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Determination Of The Occurrence Of Acrosomal Defor-
meties In Ram Spermatozoa During The Different Stages Of
Freezing The Semen Over Liquid Nitrogen

. Summary: The morphology and percent of acrosomae defrometies in
total of 12 ¢jaculates from 4 Merino rams were determined at different stages
during freezing procedure.

The sperm were frozen in straws and semen smears were and stained by
Giemsa taken at the different stages of freezing process. The examinations were
made under the microscope.

The acrosomal deformations in the fresh semen were increased after glyce-
rol adding, but no relation was between the rates of the deformeties and sperm
motolities.

Ozet: Bu caliymada, 4 merinos kogunun toplam 12 ejekulatinda diisiik
15s:da dondurma _yionteminin gegitli evrelerinde spermatozoitlerde olusan akrozom
bozukluklarimin bigimleri ve oranlari saptands.

Sperma, payet yontemiyle donduruldu. Dondurmamn gesitli evrelerinden
Jrotiler yapilarak Giemsa ile boyandy ve 151k mikroskopunda incelendi. Ayrica,
mottlite oranlart da saptand:.
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Kog spermatozoitlerindeki akrozom bozukluklaruun, spermaya gliserol
katilmasyla artugr ve bu bozukluklarla spermatozoit motilitesi arasinda bir
tigkinin bulunmadigr saptands.

Giris

Ulkemizdeki koyun varhg: son sayimlara gére 45 milyon dolayin--
dadir (12). Tiirkiye’deki toplam et iiretiminin %, 38’1, siit liretiminin
de % 23’ii koyunculuktan saglamr (17).

Koyunlardan eldc edilen iiriinlerin halkin beslenmesine ve dilke
ekonomisine biilyiik katkilarn vardir. Koyunculugumuzun digsatim
gelirleri igerisinde 6nemli bir payr vardir.

Ulkemizde koyun bagina elde edilen verimin gokluk yeterli dii-
zeyde bulunmadigi bilinmektedir. Bunun da baglhica nedeni, gevre
kosullarimin yetersizligi yamnda, gogu yerli koyun irklanimizin, kimi
iitkelerdeki koyunlara bakinca genotipik verim yapilarninin disiik
olmasidir.

Tirkiye’de, ilkin 1930’larda Karacabey Harasinda ve gevresinde
dar 6lgiide baslatilan yerli koyun irklart genotiplerinin merinos melez-
lemesi voluyla gelistirilmesi ¢aliymalarina 1949 yilinda daha genis
olgiide gegilmistir. Her ne kadar o zamanin dar kosullari ve siirh
teknik olanaklar1 yaninda aliian sonuglar 6nemsenecek olgiide ol-
makla beraber, yurtta giderck gogalan koyun varliginin gergek po-
tansiyelini gelistirmek bakimindan yeter &lgliye ulagamamigtir.

Yerli koyunlartmizin genotopik verim potansiyelini yaygin,
pratik ve ekonomik bigimdc artirmada en etkin aracin sun’i tohum-
lama oldugunda kugsku yoktur.

Ulkemizde, merinosla melezlemeye yonclik Koyun Sun’i To-
humlama Uygulamasinda bagtan beri uygulanagelen tcknik Merinos
koclardan alinan spermamn taze olarak yerli koyunlara verilmesi
biciminde olmustur. Uygulanan yéntem bu olunca, kog spermasmin
belli kimi teknikler kullanarak dondurulmasi ve tohumlamada kul-
Janilmasinin yalmz teknik ve pratik yonlerden degil gesitli ckonomik
yonlerden de bilyiik yararlar saglayacagi kuskusuzdur.

Koyunculugunu gelistirmis ilkelerde koyun sun’i tohumla-

masinin tcknik ve ekonomik agilardan gelistirilmesi amaciyla son
yillarda, 6zellikle kog spermasmin sulandinlmast ve disiik 151 dere-
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celerinde dondurulmast gahgmalart yogunlagmaktadir (2, 5, 7, 11).
Ulkemizde de bu konuda yeni ¢alismalar baglamistir (3, 10). Bununla
beraber gerek Diinya’da gerek iilkemizde yapilmig bu tiir galigmalar-
dan, beklenilen verimli sonuglara hentiz ulagilamamgstir. Bunun bags-
lica nedeni dondurulan ko¢ spermatozoitlerinin délleme giiciiniin
azalmasidir.

Obiir kimi tir hayvanlarin spermalarinin dﬁ.ﬂik 151 derccclerinde
dondurulmasi, tchumlamada kullanilmasi sonucu elde edilen motilite
ve dolveriminin yiiksek olmasina karglik, ko¢ spermasinin donduru-
larak tohumlamada kullanilmasinda elde edilen motilite ve dél-
veriminin diigitk bulunmasi kimi aragtirmacilart bu konulan inccle-
meye.yb'neltmi§tir (4, 9).

Bu konuda yaptigimiz bir ¢aligmada (1) snv1 azot buharinda,
diisiik 1s1 derecelerinde dondurulup ¢éziilmiis kog spermatozoitlerinin
(spermatozoonlarinin) akrozomlannda ince yap:r diizeyinde kimi
bozukluklarin olustugunu saptadik. Bu bozukluklarin, kog sperma-
tozoitlerinin bag kisminda, ézellikle akrozomlannda sismeler, madde
yitimi ve mcbrana bagl decgisiklikler bi¢iminde oldugunu go6zledik.

Bu galiymamizda, simdiye degin koglarda ve 6biir tir hayvan-
larda rutin olarak uygulanagelen spermanin sivi azot buharinda ve
disitk 1s1 derecelerinde dondurulmasi tekniginin hangi evrelerinde,
anilan akrosomal bozukluklarin olustugunu oransal olarak saptamak
amac1 gudiilmiistiir.

Materyal ve Metod

Bu ¢alyma, Lalahan Veteriner zootckni Arasgtirma Enstitiisiin-
deki Karacabey ve Konya Merinosu irklarindan 4 kogtan alinan top-
lam 12 ejekiilatta yapildr.

Sperma, koclardan Sun’i vajenle alindi. Almnaf cjckilatlar, ge-
rekli makroskopik ve mikroskopik muayenclei yapildiktan sonra
sulandirildi. Sulandiriar olarak Milowanov’un sodyum sitrat-glikoz-
yumurta sarist sulandiricist kullanildi (6). Bu sulandincaiya 9, 7 ora-
ninda gliserol katildi. Sulandirma iglemi iki agamada yapildi. Birinci
agamada sperma, sulandiricimin gliscrol’siiz béliimii ile 1/5 oraninda
sulandirilarak buzdolabina konuldu ve 1sis1 45 dakika iginde 5° C’ye
digstirildi. Isit 5° C’ye diisiiriilen bu spermaya, dondurma kabini
icerisinde daha 6énceden 1s1s1 5° C diisiiriilmiis gliserollii sulandirict
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bolimii g0 dakikada, azar azar ve esit zaman araliklaninda katilds
(Gliserolizasyon). Gliserolizasyonu tamamlanan sperma, payetlere
cekilerck 5° Cdcki su banyosunda iki saat birakildi (Ekilibrasyon).
Ekilibrasyondan sonra sperma sivi azot buharinda dondurularak,
- 196° C’deki sivi azot icinde saklandi. Ornek alma esnasinda, sivi
azottan alinan payetler 34° C lik 1lik su banyosunda 15 saniyc bira-
kilarak spermanin ¢éztilmesi saglandi.

Fransizlarin Payet yontemi olarak adlandirilan teknik baslica 5
evrede uygulanmaktadir:

1- ILK SULANDIRMA EVRESI: Spermann, sulandiricinin

gliserolstiz bolimi ile sulandirilmast

2- 5° C’YE SOGUTMA EVRESI: ilk sulandirmas: yapilan

spermamn 1sistnin 5° G ye dusiirtilmest

3- GLISEROLIZASYON (GLISEROLLEME) EVRESI: Isisi
5° C diisen spermaya, aym 1s1 derecesinde bulunan sulandiricinin
gliserol igeren bolimiinin katilmas:

4~ EKILIBRASYON (ALISIM) EVRESI: Spermanin, gliserole
alismasi icin payctler iginde ve belli bir siire 5° C deki soguk su
igerisinde tutulmasi

5— DONDURUP COZME EVRESI: Ekilibrasyondan sonra
spermamn payetler i¢inde sivi azot buharinda dondurulup, sivi azot
iginde saklanmasi ve kullanilacagi zaman 1k suda ¢6ziilmesi.

Tiim ejekiilatlarin yukardaki teknige gore dondurulmasi sirasinda
gerek taze spermadan, gerek yukarida anilan dondurma cvrelerinin
her birinden 6rnek alinarak yapilan frotiler, spesifik akrozom boyasi
olanGiemsa ile boyand: (14).

Sulandirilmamis spermadan ve dondurmanin gesitli evrelerin-
den hazirlanan frotiler 15tk mikroskopunda ve immersiyonla incelendi.
Her frotiden 333 spermatozoit sayilarak, her evredeki akrozom bozuk-
luklarinin bigimleri ve oranlar saptandi. Ayrica ejekilatlarin don-
durulmasi snrasmda anilan evrelerin herbirinde bir yonde, gii¢lii ha-
reketli spermatozoit oranlart da bulundu (Molilitc).

Bulgular

Sulandirilmamis spermadan hazirlanan frotilerde spermatozoit-
lerin akrosomlarinda hi¢ bir bozukluga rastlanmadi. Spermatozoit-
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lerin bag béliimiinde membranlanin biitiinliigiind korudugu ve ak-

rozomda madde yitiminin bulunmadif: gériildi (Resim 1).
Dondurma yonteminin degisik evrelerinden hazirlanan frotilerde

spermatozoitlerin akrozomlarinda baglica su tip bozukluklar gézlendi.

1— Akrozomun sismesi ve girintili gikintth bir bigim almast (Re-
sim 2, 3, 4).

2— Akrosomun 6n bolgesinde igeri dogru ¢6kme ya da katlanma
(Resim 5, 8).

3— Akrosomda madde yitimi ve daha ileri derecede akrosomun
tiimiiyle kaybolmas: (Resim 3, 5, 6, 7).
_ Amlan bu bozukluklarin tiimiinii ya da herhangi birini tastyan
spermatozoitler sayilarak, her ejekiilatin degisik dondurma evrelerinde
olusan akrozom bozukluklar oransal olarak saptand: ve gizelge-1 de
topluca gosterildi.

Cizelge 1. Kog ejekiilatlarinda dondurma yénteminin gesitli evrelerinde saptanan akro-
zom bozukluklan oranlan (%).

Ejekilat 11k sulandir-| 5°C’ye So- | Gliserolizas- | Ekilibrasyon|Dondurupgéz
Sayis1 mada gutmada yondan son. | dan sonra | diikten sonra

I 2.6 3.4 21.5 24.2 28.3

2 3.2 4.7 24.6 29.3 35.4

3 4.2 5.3 25.4 28.2 37.4

4 1.6 2.1 19.8 21.0 23.2

5 2.3 2.9 21.3 23.5 27.1

6 1.8 2.7 22.8 24.0 26.1

7 2.9 3.1 18.4 20.2 22.4

8 3.6 2.7 11.7 12.0 13.5

g 4.8 3.9 19.5 24.3 24.1

10 1.2 9.9 26.4 29.4 30.9

11 5.1 5.4 6.6 24.0 20.2

12 1.5 2.7 20.7 26.4 39.9
Ortalama 2.90 4.66 20.70 23.87 22.77

Cizelgeden izlenebilecegi gibi 4 kogtan alinan toplam 12 ejekii-
latta, dondurma yonteminin ¢esitli cvrelerinde saptanan akrozom
bozukluklar1 oranlar: ortalamasi ilk sulandirmada, 5° C 1sida, glisero-
lizasyondan sonra, ckilibrasyondan sonra ve dondurup ¢ozdiikten
sonra sirastyla % 2.90, % 4.66, % 20,70, % 23.87 ve % 27.77 olarak
saptandi. Yine gizelgeden goriilecegi iizere akrozom bozukluklarindaki
artig oranlari ilk sulandirma ile 5° C ye sogutma evreleri arasinda ok
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diisitk diizeyde bulundu. Oysa gliserolizasyondan sonra bunun énemli
olgiide arttigr ve bunu izleyen evrclerde az da olsa artigin stirdiigii
saptandi.

Dondurma yonteminin degisik evrelerinde saptanan bir yénde,
gli¢lii hareketli spermatozoit oranlar: (molilite) ¢izelge-2’de verilmistir.

Cizelge 2. Kog cjekiilatlarinda dondurma yénteminin gesitli evrelerinde saptanan motili-
te oranlan (9,

Ejekiilat 11k Sulan- | 5°C’ye So- | Gliserolizas- | Ekilibrasyon- Dondurup
Sayist dirmada gutmada | yondan son. | dan sonra | ¢ozdiiktens.
1 8o 75 70 70 30
2 8o 75 75 70 35
3 8o 70 70 70 35
4 85 75 70 65 30
5 75 70 65 65 25
6 8o 75 65 6o 30
7 85 75 70 70 40
8 . 85 8o 75 70 40
9 8o 75 65 65 30
10 85 8o 75 70 40
11 8o 75 70 70 35
12 835 75 70 65 30
“Ortalama 8r.7 ¥5.0 70.0 67.5 33.3

Cizelgeden goriilecegi gibi, degerlendirilen toplam 12 ejekiilatta,
dondurma yénteminin gesitli cvreleri olan ilk sulandirmada, 5° C ye
sogutmada, gliserolizasyondan sonra, ckilibrasyondan sonra ve don-
durup ¢oziildiikten sonra saptanan bir yonde, giigli hareketli sper-
matozoit oranlari (motilite) ortalamasi sirasiyla 9, 81.7, % 75.0,
% 70.0, % 67.5, ve % 33.3 olarak bulundu. lzlenebilecegi iizere
evreler arasinda Motilite yoniinden ortaya cikan farkliliklar dondurma-
maya degin nisbeten diisiik diizeyde bulundu, spermanin dondurulup
¢oziilmesinden sonra motilitede énemli olgiide diigme goriildii.

Tartiyma ve Sonug

Diisiik 1s1 derecelerinde dondurmanin kog spermatozoitlerinin
akrozomlarinda bozukluga neden oldugu gesitli ara§t1rmac1lar tara-
findan bildirilmigtir (4, 8, 9, 16).

GiZelge-1’den izlenebilecegi gibi dondurdugumuz ejekiilatlarda,
kog spermatozoitlerindeki akrozom bozukluklar1 orani ilk sulandir-
mada %, 2,90 ve 5° C ye sogutmada %, 4.66 gibi olduk¢a diisiik dii-
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zeylerde bulundu; gliserolizasyondan sonra ortalama 9, 16.04 ora-
ninda bir artigla 9, 20.70’¢ yiikseldi. Gliserolizasyonu izleyen evrelerde
artig oranlan nisbeten disiikk dizeylerde oldu. Sperma dondurulup
¢oziildiikten sonra tiim cjekiilatlarda ortalama 9, 27.77 oraninda
akrozom bozukluklart saptandi. Tasseron et al. (13) diistik 151 dere-
celerinde dondurduklar1 ve 151tk mikroskobunda inceledikleri kog
/spermatozoitlcrindcki akrozom bozukluklari oramm 9, 9.8, Watson
ve Martin (15) 9%, 48.3 olarak bildirmektedirler. \

Gerek bizim, gerck diger aragtirmacilarin sonuglar diigiik 1simn
kog spermatozoitlerinin akrozomlarinda bozukluga neden oldugunu
kamtlamaktadir. Ayrica biz, ozellikle gliserolizasyon evresinde ak-
rozom bozukluklarinin yiiksek diizeyde olustugunu saptadik.

Spermamn diigiik 11 derecelerinde dondurulmasinda sulandiri-
cya gliserol katilmaktadir. Gliseroliin, donma esnasinda biiyiik kristal
olusumunu &nleyerek spermatozoitleri fiziksel bozukluklardan ko-
rumak, donma noktasimi diisiirmek ve su gekici 6zelligi yiiziinden
donmay: kolaylagtirmak gibi iglevlerinin bulundugu gesitli arastir-
macilar taraﬁndan\‘ bildirilmektedir (18).

Gliseroliin spermatozoitleri diisitk 1sinn zararh etkisinden ko-
ruma islevi, degisik tiir hayvanlarin spermalarinda farklar gostermek-
tedir.Ornegin boga spermasinun diigiik 151da dondurulmasinda gliseroliin
zararh bir etkisinin gériilmemesine karsilik, ko¢ spermasinin dondurul-
masinda gesitli aragirmalarda da kamitlandig gibi spermatozoitlerin
akrozomlarinda yapisal degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (4, 14). Ka-
nmmizca, kog spermatozoitlerinin membraninin, gliseroliin su cgekici
etkisinden 6tiirii olugan hiicre igi ve hiicre dist ozomotik basing fark-
hiliklarina dayanikhiligimin diigiikk olmasi sonucu gecirgenlik (per-
meabilite) bozulmakta, hiicre zarinda ve akrozomda, girintili ¢ikin-
tihi hal alma, sigme, madde yitimi ve akrozomun tiimiiyle kaybol-
masina degin varan bozukluklar olusmaktadir.

Spermatozoit motilitesini Gizelge-2’de gorilecegi gibi dondur-
dugumuz ejekiilatlarda ilk sulandirma, 5° C’ye sofutma, gliseroli-
zasyon ve ekilibrasyon evrelerinde sirasiyla ortalama 9, 81.7, % 75.0,
ve 9% 67.5 gibi yiiksek diizeylerde bulmamiza karsin, dondurulup
coziildiikten sonra bunun g¢ok 6nemli &lgiide dustigiini (% 33-3)
gordiik. Bu konuda ¢aligan arasgtirmacilardan Zheltobruyukh (16)
kog spermasini hipertonik sulandiricilarla 1/5 oraninda sulandirmus,
gliserolizasyondan sonra % 80 olan motilitenin, dondurulup ¢oztldiik-
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ten sonra % 45c diigtiigiini bildirmisgtir. Watson ve Martin (15)
gliseroliin kog spermatozoitlerinde motilite digiikliigiine neden ol-
madigim saptamiglardir. Gerek bizim, gerek diger arastiricilarin so-
nuglari koglarda spermatozoit motilitesinin gliserolizasyondan etkilen-
medigini kanitlamaktadir.

Polge (8) gliseroliin kog¢ spermatozoitlerinde akrozom bozuklu-
guna neden oldugu halde, motilitedc herhangi bir degisiklik meydana -
getirmedigini saptadi. Bizim elde ettigimiz sonuglar da, kog sperma-
tozoitlerindeki akrozom bozukluklan ile motilite arasinda énemli bir
iligkinin bulunmadigin: ortaya koymustur.

Halkin beslenmesinde ve iilke ekonomisinde tartigilmaz islevleri
bulunan koyunculugumuzun gelistirilmesinde biiyik katkilar1 bulu-
nan sun’i tohumlamanmm yayginlagtirlmas:i ve etkinlestirilmesinde
donmus spermadan daha biiyiik élgtide yararlamlacag kanisindayiz.
Bu nedenle, bu tiirden galismalarin siirdiiriilmesi geregi agiktir. Ozel-
likle asagida siralanan konularin arasurilmasina éncelik verilmelidir.

1— Hiicre ict ve hiicre dist sivilarda ozmotik basing farkhliklarin
ortadan kaldiracak sulandiricilarin geligtirilmesi,

2— Dondurma sirasinda sulandiricitya katilan gliseroliin safhg
‘akigkanhgr ve spermaya katilma tekniginin incclenmesi,

3— Gesitli oranlarda gliserol iceren sulandiricilarla, akrozom
bozukluklar1 ve motilite yéniinden karsilastirmali degerlendirmeler
yapimasi,

4~ Gliserol yerine, ayni iglevi goren karbonhidrat, yumurta
sarisi, DMSO (Dimetyl sulfoksit) gibi maddelerin sulandiricilara ka-
tilmasiyla kog ‘spermasinin dondurulmasindaki etkilerinin aragtiril-
mast,
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Resim 1. Sulandinlmamig kog¢ spermasinda normal spermatozoitler., X 9go.

Resim 2. A. Normal spermatozoit B. Mcmbram girintili-gikinuli spermatozoit., xggo.




Hazim Gokgen—Resat Nuri Asti
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Resim 3. A, Normal spermatozoit B. Membrani girintili-gitkintili ve madde yitimine ugra-
3 permg : g ¢ y
mig spermatozoit., X ggo.

Resim 4. A. Normal spermatozoit B. Akrozomu sigmis ébermatozoit., X 9go.




Sivi Azot Buhannda Dondurma Youtemin n Cesitli...

Resim 5. A. Normal spermatozoit B. Membrant par¢alanmig ve madde yitimine ugramig
spermatozoit., X Qgo.

Resim 6. A. Normal spermatozoit B. Membrani girintili-gikintih spermatozoit., X ggo.
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Resim 7. A. Normal spermatozoit B. Akrozomu ¢6kmiis ya da katlanmig spermatozoit.,
X 9go0.

Resim 8. A. Normal spermatozoit B. Orta derccede madde yitimine ugramig spermatozoit
C. Yiksck derecede madde yitimine ugramis spermatozoit., X 9go.
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