Kocatepe Veteriner Dergisi * Kocatepe Veterinary Journal

Kocatepe Vet J (2014) 7(1): 33-37
DOI: 10.5578/kvj.7451
Submittion: 13.02.2014
Accepted: 17.03.2014

ARASTIRMA MAKALESI

RESEARCH ARTICLE

Farkli Sistemlerde Cézdiiriilen Dondurulmus
Boga Spermasinin In Vitro Degerlendirilmesi”

Murat SELCUK ", Eser AKAL, Muzaffer CELEBI

Anahtar Kelimeler
Boga

Gozdiirme

Kuru Sistem

Sperma

Key Words
Bull

Thawing

Dry System
Semen

Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakltesi

Dolerme ve Suni Tohumlama AD
Samsun / TURKIYE

# Bu calismanin bazi
parametreleri V. Ulusal
Reprodiiksiyon ve Suni

Tohumlama Kongtesi, Ekim 01-
04,2009, Elaz13’da sunulmustur.
Caligmada kullanilan kuru sistem
¢ozdirme cihazini saglayan
GENOVET Genetik Org. Vetr.
Malz. Tth. Thr. Paz. Ltd. Sti.’ne
tesekkiir ederiz.

*Corresponding author
Email: mselcuk@omu.edu.tr

Kocatepe Vet | 2014 7(1): 33-37

OZET

Bu calismada dondurulmus boga spermasinin belitli sicaklikta ve belitli
stirede, su banyosu icerisinde ve kuru sistemde ¢6zdirilmesinin spermatolojik
parametreler lizerine etkisinin karsilastirlmasi amaclanmustir. Calismada ayni
bogaya ait, ayn1 tarihte dondurulan ve ayni sartlarda saklanan dondurulmus
spermalardan her iki ¢6zdirme yontemi i¢in 10%ar adet payet (0,25 ml)
kullanddmistir. Spermalar sulu sistemde 37,5 ©C’lik su banyosunda 25 sn.de,
kuru sistemde ise 37,5 ©C’de 25 sn.’ye ayarlanmus cihaz icinde ¢ozdurilmistiir.
Cozdirilen spermalardan, spermatolojik muayeneler icin numuneler alinmis ve
incelenmigtir. Spermatolojik parametrelerin  incelenmesi sonucu motilite,
olu/canlt orani, hipo-ozmotik sisme testi (HOST) degerleri ile basg, orta, kuyruk
ve toplam anormal spermatozoa oranlart yoniinden her iki yéntem arasinda
onemli bir fark saptanmamustir. Her iki yontem arasinda sadece akrozom
bozukluklari yoéntinden o6nemli bir farkldik bulunmustur. Kuru sistemde
cozdirilen spermatozoonlardaki akrozom bozukluklart (%1,5£0,30) sulu
sistemde ¢ozdirilenlerden (%0,5£0,16) daha yiksek (P<0,05) bulunmasina
ragmen kabul edilebilir sinitlar icerisindedir. Sonug olarak kuru sistem cihazinin,
icindeki 1sty1 daha uzun sire muhafaza edebilmesi (~10 dakika), ¢6zdiirmede
spermaya su katisma riskinin olmamasi, ahir sartlarinda su  sicakliginin
ayarlanmast ve soguk havalarda bunun muhafaza zorlugunun bulunmamast gibi
nedenlerden dolayt spermanin kuru sistemde ¢6zdirilmesinin daha avantajl
olabilecegi disiintlmektedir.
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SUMMARY

In Vitro Evaluation of Frozen Bull Sperm Thawed in The
Different Systems

The aim of this study was to evaluate the effect of frozen bull sperm
thawed in a water bath and dry thawing system within certain time at a certain
temperature on spermological parameters. Ten straws (0.25 ml) containing of
the frozen bull sperm belonging to same bull, frozen at the same date and
stored under same conditions were used in the study. Straws were thawed at
37.5 °C for 25 sec in a water bath and dry thawing system. Sperm samples were
obtained from the each thawed sperm and evaluated for spermatological
parameters. Thete was no difference in the percentage of motility, dead/live
spermatozoa rate, hypo-osmotic swelling test (HOST) wvalues, abnormal
spermatozoa rates (head, middle, tail parts of spermatozoa and total abnormal
spermatozoa) in the study. Although acrosomal disorders of spermatozoa
thawed in dry thawing system (1.5%%0.30) were significantly higher (P<0.05)
than those of thawing in warm water thawing system (0.5%%0.16), acrosomal
disorders of the spermatozoa were acceptable. In conclusion, the dry thawing
system can have some advantages due to the fact that dry thawing system
device can sustain its heat longer time (~10 min), there is no risk of mixing
sperm with water, lack of difficulty in adjusting the water temperature in the
barn conditions or keeping the certain water temperature in cold weather
conditions.
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Spermanin  dondurulmas: ve ¢6zdurilmesi
islemleri  spermatozoon  membrant  iizerinde
spermatozoon  canliiginin  ve  fertilizasyon
yeteneginin azalmasina neden olan fiziksel ve
kimyasal  stres meydana getirmektedir.  Suni
tohumlama prosediiriinde, spermanin ¢ézduriilmesi
sirasinda ve  tohumlama  igslemi  sonrasinda
spermatozoon farkls sicaklik derecelerine ve osmotik
basinglara maruz kalmaktadir. Spermanin ani sicaklik
degisimlerine  maruz  kalmast  spermatozoa
motilitesini ve morfolojisini olumsuz etkileyen soguk
sokuna neden olmaktadir (Yavasca ve ark 1999,
Zeng ve Terada 2001). Ozmotik sok spermatozoanin
canli kalma potansiyelini azaltir ve membran
bozukluklarina neden olur (Correa ve Zavos 1995,
Cortrea ve ark 1997). Spermanin ¢6zdirilmesi, en az
dondurulmast kadar spermatozoa canlihgr tzerine
etkilidir (fleri ve Ak 1993). Bircok arastirmaci
(Robbins ve ark 1976, Dhami ve ark 1992, Nur ve
ark 2003) dondurulmus boga spermasinin  hizl
¢ozdirilmesinin genellikle spermatozoa motilitesini
ve akrozom bitinligind olumlu yonde etkiledigini
ifade etmektedir. Genel olarak, spesifik bir Oneri
yaplmadiginda ve sulandirict tipi ile dondurma
prosediri  dikkate  alinmadiginda  payetlerde
dondurulmus boga spermasinin bir su banyosu
icinde  33-35°Cde  30-40 sn. icerisinde
cozdirilebilecegi belirtilmektedir (Defarnette ve ark
2000, DeJarnette ve Marshall 2005). Bununla
beraber, 0,25 mllik payette dondurulmus boga
spermasinin -~ 37 °Cde 30 sn.  icerisinde
cozdiriilebilecegi de belirtilmektedir (Underwood ve
atk  2010).  Cozdirme  islemi  sonrasinda
spermatozoanin fertilizasyon yetenegi biyik 6lctide
cozdiirme sicakligt  ve stresi gibi islemlerden
etkilenmektedir  (Senger  1980).  Yapilan  baz
calismalarda (Rodriguez ve ark 1975, Senger 1980,
Dhami ve ark 1992, Nur ve ark 2003) 60-80 °C gibi
yiksek sicakliklarda uygulanan ¢ézdirme isleminin
¢OzUim sonrast spermatozoa motilitesini olumlu
yonde etkiledigi belirtilmektedir. Muino ve ark (2008)
tarafindan  yaptlan bir ¢alismada 0,25 mllik
payetlerde dondurulmus boga spermasinin 37 °C’de
40 sn., 50 °C’de 15 sn. ve 70 °C’de 5 sn. siireyle
¢ozdurtlmesinin spermatozoa motilitesi, plazma ve
akrozom membran bitinligi Uzerine herhangi bir
olumsuz etkisinin olmadigt ifade edilmektedir.
Dondurulmus sperma kalitesinin  belirlenmesinde
spermatozoa motilitesi, morfolojisi ve akrozom
butinligini iceren rutin sperma analizleri, hipo-
ozmotik sisme testi (HOST) gibi degetrlendirmeler
kullantlabilmektedir (Hafez 1993). HOST boga
spermatozoon membranlarindaki ufak degisiklerin
saptanmasinda kullaniabilen bir testtir (Vazquez ve
ark 1997). Yapilan bu calismanin amact payetlerde
dondurulmus boga spermasinin su banyosunda 37,5
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°C’ de 25 sn. ¢Ozdirme yontemi ile aymi sicaklik
derecesi ve slresinde kuru sistem c¢6zdlirme
yontemiyle ¢6zdirilmesinin spermatolojik
parametreler tizerine etkisinin incelenmesidir.

MATERYAL VE METOT

Calismada ayni  bogaya ait, aym tarihte
dondurulup, ayni sartlarda saklanmis, Ozel bir
ithalatct  firmadan temin edilen dondurulmus
spermalardan her iki ¢6zdirme yontemi icin 10’ar
adet payet (0,25 ml) kullamlmustir. Spermalar sulu
sistemde 37,5 ©C’lik su banyosunda 25 sn.’de, kuru
sistemde ise 37,5 ©C’de 25 sn.’ye ayarlanmis kuru
sistem sperma ¢bzdirme cihazt (Sekil 1) icinde
¢cozdirilmustir. Cozdirilen spermalardan sperma-
tolojik muayeneler icin numuneler alinmis ve
incelenmistir.

Sekil 1. Kuru sistem sperma ¢ézdiirme cihazi
Figure 1. Dry system sperm thawer device

Spermatolojik Muayeneler

Spermatolojik muayenelerden spermatozoa
motilitesi (%), Oli/canli spermatozoa orant (%),
anormal spermatozoa orant (%), HOST (+) oram

(%) saptand: (3).

Motilite Muayenesi

Muayene  1sitma  tablali,  faz-kontrast
mikroskop (Olympus CX41) kullanilarak yapildi ve
ylzde olarak belirlendi. Spermadan kiigiik bir damla
alinarak 37 ©C’ye ayarlanmus 1sitma  tablali
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mikroskoba konulan lam tzerine konuldu, lamel ile
kapatilip 20X buyltmede  spermatozoonlarin
hareketlerinin incelenmesi yapildt. Béylece bir yoénde
gicli hareket eden spermatozoonlarin hareketsiz
veya diger hareket bigimi gosterenlere orani en az
birbirinden farkli ti¢ mikroskop alaninda Sl¢tilmesi ile
ortalamast alinarak yiizde olarak saptandi (Tekin N
1994).

Olii/Canli Spermatozoa Orani (%)

Boyama yontemiyle (%3’lik sodyum sitrat
icinde %2’lik olarak hazirlanan Fosin soliisyonu)
oli/canli  spermatozoa oranlart  yuzde olarak
belirlendi. Bu islem 37 ©C’ye 1sitilmis lam, lamel ve
%2’lik Eosin boya ile yapildi. Bir damla sperma, iki
damla Eosin ile karsurilip bir lam itzerine froti
cekildi. 15 saniye boyunca kurumaya birakilan slaytlar
mikroskopta 20X buyttme ile 400 spermatozoon
sayllarak, boya alan (6li hicrelerin) sperma-
tozoonlarin sayist yiizde olarak belirlendi (Tekin N
1994).

Anormal Spermatozoa Oranit (%)

Hancock+Eosin (0,167 gr Eosin 10 ml
distile su icerisinde cozdurilerek elde edilen stok
Eosin solusyonundan iki damla, 1 ml Hancock

solisyonu ile karistirilarak hazirlandr) solisyonu
kullanilarak belirlendi (Yildiz ve ark 2000).

Anormal spermatozoa orant (%), 1 ml
Hancock-Eosin ~ soliisyonu, bir damla sperma
numunesi ile karstirilarak 100X biyiitmede 400
spermatozoon sayilarak bas, akrozom, orta kisim,
kuyruk  anomalileri ve toplam  spermatozoa
anomalileri orant yiizde olarak belirlendi.

HOS Testi

Spermatozoon membraninin  fonksiyonel
biitiinligini degerlendirmek amaciyla hipo-ozmotik
sisme testi yapildt. Bu testte 37 °C’deki, 100 mOsm
degerindeki hipo-ozmotik bir soliisyondan (distile su
icerisinde hazirlanmis 75 mM fruktoz ve 25 mM
sodyum sitrat) 1 ml bir ependorf tiipe aktarildi. Bu
hipo-ozmotik sollsyona ¢ozdirilmis spermadan
100 pl ilave edilerek karistirildi ve 60 dk. boyunca 37
0C’lik etiivde inkubasyona birakildi. Inkubasyon
sonunda bu karisimdan 37 °Cye ayarlanmus faz-
kontrast bir mikroskobun isitma tablasi tzerindeki
lam tGzerine 15 pl alinarak lamel kapatldi ve 40X
buyutmede 200 adet spermatozoon sayilarak
muayenesi yapildt. Sisme hali spermatozoonda bir
sarmal  kuyruk ile karakterizedir ve plazma
membraninin  saglam  oldugunu  gOstermektedir
(Revell ve Mrode 1994, Martinez ve ark 20006).
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Istatistik

Motilite ve HOST igin normal dagilima
uygunluk testi yapildiktan sonra tek yonlii varyans
analizi uygulandi. Ortalamalar arast farkin 6nemli
bulundugu ~ durumlarda ~ DUNCAN  Coklu
Karsilastirma Testi uygulanarak ortalamalar arast
farklar belirlendi. Bag, akrozom, kuyruk ve toplam
anormal spermatozoa orant gibi sayilarak elde edilen
gbzlem degerleri icin Poisson ve Binom dagilisina
uygunluk testi yapildiktan sonra, Genellestirilmis
Dogrusal Modeller yontemine gore logaritmik
baglantt  fonksiyonu kullanilarak analiz  edildi.
Ortalamalar  arast  farklarin  6nemli  bulundugu
durumlarda grup ortalamalart arasindaki farklidiklar t
oran testi ile belirlendi (Moore ve McCabe 1993).
Istatistik analizler ve tanitict istatistikler SAS (2009)
istatistik paket programi kullanildr.

BULGULAR

Yapilan bu arastirmada sulu sistemde 37,5
OC’lik su banyosunda 25 sn.’de ve kuru sistemde 37,5
OCde 25 sn’ye ayarlanmis kuru sistem sperma
¢bziicti cihazi icinde ¢dzdirilen boga spermalarina
iliskin motilite, 6li/canlt orant ve HOST degetleri
Grafik 1’de sunulmustur. Akrozom, bas, orta, kuyruk
ve toplam anormal spermatozoa oranlari ise Grafik
2’de verilmistir.

Yapilan  bu  calismada  spermatolojik
incelemeler sonucu motilite, 6lii/canli orani, HOST
degerleri ile akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam
anormal spermatozoa oranlart yoéniinden her iki
yontem arasinda 6nemli bir fark saptanmamasina
ragmen, akrozom bozukluklari yoniinden farkhilik
6nemli (P<0,05) bulunmustur.

100

60 D Motilite
Bdli Sp.
= T—  |OHOST(+)

K S

Grafik 1. Cozdirme sonrast motilite, 6li spermatozoa
orant ve HOST (+) parametreleri (K: Kuru ¢6zdirme
sistemi  S: Sulu ¢6zdirme sistemi)

Graph 1. After thawing motility, dead sperm and HOST
(+) parameters (K: Dry thawing system S: Water thawing
system)
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Grafik 2. Cozdirme sonrast anormal spermatozoa
parametreleri (K: Kuru ¢ézdiirme sistemi S: Sulu
¢Ozdirme sistemi)

Graph 2. After thawing abnormal spermatozoa
parameters (K: Dry thawing system S: Water thawing
system)

TARTISMA

Suni tohumlamada kullanilacak olan
dondurulmus boga spermasinin fertilite yeteneginin
tespit edilmesinde spermatolojik analizlerler 6nem
tasimaktadir. Suni tohumlamada kullanilacak olan
spermanin kalitesinin belirlenmesinde spermatozoa
motilitesinin  saptanmasi  6nem  tasir. Bununla
beraber bazt arastiricilar  (Brito ve ark 2003,
Tartaglione ve  Ritta 2004)  dondurulmus-
¢cozdirilmuis spermanin HOST sonuglarinin boga
spermasinin in vitro fertilizasyon ic¢in potansiyel
fertilitesinin saptanmasinda kullanilabilecegini ifade
etmistir. Padrik ve ark (2012) tarafindan yapilan geng
ve ergin boga spermalarmin degerlendirildigi bir
aragtirmada dondurulmus boga spermast 35 9 C'lik su
banyosunda 20 sn. siteyle ¢ozdirilmus ve ¢6zim
sonrast motilite degeri ortalama % 63,1, uygulanan
HOST (+) sonucu ortalama %34,3 bulunmustur.
Yapilan bu calismada spermanin iki farkli metotla
(37,5 ©C’lik su banyosunda 25 sn.’de ve kuru sistem
sperma ¢Ozicli cihaz ile 37,5 ©Cde 25 sn)
cozdiiriilmesi sonrast motilite degetleri sulu sistemde
ortalama %51, kuru sistemde %49 olarak
bulunmugtur. S6z konusu bu parametreye iliskin
sonuglar Padrik ve ark (2012)’nin bildirdiginden daha
distk olmasina karsin kendi icerisinde benzerlik

gOstermistir.  Bununla  beraber  yapilan  bu
arastirmanin motilite degerleri Gadea ve ark (2004)
tarafindan  yapilan  calisgmanin  dondurulmus-

¢ozdirilmis boga spermasinin ortalama motilite
degeri (ortalama %50) ile benzer bulunmustur.
Dondurulmus-¢ozdirilmiis boga spermasina iligkin
motilite degetleri c¢alismalarda kullanilan bogalarin
bireysel  farkliliklarina,  arastirmada  kullanilan
sulandiricilara ve metotlara baglt olarak degiskenlik
gOsterebilmektedir.
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Yapilan bu arastirmanin ¢6zim sonrast HOST
(+) sonuglart sulu sistemde ve kuru sistemde sirasiyla
ortalama % 34,4 ve % 34,8 olarak bulunmustur.
Calismadan elde edilen bu sonu¢ Padrik ve ark
(2012)’nin HOST sonucu ile uyum géstermektedir.
Yapilan bu c¢alismanin sulu ve kuru sistemle
¢bzdirtlen dondurulmus boga spermasinin bas ve
orta kistm anomalilerine iligkin degetrler Tuncer ve
ark (2005)nin bildirdiginden daha duastk, kuyruk
anomalisine 1iliskin degerler ise benzerdir. Sulu
sistemde ¢bzdirilen boga spermasinin  akrozom
anomalisi benzer degerlere sahipken, kuru sistemde
¢6zdiirme sonrast ayni parametreye iliskin deger daha
yiksek bulunmus, ancak kabul edilebilir smirlar
icerisindedir. Bununla beraber, yapilan bu calismada
kuru sistem ile c¢Ozdirilen spermanin  toplam
anormal spermatozoa orant ile Tuncer ve ark
(2005)’n1n ayn1 parametre igin bildirdigi deger benzer
olmasina karsin, sulu sistem ile c¢oézdurilen
spermalardaki deger daha dusiik bulunmustur. Her
iki  calismanin sonuclart  arasindaki  farkliliklar
kullanilan sulandirict ve dondurma metoduna verdigi
tepkiden kaynakli olabilecegine baglanmistur.

SONUC

Sonug olarak kuru sistem cihazinin, icindeki 1s1y1
daha uzun sture muhafaza edebilmesi (~10 dakika),
¢bzdirmede spermaya su kartsma riskinin olmamast,
payetin  silinme gerekliliginin - bulunmayisi, tabla
tzerinde tohumlama katateri icin isitma boliminiin
bulunmast ve ahir sartlarinda sulu sistemde su
sticakhiginin ayarlanmasi ve soguk havalarda bunun
muhafaza  zorlugunun kuru sistemde bulun-
mamasindan  dolayt spermanin  kuru  sistemde
¢Ozdirilmesinin =~ daha  avantaji  olabilecegi
disuntlmektedir.
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