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Teke Spermasinin +4 °C’de Payet, Ependorf ve Falkon Tiiplerinde

Saklanmasinin Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkisi
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Ozet: Bu calismanin amaci, Honaml teke spermasinin kisa siireli saklanmasinda farkli biyiikliikteki payet ve deney
tiplerinin spermatolojik parametrelere etkisini arastirmaktir. Arastirmada bes bas Honamli tekesi kullanildi. Tekelerden
haftada iki kez suni vagina yardimiyla Greme sezonu iginde sperma alindi. Her bir tekeden alinan nativ ejakilatlar
birlestirilerek tris yumurta sarisi sulandiricisi ile sulandirildi ve payet (0.25; 0.5 ml), Ependorf tupi (0.5; 1.5 ml), Falkon tipi
(15; 50 ml) olarak 6 farkhi grup olusturuldu ve +4 °C’de saklandi. Gruplar olusturulduktan sonra 24 saat araliklarla
spermatolojik parametreler 96. saate kadar sperma motilitesi (%), morfolojik buttinliik (%), membran butinligi (HOS test,
%) yonlunden incelendi. Morfolojik buttnlik yoniinden gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik bulunmazken (P>0.05); 96.
saatin sonunda en yiiksek motilite (%57.50+2.50) ve membran butiinligl (%56.00£3.73) 0.5 ml’lik payet grubunda tespit
edildi (P<0.05). Sonug olarak +4 °C’deki saklama kosullarinda motilite ve membran bitunligi acgisindan en iyi sonug 0.5
ml’lik payet grubunda tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Teke spermasi, Kisa siireli saklama, Payet, Ependorf tiipt, Falkon tiipdi.

Effect of Straw, Eppendorf and Falcon Tubes on Buck Semen Spermatological Parmeters at +4 °C

Storage

Abstract: The purpose of this study was to investigate the effect of different sized straws and test tubes on spermatological
parameters during the short-term storage of the Honamli buck semen. In this study, five Honamli bucks were used. Semen
was taken twice a week with artificial vagina during the breeding season. The native ejaculates collected from each
individual were mixed and diluted with tris egg yolk diluent. The diluted sperm samples were filled into straws (0.25; 0.5
ml), Eppendorf tubes (0.5; 1.5 ml) and Falcon tubes (15; 50 ml) so as to form 6 different groups. stored at +4 °C. Sperm
motility (%), morphologic integrity (%), membrane integrity (HOS test, %) were examined at 24 hour intervals until 96. hour.
Although there were no statistically significant differences between the groups on morphological integrity (P>0.05); the
highest motility (57.50+2.50%) and membrane integrity (56.00£3.73%) were detected in 0.50 ml straw group (P<0.05). As a
result, in terms of motility and membrane integrity the best results were determined in 0.5 ml straw group under storage
conditions at +4 °C.

Keywords: Buck semen, Liquid storage, Straw, Eppendorf tube, Falcon tube.

Giris

Uremeye yardimci biyoteknolojik ydntemler,
hayvan islahini hizlandirmak ve Gstiin verimli irklarin
olusturulmasi ile hayvanlarin verimlerinin
arttirlmasinin yani sira, genetik Ozelliklerini disi
popiilasyonlara  hizli  bir sekilde aktarimini
saglamaktadir. (Birler ve ark., 2001). Bu aktarim
sirasinda saha kosullarinda teke spermasinin
dondurulmasi  ve daha sonra c¢ozdirilmesi
asamalarinda vyeterli dlizeyde basariya hala
ulasilamamistir  (Kulaksiz ve Daskin, 2009).
Spermanin dondurulmasina bagh olarak hiicre
fonksiyonlarini  yerine  getirememesi  sonucu
oksidatif stres olusmakta ve bunun sonucu olarak
ise kademeli olarak motilitede azalma, ile birlikte
morfolojik bozukluklar ve fertilizasyon kabiliyetinde
azalmalar gorualmektedir (Algay ve ark., 2016).
Dondurulma sirasinda ortaya ¢ikan bu problemler

ise bizi teke spermasinin +4 °C’de saklanmasina
ybneltmistir. Spermanin +4 °C’de saklanmasinda
daha kademeli olarak motilitede, membran
bitlinliginde ve fertilizasyonda kayiplar
gozlemlenmektedir (Avdatek ve ark., 2018; Maxwell
ve Watson 1996).

Hayvan tirlerine gore degismekle birlikte
spermanin dondurulmasi glinimiiz teknolojisinde
farkh buayukluklerdeki payetlerde (0.25 ml [boga,
koc, teke], 0.50 [boga, aygir, kog, teke, domuz], 1.2;
1.7; 2.5; 4.0; 5.0 ml [balklardal)
gerceklestirilmektedir. Farkh biyiklerdeki
payetlerle yapilan bilimsel ¢alismalarda in vitro ve in
vivo farkli sonuglar elde edilmektedir (Ansari ve ark.,
2011, Christensen ve Tiersch, 1997; Eriksson ve
Rodriguez-Martines, 2000; Lahnsteiner, 1997).
Koglarda spermanin mini ya da maksi payette
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dondurulmasi calismasinda motilite hiz
parametrelerinin etkilendigi gorilmustir (Joshi ve
ark., 2000). Bu farkliigin, ortamda bulunan
oksijenden kaynaklandigi (aerobik ve anarobik
ortam) disunulmektedir. Aerobik sistem sonucu
reaktif oksijen turlerinin (ROS) Uretimi kaginilmazdir
(Sadhan ve ark., 2004). Magnus ve Anand (2010)
teke spermasini 2 ml ve 5 ml’lik hava boslugu olan
ve olmayan tiplere koyarak kisa siireli sakladiginda
hava boslugu olmayan grubun motilitesini daha iyi
korudugunu tespit etmistir. Spermatozoanin ROS
Gretiminin sinirlanmasinin bu duruma yol actig
sonucuna varmislardir. Ayrica, literatlrlerde farkh
paketleme ve ¢ozdiirme yontemlerinin spermanin
canliigini  etkiledigini belirten ¢esitli calismalar
bulunmaktadir (Paulenz ve ark., 2004). Genel olarak
genis ylzey ve miktar oraninin (pellet, 0.25, 0.5lik
payetler) sperma icin daha homojenize bir saklama
ortami sagladig belirtilmektedir (Buranaamnuay et
al., 2009). Bunun sonucu olarak, spermatozoonlarin
dondurulmasi sirasinda kullanilan dislik hacimli
saklama kosullarinin yiksek hacimlilere gore daha
az zarar gormesini saglayacaktir (Eriksson ve
Rodriguez-Martines, 2000).

Tim bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismanin amaci,
Honamh teke spermasinin +4 °C’de kisa sureli
saklanmasinda farkli buyuklikteki payet, Ependorf
ve Falkon tuplerinin spermatolojik parametrelere
etkisinin incelenmesidir.

Materyal ve Metot

Calismada hayvan materyalini 5 bas Honamli
Tekesi olusturdu. Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Rektorliig Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(05.10.2016 tarih ve 215 sayih karari) izni ile,
tekelerden haftada iki defa suni vagina yardimiyla
sezon icinde sperma alindi. Her bir tekeden alinan
nativ ejakllatlar makroskobik ve mikroskobik
yonden muayene edilerek normo-spermi degerleri
gosteren (%80 motilite, 2x10°/ml yogunluk, sperma
miktari en az 0.5 ml) ejakilatlar birlestirildi.
Birlestirilen ejakulatlar temel tris yumurta sarisi
sulandiricisi (3.63 gr Tris; 1.82 gr Sitrik asit, 0.5 gr
glikoz/100 ml distile su, %20 yumurta sarisi) ile
konsantrasyonu 500x106/ml olacak  sekilde
sulandirildi.  Sulandirma sonrasi sperma gruplari
payet (0.25 ml, 0.5 ml), Ependorf tipu (0.5 ml, 1.5
ml) ve Falkon tiip (15 ml, 50 ml) olarak 6 farkh grup
seklinde olusturuldu. Payetlere sulandirilmis sperma
cekildikten sonra uglari polivinil alkol ile kapatildi.
Ependorf deney tipleri tamamen; Falkon tiiplere ise
standart 5 ml sulandirlmis spermalar ile
doldurularak kapaklari kapatildi. Gruplar
olusturulduktan sonra saat 0. saat olarak kabul
edildi ve 96. saate kadar +4 °C’de saklandi. Saklama

sirasinda 24 saat araliklar ile spermatozoa motilitesi
(%) ve membran bitinlagud (HOS test, %);
¢alismanin baslangicinda ve sonunda (0. ve 96.
Saatlerde) ise anormal spermatozoa orani (%)
incelendi.

Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi:
Motilite muayenesi, subjektif olarak, faz-kontrast
mikroskopta x40’hk blyltmede i1sitma tablasi (37°C)
kullanilarak 7 farkli mikroskop sahasi incelenerek
ortalamalari alindi ve motilite sonucu (%) belirlendi.
Anormal spermatozoa orani Hancock soliisyonu
(62.5 ml formalin (37%), 150 ml salin solliisyonu, 150
ml tampon soliisyonu ve 500 ml bi-distile su)
kullanarak faz kontrast mikroskobunda immersiyon
yagl kullanilarak x100’lik biyltmede toplam 200
adet spermatozoa incelendi ve sonu¢ % olarak
belirlendi (Schafer ve Holzmann, 2000). Fonksiyonel
membran butlnlGginin belirlenmesi i¢cin Hypo
Osmotic Swelling (HOS) test kullanildi. 37 °C’deki
100 mOsm’luk HOS sivisindan (1.35 gr fruktoz, 0.735
gr trisodyum sitrat/100 ml distile su) 100 ul alinarak
Gzerine sulandiriimis spermadan 10 pl eklendi ve 37
°C’'ta 60 dakika inkiibasyonu sonrasi, lam tizerine bu
karisimdan 5 pl alinip Gzerine lamel kapatildi.
Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda (x40
blylitmede) incelenerek 200 hiicre sayildi ve
kuyruktaki kivrimlar dikkate alinarak HOS teste yanit
veren spermatozoonlar % olarak degerlendirildi.
Kuyrugu kivrik olan spermatozoonlar membran
bltunltgu saglam olarak belirlendi (Kulaksiz, 2009).

istatistik Analiz: Onemlilik testlerinden 6nce, tim
degiskenler parametrik test varsayimlarindan
normallik yoniinden Shapiro Wilks test ile,
varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene’s
testi ile incelendi. Normal dagilan degiskenler arasi
farkliigin istatistiksel acidan kontrollii tek varyans
analizi (ANOVA) ile, normal dagilmayan degiskenler
arasi farkhligin istatistiksel acgidan kontroli ise
Kruskal Wallis testi ile yapildi. Gruplar arasi
farkhhgin anlamli ¢iktig1 degiskenler igin ileri asama
(post-hoc) testi olarak Tukey testi'nden yararlanildi.
Tim istatistiksel analizler minimum %5 hata payi ile
incelendi. SPSS  22.0 paket programindan
yararlanildi. P<0.05 dizeyi anlamh olarak kabul
edildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verildi.

Bulgular

Sulandirma sonrasi farkh biytklikteki payet,
Ependorf ve Falkon tliplerinde saklanan spermalarin
spermatolojik 6zellikleri Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo
3’de verilmistir. Tablo 1'de 0. ve 24. saatlerde
motilite agisindan gruplar arasinda istatistiksel
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olarak farkliik bulunamadi (P>0.05). 96. saatin
sonunda en yiliksek motilite 57.50£2.50 ile 0.5 ml
payet grubunda, en diisik motilite 4.00+£1.69 ile 1.5
ml Ependorf grubunda tespit edildi (P<0.05). Tablo
2’de 0., 24., 48. ve 72. saatlerde HOS test agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak farkhlik

bulunmazken (P>0.05), 96. saatin sonunda en
yliksek membran bitinliglu 56.00+3.73 ile 0.5 ml
payet grubunda tespit edildi (P<0.05). Tablo 3'de
morfolojik butlinlik agisindan 0. ve 96. saatin
sonunda gruplar arasinda bir fark bulunamadi
(P>0.05).

Tablo 1. Spermanin +4 °C ‘de farkli saklama kosullarinda 96 saat siiresince motilite (%) degerleri.

GRUPLAR 0. Saat 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
0.25 ml Payet 82.85+2.40 77.85+2.85 57.57+4.32% 45.7124.93" 31.00+4.75°
0.5 ml Payet 82.85+2.40 77.50%3.22 65.75+2.80° 63.75+3.75° 57.50+2.50°
0.5 ml Ependorf 82.85+2.40 65.71+6.21 36.42+5.53° 18.57+4.59% 5.42+1.81°
1.5 ml Ependorf 82.85+2.40 65.0046.33 32.14+3.05° 12.85+3.24% 4.00+1.69°
15 ml Falkon 82.85+2.40 68.57+5.08 38.00+6.84" 10.42+5.32° 7.57+3.33°
50 ml Falkon 82.14+2.64 66.42+6.33 45.00%3.27° 33.5746.61™ 10.42+4.49°
P - - * * *

a-d:Ayni sttunda farkli harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak farkhdir (P<0.05).

Tablo 2. Spermanin +4 °C ‘de farkh saklama kosullarinda 96 saat siresince membran butinligiu (% HOS test)

degerleri.

Gruplar 0. Saat 24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
0.25 ml Payet 59.9313.20 54.99+4.25 52.4145.61 48.74+4.03 43.48+2.90™
0.5 ml Payet 57.93+2.87 61.56+5.52 55.01+3.55 51.87+3.15 56.00+3.73°
0.5 ml Ependorf 58.36+3.00 52.66+2.69 45.10+2.84 38.96+4.36 35.05+2.12"
1.5 ml Ependorf 57.76+2.94 50.48+2.84 45.56+4.93 37.67+4.75 27.73+4.04°
15 ml Falkon 58.67+3.07 47.27%5.00 42.99+4.37 34.14+4.25 28.12#3.01°
50 ml Falkon 58.49+3.09 44.8016.22 41.55+4.66 36.71+4.07 29.26+4.52"
P - - - - *

a-c: Ayni stitunda farkli harf tasiyan gruplar istatistiksel olarak farklidir (P<0.05).

Tablo 3. Spermanin +4 °C ‘de farkli saklama kosullarinda 0. ve 96. saatteki morfolojik butinlik (% normal
spermatazoon) degerleri.

Gruplar 0. Saat 96. Saat
0.25 ml Payet 87.26+1.50 78.62+2.97
0.5 ml Payet 86.86+1.30 82.22+1.76
0.5 ml Ependorf 84.50+1.10 74.47+2.03
1.5 ml Ependorf 87.31+1.19 80.09+1.93
15 ml Falkon 87.32+1.40 80.0310.45
50 ml Falkon 84.14+1.84 76.431£1.96
P - -

-: Gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunmamaktadir (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Spermanin fertilite yetenegini kaybetmeden ve
maliyetlerin azaltilarak etkili saklama kosullarinin
elde edilmesi suni tohumlama organizasyonlarinda
hala arastirilmaya devam edilmekte olup, payet,
deney tlUpil, ampul gibi metot ve yontemler ile
sperma saklanmaktadir (Ansari ve ark., 2011).
Yapilan calismalarda spermanin mini payette (0.25
ml) dondurulmasi ile daha fazla hayvan
tohumlanabilecegi, sivi azotta saklama sirasinda
daha az yer kaplayacagi bildirilmis, bu sayede daha
az sulandirici ve antibiyotik maliyetinin olacagi
tespit edilmistir (Johnson ve ark., 1995). Fakat +4
°C’ de kisa sireli saklama kosullarinda farkli

blyuklikteki deney  tlipl ve payetlerin
spermatolojik parametrelere etkisi tam anlami ile
aciklanmamistir. Yapilan bu calismada, 0. saatte
motilite ve membran butiinlGgi agisindan payet
gruplarinda (0.25 ve 0.5 ml) kademeli bir azalma
tespit edilirken, 96. saatin sonunda en disik
motilite Ependorf ve Falkon tipleri gruplarinda
tespit edildi (P<0.05). Manda ve domuzlarda yapilan
calismalarda genis hacimli saklama kosullarinin
motiliteyi dislirdigl tespit edilmistir (Ansari ve
ark., 2011; Weitze ve ark., 1987). Yapilan bu
calismalar ile sonuglarimizin ortistugi gorulmistir.
Senger ve ark. (1983) 0.5 veya 0.25’lik payetlerde
spermanin dondurulmasinin basariyi
etkileyebilecegini  bildirmis, fakat bu etkinin
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sulandirici  ve sogutma oranina bagh olarak
degistigini belirtmistir. Boga sperma enddstrisinde
0.25 ve 0.50 ml'lik payetler standart buaytklik
olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Yaptigimiz
calismada anormal spermatozoa oraninda gruplar
arasinda bir farkhlik bulunmamasina ragmen
(P>0.05), bunlara paralel olarak en ylksek motilite
ve membran bitlnligl 96. saatin sonunda 0.5
ml’lik payet grubunda tespit edildi (P<0.05). Motilite
ve membran butinligindeki bu etki, saklama
kosullarinda payet icinde bulunan spermatozoa
oranina gore farkhlik gosterdigi  bildirilmistir
(Jamieson, 1991). Buna ek olarak, Christensen ve
Tiersch (1997) 0.25 ml’lik payetlerdeki hizli donma
olayinin hcrelerin dehidrasyonunu onleyebilecegi
bildirilmistir. Yapilan calismada payetlerin
sicakhginin  daha hizh  dastGglu  belirlenmistir.
Spermanin  sicakliginin  bu  sekilde azalmasi
calismamizda gorilmustar.

Domuzlarda vyapilan bir ¢alismada maksi
payetlerin (5 ml) hizli dondurma ve ¢ozdiirme igin
uygun olmadigl belirlenmis, Flatpack adi verilen
plastik malzemelerde ¢6zim sonu daha yilksek
motilite ve c¢esitli CASA kinetik parametreleri tespit
edilmistir (Eriksson ve Rodriguez-Martinez, 2000).
Bunun yerine 0.25 ml ve 0.50 ml'lik payetlerin ve
degisik boyutlardaki flat packlerin daha uygun
olacagi bildirilmistir (Berger ve Fischerleitner, 1992;
Simmet, 1993). Ayrica, payetlerin tek tohumlama
dozu olarak paketlenmesinin suni tohumlama
uygulamalari agisindan daha kullanish olacagi
distnilmektedir. Tekelerde yapilan bir ¢alismada,
teke spermasi kegi stl sulandiricisi ile sulandiriimis
ve +5 °C'de 2 ml ve 5 mllik deney tiplerine
konularak 24. ve 48. saatlerde motilite muayenesi
yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda hava boslugu
birakilmadan deney tiiplerinde saklanan grupta
motilitenin daha iyi oldugu tespit edilmistir (Magnus
ve Anand, 2000).

Glikolizis spermatozoa icin enerji kaynagi
oldugu belirtiimektedir. Aerobik ve anaerobik
ortamlarda glikolizis spermatozoanin hareketi icin
onemlidir. Oksijen varliginda anaerobik glikolizis
azalarak aerobik glikolizis artar. Ortamdaki seker
varhginda aerobik glikolizis vasitasi ile ROS’un
turevlerinden olan siper-oksit anyonlari (0,),
hidroksil radikalleri (-OH) ve hipo-klorit radikaller (-
OHCI) spermatozoa tarafindan dretilmektedir
(Anderson, 2001). Ortaya c¢ikan bu drinler
sulandirilmis spermalarda ve seminal plazmada
bulunan l6kositler ile temasa gecerek spermatozoa
motilitesinde ve fertilizasyonunda olumsuz etkilere
sebep olmaktadir (Verna ve Kanwar, 1999).
Yaptigimiz bu ¢alismada ise Ependorf ve Falkon tiipi
gruplarinda payet gruplarina gére motilite ve
membran bitlinligl agisindan daha disik sonuglar
tespit edilmistir. Bu sonug ise, kisa sireli saklama

sirasinda kalan hava boslugunun spermatolojik
parametreler (zerine olumsuz etkisinin oldugunu
gostermistir.  Bu durum, ROS'un spermatozoa
Uzerine toksik etki yapmasi ile agiklanabilir. Ayrica,
15 ve 50 ml falkon tiplerde saklama siiresinin
uzamasina bagl olarak spermatozoonlar tipiin alt
kismina ¢6kmekte, bu durumda da, spermanin pH
dengesini bozarak toksikasyona neden olmaktadir.
Bu etmenden dolayi, biylik hacimli tiplerde sperma
saklanirken belirli aralklar ile tiiplin galkalanmasi
gerektigi ve spermatolojik parametrelerin
azalmasinin buna bagl olabilecegi diisiintilmektedir.

Sonug¢ olarak, farkli saklama kosullarinda
ortaya cikan hava boslugunun ve yizey alaninin
spermatolojik parametreleri etkiledigi ve Honaml
teke spermasinin +4°C’de kisa sireli saklanmasinda
motilite ve membran biitlinlGgl agisindan 0.5 ml
payet grubunun en iyi sonug¢ verdigi tespit edildi.
ileride yapilacak galismalarda bu sonuglarin in vivo
fertilizasyon ile desteklenmesi gerektigi
dustntlmektedir.
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