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Hindi spermasinin dondurulmasinda farkh sulandiricilarin
spermatozoa motilitesi iizerine etkisi
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Ozet: Bu ¢alisma, hindi spermasinin dondurulmasinda farkli sulandiricilarin ¢6ziim sonrasinda spermatozoa motilitesi lizerine
etkisini aragtirmak amaci ile yapilmistir. Calismada kullanilan beg adet hindiden sperma, bes hafta siiresince haftada iki kez, masaj
yontemi ile alindi. Hindilerden alinan nativ spermanin bazi spermatolojik 6zellikleri degerlendirildi ve ortalama ejekiilat miktari (ml),
motilite (%) ve yogunluk (x10°/ml) sirastyla 0.28+2.8, 84.8+1.12 ve 5.1+0.34 olarak belirlendi. Degerlendirmeleri yapilan sperma 4
esit parcaya boliinerek 1:3 oraninda; %10 Dimethyl sulphoxide (DMSO) igeren Graham, Glikoz, Ringer ve Tris+Glikoz sulandirici-
lar1 ile sulandirilip +4 °C de 90 dakika aligima tabi tutulduktan sonra, -120 ° C de siv1 azot buharinda 15 dakikada donduruldu. Sulan-
dirma sonrasi ortalama motilite degerleri sirasiyla % 7442.6, 78+2.0, 84+2.2, 624+2.9 ve ¢bdzdiirme sonrasinda ise % 31£2.4,
40.5£2.8, 17£2.0, 11+1.4 olarak elde edildi. Elde edilen sonuglara gore glikoz tabanli sulandiricinin hindi spermasinin dondurularak
saklanmasinda diger sulandiricilara gore daha iyi sonuglar verdigi saptandi (p<0.001).

Anabhtar sozciikler: Hindi, motilite, sperma, sperma sulandiricisi, spermanin dondurulmasi

Effect of different diluents on the motility of turkey semen during cryopreservation

Summary: The aim of this study was to investigate the effect of different extenders on sperm motility in cryopreservation of
turkey semen. Semen was collected from five toms by manual massage method twice a week for five weeks. Some spermatological
parameters of collected semen was assessed and mean ejaculate volume (ml), sperm motility (%) and sperm concentration (x10%/ml)
were recorded as 0.28+2.8, 84.8+1.12 and 5.1+0.34 respectively. Pooled semen were divided into four equal parts and diluted 1:3
with extenders (Graham, Glucose, Ringer and Tris + Glucose) containing 10% Dimethyl sulphoxide (DMSO) and equilibrated at 4 °C
for 90 min. Samples were frozen at -120 ° C on liquid nitrogen vapour for 15 min. Sperm motility after dilution was averaged 74+2.6,
78+2.0, 84+2.2, 62+2.9 % and post-thaw motility was 31+2.4, 40.5+2.8, 17+2.0, 11+1.4 % respectively. According to the obtained
results, glucose extender provided better environment for turkey semen undergoing cryopreservation than the others (p<0.001).

Key words: Cryopreservation, extender, motility, semen, turkey.

Giris

Modern hindi yetistiriciligi ve seleksiyon metotlari
ergin hayvanlarin dogal asim yapamayacak kadar fazla
agirlik kazanmalarma sebep olmustur. Bu yiizden sun’i
tohumlama hindi tiretiminde, diger kanatl tiirlerine oran-
la daha yaygin kullanir hale gelmistir (1). Suni tohumla-
ma 1960°dan sonra hindi yetistiriciliginde kullanilmis ve
ticari yetistirme ile tretimin en 6nemli unsurlarindan
birisi olmustur. Erkek hindi ile disi hindi arasindaki ciisse
farklilig1 dolayisiyla ciftlesememe ve siklikla agir ciisseli
hindilerde diisiik fertilite elde edilmesi ticari iiretimin
suni tohumlama ile desteklenmesini zorunlu kilmistir (9,
26).

Giliniimiizde, kanathi hayvanlarin suni tohumlama-
sinda taze veya kisa siireli saklanmis sperma kullanil-
maktadir. Ancak hindi endiistrisinin gelismesi ve bu
gelismenin korunup devami igin spermanin dondurularak
uzun siireli saklama metodunun gelistirilmesi gerekir
(26). S6z konusu yontemin basarisi i¢in hindi spermasi-
nin fertilite kabiliyetini koruyan veya kaybi diisiik sevi-

yede tutan koruyucu bir sulandiriciya (8) ve basarili bir
dondurma protokoliine ihtiya¢ vardir.

Hindi spermast 6-24 saat (kisa siireli saklama)
fertilite kaybina ugramadan saklanabilmektedir (3, 23,
26). Ancak ticari amagh yetistirmelerde ve gen kaynakla-
rinin uzun siireli saklanmasi ve kullanilmasinda sperma-
nin dondurulmasina (uzun siireli saklama) gerek vardir.
Bu alanda ¢aligmalar olmakla birlikte heniiz hindi sper-
masinin bagarilt bi¢imde dondurulmasi gergeklestirile-
memistir (17).

Hindilerde ticari iiretimin suni tohumlamaya énemli
Olgiide bagh olmasi ve yiiksek genetik &zellige sahip
erkeklerden maksimum sperma elde ederek igletme igin
avantaj ve esneklik saglamasi, hindi spermasinin uzun
siireli saklanmasinin gelistirilmesinin 6nemini artirmistir
(17). Ancak, giinimiizde dondurulmus kanatli spermasi
ticari olarak ¢ok az kullanilmaktadir. Tavukculuk sektorii
cok gelismis olmasina ragmen bu sektdrde de durum
benzerdir (9). Bunun nedeni ise horoz spermasmin da
basarili sekilde dondurulamamasi ve dondurulmus sper-
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madan elde edilen fertilite sonuglarinin diigiik ve degis-
ken olmasidir.

Kanatli spermatozoonlar1 diger memeli ¢iftlik hay-
vanlarinin spermatozoonlarina goére morfolojik olarak
farklidir. Kanatli spermatozoonlarinin bas kismui silindi-
rik ve kuyruk kismindan fazla genis degildir (yaklasik
0,5 mikron). Sitoplazmik sivisinin az olmasi yiiziinden
kryoprotektanlarin spermatozoon icerisine hareket kabi-
liyeti azdir ve bu da kanath spermasinin dondurma islem-
lerinde canliligini iyi koruyamamasinin dnemli sebeple-
rinden birisidir. Ayrica spermatozoa kuyrugunun oldukca
uzun olmasi ve (bogalarin 50 mikron olmasina ragmen
kanatlilarda 100 mikron) kendine 6zel yapist dolayisi ile
donmaya kars1 hassastir (9).

Sperma dondurulmasinda kullanilan en etkili
kryoprotektan olan gliserol toksik etkisinden dolay1 to-
humlamadan 6nce oranmin %0,7 den asagiya indirilmesi
gerekmektedir (10,18). Ancak, gliseroliin dondurulmus-
¢Ozdiriilmiis spermadan uzaklastirilmasi igin yapilan
santrifiij, yeniden sulandirma ve dializ yontemleri zaman
alic1 ve hasar verici islemlerdir (9). Kanatli spermasinin
dondurulmasi i¢in kryoprotektan olarak gliserol yaninda,
gliserol + DMSO (16), DMSO (15), dimethyl acetamide
(6) ve DMSO + ethylene glycol (13) de etkilidir. Graham
(13) %11.2 (1/1 DMSO + ethylene glycol) kryoprotektan
kullanarak sulandirma sonrasi %50 motilite elde etmistir.
Blanco ve ark. (6) ise kanatlilarda ozmotik stres,
kryoprotektan (dimethyl acetamide), ekilibrasyon zamani
ve dondurma hizint kargilastirdigi ¢aligmada en iyi
spermatozoa canliligini %40 olarak elde etmistir.

Dimitrov (8) yaptig1 bir ¢aliymada, %8.5 gliserol
iceren Igs sulandiricist kullanarak kuru buzda dondurdu-
§u hindi spermasi ile ¢éziim sonrasi yapilan tohumlama-
larda oldukga yiiksek (%62.97) fertilite oran1 bildirmesi-
ne ragmen, Long (19) %11 oraninda gliserol kullanarak
yaptig1 calismada en yiiksek %37.17 fertilite orani elde
etmistir.

Bu calismada hindi spermasinin dondurulmasinda
kompleks sulandiricilar ile basit seker tabanli sulandirici-
nin ¢dzdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi iizerine
etkilerinin arastiritlmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot

Calismada 5 adet 28 haftalik Amerikan Bronz erkek
hindi kullanilmistir. Aragtirma siiresince ayni sartlarda
barinan ve beslenen erkek hindilerden kloakal ve
abdominal masaj yontemi ile bes hafta siiresince haftada
iki defa olmak iizere, bir hindiden 10, toplam 50 ejekiilat
almmustir. Taze spermada ejekiilat miktari, motilite ve
yogunluk gibi ozellikler belirlendikten sonra birlestiril-
mistir (18).

Motilite degerlendirmesi 1sitma tablali faz-kontrast
mikroskop kullanilarak x400 biiylitmede yapild1 ve %
olarak ifade edildi. Bunun i¢in 5ul sperma lam iizerine
alinarak tizerine lamel kapatild1 ve en az 3 degisik mik-

roskop sahasinda iki gbzlemci tarafindan incelendi. Nativ
spermanin muayenesinde motilitenin daha iyi gézlemle-
nebilmesi i¢in 1:1 oraninda serum fizyolojik ile sulandi-
rildi. Sulandirma sonrasi ve ¢oziim sonrast muayeneler
icin ekstra sulandirmaya ihtiya¢ duyulmadi.

Spermatozoa yogunlugu hemositometrik ydntem
kullanilarak belirlendi ve x10° sp/ml olarak ifade edildi.
Bu amagla 0,01 ml sperma 5 ml Hayem (24) soliisyonu
ile 1/500 sulandirilarak Thoma laminda sayildi.

Nativ muayenesi yapilan sperma dort ayri tiipe esit
olarak boliintip %10 DMSO iceren Graham (13) (4.70 gr
sodium acetate, 3.39 gr potassium acetate, 9.23 gr TES,
0.353 gr sodium hydroxide, 0.492 gr potassium
hydroxide, 32 gr glucose, 1000 ml distile su, 370
mOsm/kg, pH 7.2), Glikoz (0.3 M Glikoz, 300 mOsm/L
Glukoz (D (+) Glucose-monohydrate), Ringer (5.0 gr
dekstroz, 0.31 gr sodyum laktat, 0.03 gr potasyum kloriir,
0.60 gr sodyum kloriir, 0.02 kalsiyum kloriir, 100 ml
distile su) ve Tris+Glikoz (30mM/L tris(hydroxymethyl)-
aminomethan) + 300 mM/L Glukoz(D(+) Glucose-
monohydrate) sulandiricilart ile 1:3 (bir kisim sperma: 3
kisim sulandirici) oraninda sulandirilip, sulandirma son-
ras1 motiliteleri kayit edildi ve ayr1 renkte 0,25 ml’lik
payetlere c¢ekildi. Daha sonra +4°C de 90 dakika
ekilibrasyona tabi tutuldu. Ekilibrasyon sonrasinda pa-
yetler azot buharinda (-120°C) 15 dakika dondurulup -
196 °C’de siv1 azot iginde depolandi.

Dondurulmus spermalar, 37°C’da 30 saniyede su
banyosunda ¢ozdiiriilerek motilite muayenesi yapildi.

Caligmada elde edilen verilerin ortalama degerleri
ve standart sapmalar1 tespit edildi. Grup ortalamalar
arasindaki farklar tek yonlii varyans (ANOVA) analizi
uygulanarak, farklilig1 6nemli olan gruplar Duncan testi
ile belirlenmistir.

Bulgular
Hindilerden alinan nativ spermanin bazi spermato-
lojik 6zellikleri degerlendirildi ve ortalama ejekiilat mik-
tar1 (ml), motilite (%) ve yogunluk (x10°/ml) sirasiyla
0.29+2.33, 87.5+2.33 ve 5.2+0.55 olarak belirlendi.

Tablo 1. Hindilerden elde edilen nativ spermanin ortalama
miktar, yogunluk ve motilite verileri

Table 1. The mean data of fresh semen volume, concentration
and motility of turkeys.

Hindi Miktar Yogunluk Motilite
No: n (ml) (x10°/ml) (%)
1 10 0.29+1.7 4.8+0.3 85.542.1
2 10 0.36+6.8 4.440.4 85.0+2.2
3 10 024237 6.120.3 82.042.0
4 10 03229 45404 83.042.6
5 10 0.20£3.6 5.8+0.2 88.5+1.5
X+sx 50  0.28+2.8 5.1+1.12 84.8+0.34
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Graham, Glikoz, Ringer ve Tris+Glikoz sulandiricilari ile
sulandirilan taze spermanin sulandirma sonrasi ortalama
motilite degerleri ve dondurma-¢dzdiirme sonrasinda
spermatozoa motilitesi agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2. Sulandirma ve dondurma-¢oziim sonrasi elde edilen
ortalama motilite verileri.

Table 2. The motility data was obtained after dilution and cryo-
preservation.

Sulandiricilar ~ Sulandirma sonrasi Co6ziim sonrast
motilite (%) motilite (%)
X£SX XESX

Graham T4+2.6 31+2.4

a c
Glikoz 78+2.0 40.5+£2.8

a a
Ringer 84+2.2 17.5£2.0

c b
Tris+Glikoz 62+2.9 11+1.4

b a

a, b, c: Ayni siitunlarda farkl: harfleri tasiyan grup ortalamalari
arasindaki fark 6nemli(p< 0.001).

Sulandirici gruplart arasinda hem sulandirma sonra-
st hem de ¢6ziim sonrasi elde edilen motilite degerleri
arasinda istatistiki olarak onemli farklar elde edildi. Su-
landirma sonrasi ortalama en yiiksek motilite ringer su-
landiricisinda (%84+2.2) elde edilirken dondurma sonra-
sinda ise glikoz sulandiricisindan (%40.5+2.8) elde edildi.

Tartisma ve Sonu¢

Kanatli spermasinin dondurulma c¢aligmalari ¢ok
eski bir gecmise sahiptir. ilk olarak Polge tarafindan
1951 de gliserol kullanilarak yapilan dondurma g¢aligma-
larinda kanatli spermasi kullanilmigtir. Bundan sonraki
yillarda sperma dondurma teknolojisinin kanatl sekto-
rinde hizla gelismesi beklenirken, sperma dondurma
yontemleri ve teknoloji kanath spermasi yerine memeli-
lerde gelismistir. Gliniimiizde hala kanathilarda elde edi-
len fertilite memelilerdeki oranlarina ulasamamustir.
Bunun sebepleri olarak sinirli ve degisken fertilite sonug-
lart ile kanatli spermasmnin donmaya karsi hassasiyeti
sayilabilir (9,10).

Kanatli spermasi ile elde edilen fertilite sonuclari-
nin ¢ok degisken olmasi (9), laboratuvar testleri ile
fertilite arasinda tam bir iligki kurulamamast (5, 14),
kanatlilarin reprodiiktif fizyolojilerinin farkli olmas1 gibi
nedenlerden kaynaklanan handikaplar yapilan calisma-
lardan elde edilen sonuglarin yorumlanmasint ve basari
Olgilisiiniin  saptanmasini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle
sonuglarin ve degerlendirmelerin farklilig1 hindi sperma-
sinin dondurulmasina iligkin teknolojinin rutin olarak
kullanilmasina mani olmaktadir.

Hindi spermasinin dondurulmasinda istenen basari-
nin elde edilememesi dolayisi ile kisa siireli saklama
lizerine ¢alismalar yogunlagmistir. Sexton (23) hindi

spermasinin 12-24 saat siiresince soguk ortamda saklaya-
rak basarili sonuglar almigtir. Ayni arastirict diger bir
calismasinda ise BPSE II (Beltsville Poultry Semen
Extender), IMV (Instruments for Veterinary Medicine),
MTGA (Minnesota Turkey Growers Association),
BPSE+T (Tobramycin) ve MTGA+G (Gentamicin) su-
landiricilart  kullanilarak en yiiksek fertiliteyi BPSE
(%77) sulandiricisindan elde ettigini bildirmistir (21).
Benzer sekilde Alkan (1) 24. saatte BPSE ile %50,
Giesen(11) 18. saatte %85 fertilite elde ettigini belirtmis-
tir. Sexton (22) hindi spermasinin, 24 saat 5°C’de sak-
lanmasindan sonra elde edilen %30 canliliga sahip sper-
manin oviduktta uzun siire canli kalabilmesinin miimkiin
olmadigini bildirmistir. Buna karsilik Alkan(1) ise BPSE
ile sulandinlip 5°C’de 24 saat saklanan ve %38
motiliteye sahip spermadan %50 fertilite elde etmistir.

Taze spermaya goére dondurulmus sperma ile to-
humlamalarda yaklagik 5-10 kat daha fazla spermatozoa
kullanmak gerektigi bildirilmistir. Dondurulmus sperma
ile %50 fertilite elde etmek icin her tohumlama dozunda
100 milyon spermatozoa gerekirken taze sperma igin bu
say1 sadece 1.5 milyondur (27).

Yapilan kisa siireli ¢alismalarda BSA’nin motilite
iizerine faydali etkisinin olmasina ragmen fertilite oranla-
rin1 degistirmedigi (5) ve frikktoz veya glikozun da olum-
lu bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (20). Akgay (2) S-
2, Ringer, Avian, yagsiz siit ve FTS sulandiricilart kulla-
narak yaptigi kisa siireli saklamada 7. saatte ringer sulan-
diricismnin  digerlerine gore {stiin  oldugunu (%41
motilite) belirtmistir.

Sunulan ¢aliymada kryoprotektan olarak %10
DMSO kullanilmistir. Gliseroliin en etkili kryoprotektan
olup, DMSO kadar toksik olmamasina ragmen gebelik
Onleyici etkisinin olmasi sebebi ile tohumlamadan once
bu oranin azaltilmasi gerekmektedir. Bu islemlerin pratik
olmamasi kanatli spermasi dondurulmasinda degisik
kryoprotektan kullanilmasima yol agmustir. Han (15)
ordek spermasi iizerinde yaptig1 caligmada %4, 6, 8§, 10
oranlarinda gliserol, DMSO, DMA ve DMF (dimethyl
formamide) kryoprotektanlarini karsilagtirmis ve en iyi
sonugu %10 DMSO’nm verdigini bildirmistir. Benzer
sekildle DMA ve DMSO+ethylene glycol gibi diger
kryoprotektanlardan da sonuglar alinmistir (13, 25)

Bu calismada ortalama en yiiksek motilite %41 elde
edilirken, Bakst (4) %40 motilite (%0 fertilite), Graham
(12) %50 motilite, Blanco (7) %40 canlilik, Long (19)
%49.5 fertilite, Tselutin (25) %80-90 fertilite ve
Dimitrov (8) %62.97 fertilite elde ettigini bildirmistir.
Calismalarda yiiksek oranda motilite ve fertilite elde
edildigi bildirilmesine ragmen hala rutin bir hindi sper-
mast dondurma protokoliiniin kullaniliyor olmamasi
dikkat ¢ekicidir.

Arastirmada Graham sulandiricist ile dondurulan
spermada ¢0ziim sonrast ortalama %31 motilite elde
edildi. Graham (12) ise ayni sulandirici ile ¢6ziim sonu
%50 motilite elde ettigini bildirmistir. Ancak arastirici
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calismasinda kryoprotektan olarak 9%11.2 oraninda
DMSO + Ethlene Glycol (1/1) kullanmis ve ekilibrasyo-
nu 30 dakika olarak belirlemistir. Bu sonuglar arasindaki
farkliliga bireysel faktorlerle birlikte kryoprotektan kon-
santrasyonu, ekilibrasyon siiresi ve sicakligi etkili olmus
olabilir.

Tris katkili Glikoz, Graham ve Ringer sulandiricila-
r1 daha kompleks yapiya sahip olmalarina ragmen, bu
sulandiricilardan diisiik motilite verileri elde edildi. En
iyl sonug ise glikoz tabanli (300 mM) sulandiricidan
alindi. Bu sonuglara paralel olarak, Ak¢ay (3) hindi sper-
masini ringer ve 300 mM/L glikoz ile sulandirip 48 saat
+4°C bekletip yaptig1 tohumlamalarda en yiiksek fertilite
oraninin glikoz sulandiricist elde ettigini bildirmistir.

Sonug olarak %10 DMSO katkili 300 mM/L glikoz
sulandiricist basit ama diger sulandiricilara goére etkin
oldugu saptanmistir. Ancak elde edilen veriler dondu-
rulmusg hindi spermasinin ticari olarak kullanilacak sevi-
yede olmadigini gostermekle birlikte glikoz tabanli su-
landiriciya degisik kryoprotektanlar, antioksidanlar ekle-
nerek ve ekilibrasyon siiresi, dondurma metodu, ¢éziim
sicakligr ve zamani degisiklikleri yapilarak gelistirilebi-
lecegi kanisina vartlmigtir. Bunun yaninda elde edilen
verilerin fertilite denemeleri yapilarak desteklenmesi
gerekmektedir.
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