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Sivi Azotta Dondurulan Ko¢ Spermasinin Spermatolojik Ozellikleri
ve Degisik Yéntemlerle Tohumlamada Kullaniimasi Uzerine
Arastirmalar*
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Ozet : Calismanin birinci asamasinda sperma érnekleri Tris+Sitrik asit+Fruktoz+Yumurta sarisi ve Sodyum sitrat+Yumurta sarisi
sulandiricilariyla sulandirilarak sivi azot buharinda donduruldu. ikinci asamada 120 Merinos koyuna FGA iceren siingerler 14 gin
uygulandi ve Stingerlerin ¢ikarildigi giin 500 1U PMSG verilerek dstruslari senkronize edildi. Koyunlar gruplara ve alt gruplara ayrildi.
Alt gruplarin yarisina kizginhidin baslangicinda Gn-RH enjekte edildi. Tohumlamalar taze ve dondurulmus sperma ile yapildi.
Kizginhiin basinda-sonunda ve sonunda taze sperma ile tohumlanan koyunlardan en ylksek gebelik elde edildi. Gn-RH'un 6nemli
etkisi saptanmadi.

Anahtar SézcukKler: Koyun, senkronizasyon, taze ve donmus sperma, sun’i tohumlama

Investigations on the Spermatological Characteristics of Ram Semen Frozen in Liquid Nitrogen
Vapour and Used for Insemination with Different Methods

Abstract : In the first step, semen samples were diluted with Tris+Citric acid+Fructose+Egg yolk and Sadium citrate+Egg yolk
diluents and were frozen in liquid nitrogen vapour. In the second step, 120 Merino ewes were synchronised with sponges, which
contained flourogestone acetate, for 14 days. PMSG was injected into the ewes on the withdrawal day. Ewes were divided into
groups and subgroups. Gn-RH was injected into half of the subgroup ewes at the beginning of their oestrus. Ewes were inseminated
with fresh and frozen semen. Conception rates of ewes inseminated with fresh semen both at the beginning and at the end of the

oestrus, and at the end of the oestrus were found to be highest. Gn-RH did not have a significant effect on the results.

Key Words: Ewe, synchronisation, fresh-, frozen semen, artificial insemination.

Giris

Ko¢ spermasinin dondurulma calismalari ilk kez
Emmens ve Blackshaw (1) tarafindan kuru buz-etil alkol
banyosunda -79°C'ta dondurularak baglatiimistir. Daha
sonra, dondurma isleminin Ko¢ spermasina etkileri
incelenmis ve fertilizasyonda azalma, motilite ve
metabolik aktivite kaybi, akrozom bozuklugu, akrozomal
enzimler ile membran lipitlerinde azalma saptanmistir (2-
6). Kog¢ spermasinin kalitesi sulandirici tipinden,
yapisindan, kriyoprotektif ajanin  yodunlugundan
etkilenebilmektedir (7). Cozme hizi da motilite ve
akrozom Uzerine etkilidir(8).

Koyunlarda en ¢ok servikal tohumlama kullanilmakta,
ancak dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalarda
fertilite dismektedir. Bununla ilgili olarak Gutierrez ve
ark. (9), spontan veya senkronize kizginlikta koyunlarda

donmus sperma ile yaptiklari tohumlamalardan %22.2 ve
%7.1 dogum orani elde ettiklerini bildirmektedirler.
PGF2, veya Progesteron+PMSG ile senkronize edilip
donmus sperma ile intrauterin yolla tohumlanan
koyunlardan ylksek gebelik orani elde eden arastiricilar
da bulunmaktadir (10-14). Ko¢ spermasl, intrauterin
olarak kullanildidinda, yeterli dol verimi saglayacak
sekilde dondurulabilmesi halinde, sun'i tohumlama
calismalari pratik ve ekonomik olabilecektir. Nitekim
Azzarini ve Valledor (15), servikal yolla tohumladiklari
koyunlardan 9% 8.0 ve 5.6, intrauterin tohumlardan ise
ortalama 9%52.9 ddl verimi elde ettiklerini
bildirmektedirler. Servikal tohumlamalardan 9%83.7,
laparoskopi ile yapilan tohumlamalardan ise 9%19.1
oraninda gebelik elde ettiklerini bildiren arastiricilar da
bulunmaktadir (16).
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Progestagenlerin ve PGF,,'nin senkronizasyon ve dol
verimi Uzerine etkilerini incelemek ve Karsilastirmak
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 12 gin sure ile ve 12 gin
ara ile 20 mg PGF,, uygulanan koyunlarda kizginlik
oranlari %92 ve %95, gebelik oranlari da %64 ve %65
olarak saptanmistir (17). Gokgen ve ark. ise (18), PGF2a
ya da Crolone iceren vaginal slUnger+PMSG
uygulamalarindan sirasiyla %84.3 ve %90.0 kizginlik,
%81.4 ve %76.4 gebelik elde etmislerdir.

Kizgimliklart senkronize edilen koyunlarda Gn RH'nun
tek enjeksiyonu yerine uzun streli uygulamalarin etkisini
arastiran Hamra va ark. (19), 14 gin Cronolone iceren
stinger uyguladiklart iki grup Kkoyundan birinci
gruptakilere 750 [U PMSG, ikinci gruptakilere 72. saate
kadar bir saat ara ile 0.25 mg GnRH enjekte etmigler ve
PMSG verilenlerin timinde, GnRH verilenlerin ise
yarisinda Kizginlik, ovulasyon ve normal korpus luteum
saptamiglardir. Ayni calisma baska koyunlarda yinelenmis,
kizginlik ve gebelik oranlari PMSG verilenlerde 9100 ve
%56, GnRH verilenlerde %75 ve %44 olmustur. GnRH
uygulamalarindan farkli sonuglarin alinabilecegini bildiren
bir calismada, koyunlara 14 gin sureyle 60 mg
Medroksiasetat progesteron (MAP) iceren vaginal siinger
uygulanmis, stngerler alindiktan sonra 48 saat icinde her
alti saatte bir 50 pg GnRH enjekte edilmis ve %77
kizginlik saptanmis ancak hi¢ gebelik saglanamamistir
(20). Erokhin ve Deryazhentsev ise (21), GnRH
uyguladiklari U¢ grup Koyundan sirasiyla %56, %45 ve
%33, Kkontrol grubundan ise %48 dogum orani elde
ettiklerini bildirmektedirler. Tohumlamalardan 6 saat
once ve sonra GnRH verilen koyunlardan sirasiyla 980
ve %70 gebelik elde edilen calismalarin yaninda (22),
PMSG enjeksiyonuyla 960.0-87.5 arasinda degisen dol
verimi elde edilen calismalar da bulunmaktadir (23).
Calismada dondurulan kog¢ spermasinin ¢6zUm sonrasi
kimi spermatolojik 6zelliklerinin incelenmesi ve farkli
yontemlerle tohumlamalarda kullanilmasi amaclanmustir.

Materyal ve Metot

iki asamada gerceklestirilen calismada, Bandirma
Koyunculuk Arastirma Enstittsi'nde bulunan Merinos irki
120 koyun ve 5 ko¢ kullanildi. Koyunlar tesadifi
ornekleme ile bir kez dogum yapanlar arasindan secildi ve
tim materyal ayni bakim ve besleme kosullarinda tutuldu.

Sperma Kkocglardan asim mevsiminde sun’i vajen
yardimiyla alindi ve Kkimi spermatolojik muayeneler

540

acisindan degerlendirildi. Spermatozoonlarin motilitesi bir
damla serum fizyolojik kullanilarak ¢ ayri mikroskop
alaninda bir yénde hizli hareketli spermatozoonlarin orani
olarak x40 blyutme ile, spermatozoon yogunlugu da
hemositometrik yéntemle hesaplandi. Olii/canli, anormal
ve akrozom defektli spermatozoa icin sirasiyla eosin-
nigrosin, ¢ini mirekkebi ve Giemsa boyalart Kullanildi.

Arastirma iki asamada gerceklestirildi. Birinci asamada
her bir ejakulat esit hacimde ikiye bolunerek iki farkli
sulandirict ile 1:2 oraninda sulandirilarak donduruldu.
Sulandirici olarak bilesimleri asagida verilen sulandiricilar
kullanildr.

1. Sulandiric 1. Sulandirici

Tris 0.2422 g Sodyum sitrat dihidrat 0.29g
Sitrik asit 0.1342 g Yumurta sarisi 2 ml
Fruktoz 0.1000 g Bidistile su 8 ml
Yumurta sarist 2 ml

Bidistile su 8 ml

Sulandirma islemi +35°C'de gliserol icermeyen ve
+5°C'de gliserol iceren sulandiricilarin spermaya
eklenmesi ile gerceklestirildi. Payetlere (0.5 ml) cekilen
sulandirilmig sperma equilibration (ekilibrasyon; alisim)
icin bir saat +5°C'de bekletildiler. Bu strenin sonunda
payetler —120°C'de sivi azot buharinda 7 dk tutularak
donduruldular ve sivi azot icerisinde depolandilar.

Dondurma isleminin her asamasinda (ilk sulandirma,
+5°C'de, gliserolizasyon, equilibration ve ¢6zim sonu)
motiliteler incelendi. Bu islemi takiben dondurulan sperma
ornekleri +34°C'de 15 sn de ¢dzildiler. Tohumlamalarin
gerceklestirilmesi amaciyla ¢6zim sonrasi en yiksek
motilite degerlerini gdsteren Kkoglar ve sulandirici
belirlendi. Diger Kkocglar ve sulandirict calismada
kullaniimadi.

Calismanin ikinci asamasinda 120 koyun progestagen
iceren siingerlerle senkronize edildi. Bu amacla koyunlara
14 gun sureyle cronolone igeren vaginal sungerler
uygulandi. Sungerlerin alindigi gin koyunlara 500 [U
PMSG enjekte edildi. Bu uygulamalarin sonunda koyunlar
iki ana gruba, bu gruplar da Uger alt gruba ayrildilar.
Koyunlarda 6strus aramalari stinger ¢ikarildiktan 24 saat
sonra arama koglar! kullanilarak sabah (06.00) ve aksam
(18.00) saatlerinde olmak Uzere iki kez gerceklestirildi.
Ostrusun belirlendigi ana Gstrusun baslangici ve 24 saat
sonrasina ise ¢strusun sonu olarak karar verildi.



Birinci grubun alt gruplarindan birincisi Ostrusun
basinda, ikincisi sonunda, Ugtnclsu de hem basinda hem
de sonunda olmak Uzere donmus spermayla; ikinci
grubun alt gruplarindaki koyunlar da yine &struslarin
basinda, basinda-sonunda ve sonunda olmak Uzere taze
spermayla servikal yolla tohumlandilar. C6zim sonrasi en
yuksek motilite orani belirlenen iki adet kogun spermasi
ve sulandirict kullanildi. Taze sperma 1:2 oraninda
sulandirildi ve bir tohumlama dozunda 0.2 ml olacak
sekilde tohumlamalarda kullanildi. Koclarin donmus-
c6zunms ve taze spermasi her grubun tohumlamalarinda
esit sayida kullanild.

Her alt gruptaki Kkoyunlarin yarisina Ostruslarinin
basinda 0.004 mg GnRH enjeksiyonu yapildi.

Gebelik oranlar1 tohumlamayi izleyin 35 gln icerisinde
tekrar Ostrus gostermeyenlerin oranina gére saptandi.

Bulgular

Arastirmanin birinci kismini iceren ¢6zim sonrasi en
yuksek motilite orani, iki adet kogta ve IlI. sulandiricida
(Sodyum sitrat+Yumurta sarisi) saptandi. Calismada
kullanilan iki kocun on ejakulatina ait ortalama degerler
Tablo 1'de sunulmustur. Dider koclar ve I. sulandirici
(Tris) calismada kullaniimadi.

Aragtirmanin ikinci kismini iceren tohumlamalar
spermatolgjik degerlerine gore secilen koglar ve Il.
sulandirici ile gerceklestirildi. Dondurulmus sperma ile
Ostruslarinin basinda, basinda-sonunda ve sonunda GnRH
enjekte edilen ve edilmeyen Kkoyunlardan elde edilen
gebelik oranlari Tablo 2'de yer almaktadir.
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Tartisma ve Sonug

Kullanilan ejakilatin  alindiktan sonra yapilan
spermatolgjik muayenelerinde sadece 6li spermatozoit
orani her iki koc¢ta da normal degerlerin Uzerinde
bulunmustur. Bunun, spermadan veya uygulanan
tekniklerdeki  olasi  bir hatadan kaynaklandigi
sanilmaktadir. Sulandirici olarak Sodyum sitrat+Yumurta
sarisi sulandiricist kullanildi.  Adi gegen sulandirictyla
birlikte degisik sulandiricilaria ve katki maddeleriyle kog
spermasinin canli kalma siresi Uzerine yapilan bir
calismada, sulandirmadan sonra motilitenin %70.0 olarak
saptandigi bildirilmektedir (24). Bu sonug, calismada elde
edilen degerle uyum gostermektedir. Dondurma igleminin
ko¢ spermatozoitleri Uzerine etkilerinin fertilizasyonda
azalma, motilite kaybi ve akrozom bozuklugu seklinde
gorildigi bildirilmektedir (2,3,5,6). Ote yandan,
spermatolqjik 6zelliklerde dondurulduktan sonra 6nemli
Olcide kayip olustugu, ozellikle akrozom membraninin
bozuldugu (4), saptanan bu bozuklugun da dondurma
surecindeki gliserolizasyondan sonra artis goésterdigi
bildirilmektedir (25). Sunulan calismada ise, Kkog
gjakilatinin dondurulmasi strecinde, 6zellikle dondurma
isleminin ilk evresinden itibaren 6l0 ve anormal
spermatozoit oraninin yukseldigi gozlenmistir. Nitekim
514/2 nolu kocta 6lu spermatozoit orani 1. sulandirmadan
sonra %49.0 olmasina karsin, ¢6zimden sonra %70.2,
anormal spermatozoit orani da ayni evrelerde %19.0
olmasina Kkarsin ¢6zinmeden sonra %27.0 olarak
saptanmistir. 584/0 nolu kocta ise bu oranlar %45.0 ve
9%66.0, anormal spermatozoit orant ise %18.0 ve %21.0
olmustur. Goruldugu Uzere, her iki spermatolojik 6zellik

Tablo 1. Tohumlamada kullanilan kogclarin ejakulatlarinin dondurma agamalarindaki spermatolojik dzelliklerine ait degderler (n=10).

Ko¢ No  Spermatolojik Alindiktan |. Sulandirmadan +5°C'ta Gliserolizasyondan Ekilibrasyondan (Gozundlrdikten
Ozellik sonra (%) sonra (%) sonra (%) sonra (%) sonra (%)
Motilite 80.0 70.0 70.0 60.0 60.0 50.0
Oli Spermatozoit 26.1 49.0 49.0 51.0 57.0 70.2
Anormal Spermatozoit 5.4 19.0 21.0 22.0 25.0 27.0

514/2  Akrozom defektli 0.0 0.0 0.0 3.0 5.1 -
Spermatozoit
Motilite 90.0 90.0 80.0 70.0 70.0 50.0
Oli Spermatozoit 42.0 45.0 51.0 56.0 56.0 66.0

584/0  Anormal Spermatozoit 14.0 18.0 19.0 19.0 21.0 21.0
Akrozom Defektli 0.0 0.0 0.0 2.1 4.2 -
Spermatozoit
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) Tablo 2. Tohumlanan koyunlardan elde

Tohumlama Tohgmlama Tohumlanan Gebe kalan Gebelik edilen gebelik sonuclart.
zamani sekli koyun sayisi (n) koyun sayisi (n) oranii (%)

Taze 9* 5 55
Kizginligin sperma ile 14 6 40
basinda Donmus 9* 0 0

sperma ile 14 2 14

Taze 9* 7 77
Kizginligin basinda sperma ile 9 7 77
ve sonunda Donmusg 9* 1 11

sperma ile 9 0 0

Taze 8* 6 75
Kizginligin sperma ile 8 8 100
sonunda Donmus 9* 0 0

sperma ile 12 0 0

*GnRH uygulanan gruplar.

te baslangi¢ degeri olarak yuksektir. Oysa motilite
degerleri bakimindan her iki kocun ejakllatinda
dondurma isleminin I. sulandirma evresinden c¢ozinme
evresine kadar gecen slrecte Onemli bir dusls
gorilmemektedir. Nitekim motilite orant 514/2 nolu
kocta . sulandirmadan sonra %70.0, ¢6zimden sonra
9%50.0, 584/0 nolu kogta ise 9%90.0 ve %50.0 olarak
saptanmistir. Literatlr verilere bakildiginda motilite
oranlari normal sayilabilir. Onemli olan, motilite
oranlariyla dol verimi arasinda pozitif bir Korelasyonun
bulunmasidir. Diger bir deyisle, motilite yukseldik¢e dol
verimi oraninin da yukselmesi beklenir. Ancak, Kkoc
spermasinin dondurulmasi sirasinda, ©zellikle akrozom
morfolojisinde o6nemli hasar olustugunu bildiren
calismalar bulunmaktadir (2). Sunulan arastirmada,
akrozom defektli spermatozoit oranlari, her iki kocun
ejakllatinda da dondurulmus payetlerin tumuntn
tohumlamalarda kullaniimasi zorunlulugundan dolayi,
¢c6zlm sonrasinda saptanamamistir. Bu nedenle, bu
konuda kesin bir yargiya varmak glglesmektedir. Her ne
kadar akrozom defektli spermatozoit oraninin dondurma
isleminin gliserolizasyon evresinden sonra olustugunu
bildirmekte ise de (4), sunulan arastirmada kullanilan
koglarin ejakilatinda gliserolizasyondan sonra saptanan
akrozom defektli spermatozoit orani her iki Kkocta
sirasiyla %3.0 ve %2.1 olarak bulunmustur ki bu
sonuglar literatr verileriyle celismektedir.
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Arastirmada Kkullanilan 120 koyun, FGA iceren vaginal
sungerlerle senkronize edildiler. On dort gin slreyle
uygulanan sungerler cikarildiklari anda 500 IU PMSG
enjekte edildi ve 48 saat icerisinde %100 Kkizginlik
gérildd. Bu durum, literatir bulgularina uymaktadir
(18,19). Nitekim yapilan bir ¢alismada (18), FGA iceren
vaginal singer+500 IU PMSG uygulamalarindan 990.0
kizginlik elde edildigi bildirilmektedir. Ote yandan 14 giin
sire ile Cronolone iceren stinger+PMSG
uygulamalarindan %100 kizginlik elde edildigi de
bildirilmektedir (19). FGA disinda Medroksiasetat
progesteron (MAP) iceren stnger Kullanip ovulasyonu
GnRH ile wuyaran arastiricilar, 9%77.0 Kkizginlik
saptamiglardir (20). Bu sonug, gerek sunulan calismadaki
gerekse literatirde bildirilen diger calismalardaki
FGA+PMSG ile elde edilen sonuglardan daha disuktir. Bu
durumda 40 mg FGA+PMSG enjekte edilen calismalarda
Kizginlik orani bakimindan bagarili sonuglarin alinabilecegi
sOylenebilir.

Sunulan c¢alismada elde edilen verilerden de
anlasilacagi Uzere, kizginligin baginda, basinda-sonunda ve
sonunda taze sperma ile GnRH uygulanarak ya da
uygulanmayarak tohumlanan koyunlardan literatir
bulgulariyla uyumlu sayilabilecek dol verimi sonuglari elde
edilebilmistir. Buna karsin, donmus spermayla
tohumlanan koyunlardan sadece kizginligin basinda
tohumlanan 14 koyundan %14 gibi disuk bir dol verimi



saglanmigtir. Bdylesine digsuk ddl verimi sonuglarinin
Ozellikle dondurma isleminin baglangicinda ve sonunda
saptanan 6lU ve anormal spermatozoit oranlarina bagl
olabilecegi  dUsinulmektedir.  Kullanilan  koclarin
ejakulatindaki akrozom defektli spermatozoit oranlarinin,
payetlerde dondurulan tim sperma orneklerinin
kullaniimasindan dolay! saptanamamis olsa bile, ¢zellikle
c6zUm sonrasinda, diger spermatolojik dederlere
bakildiginda yuksek olacagi kuskusuzdur. Sunulan
calismada, tum gruplarda taze sperma ile GnRH
uygulanarak tohumlanan Kkoyunlardan elde edilen en
yuksek dol verimi kizginligin baginda ve sonunda yapilan
tohumlamalardan elde edilmistir. Oysa GnRH
uygulanmadan taze sperma ile tohumlanan koyunlarda ise
en ylksek dél verimi  kizginligin  sonunda
tohumlananlardan saglanmistir. Ancak, kizginhgin hem
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