Leboeuf ve ark., 2000 ;Amoah ve Gelaye, 2004;Holtz, 2005 :Islam ve ark., 2005;
Purdy, 2005) dogrular sekilde; teke spermasinin yumurta sarist igeren
sulandiricilarla  sulandirmadan o6nce yikanmasinin dondurma c¢ozdiirme sonrasi
spermatolojik parametreleri olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir. Teke seminal
plazmasinin ayrilmasinin olumlu etkisi, Pelicer’in (1996) ortaya koydugu gibi
BUSgp60 enziminin ortamdan uzaklastinlmasiyla ilgili olabilir. Boylelikle bu
enzimin yumurta sarist i¢inde bulunan ve spermanin soguktan ve donmadan
korunmasinda ©Onemli rol alan lesitin ve lipoproteinlerle etkileserek zararl

bilesiklerin ortaya ¢ikmasi engelleniyor olabilir.

Teke seminal plazmasinin ayrilmasinda kullanilan soliisyonun 6nemi bu ¢alismada
ortaya konmustur. Baz1 kaynaklarda belirtildigi gibi (Lebouf ve ark., 2000 ) her
hangi bir izotonik soliisyonun bu islem icin kullanilmasi uygun olmayabilir. Bu
calismada, ozellikle Sperm-Talp ile yapilan yikamalardan olumlu sonuclar elde
edilmistir. Bunun nedeni Talp soliisyonun daha kompleks icerige sahip olmasi
olabilir. Ayrica bir tampon olan Hepes’in varligi ozellikle etkili olmus olabilir.

Boylelikle Talp ile yapilan yikama isleminde  pH degerleri korunmus olabilir.



Ringer ve Talp arasindaki en 6nemli farklardan biriside Ringer soliisyonun glikoz
icermesidir. Bu baglamda Ringer soliisyonunda bulunan glikoz teke
spermatozoonlarin1  yikama islemleri sirasinda aktive ediyor olabilir. Bu
aktivasyonda spermatozoonlarin donma esnasinda daha fazla zarar gérmesine neden

oluyor olabilir.

Yumurta saris1 iceren Tris-gliserol soliisyonuna %35 oraninda boga ve ko¢ seminal
plazmasinin eklenmesi ¢6ziim sonu spermatolojik parametreleri olumlu etkilemistir.
Bunun nedeni seminal plazma i¢inde bulunan ve spermatozoonlarin canliliklarini
korumasini saglayan bilesiklerden kaynaklaniyor olabilir. Ozellikle seminal plazma
icinde bulunan ve spermatozoonlarin membran stabilizasyonunu saglayan proteinler
(BSP, RSP gibi Manjunath ve Therien (2002)) membran yapisinin korunmasinda
onemli rol oynamis olabilirler. Ayrica Talp soliisyonu kullanilarak seminal
plazmasindan ayrilmig teke spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiriciya
ko¢ seminal plazmasimin katilmasi, boga seminal plazmasina gore daha basarili
olmustur. Bunun nedeni kog¢ ve teke arasindaki genetik yakinlikla iligkili olabilecegi
gibi ko¢ seminal plazmasinda yiiksek oranda bulunan gliseril fosforil koline de
baglanabilir. Daha 6ncede belirtildigi gibi gliseril fosforil kolin fosfataz enzimi
tarafindan gliseril ve koline parcalanmaktadir. Bu iki bilesik hiicre tarfindan enerji
kaynag1 olarak kullanilabilmektedir. Ayrica gliseril ve kolin spermatozoon

membranina baglanarak membran stabilizasyonunda rol oynamaktadir.



5. SONUC VE ONERILER

Arastirmadan elde edilen bulgular dogrultusunda, 4 Ankara (Tiftik) tekesinden bir
biri ard1 elde edilen spermalarin birlestirilmesiyle olusturulan karigim spermanin
ortalama sperma miktari, motilite orani, 6lii spermatozoa orani, anormal spermatozoa
orani, HOS test orani, anormal akrozom orani ve yogunlugu sirastyla 3,95 £ 0,52 ml,
%76 £ 5,67, %13,1 £ 4,13, % 9,87 + 3,89, % 70,87 + 3,05, % 0,9 + 0,84 ve 3,03
0,61 milyar/ml olarak belirlenmistir. Ankara tekesinin spermatolojik parametreleri
tizerine saglanan bu bulgular bir ¢ok literatiir bulgulariyla bir birini destekler
niteliktedir. Olusan farkliliklar, arastirmalarda kullanmilan tekelerin genotipik
farkliliklarina, yaslarina, sayilarina, sperma alma araliina, sikligina ve zamanina
bagh olabilecegi gibi bakim ve besleme gibi ¢evresel kosullardan da kaynaklaniyor

olabilir.

Ankara tekesi spermasinin, yumurta sarisi iceren sulandiricilarla dondurma Oncesi,
seminal plazmasindan ayrilmasinin gerekliligini (1), bu ayirma isleminde
kullanilacak yikama soliisyonlarinin 6nemini (2) ve dondurmada kullanilacak
sulandiriciya, teke seminal plazmasinda bulunan yararh bilesikleri kompanze edecek
sekilde, belirli oranlarda boga veya ko¢ seminal plazmasinin katiminin etkisini (3)
sorgulamak i¢in olusturulan 7 farkli calisma grubunun ¢o6ziim sonu spermatolojik

parametrelerine bakilmistir.

Genel degerlendirme sonucunda yikama islemi yapilan gruplar ¢6ziim sonu
spermatolojik parametreler yoniinden kontrol grubuna iistiinlik saglamistir. Bu
bulgulara ek olarak, Talp ile yikama isleminden gecirilerek seminal plazmadan
ayrilmis teke spermasinin, Ringer ile yikanarak seminal plazasindan ayrilmis ayni
orjinli spermaya Ustiinliikk sagladigi goriilmiistiir. Bu istiinliik 6zellikle boga veya
ko¢ seminal plazmasi katilmamis yumurta sarili sulandiricilarla dondurulmus

spermada daha ac¢ik sekilde ortaya ¢ikmistir.



Yikanmis Ankara Tekesi spermasinin dondurulmasinda kullanilacak sulandiricilara
belli oranda boga veya ko¢ seminal plazmasinin katilmasinin ¢oziim sonu
spermatolojik parametreleri olumlu etkiledigi goriilmektedir. Bulgular dogrultusunda
ozellikle ringer gibi buffer icermeyen soliisyonlarin yikama isleminde

kullanilmasinda bu etki daha agik ortaya ¢ikmistir.

Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda; Ankara tekesi spermasinin ,
yumurta sarist igeren sulandiricilarla dondurulmasi oncesi, yikama isleminden
gecirilerek seminal plazmasindan ayrilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica
yikama isleminde Sperm-Talp gibi buffer soliisyonlarin kullanilmasimin uygun
olacag1 sonucuna da ulasilmistir. Yikanmis Ankara tekesi spermasinin, boga veya
ko¢ seminal plazmasi igeren sulandiricilarla sulandirilmasi da dondurmanin

basarisin1 olumlu yonde etkileyecektir.

Yukarida belirtilen sonuglar dogrultusunda aragtirma amacina ulasmistir. Ancak elde
edilen sonuglarin nedenlerinin tam olarak ortaya konulmasi ileri diizey ¢alismalari

gerektirmektedir.



OZET

Yikanmis Ankara Tekesi Spermasinin Boga ve Ko¢ Seminal Plazmasi1 Eklenmis
Sulandiriciyla Dondurulmasi

Bu calismanin amaci Ankara tekesi spermasinin dondurma oOncesi yikanarak seminal
plazmasindan ayrilmasinin, yikamada kullanilan farkli soliisyonlarin ve seminal
plazmasindan ayrilmig Ankara tekesi spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilara
belirli oranda (%5) boga veya ko¢ seminal plazmasinin eklenmesinin ¢oziim sonu
spermatolojik parametreler iizerine etkisini aragtirmakti.

Calismada 4 adet Ankara tekesi kullanilmistir. Sperma 4 Ankara tekesinden her
birinden 10’ar ejakulat olmak iizere haftada iki kez suni vagen kullanilarak alinmistir. Alinan
spermalar birlestirildikten sonra, yaklasik 1/7’si alinarak Tris Yumurta saris1 (%20) Gliserol
(%7) sulandiricistyla her payette 50 milyon spermatozoon olacak sekilde sulandirilmis ve
equilibrasyon islemini (+4°C’de 2 saat) takiben siv1 azot buharinda (-110/-130°C arasinda 15
dakika) dondurularak; sivi azot ig¢inde (-196°C) saklanilmusgtir. Geriye kalan sperma iki esit
kisma ayrilarak; her bir esit hacim 1:10 Sperm-TALP ve 1:10 Ringer soliisyonuyla siispanse
edilerek her yikama grubu 3 esit hacimde olacak sekilde santrifiij tiiplerine pay edilmistir.
Santrifiij islemi 600 g’de 15 dakika siireyle gerceklestirilmistir. Santrifiij isleminden sonra 6
santrifiij tiiptinde bulunan pelet siipernatant birlesiminin siipernatanant kismi atilarak dipteki
pelet kismi sulandirma isleminde kullamilmistir. Her Sperm-Talp ve Ringer yikama
grubundaki seminal plazmasindan ayrilmis Ankara tekesi spermast %S Boga seminal
plazmasi, %5 Kog¢ seminal plazmasi veya seminal plazma icermeyen Tris Yumurta sarisi
Gliserol soliisyonuyla her payette yaklagitk 50 milyon spermatozoon olacak sekilde
sulandirilmistir. Toplam 6 gruba ait payetler equilibrasyon isleminin ardindan, sivi azot
buharinda dondrulmus ve sivi azot i¢cinde saklanmistir. Boylelikle birisi kontrol olmak iizere
7 ¢aligma grubu olusturulmustur. Her gruptan payetler 40°C’lik su banyosunda 20 saniye
¢Oziilmiis ve alinan 6rnekler motilite (%), 6lii spermatozoon (%), anormal spermatozoon
(%), anormal akrozom (%) ve HOS test(%) yoniinden degerlendirilmistir.

Bu arastirmanin sonucunda Grup 3 (T), Grup 6 (R) ve Grup 7 (C)’nin ¢dziim sonu
spermatolojik parametrelerinin karsilastirilmasiyla, Ankara tekesi spermasinin yumurta sarisi
kullanilan sulandiricilarla sulandirilmast oncesinde yikanmasi gerektigi ve Sperm Talp
soliisyonunun Ringer soliisyonuna iistiinliik sagladig1 goriilmiistiir (p<0,05).

Ayrica yikanmis Ankara Tekesi spermasinin dondurulmasinda kullanilan Tris
Yumurta sarist Gliserol sollisyonuna belirli oranlarda boga veya ko¢ seminal plazmasinin
katiminin ¢6ziim sonu spermatolojik parametreleri olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.
Boga ve ko¢ seminal plazmasinin olumlu etkisi Sperm-Talp ile yikama islemi yapilmis ve
kog¢ seminal plazmasi katilmis 2. Grupta (TK) daha agik sekilde ortaya ¢ikarken; Ringer ile
yikama yapilmis grupta boga ve ya ko¢ seminal plazmasi katilmis 4. Grupta (RB) ve 5.
Grupta (RK) gézlemlenmistir(p<0,05).

Bu calismada, Ankara Tekesi spermasinin dondurma oOncesi yikanarak seminal
plazmasinin ayrilmas1 gerektigi; yikama isleminde Sperm-Talp soliisyonun Ringer
Soliisyonuna tercih edilmesi gerektigi ve yikama islemini takiben spermanin
dondurulmasinda kullanilan Tris Yumurta Sarist Gliserol sulandiricisina boga veya kog
seminal plazmasinin eklenmesinin ¢oziim sonu spermatolojik parametreleri olumlu yonde
etkiledigi sonucuna ulagilmistir.



Anahtar Sozciikler: Ankara Kegisi, sperma, seminal plazma, yikama,
spermanin dondurulmasi



SUMMARY

Freezing of Washed Angora Goat Semen with Extenders Added Bull and Ram
Seminal Plasm

The aim of this study was to investigate the effect of separation of seminal plasma of Angora
buck semen by means of washing before cryopreservation, using different solutions in
sperm washing and adding of bovine or ovine seminal plasma to extender used for
cryopreservation on spermatologic parameters after thawing.

In this study, 4 Angora goats were used. Sperm was collected using artificial vagina
twice a week so as to maintain 10 ejaculates from each animal. After harvest of collected
sperm, 1/7 portion of total mixed sperm was extended with Tris Egg yolk (%20) Glycerol
(%7) to a final concentration of 50 million spermatozoa in each straw. Extended sperma in
straws was equilibrated (2 hours at +4°C) and frozen in vapor of liquid nitrogen (LN) (15
minutes at —110/-130°C) and stored in LN. Rest of mixed buck sperm was divided in two
equal volumes. Each of equal volumes was suspended with Sperm TALP (1:10) or Ringer
(1:10) solutions. Each suspended sperm was allocated into 3 centrifuge tubes. Centrifuge
was conducted for 15 minute at 600 g. After centrifuge, supernatants were discarded from 6
tubes and pellets in the bottom of tubes were used in process of extending. Angora buck
sperms that had been separated from seminal plasma by means of Sperm TALP or Ringer
washing were extended with Tris Egg yolk Glycerol extender including 5 % bovine seminal
plasma, 5 % ovine seminal plasma or no seminal plasma so as to sustain 50 million
spermatozoa per straw. After equilibration, straws relating to 6 groups were cryopreserved
and stored until examination time. In this way, 7 study groups, one of which was control,
were composed. Straws from 7 groups were thawed at 40°C for 20 seconds in a benmarie.
Motility (%), died spermatozoa (%), abnormal spermatozoa (%), abnormal acrosome(%),
HOS Test (%) were evaluated in sperm samples.

In this study, result of comparisons of spermatological parameters of Group 3 (T),
Group 6 (R) and Group 7 (C) is that Angora buck semen should be washed before extending
with extender containing egg yolk, and Sperm TALP is superior to Ringer solution (p<0,05).

In addition, it was determined that adding of bovine or ovine seminal plasma to
extender used for cryopreservation of washed Angora buck semen improved spermatological
parameters after thawing. The positive impact of bovine and ovine seminal plasma was
clearly appeared in 2. Group (TK), which was washed with Sperm TALP and extended with
extender containing ovine seminal plasma, compared with control and 3. Group(T)(p<0,05).
This positive effect was also appeared in 4. Group (RB), which was washed with Ringer and
extended with extender containing bovine seminal plasma, and 5. Group (RK), which was
washed with Ringer and extended with extender containing ovine seminal plasma, compared
with control (7. Group-C) and 6 Group(R) (p<0,05).

In this study, it is concluded that Angora Goat semen should be washed before
cryopreservation especially using extender containing egg yolk, Sperm TALP should be
preferred to Ringer solution in washing process and adding of bovine or ovine seminal
plasma to extenders following washing process improves spermatologic parameters in
frozen-thawed Angora goat semen.

Key Words: Angora goat, semen, seminal plasma, washing, freezing of sperma



KAYNAKLAR

ABOAGLA, E.M.E., TERADA, T. (2004). Effects of egg yolk during the freezing step of
cryopreservation on the viability of goat spermatozoa. Theriogenology 62: 1160-1172.
AKUSU, M.O.,, AGIANG, E.A., EGBUNIKE, G.N. (1984). Ejaculate and plasma
characteristics of west African Dwarf (WAD) buck. In: 10th Int. Congr. Anim. Reprod. A.lL
Illinois vol. 2, Abstract No. 50.

AMOAH, E.A., GELAYE, S. (1997). Biotechnological advances in goat reproduction. J.
Anim. Sci. 75: 578-585.

ANDERSEN, K. (1969). Insemination with frozen semen in Goats, In: European Ass.
Animal Prod. Meeting, Helsinki vol. 2: 23-26.

AVDI M., LEBOUF B., M,, TERQUI (2004). Advanced breeding and ‘buck effect’ in
indigenous Greek goat. Livesstock Production Science 87: 251-257.

AZEREDO, G.A., ESPER, C.R., RESENDE, K.T. (2001). Evaluation of plasma integrity of
frozen-thawed goat spermatozoa with or without seminal plasma. Small Rum. Res. 41: 257-
263.

BARKER, C.A. (1957). Some aspects of artificial insemination in swine and goats. In: Proc.

10th Ann. Conv. National Assoc. Artif. Breeders, Toronto, pp. 127-132.

BLOM, E. (1962). Male reproductive organs of farm mamals. In: Reproduction in Farm
Animals. Ed.: E.S.E Hafez.: p.56.

BOUE, P., CORTEEL, J.M. (1992). Aptitude of male goat sperm to withstand freezing:
combined effects of season and time of sexual rest between two successive semen
collections. In: Lokeshar, R.R. (ED.), Recent Advances in Goat Productions. Proc. 5th Int.
Conf. on Goats, New-Delhi vol. 2, pp. 1042-1045.

CABRERA, F., GONZALEZ, F., BATISTA, M., CALERO, P., MEDRANO, A., GRACIA,
A. (2005). The effect of removal of seminal plasma, egg yolk level and season on sperm
freezability of Canary buck (Capra hircus). Reprod. Dom. Anim. 40: 191-195

CHEMINEAU, P.N., COGNIE (1991). Training manual on artificial insemination in sheep
and goat, FAO, Rome, Italy.

CHOE, C.Y., KIM, J.G., CHO, S.R., SON, D.S., KiM, Y.K., BALASUBRAMANIAN, S.,
CHOE, S.Y., RHO, G.J. (2006). Influence of seasons, extenders, slow and rapid freezing on
seminal characters in Korea native bucks. Reprod. Dom. Anim. 41: 55-60.



CORTEEL, J.M. (1977). Production, storage and artificial insemination of goat semen. In:
Managemnent of Reproduction in Sheep and Goats Symposium, Madison, July 24-25, pp.
41-57.

CORTEEL, J.M. (1981). Collection, proceeding and artificial insemination of goat semen.
In: Gall, C. (Editor), Goat Production. Academic Press, London, pp. 171-191.

CORTEEL, J.M., BARIL, G., LEBOEUF, B. (1980). Residual seasonal variations in fertility
in selected deep-frozen ejaculates of European dairy male gats. In: 9tk Int. Congr. Anim.

Reprod. A.l. Madrid vol. 5, pp. 422-425.

CORTEEL, J.M., BARIL, G., LEBOEUF, B. (1987). Development and application of
artificial insemination with deep frozen semne and out of season breeding of goats in France.

In: Proc. 4th Int. Conf. Goats. Brasilia vol. 1, pp. 523-547.

COURTENS, J. L., NUNES, J., CORTEEL, J.M. (1984). Introduction of the acrosome
reaction in the spermatozoa of goat by secretions of the male accessory glands and milk.

Gam. Res. 9: 287-302.

DAS, K. K., RAJKONWAR, C.K. (1995). Effects on the motility of buck semen during
freezing with lactose egg yolk glycerol extender. Int. J. Anim. Sci. 10: 127-128.

DASKIN, A. (1991). Teke spermasinin dondurulmasi ve degisik yontmelerle Ostruslari
sinkronize edilen Ankara Kegileinin tohumlamalarindan elde edilen d6lverimi. Doktora Tezi,

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

DASKIN, A., TEKIN, N. (1996). The effect of egg-yolk on the quality of frozen Angora
Buck semen. Tr. J. of Veterinary and Animal Science, 20: 395-398.

DEKA, B.C., RAO, AR. (1987). Effect of extenders and thawing methods on post-thawing

preservation of goat semne. Indian Vet. J,. 64: 591-594.

DELGADILLO, J.A., LEBOEUF, B., CHEMINEAU, P. (1992). Abolition of seasonal
variations in semen quality and maintenance of sperm fertilizing ability by short

photoperiodic sycles in he-goats. Small Ruminant Res,. 9: 47-59.

DELGADILLO, J.A., LEBOEUF, B., CHEMINEAU, P., (1993). Maintenance of sperm
production in bucks during third year of short photoperiodic cycles. Reprod. Nutr. Dev,. 33:
609-617.



DELGADILLO J. A., CANEDO G. A., CHEMINEAU P., GUILLOUME, MALPAUX
(1999). Evidence for an annual reproductive rhythm independent of food avaibility in male
creole goats in subtropical Northen Mexico. Theriogenology, 52: 727-737.

DUNDAR, Y., TEKIN, N., ALTINTAS, A.(1983). Ankara Kegisi spermasinda, friiktoz ve
friikktolizis ile sperma plazmasinda bazi kimyasal maddeler yoniinden arastirma. Lal. Hay.
Aras. Ens. Der., XXIII(3-4): 100-113.

ELWISHY, A.B., ELSAWAF, S.A. (1971). Develeopment of sexual activity in male

Damascus goats. Indian J. Anim. Sci., 5: 350-355.

EPPLESTON, J., POMARES, C.C., STOJANOV, T., MAXWELL, W.M.C. (1994). In vitro
fertility of liquid stored goat spermatozoa. Proc. Aust. Soc. Rep. Biol., 26: 111-118.

HANCOCK, L.J. (1952). The Morphology of bull spermatozoa. J. Exp. Biol., 29: 445-453.

HOFFMAN, B., LEIDL, W., KARG, H. (1972). Seasonal rhytm of reproduction in the male
goat. In: Proc. 7th Int. Cong. Anim. Reprod. A.l., Munich, vol. 3: 2065-2068.

HOLTZ, W. (2005). Recent developments in assisted reprocution in goats. Small Rum. Res.,
60: 95-110.

ILERI K., AK K., PABUCCUOGLU S., BIRLER S. ( 1996 ). Evcil Hayvanlarda
Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama. istanbul. p.: 29,66-67.

IRITANI, A, NISHIKAWA, Y. (1963). Studies on the egg-coagulating enzyme in goat
semen: IV. On the position of yolk constituents attacked by the coagulating enzyme. Japan.

J. Anim. Repro. 8 (4): 113-117.

IRITANI, A, NISHIKAWA, Y.RUKUHARA, R. (1961). Studies on the egg-yolk
coagulating factor in goat sperm: I. Localization of coagulating factors and decline of pH
following coagulating. In: Proc. Silver Jubilee Lab. Anim. Husbandry, Kyoto University, p.:
89-96.

ISLAM, R., AHMED, K., DEKA, B.C. (2006). Effect of holding and washing on the quality
of goat semen. Small Rum. Anim Sci. 66: 51-57.

JIMENEZ, FM., CASTRO, M.P.V., BALASCH, S., MOCE, E., SILVESTRE, M.A,,
GOMEZ, E.A., VICENTE, J.S. (2006). Morphometric changes in goat sperm heads induced
by cryopreservation. Cryobiology. 52: 295-304.

KARAGIANNIDIS, A., VARSAKELI, S., KARATZAS, G. (2000). Characterisics and

seasonal variations in the semen of Alpine, Saanen, Damascus goat bucks born and raised in

Greece. Theriogenology, 53: 1285-1293.



LALL, H.K. (1947). Some common breeds of goats in India. III. Indian Farming, 8: 322-
327.

LEBOEUF, B., RESTALL, B., SALOMON, S., (2000). Production and storage of goat
semen for artificial insemination. Anim. Reprod. Sci., 62, 113-141.

LEBOEUF, B., LE VERN, Y., FURSTOSS V., KERBOEUF, D., GUILLOUET, P.,
MAGISTRINI, M. (2006). Response of goat sperm to hypoosmotic steps modelled
probit analysis. Anim. Rep. Sci.91: 265-274.

MANJUNATH, P., THERIEN, L. (2002). Role of seminal plasma phospholipid-binding
proteins in sperm membrane lipid modification that occurs during capacitation. J. Repro.
Immun. 53: 109-119.

MANN, T., LUTWAK-MANN, C. (1981).Male reproductive function and the composition
of semen: General Considerations. Page: 27-38 In: Male Reproductive Function and Semen.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg press in New York.

MAXWELL, W.M.C., SALAMON, S. (1993). Liquid storage semen: a review. Reprod.

Fertil. Dev. 5: 613-638.

MENDOZA, G., WHITE, 1.G., CHOW,P. (1989). Studies of chemical components of
Angora Goat seminal plasma. Theriogeneology. September, 32,3: 455-466

MUKHERFEE, D.P. (1992). Changes in the semen characteristics of Kambing x Kathan
crossbreed buck under hot and humid environmental temperatures. In: Lokeshan, R.R.

(editor), Recent advances in goat production. Proc. 5th Int. Cont. Goats, New Delhi, p.:

1126-1129.

MUYAN, M. (1987). Ankara Kegilerinde spermatolojik 6zellikler ve dolverimi. Doktora
Tezi. Ankara Univ. Saglik Bilimleri Enstitiisi.

NISHIKAWA, Y., TORIGAL Y., TACHIKAWA, M., WAIDE, Y. (1961). Experiments on
conceprion with spermatozoa preserved with ncospmnan prepared exclusively for goat usc.

In: Proc. Silver Jubilec Lab. Anim. Husbandry, Kyoto University, pp. 67-73.

ORGEUR, P., MINMOUNI, P., SIGNORET, J.P. (1990). The influence of rearing
conditions on the social relationship of young male goats (Capra hircus). Appl. Anim. Behav.

Sci. 27, 105-113.



PELLETIER, J., CHEMINEAU, P., DELGADILLO, J. A. (1988). Seasonality of sexual
activity and its photoperiodic control in the adult ram and he-goat. In: Proc. 11th Int. Cong.

Anim. A. L., Dublin vol. §, pp. 211-219.

PELLICER, M.T.R., MAGALLON, T., COMBARNOUS, Y. (1997). Deterioration of goat
sperm viability in milk extenders is due to a bulbourethral 60-kilodalton glycoprotein with
triglyceride lipase activity. Biol. Reprod., 5: 1023-1031.

POMARES, C.C., STOJANOV, T., EPPLESTON, J., MAXWELL, W.M.C. (1994). Effect

of glutathione peroxidase on the survival of goat and ram spermatozoa during liquid storage.

In: Proc. 7th Int. Symp. On spermatology, Cairns vol. 9, p. 24, (Abst.)

POMARES, C.C., STOJANOV, T., EPPLESTON, J., MAXWELL, W.M.C. (1995). The
effect of antioxidants on the fertilising capacity of chilled-stored buck spermatozoa. In: Proc.

Aust. Soc. Reprod. Biol. Ann. Conf. vol. 27, Abst. No. 52.

PURDY, P.H. (2006). A review on goat sperm cryopreservation. Small Rum. Res. 63: 215-
225.

RESTALL, B.J. (1991). Goat production in the Asian bumid tropics. In: Norton, B.W.,
Saithanoo, D. (Editorler), Goat Production in Asian Humid Tropics, Proc. Int. Conf. Hat Yai,
Thailand, pp. 74-83.

RITAR, A.J., SALAMON, S. (1982). Effects of seminal plasma and its removal and of egg
yolk in the diluent on the survival of fresh and frozen-thawed spermatozoa of the Angora

goat. Aust. J. Biol. Sci. 35, 305-312.

RITAR, A.J., SALAMON, S. (1983). Fertility of fresh and Frozen-thawed semen of the
Angora goat. Aust. J. Biol. Sci. 36, 49-59.

RITAR, AJ., SALAMON, S. (1991). Effect of month of collection, method of processing,
concentration of egg yolk and duration of frozen storage on viability of Angora goat

spermatozoa. Small Rum. Res.4, 29-37.

RITAR, AJ., BALL, P.D., O'MAY, P.J. (1990). Examination of methods for the deep
freezing of goat semen. Reprod. Fertil. Dev. 2, 27-34.

RITAR, A.J., MENDOZA, G., SALAMON, S., WHITE LG. (1992). Frequent semen
collection and sperm reserves of the male Angora goat (Capra hircus). J. Reprod. Fert.
95:97-102



ROCA, J., CARRIZOSA, J.A., CAMPOS, 1., LAFUENTE, A., VAZQUEZ, J.M.,,
MARTINEZ E. (1997). Viability and fertility of unwashed Murciano-Granadia goat
spermatozoa diluted in tris egg yolk extender and stored at 5°C , Small Rum. Res. 25; 147-
153.

ROY, A. (1957). Egg-yolk coagulating enzyme in the semen and Cowper’s gland of the

goat. Nature (London) 179, 318.

SALAMON, S., RITAR, A.J. (1982). Deep freezing of Angora goat semen: effects of diluent
composition and method and rate of dilution on survival of spermatozoa. Aust. J. Biol. Sci.

35, 295-303.

SEVINC, A. (1979). Dolerme ve sun’i tohumlama. Ankara Universitesi Basimevi, Ankara.

SEVINC, A., TEKIN, N., YURDAYDIN, N., KALE, N. (1985). Cifteler haras: tiftik
tekelerinin baslica spermatolojik 6zellikleri tizerinde arastirmalar. Doga Bil. Der., 9(3): 264-
273.

SIGNORET, J.P., COHEN-TANNOUDII, J., GONZALEZ, R. (1990). Effectof socio-sexual
interactions on endocrine secretions in the domestic sheep. In: Hormones and Behaviour in
Vertebrates: 2. Behavioural in males and females — social interactions and reproductive

endocrinology. Balthazart, J. (Editor), Comp. Physiol. Base Karger vol. 9, pp. 188-200.

SINGH, M.P., SINHA, A.K.SINGH, B.K. (1995). Effect of cryoprotectants on certain
seminal plasma attributes and on the fertility of buck spermatozoa. Theriogenology 43, 1047-

1053.

SMITH, A.H., POLGE, C. (1950). Survival of spermatozoa at low temperatures. Nature
(London) 166, 668-671.

SMITH, J.T., MAYER, D.T. (1955). Evaluation of sperm concentration by thee
hemocytometer method. Fertil. Steril., 6: 271-275.

STOJANOV, T., POMARES, C.C., MAXWELL, W.M.C., EPPLESTON, J. (1994). Effect
of cytochrome c on the survival of ram and goat spermatozoa during liquid storage. In: Proc.

7 as Jornadas Internacionales de Reproduccion Animal, Murcia, p. 333, (Abst.)

TEKIN, N., YURDAYDIN, N., DASKIN, A. (1996). Ankara Kecilerinden degisik
yontemlerle sperma almmas1 ve degerlendirilmesi. Ankara Univ. Vet. Fak. Derg., 43: 397-
403



TULIL R.K., HOLTZ, W. (1992). The effect of season on seminal characters in Boer goat
bucks in the Northern temperate zone. In: Recent Advances in Goat Production. Proc. 5th

Int. Conf. on Goats. New Delhi.(Abst. No: 1195).

TULIL R.K., HOLTZ, W. (1994). Effect of glycerolization procedure and removal of seminal
plasma on post-thaw survival and go-release from Boer goat spermatozoa. Theriogenology

42, 547-555.

TULI, R.K., SCMIDT-BAULAIN, R., HOLTZ, W. (1991). Influence of thawing
temperature on viability and release of glutamic oxaloacetic transaminase in frozen semen

from Boer goats. Anim. Reprod. Sci. 25, 125-131.

WAIDE, Y., NIWA, T., ASANUMA, R. (1977). Studies on the preservation of liquid and
frozen semen of domestic animals: III. Viability and fertility of frozen goat spermatozoa.

Jpn. J. Anim. Reprod. 23, 129-137.

WALKDEN-BROWN, S.W., RESTALL, B.J., NORTON, B.W., SCARAMUZZI, R.J.
(1994a). The ‘female effect’ in Australian cashmere goats: effect of season and quality of
diet on the LH and testosterone response of bucks to oestrous does. J. Reprod. Fert. 100,
521-531.

WALKDEN-BROWN, S.W., RESTALL, B.J.,, TAYLOR, W.A. (1994b). Testicular and

epididymal sperm content in grazing cashmere bucks.: seasonal variation and prediction

from measurements in vivo. Reprod. Fertil. Dev. 6, 727-736.

WATSON, P.F. (1995). Recent developments and concepts in the cryopreservation of
spermatozoa and the assessment of their post-thawing function. Reprod. Fertil. Dev. 7, 871-

8911.

YOKOKI, Y., OGASA, A. (1977). Effects of hypothermia on semen production in goats.
Jpn. J. Anim. Repro. 23(3), 93-98.



OZGECMIS

1979 yilinda Ankara’ da dogdum. ilk 6grenimimi Malatya’ da, Orta ve Lise
ogrenimimi Ankara’ da tamamladim. 1996 yilinda girdigim A.U. Veteriner
Fakiiltesinden 2001 yilinda mezun oldum. 2002 Eyliil ayinda A.U. Veteriner

Fakiiltesi Dolerme ve Sun’ i Tohumlama Anabilim Dalinda doktoraya basladim.



