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Koç Spermasının Dondurulmasında Seminal Plazma ve Soğutma 
Öncesi Gliserol İlavesinin Spermatolojik Özelliklere Etkisi* 
Effect of Seminal Plasma and Pre-cooling Addition of Glycerol during Freezing of 
Ram Semen on Spermatological Characteristics

Ambrose Samuel Jubara Tombi1, Kemal Ak2, Alper Baran2

ÖZET
Koç spermasının dondurulmasında düşük sulandırma oranları için katkı maddeleri ve 
santrifüj teknikleri üzerine yoğun olarak çalışılmaktadır. Pooling yapılmış sperma 4 eşit 
hacme ayrılarak 1:1 oranında sulandırıldı, kontrol grubu (A1), %20 seminal plazmalı (A2), 
%2 gliserol ilaveli (A3) ve %20 seminal plazma ile %2 gliserollü (A4) grupları oluşturuldu. 
Soğutma ve gliserolizasyon sonrası sperma payetlerde donduruldu. İkinci aşamada pooling 
yapılan sperma önce iki eşit hacme ayrılarak 26ºC’de seminal plazmasız (B grupları) ve %20 
seminal plazmalı (C grupları) süt tozu-yumurta sarısı sulandırıcıları ile 1:1 oranında sulan-
dırıldı. Soğutma ve gliserolizasyon sonrası sekiz grup oluşturuldu. B1 ve C1 grupları semi-
nal plazmalı veya seminal plazmasız sulandırıcıların kontrol gruplarını oluşturdu. B2 ve C2 
gruplarına gliserolizasyon anında %10 seminal plazma ilave edildi. B3 ve C3 gruplarında 
gliserolizasyon sonrası santrifüj işlemi uygulandı ve sonrasında hacmin üstte kalan %50’si 
ortamdan uzaklaştırıldı. B4 ve C4 gruplarında ise yine santrifüj işlemi uygulandı ancak sü-
pernatantlar uzaklaştırıldıktan sonra %10 seminal plazma ilave edildi. Soğutma öncesi ve/
veya 5ºC’de sulandırıcılara seminal plazma ilavesinin; sulandırma, soğutma ve dondurma-
nın zararlı etkilerine karşı spermatozoonları koruduğu, soğutma sırasında oluşan akrozo-
mal bozuklukların, 5ºC’de seminal plazma ilavesiyle azaldığı ve santrifüj işlemi sonrası %10 
seminal plazma ilavesinin bu zararları önemli oranlarda azalttığı saptandı. Koç spermasının 
süt tozu-yumurta sarısı sulandırıcısında dondurulmasında soğutma öncesi %20 seminal 
plazma ilavesinin ve 5ºC’de santrifüj sonrası %10 seminal plazma ilavesinin önerilebilir 
özellikte olduğu sonucuna varıldı. 
Anahtar Kelimeler: Koç, sperma dondurma, seminal plazma, gliserol, santrifüj

ABSTRACT
Effects of low dilution rate on cryopreservation of ram semen, intensive study on protective 
ingredients and centrifugation techniques is needed. Pooled semen splitted in to 4 equal 
volumes, extended to 1:1 ratio forming control group (A1), 20% seminal plasma (A2), 
2% glycerol (A3), 20% seminal plasma, 2% glycerol (A4) groups. After cooling and 
glycerolization, semen were frozen in straws. In the second phase of this study, pooled semen 
first splitted in to two equal volumes, extended to 1:1 ratio at 26ºC without seminal plasma 
(B group), and 20% seminal plasma (C group) extender. After cooling and glycerolization, 
eight groups were formed. B1, C1 control groups, B2, C2 groups supplemented with 10% 
seminal plasma immediately after glycerolization, B3, C3 groups were centrifuged and had 
50% of their volume removed as supernatant, B4, C4 groups were supplemented with 10% 
seminal plasma after centrifugation and removal of supernatant. It was determined that 
addition of seminal plasma to extenders before cooling and/or at 5ºC protected spermatozoa 
against the detrimental effects of dilution, cooling, freezing and that acrosomal damages, 
occurred during cooling, were reduced by seminal plasma addition at 5ºC and acrosomal 
integrity and this detrimental effect was reduced to a significant proportion by addition of 
10% seminal plasma. Pre-cooling addition of 20% seminal plasma to skim milk-egg yolk 
extender and 10% seminal plasma addition after centrifugation at 5ºC can be suggested for 
freezing ram semen.
Keywords: Ram, semen freezing, seminal plasma, glycerol, centrifugation
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GİRİŞ
Koç spermasının dondurulmasındaki zorluklar ve 
suni tohumlama sonrasındaki gebelik oranlarının 
düşük olması nedeniyle bu uygulamaların yaygın-
laşması sınırlı seviyede olmuştur. Koç spermasının 
dondurulmasında karşılaşılan sorunların çözümü-
ne ilişkin kısmi başarılar elde edilmiştir.14,22,23,35 An-
cak, bu çalışmalarda kullanılan sulandırma oranları 
intraservikal tohumlama için oldukça yüksektir ve 
tohumlama dozunda sorunlar yaşanmaktadır.12,13,21 
Eritme sonrası intraservikal suni tohumlamada ba-
şarıya ulaşmak için yeterli sayıda ve özellikte sper-
matozoonun servikal bariyeri geçmesini sağlayacak 
sulandırıcılara ve sulandırma yöntemlerine ihtiyaç 
vardır.11,41 Koyunlarda intraservikal tohumlamada 
tohumlama dozu, ineklerdeki intraservikal tohum-
lama dozuna göre yaklaşık 10 kat (200x106 sper-
matozoon) fazladır.47 Belirtilen sayıya ulaşmak için 
final sulandırma oranı yaklaşık 1:3’tür (sperma+-
sulandırıcı).23 Bu düşük sulandırma oranı; sperma-
tozoon motilitesi, membran bütünlüğü ve kapasi-
tasyon oranları üzerine olumsuz etki yapmaktadır. 
Koç sperması düşük sulandırma oranlarında soğuk 
şoklarına karşı çok hassastır.19,29,35,47,53,58 Optimal to-
humlama dozuna ulaşmak için yüksek oranda su-
landırma sonrası soğutma ve santrifüj yardımıyla 
spermatozoon yoğunluğunun artırılması işlemleri 
gerçekleştirilmektedir. Ancak santrifüj işleminin; 
akrozom ve DNA’larda bozukluklara ve ölümlere 
yol açtığı rapor edilmiştir.13,26

Düşük sulandırma oranlarında soğuk şokları-
nın olumsuz etkileri, sulandırıcıdaki kriyoprotek-
tif maddelere, oranlarına, sulandırma ve soğutma 
tekniklerine göre değişmektedir. Gliserolün kri-
yoprotektif madde olarak etkili olmasının sebebi; 
spermatozoon plazma membranının sıvı özelliğine, 
soğutma sırasında geçirgenliğine ve soğumaya bağlı 
bazı faz değişimlerini engellemesine bağlanmakta-
dır.38 Kriyoprotektif madde olmasına rağmen gli-
serol spermatozoonlar için metabolik zehirdir ve 
kullanıldığı yoğunluk ve ısıya bağlı olarak memb-
ran bütünlüğüne zarar verebilir. Bu nedenle başarılı 
sonuçlar elde etmek için sulandırıcılarda optimal 
gliserol oranlarının belirlenmesi gerektiği araştı-

rıcıların ortak görüşüdür.9,16,18,20 Düşük sulandır-
ma oranlarında soğutma öncesi sulandırıcılara %2 
oranında gliserol ilavesinin eritme sonrası sperma-
tolojik özelliklere ve fertiliteye olumlu etki yaptığı 
bildirilmiştir.4 Son yıllarda yapılan diğer çalışmalar-
da sulandırıcılara seminal plazma ilavesinin (%10, 
%20, %30) koç spermalarını soğutma ve donmanın 
zararlarına karşı koruduğu bildirilmiştir.32,33,36,41,42

Koç spermasının sulandırılması sonrası, seminal 
plazma protein yoğunluğunun yaklaşık %70-%80 
oranında azaldığı ve bu azalmanın spermatozoon 
membranlarında değişikliklere ve erken kapasitas-
yona neden olduğu açıklanmıştır.37 Bu nedenle don-
ma öncesi santrifüj işlemi yardımıyla spermadan 
seminal plazma ayrılması spermatozoonlara zararlı 
etki göstermektedir.

Seminal plazma, rete testis, epididimis ve eklen-
ti üreme bezlerinde üretilen sıvıyı içeren fizyolojik 
bir sekresyondur. Seminal plazma organik ve inor-
ganik komponentlerin kompleks bir karışımıdır 
ve spermatozonların fonksiyonlarını düzenlemek 
için spesifik çeşitli biyokimyasal bileşenler içerir. 
Yanagimachi60, ejakulasyonda sperma hücreleri ile 
seminal plazmanın temas ettiğini, seminal plazma-
daki koruyucu faktörlerin spermatozoon yüzeyine 
bağlandığını ve bu faktörlerin hücreden uzaklaştı-
rılmasına kadar erken kapasitasyon olaylarının ön-
lendiğini bildirmiştir. 

Medeiros ve ark.34, spermanın sulandırılması 
veya donma işlemi sırasında hipertonik ortama ma-
ruz kaldığını ve seminal plazmanın membranlardan 
uzaklaşabildiğini bildirmişlerdir. Seminal plazma-
daki koruyucu maddeler çoğunlukla proteinlerdir. 
Seminal plazma, koç ve boğa spermatozoonlarının 
motilitesini ve yaşama kabiliyetini artırır.17,30,31,40,50 
Motiliteyi stimüle eden bu faktörler, seminal plaz-
madaki düşük molekül ağırlıklı fraksiyonlardır.6 
Seminal plazma, spermatozoonların soğuk şokuna 
maruz kalma riskini azaltır,42,43 membran hasarları-
nı önler4,5 ve soğutmanın indüklediği kapasitasyon 
benzeri olayları engeller.32,49,56 Seminal plazmanın 
yokluğunda ise kapasitasyon benzeri değişimler 
akrozom reaksiyonu ile sonuçlanır.39,49

Troedsson ve ark.55 seminal plazmanın, sperma-
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tozoonların dişi genital kanalında, transportunda 
ve canlılığını sürdürmesinde aktif rol oynadığını 
bildirmişler ve seminal plazmasız donma işlemi 
sonrası spermatozoon transportunun olumsuz 
yönde etkilediğini açıklamışlardır. Alghamdi ve 
Foster2, seminal plazmadaki DNAase enziminin, 
nötrofile ait DNA’ları sindirdiğini ve böylece daha 
fazla spermatozoonun ovidukta ulaşabildiğini bil-
dirmişlerdir. Yudin ve ark.61 seminal plazmadaki 
Beta-defensin 126 (DEFB126) proteinin, kapasitas-
yon tamamlana kadar sperma hücrelerinin yüzey-
lerini tamamen örttüğünü, kapasitasyon anında ya 
da kapasite olmuş spermatozoonlarda bu proteinin 
ortamdan uzaklaştırılması nedeniyle, spermatozo-
onların immün sistem tarafından hemen tanınarak 
elimine edildiğini ifade etmişlerdir.

Maxwell ve ark.32, eritilmiş koç spermasına %30 
seminal plazma eklemişler ve intraservikal tohum-
lama sonrası kontrol ve seminal plazmalı gruplar-
da sırasıyla; %24,3 ve %60,0 gebelik saptamışlardır. 
Araştırmacılar seminal plazmanın eritme sonrası 
spermatozoonlarda oluşan olumsuzlukları önlediği 
ve dolayısıyla yüksek fertilite oranlarının elde edil-
diğini açıklamışlardır.

Ollero ve ark.40, koç spermasında seminal plaz-
mayı uzaklaştırmışlar, ayrılmış seminal plazmayı ya 
da >10 kDa seminal plazma içeren fraksiyonları ila-
ve ederek Fisher sulandırıcısı ile spermayı dondur-
muşlardır. Araştırmacılar her iki grupta da eritme 
sonrası spermatozoon canlılığının korunduğunu 
rapor etmişlerdir. Mortimer ve Maxwell36 koçlarda 
seminal plazmanın spermatozoon membranlarına 
önemli derecede koruyucu etki gösterdiğini eritme 
sonrası kanıtlamışlardır.

Belibasaki ve ark.7 donma öncesi koç sperma 
sulandırıcılarına (süt tozu) %50 seminal plazma ila-
vesinin tohumlama sonrası fertilite oranlarını artır-
dığını bildirmişlerdir. Vadnais ve ark.56 domuzlarda 
sperma sulandırıcısına katılan %20 seminal plazma 
ilavesinin soğutma ve eritme sonrası erken kapasi-
tasyon oranlarını azalttığını saptamışlardır.

Sunulan çalışmada, koç sperma sulandırıcısına 
katılan seminal plazma ve soğutma öncesi gliserol 
ilavesinin, eritme sonrası spermatolojik özelliklere 

etkisini saptamak amaçlanmıştır.

MATERYAL VE METOT
Araştırmada canlı materyal olarak aynı bakım 

ve besleme koşullarında barındırılan, 4-6 yaşında 
sağlıklı altı baş Kıvırcık ırkı koç kullanıldı. Sperma 
alma çalışmaları Mart-Temmuz ayları içerisinde 
gerçekleştirildi.

Seminal Plazmanın Hazırlanması
Altı adet kıvırcık ırkı koçtan elektroejakulatör 

yardımıyla sperma alındı. Alınan spermalar poo-
ling yapıldıktan sonra 5°C’de 12.000 g’de 5 dakika 
santrifüj edildi. Elde edilen süpernatant aynı hız ve 
süre ile tekrar santrifüj edilip ardından süpernatant 
0,22 µm’lik filtreden geçirilerek hazırlanan semi-
nal plazma 2 ml’lik eppendorf tüplerine aktarılarak 
–20°C’de saklandı.

Süt Tozu Ana Sulandırıcının Hazırlanması
11 g süt tozu (%1 yağlı) 100 ml distile suya ta-

mamlanarak %11’lik (ağırlık/hacim) sulandırıcı ha-
zırlandı ve ısıtma tablası yardımıyla 95ºC’ye ısıtıldı 
ve 10 dakika bekletildikten sonra 26ºC’ye soğutu-
larak steril bir tülbent ile süzüldü. Oda ısısında süt 
tozu sulandırıcısına %10 (hacim/hacim) yumurta 
sarısı ilave edildi ve homojenize edilerek 3000 g’de 
20 dakika santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanta 
0,03 g/100 ml penisilin, 0,04 g/100 ml streptomi-
sin, 0,224 g/100 ml fruktoz ilave edildi. Hazırlanan 
sulandırıcı 14 ml’lik santrifüj tüplerine aktarıldı ve 
çalışma gününe kadar –20ºC’de depolandı. Süt tozu 
sulandırıcısına %10 gliserol ve %8 gliserol ilave edil-
di ve –20ºC’de depolandı. Spermanın dondurulaca-
ğı gün, süt tozu sulandırıcısına %20 seminal plazma 
ilave edildi. %2 gliserollü sulandırıcının hazırlan-
ması için süt tozu sulandırıcısına %2 gliserol ilave 
edildi ve %20 seminal plazma + %2 gliserollü sulan-
dırıcının hazırlanmasında ise süt tozu sulandırıcısı-
na %20 seminal plazma ve %2 gliserol ilave edildi. 
Elde edilen sulandırıcılar 26ºC’de bekletildi. Sulan-
dırma, soğutma, ekilibrasyon ve eritme sonrası ısıt-
ma tablalı faz kontrast mikroskopta (x40) motilite 
ve Hancock solüsyonunda26 akrozomal morfoloji 
(x100) muayeneleri gerçekleştirildi.
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	 Spermanın Sulandırılması ve
	 Dondurulması

Pooling yapılan spermalar 26ºC’de 1:1 oranında 
sulandırıldı. Sulandırılmış spermalar 0,3ºC/dakika 
hızla 5ºC’ye yavaşça soğutuldu. Bu amaçla sulandı-
rılmış spermaya aynı hacimdeki gliserollü sulandı-
rıcı 10 eşit hacimde ve 5’er dakika aralıklarla ilave 
edildi ve tüm gruplarda final sulandırma oranı 1:3, 
final gliserol oranı %5 oldu. Gliserolizasyon sonra-
sı spermalar 5ºC’de 2 saat ekilibrasyona bırakıldı ve 
0,25 ml’lik payetlere çekilerek –110ºC’de 7 dakika 
sıvı azot buharında donduruldu ve sıvı azot içeri-
sinde –196ºC depolandı. Donmuş sperma 37ºC su 
banyosunda 30 saniyede eritildi ve spermatolojik 
özellikleri incelendi.

Birinci Aşama:
Birinci aşamada soğutma öncesi düşük 1:1 su-

landırma oranlarında ve final 1:3 sulandırma son-
rası seminal plazma ve gliserol ilavelerinin etkileri 
araştırıldı.

A1 Grubu: Soğutma öncesi gliserol ve seminal 
plazma katkısız süt tozu sulandırıcısı ile sperma 
sulandırıldı ve gliserolizasyon işlemi %10 gliserollü 
sulandırıcı ile gerçekleştirildi (final seminal plazma 
oranı %0).

A2 Grubu: Sperma soğutma öncesi %20 seminal 
plazma içeren sulandırıcı ile sulandırma ve %10 gli-
serollü sulandırıcı ile gliserolizasyon işlemi yapıldı 
(seminal plazma oranı %10). 

A3 Grubu: Sperma soğutma öncesi %2 gliserol 
içeren sulandırıcı ile sulandırıldı ve gliserolizasyon 
işlemi %8 gliserollü sulandırıcı ile gerçekleştirildi 
(seminal plazma oranı %0). 

A4 Grubu: Sperma soğutma öncesi %20 se-
minal plazma ve %2 gliserol içeren sulandırıcı ile 
sulandırma ve %8 gliserollü sulandırıcı ile glise-
rolizasyon işlemi gerçekleştirildi (seminal plazma 
oranı %10).

Tüm gruplarda final sulandırma oranı 1:3 ve fi-
nal gliserol oranı %5 oldu.

İkinci Aşama:
Pooling sonrası sperma 2 eşit hacime ayrıldı ve 

her bir hacim 1:1 oranında sırasıyla süt tozu, süt tozu 

+ %20 seminal plazmalı sulandırıcılar ile sulandırı-
larak B ve C ana grupları oluşturuldu. B gruplarında 
soğutma öncesi seminal plazma ilave edilmezken, C 
gruplarında bu aşamada %20 seminal plazma ilave 
edildi. Her bir grupta gliserolizasyon tamamlandık-
tan sonra, santrifüj işlemi ve seminal plazma ilave-
sinden oluşan toplam 8 grup oluşturuldu. Seminal 
plazma içermeyen süt tozu sulandırıcısı ile sulan-
dırma ve soğutma sonrası sperma yüksek oranda 
(1:3, sulandırılmış sperma+gliserolizasyon sulandı-
rıcısı) sulandırıldı.

B1 Grubu: Süt tozu sulandırıcısı ile sulandırma 
ve soğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile 
gliserolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Ekilibrasyon 
sonrası spermalara hiç bir işlem uygulanmadı.

B2 Grubu: Süt tozu sulandırıcısı ile sulandırma 
ve soğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile 
gliserolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Gliserolizas-
yon sonrası %10 seminal plazma ilave edildi.

B3 Grubu: Süt tozu sulandırıcısı ile sulandırma 
ve soğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile 
gliserolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Ekilibrasyon 
öncesi spermalar santrifüje edildi ve üst kısımdan 
hacmin %50’si alındı. Böylece sulandırıcının oranı 
azaltılarak “yüksek tohumlama dozunu elde etmede 
kullanılabilirliğini belirlemek” amaçlandı. 

B4 Grubu: Süt tozu sulandırıcısı ile sulandırma 
ve soğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile 
gliserolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Ekilibrasyon 
öncesi spermalar santrifüje edildi, üst kısımdan 
hacmin %50’si alındı ve %10 seminal plazma ilave 
edildi. Bu grupta santrifüj yardımıyla sulandırıcı 
oranının azaltılması sonrası, seminal plazma ila-
vesinin etkisi incelendi. Seminal plazma içeren süt 
tozu + seminal plazma sulandırcısı ile sulandırma 
ve soğutma sonrası sperma, yüksek oranda (1:3, 
sulandırılmış sperma+gliserolizasyon sulandırıcısı) 
sulandırıldı.

C1 Grubu: Seminal plazma içeren süt tozu + 
seminal plazma sulandırıcısı ile sulandırma ve 
soğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile 
gliserolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Ekilibras-
yon sonrası spermalara hiç bir işlem uygulanma-
dı.
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C2 Grubu: Seminal plazma içeren süt tozu + 
seminal plazma sulandırıcısı ile sulandırma ve so-
ğutma sonrası, %10 gliserollü sulandırıcı ile glise-
rolizasyon işlemi gerçekleştirildi. Gliserolizasyon 
sonrası %10 seminal plazma ilave edildi.

C3 Grubu: Süt tozu + seminal plazma sulan-
dırıcısı ile sulandırma ve soğutma sonrası, %10 
gliserollü sulandırıcı ile gliserolizasyon işlemi ger-
çekleştirildi. Ekilibrasyon öncesi spermalar sant-
rifüje edildi ve üst kısımdan hacmin %50’si alındı. 
Böylece soğutma öncesi seminal plazma varlığında 
sulandırıcının oranı azaltılarak “yüksek tohumlama 
dozunu elde etmede kullanılabilirliğini belirlemek” 
amaçlandı. 

C4 Grubu: Süt tozu + seminal plazma sulandı-
rıcısı ile sulandırma ve soğutma sonrası, %10 glise-
rollü sulandırıcı ile gliserolizasyon işlemi gerçek-
leştirildi. Ekilibrasyon öncesi spermalar santrifüje 
edildi, üst kısımdan hacmin %50’si alındı ve %10 
seminal plazma ilave edildi. Bu grupta santrifüj 
yardımıyla sulandırıcı oranının azaltılması sonrası, 
seminal plazma ilavesinin etkisi incelendi. Santrifüj 
işlemleri +5Cº’lik ortamda soğuk santrifüjde (700 
g’de) 10 dakikada gerçekleştirildi. İkinci ve üçün-
cü aşamalarda belirtilen tüm işlemler 10 kez tekrar 
edildi (n=10). Eritme sonrası ise her bir grup için 3 
payet incelendi (n=30).

İstatistiksel Analiz
Araştırmada elde edilen verilerin gruplar ara-

sındaki farklılıklarının belirlenmesinde tek-yön 
varyans analizi (ANOVA) ve farklılıklarının önem 
kontrolünde Duncan’s Multiple Range testi, LSD ve 
t’ testi SPSS 10.0 paket programı kullanılarak yapıl-
dı. 

BULGULAR
Birinci aşamada, en düşük motilite A3 grubun-

da ve en yüksek akrozomal bozukluklar yine A3 
grubunda bulunmuştur (p<0,05). A1, A2 ve A4 
gruplarında 5ºC’de soğutma sonrası yüksek motilite 
oranları bulunurken, en düşük motilite A3 grubun-
da saptanmıştır (p<0,05). En yüksek akrozomal bo-
zukluk oranları A1 ve A3 gruplarında bulunmuştur 
(Tablo 1). 

Ekilibrasyon sonrası en düşük motilite A3 gru-
bunda ve en yüksek akrozomal bozukluklar ise A1 
ve A3 gruplarında saptanmıştır. Eritme sonrası ise 
en yüksek motilite A1 grubunda ve en düşük moti-
lite oranı A3 grubunda (p<0,05) ve akrozomal bo-
zukluklar en yüksek A1 grubunda ve en düşük A2 
grubunda saptanmıştır.

İkinci aşamada, sulandırma ve soğutma sonrası 
motilite oranları benzer bulunmuş ve C grubun-
da akrozomal bozukluklar sulandırma sonrası ve 

Tablo 1. Birinci aşamada gruplarda saptanan spermatolojik özellikler

Gruplar A1 A2 A3 A4

Sulandırma Sonrası (n=10)

Motilite (%) 86,0±1,23a 87,0±1,53a 77,0±2,26b 83,0±1,53a

Akrozom (%) 7,9±0,85ab 4,1±0,48c 8,4±0,56a 6,2±0,77b

Soğutma Sonrası (n=10)

Motilite (%) 84,0±1,45a 86,0±1,80a 76,0±1,67b 82,5±1,34a

Akrozom (%) 11,2±1,07ab 6,3±0,56c 12,4±0,97a 8,7±0,97bc

Ekilibrasyon Sonrası (n=10)

Motilite (%) 82,0±1,53a 85,0±1,83a 75,0±2,47b 82,0±1,86a

Akrozom (%) 17,9±1,10a 8,0±0,89c 17,7±1,03a 11,9±0,50b

Eritme Sonrası (n=30)

Motilite (%) 53,0±1,11a 44,5±1,57b 29,5±1,89c 45,5±0,90b

Akrozom (%) 41,0±1,90a 19,6±0,52d 34,6±1,93b 24,1±0,94c

a,b,c,dAynı satırda ortak harf taşımayan özellikler arasındaki fark önemlidir (p<0,05).
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5ºC’de B grubuna göre düşük bulunmuştur (p<0,05) 
(Tablo 2). 

Santrifüj ve seminal plazma ilavesi işlemlerin-
den sonra 2 saat ekilibrasyona bırakılan sperma-
larda saptanan motilite ve akrozomal bozukluklar 
Tablo 3’de gösterilmiştir. En yüksek motilite ve en 
düşük akrozomal bozukluk B2 grubunda saptan-
mıştır. C gruplarında ise en yüksek motilite C2 ve 
en düşük akrozomal bozukluk C1 ve C2 grupların-
da saptanmıştır. Eritme sonrası B gruplarında en 
yüksek motilite B1 ve en düşük akrozomal bozuk-
luk B2 grubunda saptanmıştır. C gruplarında en 
yüksek motilite ve düşük akrozomal bozukluk C1 
ve C2 gruplarında saptanmıştır (Tablo 3).

TARTIŞMA 
Günümüzde koyunlarda suni tohumlama en-

düstrisi ve bilim alanında yapılan çalışmalar yo-
ğun bir şekilde sürdürülmektedir. Ancak eritilmiş 

sperma ile yapılan servikal tohumlamalar, düşük 
kuzulama oranı ve fertilite ile sonuçlanmaktadır. 
Uygun sperma sulandırıcıları, donma ve eritme 
aşamalarında spermatozoonları korurlar. Süt prote-
inlerinden laktalbüminle birlikte yumurta sarısının 
spermatozoonların motilite ve canlılığını artıran 
koruyucu etkiye sahip olduğu çoğu çalışmada bil-
dirilmiştir.41,46,47 Ancak fertilizasyonun başarısı için, 
eritme sonrası yeterli sayıda sperma hücresinin 
servikal bariyeri geçmesi zorunludur.11,41 Servikal 
tohumlama için kabul edilebilir uygun tohumlama 
dozu 200x106 spermatozoondur. Bu dozu ayarla-
mak için dondurma öncesi düşük sulandırma oran-
ları veya yüksek oranda sulandırma sonrası santri-
füj teknikleri kullanılmaktadır.21

En uygun gliserol konsantrasyonu, sulandırıcı-
nın ozmotik basıncına bağlıdır. Sulandırıcılarda; 
yumurta sarısı, süt ve antioksidan gibi koruyucu et-
kiye sahip maddelerin artırılması ve buna bağlı ola-

Tablo 2. İkici aşamada B ve C ana grubun sulandırma ve soğutma sonrası saptanan spermatolojik özellikler (n=10).

Gruplar B C

Aşama Sulandırma Sonrası Soğutma Sonrası Sulandırma Sonrası Soğutma Sonrası

Motilite (%) 86,0±1,25 83,0±1,11 88,5±1,07 85,0±1,17

Akrozom (%) 8,2±0,53a 13,0±0,37a 5,1±0,43b 8,5±0,62b

a,bAynı satırda ortak harf taşımayan özellikler arasındaki fark önemlidir (p<0,05).

Tablo 3. İkinci aşamada ekilibrasyon ve eritme sonrası saptanan spermatolojik özellikler. Ekilibrasyon Sonrası (n=10)

Gruplar B1 B2 B3 B4

Motilite (%) 85,0±0,75b 87,0±1,11ab 66,0±1,25e 70,0±1,49cd

Akrozom (%) 17,4±1,24ab 11,9±1,02c 20,3±0,99a 13,4±1,31c

Gruplar C1 C2 C3 C4

Motilite (%) 87,0±1,11ab 88,5±0,76a 68,5±1,30de 72,0±1,09c

Akrozom (%) 11,3±0,94c 13,2±1,41c 19,0±0,61a 14,5±1,16bc

Eritme Sonrası (n=30)

Gruplar B1 B2 B3 B4

Motilite (%) 53,0±1,33a 47,5±0,01b 23,5±1,67d 34,0±1,30cd

Akrozom (%) 42,1±1,17a 20,6±0,99f 37,9±1,54b 27,6±1,61cd

Gruplar C1 C2 C3 C4

Motilite (%) 47,0±1,70b 48,5±1,67b 30,5±1,17d 37,0±1,11c

Akrozom (%) 23,3±1,15ef 21,5±1,12ef 30,0±1,50c 25,2±1,05de

a,b,c,d,eAynı satırda ortak harf taşımayan özellikler arasındaki fark önemlidir (p<0,05).
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rak gliserol konsantrasyonunun %3,5, %2,5 ve %2,0 
oranında kullanılması ile sperma başarıyla dondu-
rulabilmektedir.48 Soğutma ve dondurma süresince 
gliserol spermatozoon plazma membranının faz 
geçişini kısmen engelleyerek, membranın akışkan-
lığını ve su geçirgenliğini artırarak spermatozoon-
ları koruyabilmektedir.38 Koç spermasında 15ºC’nin 
altındaki ısılar soğuk şoku için çok kritik olmasına 
rağmen, oda ısısında dahi spermatozoonlarda so-
ğuk şokunun oluşabildiği belirtilmiştir.19 Noiles ve 
ark.38, soğutma öncesi sulandırıcılara gliserol ilave-
sinin soğuk şokuna karşı sperma hücrelerini koru-
duğunu bildirmiştir. Gliserolün, sulandırıcıya 35ºC, 
30ºC veya 5ºC ısıda eklendiği zaman da koruyucu 
etki gösterdiği çoğu araştırmacının ortak görüşü-
dür.3,9,15,16,48

Düşük sulandırma oranlarında, eritme sonrası 
motilite ve morfolojik bütünlüğü sağlamadaki ba-
şarısızlıklar, sulandırıcı içerisinde bilinen koruyucu 
maddelerin yoğunluğunu değiştirme veya 5ºC ye 
soğutma öncesi kısmi gliserol ilaveleri ile gideril-
meye çalışılmıştır.21 Anel ve ark.3 koç spermasını 
35ºC’de %2 gliserol ilaveli TES-Tris-yumurta sarısı 
ile sulandırmışlar, eritme sonrası %55,18 motilite 
ve %23,3 akrozom bozukluğu bulduklarını, gliserol 
ilavesinin eritme sonrası motiliteye ve akrozomal 
bütünlüğe olumlu katkı yaptığını rapor etmişler-
dir. Sunulan çalışmada, gliserol (%2) sulandırıcıya 
26ºC’de ilave edilmiş (A3), eritme sonrasına kadar 
tüm aşamalarda A1 grubuna göre daha düşük mo-
tilite saptanmıştır. Akrozomal bozukluklar ekilib-
rasyon sonuna kadar A1 ve A3 gruplarında benzer 
olmuş, ancak soğutma öncesi gliserol içeren A3 
grubunda daha yüksek eritme sonrası akrozomal 
bozukluk saptanmıştır. Gliserolün etkisine ilişkin 
elde edilen bulgular, yukarıda belirtilen çalışmalarla 
uyumlu değildir. Bulgular arasındaki zıtlık; sulandı-
rıcılar arasındaki farklılıklara ve donma yöntemle-
rine bağlanabilir. Ancak Gil ve ark.23 15ºC’de %3,2 
gliserol içeren sulandırıcı ile sulandırdıkları koç 
spermasında, eritme sonrası daha düşük motilite 
ve daha yüksek akrozomal bozukluk saptamışlar, 
ilk gliserol ilavesinin 15ºC’de gerçekleştirilmesinin 
spermatozoonlar için zararlı olduğunu bildirmişler-

dir. Critser ve ark.10 30ºC gibi yüksek ısıda gliserol 
ilavesinin zararlı olduğunu, çünkü spermanın uzun 
süre gliserole maruz kaldığını, üstelik bu ısıda gli-
serolün hücre membranına tamamen girdiğini, 
böylece gliserolün toksik etkisinin arttığını bildir-
mişlerdir. Araştırmacılara göre, gliserol 5ºC’de ek-
lendiğinde, membranları geçme yeteneği ve toksik 
etkisi daha azdır. Gliserolün 30ºC ve 5ºC’de moti-
liteyi düşürdüğü26 ve akrozom bozukluklarına ne-
den olduğu24 bildirilmiştir. Colas9, koç spermasını 
30ºC’de ve 4ºC’de laktoz-yumurta sarısı-gliserol 
(%5) ile 1:4 oranında sulandırmış, 30ºC’de gliserol 
ilavesinin spermatozoon motilitesini önemli dere-
cede düşürdüğünü belirtmiştir. 

Literatürlerden de anlaşılacağı üzere sulandırıcı-
lara soğutma öncesi gliserol ilavesinin etkileri konu-
sunda oldukça farklı görüşler bulunmaktadır. Glise-
rolün toksik etkisi sulandırıcının kompozisyonuna, 
gliserolizasyon yöntemlerine, soğutma ve donma 
hızına bağlı olarak değişmektedir.16,46 Sunulan çalış-
mada sütlü sulandırıcılarda ve 1:1 sulandırma ora-
nında, soğutma öncesi %2 gliserol ilavesinin zararlı 
etkisi bariz bir şekilde ortaya konmuş olup çoğu 
araştırıcının1,10,52,58 bulgularını destekler niteliktedir. 

Çalışmanın birinci (A1-A2 grupları) ve ikinci 
aşamasında (B ve C grupları) ilk sulandırma işle-
mindeki seminal plazma varlığı, spermatozoonun 
akrozomal bütünlüğün korunmasında olumlu katkı 
sağlamıştır. Sulandırma sonrası gruplar arasında-
ki farklılık sulandırma anında oluşabilen ozmotik 
şoklara8,9 ve ortamdaki seminal plazma varlığının 
ozmotik basınçtaki ani değişiklikleri önlemesine49,52 
bağlanabilir. Seminal plazma yokluğunda sper-
manın sulandırılması sonrası kapasitasyon ben-
zeri olayların şekillendiği ve akrozomal bozukluk 
oranlarında artışların kaydedildiği bildirilmiştir.49 
Koç ve boğalarda seminal plazmanın spermatozo-
on motilitesinin devamlılığında önemi bilinmesine 
rağmen6,30,41,50 birinci aşamada A1 ve B1 grupların-
da saptanan motilite oranları benzer bulunmuş, 
hatta eritme sonrası motilite, A2 grubunda daha 
düşük bulunmuştur. Halbuki seminal plazmanın 
motiliteyi stimüle eden düşük molekül ağırlığın-
daki fraksiyonları içerdiği6 ve respirasyon oranının 
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yanı sıra motiliteyi de artırdığı bildirilmiştir.17 Yine 
de A2 grubunda saptanan motilite oranlarının yük-
sek olduğu, özellikle akrozomal bulgular da dikkate 
alındığında tohumlama çalışmaları için başarılı so-
nuçların alınabileceği rahatlıkla ifade edilebilir.47,48 
Ayrıca ilk sulandırıcıdaki %2 gliserol (A3) varlı-
ğının toksik etkisi, seminal plazma ilavesi (A4) ile 
önemli oranlarda azaltılmıştır. Başka bir deyişle 
seminal plazmanın olumlu etkisini gliserol azalt-
mıştır. Birinci aşamada her iki katkı maddesinin 
etkileri saptanmış, gliserol ile seminal plazmanın 
bağımsız olarak spermatozoonlara zıt etki göster-
dikleri bulunmuştur. Genel olarak bakıldığında, se-
minal plazmanın koç sperma hücrelerini donmanın 
zararlı etkilerine karşı koruduğu ve soğutma öncesi 
kısmi gliserol ilavesinin toksik etkisini azalttığı göz-
lenmiştir. Seminal plazmayı elde etmede kullanılan 
santrifüj ve filtrasyon işlemleri sonrası elde edilen 
düşük moleküllü fraksiyonların bu olumlu etkiye 
katkı sağladıkları ifade edilebilir.35 Seminal plazma-
nın koruyucu etkisi, erken kapasitasyon ve akrozom 
reaksiyonunu önlemesi olarak açıklanmaktadır. Or-
tamdan seminal plazmanın uzaklaştırılması kapasi-
tasyonu başlatabilir ve tekrar spermaya eklenmesi 
durumunda kapasitasyon ve benzeri olaylar önlene-
bilir. Koruyucu etkilerin, ya spermatozoon mebra-
nındaki proteinlerin kalıcı olmasına ya da önceden 
kaybolmuş membran proteinlerinin yerini seminal 
plazma proteinlerinin almasına bağlı olduğu düşü-
nülmektedir.39,49 Çalışmada, A2 ve A4 gruplarında 
donma prosesi süresince seminal plazmadaki koru-
yucu içeriklerin etkili olduğu kanıtlanmıştır.

Çalışmanın ikinci aşamasında, birinci aşamada 
elde edilen bulgular doğrultusunda, soğutma önce-
si sulandırıcılara gliserol ilave edilmemiş, soğutma 
öncesi seminal plazma varlığının, 5°C’de santrifüj 
işleminin ve santrifüj sonrası seminal plazma ilave-
sinin etkileri incelenmiştir. İlk sulandırmada (26°C) 
seminal plazma varlığı, ekilibrasyon sonrası akro-
zomal bütünlüğü korumuş, ancak spermatozoon 
motilitesi etkilenmemiştir (B1-C1 grupları). Birinci 
aşamada elde edilen benzer bulgular, eritme sonra-
sında da saptanmış, soğutma öncesi seminal plazma 
ilavesi, donma ve eritme aşamalarında akrozomal 

bütünlüğü korumada çok başarılı olmasına rağmen, 
motiliteye kısmen zarar vermiştir. Spermatozoonla-
rın uzun süre seminal plazmaya maruz kalmasının 
geri dönüşümsüz motilite kayıplarına neden olabil-
diği, spermayı oksidatif hasardan koruyan seminal 
plazma içeriklerinin zamanla etkisini kaybetmiş 
olabileceği düşünülebilir.6

İkinci aşamadaki gliserolizasyonda, sulandırma 
oranının artırılmasıyla belirgin avantajlar sağlana-
mamıştır. Prathalingan ve ark.45 spermanın yüksek 
oranda sulandırılmasının donma sonrası önemli 
bir etki yapmadığı, fakat yüksek oranda sulandırma 
tekniğinin akrozomal bozukluk oranını arttırdığını 
bildirmişlerdir. Diğer yandan yüksek sulandırma 
oranının soğutma ve dondurma süresince meydana 
gelen kapasitasyon değişikliklerine neden olduğu 
açıklanmıştır.32,43,49 Sunulan çalışmada ise seminal 
plazma varlığında sulandırma oranının artırılması 
yarar sağlamadığı gibi, tohumlama dozunu düşüre-
ceğinden gereksiz bulunmuştur.

Soğutma 5°C seviyesindeyken sulandırıcılarda 
seminal plazma yokluğundan kaynaklanan akrozo-
mal morfolojide gelişen olumsuzluklar, gliserolizas-
yon sulandırıcısına seminal plazma ilavesiyle telafi 
edilebilmiştir (B1, B2 grupları). Soğutma aşamasın-
da kaybolmuş membran proteinlerinin yerini, se-
minal plazma proteinlerinin aldığı söylenebilir.39,49 
Seminal plazma yokluğunda meydana gelen bu ka-
pasitasyon değişiklikleri akrozom hasarlı spermato-
zoon oluşumu ile sonuçlanır ki bu durum B1 ve B3 
gruplarında açıkça kanıtlanmıştır. Vadnais ve ark.56, 
kapasitasyon benzeri gelişmelerin, seminal plazma 
eklenmesini takiben 10 dakika içerisinde önlendi-
ği ve kapasite olmuş spermatozoonların seminal 
plazma ile inkübasyonu sonrasında sağlam hale gel-
diklerini bildirmişlerdir. Maxwell ve ark.31, seminal 
plazma etkisinin ilave edilme aşamasına (soğutma 
öncesi veya sonrası) ve oranına göre değişmediğini 
açıklamışlardır. Sunulan çalışmada da donma önce-
si ve sonrası B1- B2 ve C1-C2 gruplarında saptanan 
spermatolojik özellikler, seminal plazmanın 26°C’de 
veya 5°C’de katılabileceğini ve her iki yöntemin de 
başarılı olduğunu göstermektedir.

Gliserolizasyon sonrası B3 ve C3 grupların-
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da uygulanan santrifüj işlemi, spermatozoonların 
motilitesine ve akrozoma zarar vermiş, bu zarar, 
eritme sonrasında da saptanmıştır. Meydana ge-
len hasarlar, santrifüj işlemi sırasındaki mekanik 
etkilerden27,53 ve/veya santrifüj sonrası üstte kalan 
hacmin %50’sinin alınmasından kaynaklanmış ola-
bilir. Atılan süpernatantla seminal plazma ve diğer 
kriyopretektantların azalması ve oranlarının değiş-
mesi muhakkaktır. Ayrıca mekanik etki sırasında 
hücrelere bağlanmış seminal plazma proteinleri 
uzaklaşmış olabilir. Ayrıca santrifüj uygulaması 5ºC 
süresince meydana gelen ölü spermatozoonların 
ROS (Reactive Oxygen Species) oluşumunu arttı-
rabildiği, yumurta sarılı medyumda aromatik ami-
no oksidazı aktive edebildiği ve dolayısıyla yaşayan 
spermatozoonların canlılığını ve motilitesini azalta-
bildiği bildirilmiştir.51,54,57

Soğutma öncesi sulandırıcılarda seminal plazma 
varlığı, santrifüj işlemi sırasında motilitenin ko-
runmasında başarılı olamamıştır. Ancak, ilk sulan-
dırmadaki seminal plazmalı C3 grubunda eritme 
sonrası daha düşük (B3 grubuna göre) akrozomal 
bozukluk saptanmıştır. Soğutma öncesi seminal 
plazma varlığının olumlu etkisi santrifüj işlemi 
nedeniyle oldukça azalmış, yine de eritme sonrası 
morfolojinin korunmasında yararlı bulunmuştur. 
Santrifüj gruplarında en anlamlı sonuçlar, santrifüj 
sonrası seminal plazma ilavesi yapılmayan C3, C4 ve 
yapılan B4, C4 gruplarında elde edilmiştir. Santrifüj 
işlemi sonrası hacmin %50’si uzaklaştırılmış ve B4, 
C4 gruplarında %10 seminal plazma ilave edilmiş-
tir. Santrifüj gruplarında eritme öncesi (72,0±1,09 
motilite, 14,5±1,16 akrozomal bozukluk) ve sonrası 
(37,0±1,11 motilite, 25,2±1,05 akrozomal bozuk-
luk) en başarılı sonuçlar B4 grubunda saptanmıştır. 
Santrifüj sonrası sulandırılmış spermaya seminal 
plazma ilavesinin son derece gerekli olduğu söyle-
nebilir. Santrifüj sırasında hücre membranlarından 
seminal plazma proteinlerinin uzaklaşmış olabilece-
ği27,44 seminal plazma proteinlerinin spermatozoon-
lara bağlanarak hasarları onarabildiği42,52,60 ve atılan 
süpernatantla seminal plazma miktarının azalmış 
olduğu gerçeği dikkate alınırsa seminal plazmanın 
yararlı etkisi kolaylıkla anlaşılabilir.

SONUÇ
Santrifüj işleminin seminal plazmanın etkisini 

azalttığı şüphesizdir. Ancak eritme sonrası B3 ve 
C3 grupları karşılaştırıldığında seminal plazmanın 
yararlı etkisinin tamamen yok olmadığı görülmek-
tedir. Sütlü sulandırıcılarda 5ºC’ye soğutma öncesi 
sulandırıcılarda %2 gliserol varlığının, koç sperma-
sının dondurulması aşamalarında zararlı olduğu ve 
bu zararın ortamda %20 seminal plazma varlığı ile 
azaldığı görülmüştür. Soğutma öncesi ve/veya 5ºC’de 
sulandırıcılara seminal plazma ilavesinin sulandır-
ma, soğutma ve dondurmanın zararlı etkilerine kar-
şı spermatozoonları korumuş ve soğutma sırasında 
oluşan akrozomal bozuklukların, 5ºC’de seminal 
plazma ilavesiyle azaltılabileceği, gliserolizasyonda 
yüksek oranlı sulandırma tekniğinin etkisiz ve ge-
reksiz olduğu, tohumlama dozunu arttırmak ama-
cıyla uygulanan santrifüj işleminin, spermatozoon 
akrozomuna ve motiliteye zarar verdiği ve santrifüj 
işlemi sonrası %10 seminal plazma ilavesinin bu za-
rarları önemli oranlarda azalttığı saptanmıştır. 

ÖNERİLER
Süt tozu-yumurta sarısı sulandırıcısı ile dondu-

rulan koç spermasına soğutma öncesi %20 seminal 
plazma ve 5ºC’de santrifüj işleminden sonra %10 se-
minal plazma ilavelerinin önerilebileceği sonucuna 
varılmıştır.
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