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DENİZLİ HOROZU SPERMALARININ FARKLI
SULANDIRıCı VE KRYOPROTEKTANLARLA

DONDURULMASı

Ongun KESKİN. Necmettin TEKİN •• Naflz YURDAYDıN ••• Murat SELÇUK ••••

Freezing of DenizIİ Cock's Semen With Different Diluents and
Cryoprotectans

Summary: The aim of this research was to investigate the freezabi/ity of
DenizIi cock' s semen using different diluents.

In this experiment, 5 Denizli cocks were treated. During the research, se-
men was collectedfrom cocks by manual massage method ıwice in a week. The
spermatological characteristics of ejaculates which were collected from cocks
are as follows: (1) Ejaculate volume averaged 0.8:tO.0 ml., (2) sperm moti/ity
69.0:t4.8 (3) sperm concentration 4.2xJ09Iml:tO.3 (4) percentage of abnormal
sperm 7.9:1::1.3%and (5) pH 7.5:tO.I.

Semen from cocks was diluıed by skim milk, BPSV and Ringer. Post-
equilibration sperm moti/ity (%) was averaged 50.0:1::5.2,58.0i:4,9, 50.0:t8.2 re-
spectivelyfor semen diluıed with skim milk-I, BPSV-I, Ringer-I, 59.0:1::5.0,
60.0£3.0,57.0:1::6.7 respectively with skim milk-2, BPSV-2 and Ringer-2.

Post-thawing sperm motUity (%) was recorded as 29.0i:4.3, 26.0i:4.0,
34.5:£6.1 respectively for semen di/uted with skim milk-I (Glycerol 5%, DMSO
5%), BPSV-I, Ringer-I, 32.0:1::3.6,36.0:1::3.0,4I.0i:4.6 respectively with skim
milk-2 (Glycerol5%, DMSO 10%), BPSV-2, Ringer-2.

Post-equi/ibration percentage of abnormal sperm (%) was averaged
39.5:t2.5, 29.0£3.4, 43.6i:4.4 respectively for semen di/uıed with skim mi/k-I,
BPSV-I, Ringer-I, 45.0:t2.8, 34.7:1:2.8, 48.0:1::5.1respectively with skim milk-2,
BPSV-2, Ringer-2. Post-thawing percentage of abnormal sperm (%) was re-
corded as 45.4i:4.4, 55.0:1:2.2, 62.7:1::3.0,respectively for semen diluıed with
skim milk-I, BPSV-I, Ringer-I, 51.4:1::3.8,58.2:1::5.5, 73.0i:4.3 respectively with
skim mi/k-2, BPSV-2 and Ringer-2.

Özet: Bu çalışma, Denizli ırkı horoz spermalarının farklı sulandırıcılar
kullanarak dondurulabUirliğini araştırmak amacıyla yapılmıştır.

Çalışmada Denizli ırkı 5 horoz kullanılmıştır. Araştırma süresince sperma-
lar masaj yöntemiyle haftada iki kez alınmıştır. Elde edilen, ejakülatlarda, genel
ortalamaları saptanan başlıca spermatolojik özelliklerden ejakülat miktarı
0.8:tO.OI ml., spermatozoa motUitesi %69.0:t4.8, spermatozoa yoğunluğu
4.2xJ09Iml.:tO.3, anormal spermatozoa oranı %7.9:1::1.3ve spermanın pH değeri
7.1:tO.1 olmuştur.

Süt-1, BPSV-1 ve Ringer-1 sulandırıcılarıyla ekilibrasyondan sonra ortala-
ma spermatozoa motiIitesi (%) sırasıyla 50.0:t5.2, 58.0i:4.9, 50.0:t8.2 olurken,
Süt-2, BPSV-2 ve Ringer-2 ile 59.0:1::5.0,60.0:1::3.0ve 57.0:1::6.7değerleri saptan-
mıştır.
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Süt-I, BPSV-l ve Ringer-l sulandırıcılarıyla çözüm sonu ortalama sperma-
tozoa matilitesi (%) sırasıyla 29.0:1:4.3, 26.0:1:4.0, 34.5:1:6.1 bulunurken, Süt-2,
BPSV-2 ve Ringer-2 ile 32.0H.6, 36.0H.0 ve 41.0:1:4.6kaydedilmiştir.

Ekilibrasyondan sonra ortalama anormal spermatozoa oranı (%) Süt-I,
BPSV-l ve Ringer-l sulandmcılarıyla 39.5:1::2.5,29.03.4,43.6:1:4.4 olurken, Süt-
2, BPSV-2 ve Ringer-2 ile 45.0:1::2.8,34.7:1::2.8ve 48.0:1:5.1belirlenmiştir.

çözüm sonu ortalama anormal spermatozoa oranı (%) Süt-I, BPSV-l ve
Ringer-l sulandırıcılarıyla 45.4:1:4.4, 55.0:1::2.2,62.7İ.3.0 saptanırken, Süt-2,
BPSV-2 ve Ringer-2 ile 5l.4H.8, 58.2:1:5.5 ve 73.0:1:4.3bulunmuştur.

Giriş

Son yıllarda dünyada bilimsel ve teknolo-
jik gelişmelere paralelolarak tavukçuluk ala-
nında da önemli ilerlemeler kaydedilmiştir.
Özellikle, 20. yüzyılın onalannda başlatılan
horoz spermasının kısa süreli kryopreservasyo-
nu çalışmalan ya da dondurolarak uzun süre
saklanabilmesi gibi biyoteknolojik yöntemler
tavuklarda sun 'i tohumlamanın başanyla uygu-
lanmasını saglamıştır.

Türkiye'de gelişmiş ve modem anlamda
bir tavukçuluk sektörünün kurulmasına yönelik
ilk çalışmalar, 1930 yılında "Tavukçuluk Araş-
tırma Enstitüsü"nün kurulması ilc başlatılmıştır.
1960'lı yıllardan itibaren endüstriyel tavukçulu-
gon başlamasıyla devlet çiftliklerine yüksek ve-
rimli ırklar getinilmiş, Marmara ve Ege bölge-
sinde yetiştiricilere dagttılarak tavukçuluk
özendirilmiştir. Türkiye 'de ilk yerli hibrit elde
eune çalışmalan 1968'de başlatılarak devlet ku-
ruluşlannca sürdürülmüş ve günümüzde tavuk-
çuluk karlı bir üretim kolu haline gelmiştir.

Tavukçuluktan bagımsız düşünülemeyecek
olan horoz yetiştiriciligi de döllü yumuna elde
eune yönüyle ayn bir önem taşımaktadır.
Ancak, tavukçuluk alanındaki gelişmelere kar-
şın, henüz horozlann reprodüktif özelliklerine
ilişkin bilgiler yeterli düzeyde değildir. Hatta
ülkemize ait bir ırk olan Denizli horozlannda
spermanın dondurulması ve dondurulmuş sper-
malarla yapılan tohumlarnalardan elde edilen
dölverimleri de ortaya konmamıştır.

Bugüne kadar sun'i tohumlama ya da biyo-
teknolojik araştırmalar için deneyselolarak
zaman zaman sun'i vajen (LO) ve elektroejakü-
lasyon (l6) yöntemiyle sperma alınmışsa da gü-
nümüzde masaj yöntemi yaygın biçimde uygu-
lanmaktadır (18).

Horoz sperması kısa (41) ya da uzun süreli
(22) olarak pellet, payet ve ampul biçiminde ba-
~anyla saklanabilmektedir (14). Bugüne kadar
horoz spermasının saklanmasında Süt, Ringer,
BPSV (Blumberger Puterspermaverdünner),

BPSE (Beltsville Poultry Semen Etender),
Serum fizyolojik, Lake gibi sulandıncılar kulla-
nılmıştır (28). Spermanın dondurulmasında su-
landıncının kapsadıgı biyokimyasal maddeler
kadar, sulandıncıya kaulan kryoprotektanlann
oranlan da önem taşımaktadır. Horoz spermala-
nnın uzun süreli saklanmasında spermatozoon-
lan soğuk şokuna karşı koruması amacıyla
glyserol, DMSO, OMA, ethylene glycol, di-
methylformamide gibi kryoprotektanlar tek ba-
şına veya birlikte kullanılmaktadır (9). Ancak,
yüksek oranlarda kullanılan kimi koruyucular
toksik etki göstererek spermatazoa motilitesini
düşürürken, kimileri de hücre mambranlanna
olumsuz etki yaparak spermatozoa morfolojisi-
nin bozulmasına neden olmaktadır.

Değişik kryoprotektanlarla horoz sperma-
lanm donduran Schramm (32), çözüm sonu
spermatozoa motilitesini glyserolle % 13.2-40.2,
ethylene glycolle %18.7-36.3 olarak bulmuştur.
Araştıncı, en yüksek spermatozoa motilitesini
(%30-40) % ıo-20 ethylene glycolle elde euniş-
tir.

Kimi araşuncılar (17, 34), horoz sperması-
nın dondurulmasında sulandıncıdaki gIyserol
konsantrasyonunun %7 olması halinde en iyi
çözüm sonu spermatalojik özellikleri elde ettik-
lerini söylerken, kimileri de daha yüksek ya da
daha düşük oranlardaki glyserolün sonuçlan de-
ğiştirmediğini bildirmişlerdir (33, 40).

Terada ve ark. (35) farklı oranlarda glyse-
rol ve DMSO kullanarak horoz spermalannı
dondurmuşlar, %7'yi aşan konsantrasyonlardaki
kryoprotektanlann spermatozoa motilitesini dü-
şürdüğünü, anormal spermatozoa oranını artır-
dığını bildirmişlerdir.

Değişik kryprotektanlarla horoz spermala-
nm donduran Westfall ve Harris (40) yüksek
konsantrasyonlardaki (% 16) glyserolle en yük-
sek çözüm sonu spermatozoa motilitesi (%63)
elde ettiklerini söylemişlerdir.

Horoz spermalanm %5.Tlik glukoz S:J0IUS-
yonuyla 1:3 oranında sulandırarak donduran
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Watanabe ve Terada (38) çözüm sonu anormal
spermatozoa oranını %8.4~.0 saptamışlardır.

Beş farldı kryoprotektan bulunduran iki
ayn sulandıncıyla horoz spermalannı donduran
Hübner (14) çözüm sonu % 10.6-89.3 arasında
~e~işen anormal spermatozoa oranı kaydeuniş-
tır.

Araştıncılar (19, 23) horoz spermalannın
saklanmasında sulandıncının pH'sl ve ozmotik
basıncının çözüm sonu spermatolojik özellikler-
le spermatozoanın fertilizasyon yeteneğini
önemli ölçüde etkiledi~ini vurgulamaktadırlar.
Horoz sperması için en uygun sulandıncı
pH'sınl Bogdonoff ve Schaffner (5), 7.0, Prad-
han ve Tomar (30) 6.7-7.0 olarak birbirlerine
yakın de~erler bildirmişlerdir. Masuda ve ark.
(26) horoz spermasının dondurulması için opti-
mum sulandıncı ozmotik basıncını 300-400
mOsm. söylerken, birçok araştıncının da kendi-
lerininkine benzer sonuçlar aldıklannı ifade et-
mişlerdir (11, 20. 27).

Materyal ve Metod

Çalışmada 48 haftalık Denizli ırkı 5 horoz
kullanılmıştır. Araştırmanın başlangıcında ho-
rozlor 2 hafta süreyle sperma vermeye alıştınl-
mışlardır. Araştırma süresince spermalar masaj
yöntemiyle haftada iki kez alınmıştır. Sperma
alma yerinde hazırlanan laboratuvarda başlıca
sJ?Crmatolojik özellikler yönüyle incelenen eja-
kulatlar aynı sperma toplama kadehinde birleş-
tirilerek mix ejakülat elde edilmiştir.

Ejakülat miktan (ml), sperma toplama ka-
dehinden direkt okunarak belirlenmiştir. Sper-
matozoa motilitesi (%) lam ısıuna tablalı Phase
Contrast mikroskopta lOx40 büyüunede mua-
yene edilmiştir. Spermatozoa yoğunluğu (x 109)
0.01 mL. sperma öme~i 5 mL. Hayem solusyo-
nunda sulandınlarak hemositometrik yöntemle
saptanmıştır. Anormal spermatozoa oranının
de~erlendirilmesi için yaklaşık 0.5 mL.Hancock
solusyonunda fikze edilen sperma, mikrosko-
bun inmersiyon bakısında incelenerek, normal
form dışında yapı gösterenler saptanmıştır.
Spermanın pH'sl, renk skalası bulunduran pH
metre kullanılarak ölçülmüştür (lO).

Spermalann dondurulması için Süt, BPSV
ve Ringer olmak üzere üç ayn sperma sulandın-
cısı kullanılmıştır. Kryoprotektan olarak her su-
landıncı için %5 glyserol, %5 DMSO ve %5
glyserol, %10 DMSO oranlan kullanılarak Süt-
i ve Süt-2, BPSV-l ve BPSV-2, Ringer-l ve
Ringer-2 olmak üzere altı farklı sulandırma
grubu oluşturulmuştur.

Spermatolojik özellikleri saptandıktan
sonra altı eşit kısma bölünerek elde edilen split-

ejakülatlar yukanda kryoprotektan oranlan ve-
nlen sperma sulandıncılanyla bir tohumlama
dozunda (0.25) 300xI()6 moill spermatozoa bu-
lunduracak biçimde payetlere çekilerek dozlan-
mış, buzdolabında +4 .C'da 1 saat ekilibrasyona
(Equilibration-Alışım) bırakılmıştır. Ekilibras-
yondan sonra spermalar yaklaşık -I20'C daki
sıvı azot buhannda 10 dakika bekletilerek don-
durulmuş ve sıvı azot içinde -I96.C'da saklan-
mıştır.

Ekilibrasyondan sonra her sulandıncı ve
kryoprotektan oranı için spermatozoa motititesi
ve anormal spermatozoa oranı saptanmıştır.

Dondurulmuş spermalarda ise her sulandı-
n.cı ve kryoprotektan oranı için 40.C da 15 sa-
nıye~e çözülen payetlerden aynı spermatolojik
özellıkler değerlendirilmiştir.

Bulgular

Çalışmada Denizli horozlanna ait başlıca
spcrmatolojik özelliklerin ortalama değerleri
toplam 5 horozda sırasıyla ejakülat miktannda
(ml) O.~İÜ.O. 1.4İÜ.2, 0.6İÜ.0, 0.7İÜ.O ve
0.6:tO.0, spermatazoa motilitesinde (%)
n.8B.2, 85.Clt1.7, n.8:t4.0, S2.2:t5.S ve
52.O:t1O.7, spermatozoa yoğunluğunda (x109)
4.lİÜ.3, 4.0:t0.2, 5.IİÜ.4, 4.9İÜ.4 ve 3.0:t0.3,
anormal spermatazoa oranında (%) 5.5İÜ.4,
8.7:tl.S, 6.4:t1.4, 4.9:t1.0 ve 14.4~.3 ve sper-
manın pH değerinde 7.0:t0.O, 7.1İÜ.1, 7.1İÜ.O,
7.I:tO.I ve 7.1:tO.l bulunmuştur (Tablo 1).

. .:",raştırma süresince elde edilen toplam 47
eJakulana saptanan spcrmatolojik özelliklerin
genelortalamalan ise sırasıyla 0.8:tO.0 mL,
%69.O:t4.8, 4.2x109jmI.İÜ.3, %7.9:t1.3 ve
7.1:tO.1 olarak kaydedilmiştir.

Süt-I, BPSV -1 ve Ringer-l sulandıncıla-
nyla ekilibrasyondan sonra ortalama spermato-
zoa motiletisi (X) sırasıyla 50.0:t5.2, 58.Clt4.9,
50.0I8.2 olurken, Süt-2, BPSV-2 ve Ringer-2
ile 59.0:t5.0, 60.0I3.0, 57.0:t6.7 saptanmıştır
(Tablo 2).

Süt-I, BPSV -1 ve Ringer-I sulandıncıla-
nyla çözüm sonu ortalama spermatozoa motili-
tesi (%) sırasıyla 29.0I4.3, 26.O:t4.0, 34.5:t6.1
bulunurken, Süt-2, BPSV-2 ve Ringer-2 ile
32.0I3.6, 36.0:t0.3, 41.0I4.6 kaydedilmiştir
(Tablo 3).

Ekilibrasyondan sonra ortalama anormal
spermatozoa oranı (%) Süt-I, BPSV-l ve Rin-
ger-l sulandıncılanyla 39.5~.5, 29.Clt3.4,
~3.6:t4.4 olurken, Süt-2, BPSV-2 ve Ringer-2
ıle 45.00.8. 34.7:t2.8, 48.0:t5.1 belirlenmiştir
(Tablo 2).
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Tablo!' Denizli ırkı horoz ejakü1at1annda ortalama spermatolojik değerler.

HOROZ i 2 3 4 5 Genelortalama
SPERMA X:tsx X:tsx X:tsx X:tsX' un n x:tsi"

Ejakülat
0.9H).0 1.4:!:O.2 0.6:!:O.0 0.7:!:O.0 0.6:!:O.0 47 0.8:tO.0miktan (%)

c d a b a

Spermatozaa
77.81:2.2 8S.O:t!.7 77.8:t4.0 S2.2:tS.S S2.O:t10.7 47 69.0:!:4.8motiliıesi (%)

a c a b b

Spermatozaa
4.I:!:O.3 4.0:l:0.2 S.I:!:O.4 4.9:!:O.4 3.0:l:0.3 47 4.2:l:O.3yoğunluğu (X i 0')

b b a a a

Anormal spermatozoa i
oranı (%) S.S:!:O.4 8.7:tI.5 6.4:t 1.4 4.9:t1.0

i
14.4:1:23 47 7.9:t1.3 !

a b a a c i
,

pH 7.0:l:0.0 7.I:!:O.01 7.I:!:O.01 i 7. i:!:o. i 7.1 :!:O.i 47 7.I:tO.1 i
i

a, b, c, d: P<O.OI Aynı salırda farklı harfleri taşıyan grup ortalamalan arası fark önemi.

Tablo 2. Sulandınlmış horoz spermalannda ekilibrasyondan sonra oıtalama spermatolojik değerler.

SULANDIRICl SÜT-I BPSV-I RINGER-I Geneloıt. SÜT-2 BPSV-2 RINGER.2 Genelort.
SPERMA X:tsx X:tsx X:tsx n ilsx x:tsx mi mx n mx
Spermatozoa

SO.0:t5.2 S8.O:t4.9 SO.0:!:8.2 i S2.7:t6.1 S7.0:t6.7motiliıesi (%) 30 S9.0:t5.0 6O.0:t3.0 30 S8.7:t4.9
i

Anormal spermatozoa
39.S:t2.5 29.00.4 43.6:t4.4oranı ('10) 30 37.4:t3.4 4S.0:!:2.8 34.7:t2.8 48.0:t5.1 30 42.6:t3.6

P > 0.05: Grup ortalamalan arası fark önemsiz.

Tablo 3. Dondurulmuş horoz spermalannda çözüm sonu ortalama spermatolojik değerler.

SULANDIRICl SüT.I . BPSV-I RINGER.I GeneIoıt. SOT-2 BPSV.2 m;GER-2 Geneloıt.
SPERMA x:tsx X:!:sx X:ts;( n X:tsx x:tsx mi mx n mx
Spermatozoa
motiliıesi (%) 29.0:!:4.3 26.O:t4.0 34.5:t6.1 30 29.8:t4.8 32.0:t3.6 36.0:t3.0 41.0:!:4.6 30 36.3:t3.7

a b

Anonnal spermatozoa
45.4:t4.4 5S.0:t2.2 62.7:t3.0oranı (%) 30 S4.4:t3.2 SI.4:t3.8 S8.2:t5.S 73.O:t4.4 30 SO.9:t4.5

a b

a. b: Aynı satırda farklı halleri taşıyan grup ortalamalan arası fark önemli (P<0.01).

Tablo 4. Denizli ırkı horoz ejakülatlannda ikilibrasyondan sonra ortalama anormal spermatozaa tipleri ve yüzdeleri ('10).

SULANDIRICl SüT-I BPSV.I RINGER.I Genelort. SüT-2 BPSV-2 R1NGER-2 Genelort. iSPERMA mi tlsx X:l:sx n X:tsx ini mi U:si n X:t:sx ,
Akrozom S.3:t1.6 2.6:!:O.7 3.4:t1.0 30 3.8:t1.l l1.9:t1.6 7. 8:t 1.3 8.1:t2.5 30 9.3:t!.8

Baş S.4i:!.3 3.4i:1.I S.3i:1.4 30 4.7i:!.3 3.0:l:0.7 S.a1.7 4.2:tO.9 30 4.al.l

orta Kısun 28.2:I:3A 22.2:t4.4 34.Si:4.4 30 28.3i:4.1 28.7:t3.1 21.0:t3.7 3S.7:t5.9 30 28.4:t4.2

Kuynık 0.6:tO.2 0.8:!:O.4 0.4:!:O.2 30 0.6:tO.3 !.4:l:O.6 O.8:tO.5 0.0:l:0.0 30 0.7:tO.4

Çözüm sonu ortalama anannal spennato-
zoa oranı (%) Süt-I, BPSV-I ve Ringer-l su-
landıncılanyla 45.41:4.4, 55.00.2, 62.71:3.0

saptarurk.en, Süt-2, BPSV-2 ve
51.41:3.8, 58.2J:5.5, 73.O:t4.3
(Tablo 3).

Ringer-2 ile
bulurunuştur
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Tablo S. Denizli ırkı horoz ejakülatlannda çözüm sonu ortalama anormal spennaıozoa tipleri ve yüzdeleri (%).

SULANDIRICI SOT-I BPSV-I RlNGER-1 Genelort. SOT-2 BPSV-2 RlNGER-2 Genel ort.
SPERMA mx X:tsx ııSX n i:l:sx ilsi ilsi ilsx n iLiX

Alemzam S.8:I:2.6 4.2:1:2.3 3.4:tO.5 30 S.5:tI.S S.9:t1.7 2I.S:t6.0 10.a1.2 30 13.5:t3.0

Baş IS.7:t2.~ 39.8:t4.3 4.4:tO.9 30 20.0:t2 7 13.O:t3.7 25.O:t5.1 6.9:t1.2 30 IS.O:t3.3

orta Kısım 20.O:t2.1 9.l:t2.S 47.7:tS.3 30 2S.6:t4.4 28.4:t2.2 iL.3:tL.9 SS.8:t5.l 30 3L.S:t3. i

Kuynılc 0.9:tO.4 L.9:tO.9 7.2:t7.2 30 3.3:t2.S l.I:tO.4 0.4:tO.2 0.2:t1.3 30 0.6:tO.6

Toplam 5 horozun mix ejakülatlannda
anormal spermatozoa tiplerinden akrozom, baş,
orta kısım ve kuyruga ait bozukluklann ortala-
ma degerleri Tablo 4 ve 5'de verilmiştir.

Tartışma ve Sonuç

Araştırmada, 48 haftalık Denizli ırkı ho-
rozlardan ögleden sonralan alınan ejakülatlarda
başlıca spermatolojik özellikler değerlendiril-
miştir. Tavuklar öğleden sonra geç saatlerde
çiftleşme isteği gösterdiklerinden, horozdan
spermarun alınması ve sun'i tohu~!ama için en'
uygun zaman bu saatlerdir (29). Ustelik öğle-
den sonra horozlarda sperma miktan en yüksek
seviyeye ulaşır (2l) ve tavuklar öğleden sonra
tohumlandığında fertilite daha yüksektir (I5).

Çalışma süresince toplam 47 ejakülatta de-
ğerlendirilen başlıca spermatolojik özellikler-
den ejakülat miktan, spermatozaa motilitesi,
spermatozoa yogunluğu ve anormal spermato-
zoa oranı yönüyle horozlar arasında gözlenen
farklılıklar önemli (P<0.01) bulunurken, sper-
ma pH'sı yönüyle bireylerarası farklılıklar
önemsiz (P>0.05 kaydedilmiştir (Tablo 1).

Bu araştırmada saptanan başlıca spermato-
lojik özelliklere ilişkin değerler büyük ölçüde
fizyolojik sınırlar içinde kalmıştır. Değişik araş-
tıncılann ayn ırktan horozlarda (2), farklı
amaçlarla (8) yapuklan araştırmalarda elde edi-
len benzer (36) ya da değişik (28) sonuçlar ça-
lışma koşullarından ileri gelebilecek ve normal
sayılabilecek olgular olarak görülmüştür.

Değişik sperma sulandıncılannın benzer
spermatolojik özelliklere farklı etkilerinin
büyük ölçüde yapılarında bulundurduklan mad-
delerden kaynaklandığı, bir ölçüde de sulandın-
cılara katılan kryoprotektanlar ve bunlann oran-
lannın önem taşıdığı bilinmektedir (l2). Aynca
sulandıncının bileşimindeki biyokimyasal mad-
deler ve kryoprotektanlar sulandıncının ozmo-
tik basıncını ve pH 'sını değiştirmektedir. Horoz
sperması çok az şeker içerdiğinden, horoz sper-
masının saklanmasında sulandıncıya fruktoz
eklenir (6). Bunun yanında sulandıncıda sülfat

iyonlannın bulunması, sulandıncının ozmotik
basıncını kontrol eder ve spermatozoanın özel-
likle başında oluşabilecek morfolojik değişik-
likleri önler. Aynca sulandırcının albumin kap-
saması horoz spermatozonun oksijen alımını
artınr. Glutamik asit ozmotik basıncı düzenle-
yerek spermatozoanın invitro yaşam süresini
uzatır ve fertiliteyi olumlu yönde etkiler (23,
30). Kalsiyum iyonlan ise horoz spermatozoası-
nın motilitesini düzenlemektedir (I). Sözü
geçen biyokimyasal maddeler çalışmada kulla-
nılan sulandıncılann bileşiminde bulunmakta-
dır.

Horoz spermatozoası için gerekli bu mad-
deler sulandıncıda bulunsa bile pH'sı 6.5'dan
düşük hiçbir sulandıncı %50 spermatazoa moti-
litesini 36.8 saatten fazla koruyamaz. Horoz
spermatozoasının saklanmasında en uygun su-
landıncı pH'sı 6.7-7.0 ve ozmatik basıncı 300-
400 mOsm. olarak saptanmıştır (22, 30). Sunu-
lan çalışmada her sulandıncının pH'sl ayn ayn
ölçülmüş ve süt sulandıncısı için 6.5, BPSV
için 6.7 ve Ringer için 6.5 değerleri saptanmış-
tır. Sulandıncılann pH'sı horoz spermasının
dondurulması için istenen ölçüıer içindedir.

Çalışmada farklı konsantrasyonlarda glyse-
rol ve DMSO bulunduran Süt, BPSV ve Ringer
sulandıncılanyla ekilibrasyondan sonra sulandı-
nclann ve kryoprotektanlann spermatozoa mo-
tilitesi ve anormal spermatozoa oranı üzerine
etkisinde gözlenen farklılıklar önemsiz
(P>0.05) kaydedilmiştir. Ancak birinci grup su-
landıncılarla (%5 glyserol, %5 DMSO), ekilib-
rasyondan sonra ve çözüm sonu spermatozoa
motilitesi ve anormal spermatozoa oranının
ikinci grup suIandıncılardan (%5 gIyserol, % LO
DMSO) daha düşük olduğu gözlenmiştir (Tablo
2,3).

Genelolarak spermatozoa anomalilerinin
sulandıncının ozmotik basıncındaki değişiklik-
lerden kaynaklandığı bilinmektedir. Bununla
beraber spermatozoa morfolojisindeki bozuk-
luklar daha çok sulandıncının bileşimi, krypro-
tektanlann niteliği ve oranı ile ilgilidir. Sperma-
tozoanın değişik kısımlannda gözlenen
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bozukluklara birbirinden ba~ımsız faktörler
neden olmaktadır. Horoz spermatozonunun
dondurma ve çözme işlemlerine en duyarlı
kısmı plazma membranı ile orta kısmıdır ve
başlıca bozukluklar plazmalemmada meydana
gelir (4, 13). Plazma membranını koruması yö-
nüyle glyseroI, di~er kryprotektanlardan DMSO
ve ethylene glycole daha üstün bulunmuştur
(24). Horoz spermatozoasında meydana gelebi-
lecek akrozom bozukluklan, dondurma işlemle-
rinin neden oldu~ hasarın bir göstergesidir
(39). Akrozom bozukluklan sulandıncıdaki
glyserolden kaynaklanan yüksek ozmatik basın-
ca ba~ı olarak artmaktadır (3, 25). Bu çalışma-
da glyserole ilişkin bir sonuç verememekle bir-
likte, DMSO'nun yüksek konsantrasyonlarda
kuııanıldı~ı sulandıncılarla daha düşük kon-
santrasyonlara göre sırasıyla ekilibrasyon son-
rası (%9.3:t1.8 ve %3.8:t1. i) ve çözüm sonu
(% 13.5+3.0 ve %5.5:tL.8) akrozom bozuklukla-
nnın oldukça yüksek oldu~u gözlenmiştir.
Çözüm sonu başa ait bozukluklar ise BPSV-I
ve BPSV-2 sulandıncılanyla (%39.8:t4.4 ve
%25.0:t5.1) di~er sulandıncılarla karşılaştınldı-
~ında daha yüksek çıkmıştır (Tablo 4, 5).

Spermatozaanın orta kısım bozukluklan da
kryoprotektanlann değerlendirilmesi için önem-
li bir kriterdir (24). Çünkü horoz spermatozoo-
nunda tipik anomali orta kısımda gözlenir ve
kıvnk boyun olarak adlandınlır (42). Genel ola-
rak kıvnk boyunlu spermatozoa oranının artma-
sına Ye da saklanan spermalarda klorid iyonla-
nnın zararlı etkisi neden olmaktadır (7). Kıvnk
boyunlu spermatozaa oranının artması, fertilite-
nin düşmesine yol açmaktadır (31). Kimi araşu-
ncılar (37) spermada kıvnk boyunlu spermato-
zoa oranının %15li geçmemesi halinde
fertilitenin etkilenmeyece~ini %37'ye çıkması
ile dölveriminin düşece~ini söylemişlerdir.
Maeda ve ark.. (24) DMSO'nun spermatozoon-
da orta kısmı koruması özelliğinin glyserol,
methylformamid ve ethylene glycole göre daha
zayıf oldu~nu söylemişler ve farklı kryopro-
tektanların spermatozaonun değişik kısımlanna
farklı koruyucu etki gösterdiğini iddia eunişler-
dir. Bu çalışmada da, DMSO konsantrasyonu
yüksek (% 10) sulandıncılarla dondurulup çözü-
len spermatozoonlardaki orta kısım bozuklukla-
n daha yüksek saptanmıştır. Her iki kryprotek-
tan oranı için Ringer sulandıncısı ile orta kısma
ait bozukluklann di~er sulandıncılarla karşılaş-
tınldıg-ında yüksek olduğu gözlenmiştir. Rin-
ger'in seprmatozoonun orta kısmını koruması
yönüyle daha zayıf bir sulandıncı olduğu söyle-
nebilir. Aynca, birinci grup sulandıncılarla
çözüm sonu orta kısım bozukluklan
(%25.6:t4.4) ikinci grup sulandıncılara göre
(%31.8:t3.1) daha düşük saptanmıştır (Tablo 5).

O. KESKIN. N. TEKIN - N. YURDA YDıN - M. SELÇUK

Bu araştırma ile optimum koşullar sa~an-
makla birlikte, horoz spermasının dondurulma-
sındaki başanyı, çalışmada kullanılan sulandın-
cılann bir ölçüde etkiledi~ ancak,
kryoprotektan konsantrasyonlannın daha önem-
li oldu~ ortaya konmuştur. Çözüm sonu sper-
matolojik özelliklerin değerlendirilmesiyle
düşük oranlarda (%5) kullanılan DMSO'nun
yüksek (% 1O) konsantrasyonlanna göre daha
üstün oldu~ gözlenmiştir.
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