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The effect of freezİng in Iiquid nitrogen funıes on the ranı
spernı u1trastructure.

Sunınıary: This preli minmy and investigatory study has been earried
out under the eleetron-mieroseope to find Oııt the dJeet onfreezing of ram sperm
with liquid nitrogen jumes.

lvIaıüd swelling of eerosome, material loss and degeızeration of sperm
membrone were noted. Excmination of thin seetions reııealed that there were
unaffeeted spermes as well as qf those oIfeeted.

Özet: Bu öııçalışmada sıvı ezot buhannda dondurulmuş koç spermato-
zoa'larına, dondurmanın etkisi araştırıldı.

Donmuş kOf spermatozoa'lannın eerosom'unda şişme, madde yitimi ve
dış membranlannda bozulma saptandı. Donınuş spermato:::.oa'yaait a.J'nt ke-
sitlerde hem zarara uğromış, hem uğramamış s/)ermctozoa'lar gö'rüldü.

Giriş

Dünya'da son yİrmi yıldır koç spcrmasmm dü~ük ısı derecele-
rinde dondurulması konusunda oldukça yoğun çalı~malar yapılagel-
mektedir. Bu çalı~malar sonunda koç spermasmın ampuller, payet-
ler (straw) içinde ve pelet biçiminde; katı COı-etilalkol ile-79°C'de
veya sıvı azot buharında dondurulması olanak içerisine girmi~tİr.
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Ancak bu çalışmalardan bugüne değin gerek motilite (sperİnoto~oa
hareketi), gerekse dölverimi yönünden yeterli sonuç alınamamıştır.

Salarnon (20), taze koç sperması ile tohumladığı iki sürüde %
73,9 ve % 78,3; dondurulup çözülmüş koç sperması ile tohumladığı
iki sürüde de % 51,3 ve % 54,9 doğum oranı elde etmiştir.

Kalev ve arkadaşları (9), ampuller içinde ve kuru buz üzerinde
dondurdukları koç sperması ile tohumhı.dıkları iki sürü de %45.4-
ve % 32,2 oranında gebelik .sağlayabilmişl~rdİr.

Samouilidis (21)'in, payetler içinde ve pellet biçiminde dondur-
duğu koç sperması ile çeşitli ülkelerde yaptığı tohumlarnalardan el-
de ettiği dölverimi % 36,3-52,7 olmuştur.

Türkiye'de de koç spermasının düşük ısı derecelerinde dondurul-
ması konusunda son yıllarda çalışmalar yapılmıştır.

Gökçen (6), koç spermasını payetler içerisinde ve sıvı azot bu-
harında dondurup sıvı azot içinde saklamış, tohumladığı 96 koyunda
% 22,9 oranında doğum elde etmiştir.

Sevinç ve arkadaşları (22), çeşitli sulandırıcılar ve ekilibrasyon
süreleri kullanarak sıvı azot buharında dondurdukları koç sperması
ile tohumladıkları koyunlarda elde ettikleri doğum oranını % 20,0
olarak bulmuşlardır.

Tüm bu literatür sonuçlarından da anlaşılacağı gibi çeşitli tek-
niklerle dondurulan koç spermasıyla yapılan sun'İ tohumlarnalar-
dan dölverimi yönünden yeterince başarılı sonuç alınamamıştır.

Bu olgu, çeşitli araştırmacıları bunun nedenlerini araştırmaya
yöneltmiştir. Lasley ve arkadaşları (LO) koç spermasının ısısını, ani-
den O°C'ye düşürdüklerinde hücre membranının permeabilitesinin
arttığını; bazı araştırmacılar (2, i 2, 13), bu permeabilite artışının;
motilite ve metabolik aktivite azalması yanında, protein ve fosfoli-
pidlerin kaybı ile beraber seyrettiğini bildirmişlerdir. Bir kısım araş-
tırmacılar da (16, 18, 23), koç spermatozoa'larınınancak-79cC'de
dondurulduğunda, metabolizma ve motilitelerinin azaldığını, fosfo-
lipidlerin kaybolduğunu bildirmektedirler.

Normal mikroskop kullanarak yapılan ~alışmalarda taze ve don-
muş koç spermatozoa'ları arasında morfolojik yönden önemli bir deği-
şiklik saptanmamıştır. Son yıllarda insan ve çeşitli tür hayvanlann
spermatozoa'ları üzerinde e1ektron mikroskopik çalışmalar (3, 5, 15)
yapıldığı halde, donmuş koç spermatozoa'ları üzerinde yapılan çalış-
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malar sınırlıdır (8, ı 7). Healey (8), taze ve donmuş boğa spermatozoa'
ları üzerinde yaptığı çalışmada, ince yapı düzeyinde farklılık bulun-
madığını bildirmektcdir. Buna karşılık Quinn ve arkadaşları (ı 7),
taze ve donmuş koç spermatozoa'larının acrosomlannda madde yitimi
saptadıklannı bildirmişlerdir.

Bu çalışmanın amacı, düşük ısıda dondurmanın koç spermatozoa'
larının İnce yapıları üzerindeki etkilerini araştırmaktır.

Materyal ve Metot

Bu çalışma Lalahan Veteriner Zootekni Araştırma Enstitüsü'n-
deki Karacabey ve Konya Merinos Irkıarından 4 koçtan alınan top-
lam ı 2 ejekülat üzerinde yapıldı.

Sperma, koçlardan sun'i vajenle alındı. Ejekülatlar alınır alın-
maz bunların yarısı spermatozoa'ların normal yapılarını elektron
mikroskopta incelemek amacıyla glutaraldehyde-para-formaldehyde
tesbitine kondu. Öteki yanları ise gerekli normal mikroskopik muaye-
neleri yapıldıktan sonra sulandırıldı. Sulandırıcı olarak Milovanov'
un sodyum sitrat-glikoz-yumurta sarısı sulandırıcısı kullanıldı (ı 4). Bu
sulandırıcıya % 7 oranında gliserol katıldı. Sulandırma işlemi iki aşa-
mada yapıldı. Birinci aşamada sperma, sulandırıcının gliserolsüz bö-
lümü ile ı 12 oranında sulandırılarak buzdolabına konuldu ve ısısı
45 dakika içinde 5°C'ye düşürüldü. Isısı 5°C'ye düşürülen bu sperma'
ya, dondurma kabini içinde daha önceden ısısı 5°C'ye düşürülmüş
bulunan gliserollü sulandırıcı 3° dakikada ve eşit aralıklarla katıldı
(Gliserolizasyon). Gliserolizasyonu tamamlanan sperma, payetlere
çekilerek 5°C'deki su banyosunda iki saat bırakıldı (Ekilibrasyon).
Ekilibrasyondan sonra sperma sıvı azot buharında dondurularak,
- ı g6°C'deki sıvı azot içinde saklandı.

Sıvı azottan çeşitli zamanlarda alınan payetler ılık su banyosunda
çözüldü ve dondurmanın spermatozoa'ların ince yapısındaki etkisi-
ni saptamak amacıyla bir miktar ejekülat glutaraldehydeparaformal-
dehyde'lc tesbit edildi.

Gerek taze, gerekse dondurulduktan sonra glutaraldehyde pa-
raformaldehyde tesbit sıvısına alınan spermatozoa'lar, 50 mg ımı
sakkaroz içeren bu tesbit sıvısında ı saat + 4°C'de bırakıldı. Bu süre
sonunda, dakikada 800 devir yapan santrifüj de ı o dakika santrifü-
je edildi. Çökelti, 5° mg ımı sakkarozlu o, ı fosfat buffer'da ı saat
yıkandı. Bu süre sonunda yine 800 devirde IO dakika santrifüje edil-



di. Fosfat buffer'da i saat yıkandıktan sonra, 800 devirdc tekrar LO

dakika santrifüj e edildi. Tüp, süpernatant atılmaksızın 50°C'deki
su banyosuna alındı. Tüp İçeriği aynı ısıya ulaştıktan sonra superna-
tant atıldı. Çökelti üzerine 50°C'de erimiş % 2 lik agar'dan 1-2 dam-
la damlatılarak tüp içeriği temiz bir lam üzerine döküldü. Agar don-
duktan sonra küçük parçacıklar halinde kesilerek % i lik ozmik asit~
te bir saat süreyle tesbit edildi. Parçalar dereceli alkollerden geçiri-
lerek Araldit M'de bloklandı. LKM Ultratome III İle bu bloklardan
alınan ince kesitler Reynolds (I 9) yöntemiyle boyanarak Carl Zeiss
EM 9 S-2 model elektron mİkroskopta İncelendi.
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Bulgular

Dondurulmuş koç spermatozoa'larının İnce yapısında, özellik-
le acro~;om'un bulunduğu baş bölgesinde değişiklİkler görüldü.

Dondurulmamış sperma örneklerinden alınan uzunlamasına kesit-
lerde çekirdek, kama biçiminde idi; benekli görünüşte olup dens mad-
de taşıyordu (Şek. ıN). Acrosom'un, başın 2/3 ünü kapladığı, lateral-
de dar olduğu, anteriorda ise genişleme yaptığı gözlendi (Şek. ıA).
Bu genişleme bölgesinin torbalanma yaptığı yerde koyu acrosomal
bir maddenin bulunduğu saptandı (Şek ıB). Subacrosomal bölgenin,
başın apex'ine rastlayan ön kısmı içinde de Subacrosomal dens mad-
denin bulunduğu görüldü (Şek. ıC).

Dondurulmuş örneklerden alınan kesitlerde, dondurmanın sper-
matozoa üzerindeki zararlı etkisinin çeşitli biçimlerine rastlandı (Şek.
i, 2). Etkinin acrosomal bölgede olduğu görüldü. )

Zararlı etkinin çokaz olduğu durumlarda, spermatozoa'ların
acrosom'unda şişme, membranıarında bozulma görülmediği halde,
acrosom'un genişleme bölgesinde madde yitimi gözlendi (Şek. 2 ok'
lar). ileri derecede etkilenmiş spermatozoa'larda ise, acrosom'da şiş-
me, ileri derecede madde yitimi ve membranıarda bozulma saptan-
dı (Şek. 3 ok'lar); ancak, acrosomal ve subacrosomal dens maddenin
bütünlüğünü koruduğu görüldü (Şek. 2, 3). Bir bölüm spermatozoa'
larda ise acrosomlarını tamamen yitirdikleri saptandı. Aynı kesider-
de çeşitli ölçülerde etkilenmiş spermatozoa'ların yanında, hiçbir et-
kiye uğramamış normal yapıdaki spermatozoa'lara da rastlandı.

Dondurulmamış ve dondurulmuş spermatozoa'ların boyun ve
kuyruk bölgelerinin ince yapılarında bir değişim görülmedi.
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Tartışma

Elektron mikroskop tekniğinin geli~mesi ile deği~ik hayvan tür-
lerinin spermatozoa'ıarı üzerinde ara~tırmaıar (3, 5, 15), yapıldığı
halde, donmu~ koç spermatozoa'larında yapılan çalı~malar sınırlıdır.
Healey (8), -i9°C'de dondurmanın boğa ve aygır spermatozoa'la-
rında zararlı etki yapmadığını, domuz ve tavşanların acrosom'unda
zararlı etkiye neden olduğunu; Quinn ve arkada~ları (li), donmu~
koç spermatozoa'larında yaptıkları çalı~mada acrosom'da madde yi-
timinin görüldüğünü bildirmektedirler. Biz de donmu~ koç sperma-
tozoa'larında yaptığımız bu çalı~mada, sıvı azot buharında dondur-
manın spermatozoa'ların özellikle acrosom'unu etkilediğini saptadık.
Acrosom'da ~i~me, madde yitimi ve dı~ zarlarda bozulma gördük.
Aynı örneklerdeki kimi spermatozoa'ların acrosom'larını tümüyle
yitirdiklerini, bir bölümünün ise normal yapıya sahip olduklarını sap-
tadık. Acrosomal ve subacrosomal maddede yitim görmediğimiz
gibi, taze ve donmu~ spermatozoa'ların boyun ve kuyruk bölgelerin-
nin ince yapılarında da bir deği~im gözlernedik.

Burada bir soru akla gelmektedir: Nasıloluyor da aynı etkiye
uğrayan spermatozoa'ların bazıları zarara uğradıkları halde diğer-
leri normal kalabiliyor? Görü~ümüze göre bu durum, spermatozoa'
ların dı~ membranıarının permeabilitesi ilc ozmotik basınçlara kar-
şı tekil dirençlerinin deği~ik olması ile ilgilidir. Nitekim, Lovelock
(II) ve Farrant (4) da yaptıkları çalı~malarda, spermatozoa'ların dı~
membranıarının deği~ik permeabiliteye ve ozmotik basınçlara kar-
~ı tekil dirence sahip olduklarını bildirmişlerdir.

Hartree ve arkada~ları (7), protein, fosfolipid ve polisakkarit-
lerin spermatozoa'nın özellikle acrosom'unda yerle~tiğini, Austin
ve arkada~ları (I) yumurtanın delinmesine hizmet eden enzimlerin
acrosom'da bulunduğunu bildirmi~lerdir. Dü~ük ısı derecelerinde
dondurulmuş spermatozoa'ların acrosom'unda görülen madde yi-
timi, spermatozoa'nın dölleme gücünü azaltmaktadır. Donmu~ koç
spermatozoa'sının dölleme gücünün, spermatozoa'larda görülen za-
rarın ölçüsünden çok, zarara uğramı~ ve uğramamı~ spermatozoa'
ların sayısıyla ilgili olabileceği görü~ündeyiz.

Teşekkür
Bu çalı~manın Lalahan Veteriner Zootekni Ara~tırma Enstitü-

sü'nde yürütülmesi sırasında her türlü yardımlarını gördüğümüz
başta Enstitü Müdürü Sayın Uzman Veteriner Hekim Zeki Benlioğ-



lu olmak üzere, Sun'i Tohumlama Laboratuvarı Şefi Sayın Uzman
Veteriner Hekim Dr. Mehmet Kazandağı'ya ve çalı~ma arkada~la-
rına te~ekkürü bir borç biliriz.

Koçlardan alınan sperma numunelerinin elektron-mikroskoba
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Şekil I. Taze koç spermalazoa'sının baş kısmından uzamına kesit, A) aerosom. B) akroso-
mal dens madde, cı subakrosomal dens madde, D) dış membran, N) Nucleus., X 41800.
Fig I. Segittal section through the head of freslıJy fixed ram sperm. A) aerosome, B) aero-
somal denee substanee, C) subaerosomal denee substanee, D) plasma membrane, N) nue-

leus., X 41800.
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Şekil :2. Dondurulmuş koç spermatozoa'sının baş kısmından uzamına kesit. A) akrosom,
BJ akrosomal dens madde, C) subakrosomal dens madde, D) dış membran, N) nucleus, ak~

som'da madde yitimi (ok'lar)., X 38950.

Fig :2. Sagittal section through the head of frozen ram sperm. A) aerosome, B) aerosomal
denee substanee, C) subaerosomal denee substanee, D) plasma membrane, N) nucleus, ar-

rows) loss in the acrosomal substanee., X 38950.
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Şckil 3. Dondurulmuş kaç spermatazoa'sınııı baş kısmır.dan ıızamına kesit. A) akrosom,
B) akrosoma! dens madde, C) subakrosamal dens madde, D) dış membra!'., N) nuelcus,
akrasomda ilcri derecede madde yitimi ve dış mcmbranlarda b"zulm;\ (ok'lar)., X 40850

Fig' 3. Sagitta! section through the head of fr.ızen ram sperın. A) acrosome, 1\) acrosomal
denee substanee, C) subaerosomal denee substance, D) plasma membrane, 1\) rıueleus,

arro\\'sj severe damage in the aerosome and plasma membrane., X 4085<).
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