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The effect of freezing in liquid nitrogen fumes on the ram
sperm ultrastructure.

Summary: This prelimincry and investigatory study has been carried
out under the eleciron-microscope to find out the effect on freezing of ram sperm
with liquid nitrogen fumes.

Marked swelling of ccrosome, malerial loss and degeneration of sperm
membrone were noted. Exemination of thin sections revealed that there were
uncffected spermes as well as of those affected.

Ozet: Bu iugalhigmada sin czot bukarinda dondurulmug kog spermato-
zoa’larina, dondurmamn etkisi arastuilde.

Donmus kog spermatozoa’lariun ccrosom’unda sigme, madde yitimi ve
drs membranlannda bozulma saptandr. Donmus spermatozoa’ya cit cyme ke-
sitlerde hem zarara ugromes, hem ugramamis spermeiozod’lar gorildi.

Girig
Diinya’da son yirmi yildir ko¢ spermasinin disiik 151 derecele-
rinde dondurulmas: konusunda olduk¢a yogun gahgmalar yapilagel-
mektedir. Bu ¢aliymalar sonunda kog¢ spermasinin ampuller, payet-
ler (straw) i¢inde ve pelet bigiminde; kati CO,-ctilalkol ile-79°C’de
veya sivi azot buharinda dondurulmasi olanak igerisine girmistir.
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Sivi-Azot Buhannda Dondurmanin...

Ancak bu ¢aligmalardan bugiine degin gerek motilite (spertnotbéba
hareketi), gerekse délverimi yéniinden yeterli sonug alinamamgtir.

Salamon (20), taze ko¢ spermast ile tohumladig: iki siiriide %
73,9 ve % 78,3; dondurulup ¢oziilmiig kog¢ spermast ile tohumladigt
iki siiriide de % 51,3 ve % 54,9 dogum oram elde etmigtir.

Kalev ve arkadaglan1 (9), ampuller i¢inde ve kuru buz iizerinde
dondurduklar1 kog spermasi ile tohumladiklar iki siirade 9% 45,4
ve % 32,2 oraninda gebelik saglayabilmislerdir.

Samouilidis (21)’in, payetler iginde ve pellet bigiminde dondur-
dugu kog spermast ile gesitli tilkelerde yaptigi tohumlamalardan el-
de ettigi dolverimi %, 36,3-52,7 olmustur. !

Tiirkiye’de de kog¢ spermasinin diigiik 1s1 derecelerinde dondurul-
mast konusunda son yillarda ¢aliymalar yapilmigtir.

Gokgen (6), kog spermasimt payetler igerisinde ve siv1 azot bu-
harinda dondurup sivi azot i¢inde saklamig, tohumladig1 g6 koyunda
% 22,9 oraninda dogum clde ctmistir.

Seving ve arkadaslari (22), gesitli sulandiricilar ve ekilibrasyon
siireleri kullanarak stvi azot buharinda dondurduklari kog spermas
ile tohumladiklar: koyunlarda elde ettikleri dogum oranim 9%, 20,0
olarak bulmuglardir. »

Tim bu literatiir sonuglarindan da anlagilacag: gibi gesitli tek-
niklerle dondurulan kog¢ spermasiyla yapilan sun’t tohumlamalar-
dan dolverimi yoniinden yeterince bagarili sonug alinamamugtir,

Bu olgu, ¢esitli aragtirmacilari bunun nedenlerini aragtirmaya
yoneltmistir. Lasley ve arkadaglari (10) kog¢ spermasinin 1sisini, ani-
den O°C’ye diiirdiiklerinde hiicrc membranimin permeabilitesinin
arttigini; bazt arastirmacilar (2, 12, 13), bu permeabilite artiginin,
motilite ve metabolik aktivite azalmast yaminda, protein ve fosfoli-
pidlerin kaybi ile beraber seyrettigini bildirmiglerdir. Bir kisim aras-
tirmacilar da (16, 18, 23), ko¢ spermatozoa’larmm ancak-79°C’de
donduruldugunda, metabolizma ve motilitelerinin azaldigini, fosfo-
lipidlerin kayboldugunu bildirmektedirler.

Normal mikroskop kullanarak yapilan galiymalarda taze ve don-
mug kog spermatozoa’lar arasinda morfolojik yénden 6nemli bir degi-
siklik saptanmamgtir. Son yillarda insan ve gesitli tiir hayvanlann
spermatozoa’lar1 iizerinde elektron mikroskopik galiymalar (3, 5, 15)
yapildig1 halde, donmus kog spermatozoa’lar: iizerinde yapilan gahg-
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malar simirhdir (8, 17). Healey (8), taze ve donmug boga spermatozoa’
lar1 iizerinde yaptig1 ¢aliymada, ince yap: diizeyinde farklihik bulun-
madigin bildirmektedir. Buna karsihk Quinn ve arkadaglari (17),
taze ve donmug kog spermatozoa’larinin acrosomlarinda madde yitimi
saptadiklarini bildirmiglerdir.

Bu ¢aliymanin amacy, diigiik 1s1da dondurmanin kog spermatozoa’
larinin .ince yapilarn iizerindeki etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Metot

Bu ¢aliyma Lalahan Veteriner Zootekni Aragtirma Enstitiisii’n-
deki Karacabey ve Konya Merinos Irklarindan 4 kogtan a2hinan top-
lam 12 ejekiilat iizerinde yapildi.

Sperma, koglardan sun’i vajenle alindi. Ejekiilatlar alinir ahn-
maz bunlarin yarisi spermatozoa’larin normal yapilarim elektron
mikroskopta incelemek amaciyla glutaraldehyde-para-formaldehyde
tesbitine kondu. Oteki yarilar ise gerekli normal mikroskopik muaye-
neleri yapildiktan sonra sulandirildi. Sulandirict olarak Milovanov’
un sodyum sitrat-glikoz-yumurta sarisi sulandiricisi kullanildr (14). Bu
sulandiriciya %, 7 oranminda gliserol katildi. Sulandirma islemi iki aga-
mada yapild:. Birinci agamada sperma, sulandiricinin gliserolsiiz bo-
limii ile 1/2 oraminda sulandinlarak buzdolabina konuldu ve 1sis1
45 dakika iginde 5°C’ye digiiriildii. Isis1 5°C’ye diigiiriilen bu sperma’
ya, dondurma kabini iginde daha onceden 1151 5°C’ye diigtiriilmiig
bulunan gliserollii sulandirici g0 dakikada ve csit araliklarla katilds
(Gliserolizasyon). Gliscrolizasyonu tamamlanan sperma, payetlere
cekilerek 5°C’deki su banyosunda iki saat birakildi (Ekilibrasyon).
Ekilibrasyondan sonra sperma sivi azot buharinda dondurularak,
-196°C’deki siv1 azot iginde saklandi.

Siv1 azottan gesitli zamanlarda alinan payetler ilik su banyosunda
¢ozildii ve dondurmanmn spermatozoa’larin ince yapisindaki etkisi-
ni saptamak amaciyla bir miktar ¢jekiilat glutaraldchydeparaformal-
dehyde’le tesbit cdildi.

Gerek taze, gerckse dondurulduktan sonra glutaraldchyde pa-
raformaldehyde tesbit sivisina alinan spermatozoa’lar, 50 mg/ml
sakkaroz igeren bu tesbit sivisinda 1 saat 4+ 4°C’de birakildi. Bu siire
sonunda, dakikada 8oo devir yapan santrifiijde 10 dakika santrifii-
je edildi. Cokelti, 50 mg/ml sakkarozlu o,1 fosfat buffer’da 1 saat
yikandi. Bu siire sonunda yine 8oo devirde 1o dakika santrifijje edil-
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di. Fosfat buffer’da 1 saat yikandiktan sonra, 8oo devirdc tekrar 10
dakika santrifijje edildi. Tip, siipernatant atilmaksizin 50°C’deki
su banyosuna alindr. Tip igerigi aym 1siya ulastiktan sonra superna-
tant auldi. Gokelti tizerine 50°C’de erimis 9, 2 lik agar’dan 1-2 dam-
la damlatilarak tiip igerigi temiz bir lam iizerine dokiildii. Agar don-
duktan sonra kii¢iik parcaciklar halinde kesilerek 9, 1 lik ozmik asit-
te bir saat siircyle tesbit edildi. Pargalar dereceli alkollerden gegiri-
lerek Araldit M’de bloklandi. LKM Ultratome IIT ile bu bloklardan
aliman ince kesitler Reynolds (19) y6ntemiyle boyanarak Carl Zeiss
EM g S-2 model elektron mikroskopta incelendi.

Bulgular

Dondurulmug ko¢ spermatozoa’larmin ince yapisinda, 6zellik-
le acrosom’un bulundugu bag bolgesinde degisiklikler goriildii.

Dondurulmamig sperma orneklerinden alinan uzunlamasina kesit-
lerde gekirdck, kama bigiminde idi; benekli gériiniigte olup dens mad-
de tagiyordu (Sck. 1N). Acrosom’un, basin 2/3 unii kapladigy, lateral-
de dar oldugu, antcriorda isc geniglemc yaptifi gozlendi (Sek. 1A).
Bu genigleme bélgesinin torbalanma yaptig1 yerde koyu acrosomal
bir maddenin bulundugu saptand: (Sek 1B). Subacrosomal bélgenin,
bagin apex’inc rastlayan 6n kismi iginde de Subacrosomal dens mad-
denin bulundugu gérildii (Sek. 1C).

Dondurulmug 6rneklerden alinan kesitlerde, dondurmanin sper-
matozoa iizerindeki zararll etkisinin gegitli bigimlerine rastlandi (Sek.
1, 2). Etkinin acrosomal bolgede oldugu goriildii.

Zararli etkinin ¢okaz oldugu durumlarda, spermatozoa’larin
acrosom’unda gigme, membranlarinda bozulma gériilmedigi halde,
acrosom’un genigleme bolgesinde madde yitimi gozlendi (Sek. 2 ok’
lar). Ileri dereccde etkilenmig spermatozoa’larda ise, acrosom’da sig-
me, ileri derecedc madde yitimi ve membranlarda bozulma saptan-
di (Sck. g ok’lar); ancak, acrosomal ve subacrosomal dens maddenin
biitiinliigiinit korudugu goérildu (Sek. 2, 3). Bir bolim spermatozoa’
larda ise acrosomlarini tamamen yitirdikleri saptandi. Aym kesitler-
de gesitli olgiilerde ctkilenmiy spermatozoa’larin yaninda, higbir et-
kiye ugramamig normal yapidaki spermatozoa’lara da rastlandi.

Dondurulmamig ve dondurulmug spermatozoa’larin boyun ve
kuyruk bélgelerinin ince yapilarinda bir degigim goriilmedi.
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Tartigma

Elektron mikroskop tekniginin geligmesi ile degigik hayvan tir-
lerinin spermatozoa’lar: iizerinde aragtirmalar (3, 5, 15), yapildig1
halde, donmug kog spermatozoa’larinda yapilan galiymalar simirhdir.
Healey (8), —79°C’de dondurmanimn boga ve aygir spermatozoa’la-
rinda zararli etki yapmadigini, domuz ve tavsanlarin acrosom’unda
zararll etkiye neden oldugunu; Quinn ve arkadaglart (17), donmug
kog spermatozoa’larinda yaptiklan ¢aliymada acrosom’da madde yi-
timinin gériildigiini bildirmektedirler. Biz de donmug kog¢ sperma-
tozoa’larinda yaptifimiz bu ¢aliymada, siv1 azot buharinda dondur-
manin spermatozoa’larin &zellikle acrosom’unu etkiledigini saptadik.
Acrosom’da sisme, madde yitimi ve dig zarlarda bozulma gordiik.
Aym orneklerdeki kimi spermatozoa’larin acrosom’larini tiimiiyle
yitirdiklerini, bir béliimiiniin ise normal yapiya sahip olduklarini sap-
tadik. Acrosomal ve subacrosomal maddede yitim gormedigimiz
gibi, taze ve donmug spermatozoa’larin boyun ve kuyruk bélgelerin-
nin ince yapilarinda da bir degigim goézlemedik.

Burada bir soru akla gelmektedir: Nasil oluyor da aym etkiye
ugrayan spermatozoa’larin bazilan zarara ugradiklari halde diger-
leri normal kalabiliyor? Gériiglimiize gore bu durum, spermatozoa’
larin diy membranlarinin permeabilitesi ile ozmotik basinglara kar-
s tekil direnglerinin degisik olmasi ile ilgilidir. Nitekim, Lovelock
(II) ve Farrant (4) da yaptiklar: ¢aliymalarda, spermatozoa’larin dig
membranlarinin degisik permeabiliteye ve ozmotik basinglara kar-
st tekil dirence sahip olduklarini bildirmiglerdir.

Hartree ve arkadaglart (7), protein, fosfolipid ve polisakkarit-
lerin spermatozoa’nin 6zellikle acrosom’unda yerlestigini, Austin
ve arkadaslar1 (1) yumurtanin delinmesine hizmet eden enzimlerin
acrosom’da bulundugunu bildirmiglerdir. Diigiik 1s1 derecelerinde
dondurulmus spermatozoa’larin acrosom’unda goriilen madde yi-
timi, spermatozoa’nin délleme giiciinii azaltmaktadir. Donmug kog
spermatozoa’sinin délleme giiciiniin, spermatozoa’larda goriilen za-
rarn Olgiisinden ¢ok, zarara uframig ve ugramami§ spermatozoa’
larin sayisiyla ilgili olabilecegi goriigiindeyiz.

Tesekkir
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Sekil 1. Taze kog spermatazoa’sinin bag kismindan uzamina kesit, A) acrosom. B) akroso-
mal dens madde, C) subakrosomal dens madde, D) dig membran, N) Nucleus., X 41800.
Fig 1. Scgittal section through the head of freshly fixed ram sperm. A) acrosome, B) acro-
somal dence substance, C) subacrosomal dence substance, D) plasma membrane, N) nuc-
leus., X 41800.
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Sekil 2. Dondurulmus kog spermatozoa’sinin bas kismindan uzamina kesit. A) akrosom,
B) akrosomal dens madde, C) subakrosomal dens madde, D) dig membran, N) nucleus, ak-
som’da madde yitimi (ok’lar)., X 38950.

Fig 2. Sagittal section through the head of frozen ram sperm. A) acrosome, B) acrosomal
dence substance, C) subacrosomal dence substance, D) plasma membrane, N) nucleus, ar-
rows) loss in the acrosomal substance., X 38950.
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Sekil 3. Dondurulmus keg spermatozoa’stnin bas kismindan uzanuna kesit. A) akrosom,
B) akrosomal dens madde, C) subakrosomal dens madde, D) dis membran, N) nucleus,
akrosomda ileri derccede madde yitimi ve dig membrarlarda bozulma (ok’lar)., X 40850
Tig 3. Sagittal section through the head of frozen ram sperm. A) acrosome, B) acrosomal
dence substance, C) subacrosomal dence substance, 1)) plasma membrane, N) nucleus,
arrows; severc damage in the acrosome and plasma membrane., X 40850.
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