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OZET

Bu caligmada, in vitro olarak sulandirma ve ¢dziim sonrast boga spermasinin spermatolojik 6zellikleri iizerine

Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris sulandiricilarinin etkisi incelenmistir.

Sperma 6rnekleri (toplam 20 ejakiilat) iki bogadan alinmis ve ortalama sperma miktart (ml), spermatozoa yogunlugu
(xlO(’sp./ml), spermatozoa motilitesi (%), 6lii spermatozoa orani (%), anormal spermatozoa orani (%) ve pH degeri sirasiyla

7.1240.42, 1083.00£63.50, 75.25£1.33, 18.95£1.01, 20.68+1.67 ve 6.72£0.05 olarak tespit edilmistir.

Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris ile sulandirilmis spermada ortalama motil spermatozoa yiizdeleri ve pH degerleri
sirastyla 60.89+2.66 ve 6.48+0.02; 63.30+1.25 ve 6.20+0.05; 45.72+1.97 ve 6.5010.00; 58.961+2.62 ve 6.5010.03 olarak

saptanmustir.

Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris sulandiricilari ile dondurulmus spermanin hemen ¢6ziim sonrasi ortalama
motilitesi (%) sirastyla 39.98+1.77, 43.6012.06, 28.22+1.79, 41.8912.76 ve sulandiricilardaki 6lii spermatozoa, anormal
spermatozoa yiizdeleri ile pH degerleri sirastyla 52.00£2.87, 21.75£1.62 ve 6.48+0.02; 46.00£2.86, 23.6812.11 ve 6.08£0.04;
62.4012.62, 21.87+1.28 ve 6.5010.00; 49.35£3.57, 22.00£1.72 ve 6.50+0.00 olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, boga spermasinda sulandirma ve ¢dziim sonrast in vitro motil spermatozoa neticelerine gore Laiciphos
sulandiricist digerlerinden ciizi derecede daha iistiin olmakla beraber, Laiciphos, Tris ve Biociphos sulandiricilar1 arasinda

istatistiki olarak onemli bir fark belirlenmemistir.

Anahtar sozciikler: Boga spermasi, in vitro degerlendirme, sperma sulandiricilari, spermanin  dondurulmasi,

spermanin ¢oziilmesi.
SUMMARY

In this research, effect of Biociphos, Laiciphos, Citrate and Tris diluents on spermatolojical characteristics of bull
semen after extending and thawing were examined as in vitro. Semen samples (in all 20 ejaculates) were collected from 2
bulls and average semen volume (ml), sperm concentration (x106sp./ml), sperm motility (%), dead sperm (%), abnormal
sperm (%) and pH value were determined as 7.12+0.42, 1083.00£63.50, 75.25%1.33, 18.95%1.01, 20.68£1.67 and 6.72%0.05

respectively.

The mean percentages of motile spermatozoa and pH values in semen diluted with Biociphos, Laiciphos, Citrate and
Tris extenders were 60.89+2.66, 6.484+0.02; 63.30+1.25, 6.2010.05; 45.72+1.97, 6.50+0.00 and 58.96+2.62, 6.50+0.03

respectively.

The mean motility (%) of frozen semen with Biociphos, Laiciphos, Citrate and Tris diluents were respectively

39.98+1.77, 43.60£2.06, 28.22+1.79 and 41.8912.76 immediately after thawing and the percentage of dead, abnormal sperm
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and pH values in diluents were determined 52.00+2.87, 21.75+1.62 and 6.48+0.02; 46.00£2.86, 23.68%+2.11 and 6.08%0.04;

62.40£2.62, 21.87£1.28 and 6.50£0.00; 49.35%3.57, 22.00£1.72 and 6.50+0.00 respectively.

In this study, although Laiciphos diluent was slightly superior to others according to in vitro results of motile sperm

in bull semen after extending and thawing, no significant differences were determined statistically between Laiciphos, Tris

and Biociphos diluents.

Key Words: Bull semen, in vitro evaluation, semen diluents, semen freezing, semen thawing.

GIRIS

Bir boganin ejekiilati gebeligi temin icin
gerekenden ¢ok daha fazla spermatozoa ihtiva
eder. Bu nedenle spermanin sulandirilarak bir
cok disinin tohumlanmasinda kullanilmasi
miimkiindiir. Bir ejekiilat mevcut spermatozoa
sayisina, kalitesine, boganin fertilite giiciine ve
spermanin birakildigi yere gore c¢ok misli

sulandirilabilir (1,15).

Spermanin sulandirilmasinda kullanilan
materyaller olduk¢a farkli olup, bir
laboratuvardan digerine veya iilkeden iilkeye
degisebilmektedir. Sperma kalitesi ve fertilitesi
yoniinden en iyi sulandiricty1  bulma
konusundaki  calismalar  halen = devam
etmektedir. Bu konudaki arastirmalar sogutma
dondurma islemlerinin fiziksel yonii, sperma
sulandiricilarinin bilesimi ve bu degiskenlerin
birbirini etkilemesi {izerine yogunlasmistir.
Sogutma ve dondurma esnasinda hiicre
membran  biitiinligiinin ~ bozulmasi, bu
alandaki arastirmalart membran koruyucu
maddeler ve onlarin etki mekanizmalar
iizerine yonlendirmistir. Yumurta sarist ve siit
uzun siire sperma koruyucusu olarak
kullanilmis ve bir ¢ok arastirmanin konusu

olmuslardir (7).

Donmaya maruz kalan canli
sistemlerdeki stvilarm - pH  ve  tuz
konsantrasyonlart donma sirasinda tuzlarin
¢cokelmesi ve buz kristalleri olusumu esnasinda
agir oranda degismektedir. Bu degisiklikler ve
buna bagli hiicre membran lipitlerindeki
kayiplar donma hasariin en biiyiik nedenidir
(34).

Sulandiricilarda  ozmotik  basing  ve
hidrojen iyon konsantrasyonunu ayarlamak
icin sitrat (2.9-trisodium citrate dihydrate), tris
(hydroxymethyl) aminomethane, fosfat ve
sitrik asit gibi tampon maddeleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Proteinleri kapsayan yagsiz
siit {driinleri de sulandiricilar igin buffer
ozelligine sahiptir (1,23). Tris’in muhtemelen
hiicre i¢ine niifuz ederek K alimim diistirdiigi
ve bu sayede yliksek orandaki K’un sogutma
esnasinda spermatozoa iizerindeki olumsuz

etkilerini azalttig1 kabul edilmektedir (20).

Dondurulan spermatozoada  metabolik
aktivite gecici olarak durduruldugundan enerji
temini nispeten daha az onemlidir. Zira sper-
matozoitler dondurulmadan once ¢ogunlukla
sadece birka¢ saat igin aktif kalirlar. Ancak
sperma sogutularak kullanildiginda spermato-
zoit metabolizmas1 birkag giin takviyeye
ihtiyac duydugundan enerji temini daha

onemlidir (1).
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Unal ve ark. (31) yumurta sarisi-sitrat
sulandiricisindaki sekerler ve gliseroliin boga
spermatozoasi iizerine etkilerini arastirmis ve
gliserol icermeyen bir sulandiricida fruktozun
¢Oziim sonrast motilite iizerine yararinin
olmadigini, buna karsilik gliserol yogunlugu
arttikca fruktoz miktariyla orantili olarak
motilitenin diistiigiinii tespit etmistir. Steinbach
ve Foot (28) ise, yumurta-sitrat-gliserol ve
yagsiz siit-gliserol sulandiricilarinda en biiyiik
faydayr  frilkktozun  sagladigini,  fruktoz
icermeyen bu sulandiricilarda canlilik oranlari-
nin ¢ok diistiiglinii, koruyucu madde olarak
gliserol yerine kismen fruktoz kullanilabile-
cegini, yumurta-tris-gliserol sulandiricilarinda

ise fruktozun az etkili oldugunu bildirmistir.

Spermada bulunabilecek spesifik patojen
bakterilerin kontrolii i¢in nativ sperma ve
sulandiricilara antibiyotiklerin katilmasi ilave
bir gilivenlik saglar. Spermadaki bakteri
miktarimn  6nemli derecede artmasi da
spermatozoaya  zararlidir.  Sulandiricilara
antibiyotik ilave edilmesi ile ortaya cikan ilk
neticeler fertilite ve gebelik oranlarinin

arttigin1 gostermektedir (15,18).

Soguk soku adi verilen spermatozoanin
ani olarak 25°C’den 0°C’a sogutulmasinin yol
actig geri doniilemez hasarin muhtemel sebebi
hiicre zarmndaki bozulmadir. Hiicre zan
permabilitesindeki degisim, K, enzimler,
lipoprotein ve ATP’1n hiicre digina sizmasina
ve hiicrelerin onemli oranda hasar gérmesine
neden olur. Ayni zamanda soguk soku neticesi
boga spermatozoasinda motilite, solunum ve

glikolizis’de onemli azalma olusur (1,2).

Sogutmanin  zararli etkilerine karsi
spermatozoayr korumanin en etkili yolu
spermaya yumurta sarisi, siit veya bunlarin
yapisinda bulunan lipoprotein, lesitin, sefalin
ve protein gibi biiyiik molekiil agirlikli benzer

bilesiklerin katilmasidir (10,11,12,17,19,21).
Yassen ve Foote (33) medyumdaki % 20

yumurta sarisinin  boga spermatozoast icin
yeterince Na, K ve Ca iyonu igerdigini, daha
yiiksek  oranlarin  spermatozoaya  zarar
verdigini bildirmistir.

Donma esnasinda hiicreleri iki zararh
faktor, soliisyon ve hiicre i¢i buz olusumu
etkilemektedir. Yavas dondurmada hiicrenin
asirt su kaybi hiicre ici tuz konsantrasyonunun
ve ozmotik basincin artmasina ve hiicredeki
protein, lipoprotein ve akrozomun zarar
gormesine neden olur. Hizli dondurmada ise,
1s1 soku ve az su kaybi neticesi olusan hiicre i¢i
buz kristalleri hiicre membranlarina zarar
vermektedir. Bu nedenle dondurma isleminde
soliisyon etkisini ve hiicre i¢i buz olusumunu
azaltan yeterince hizli veya yavas dondurma
oranlari tercih edilmelidir (1,13,27). Gliseroliin
boga spermasint dondurmak icin klasik
sulandiricilara  katilmasindaki amag, buz

kristalleri olusumunu engellemektir (7).

Dondurulmus sperma alanindaki cogu
arastirma sonuclar1 farkli bogalara ait sperma-
larin dondurma islemine degisik oranlarda
tahammiil ettigini gostermektedir. Ana etkenler
olan ne ekilibrasyon siiresi nede dondurma
oranlarindaki biiyiikk degisiklikler tahammiil
derecesindeki farkliligin  baglica kaynagi

degildir (28).



Payetler daha milkkemmel geometrik
yapiya(ytizey/hacim orani) sahip olduklarindan
donma-¢oziilme esnasindaki 1s1 degisiklikleri-
ne kars1 ampullere oranla daha uyumludurlar.
Spermatozoay1 payette dondurma caligmalari
daha hizli ¢ozdiirme oranlar1 ile daha fazla
canlilik elde edildigini ve c¢oziim sonrasi
motilitenin dondurma, ¢ozdiirme ve gliserol
oranlarindan  etkilendigini  gostermektedir
(22,24,32).

Bu arastirmada bogalardan  alinan
spermalar yumurta saris1 ihtiva eden Sitrat ve
Tris, yumurta saris1 ve yagsiz siit tozu iceren
Laiciphos ve yumurta sarisi yerine soya
proteini (promine-D) kapsayan Biociphos gibi
farkli sulandiricilar ile dondurulmus ve
coziilerek in vitro spermatolojik o6zellikleri
degerlendirilmistir. Boylelikle pratikte siklikla
kullanilan ve kendilerine ait yontemlerine gore
sulandirillan ~ dort  farkli  sulandiricinin
spermatolojik ozellikler iizerine etkilerinin

karsilastirilmas1 amaglanmustir.
MATERYAL ve METOT

a-Materyal: Bu arastirmada, Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii Sun’i Tohumlama Laboratuvarinda
sperma tiretimi i¢in bulundurulan 4 yasinda 2
bas Holstein Frisian (Siyah Alaca) boga kul-
lanilmistir. Bogalarin bakim ve beslenmeleri
Enstitii sartlarinda gergeklestirilmistir.

b-Metot: Arastirma siiresince sun’i vajen

yontemiyle haftada iki kez birer defa olmak

tizere her bogadan 10’ar ejekiilat alinmustir.
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Spermanin in vitro degerlendirilmesinde;
nativ spermanin renk ve kivami, miktari,
yogunlugu, spermatozoa motilitesi, Olii sper-
matozoa orani, pH degeri ve anormal sperma-
tozoa orani; sulandirilmis spermanin alisim
donemi sonunda spermatozoa motilitesi ve
pH’s1; ¢oziillmils spermanin ise, spermatozoa
motilitesi, pH degeri, o6li ve anormal
spermatozoa oranlart muayene edilmistir
(14,17,29).

Spermanin  miktar;, sperma  alma
isleminden sonra dereceli sperma toplama

kadehinde ml olarak saptanmustir.

Sperma alindiktan sonra birim hacimde
bulunan spermatozoa sayisi elektronik partikiil
sayag yontemi ile  belirlenmis  ve
spermatozoa/ml olarak ifade edilmistir.

fleri  dogru giicli  hareket eden
spermatozoonlarin, hareketsiz veya diger
hareket bicimi gOsteren spermatozoonlara
oran1 olarak ifade edilen motilite; nativ,
sulandirilmis ve ¢Oziilmiis spermanin lam
tizerindeki  bir damlast lizerine lamel
kapatilarak, phase-contrast 1sitma tablali
mikroskopta 200x biiylitme ile ii¢ degisik
mikroskop sahasinda belirlenmis ve ortalama

deger % olarak ifade edilmistir.

Nativ ve c¢oziilmils spermadan alinan
numuneler % 3 sodyum sitrat soliisyonu i¢inde
% 2 lik hazirlanan eosin boyasi ile lam
izerinde froti cekilerek 151k mikroskobunda
400x biiytitmede incelenmistir. Mikroskop

alanlarinda en az 200 spermatozoon sayilarak,



BOGA SPERMALARININ FARKLI SULANDIRICILAR ILE DONDURULMASI VE IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

boya alan spermatozoonlar 6lii kabul edilmis

ve % olarak ifade edilmistir.

Nativ ve ¢oziilmiis sperma orneklerindeki
spermatozoonlar Hancock soliisyonunda tespit
edildikten sonra, bir damlas: iizerine lamel
kapatilarak ve sedir yagi damlatilarak 11k
mikroskobunda 1000x biiyiitme ile en az 200
spermatozoa sayilmis ve anormal spermatozoa
orani % olarak belirlenmistir. Spermatozoanin
bas (akrozom disindaki), akrozom, orta kisim
ve kuyruk

anomalileri ayri ayri

degerlendirmeye alinmustir.

Spermanin pH degeri sperma alindiktan
hemen sonra, sulandirildiktan sonra (dondurma
oncesi) ve ¢coziim sonrasi indikator kagit (5.5-

9.0 Merck) kullanilarak belirlenmistir.

Alinan ve kimi spermatolojik ozellikleri
yoniinden degerlendirilen bogalarin sperma
orneklerinin her biri 4’e boliinmiis ve boliinen
her bir kisim sulandiricilarin kendilerine ait
sulandirma yontemine uygun olarak
Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve  Tris
sulandiricilari ile 0.25 ml’de toplam 22.5x10°
spermatozoa bulunacak sekilde sulandirilmis-
tir. Laiciphos ve sitrat ile ilk sulandirma 32°C
su banyosunda % 3 gliserol ihtiva eden
sulandiricinin birinci bolimi ile yapilmis ve
sulandirilan sperma 25°C’daki su banyosuna
alinarak 1 saat icinde 1stmin 4°C’a diigmesi
sogutma kabininde saglanmistir. Spermanin
1s181 4°C’a diigiiriildiikten sonra % 11 gliserol
igeren sulandiricimin ikinci yarist 10’ar dakika
ara ile i¢ esit kisimda sulandiricimin ilk
boliimiine ilave edilerek (gliserilizasyon)

sulandirma islemi tamamlanmig ve sperma

4°C’da 3 saat aligitma (ekilibrasyon) birakil-
mistir. Biociphos ve tris ile sulandirmada ise,
% 7 gliserol iceren sulandiricinin tamami bir
defada su banyosunda (32°C) spermaya ilave
edilmis, sogutma (4°C) ve alisim iglemleri ayni
sekilde uygulanmistir.

Gliserole alisim siiresi tamamlandiktan
sonra otomatik doldurma cihazi ile 0.25 ml
plastik payetlere cekilen sperma 1s1 ayarli
bilgisayarli dondurma cihazina yerlestirilerek
azot buhari ile sirasiyla ii¢ safhada; 4°C/-10°C
(5°C/d.), -10°C/-100°C (45°C/d.) ve -100°C/-
140°C (20°C/d.) toplam 7 dakika iginde
dondurulmug ve -196°C’da sivi azot iginde

depolanmustir.

Sulandiricinin cinsine gore farkli renkte
payetlerde dondurulan sperma 35°C’da su
banyosunda 12 saniyede coziilerek sperma-
tozoa motilitesi, Olii spermatozoa orani, pH
degeri ve anormal spermatozoa (bas, akrozom,

orta kisim, kuyruk) oranlari tespit edilmistir.

Aragtirmada  elde edilen verilerin
ortalama degerleri ve standart hatalari
hesaplanmis, sulandiricilar Friedman testi ile
karsilagtirll-mistir.  Farkliligi  Onemli olan
gruplarin tespi-tinde parametrik olmayan c¢oklu
karsilastirma metodu kullanilmistir. Bogalarin
spermato-lojik ozellikler yoniinden
karsilastirilmasinda ise, Mann-Whitney “U”

testi kullanilmustir.
BULGULAR

Nativ Spermada: Bogalarin nativ
spermasinda tespit edilen baslica spermatolojik
ozelliklerinden sperma miktar1 (ml), sperma-

tozoa yogunlugu (x10°ml), spermatozoa



motilitesi (%), olii spermatozoa orani (%), pH
degeri ve anormal spermatozoa oranlari (%)

Cizelge 1 de verilmistir.

I ve II nolu boga arasinda yapilan istatistiki
degerlendirmede,  spermatozoa  motilitesi
(p<0.01) ve spermatozoanin orta kismina ait
anormallik (p<0.05) bakimindan grup
ortalamalar1 arasindaki fark onemli
bulunmustur. Diger spermatolojik 6zellikler
yoniinden grup ortalamalar1 arasindaki fark
(p>0.05) onemli degildir (Cizelge 1).
Sulandirilmis ve Coziilmiis Spermada:
I ve II nolu bogalara ait sperma Orneklerinde
Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris ile
sulandirma sonu (aligim sonrasi) tespit edilen
spermatozoa motilitesi ve pH degerleri ile
donma-¢6ziim sonrasi elde edilen spermatozoa
motilitesi, Olii spermatozoa orani, anormal

spermatozoa orani ve pH degerleri Cizelge 2,

3, 4 ve 5 de verilmistir.
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Sulandiricilar arasinda yapilan istatistiki
degerlendirmede, sulandirma sonrast grup
ortalamalar1 arasindaki fark sitrat sulandiricist
icin motilite yoniinden (p<0.01), laiciphos
sulandiricist  i¢cin pH yoniinden (p<0.01)

onemli bulunmustur (Cizelge 6).

Biociphos, laiciphos, sitrat ve tris
sulandiricilart ile ¢6ziim sonrast elde edilen
bulgularin istatistiksel karsilastirmasinda ise,
motil spermatozoa orani, Olii spermatozoa
oran1 ve pH degerleri (p<0.01) ile anormal
kuyruk oranlart yo6niinden (p<0.05) farklhi
harfleri tasiyan grup ortalamalar1 arasin-
daki farkin 6nemli oldugu saptanmistir. Buna
karsin sulandiricilarin anormal bas, akrozom,
orta kisim ve toplam anormal spermatozoa
oranlar1 arasindaki fark Onemsiz (p>0.05)

bulunmustur (Cizelge 7).

Cizelge 1: Nativ Spermada Spermatolojik Muayene Bulgular1

I Nolu Boga Il Nolu Boga
n=10 n=10 n=20
X + Sx X £ Sx 6.0 X + Sx
Miktar (ml) 7.20+ 0.61 7.05+£0.63 - 7.12+0.42
Yogunluk (x10%/ml) 956.00+£99.50 1210.00+59.50 - 1083.00+63.50
Motilite (%) 71.00+1.25 79.50£1.38 ** 75.25+1.33
Ol Sp (%) 20.50+1.71 17.40£0.92 - 18.95+1.01
pH 6.70+0.08 6.75+0.08 - 6.72+0.05
Anormal Sp (%)
Bas™™* 5.15+0.73 5.10+1.06 - 5.1240.62
Akrozom 0.45+0.13 0.25+0.11 - 0.35+0.08
Orta 4.50£0.98 2.00+0.53 - 3.2540.61
Kuyruk 13.20+1.73 10.70+1.45 - 11.95+1.14
Toplam 23.3042.19 18.05+2.32 - 20.68+1.67

: P<0.05 (Grup ortal.

1 arasi fark o idir).

®
ke : P<0.01 (Grup ortal.

lar1 arasi fark o idir)

: P>0.05 (Grup ortalamalan arasi fark 6nemli degildir).

0O.D. : Onemlilik Derecesi
EE : Akrozom disindaki
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Cizelge 2: Biociphos Sulandiricisi I¢in Sulandirma ve C6ziim Sonu Spermatolojik Muayene Bulgulari

Elebll(ulat SULANDIRMA SONU c6zUM SONU
° Anormal Spermatozoa Orani (%)

PH M((’f/'ol )' te M(():/:: )' te O?;: IS(E;O ) Bas* Akrozom Orta Kuyruk Toplam PH

1 6.5 65.0 35.0 53.0 9.0 - 1.5 13.0 23.5 6.5

2 6.5 50.0 40.0 59.0 4.0 1.0 10.5 15.5 31.0 6.5

1 3 6.5 56.6 51.6 45.0 2.0 0.5 1.0 10.5 14.0 6.5

4 6.5 53.3 40.0 33.0 6.5 2.0 7.5 13.0 29.0 6.5

No'lu |2 6.5 51.6 40.0 44.0 45 - 9.0 12.0 25.5 6.5

6 6.5 48.3 40.0 49.0 2.0 1.0 10.5 9.5 23.0 6.5

Boga 7 6.5 58.3 48.3 42.0 4.0 0.5 2.5 18.0 25.0 6.5

8 6.5 40.0 33.3 59.0 5.0 - 1.0 10.0 16.0 6.5

9 6.5 71.6 43.3 47.0 3.0 0.5 3.0 13.0 19.5 6.5

10 6.5 41.6 36.6 45.0 3.0 - 3.0 10.5 16.5 6.5
)’(\1;180X 6.50+0.00 | 53.63£3.09 | 40.81£1.79 | 47.60£2.50 | 4.30+0.68 | 0.55+0.20 | 4.95+1.25 | 12.50+£0.84 | 22.30+£1.80 | 6.50+0.00

1 6.0 60.0 40.0 58.0 6.0 - 1.0 11.0 18.0 6.5

2 6.5 70.0 60.0 17.0 8.5 1.0 1.5 32.5 43.5 6.5

3 6.5 70.0 46.6 51.0 3.0 2.0 2.0 20.5 27.5 6.5

2 4] 65 50.0 31.6 67.0 4.0 i 1.0 16.0 21.0 6.5

No'lu 5 6.5 73.3 43.3 53.0 3.5 0.5 1.5 15.5 21.0 6.5

6 6.5 58.3 33.3 64.0 3.0 - 1.0 12.0 16.0 6.5

Boga 7 6.5 80.0 41.6 53.0 4.5 - 0.5 12.5 17.5 6.5

8 6.5 71.6 25.0 71.0 4.0 - 0.5 8.0 12.5 6.5

9 6.5 70.0 30.0 70.0 3.0 - - 13.0 16.0 6.0

10 6.5 78.3 40.0 60.0 2.0 - 1.5 15.5 19.0 6.5
)'(\l;g)x 6.45+0.05 | 68.15+2.95 | 39.14+3.14 | 56.40+4.93 | 4.15+0.59 | 0.35+0.21 | 1.05+0.18 | 15.65+2.16 | 21.20+2.78 | 6.45+0.05
)'(\':280)( 6.4820.02 | 60.89+2.66 | 39.98+1.77 | 52.00+2.87 | 4.22+0.43 | 0.45+0.14 | 3.00+0.76 | 14.07+1.18 | 21.75%1.62 | 6.4820.02

: Akrozom disindaki




Cizelge 3: Laiciphos Sulandiricisi igin Sulandirma ve Coziim Sonu Spermatolojik Muayene Bulgulari
Elebll(ulat SULANDIRMA SONU c6zUM SONU
° Anormal Spermatozoa Orani (%)
PH M((’f/'ol )' te M(():/:: )' te O?;: IS(E;O ) Bas* Akrozom Orta Kuyruk Toplam PH
1 6.0 60.0 31.6 57.0 3.0 0.5 2.0 15.0 20.5 6.0
2 6.0 61.6 41.6 58.0 4.0 1.0 35 16.0 24.5 6.0
3 6.0 55.0 55.0 34.0 2.0 - 0.5 14.5 17.0 6.0
1 4 6.0 68.3 40.0 32.0 7.5 0.5 55 14.5 28.0 6.0
No'lu 5 6.5 66.6 51.6 41.0 3.0 - 8.5 18.0 29.5 6.0
6 6.5 53.3 41.6 38.0 25 0.5 55 10.5 19.0 6.5
Boga 7 6.5 65.0 55.0 43.0 25 1.0 4.0 18.5 26.0 6.0
8 6.5 56.6 45.0 35.0 6.0 - 2.0 14.5 22.5 6.0
9 6.5 65.0 45.0 46.0 3.5 1.0 4.5 20.0 29.0 6.5
10 6.5 58.3 43.3 36.0 4.0 - 1.5 30.5 36.0 6.5
)’(\1;1SOX 6.30+0.08 | 60.97£1.63 | 44.97+£2.30 | 42.00+2.91 | 3.80+0.54 | 0.45+0.13 | 3.75+0.75 | 17.20+1.70 | 25.20+1.81 | 6.15+0.07
1 6.5 61.6 550 43.0 4.5 - 2.0 12.5 19.0 6.0
2 6.0 70.0 60,0 21.0 3.0 0.5 2.0 43.5 49.0 6.0
3 6.0 65.0 50.0 50.0 0.5 - 1.5 33.5 35.5 6.0
2 4 6.0 53.3 43.3 53.0 2.0 0.5 0.5 5.0 8.0 6.0
No'lu 5 6.0 71.6 46.6 35.0 2.0 1.0 2.0 17.0 22.0 6.0
6 6.0 66.6 41.6 51.0 7.5 - 0.5 9.0 17.0 6.0
Boga 7 6.0 70.0 30.0 63.0 6.5 - 3.5 15.0 25.0 6.0
8 6.0 65.0 26.6 69.0 1.5 - - 17.5 19.0 6.0
9 6.0 66.6 30.0 69.0 25 1.5 1.0 13.5 18.5 6.0
10 6.5 66.6 40.0 46.0 3.0 - 1.0 4.5 8.5 6.0
),(\li_'g)x 6.10+0.06 | 65.63+1.65 | 42.31+£3.51 | 50.00+4.75 | 3.30£0.70 | 0.35+0.16 | 1.40+0.32 | 17.10+3.91 | 22.15+3.88 | 6.00+0.00
N=20
X + Sx 6.20+0.05 | 63.30£1.25 | 43.64+2.06 46.0042.86 3.55+0.43 | 0.40+0.10 2 5740.48 | 17.15+2.07 23.68+2.11 | 6.08+0.04

* : Akrozom disindaki
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Cizelge 4: Sitrat Sulandiricist Igin Sulandirma ve Coziim Sonu Spermatolojik Muayene Bulgular

Elebll(ulat SULANDIRMA SONU c6zUM SONU
° Anormal Spermatozoa Orani (%)

pH M((’:/'ol)'te M(():/:: )' te O?;: IS(E;O ) Bas* Akrozom Orta Kuyruk Toplam PH

1 6.5 36.6 16.6 74.0 3.5 0.5 - 19.0 23.0 6.5

2 6.5 43.3 25.0 62.0 6.5 2.0 7.0 8.0 23.5 6.5

] 3 6.5 40.0 23.3 68.0 2.5 - 1.0 6.0 9.5 6.5

4 6.5 35.0 26.6 61.0 9.5 0.5 8.5 16.5 35.0 6.5

No'lu 5 6.5 38.3 25.0 61.0 2.5 - 6.5 14.5 23.5 6.5

6 6.5 43.3 26.6 62.0 3.0 - 7.5 11.0 21.5 6.5

Boga 7 6.5 55.0 35.0 42.0 4.5 2.0 7.5 12.5 26.5 6.5

8 6.5 46.6 20.0 67.0 4.5 - - 11.0 15.5 6.5

9 6.5 35.0 35.0 61.0 0.5 0.5 6.0 11.0 18.0 6.5

10 6.5 48.3 33.3 48.0 4.5 0.5 4.0 13.5 22.5 6.5
)’(\1;180x 6.50+0.00 | 42.14+2.05 | 26.64+1.96 | 60.60+2.95 | 4.15+0.78 | 0.60+0.24 | 4.80+1.05 | 12.30+1.21 | 22.00+2.15 | 6.50+0.00

1 6.5 48.3 35.0 59.0 4.0 0.5 1.5 7.0 13.0 6.5

2 6.5 65.0 45.0 32.0 4.5 1.0 0.5 21.0 27.0 6.5

3 6.5 58.3 38.3 60.0 4.0 - 2.0 15.0 21.0 6.5

2 4 6.5 43.3 35.0 60.0 3.5 0.5 2.5 16.0 22.5 6.5

No'lu 5 6.5 51.6 31.6 62.0 2.0 1.5 2.0 15.5 21.0 6.5

6 6.5 38.3 13.3 81.0 5.0 - - 13.5 18.5 6.5

Boga 7 6.5 31.6 26.6 65.0 4.5 2.0 1.0 22.5 30.0 6.5

8 6.5 53.3 18.3 77.0 0.5 - - 17.5 18.0 6.5

9 6.5 53.3 23.3 78.0 2.0 0.5 2.0 19.5 24.0 6.5

10 6.5 50.0 31.6 68.0 3.5 - 0.5 18.5 22.5 6.5
)’(\1;13?)( 6.5020.00 | 49.30£3.05 | 29.80+3.02 | 64.20+4.42 | 3.351£0.44 | 0.60+0.22 | 1.20+0.29 | 16.60+1.39 | 21.75%£1.51 | 6.50+0.00
)l(\l:2SOX 6.50+0.00 | 45.72+1.97 | 28.22+1.79 | 62.40+2.62 | 3.75+0.44 | 0.60+0.16 | 3.00+0.67 | 14.45+1.02 | 21.87+1.28 | 6.50+0.00

: Akrozom disindaki




Cizelge 5: Tris Sulandiricist igin Sulandirma ve Coziim Sonu Spermatolojik Muayene Bulgulari

Ejekiilat

No SULANDIRMA SONU c6z0M SONU
Anormal Spermatozoa Orani (%)

pH M((’:/'ol)'te M(():/:: )' te O?;: IS(E;O ) Bas* Akrozom Orta Kuyruk Toplam PH

1 6.5 68.3 45.0 35.0 4.0 1.0 0.5 13.0 18.5 6.5

2 6.5 53.3 50.0 46.0 5.0 0.5 2.0 12.5 20 6.5

] 3 6.5 56.6 50.0 35.0 1.5 - 1.5 8.0 11.0 6.5

4 6.5 50.0 45.0 34.0 6.5 - 7.5 13.0 27.0 6.5

No'lu 5 6.5 51.6 48.3 35.0 3.5 - 6.5 14.0 24.0 6.5

6 6.5 55.0 36.6 58.0 2.0 - 10.0 15.0 27.0 6.5

Boga 7 6.5 63.3 45.0 37.0 5.0 0.5 8.0 16.5 30.0 6.5

8 6.5 43.3 33.3 63.0 3.5 0.5 1.0 10.0 15.0 6.5

9 6.5 60.0 48.3 41.0 3.5 0.5 5.5 15.5 25.0 6.5

10 6.5 46.6 40.0 39.0 3.5 - 0.5 12.0 16.0 6.5
)’(\1;180x 6.50+0.00 | 54.80+2.40 | 44.15+1.82 | 42.30+3.26 | 3.80+0.46 | 0.30+0.11 | 4.30+£1.13 | 12.95+0.80 | 21.35+1.96 | 6.50+0.00

1 6.5 73.3 53.3 44.0 4.0 - 1.0 11.5 16.5 6.5

2 6.5 75.0 68.3 23.0 4.0 4.0 1.0 36.0 45.0 6.5

3 6.0 58.3 50.0 45.0 3.0 2.0 8.5 16.5 30.0 6.5

2 6.5 48.3 36.6 62.0 4.0 - 5.0 17.5 26.5 6.5

No'lu 5 7.0 70.0 48.3 45.0 2.0 - 1.5 16.0 19.5 6.5

6 6.5 31.6 13.3 83.0 5.5 - 0.5 13.0 19.0 6.5

Boga 7 6.5 63.3 38.3 57.0 5.5 1.0 1.5 13.5 21.5 6.5

8 6.5 66.6 23.3 72.0 1.0 - - 15.5 16.5 6.5

9 6.5 68.3 21.6 76.0 4.0 - 0.5 9.5 14.0 6.5

10 6.5 76.6 43.3 57.0 2.0 1.0 - 15.0 18.0 6.5
)’(\1;19?)( 6.50+0.07 | 63.13+4.41 | 39.63+5.27 | 56.40+5.67 | 3.50+0.47 | 0.80+0.41 | 1.95+0.85 | 16.40+2.31 | 22.65+2.92 | 6.50+0.00
)’\(ljzg 6.50+0.03 | 58.96+2.62 | 41.89+2.76 | 49.35+£3.57 | 3.65+0.32 | 0.55+0.20 | 3.12+0.74 | 14.68+1.25 | 22.00+£1.72 | 6.50+0.00
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Cizelge 6: Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris Sulandiricilarinin Sulandirma Sonrast Spermatolojik

Bulgular Yoniinden Karsilastirilmasi (n=20)

Biociphos Laiciphos Sitrat Tris 5.0

X+sX X+sX X+sx X+sx o
Motilite (%) 60.89+2.66% 63.30+1.25% 45.7241.97° 58.96+2.62% **
PH 6.48+0.02% 6.20+0.05° 6.50+0.00° 6.50+0.03% **

*% 1 p<0.01 (Farkl harfleri tasiyan aym satirdaki grup ortal

O.D.: Onemlilik Derecesi.

lar1 aras: farklar 6

i),

Cizelge 7: Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris Sulandiricilarinin Coziim Sonrast Spermatolojik
Bulgular Yoniinden Karsilastirilmast (n=20)

Biociphos

Laiciphos Sitrat Tris &.D.
Xzsx Xtsx Xtsx Xtsx
Motilite (%) 39.98+1.77° 43.60+2.06% 28.22+1.79° 41.89+2.76% *
Olii (%) 52.00+2.87° 46.00+2.86% 62.40+2.62° 49.35+3.57% **
pH 6.48+0.02° 6.08+0.04° 6.50+0.00% 6.50+0.00° **
Anormal (%)
Bag*** 4.22+0.43 3.55+0.43 3.7510.44 3.65+0.32 -
Akrozom 0.45+0.14 0.40+0.10 0.60+0.16 0.55+0.20 -
Orta 3.00+0.76 2.57+0.48 3.00+0.67 3.12+0.74 -
Kuyruk 14.07+1.18° 17.15+2.07° 14.45+1.02%° 14.68+1.25° *
Toplam 21.75+1.62 23.68+2.11 21.87+1.28 22.00+1.72 -

#% 1 p<0.01 (Farkh harfleri tasiyan aym satirdaki grup ortal
* 1 p<0.05 (Farkh harfleri tasiyan aym satirdaki grup ortal

lar1 aras: farklar 6

lar aras farklar 6

: p>0.05 (Grup ortalamalan arasi fark 6nemli degildir).

O.D.: Onemlilik Derecesi.
##% : Akrozom disindaki
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TARTISMA ve SONUC

Calismada kullanilan Holstein bogalardan
sperma Ornekleri haftada iki giin birer defa
sun’i  vajen  yOntemiyle  alinmis  ve
spermatolojik  Ozellikler (sperma miktari,
spermatozoa yogunlugu, spermatozoa
motilitesi, 6lii spermatozoa orani, pH degeri
ve anormal spermatozoa orani) belirlenmistir.
Uygulanan sperma alma yontemi ve sikliginin
spermatolojik ozellikler iizerine olumsuz bir
etkisi gozlenmemis, elde edilen ortalama
sonuclar normal sinirlar iginde kalmistir

(1,9,13,14,15,18,23,30).

Bu c¢alismada Biociphos, Laiciphos, Sitrat
ve Tris sulandiricilar ile sulandirilan spermada
sulandirma sonras1 spermatozoa motilitesi (%)
ve pH degerleri sirasiyla 60.8912.66 ve
6.48+0.02; 63.30x1.25 ve  6.20£0.05;
45.72£1.97 ve 6.50+0.00; 58.9612.62 ve
6.50£0.03  olarak tespit  edilmistir.
Sulandiricilar  arasinda  yapilan  istatistiki
degerlendirmede ise, motilite yoniinden Sitrat
(p<0.01), pH yo6niinden Laiciphos (p<0.01)
hari¢ grup ortalamalar1 arasi farklar onemli
bulunmamistir. Sulandirilmis spermanin nativ
spermaya gore sulandirma sonrasi motil
spermatozoa kaybi ise Biociphos i¢in % 19.08;
Laiciphos i¢in % 15.88; Sitrat icin %39.24 ve
Tris icin % 21.64 olarak saptanmistir. Bu
durumda spermanin sulandirilmasi sonucunda
en disik motilite kaybt  Laiciphos
sulandiricisinda, en yiiksek motilite kaybi ise
Sitrat sulandiricisinda tespit edilmistir. Diger

sulandiricilara oranla Laiciphos sulandirici-
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sinda tespit edilen daha az motilite kaybinin
boga X sulandirici veya boga X sulandiric1 X

pH iliskisine 6zgii olabilir.

Foulkes (10) % 2.9 sodyum sitrat, % 20
yumurta sarist ve % 7 gliserol igeren
sulandiricida (pH; 7.0) boga spermatozoasini
azot gazi ile 0.25 ml payette dondurmus ve
motilite oranlarini sulandirma sonrasi1 % 47.9;
¢Oziim sonrast % 28.4 olarak saptamistir. Bu
calismada ise farklt pH (6.5) degerine ragmen
aynt sulandirict ile sulandirma (% 45.72) ve
¢Oziim sonrasi (% 28.22) benzer motilite

neticeleri elde edilmistir.

Boga spermasim1 % 2.2 sitrat, % 20
yumurta sarisi ve % 7 gliserol ile 20x10%ml
motil spermatozoa bulunacak sekilde azot gazi
ile yikanmis cam ampiillerde donduran
Roussel ve ark. (26) yaptiklart birinci
calismada (5 boga) baslangi¢, dondurma 6ncesi
ve ¢oziim (5°C) sonrasi ortalama motiliteyi
sirastyla % 53, 52, 45; ikinci calismada (6
boga) ise, % 49, 49 ve 45 olarak tespit
etmislerdir. Bu arastirmacilarin sulandirma
sonrasi tespit ettigi motilite sonuglar1 yapilan
calismada elde edilen neticelere yakin oldugu
halde, ¢oziim sonrasi tespit edilen bulgularin
kullanilan metot, pH (6.9), paketleme ve
¢cozdiirme farkliligi nedeniyle daha yiiksek

ciktigi ongoriillmektedir.

Davis ve ark. (6) 20 bogadan alinan
spermay1 % 7 gliserol igeren farkli oranlardaki
(0.25, 0.20, 0.15 ve 0.10 M) tris ve sodyum
sitrat (2.9 g.) ile sulandirmislar ve sulandirma

ve dondurma (kuru buz-alkol banyosu, 1.5 ml



BOGA SPERMALARININ FARKLI SULANDIRICILAR ILE DONDURULMASI VE IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

ampiilde(-79°C)  sonrast motilite oranlarin
incelemislerdir. Sulandirma sonras1 (5°C) tris
(0.20 M ) icin baslangic motilitesi % 62, farkli
tris oranlarina gore sirasiyla ilk giin motilite %
59, 58, 52 ve 40 olurken,; sitrat i¢in sulandirma
sonrast baslangic motilitesi % 62, ilk giin
motilitesi ise % 56 olmustur. Dondurma
sonrasi —-85°C’da muhafaza edilen farkh
oranlardaki tris ve sitrat sulandiricilarinin
¢oziim (40°C) sonrast motiliteleri ise sirasiyla

% 53, 52, 38, 23 ve 49 olarak saptanmistir.

Yiiriitilen calismada ise, 020 M
(2.42¢./100ml) tris ile sulandirma sonrasi (5°C)
Davis ve ark. (6) nin saptadig1 neticelere ¢ok
benzer motilite (% 58.96) elde edilirken,
¢oziim sonrasi (35°C/12s.) daha diisiik motilite
(% 41.89) tespit edilmistir. Buna karsilik bu
calismada kullanilan sitrat (2.32g./100ml)
sulandiricis1 ile gerek sulandirma gerekse
¢coziim sonrasi bu arasgtirmacilarin ortaya
koydugu sonuglara gore daha diisiik motilite
saglanmistir. Tris ve sitrat sulandiricilan ile
ozellikle ¢oziim sonrast elde edilen farkli
sonuglarin  her iki arastirmada uygulanan
degisik dondurma ve paketleme metotlarindan
ve farkli bogalarin bu sulandiricilara ve
dondurma metotlarina  verdigi  cevaptan

olabilir.

Yassen ve Foote (33) boga spermasin1 % 1
yumurta sarisit ve % 7 gliserol iceren 0.20 M
tris sulandiricis1 ve 2.9 g sodyum sitrat
sulandiricisinda  dondurmus (kuru buz-alkol
banyosu/ampiil) ve tris sulandiricisi ile donma
oncesi (5°C) % 54, ¢oziim sonrast % 30

motilite tespit etmistir. Ayni arastirmada % 1

yumurta  sarist  iceren  sodyum  sitrat
sulandiricisinda donma 6ncesi (5°C) ve ¢6ziim
sonrasi motil spermatozoa oranlar sirastyla %
58 ve 28; buna karsin % 20 yumurta sarist
ihtiva eden sitrat sulandiricisinda ise, % 56 ve

31 olarak gerceklesmistir.

Yiriitilen arastirmada % 20 yumurta
saris1 ihtiva eden 0.20 M tris sulandiricist ile
sulandirma (% 58.96) ve oOzellikle donma
sonrasi (% 41.89) daha yiiksek motilite tespit
edilmistir. Aynm1 sekilde Davis ve ark. (6) nin
% 20 yumurta sarist iceren 0.20 M tris
sulandiricis1 ve benzer dondurma metodu ile
elde ettigi daha yiiksek motiliteye ragmen, bu
arastirmacilarin ~ saptadigt  daha  diisiik
sonuglarin, farkli yumurta saris1 (% 1) ve
dondurma oranlar1 ile boga X sulandirici
faktorii nedeniyle ortaya ciktigt
varsayllmaktadir. Ancak % 20 yumurta sarist
iceren sitrat sulandiricisi ile tespit edilen
¢Oziim sonrasit disiik motilite, boga X
sulandirici faktoriiniin spermatozoa motilitesini
etkileyen baslica etkenlerden biri oldugunu

ortaya koymaktadir.

Steinbach ve Foote (29) 10 boga
spermasin farkl tris (0.15, 0.20, 0.25, 0.30 ve
0.35 M) ve sitrik asit konsantrasyonlar ile
degisik pH (6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5) ve gliserol (%
6.4 ve 8.8) seviyelerinde dondurmuslardir. Bu
arastiricilar ilk calismada, 0.20 M tris, % 6.4
gliserol, 6.5 pH ve 3 saat ekilibrasyon ile
donma o6ncesi % 49 motilite; ikinci caligmada
ise, ayni oranlardaki sulandiricilar ve 1.5 saat
ekibilibrasyon siiresi ile ¢oziim sonras1 % 43

motil  spermatozoa  saptamislardir.  Bu
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calismada ise, farkli dondurma oranlarina
ragmen ayni degerdeki pH (6.5) ve tris
sulandiricis1  ile sulandirma sonrast daha
yiiksek, coziim sonrasi ise benzer motilite

saptanmistir.

Bu arastirmada Biociphos, Laiciphos,
Sitrat ve Tris sulandiricilart ile dondurulan
spermanin ¢Oziim sonrasi motilite (%), oli
spermatozoa orani (%), pH degeri ve anormal
spermatozoa oran1 (%) sirastyla Biociphos
sulandiricist  icin  39.98%+1.77, 52.00%+2.87,
6.4810.02, 21.75%1.62; Laiciphos sulandiricist
icin  43.60%£2.06, 46.00+2.86, 6.0810.04,
23.68+2.11; Sitrat sulandiricist icin
28.22+1.79, 62.401+2.62, 6.500.00,
21.87%1.28; Tris sulandiricist igin 41.8912.76,
49.35£3.57, 6.50+0.00, 22.00+1.72 olarak
saptanmistir. Buna gore, ¢oziim sonrasi sitrat
sulandiricisi  (p<0.01)  hari¢,  biociphos,
laiciphos ve tris sulandiricilart arasinda
motilite yoniinden 6nemli bir fark olmadig
halde, laiciphos sulandiricisinda pH’in diger
sulandiricilardan  6nemli derecede (p<0.01)
farkli oldugu tespit edilmistir. Olii spermatozoa
orani yoniinden ise, sitrat sulandiricisi ile diger
sulandiricilar  arasinda ve biociphos ile
laiciphos  sulandiricist1  arasinda  6nemli
derecede (p<0.01) fark saptanmustir. Kullani-
lan tiim sulandiricilarda anormal spermatozoa
oranlart normal sinirlar i¢inde bulunmus, ancak
laiciphos ile biociphos ve laiciphos ile tris
sulandiricilart1  arasinda  anormal  kuyruk
oranlar1 bakimindan 6nemli derecede (p<0.05)
fark tespit edilmistir. Laiciphos ile diger

sulandiricilar arasinda ortaya cikan bu farkin,
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¢Oziim sonrasi tespit edilen diisik pH (6.08),
ozmotik basing veya sulandirici
elamanlarindaki farkliliktan m1 kaynaklandigi

bilinmemektedir.

Biociphos, Laiciphos, Sitrat ve Tris
sulandiricilar1  ile  dondurulan  spermada
sulandirma ve ¢Oziim sonrasi donemler
arasindaki motil spermatozoa zayiat orani
strastyla % 34.34, 31.05, 38.27 ve 28.95 olarak
saptanmistir. Arastirma sonucuna gore ¢oziim
sonrast en yiiksek motilite laiciphos
sulandiricisinda, en diisiik motil spermatozoa
kayb1 ise tris sulandiricisinda goriilmiistiir.
Coziim sonras1 0lii spermatozoa orani (%) ve
motil spermatozoa kayb1 (%) dikkate
alindiginda tris ve laiciphos sulandiricilarinin
donma ve ¢Oziilme stresine  karst
spermatozoayi diger sulandiricilara oranla daha
iyi korudugu soylenebilir. Ancak laiciphos
sulandiricis1 sulandirma sonrasi en az motil
spermatozoa kaybina yol actig1 halde, donma-
¢Oziim sonrast bu konudaki {istiinligtini
kaybetmesi ¢oziim sonrasi tespit edilen diisiik
pH (6.08) bagli olabilir. Bu duruma neden olan
faktorlerin daha net belirlenmesi igin baska

tetkiklerin yapilmasi yerinde olur.

Hinsch ve ark. (16) baslangi¢c motilitesi %
91.4 olan sulandirilmig Holstein boga
spermalarinda ~ Biociphos  ve  Triladyl
sulandiricilart ile ¢6ziim sonrasi sirasiyla % 60
ve 61 motilite saglarken, Bohm ve ark. (3)
Biociphos ve Tris ile ¢oziim sonu benzer
neticeler (sirastyla % 60 ve 62) tespit

etmislerdir. Yapilan c¢alismada ise, Biociphos

ve Tris ile daha diisik motilite (sirasiyla %
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39.98 ve 41.89) saptandigi halde, Biociphos
sulandiricist igin (baslangi¢c motilite % 60.89)
bu arastirmalarda oldugu gibi sulandirma ve
¢Oziim sonrasi donemler arasindaki motil
spermatozoa zayiat orani % 34 olmustur.
Woelder ve Malva (32) boga spermasinin
dondurma ve ¢ozdiirme islemleri esnasinda
motil spermatozoa oraninda takriben % 50-60
eksilme meydana geldigini bildirmistir.

Coulter ve Foote (4) Holstein bogalarin
spermasimi % 7 gliserol kapsayan yumurta
sarisi-sitrat ve promine D-tris-sitrik asit ile
klasik yontemlerle sulandirmis (50x10°sp./ml)
ve 1.0 ml cam ampiil ve 0.5 ml plastik
payetlerde dondurmustur. Bu sulandiricilardaki
spermatozoanin  ¢0ziim  sonu  ortalama
motilitesini, sirastyla % 40.7 ve 37.4; her iki
sulandircinin da kullanildig1 ampiil ve payet ile

muhafaza yontemine gore de, sirasiyla % 38.8

ve 39.3 olarak belirlemistir.

Yiiriitiilen arastirmada kullanilan farkli
hacim ve paketleme (0.25 ml payet) yontemine
ragmen, promine-D ihtiva eden biociphos
sulandiricis1 ile ¢oziim sonrasi biraz daha
yiiksek motilite (% 39.98) elde edilirken, sitrat
sulandiricist ile cok daha disiik motilite
(% 28. 22) saptanmustir. Sadece biociphos
sulandiricisimin - motilite neticeleri  dikkate
alindiginda 0.25 ve 0.5 ml plastik payet ile
muhafaza yontemleri arasinda 6nemli bir fark

tespit edilememistir.

Spermatozoada az hasar olusturan derin
dondurma teknigi gelistirmek icin Rostel (25)
Laiciphos A ve B ile sulandirdigi boga

spermasini payet icinde alkol-kuru buz ve azot

buhari kullanarak dondurmus ve ¢dziim sonrast
en yiiksek motiliteyi alkol+kuru buzda % 65,
azot buharinda ise % 60 olarak saptamustir.
Dimitropoulos (8) ise 2 boganin spermasini
Laiciphos plus 470 ve D. 36 sulandiricilar ile
dondurmus ve ¢Oziim sonrast motiliteyi
sirastyla % 26.3 ve 31.5 olarak bildirmistir.
Laiciphos 488 sulandiricisi ile yiiriitiilen bu
arastirmada (% 43.60) ise, birinci ¢alismadan
daha diisiik, ikinci ¢alismadan ise daha yiiksek
motilite elde edilmistir. Bu durum ¢6ziim sonu
motilitesi  iizerine  uygulanan  metodun
farkliligindan ziyade boga faktoriiniin 6nemli

rol oynadigini gostermektedir.

Steinbach ve Foote (28) 6 boganin sperma
orneklerini sitrat-yumurta sarisi-gliserol ve
tris-yumurta sarisi-gliserol-fruktoz sulandirici-
lar1 ile 6 saat ekilibrasyonu takiben azot
gazinda; 5°C/-15°C arasindaki kritik aralikta
8°C/d., -15°C/-40°C arasinda 5°C/d., -40°C/-
130°C arasinda ise 10°C/d. dondurma oranlari
ile 1 ml ampiilde dondurmustur. % 7.2 ve 8.8
gliserol oranlar1 kullanilan  sitrat ve tris
sulandiricilarinda ¢6ziim sonu motilite sirasiyla
% 31 ve 36 olarak tespit edilmistir.
Gergeklestirilen bu caligmada ise, farkli
gliserol ve dondurma oranlarina ragmen sitrat

(% 28.22) ve tris (% 41.89) sulandircilan ile

benzer neticeler saglanmistir.

Maliyetleri ¢ok daha fazla olmasina
ragmen Laiciphos ve Biociphos gibi hazir
sulandiricilarin spermanin sulandirma islemin-
de sagladiklar1 kolaylik bir avantaj olabilir.
Aynt  zamanda sperma sulandiricilarinda

kullanilan yumurta saris1 ve siit gibi hayvansal
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kokenli cryoprotektanlarin enfeksiyon riski

olusturmalar1 ve spermadaki proteinlerin

biyokimyasal analizlerini  yaniltabilmeleri

bitkisel protein iceren sulandiricilar igin bir
iistiinliik olusturabilir.

Sonug¢ olarak, elde edilen neticelere
gore sitrat haric bu ¢aligmada kullanilan
sulandirici-larin  birbirlerine biiyiikk bir

iistiinliik saglama-diklari, ancak sirasiyla

Laiciphos, Tris ve Biociphos
sulandiricilarinin boga spermasinin
dondurulmasinda  daha  uygun ve

kullanilabilir oldugu gézlemlenmistir.
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