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TESEKKUR

Tirkiye’de koyunculuk sektorii; sehirlesmenin artmasi, sosyal yapinin degismesi,
bolgesel giivenlik sorunlari, mera alanlarmin azalmasi, yem bitki fiyatlarmin yiiksek olmasi
ve et fiyatlarinda gerceklesen dalgalanma gibi nedenler ile gerilemektedir. Tiirkiye koyun
varligr 1991 yilinda 40.4 milyon iken gilinimiizde 27 milyon kadar azalmistir. Koyunculuk
sektoriinlin yeniden cazip hale gelmesi i¢in verimliliginin artmasi gerekmektedir. Bu amaglar
kiiltiir rk1 hayvan sayisinin artirilmasi ve mevcut koyun varliginin 1slaht gerekmektedir. Islah
calismalarinda ise sun’i tohumlama onemli yer tutar. Sun’i tohumlama amaciyla kullanilacak
spermanin en iyi sekilde islenmesi ve korunmasi gerekir. Yerel wklarina ait sun’i tohumlama

ve sperm igleme tekniklerinin gelistirilmesi 1slah ¢alismalaria biiyiik katki saglayacaktir.

Sunulan ¢aligma, Sanlwrfa’da ivesi spermasinin biyo-fiziksel karakterinin tespiti

sorunlarini belirleme ve sektore ¢dziim Onerileri sunma amaciyla yapilmistur.

Yiiksek Lisans egitimim ve tez calismam siiresince, yardim ve desteklerini
esirgemeyen danisman hocam Sn. Yrd. Dog. Dr. Omer VARISLI’ ya, ayrica Yiiksek Lisans
egitimi almamda ¢ok 6nemli destek ve yardimi olan Déllerme ve Sun’i Tohumlama Anabilim
Dali Bagkani degerli hocam Sn. Prof. Dr. Nafiz YURDAYDIN’ a, degerli hocam Sn. Aras.
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sunan diger hocalarima ve Saglik Bilimleri Enstitiisii personeline, sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET

ivesi Spermasinin Biyo-fiziksel Karakterinin Tespiti

ibrahim Halil AGAS

Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi

Gilintimiizde koyunlarda dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalardan yeterli
oranda fertilite elde edilememektedir. Kryopreservasyon islemi esnasinda spermatozoa
degisik oranlarda osmotik basing ve 1s1 stresine maruz kalir. Sperma lizerinde olusan bu
olumsuz etkilerin azaltilmasi i¢in dondurma metotlar1 ve yeni sulandiricilar denenmektedir.
Bu ¢alismanin amaci, anizoosmotik ortam ve kryoprotektanlarin ivesi spermasi iizerine olan
etkisini motilite, membran ve akrozom biitlinliigli yoniinden degerlendirilmesidir. Sunulan
arastirmada, ciftlesme sezonu igerisinde iki adet ivesi kogtan sun’i vajen yontemiyle alinan
ejakiilatlar birlestirilip kullanildi. Calisma iki asamadan olusmustur. Birinci asamada, sperma
75, 150, 225, 325, 425, 600 ve 90045 milliosmolliikk (mOsm)/kg siikroz soliisyonuna 5 dakika
maruz birakilip yeniden osmotik duruma getirildi. Ikinci asamada, sperma 0.5, 1.0 ve 1.5 M
gliserol, dimethil siilfoksid, ethilen glikol ve propilen glikol kryoprotektan iceren solusyonlara
5 dakika maruz birakilip yeniden osmotik duruma getirildi. Spermalar motilite, membran ve

akrozom biitlinligli yoniinden degerlendirildi.

Ko¢ sperma motilitesi anizoozmotik stres faktorlerinden onemli derecede etkilendi (P
< 0.05). Genel olarak sperm akrozom biitiinliigli, anizoozmotik ortamdan etkilenmezken, 75
mOsm’liikk  siikroz  soliisyonu akrozom  biitiinliiglinii  onemli oranda  distirdi.
Kryoprotektanlarin eklenmesi ve uzaklastirilmasi motilite ve akrozom biitiinliigiinii etkiledi (P
< 0.05). 0.5 M Gly (P > 0.05) hari¢ diger oranlardaki kryoprotektanlar akzorom biitiinliigiinii

Onemli derecede etkiledi.

Sonug olarak Ivesi ko¢ spermasinin gesitli stres faktorlere karsi genis direng aralig:

oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: ivesi, kryoprotektan, osmotik tolerans, sperma
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ABSTRACT

Determination of Bio-physical Characteristics of Awassi Semen

ibrahim Halil AGAS

Department of Reproduction and Artificial Insemination Master Thesis

Effective ram sperm cryopreservation protocols, which would yield acceptable fertility
rates following artificial insemination in ewes, are currently lacking. During the process of
cryopreservation, spermatozoa are exposed to osmotic pressure and heat stress at different
rates. To reduce these negative effects on spermatozoa, new freezing methods and extenders
are being tried to develop. The objective of the current studies are to compare the effects of
various anisoosmatic conditions, cryoprodective agents on the motility, acrosome and
membrane integrity of Awassi sperm. In the mating season, the sperm was collected from 2
Awassi ram than has been mixed and used. Two experiments were conducted. In experiment
1, the sperm was exposed to 75, 150, 225, 325, 425, 600 and 900+5 mOsm/kg sucrose
solutions, held for 5 min and then returned to isosmotic condition. In experiment 2, the sperm
was exposed to 0.5, 1.0 and 1.5 M glycerol, dimethyl sulfoxide, ethylene glycol and
propylene glycol for 5 min and then returned to isosmotic condition. The sperm was evaluated

by microscopic assessment of the sperm motility, acrosome and membrane integrity.

The motility of ram sperm was significantly affected from anisosmotic stress (P <
0.05). While anisosmotic stress had no effects on acrosomal integrity of ram sperm, there was
a significant reduction in acrosomal integrity for ram sperm after the addition and removal of
a 75 mOsm sucrose solution. The abrupt addition and removal of cryoprotectant had effect on
the motility and acrosomal integrity of epididymal ram sperm (P < 0.05). There was a
decrease in acrosomal integrity for ram sperm after exposure to cryoprotectant (P < 0.05)

except 0.5 MGly (P > 0.05).

In conclusion, the current data suggest that ram sperm 1is resilient to vide range

cryobiologiably stress conditions.

Keywords: Awassi, cryoprotectans, osmotic tolerance, sperm.
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1. GIRIS VE AMAC

Gelismekte olan bir iilke konumundaki Tiirkiye'de bitkisel ve hayvansal iretim
ekonomik agidan 6nemli yer tutmaktadir. Cilinkii iilke niifusunun yaklasik %29,5’inin kirsal
kesimde yasamaktadir ve 23 249 000 olan toplam isgiicliniin 8§ 222 000’sinin tarim ve
hayvancilik kesiminde istthdam edilmektedir. Hayvanciligin gelismesinde biyo-teknolojik
yontemler bilyiik dnem tasimaktadir. Ozellikle sigirlarda boga spermasinin basarili bigimde
dondurulmasi ve dondurulmus sperma ile yapilan sun’i tohumlamalardan dogal ¢iftlestirmeye
yakin fertilite elde edilmesi, sigircilikta verim giiclinde hizli bir artis olmus, siit ve et
sigircihigr diger ¢iftlik hayvanlarma gore cok daha fazla gelismistir. Ancak giinlimiizde
koyunlarda dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalarda yeterli oranda fertilite elde
edilememektedir ve ayrica uygun bir sperma dondurma protokolii de gelistirilememistir. Bu
durum koyunculukta dondurulmus sperma ile sun’i tohumlamalarin yayilmasi engellemis ve
genetik ilerleme yavas kalmistir. Sigircilikta oldugu gibi kiiltiir k1 (Holstayn, Simental, vb.)
yayginlagsmayip daha ¢ok yerel wklar koyunculukta hakim kalmistir. Giiney Dogu Anadolu
bolgesinin hakim wki Ivesi’dir. Bu yiizden koyunculukta wklar Onemlidir ve sperm
dondurulmasinda da gerek tiir gerekse wrk ve bireysel genetik 6zellik farklilik arz ettigine
inanilmaktadir. Sun’i tohumlamayr sinirlayan etmenlerini agsmak i¢in gerek disiye ait
faktorleri ve gerekse erkege ait faktorlerin diizeltilmesi ve sorunlara ait ¢dziim yollarmin

iiretilmesi gerekmektedir.

Sunulan arastirma ile gliserol gibi kryoprotektan olan DMSO, EG, PG’larin 0.5, 1.0 ve
1.5 M oraninda kullanildiginda dondurma islemi yapilmadan hiicreye verdigi hasar tespit
edilmistir. Degisik osmotik ortamlarm Ivesi spermasi iizerine etkisi denenerek osmotik giiven

aralig1 tespit edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Tiirkiye’de Koyun Varhgi

Koyun, insanm ilk evcillestirdigi hayvanlardan biridir. Yabani hayattan uzaklasip evcil
hayvan halinde insan eli altina giren koyun ilizerinde uzun yillar ¢alisan insan, biiytlik
degisiklikler meydana getirdi. Bakim ve beslenmesinin kolay olmasi ve insanlara ¢ok tarafli
yararlar saglamasi ile koyun, diger hayvanlara oranla fazla g¢ogalarak diinyanin biitiin
iilkelerine yayilma sansina sahip olmustur. Tirkiye, koyun varlig1 agisindan diinyanin 6nde
gelen iilkelerinden biridir. Ulkede 1994 verilerine gore 37.541.000 bas koyun bulunmaktadir.
Koyun sayisinda 1980 yillarina kadar belirgin bir artis varken, 1980-1994 doneminde %2.19
ve 1989-1993 wyillarinda %13.9 oraninda bir azalis oldugu gozlemlenmektedir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, 2011 yilinda bir dnceki yila kiyasla, kiigiikbas
hayvan sayis1 %10 artti. Koyun sayis1 2011 yili sonu itibariyle 2009 yilina gore %8,4 artarak
25 milyon 31 bin 565 bas oldu. Son yillarda koyun sayis1 artsada bu durum mera alanlarinin
endiistri bitkileri tarimi lehine azalmasi, koyun tiiriiniin entansiflesmeye yeterince ayak
uyduramamasi, koyden kentlere olan gogler ve sosyal yapida meydana gelen degisimlerin

etkili oldugu diisiiniilmektedir (1).

Tablo 1. Tiirkiye'de Koyun Sayisinin 1989-1993 Yillarindaki Degisim (1000 bas)

Yillar 1989 1990 1991 1992 1993
Say1 43.647 40.553 40.433 39.416 37.541
Degisim 100 92.9 92.6 90.3 86.0

Koyun varligmin, arazi kullanma durumunun ve hane halki basma diisen koyun

sayisinin tarimsal bolgelere gore degisimi Tablo 2'de 6zetlenmistir (2).



Tablo 2. Tiirkiye’ nin gesitli bolgelerinde km*’ye diisen koyun sayis1

Tarim bdlgeleri Km’ 'ye diisen koyun sayis1
Orta Kuzey 47.11
Ege 41.66
Marmara 45.25
Akdeniz 27.96
Kuzey Dogu 86.08
Giliney Dogu 72.63
Karadeniz 30.79
Orta Dogu 46.15
Orta Giiney 68.81

2. 1. 1. Koyunlarin Simiflandirilmasi

Koyun, ciftlik hayvanlarin igerisinde en fazla sayida irka sahip bir tiirdiir. Bunun
bircok nedeni vardir. Birincisi, koyun diinyanin birgok yerinde evcillestirilmistir. Ikincisi ise,
koyun tiiriiniin dogaya en bagimli hayvan tiirlerinden birisi olmasidir. Bir baska deyisle ¢esitli
cografi bolgelerde 6zel amaglarla koyun wklar1 olusturulmustur. Buna bagl olarak birim
verimlilik agisindan diger hayvan tiirlerine gore Ornegin sigir ve tavuga gore geri olusu,
cevrenin 1slah1 yerine var olan ¢evre kosullarina uyabilen yeni tip ve wklarin olusturulmasini
glindeme getirmistir. Diger yandan insanlarin koyundan beklentileri zaman siireci iginde
degisime ugramis, salt yapagici tipleri yerine et¢i ve siitcii tipler tiiretilmistir. Koyunlarin
smiflandirilmas1 bir¢ok agidan yapilabilir. Bunlar arasinda yapagi ozelliklerine gore
smiflandirma, kuyruk yapisina gore siniflandirma sayilabilir. Bununla birlikte gliniimiizde en
yaygmn olarak kabul edilen siniflandirma sekli yararlanma yOniine gore yapilan

siniflandirmadir (3).



2. 2. Tiirkiye’de Koyun Irklan

Koyunlarda en az iki verim oOzelliginin bir arada olmasi arzu edilir. Koyunlari

verimlerine gore 3 grupta toplayabiliriz;

e FEtci wrklar
e Siitcii wklar

e Yapagici wrklar

Yerli koyun wklarimiz verim yoniinden kiiltiir koyun wklarina gore daha disiik
seviyededirler. Ancak cevreye uyum ve damizlik temini yoniinden kiiltiir wklarmna tercih
edilmektedir. Bu nedenle saf kiiltiir irk1 koyunlar getirmek yerine yerli irklarimizin melezleme
yoluyla veya seleksiyonla verimlerini artirmaya calismak daha dogrudur. Yurdumuzda
koyunlarin belirli yonde verim o6zellikleri gelismediginden smiflandirmayi kuyruk yapilarina

gore yapmak daha uygundur. Koyunlarimiz kuyruk yapilarma gore 2 grupta toplanabilir (4).

1-Yagh kuyruklu olanlar; Anadolunun i¢ kisimlarinda yaygindir. Akkaraman,
Morkaraman, Dagli¢ ve Ivesi gibi. Yagh kuyruklu koyunlar ne kadar iyi beslenirse kuyruklar1
o kadar biiyilir. Koyun, yemin bol oldugu doénemlerde kuyrugunda yag depolar. Yemin
yetersiz oldugu kis donemlerinde bu yagi harcayarak yasamini siirdiiriir. Biitlin yerli koyun

wrklar1 igerisinde, kuyrugu en biiyiik olan rk Morkaramandir.

Tablo 3. Tiirkiye'de koyun wrklar1 (4)

Koyunun Irki Sayisi % Yetistirme Bolgesi
Yagh Kuyruklu

Irklar

Akkaraman 12.950.000 44 Orta Anadolu
Morkaraman 6.475.000 22 Dogu Anadolu
Daglic 3.533.000 12 Orta ve Bat1 Anadolu
Ivesi 1.177.000 4 Giiney Dogu Anadolu



ince ve Uzun Kuyruklu

Irklar

Kivircik 1.776.000 6 Ege ve Marmara
Karayaka 883.000 3 Karadeniz

Sakiz 65.000 - Ege

Turk Merinosu 875.000 3 Marmara, Orta Anadolu
Digerleri 1.711.000 6 Degisik Bolgeler
Toplam 29.435.000 100

2-ince ve uzun kuyruklu olanlar; denize yakin bolgelerde yaygindir. Kivircik,

Sakiz, Karayaka ve Tiirk Merinosu gibi.

Koyun varligimizin %90' dan fazlasmi yerli wrklar olusturmaktadir. Bu koyunlar

genellikle yagl kuyruklulardir (4).

2. 2. 1. Ivesi Koyunun Irk Ozellikleri

Ivesi koyunlar1 5-8 ayda; koglar1 ise 5 ayda pupertasa ulasir. Kizgmnlik mevsimi
Haziran sonunda baglayip Agustos’ta en yiiksek seviyeye ulasir. Ekim-Kasim ayma kadar
devam eder. Ancak selekte edilmis stiriiler 1-2 ay dnceden kizginliga gelebilirler. Erkekler 5.
ayda pupertasa erisir ve 7. aydan itibaren testislerinde spermatozoa iiretimi baslar. Testis
Olgiilerinde en hizli biiylime 9 ve 10. ayda gozlenir. Azami testis agirligina ise 11-12. aylarda
ulasir. Koglarda sperma miktari, bahar aylarinda diisiik, iireme mevsimi olan yaz aylarinda ise
en yiikksek seviyeye ulasir. Koyunculukta c¢iftlestirme mevsimi yavrunun erken dogmasini
sagladig1 icin onemlidir. Erken dogan yavrular soguk ve yagisli havaya gore daha cok stres

faktorii olan sicak mevsimden daha az etkilenerek (5) daha hizli gelisim gostere bilirler.

Tirkiye’de 2012 Yili verilerine gore, yaklasik 25 milyon koyun bulunmakta ve
bunlarin biiyiik boliimii yerli irklardan olusmaktadir. Bolgesel olarak 2012 Y1l sayimlarina
gore, Glineydogu Anadolu Boélgesinde 4.4 milyon olan koyun varliginm 1.4 milyonu
Sanlrfa ilindedir (6). Ivesi koyunlari, Giineydogu Anadolu bdlgesinin step sartlarma adapte

olmus irklardan birisidir. Bu koyunlar bolgede yetistirilen en yaygm irk olmasma ragmen



ekstansif yetistirme sartlarinda bile ancak 100-150 kg kadar siit verebilmektedir. Diger
taraftan TIGEM ve Arastirma Enstitiilerinde yapilan seleksiyon calismalar1 sonucu 300-350
kg siit verebilen elit siiriiler de olusturulmustur. Seleksiyon projesine uzun yillar once
baslayan Israil’de ise 1937 yilinda 130 kg olan laktasyon siit verimi giiniimiizde 500 kg’a
cikartilmastir (5, 7).

Ivesi ki koyunlar; viicutlar1 saglam ve orta yapihidir. Siit tipine uygun, ince fakat
saglam kemik yapisina sahiptir. Viicut beyaz-krem renklidir. Bas, kirli sar1- kahverengi, siyah
ve beyaz olmak lizere li¢ farkl renkte olabilir. Cogunlukla alinda beyaz leke vardir. Kulak ve
burunda lekeler ile ayaklarda pigmentasyon bulunur. Yagh kuyrukludur. Biiyiik, yaglh esas
kuyruk kitlesinin iizerinde yagsiz bir par¢a bulunur. Kuyrugun yagli bolimiinde alttan
baslayip ortaya kadar uzayan ¢iplak bir oyuk bulunur. Erkeklerde boynuzlar geriye, asagiya
dogru ve helezoni yapidadir. Boynuzsuz ve hilal seklinde boynuzlulara da rastlanir. Disilerde
%10 oraninda zayif boynuz ve ko¢ boynuzluluk goriiliir. Meme; yliksek siit verimine uygun

sekilde bezel yapidadir. Meme ve meme basi formu degiskendir (1).

Ivesi k1 koyunlara ait aymric1 dzellikleri; sicak ve kurak iklim kosullarina ¢ok iyi
uyum saglamistir. Bu kosullarda uzun mesafeleri yiiriiyebilir. Analik i¢ gidiisii gelismistir.
Degisik cevrelere uyum yeteneginin yiiksek ve siirii i¢ giidiisiiniin gelismis olmasi, Ivesi’lerin
diger siitcii wklara {istiinliigii olarak kabul edilir. Israil Ivesi'lerinin kokeni Anadolu Ivesisi'dir

(1).

Ivesiler gocer sistem i¢inde yetistirilir. Sicak ve kurak iklim hayvani olmakla birlikte
degisik ¢evre kosullarina adaptasyon yetenegi iyi olup soguk karasal iklim kosullarinda bile
basartyla yetistirilebilmektedir. Ivesiler, 40-45°C'leri bulan sicak ve kurak ¢l sartlarinda siirii
koyunculugu seklinde yetistirilebilmektedir. Yetersiz mera, barinak, bakim ve besleme
kosullarinda yetistirilebilir. Besleme kis donemi disinda mera ve aniz otlatmasma dayalidir.
Kis aylarinda agirlikli olarak samana dayali, az miktarda dane destekli besleme uygulanir.
Yetersiz, basit ve diisiik maliyetli agillarda barindirilir. Yagishh ve nemli bdlgelerde

adaptasyon gii¢liigii olmaktadir (1).



Sekil 1: Ivesi rkina ait erkek ve disi koyun

D1s yap1 ozellikleri olarak; viicut beyaz yapagi ile ortiiliidiir. Bas boyun ve ayaklar
kahverengi, kirli sar1 ya da siyah renkli olabilir. Ancak yaygin renk kahverengidir. Bas, disa
dogru ¢ikintilidir. Bir baska deyisle ko¢ burunluluk egemendir. Kulaklar uzun ve sarkikdir.
Kuyruklar1 tek pargali, yuvarlak¢a u¢ kismi yukartya dogru kivrik, Akkaramana oranla daha
kisa ve genistir. Koglarin ¢ogu spiral boynuzludur. Koyunlar ise genellikle boynuzsuzdur.
Ivesilerin yapagisi1 kaba karisik niteliktedir. Yerli irklar iginde yapagisi en kaba olan wklardan

biridir. ivesi, en iri yerli wklardan biridir. Koyunlarin ortalama cidago yiiksekligi 65-68

cm’dir (1).

Tablo 4. Ivesi koyunlarmin verim dzellikleri

Verim ozelligi Ortalama
Ikizlik %5-10
Canh agirhk

Koyun 35-40 kg
Kog 60-70 kg

Laktasyon siit verimi

Kirsal kosullarda 100-150 kg
Islah edilmis stiriilerde 250-300 kg
Laktasyon siiresi 6-7 ay

Kirli yapagi verimi 1.5-2.0 kg
Liile uzunlugu 11-16 cm
Incelik 32-35 mikron




Ivesi k1 koyunlar iyi bakim ve besleme kosullar1 altinda bir laktasyonda ortalama
180-200 kg siit verebilmektedir. Siit verimi baz1 koyunlarda 400 kg dolayinda olabilmektedir.
Ivesi koyunlarinmn bilyiime yetenegi diger yerli wklarm kuzularindan iyidir. Ivesi genellikle
saf yetistirilen bir wktir. Ancak bu rkin koglari, Akkaraman ve Morkaraman koyunlari ile

birlestirilerek bu irklarin siit verimlerinin artirilmasi amaciyla kullanilmaktadir (1).

2. 3. Koyunlarda Biyoteknolojik Yontemler

Hayvansal iiretimin artirilmasinda kullanilan biyotekniklerle artik yetistiricilikte Ostrus
senkronizasyonu, embriyo transferi ve cinsiyet ayrimu yapila bilmekte, hatta son yiizyila
damgasini vuran canlinin benzerinin olusturulmasi yani kopyalama gerceklestirilmistir (8).
Biyoteknoloji ve genetik miithendisligi ¢ogu zaman ayni anlamda kullanilir. Oysa genetik
mithendisligi genetik materyaldeki cesitlendirmeleri ve degisiklikleri ifade ederken,
biyoteknoloji; biyolojik bir sistemin yada yapmin endiistriyel boyutta kullanilmasi yoluyla
iretim anlamma gelir. Biyoteknoloji, gen miihendisligi yontemlerini sadece bir ara¢ olarak
kullanir. Bu yolla transgenik hayvanlar elde edilmistir. Genetik olarak {istiin hayvanlar elde
etmek icin hayvancilikta ekonomik iiretimi etkileyen en Onemli faktorlerin basinda dol
veriminin 1iyilestirilmesi gelmektedir. Hayvan yetistirme programinda coklu yumurta ve
embriyo transferi (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) istenilen genetik ilerlemeyi
arttirdig1 ve generasyonlar arasi siireyi kisalttigi bildirilmektedir (9). X ve Y kromozomu
yoniinden belirlenmis spermalarin veya embriyolarin sun’i tohumlama endiistrisinde
saglayacag1 ekonomik yararlar olduk¢a Onemlidir. Ciinkii bu yolla siit sigirciligi yapan
isletmeler disi buzagi, et si@wrciligt yapan isletmeler erkek buzagi {iretimini
hedefleyeceklerdir. Erkek veya disi yavru olusumunu belirleyen spermatozoidlerdir. Bu konu
ile 1lgili yontemler iki sperma hiicresi tipinin biiyiikliikk ve yogunluk bakimimdan birbirinden
farkli olmasina dayanmistir. X ve Y kromozomu tasiyan spermalar flow sitometrik yontemle
DNA igeriklerine gore (Sigirlarda X kromozomu Y kromozomundan %?2.8 daha fazla DNA
icermektedir) basariyla birbirinden ayrilmistir (10). Fare spermalarinda X kromozomu
ayrimdan sonra yapilan tohumlamalarda déllerin %941 disi; Y kromozomuna gore yapilan

ayrimlardan sonra yapilan tohumlamalarda dollerin %81°1 erkek olmustur (9).



2. 4. Koyunlarda Sun’i Tohumlamanin Onemi

Sun’i tohumlama erkek hayvanlardan aliman spermalarin degisik tekniklerini
kullanarak, disi hayvanlara nakledilmesi seklinde kabaca tanimlanabilir. Sun’i tohumlama;
bilimsel, teknik ve hekimlik bilgilerinin uygun teknoloji ile donatilmis bir organizasyonda
kullanilmas1 demektir. Sun’i tohumlamanin istenilen 6l¢iide basarili olabilmesi i¢in spermanin
uygun tekniklerle erkek hayvanlardan alinmasi, muayenesi ve degerlendirilmesi ile saghkli
hayvanlara uygun zamanda nakledilmesi gerekir. Hemen her hayvan tiirtinde uygulana bilen
sun’i yada yapay tohumlama daha cok ekonomik verimleri i¢in yetistirilen hayvan
yetistiriciliginde biiyiik organizasyonlar yapilarak uygulanmaktadir. Ozellikle dondurulmus
spermanin uygulamaya alinmasi erkek damizliklarin se¢cimi ve degerlendirilmesinde biiyiik
ilerleme saglamistir. Boylece, yetistirme hijyeninin saglanmasi ve genetik kapasitenin
artirilmasi ile dol verimi ve yavru verimlerinde biiyiik artislar ve denetim saglanabilmistir.
Sun’i tohumlama ile baslatilan calismalar giiniimiizde bilimsel ve teknolojik ilerlemeler

1s181nda reprodiiktif biyoteknolojinin olugmasimna yol agmustir (8).

Tirkiye’deki hayvan popiilasyonlarmin verim giiclerinin istenilen diizeyde olmamasi
bu hayvanlarda 1slah ¢aligmasi ile verim kabiliyetlerinin ytikseltilmesini zorunlu kilmaktadir.
Hayvansal tiriinlerin elde edilmesi ve artirilmasinda bir¢ok yontem vardir. Bunlar arasinda et
vb. Uriinleri ile canli hayvan materyalinin ithal yoluyla saglanmasi, mevcut hayvanlarin
seleksiyonu (saf yetistirme), verim gii¢lerinin artirilmasi, diisiik verimli hayvanlar1 yiiksek
verimli hayvanlarla dolleyerek (¢evirme melezlemesi) verim gliclerinin artirilmasi,
reprodiiktif biyoteknikleri kullanarak yerli hayvanlardan verim kabiliyetleri yiliksek hayvanlar
elde edilmesi sayilabilir. Ancak yOntemlerin gerceklesme orani, ekonomisi, ¢alismalarin
sirekliligi ve kaliciligr disiintildiiglinde  mevcut hayvan popiilasyonunun melezleme
yontemiyle istenilen verim giiciine c¢ikartilmasi c¢alismalar1 daha gergek¢i olmaktadir.
Tirkiye’de de bu ydnetim secilmis olmasma ragmen zaman zaman diger yontemlerinde
denendigi Ornegin; hayvansal {iriin ve canli hayvan ithali yoluna gidilmesi kolay ve hizli
gergeklesme savlar1 olarak gozlenmektedir. Her ne kadar hayvanlarin genetik kapasiteleri
yapilan caligmalarla yiiksek hale getirilebilirlerse de mevcut genotipe bagl iiretimin elde
edilmesi ancak uygun cevre kosullarma baglidir. Aksi taktirde beklenen verim giiciiniin

kacmilmaz olarak altinda kalinir. Tiirkiye’de yapilan 1slah caligmalarinda basta besleme,



cevre kosullari, barinak ve bakim olmak iizere goz ardi edilmistir. Ozellikle ithal
damizliklarda basta dol verimi olmak iizere yeterli besleme, barinak ve bakim kosullar:
olusturulmadig: igin istenilen verimler almamamustir. Ithale dayali damizlik yetistirmede bir
diger onemli olumsuzlukta digsaridan getirilen damizliklarin Anadolu kosullarinda hastaliklara
kars1 yeterli bagisiklik mekanizmalarina sahip olmamalar1 nedeniyle kisa siirede telef olmalar1
yada hastalikli olduklar1 i¢in beklenen verimleri ortaya koyamamalaridir. Aciklanan
nedenlerden, Tiirkiye’de en akilci ve verimli yolun sun’i tohumlama yontemiyle her seyin
teoride oldugu gibi gerceklesecegi de sanilmalidir. Sun’i tohumlama ydntemiyle etkin ve
basarili sonuglarin alinabilmesi her seyden once uygun bir organizasyonun olmasima baghdir.
Bu organizasyonda yeterli uzman elaman, uygun alt yapi, besleme, bakim gibi cevre
kosullarinin yani sira kayit sisteminin olmasi ve verim kontrollerinin yapilmasi gerekir.
Yukarida ana hatlariyla agiklanan kosullarin olusmasi halinde bile uygun nitelikte erkek
damizliklarin olmamasi istenilen basariy1 saglayamaz. Sun’i tohumlamanin basarili olabilmesi
icin disi damizliklardan Oncelikle yeterli dol verimi almabilmelidir. D6l verimi {izerinde
bir¢cok faktor etkili olsada daha ¢ok hastaliklar olumsuz etki yapar. Popiilasyonda damizlik
disinin saglikli olmasi, daha da oOnemlisi ¢ok sayida disiyi dolleyen erkek damizligin
hastaliklardan ari ve istenen genetik kapasitede olmasi gerekir. Bu nedenle sun’i tohumlama
uygulamalarinda spermasi kullanilan damizliklar Oncelikle her tiirlii hastaliklardan ari
yetistirilmis, Ozellikle yetistirme hastaliklar1 yoniiyle siirekli kontrol altinda tutulmus,

istenilen genetik kapasitede ve dollerine genetik dzelliklerini aktarabilir olmalidir (8).

Tirkiye koyun wklarmin genetik 1slah1 dogrultusundaki cllalismalar, agirlikli olarak
kamu kurumlar1 tarafindan yapilmistir. Bu ¢aligmalarda, arastiricilar baslica iki konu tlizerinde
durmuslardir. Bunlardan birincisi; gerek doga ve iklim kosullari, gerekse isletme yapilar1 ve
pazar taleplerinin ayr1 olusu, biitiin koyunculuk isletmelerinde ayni wkin ya da ayni tipin
yetistirilmesine uygun olmayist gercegidir. Bu nedenle 1slah calismalarinda, cesitli genetik
yapilarda damizlik 6rnek iiretmek giindemdeki ilk konu olmustur. Tiirkiye koyunlarinin
1slahinda yiiksek damizlik degere sahip genetik materyale gereksinme vardir. Tiirkiye’de yerli
koyun wklarimizin diisiik olan verimlerinin 1slahinda izlenen yol genellikle melezleme
olmustur. Kamu yetistirme kurumlarinda elde edilen bu tiplerin uygulamaya aktariimasi
gerekmektedir. Bu nedenle {iniversiteler, arastirma kurumlari, yayimci ve yetistiriciler

arasinda bir esgiidiimiin olmas1 zorunludur (11).
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Sigirlarda dondurulmus sperma ile yapilan sun’i tohumlama, basariyla ve yaygin
bicimde uygulanmaktadir. Koyunlarda ise dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalarin
gerek yontemin giigliigli ve gerekse fertilite oranlarimin diisiikliigii (dondurulmus sperma ile
intrauterin olarak tohumlanan koyunlarda %48, trans-servikal tohumlamada %32, servikal
tohumlamada ise %9’luk gebelik oranlar1 elde edildigi bildirilmistir)(12, 13) sebebi ile
sigirlarda oldugu gibi sun’i tohumlama yayginlasamamistir. Bu sebeple koyunculukta
dondurulmus sperma yerine, %60 ve iizerinde gebelik oranlar1 elde edilebilen nativ veya kisa
siireli saklanmis sperma ile tohumlama daha yaygindir (14, 15). Kisa siireli saklama da
goriilen en biiytik giicliik ise 24 saati gegen siirelerde giinliik %10-35 aras1 spermada meydana
gelen fertilite kayiplaridir. Sperma bir haftaya kadar motil kalabilse de fertilite giicli oldukca
diismektedir (16, 14). 24 saatlik saklama sonrasi yapilan servikal tohumlamalardan %58-63

arasi fertilite oranlar1 elde edilebilir (17).

2. 5. Ko¢ Spermasimin Spermatolojik Ozellikleri

Sperma veya semen, spermatozoonlarin ile testis ve epididimisin salgisinin,
ejakiilasyon srrasinda eklenti bezlerinin (prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral)

salgilarinn birlesmesiyle olusur (18).

Erkek gameti olan spermatozoon spermatogenezis sonucu olusan ve genetik materyali
tastyan tek bir hiicredir. Memeliler ve kanathilarda farklilik gosteren bigimi ii¢ bdliimden
olusur. Akrozom ve niikleusu tastyan bas kisim, sentriol halkalar1 ve mitokondrium sarmalini
tastyan orta kisim ve hareketi saglayan kuyruk kismidir (19). Tek bir spermatozoanmn 2.0-
2.5X10® mg kuru agrrlikta ve 11-13X10® mg yas agrliktadir. Spermatozoanm yaklasik
uzunlugu 68 p’dur. Bas 8-10 pu ve kuyruk 50 p’dur. Hacmi ise 80 p**diir.

Plazma Membrani: Spermatozoanin hiicre membranmi elektron mikroskobu ile
incelendiginde bas kismimnin iki tabakali bir membran ile sarili oldugu goriiliir. Niikleus yine
ayn1 sekilde gozenekli ve ¢ift cidarli membrana sahiptir. Sperma hiicresinin bagini saran hiicre
membrani ayni zamanda kuyrugu da cevreleyerek biitiin hiicreyi kaplar. Hiicre membrani

lipid, fosfolipid, kolesterol, proteinden olugmaktadir ve 75-80 A° kalinligindadir.
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Bas: Hiicre membrani, nukleus, apikal vakuol, akrozomal kap, post nuklear kap, bazal
yumru ve implantasyon cukurlugundan olusur. Niikleusun %45’1 DNA’dan olusmustur.
Kromozom ve genleri igerdiginden kalitsal 6zellikleri nesilden nesile gegiren kisimdir. Diger

%3551 0zellikle arginin gibi amino asitlerden kurulu proteinler teskil eder.

bas

Orta kisim

Kuyruk birinci
kisim

Kuyruk son kisim

Sekil 2. Spermatozoonun yapisi (20).

Bas, bir firin kiiregi gibi yassi1 ve i¢ biikeydir. Basta bulunan akrozom c¢ift membranli
olup, basin 2/3 iinii kapsar. Akrozom, spermatozoon’un ovum Ortiilerini gegebilmesi i¢in
gerekli acrosin, hyolorinidaz ve hydrolitic enzimlerle fertilizasyonda zona pelluciday:
delmeye yarayan enzimleri iiretir ve igerir. Akrozom tahribi durumunda fertilizasyon

gerceklesmez.
Orta Kisitm: Orta kisim kuyruktan daha kalindir. Icerisinde mitokondrialar, sentriol
halkalar1 ve fibriller bulunur. Centriol motilitenin kontrol merkezidir. Orta kismin etrafi

mitokondrial bir helix ile ¢evrilidir. Mitokondrialar spermatozoitin metabolik merkezidir.

Kuyruk: Kuyruk spermatozoitin hareketini saglar.
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Tablo 5. Degisik Tiirden Hayvanlarda Baslica Spermatolojik Parametreler ve Spermalarmin

Kimyasal Bilesimi.

Spermatolojik ozellikler Koc¢
Ejakiilat miktar1 (ml) 0.8-1.2
Spermatozoa yogunlugu (milyon/ml) 2000-3000
Bir ejekiilatta toplam spermatozoa miktar1 (milyar) 1.6-3.6
Motilite (%) 60-80
Morfoloji normal sperm (%) 80-95
Protein (g/100ml) 5.0

Tablo 6. Sperm Analiz Nomenklatorleri (21).

Parametreler Degerlendirme Kkriteri Nomenklator
Miktar Yok Aspermi
Az Hypospermi
Yiiksek Hyperspermi
Sperm yogunlugu Sifir Oligozoospermi
Normal Normozoospermi
Yiiksek Polyzoospermi
Motilite Diisiik Asthenozoospermi
olii/canh Hepsi 6lii Necrozoospermi
Anormal sperm Yiiksek oranda Teretozoospermi

2. 6. Ko¢ Spermasinin Dondurulmasi

Kog¢ spermasmin dondurulmasi ve dondurulmus spermalarla ilk sun’i tohumlama
uygulamalar1 Sovyetler Birligi’nde baslamis, sonra Avrupa iilkelerine gegmistir. Tiirkiye’de
ise Cumhuriyet’in ilk yillarinda baglatilan koyun islah1 calismalari ve sun’i tohumlama
glinimiizde heniiz istenen basariya ulagamamustir. Tiirkiye, 26.972.000 koyun varhigi ile
hayvancilik sektorii iginde 6nemli bir yere sahipken, verim agisindan ayni diizeyde oldugu

sOylenemez. Bunun c¢esitli nedenleri olmakla birlikte heniiz ko¢ spermasinin basariyla
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dondurulamamasi ve koyunlarda sun’i tohumlamanin etkin yapilamamasi sayilabilir. Bununla
beraber dondurulmus ko¢ spermasi ile son yillarda gelistirilmis olan laparoskopi yardimiyla
intrauterin tohumlama yontemi uygulamalarindan olduk¢a 1yi sonuglar alinmaktadir. Ancak
bu tohumlama yOnteminin biliyiik koyun siiriileri i¢in pratik ve ucuz olmamasi, uygulama
zamaninin uzun siirmesi ayrica embriyonik 6liimlere yol agmasi gibi olumsuzluklar1 vardir.
Bu nedenle arastiricilar koga ait faktorlere yonelmis, ko¢ spermasmi dondurma teknik ve

yontemleri lizerinde yogunlagmislardir (22).

Kryoprezervasyon; ko¢ spermasmin spermatozoa motilitesini diisiirmesi yaninda,
spermatozoonun plazma membrani ve akrozom biitlinliigiiniin bozulmasina da yol agmaktadir.
Son yillarda dogal olarak epididymis ve seminal plazmada yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan hypotaurin, inositol, prolin, askorbik asid, alfa-tokoferol, BHT, desferal, SOD,
katalaz ve sulfonik bir amino asit olan taurin gibi maddelerin antioksidan 6zelliklerinden
faydalanma yoluna gidilerek antioksidan 6zelligi olan maddeler in vitro kosullarda kog
spermasinin kisa ve uzun siireli saklanmasinda lipid peroksidasyona karsi spermatozoa

motilitesini ve spermatozoanin membran biitiinliigiinii korumaktadir.

Uysal ve ark. (23) farkli antioksidanlarla dondurduklari kog¢ spermalarindan ¢6zdiirme
sonras1 en yiiksek spermatozoa motilitesini %62.83 ve en diisiik anormal spermatozoa orani
%15.83 ile 6lii spermatozoa oranmi %32.77 50 mM taurin bulunduran Hepes sulandiricisiyla

elde etmislerdir (23).

Kog¢ spermasinin dondurulmasinda simdilerde {izerinde en ¢ok c¢alisilan konu; sperma
sulandiricilar1 ve icerisine katilan antioksidan maddeler disinda, optimum dondurma
protokoliiniin ortaya konmasi ile ko¢ spermasmin dondurma ve ¢ézdiirme islemlerine karsi

dayaniklilig1 bireyler arasinda ve wrka bagli farkliliklar gostermistir (22).

Anel ve ark. (24) koc¢ spermalarmi klasik yontem olan sivi azot buharinda ve
programlanabilir cihazla (-0.2°C / dakika sogutma hizi ile 5°C’den —-20°C’ye ve —20
°C/dakika sogutma hiz1 ile —20°C’den —100 °C’a) olmak {izere iki yontemle dondurmuslar ve
en ylksek spermatozoa motilitesi ve plazma membran biitiinliglinii sogutma hizinin

programlanmasiyla elde ettiklerini sdylemislerdir.
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Byrne ve ark. (25) ise 5°C /dakika sogutma hizi ile 5°C’dan -25°C’a (hizli) ve
0.5°C/dakika sogutma hizi ile 5°C’dan -25°C’a (yavas) sogutarak dondurduklar1 kog
spermalarinda in vivo ve in vitro fertilizasyon sonuglarma gore hizli dondurma protokolii ile
yavas dondurma yonteminden Onemli Olglide daha yiiksek dolverimi aldiklarini

sOylemislerdir.

2. 6. 1. Ko¢ Spermasi Dondurulmasinda Kullanilan Sperma Sulandiricilan

Kog¢ spermasinin doldurulmasina ait bilgi 1937 yilinda Bernstein ve Petropavlovsky
tarafindan verilmistir. 1950’lerde ko¢ spermasinin doldurulmasi konusunda oldukca ilerleme
saglandi. Ancak fertilite ¢cok diisiik kalmistir. Giiniimiize kadar boga spermasinda kullanilan
prosediirler kocglara uygulanmistir ancak istenen basar1 saglanamamistir. Kog spermasi ayri

diistiniilerek spesifik sulandirici ve prosediir gelistirilmelidir (14).

Tablo 7. Ko¢ Spermast Dondurulmasinda Kullanilan Sodyum Sitrat Sulandiricisi

Karnisim Miktar
Sodyum sitrat ( Na;CcHs07.2H,0) 2.37 gr
Yumurta sarist 20.0 cm’
Damutik su 100.0 cm’
Gliserol %7
Glikoz 0.8 gr

Sperma dondurulmasi veya kisa siireli saklanmasi amaciyla ¢ok sayida sulandirici
gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 yaygin bi¢imde kullanilirken, bazilar1 arastirma boyutu ile
kalmistir. Bunlardan bazilari;

- Siit sulandiricilar

- Tris sulandiricilar

- Yumurta saris1 — tris — fruktoz sulandiricisi
- Yumurta saris1 — glikoz — sitrat sulandiricisi
- Tyrode sulandiricisi

- Ringer sulandiricisi
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- Merc sulandiricisi
- Yumurta sarisi- fosfat sulandiricisi

- IVT (Illin1 Variable Temparature) sulandiricisi

Tablo 8. Sulandiricilara eklenen sekerlerin dondurma tizerine etkisi

Referans Sulandirici % gebelik
Kalev et al. 1969 Glukoz-sodyum sitrat 32.0
Kalev, 1970 %3 Glucose-%?2.5sitrat, %7 glycerol 24.0
Kareta, 1972 Fruktose-sitrat- %11 yumurta saris1 49.6
Colas, 1972 %75 lactose , %20 yumurta sarisi 57.3

2. 6. 2. Ko¢ Spermasinin Kisa Siireli Saklanmasi

Koyunculukta, tohumlanacak siiriilerin biiyiik 6lcekli olusu ve uzak mesafelerde
yetistiriciliginin yapilmasi, spermanin buralara sorunsuz ve fertilite giiclinii kaybetmeden
ulagtirilmast geregini dogurmaktadir. Ayrica koglardan daha fazla siirede ve yilin degisik
zamanlarda yararlanmak icin sperm saklama teknolojilerinin gelistirilmesi gerekiyor. Sperm
saklamada temel mantik spermatozoa metabolizmasimi azaltarak veya durdurarak daha uzun
yasamasinin saglanmasidir. Bu amacla spermalar diisiik 1s1larda (4-22 °C, kisa siireli saklama)
veya dondurularak (-196 °C, uzun siireli saklama) saklanmaktadir (26, 14). Kisa ve uzun
siireli saklama; spermanin tasinmasi, genetik depolama ve medikal amagh kullanilmaktadir
(27). Kisa ve uzun siireli saklama metotlarmin basaris1 ise genel olarak; saklama 1sisi,
sogutma hizi, sulandiricilarin kimyasal yapisi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve seminal plazma
kompozisyonuna baglidir (28, 27). Kisa siireli saklama oda 1sisinda (18-22 °C) ve soguk
ortamda (4 °C) yapilmaktadir. Bu amacla; tampon, seker, yumurta sarisi, glisin ve diger
kimyasallar iceren ¢ok sayida sulandirici gelistirilmistir (29). Sulandiricilarin basarisi; ortam
pH’sm1 sabitlemesi, uygun ozmotik basing olusturmasi ve gerekli enerji destegi saglamasina
baglhdir (30). Sulandiricilar i¢in, benzer 6zellige sahip pH tampon kimyasali olarak; Tris, N-
Tris (hydroxymethyl)-methylaminoethane sulfonic acid (TES), 2(N-morpholino) ethane
sulfonic acid (MES), HEPES ve phosphate kullanilmaktadir (31). Genel olarak kisa siireli
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saklamada; laktoz, TES-Tris, Tris—citrate ve siit bazli sperma sulandiricilar1 kullanilmakta
olsada (28, 14) sulandiricinin en 1yi kimyasal bileseni tiirlere gore degisiklik arz etmektedir
(32). En yaygin olarak kullanilan tampon sulandiricilardan TL-HEPES ve PBS sperm isleme
(33, 34) ve kisa siireli saklamada (35) etkinligi yapilan ¢aligsmalarda tespit edilmistir. Tris-
citrate yaygin olarak kullanilan bir sulandiricidir (36) ve sperm-extender c¢alismalarmin
kontrol grubu i¢in kullanilmaktadir. TES sulandiricisi, rat spermasinin dondurulmasinda ve 4
°C’de ekulibrasyonda, spermay1 soguk sokuna karsi korumada etkili oldugu tespit edilmistir

(37).

Spermanin uzun ve kisa siireli saklanmasinda yaygin olarak kullanilan yumurta sarisi
(YS) spermatozoa membranmm1 soguk sokuna karst korur ve membranda bulunan
fosfolipidlerin kaybolmasii Onler veya restore eder. Yumurta sarisi, icerdigi proteinler,
vitaminler, fosfolipidler, glukoz ve antioksidanlar sayesinde membran koruyucu bir etkiye
sahiptir (38). Yumurta saris1 icerisine katilan STM-Past gibi deterjanlarin yumurta sarisinin

etkisini artirdig1 bildirilmektedir (39).

Sperm saklamada kullanilan sulandiricilarin etkinligini artirmak amaci ile degisik
kimyasal maddeler katilmaktadir. Bunlardan biriside Equex Past tir. Equex Past (EP) ve
Orvus ES Paste, sodium dodecly sulfate (SDS)’m ticari formu olup, suda ¢dziinen anyonik bir
deterjandir. Ozellikle yumurta sarisi ile birlikte kullanildiginda, spermada meydana gelen
donma hasar1 ve soguk sokuna karsi koruyucu etkisi oldugu diisiiniilmektedir (40). Equex
pastin Assaf ko¢ spermalarinin kryopreservasyonuna olumlu katkilar sagladigi bildirilmistir
(41). Equex past, yumurta sarismin yapisinda bulunan lipoproteinlerin yapisini degistirerek
etkinligini artwrmaktadir (42). EP sperma kryopreservasyonu amaci ile %0.5-1.5 arasinda
sulandiricilara eklenmektedir. Rat spermasi iizerine yapilan g¢alismalarda, santrifiij islemi
uygulanmis yumurta saris1 ile EP’nin + 4 °C’de kisa siireli saklamada bir etkisine
rastlanmazken, sperma inkiibasyonunda olumlu etkisinin oldugu saptanmistir (34). Kedilerde
dondurma isleminde akrozom biitiinliigiinii korudugu gézlenirken dondurma sonrasi 38°C’de
yapilan inkiibasyonlarda spermanin yasam omriinii kisalttig1 saptanmstir (43). Kopeklerde de
Tris soliisyonuna katilan %1°lik EP’nin sperm aktivitesi baglatarak + 5 °C’de yasam omriinii
kisalttig1 bildirilmistir (44). Assaf koyunlarinda ise dondurma sonrasi 37°C’de 6 saatlik
inkiibasyonda spermanin yasam omriinii 6nemli derecede artirdigi saptanmistir (1). Genel

olarak Equex Past’in dondurma isleminde 6nemli derecede katkisinin oldugu, ancak bazi
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tirlerde +5 ve 38°C’lerde olumsuz etkisinin oldugu gozlenmektedir. Koyunlarda ise hem
dondurma sirasinda hem de dondurma islemi sonrasi spermanin yasam Omriinii uzatarak,
dondurma islemine katki saglayacak bir kimyasal olarak goriilmektedir. Equex Past’in degisik
oranlarda ve kimyasallarla birlikte kullanilarak koruyucu etkisi sayesinde ko¢ spermasmin + 4

°C’de daha uzun siire saklanmasma katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Kog¢ seminal sivisi igerisinde sadece fruktoz bulunsa da spermatozoa, sulandirici
icerisine katilan glukoz ve mannozu enerji kaynagi olarak kullanabilir (14). Yapilan
calismalarda enerji kaynagi olarak 0-62.4 mM glukoz veya fruktozun yeterli oldugu
yoniindedir. Sulandiriciya eklenen yiiksek oranda glikoz, hiicre i¢i pH’y1 6.0 diisiirebilir.
Ayrica her iki sekerde diisiik molekiiler agirliga sahip olup, hiicre membranini gegebilirler ve
sulandiricinin osmotik basincini ¢ok etkilemezler (12). Ethylenediamine-tetra-acetic acid
(EDTA), metal iyonlar1 ile selat olusturarak onlarin spermatozoa iizerine zararl etkisi
azaltacak kapasitasyon ve akrozom reaksiyonun indiiklenmesini geciktirdigi icin yaygin
olarak ticari sulandiricilarda 1.25-3.7 g/L miktarinda kullanilmaktadir (12). BSA ise zamana
bagli sperm yaslanmasmi geciktirdigi (26) ve bu ylizden kisa siireli saklamalarda roli
onemlidir. Ozellikle in vitro ¢alismalarda sperm isleme amagl kullanilan TL-HEPES calisma

soliisyonuna 3 mg/ml miktarinda eklenmektedir (45).

2. 6. 3. Ko¢ Spermasinin Biyo-fiziksel Ozellikleri

Ko¢ spermasinin dondurulmast amaciyla yapilan c¢alismalar daha c¢ok boga
spermasinda kullanilan yontemlerin koyunlara aktarilmasi seklinde olmustur (14, 26). Koyun
yetistiriciligi ve sun’i tohumlama uygulamalarmin yaygin oldugu Avusturalya’da yapilan
calismalarda, dondurulmus sperma ile intrauterin olarak tohumlanan koyunlarda %48, trans-
servikal tohumlamada %32, servikal tohumlamada ise %9’luk gebelik orani elde edilmistir

(14, 13).

Koyunlardaki dondurulmus sperma ile tohumlama sonrasi fertilite oranlarinin
sigirlardakine kiyasla olduk¢a diisiik olmasi, erkege ve disiye ait cesitli faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Erkege ait faktorlerin basinda spermanm donma hasarina karsi direnci
gelir. Spermatozoa membraninin fosfolipid kompozisyonu, sivi gecirgenligi, lipit faz

transisyon 1sis1, Na-K-ATPaz aktivitesi, su ve iyon kanallarmin 6zellikleri tiirlere gore
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farklilik gosterdiginden spermatozoa’larin donmaya karsi direngleri’de tiirlere gore farklilik
gosterir  (33). Tiirlere ait spermatolojik farkliliklar, spermanin osmotik stres ve
kryopreservasyona karsi verdigi cevabi da etkilediginden sperma dondurma islemleri, tiir ve
wklara gore farklilik gosterebilmektedir. Ancak bu farkliliklara ragmen dondurma esnasinda
spermalarin benzer fiziksel ve kimyasal streslere maruz kalmasi, kryopreservasyon
islemininin tiir bazinda basarisin1 etkilemektedir (46, 47). Sulandiric1 ile temasa gegen
spermatozoa baslangigta biiziisiir, sonra permeable kryoprotektanlarin hiicre igerisine girmesi
ile eski haline doner. Dondurma islemi sirasinda ise suyun hiicre digina ¢ikmasi sonucu
yeniden biiziisiir (48). Tiim bu degisimler hiicre iizerinde farkli derecelerde stres olusturur.
Spermatozoanin dondurma-¢6zdiirme sonrasinda hayatta kalabilmesi, s6z konusu degisimlere
kars1 gosterecegi dirence baglidir (49). Dondurma islemi esnasinda meydana gelen osmotik
degisimler spermatozoalarda oliimciil hasarlara yol agabilir (50, 51). Boga, kog, kopek,
maymun, insan ve ratlarda yapilan c¢aligmalarda, sulandirict ve kryoprotektanlarin
spermatozoa iizerinde olusturdugu osmotik stres ve buna bagli olarak osmotik giliven

araliklarinin farklilik gosterdigi goriilmiistiir (51-56).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismada, Harran Universitesi Doner Sermaye Isletme Miidiirliigii Ziraat-Veteriner
Subesi Arastirma Uygulama Ciftliginde bulunan 2 adet ivesi kog¢ kullanildi. Sperma ciftlesme
doneminde, koglardan sun’i vajen yontemi ile alinip bir saat icerisinde kullanildi. Alian
sperma pooling yapilarak ve nativ motilitesi-membran biitiinliigii %70’in {izerinde bulunanlar
calismada kullanildi. Nativ spermada baslica spermatolojik 6zelliklerden miktar, motilite,

yogunluk, membran ve akrozom biitiinliigii ile pH degerlendirildi.

3.1. Anisoosmatik Stresin Etkisi

1.5 ml’lik santrifiij tiiplerine 10 pl nativ sperma konup iizerine, 150 pl degisik osmotik
basingtaki (75, 150, 225, 325, 425, 600, 900+ 5 mOsm/kg olan siikroz) soliisyon eklendi, 5 dk
bekletildikten sonra ortam izo-osmotik ortama gelmesi i¢in, onceden tespit edilen miktarda
The Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) ilave edildi. Islem sonrasi sperma
motilite, membran ve akrozom biitiinliigli yOniinden degerlendirildi. Calisma alt1 kez

tekrarlandi.

3.2. 0.5, 1.0 ve 1.5 M Kryoprotektanlarin Etkisi

0.5, 1.0 ve 1.5 M kryoprotektanlar izo-osmotik DPBS icerisinde hazirlandi. 1.5 ml’lik
santrifiij tliplerine 10 pl sperma konup tizerine 250 ul 0.5, 1 ve 1,5 M olarak hazirlanan
gliserol, DMSO, EG, PG iceren soliisyonlar eklendi. 5 dk bekletildikten sonra ortam izo-
osmotik ortama gelmesi i¢in, dnceden tespit edilen miktarda DPBS ilave edildi. Islem sonras1
sperma motilite, membran ve akrozom biitiinliigii yoniinden kontrol edildi. Calisma alt1 kez

tekrarlandi.

3. 3. Spermanin Degerlendirilmesi
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3. 3. 1. Motilite Muayenesi: Motilite muayenesi, 1sitma tablali faz-kontras mikroskopta

yapild1

3. 3. 2. Akrozom Muayenesi: Boyamada, Alexa Fluor-488-PNA (peanut agglutinin)
conjugate (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) boyasi ve OLYMPUS BX51 mikroskopu
kullanild1. 3 pl sperma lam {izerine smear edilip kurutulduktan sonra 100 pl absolute metanol
ile yikanip, kullanilincaya kadar -20°C’de karanlik yerde saklandi. Lamelin boyanacak
kisminin (kiigiilk madeni para biiyiikliigiinde) altin1 cam kalemi ile isaretlenip, isaretli kisma
200 pul (10 pg Alexa Fluor-488-PNA igeriyor) boya eklenip 1s1ik almayan bir kutuya
yerlestirildi. Kutu 1sitma tablosunun tizerine konup ve 30 dk inkiibe edildi. 30 dk sonunda
boyanin {ist kism1 PBS soliisyonunu ile nazik¢e yikanarak fazla boyanin akmasimi saglandi.
Yeniden 30 dk 1sitma tablasi iizerinde yeniden inkiibe edildi. Daha sonra sayim yapildi.
Spermatozoanin akrozom kismi homojen yesil renk verenler saglam, vermeyen veya defektli

verenler ise hasarli olarak kabul edildi. Her bir 6rnek i¢in 100 adet spermatozoon sayildi.

3. 3. 3. Membran Biitiinliigii Muayenesi: Boyama islemi icin OLYMPUS BX51 fluoresan
mikroskopu ve Propidium iodide (PI)/SYBR-14 viability kit (Invitrogen) kullanildi. 1-
5x10°/ml sperma icerecek sekilde 0,5 ml sperma ependorf tiiplerine kondu ve iizerine dnce
toplam 1nM igeren 5 ul SYBR-14 eklenip 10 dk beklendi daha sonra, 5 uM igeren 5 ul PI
eklenip 10 dk beklendikten sonra, lam iizerine 3 pl 6rnek konup tizeri lamel kapatilip 100
spermatozoa sayildi. PI ile boyanip ve kirmizi flourasan yayanlar 6lii. SYBR-14 ile boyanip

ve yesil flourasan yayanlar canli olarak kabul edildi.

3. 4. istatistiki Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS 13.5 istatistik programi kullanildi. Degisik
ozmotik ortam ve kryoprotektanlarin sperma {iizerine etkisi tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulanarak yapilmistir. Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugu ise Tukey testi
ile belirlenmistir. Spermatolojik testler arasi korelasyonun tespiti amaci ile Spearman
korelasyon testi kullanilmistir. Calismada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart

sapmalar1 tespit edilmistir. p<0.05 istatistiksel anlamli fark kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma iki ana bolimden olusmustur. Birinci kistm osmotik stresin sperm
parametrelerine etkisi iken, ikinci kistmda kryoprotektanlarm sperm parametrelerine etkisi
degerlendirilmistir. Osmotik stresin 325-225 mOsm arasinda, kontrol grubuna gore bir etkisi
olmazken (p>0.05), bu degerlerin altinda ve iistiinde olmasina bagli olarak osmotik basincin
onemli oranda motilite ve membran biitiinliigline zarar verdigi saptanmistir (p<0.05). En
disik motilite ve membran biitiinliigii 75 ve 900 mOsm’larda tespit edilmistir. Ancak
akrozom biitlinliigiine osmotik basincin kontrol grubuna gore istatistiki 6nemde bir etkisinin
olmadig1 gozlenmistir. Motilite ve membran biitiinliigli testlerinin pozitif yonde bir

korelasyon olusturdugu saptanmustir.

Tablo 9. Osmotik stresin sperm motilite, membran biitiinliigii ve akrozom tizerine etkisi

Guruplar Motilite Membran biitiinliigii Akrozom Hasar1
(%) (%) (%)

Kontrol 79.0+3.2° 82.3+1.9° 12.7+1.1%
75 mOsm 3.7+0.6" 10.1+1.7% 11.2+1.3
150 mOsm 21.743.1° 23.7+3.2° 14.0+1.5
225 mOsm 71.7+3.1¢ 66.5+3.8¢ 14.0£1.2%°
325 mOsm 75.0+£2.2¢ 71.3+£2.2% 17.0+1.6™
425 mOsm 56.7+3.3° 52.5+2.3° 16.5+1.9%
600 mOsm 24.242.7° 23.343.6 18.3+2.1°
900 mOsm 4.140.5° 9.7+0.8° 19.2+1.1°
Istatistiki onem * * *

Veriler, ortalama deger =SEM dir.
*dAyn1 siitiindaki farkli harfler, istatistiki farklilik gostermektedir (P<0.05)

* P<0.05 Grup ortalamalar1 arasindaki fark énemlidir.

Kryoprotektanlarin kimyasal yapisinin ve dozlarininin sperm iizerine degisik oranda
etkisi oldugu saptanmustir. 0.5 M’likk oranlarda kullanilan kryoprotektanlarin spermaya

istatistiki Oonemde bir zarar vermedigi saptanmistir. 1.0 M oranda kryoprotektan
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kullanildiginda ise, sadece gliserol 6nemli oranda motiliteyi etkilemistir. Spermaya 1.5 M
kryoprotektan eklendiginde ise Gliserol ve DMSO motiliteyi diisiirmiistiir. EG ve PG’nin 0.5-
1.5 M arasinda bir olumsuz etkisi tespit edilememistir. Ancak 6zellikle EG ve PG spermaya
katilinca spermanm hizinin 6nemli derecede arttirdigi da tespit edilmistir. Membran
biitlinliigii motilite ile pozitif korelasyon gdstererek benzer bigimde etkilendigi saptanmistir.
Akrozom biitlinliigliniin motilite ve membran biitiinliiglinden farkl olarak kryoprotektanlarin
orani bagli olmadan onemli derecede hasar gordiigii tespit edilmistir. Veriler, motilite ve
membran biitlinliigiiniin kryoprotektan dozu ve tiiriine bagh olarak etkilenirken, akrozom

biitlinligiiniin 0.5 M gliserol harig, tiim kryoprotektanlardan etkilendigi tespit edilmistir.

Tablo 10. Degisik kryoprotektan ve oranlarinin sperm motilite, membran biitiinliigii ve

akrozom tlizerine etkisi.

Gruplar Motilite Membran biitlinliigii Akrozom Hasar1
(%) (%) (%)
Kontrol 79.0+3.2¢ 79.3£3.0° 12.7+1.1°
0.5 GLY 78.3+3.1¢ 72.04£2.9¢ 13.0£1.7°
1.0 GLY 60.8+4.2% 61.2+4.8" 14.2+1.3%
1.5 GLY 19.1+3.7° 23.344 .4 18.2+0.9%
0.5 DMSO 71.7+1.7°4 68.8+3.4% 14.3+1.2%
1.0 DMSO 67.5+3.6"4 69.8+4.7° 16.8+0.9"
1.5 DMSO 56.7+3.6° 50.8+3.7° 20.3+0.9°
0.5 EG 78.3+3.1¢ 70.3+2.5° 14.7+1.2%
1.0 EG 75.0+2.2% 76.5+£3.2¢ 16.5+1.4%
1.5 EG 71.7+3.1%4 73.0+3.0° 20.5+1.6°
0.5 PG 71.7+4.0% 65.0+4.2% 17.0+1.4%
1.0 PG 75.8+2.7% 76.0+2.3¢ 16.0+£1.9"
1.5 PG 70.0+4.5%4 70.1£6.2¢ 19.1+1.8"

[statistiki Onem

%

%

%

Veriler, ortalama deger =SEM dir.

*dAyn1 siitiindaki farkli harfler, istatistiki farklilik gostermektedir (P<0.05)

* P<0.05 Grup ortalamalar1 arasindaki fark énemlidir.
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5. TARTISMA

Koyunlar ilk evcillestirilen hayvanlardan olup, et ve yapagisindan yararlanilan en
yaygin ¢iftlik hayvanidir. Ko¢ spermasinin basarili bicimde dondurulmasi sektoriin gelismesi
bakimmdan 6nemli katk:i saglayacaktir. Ancak giiniimiizde sigirlarda oldugu gibi basarili
sperm dondurma ve dondurulmus sperma ile sun’i tohumlama konusunda ciddi sorunlar
mevcuttur. Diisiik sicaklik, osmotik stres ve kryoprotektif kimyasallarin dondurma sirasinda
spermatozoa iizerine etkisinin ortaya konmasi ve kullanilmasi, dondurma protokollerinin

gelistirilmesi bakimindan temel bir prensiptir (14, 26, 57).

Sunulan arastirmada, osmotik giiven araliginin 325-225 mOsm arasinda oldugu tespit
edilmistir. Soliisyonlarin bu degerlerin altinda ve tistiinde olmasina bagli olarak osmotik
basincin 6nemli oranda motilite ve membran biitlinliigiine zarar verdigi saptanmistir (p<0.05).
En diisiik motilite ve membrane biitiinliigi 75 ve 900 mOsm’larda tespit edilmistir. Ancak
akrozom biitlinliigiine osmotik basincin kontrol grubuna gore istatistiki 6nemde bir etkisinin
olmadig1 gozlenmistir. Farkli bir koyun ki kullanilarak yapilan ¢alismada 225 mOsm’lik
hipotonik soliisyonlarda motilite kayb1 gézlenmeye basladig1 bildirilmistir (53). Sigirlarda da
bu kayiplarin 270 mOsm’den asagida gerceklestigi saptanmistir (58).

Sunulan arastirmada hipertonik ortamin motilite ilizerindeki olumsuz etkisi 425
mOsm’de baglarken, sigirlarda 360 mOsm’de (58) kopeklerde ise 500 mOsm’da basladigi
bildirilmistir. Varisli (53) kog¢ epididimal ve ejekiilat spermas1 kullanarak yaptig1 caligmada;
ozmotik stresin ejekiilat ve epididimal sperma iizerine benzer etkisinin oldugu, 900 ve/veya
1200 mOsm sonras1 motilitenin tamamen bittigi, 600 mOsm’da ise motilitenin 6nemli oranda

azaldigin bildirmistir.

Bu c¢alismada ozmotik stresin spermatozoa akrozom biitiinligli {izerine, kontrol
grubuna gore, istatistiki onemde bir etkisi tespit edilememistir. Sadece 75 mOsm’liikk ozmotik
ortam ile 600 ve 900 mOsm arasinda bir fark gozlemlenmistir (p<0.05). Varisli (53) ise
benzer bigimde ejekiilat spermada degisik ozmotik ortamlarin akzorom membrani {izerine

etkisini tespit edemezken, epididimal spermada 75 mOsm’liik ozmotik ortamin istatistiki
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onemde bir etkisinin oldugunu bildirmistir. Ayrica bu farkliligin membran fosfo-lipid

yapisindaki degisikliklerden kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Kryoprotektanlarmm sperma {izerine degisik oranda etkisinin oldugu sunulan
arastirmada saptanmistir. Genel olarak kryoprotektanlarin motilite {izerine istatistiki 6nemde
bir etkisi saptanmamustir. Sadece Gliserol de 1 M ve iizeri, DMSO’da ise 1.5 M’liik oranlarda
kullanildiginda motilite iizerine istatistiki onemde zararl etkisi tespit edilmistir. EG ve PG
0.5-1.5 M arasinda bir olumsuz etkisi tespit edilememistir. Ancak ozellikle EG ve PG
spermaya katilinca spermanin hizini arttirdigi da tespit edilmistir. Spermatozoa hizinin
artmasi, enerji kaynaklarimm hizla azalmasi ve atik {riinlerin ortaya ¢ikmasma bagli olarak
oksitatif stres faktorlerinin artmasini saglayacagindan istenmeyen bir durumdur. Sunulan
arastirma ile benzer bicimde sonu¢ bildiren Varisli (53), caligmasinda kog¢ spermasi
dondurulmasinda kullanilan 1M Gliserol, DMSO ve Etilen Glikol (EG)’in hiicre i¢ine girip
cikarken verdigi hasar 6nemli bir motilite kayb1 olusmadigimi bildirmistir. Sigirlarda yapilan
diger bir ¢alismada; 1M Gliserol, DMSO ve Etilen Glikol (EG)’in sirasiyla %31, %90 ve %6
oraninda motilite kayiplarma yol agtig1 belirtilmistir (52). Kryoprotektanlardan EG, aygir
spermast i¢in en fazla toksik etkiye sahip iken (59), sigirlarda ve kopekte DMSO daha toksik
etki gostermektedir (58, 49). Diger taraftan kryoprotektanlarin olusturdugu toksik etkinin
derecesi de hayvan tiirlerine gore farklilik gostermektedir. Ornegin, kryoprotektanlarm kopek
(49) ve maymun (55) spermalarinda olusturdugu toksik etki daha cok motilite kaybi
seklindeyken, rat spermalarinda akrozom biitiinliigli kaybi1 seklinde karsimiza ¢ikmaktadir
(33). Yukaridaki calismalar g6z oOniinde tutuldugunda, dondurma isleminde kullanilacak
sulandirici, katki maddesi ve kryoprotektanlarin tiire 6zgli olarak degerlendirilerek kombine

edilmesi gerektigi goriilmektedir.

Bu calismada, membran biitiinliigii motilite ile pozitif korelasyon gostererek benzer
sonuglar alinmistir. Akrozom biitiinliigiiniin motilite ve membran biitiinliiglinden farkli olarak
kryoprotektanlarin oran1 bagh olmadan 6nemli derecede hasar gordiigii tespit edilmistir.
Veriler, motilite ve membran biitiinligliniin kryoprotektan dozu ve tiirline bagli olarak
etkilenirken, akrozom biitiinliigliniin 0.5 M gliserol harig, tiim kryoprotektanlardan etkilendigi
tespit edilmistir. Varisli (53) kog¢ spermast {izerine yaptig1 benzer calismada,
kryoprotektanlarin hem epididimal ve hem de ejekiilat spermasi akrozom biitiinliigli tizerine

kryoprotektanlarin bir etkisinin olmadigni bildirmistir. Iki calisma arasindaki farklilik
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kullanilan koglarin bireysel, irksal farkliliklarimndan kaynaklanmis olabilir. Ancak her iki
calismada da saglam akrozom oraninin %75-95 bandinda olmasi, olusan farkliligin kullanilan
akrozom biitlinligii tespit smiflandirmasindan degildi, diger sebeplerden kaynaklanabilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Elde edilen sonuglar degisik irka ait koglarin fizyo-kimyasal ortamlara kars1 benzer
cevaplar versede dnemli farkliliklarinda olustugu tespit edilmistir. Ivesi ko¢ spermasi igin
225-325 mOsm aras1 ozmotik ortamlarm giivenli oldugu daha yiiksek ve diisiik ozmotik
ortamlarin, ozmotik ortamin derecesine bagli olarak kademeli bir sperm hasarmin olustugu
tespit edilmistir. Genel olarak kryoprotektanlarin fizyo-kimyasal bir hasar olusturmasada
yiiksek dozda Gliserol ve DMSO nun Ivesi kog spermasi i¢in toksik oldugu tespit edilmistir.
Calismada motilite ile membran biitiinliigli arasinda pozitif korelasyon oldugu, ancak motilite
ile akrozom bitlinligiiniin degisik oranda fizyo-kimyasal ortamlardan hasar gordiigi

gozlemlenmistir.

Sonug¢ olarak, sperm dondurulmasi amaci ile hazirlanacak sulandiricilarin sunulan
arastirmada tespit edilmis fizyo-kimyasal sinirlar dikkate alinarak hazirlanirsa, dondurma
islemi olmadan olusan hasarlar azaltilabilir. Bdylece daha basarili sperm dondurma

protokolleri gelistirilebilir.

Ayrica ¢alisma sonucu, elde edilen veriler bilimsel yaym ve kongre sunum gibi ¢iktilar
saglanmas1 bakimindan yarar saglanacaktir. Kisaca bir erkek damizliktan genis Olglide

yararlanilmas1 ancak spermanin uygun biyo teknik yontemlerle kullanilmasi ile olasidir.
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