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Koç spermasının kısa süreli saklanmasında katkı 

maddelerinin etkisi 

Effect of additives on short-term storage of ram semen  

ÖZET 

Bu çalışmanın amacı, kısa süreli saklanan koç spermasının (24 saatlik aralıklarla) 72 

saate kadar spermatolojik parametreler üzerine etkilerini araştırmaktı. Çalışmada % 

motilite, canlılık ve akrozom bütünlüğü verileri değerlendirildi. Çalışmada her koçtan 

(4 baş Merinos koçu) alınan dört ejakülat kullanıldı. Ejakülatlar pooling yapıldıktan 

sonra eşit hacimli yedi parçaya bölündü. Çalışma grupları, tris bazlı sulandırıcıya 

eklenen resveratrol (2 ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6 mg/ml) ve kontrol 

olmak üzere oluşturuldu. Sulandırılan örnekler 72. saate kadar 4°C de muhafaza edildi. 

Spermatozoa motilitesi, canlılık ve akrozom bütünlüğü 0, 24, 48 ve 72. saatte 

değerlendirildi. Motilite muayenesi faz kontrast ataçmanlı mikroskopta 400X lük 

büyütmede, canlılık ve akrozom bütünlüğü ise floresan mikroskop ile değerlendirildi. 

Çalışmanın 72. saatinde, BSA (3 ve 6mM) grupları motilite (53,75±2,50%; 

55,00±4,08%) ve akrozom bütünlüğü (53,70±3,39%; 57,10±4,68%) 

değerlendirmelerinde kontrol grubu (43,75±2,50%; 46,53±3,58) ile istatistiksel farklılık 

(p<0,05) gösterdi. Troloks (4mM) grubunda (67,22±3,71%), tüm gruplara kıyasla 72. 

saatte en yüksek canlılık sonucuna ulaşılmış ayrıca kontrol grubu (46,53±3,53) ile 

istatistiksel farklılık (p<0,05) belirlenmiştir. Çalışmanın sonucunda koç sperma 

sulandırıcısına eklenen BSA ve troloksun koç spermasının kısa süreli saklamasında 

faydalı olduğu ve spermatolojik parametreler üzerine koruyucu etki gösterdiği 

belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: BSA, kısa süreli saklama, trehaloz, troloks 

ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate the effects of short-term stored ram semen (24-

hour intervals) on spermatological parameters up to 72 hours. In the study, % motility, 

viability and acrosome integrity were evaluated. In this study four ejaculates from each 

ram (four merino rams) were used. The ejaculates were divided into seven equal-sized 

pieces after pooling. The study groups were formed as resveratrol (2 and 4 mM), trolox 

(2 and 4 mM), BSA (3 and 6 mg/ml) and control added to tris-based diluent. Diluted 

samples were stored at 4 °C until 72 hours. Spermatozoa motility, viability and 

acrosome integrity were evaluated at 0, 24, 48 and 72 hours. Motility examination was 

evaluated with phase contrast microscope at 400X magnification, vitality and acrosome 

integrity were evaluated with fluorescent microscope. At the 72nd hour of the study, 

the BSA (3 and 6mM) groups were assessed for motility (53,75 ± 2,50%; 55,00 ± 

4,08%) and acrosome integrity (53,70 ± 3,39%; 57,10 ± 4,68%) in the control group 

(43,75 ± 2,50%; 46,53 ± 3,58%) and statistical difference (p <0,05). In the Trolox 

(4mM) group (67,22 ± 3,71%), the highest viability was achieved at 72 hours compared 

to all groups, and a statistical difference (p <0,05) was determined with the control 

group (46,53 ± 3,53). As a result of the study, it was determined that BSA and trolox 

added to ram semen extender were beneficial in the short-term storage of ram semen 

and had a protective effect on spermatological parameters.  
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İRİŞ 

Suni tohumlama uygulaması, 

evcil hayvanlarda genetik ıslah 

için en yaygın ve etkili yetiştirme 

tekniğidir. Koçlarda, spermanın 

soğutularak kısa süreli saklanması, 

dondurulmuş-çözülmüş spermadan daha yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Koç spermasının 

dondurularak saklanması, soğutma ile 

karşılaştırıldığında sperma motilitesini, 

canlılığını ve fertilite yeteneğini olumsuz 

etkilemektedir (O’Hara vd., 2010; Mata-

Campuzano vd., 2014). Bununla birlikte, 

tohumlama için soğutularak saklanan spermanın 

etkili kullanımı, depolama süresinin artmasıyla 

motilite, membran ve akrozom bütünlüğünün 

azalması nedeni ile birkaç gün ile sınırlıdır 

(Gürler vd., 2016; Ledesma vd., 2016).  

Bu hasarlar antioksidan sistemlerin 

değişmesi ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

artmasının sonucudur (Bilodeau vd., 2001; Said 

vd., 2010). ROS genellikle oksidatif 

fosforilasyondaki enzimatik reaksiyonlar 

sırasında açığa çıkar ve bu enzimatik 

reaksiyonlar hücrenin enerji ihtiyacının 

karşılanabilmesi için gerekmektedir (Valko vd., 

2007; Tremellen, 2008). Spermatozoadaki 

yüksek oksidatif stres, plazma membranındaki 

çoklu doymamış yağ asitlerinin 

peroksidasyonuna yol açar ve bu da sperm 

morfolojisinde değişiklerin sebebidir (da Silva 

Maiavd., 2010).  

Sperm ve seminal plazmadaki antioksidan 

sistem ROS'u temizlemek için yeterli değildir. 

Koç sperma sulandırıcılarına uygun 

antioksidanların eklenmesi, oksidatif stresi 

azaltmaya ve soğutarak saklama sırasında 

spermatozoayı ROS'tan korumaya katkıda 

bulunmaktadır (Bucak ve Tekin, 2007; 

Sarıözkan vd., 2009). 

Resveratrol (3, 4’, 5-trihydroxy-trans-

stilbene) kırmızı üzümlerin kabuğundan elde 

edilen antiproliferatif ve antioksidan özellikte 

bir fitoaleksindir. Resveratrol inflamatuvar 

olaylarda düzenleyici rol oynar ayrıca 

antioksidan özelliğinin yanında lipit ve 

lipoprotein metabolizmasında düzenleyici etkisi 

bulunmaktadır. (Jang vd., 1997, Uguralp vd., 

2005). Sulandırıcılara resveratrol eklenmesi, 

ROS üretimini azaltmak ve çözüm sonrası 

sperma antioksidatif savunma sistemini 

iyileştirmek için aktifleştirilmiş protein kinaz 

fosforilasyonunu teşvik etmektedir. Bu lipid 

peroksidasyonunu azaltarak spermatozoayı 

ROS hasarına karşı korumaktadır (Zhu vd., 

2019). 

Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl 

chroman-2-carboxylic acid) vitamin E nin suda 

çözünür analoğudur (Giulivi ve Cadenas,1993). 

Hücre geçirgen ve suda çözünen bir antioksidan 

olan troloks oksidatif stres ve apoptozise karşı 

koruyucu özellik göstermektedir (Minaei vd., 

2012). Troloks’un insan sperması üzerine 

yapılan çalışmalarda çözüm sonu bazı 

spermatolojik parametrelerde olumlu etki 

gösterdiği bildirilmektedir (Taylor vd., 2009; 

Minaei vd., 2012). 

Sığır serum albümini (BSA), yüksek üretim 

maliyetleri ve karmaşık üretim teknolojisi 

gerektiren yaygın bir sperma koruyucu ajandır. 

Çalışmalar, BSA'nın plazma membranında 

ROS'un neden olduğu lipid peroksidasyonunu 

azaltabileceğini ve plazma zarını etkin bir 

şekilde koruyabildiğini bildirmiştir (Zhang vd., 

2015; Diaz-Jimenez vd., 2018). 

Sulandırılmış ve soğutulmuş koç sperması, 

eğer tohumlama kısa bir süre içinde 

yapılacaksa, dondurulmuş spermaya alternatif 

bir seçenektir. Bunun nedeni sperma hücresi 

üzerine zarar verici etkiler bu yöntemde 

dondurulmuş çözülmüş spermaya göre daha 

düşük seviyede gözlenmektedir. Sunulan 

çalışmanın amacı, 4 ° C'de 72 saat süre ile 

saklanan sperma üzerine sulandırıcıya eklenen 

katkı maddelerinin koç sperma parametreleri 

üzerindeki etkisini araştırılmasıdır. 

G 
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MATERYAL VE METOT 

Hayvanlar ve spermanın alınması 

Bu çalışmada 4 baş yetişkin Merinos koçtan (3 

yaşlı) alınan sperm örnekleri kullanılmıştır. 

Aksaray ilinde yetiştiriciye ait koçlar 

kullanılmıştır. Hayvanlar sağlıklı ve tek tip 

optimal şartlarda beslenmeye tabi tutulmakta 

idi. Ejakülatlar haftada iki kez suni vajen 

yardımı ile toplanmıştır.  

Spermanın sulandırılması 

Sperma örnekleri 4 tekrarlı olarak toplandı. 

Ejakülatlardan en az %70 motilite ve ml de 

2x109 spermatozoa olanlar kullanıldı. Sperma 

sulandırıcısı olarak Tris bazlı sulandırıcı 

(297.58 mM tris, 82.66 mM fruktoz, 96.32 mM 

sitrik asit, %15 yumurta sarısı, pH: 6.8) 

kullanıldı. Hayvanlardan alınan ejakülatlar yedi 

eşit parçaya bölündü ve 37 ° C'de resveratrol 

(2ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6 

mg/ml) ve kontrol (katkı maddesi 

kullanılmayan) içeren sulandırıcılar ile 

sulandırıldı. 

Motilite muayenesi 

Sperma motilite muayenesi için, az miktarda 

sperma 37 °C'de tutulan bir su banyosunda 

değerlendirme için 10 dk dengelendi. Sperma 

motilite muayenesi 37 oC’ deki ısıtma tablası 

bulunan faz kontrast ataçmanlı mikroskopta 

400x lük büyütme ile subjektif olarak yapıldı. 

Lam-lamel arasına alınan bir damla sperma 

numunesi en az 5 mikroskop sahasına bakılarak 

yapıldı. Sahalardaki motilite değerlerinin 

ortalaması (%) motilite oranı olarak kaydedildi.  

Sperm canlılığı  

Sperma canlılığı Gungor vd. (2017) nin yöntemi 

ve SYBR-14 / PI Moleküler Prob: L 7011 

Invitrogen,Carlsbad, CA kullanılarak belirlendi. 

Sperma Tris stok solüsyonu ile 1:3 oranında 

seyreltildi ardından 30 µl seyreltilmiş sperma 6 

µl SYBR-14 ve 2.5 µl PI ile karıştırıldı. Örnek 

hafifçe karıştırıldı, karanlıkta 37 ° C'de 20 

dakika inkübe edildi ve işlemi sonlandırmak 

için 10 µl Hancock solüsyonu eklendi. Lam 

üzerine 2.5 µl 'lik bir numune damlatılarak 

lamel ile kapatıldı. En az 200 sperma hücresi 

canlılığı değerlendirmek için floresan 

mikroskop altında 400 büyütmede incelendi. 

Kırmızı renk alan hücreler ölü, yeşil renk ise 

canlı olarak kabul edildi. 

Akrozom bütünlüğü 

Sperm akrozom bütünlüğü, Arachis hypogaea 

(L7381 FITC-PNA, Invitrogen) ile ve Gungor 

vd. (2017) tarafından belirlenen yöntemle 

değerlendirildi. Sperma örneklerinden 60 µl, 10 

µl FITC-PNA ve 2.5 µl PI ile karıştırıldı. 

Örnekler karanlıkta 37 ° C'de 20 dakika inkübe 

edildi ve işlemi sonlandırmak için 10 µl 

Hancock solüsyonu eklendi. Sperm akrozom 

bütünlüğünü belirlemek için floresan mikroskop 

(Carl Zeiss Axioscope 5) altında 400 x 

büyütmede en az 200 hücre incelendi. Parlak 

yeşil renk veren sperm hücrelerinin hasarlı 

olduğu kabul edilirken, boyamamış kırmızı 

renkli olanlar bozulmamış olarak kabul edildi. 

Veri analizi 

Elde edilen değerlerin önemlilik testlerinden 

önce, tüm değişkenler parametrik test 

varsayımlarından normallik yönünden Shapiro 

Wilks test ile, varyansların homojenliği 

yönünden ise Levene’s testi ile incelendi. Elde 

edilen veriler ortalama ± standart hata 

ortalaması (ortalama±SEM) olarak sunuldu. 

Tüm sonuçlar varyans analizine (ANOVA) göre 

ve Duncan'ın gruplar arasındaki farklarına göre 

analiz edildi. Sonuçlardan p<0,05 değeri 

anlamlı kabul edildi. Analizler SPSS 21 paket 

programı ile yapıldı. 

BULGULAR 

Gruplar arası saatlere göre motilite (%) 

değerleri incelendiğinde 0. Saatte istatistiksel 

bir farklılık görülmez iken 24. saatte troloks 

(2mM), 48 ve 72. saatlerde BSA (6mg/ml) 

kontrol grubu ile istatistiksel farklılık (p<0,05) 
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göstererek en yüksek koruyucu etkili grup 

olmuştur (Tablo 1). Tablo 2 de belirtildiği gibi 

sperma canlılık değerleri incelendiğinde en iyi 

koruyucu etkiyi tüm saatlerde troloks (2mM) 

grubu sağlamıştır. Elde edilen sonuçlar 24. 

Saatten itibaren istatistiksel olarak kontrol 

grubu ile farklılık (p<0,05) göstermektedir. 

Akrozom bütünlüğü yönünden gruplar 

karşılaştırıldığında (Tablo 3) 0. saatte gruplar 

arasında istatistiksel farklılık görülmez iken 

diğer saatlerde BSA 6 mg/ml grubu kontrol 

grubu ile istatistiksel farklılık oluşturacak 

düzeyde en yüksek koruyucu etki gösteren grup 

olmuştur.

Tablo 1. Merinos koç spermasının 5 °C'de saklama süreleri için motilite değerleri (%). 

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 

Resveratrol 2 mM 82,50±5,00 75,00±4,08ab 55,00±4,08c 48,75±2,50bc 

Resveratrol 4 mM 80,00±4,08 72,50±2,89ab 58,75±2,50bc 45,00±4,08bc 

Troloks 2 mM 83,75 ±2,50 76,25±2,50a 62,50±2,89ab 51,25±4,79ab 

Troloks 4 mM 81,25 ±2,50 71,25±2,50ab 61,25±4,79ab 52,50±6,45a 

BSA 3 mg/ml 85,00±4,08 72,50±2,89ab 65,00±4,08a 53,75±2,50a 

BSA 6 mg/ml 85,00±2,87 73,75±2,50ab 66,25±2,50a 55,00±4,08a 

Kontrol 77,50±2,89 70,00±4,08b 53,75±2,50c 43,75±2,50c 

p - * * * 

(*p<0,05). 

Tablo 2.Merinos koç spermasının 5 ° C'de saklama süreleri için canlılık değerleri (%). 

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 

Resveratrol 2 mM 82,83±2,02 71,30±5,54b 63,83±4,32b 52,53±4,82b 

Resveratrol 4 mM 83,40±1,32 76,23±4,71ab 68,00±3,72b 62,03±5,11a 

Troloks 2 mM 83,37±3,38 73,38±3,02ab 63,75±2,02b 55,25±0,93b 

Troloks 4 mM 84,63±0,84 79,13±1,87a 73,20±1,68a 67,22±3,71a 

BSA 3 mg/ml 84,20±1,53 78,55±2,16a 72,95±1,66a 65,08±1,62a 

BSA 6 mg/ml 84,30±2,94 78,15±2,38a 73,12± 3,30a 66,73±3,56a 

Kontrol 82,07±1,56 70,98±4,51b 63,40±4,19b 49,12±4,93b 

p - * * * 

(*p<0,05). 

Tablo 3. Merinos koç spermasının 5 °C'de saklama süreleri için akrozom bütünlüğü değerleri (%). 

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 

Resveratrol 2 mM 77,30±4,64 64,75±5,40ab 54,53±2,63ab 53,02±0,88bc 

Resveratrol 4 mM 76,90±1,61 66,98±6,55ab 54,65±2,72ab 51,08±3,37bc 

Troloks 2 mM 79,73±2,18 67,58±6,25ab 56,20±2,52ab 53,18±3,94ab 

Troloks 4 mM 77,43±2,86 65,30±3,60ab 55,90±2,56ab 52,68±2,22ab 

BSA 3 mg/ml 79,63±2,21 66,85±2,03a 56,70±5,57ab 53,70±3,39ab 

BSA 6 mg/ml 81,60±1,67 72,03±3,80ab 60,50±6,58a 57,10±4,68a 

Kontrol 77,10±4,43 62,03±5,21b 51,28±3,72b 46,53±3,53c 

p - * * * 

(*p<0,05).  
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TARTIŞMA 

Reaktif oksijen türleri, sperm kapasitasyonu, 

akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon ve sperm-

oosit füzyonuna aracılık eden hücreler arası 

sinyal sistemleri fizyolojik rol oynar (Baumber 

vd., 2003). Bununla birlikte, spermatozoa 

tarafından aşırı ROS üretimi plazma zarına 

zarar verir ve böylece sperm hareketliliği, 

metabolik aktivite ve canlılık azalır (Ball vd., 

2001). 

Sunulan çalışmada, sulandırıcıya eklenen 

BSA ve troloksun kısa süreli saklama sırasında 

motilite, canlılık ve akrozom bütünlüğü 

parametrelerini koruyucu yönde etkilediği 

görülmüştür.  

Sığır serum albüminin (BSA) koç sperması 

donma-çözülme sonu sperma motilitesi, plazma 

membran ve akrozomu bütünlüğünü üzerine 

koruyucu etki gösterdiği belirtilmektedir (Uysal 

ve Bucak, 2007). Çalışmamızda spermatolojik 

parametreler üzerine BSA gruplarının koruyucu 

etki gösterdiği belirlenmiştir (p <0,05).  Benzer 

şekilde araştırmacılar yaptıkları çalışmalarda, 

koç (Matsuoka vd., 2006) ve bufalo (El-Kon, 

2011) sperması üzerine BSA'nın spermatolojik 

parametreleri koruduğu belirlenmiştir. 

Çalışmamızdan farklı olarak Sarıözkan vd., 

(2013) yaptıkları çalışmada tavşan spermasında 

BSA eklenen sulandırıcının ilk 48 saatte kontrol 

ile karşılaştırıldığında motilite değerinde 

kontrol grubu ile farklılığa rastlanmamış 

(p>0,05), 72 saatte ise benzer şekilde faydalı 

bulunmuştur. Sunulan çalışma ile önceki 

çalışmalar benzer sonuçlar göstermişir. 

Troloks, suda çözünürlüğe sahip bir E 

vitamini (α tocopherol) türevidir ve yüksek 

konsantrasyonlarda kullanılabilmektedir (Mata-

Campuzano vd., 2014). Önceki çalışmalarda 

Troloks un, fizyolojik sıcaklıklarda nispeten 

uzun inkübasyonlarda bile radikal bir 

temizleyici olarak yüksek bir etkinliğe sahip 

olduğu (Domínguez-Rebolledo vd., 2009) ve 

koç sperması kriyoprezervasyonu için olumlu 

sonuçlar veren önemli bir katkı maddesi olduğu 

(da Silva Maia vd., 2010) belirlenmiştir. 

Troloks’un insan sperması üzerine yapılan 

çalışmalarda çözüm sonu bazı spermatolojik 

parametrelerde olumlu etki gösterdiği 

araştırmacılar tarafından belirtilmektedir 

(Taylor vd., 2009; Minaei vd., 2012). Sperma 

hücresinde ROS üretiminin büyük oranda 

sulandırıcı içerisinde ve dondurma çözdürme 

işlemleri sırasında gerçekleştiğini ve dondurma 

işlemi sırasında kullanılan troloks un oksidatif 

stres oluşumunu kontrol edici özelliği olduğu 

belirtilmektedir (da Silva Maia vd., 2010). 

Troloksun koç spermasında kinematik 

parametreleri, plazma ve mitokondriyal yapıyı 

koruduğu Silva vd. (2013), domuzlarda sperma 

kalitesini arttırdığı Brzezińska-Ślebodzińska vd. 

(1995), çözüm sonu motilite ve mitokondriyal 

membran potansiyelini üzerine pozitif etkisi 

olduğu Peña vd. (2003) tarafından belirtilmiştir. 

Resveratrol, in vitro koşullarda reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) zayıf yakalayıcısı 

olmasına rağmen in vivo olarak güçlü bir 

antioksidan işlevi göstermektedir. 

Resveratrol’in in vivo antioksidan özelliği nitrik 

oksit sentezini artırma yeteneği ile güç 

kazanmaktadır. Burada in vivo antioksidan 

olarak, nitrik oksit süperoksidi yakalama 

yeteneğine sahiptir. Resveratrol biyolojik 

sistemlerde bulunan antioksidanların hücre içi 

konsantrasyonlarının sürekliliğini de 

sağlamaktadır (De La Lastra ve Villegas, 2007). 

Resveratrolün insan spermasında oksidatif stresi 

azalttığı, motiliteyi arttırıp membran 

bütünlüğünü koruduğu Garcez vd. (2010), DNA 

hasarını düşürdüğü Branco vd. (2010), sağlıklı 

ratlara motilite ve anormal sperma oranı üzerine 

etkisi olmadığını Ourique vd. (2013), tarafından 

belirtilmiştir. Sunulan çalışmamızda resveratrol 

grupları kontrol grubu ile farklılık oluşturmamış 

ve 72. saatte koç sperması üzerine koruyucu 

etki göstermediği görülmüştür. Kısa süreli 

olarak saklanan aygır sperması incelemesinde 

resveratrol grubunun motilite, SYBR-PI ve 

FITCH-PI oranlarında kontrol grubuna kıyasla 

daha iyi koruyuculuk göstermiştir Giaretta vd. 



Koç spermasının saklanması 

 
27 

(2014). Sunulan çalışma ile farklı sonuçlar 

oluşmasının doz farklılığından kaynaklandığı 

düşündürmektedir. 

SONUÇ 

Sunulan çalışmada, sperma sulandırıcısına 

eklenen resveratrol, troloks ve BSA nın kısa 

süreli saklanan koç sperması üzerine motilite, 

canlılık ve akrozom bütünlüğü parametrelerinde 

koruyucu etki gösterdiği belirlendi. Çalışma 

sonunda 72. saatte motilite, canlılık ve akrozom 

bütünlüğü için en yüksek koruyuculuğa BSA (6 

mg/ml) grubunda ulaşılmıştır. 
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