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Ozet: Bu calismada, Laiciphose W 488 (LS) ve AndroMed (AS) sulandiricilariyla sulandirilan Holstayn (Siyah Alaca)
boja spermalarinda sulandirma, ekilibrasyon ve c¢6zdirme sonrasi spermatozoa motilitesi (%) ve anormal
spermatozoa oranlari (%) Uzerine sulandiricilarin etkisi incelendi. Arastirmada 4 bogadan alinan toplam 40 ejakilat
kullanildi. Ortalama ejakiilat miktari 8.47+0.69 ml, spermatozoa yogunlugu 1030.55+7.11x10°ml ve anormal
spermatozoa orani % 3.47+0.18 olarak tespit edildi. LS ve AS ile sulandiriimis spermalarda sulandirma sonrasi ve
ekilibrasyon sonrasi motil spermatozoa oranlari sirasiyla %83.37+0.37 ve %73.50+0.80, %83.12+0.38 ve %72.25+0.83
olarak saptandi. LS ve AS sulandiricilari ile dondurulmus spermanin ¢ézdirme sonrasi ortalama spermatozoa motilite
oranlari sirasiyla %54.63+1.47 ve %52.75+1.16, anormal spermatozoa ise sirasiyla %7.75+0.34 ve %8.25+0.30 olarak
bulundu. Bu ¢alismaya gore, her iki sulandirici ile elde edilen veriler rutinde kullanilabilir nitelikler tasimakla birlikte,
Laiciphose W 488 sulandiricisi ile ¢ozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi (P<0.05) ve anormal spermatozoa oranin-
da daha iyi sonugclar alindi.

Anahtar Kelimeler: AndroMed, anormal spermatozoa, boga spermasi, Laiciphose W488, motilite.

Freezing of Bull Semen with Two Different Extenders and In Vitro Evaluation

Summary: In this study effect of AndroMed (AS) and Laiciphose W 488 (LS) extenders on the sperm motility and
abnormal spermatozoa rates was examined in Holstein bull semen after they were diluted equilibrated and, thawed. In
the study 40 ejaculates collected from 4 bulls were used. Averaga semen volume (8.47+0.69%), sperm concentration
(x10%ml) 1030.55+7.11, and abnormal spermatozoa (3.47+0.18%) were found. The motility rates of fresh semen and
after equilibration that diluted with LS and AS were 83.37+0.37%, 73.50+0.80% and 83.12+0.38%, 72.25+0.83%
respectively. After thawing motility rates of sperm diluted with LS and AS extenders were 54.63+1.47%, 52.75+1.16%
and, abnormal spermatozoa percentages of the sperm were 7.75+0.34% and 8.25+0.30%. According to this study,
neither of these extenders are superior to each other, but statistically it was recognized that sperm motility rate in
Laiciphose W 488 extender was remarkable. With respect to the finding of this study, it was observed that both of
extenders in dilution of bulls’ semen were proper and usable.

Key Words: AndroMed, abnormal spermatozoa, bull semen, Laiciphose W488, motility.

Giris spermatozoaya en az zararl veren kristalizasyonu
olusturmaktir (1,3,6,13,15,18). Spermanin sulandi-
rilarak dondurulmasi amaciyla birgok ticari solus-
yon veya formile edilmis kimyasallar kullanilabil-
mektedir. Spermatozoonlari donma sokuna karsi
korumak amaciyla sperma sulandiricilari tizerinde-
ki calismalar halen devam etmektedir (6). Yumurta
sarisi ve st uzun sire spermatozoa koruyucusu
olarak kullanilmis ve birgok arastirmanin konusu
olmuslardir. Hucre i¢i sivilarin pH ve tuz konsant-
rasyonlari, donma sirasinda tuzlarin ¢okmesi ve
buz kristallerinin olusumu nedeniyle degismekte-
dir. Bu degisiklikler ve buna bagl hiicre membran
lipidlerindeki kayiplar donma hasarinin en buyuk
sebepleridir (2). Sogutmanin zararh etkilerine karsi
spermatozoonlari korumak igin spermaya yumurta
sarisli, st veya bunlara benzer nitelikte lipoprotein,
lesitin, ve sefalin gibi buyik molekil agirlikli bile-
siklerin katilmasi dnerilmektedir (4,7,9,10). Sulan-

Erkek hayvanlardan bir defada alinan spermada,
fertilizasyon icin gerekenden daha fazla
spermatozoa bulundugundan damizlik hayvanlar-
dan alinan bir ejakilat ile cok sayida disi tohumla-
nabilir. Bir ejakulat, spermatolojik Ozelliklerine ve
fertilite glictine gore ¢ok misli sulandirilabilir (8,11).
Gliserollin 1949 yilinda kryoprotektan 6zelliklerinin
bulunmasindan sonra spermanin dondurularak
uzun sire saklanmasi mumkin olmustur. Sulandi-
ricilara katilan lipoprotein kaynagi veya yuksek
molekul agirhkh materyaller soguk sokuna karsi
spermatozoayi korur. Sulandiricilardaki glukoz ya
da fruktoz spermatozoanin enerji kaynagini olustu-
rurlar. Kriyoprotektanlarin sulandiricilara katilma-
sindaki amag, hiicre igi ve disi buz kristalleri olugu-
munu minimize etmek ve dondurma sonrasinda

diricilarda ozmotik basing ve hidrojen iyon kon-
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sitrik asit gibi tampon maddeler yaygin olarak kul-
laniimaktadir (11).

Spermadaki bakteri miktarinin artmasi
spermatozoonlara zararlidir. Yumurta sarisi ve st
mikrobiyel kontaminasyon riskini artirmaktadir.
Boylelikle endotoksin olusumuyla spermatozoanin
fertilite kapasitesini olumsuz yonde etkilemektedir-
ler (3). Bunu oOnlemek amaciyla, sulandiricilara
arastiricilar  hayvansal orijine  dayanmayan
apatojen steril Urunler veya SPF (specific
pathogen free) yumurta sarisinin kullaniimasinin
daha guvenli oldugunu savunmaktadirlar (3,5,15).

Aires ve ark. (1)'larinin yaptiklari ¢calismada, boga
spermasini sulandirmak icin yumurta sarisi icer-
meyen ve yumurta sarisi igeren sulandiricilar
(AndroMed ve Tris) kullanmislardir. Cdzdirme
sonu motiliteyi AndroMed igin % 73.54+2.34, Tris
icinse % 59.57+2.75 olarak tespit etmislerdir. Her
iki sulandiricida da spermatozoa motilitesi belirli
bir azalma gdstermistir. Dort saatlik bir inkubasyon
sonrasi spermatozoa motilitesi sirasiyla %
58.05+2.23 ve % 36.67+3.78 olarak saptanmistir.
Bozkurt ve Tekin (4) vyaptiklari calismada,
biociphos, laiciphos, sitrat ve tris sperma sulandiri-
cilarini kullanmislardir. Bu sulandiricilarla sulandir-
diklan spermalarda sulandirma sonrasl
spermatozoa motilite  oranini  sirasiyla %
60.89+2.66, % 63.30+1.25, % 45.72+1.97 ve %
58.96+2.62 ve c¢Ozdirme sonu spermatozoa
motilite oranlarini ise sirasiyla % 39.98+1.77, %
43.60+2.06, % 28.22+1.79 ve % 41.89+2.76 olarak
saptamiglardir. Ayni arastiricilar genel ortalama
anormal spermatozoa oranlarini ise sirasiyla %
21.75+£1.62, % 23.68+2.11, % 21.87+1.28 ve %
22.00£1.72 olarak tespit etmislerdir. Hinsch ve ark.
(8)'lar1, baslangi¢c motilitesi % 91.4 olan sulandiril-
mis Holstein boda spermalarinda Biociphos ve
Triladyl sulandiricilar ile ¢6zdirme sonrasi
motiliteyi % 60 ve % 61 saptarken; Bohm ve ark.
(2)'lar1, Biociphos ve Tris ile sulandirdiklari sper-
malarda ¢Ozdurme sonu motilite oranini sirasiyla
% 60 ve % 62 olarak tespit etmislerdir. Yilmaz ve
Yurdaydin'in (18) tris sulandiricisi kullanarak yap-
tiklari ¢calismada dondurduklar spermalari degisik
IsI ve surelerde ¢dzdirmusler ve ¢dzdiurme sonu
spermatozoa motilite oranlariyla, spermatozoa’nin
akrozomundaki bozukluklar tespit etmislerdir.
+38°C 1sida ve 10 sn ile ¢ozdikleri spermalarda
spermatozoa motilitesini % 66.0+0.4, +35°C'de 15
sn ile ¢6zdurdukleri spermalarda ise % 9.20+0.4
oraninda akrozom bozuklugu saptamislardir.

Bu arastirmada Holstayn irki bogalardan alinan
spermalarin yagsiz st tozu igceren Laiciphos W
488 ve yumurta sarisi yerine soya proteini iceren
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AndroMed sulandiricilari ile sulandirilarak; sulan-
dirma, ekilibrasyon ve dondurulup c¢ozdirilme
sonras! spermatozoa motilitesi ile morfolojisi tzeri-
ne etkilerinin karsilastirilmasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada materyal olarak Lalahan Hayvancilik
Merkez Arastirma Enstitusi’'nde yetistirilen 2-3
yaslarinda 4 bas Holstayn damizlik bogaya ait
ejakilatlar kullaniimistir. Bogalardan, 2003 yili
Temmuz-Agustos aylarinda haftada iki kez olmak
Uzere her bodadan toplam 10’ ar ejakilat alinmis-
tir. Sun’i vajenle alinan ejakilatlar 34°C'daki su
banyosuna konulduktan sonra sulandirmaya uy-
gun olanlarin yogunluklari fotometrik ydntemle
(Accucell Photometer, IMV, France) saptanmistir
ve spermalar iki esit kisma bolinerek, Laiciphose
W 488 (IMV, France) sulandiricisi ile iki asamada
ve AndroMed (Minitub, Tiefenbach, Germany) su-
landiricisi ile tek asamada sulandirilarak 25°C’deki
su kivetine konulup sogutma kabinine nakledilmis-
lerdir. Sulandiriimis spermalarin i1sisi 45 dakikada
+4°C'ye dusurildilkten sonra Laiciphose W 488
sulandiricisinin ikinci kismi 5 defada ve 9 dakika
arayla eklendikten sonra spermalar ekilibrasyona
birakilmistir.  Ekilibrasyon sonrasi sulandiriimis
spermalar 0.25 ml’lik mini payetler (IMV, France)
icerisine otomatik makine yardimiyla (IMV, France)
¢ekilmis ve bu islem sonrasi otomatik dondurma
makinasinda (Digitcool 5300, IMV, France) sivi
azot buharinda 7 dakika igerisinde -140°C’de don-
durulmustur. Bu islem sonrasi toplanan dondurul-
mus spermalar sivi azot (-196°C) icerisinde muha-
faza altina alinmistir. Daha sonra dondurulmus
spermalar 37°C’de 20 sn siireyle ¢ozdiriimustir

().

Spermanin in vitro deg@erlendiriimesinde; ejakilat
miktari (ml), spermatozoa yogunlugu (x10°%/ml),
spermatozoa  motilitesi (%) ve  anormal
spermatozoa orani (%), sulandiriimis spermanin
ekilibrasyon sonrasi ve ¢ozdirilmus spermada ise
spermatozoa  motilitesi (%) ve  anormal
spermatozoa oranlari (%) muayene edilmistir
(7,14).

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degerle-

ri ve standart hatalari ( s ) hesaplanmis ve
bogalarin iki farkh sulandiriciya gére spermatolojik
Ozelliklerinin karsilastirimasinda bagimh gézlem-
ler icin uygulanan t testi (paired t test) kullaniimistir
(20). Nativ spermada spermatolojik 6zellikler baki-
mindan bogalarin karsilastiriimasinda ANOVA
kullanilmistir (19).
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olarak saptanmistir. Dort boganin genel ortalama
ejakilat miktari en az 5.0 ml, en fazla 13.0 ml;
spermatozoa yogunlugu ise en az 750x10° ve en
fazla 1750x10%ml olarak tespit edilmistir.

Nativ spermaya ait spermatozoa motilitesi (%) ve
anormal spermatozoa oranlari (%) Tablo 1'de ve-
rilmistir. Sulandirma sonrasi yapilan spermatozoa
motilite kontrollerinde sulandiricilar arasinda ista-
tistiksel bir fark bulunmamistir (P>0.05).

Ekilibrasyon sonrasi (LS ve AS) ve Cozdirme son-
rasi (LS ve AS) spermatozoa motilite (%) ve anor-
mal spermatozoa (%) oranlari Tablo 2 ve 3'te veril-
migtir.

LS ve AS sulandiricilariyla sulandirilan spermalar-
da ekilibrasyon sonrasi ve ¢dzdirme sonrasi tespit
edilen anormal spermatozoa (%) oranlarinda su-
landiricilar yonunden istatistiksel olarak bir farklilik
tespit edilmemistir (P>0.05). Cozdirme sonrasi
sulandiricilar arasinda motilite orani istatistiksel
acidan dnemli bulunmustur (P<0.05).

Tartisma ve Sonug

Boga spermasinin dondurulmasi amaciyla birgok
hazir sulandirici veya formile edilmis kimyasal
kompozisyonlar kullanilabilmektedir. Bu ticari su-
landiricilarin maliyetleri fazla gibi gorinse de sper-
manin sulandirma islemi sirasinda sagladiklar
kolayliklar dustindlduginde avantajlari agikga orta-
ya cikmaktadir. Cunki kimyasallarin tartiimasi
sirasinda hem miktarlarinin ayarlanmasi ve hem
de kontaminasyon riski ¢ok fazladir. Ayrica kimya-
sal maddelerin uygun sartlarda muhafaza edilme
zorunluluklar yaninda belli bir kullanim sirelerinin
olmasi da bir bagka olumsuzluktur. Spermalarin
degerlendiriimesinde in vitro bulgularin yaninda in
vivo fertilite kontrollerinin de yapilmasi daha dogru
sonuglarin ortaya konmasi acgisindan 6nemlidir.
Fakat degerlendirmeye alinan ejakilatlarin
spermatozoa motilitesi ve morfolojisi yoninden
incelenmesi de bir dlglide yeterli olmaktadir. Ciin-
ki motilitesi yeterli olmayan spermalarin ve anor-
mal spermatozoa orani 6zellikle akrozoma bagh
defektlerin fazla olmasi fertiliteyi dogrudan olum-
suz olarak etkilemektedir.

Dimitropoulos (6) ise, Laiciphos plus 470 ve D. 36
sulandiricilarlyla dondurdugu boga spermasinda
¢6zdirme sonu spermatozoa motilitesini sirasiyla
% 26.3 ve % 31.5 olarak bildirmistir. Bu arastirma-
da elde edilen spermatozoa motilite degerleri yapi-
lan calisma verilerinden oldukga dustktur. Olusan
bu farklihgin kullanilan sulandiricilarin degisik ol-
masindan kaynaklandigi dasuntlmektedir.
Spermatozoada daha az hasar olusturan derin
dondurma teknigini gelistirmek icin Rostel (12),
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Laiciphos ile sulandirdigi spermayi degisik iki me-
tot ile dondurmus ve ¢dzdirme sonu motiliteyi %
65 ve % 60 olarak saptamistir. Rostel (12)'in belirt-
tigi deg@erler ile yapilan arastirmadaki degerler bir-
birine ¢ok yakindir. Spermatozoa motilitesinde
elde edilen sonug dusuktir, bunun sebebi de don-
durma teknigindeki fakliliktan kaynaklanmaktadir.
Bozkurt ve Tekin (4) yaptiklari ¢alismada elde et-
tikleri  bulgular, bu c¢alisma bulgularindan
spermatozoa motilite degerleri agisindan benzes-
mekle birlikte, anormal spermatozoa degerleri agi-
sindan belirgin bir farklihk gdstermektedir. Burada
kullanilan teknikler benzer oldugundan ortaya ¢i-
kan farkhgr dogrudan calismanin yapildigi mev-
simsel doneme, bogalarin bireysel &zelliklerine
veya arastiricilara baglamak mumkinddr. Hinsch
ve ark. (8)'lari ile Bohm ve ark. (2)'larinin yaptiklari
¢alismalarda bulduklari ¢dzdirme sonu motilite
oranilar bizim calismamizdaki degerlerden yik-
sektir. Woelder ve Malva (17), boga spermasinin
dondurma ve c¢ozdirme islemleri sirasinda motil
spermatozoa oraninda yaklagsik % 50-60 azalma
oldugunu bildirmistir.  Bildirilen  spermatozoa
motilite kayip degerleri hemen hemen arastirmala-
rin gogunda ortaya gikmaktadir. Bunun sebebi de
daha o6nce de belirtildigi Uzere dondurmaya ve
kullanilan sulandiricilara spermanin bir tepkisi ola-
rak aciklanabilir. Yilmaz ve Yurdaydin'in (18) yap-
tiklari calismada bulduklari spermatozoa motilite
degerleri bu calisma sonuclarina gére daha yuk-
sek, akrozom bozukluklari ise dusuk bulunmustur.
Bu farklilik arastirmada kullanilan hayvanlardan
elde edilen ejakulatlarin farkli olmasindan, kullani-
lan sulandirici ve arastirmada kullanilan metot
farkliigindan ortaya cikmis olabilir. Aires ve ark.
(1)'larinin yaptiklari cahisma ile yapilan bu ¢alisma-
da benzer olan sulandirici verileri deger olarak
birbirine ¢ok yakindir ve bu anlamda birbirini des-
teklemektedir.

Genel bir degerlendirme yapmak gerekirse yukari-
da farkh arastiricilarin yaptiklari calismalardan
elde ettikleri sonuglar, calisma sonuclarimiz ile
dogal olarak benzerlik ve farkhliklar gdstermekte-
dir. Bunun nedenleri spesifik sebeplerden baska,
calismada kullanilan sperma sulandiricilarina,
hayvan materyalinin farkli irk ve yasta olmasina,
bakim besleme kosullarinin farkhhgina, sulandiri-
cilara katilan kryoprotektanlarin orani ve farklihgi-
na, spermanin dondurma sekli [payet (0.25 veya
0.5 ml), pelet, ampul gibi] ve metoduna (yavas
veya hizli dondurma gibi) gore dedgisiklikler goste-
rebilmektedir.

Sonug olarak ticari olarak satilan Laiciphose W
488 ve AndroMed sperma sulandiricilarinin mali-
yetleri fazla gibi gériinse de spermanin sulandirma
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islemi sirasinda sagladiklari kolayliklar yéniinden
cesitli kimyasallarin katilarak hazirlandigr diger
sulandiricilara gore tercih edilebilir. Bu ¢alismada
elde edilen sonuclar 1siginda her iki sulandirici
birbirine belirgin bir Ustunlik saglamasa da istatis-

tiksel

acidan dondurma - c¢6zdirme sonrasi

Laiciphose W 488 sulandiricisinda spermatozoa

motilite

orani  Onemli tespit edildiginden,

Laiciphose W 488 sulandiricisi AndroMed sulandi-
ricisina gore dncelikle tercih edilebilir.
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