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Die Wirkung des mit Verschiedener Verhialtnissen in Verdiinner
Eingesetzten Glycerins auf die Motilitit und die Akrosommorphologie
des Schafbockspermien bei Verschiedenen Stadien von

Tiefgefrierungstechnik

Zusammenfassung: Der Merino-Schafbocksamen wurde mit versehiedenen
Verhiltnisse Glycerin enthaltene Citrate-Glycose-Eidotter Verdiinner verdiinnt und
in fliissigem Stickstoff eingefroren. Beim Prozess der Tiefgefrierung wurde die
Prozentsatze an die Motilitdt und Akrosomschidigung der Samenzellen festgestelit.
Es wurde bestimmt, dass die Motilitdt nach der Einfrierung fallt und die Akrosoms-
chiidigungen nach der Glycerolization ansteig. Zwischen der verschiedenen Gly-
cerinkonzentrationen im Verdiinner konnte kein Unterschied sowohl bei der
Motilitit als auch Akrosommorphologie gefunden werden. Nach Zugabe von % 5
Glycerine im Verdiinner zeigte bessere Ergebnisse an beiden Untersuchungsparameter

als anderen.

Ozet: Merinos koglarinin spermast degigik oranlarda gliserol iceren Sodyum
Sitrat-Glikoz-Yumurta sarist sulandwicisi ile sulandiribp st azotte donduruldu.
Dondurulan ejekiilatlarda dondurma igleminin degisik evrelerinde spermatozoon
motilitesi ve akrozom bozukluklar: oranlart saptandi. Spermatozoon motilitesinin
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ozellikle dondurma evresinden sonra 6nemli olgiide digtigii, akrozom bozuklukla-
rinda ise gliserolizasyon euvresinden sonra 6nemli artiglar olustugu gézlendi. Sulan-
diriciya katilan degisik gliserol oranlari arasinda gerek motilite gerek akrozom mor-
folojisi bakimindan 6nemli bir fark bulunmamakla birlikte, sulandiriciya % 5 ora-
ninda gliserol katmanin daha iyi sonu¢ verdigi saptand..

GiRiS

Kog spermasinin diisiik 1sida dondurulmas siirecinde ve dondurulan kog sper-
masiyla yapilan tohumlamalardan elde edilen dolveriminde kimi sorunlarin bulun-
dugu gerek Tiirkiye'de gerek disanda yapilan arastirmalarda ortaya konmustur ' +* -
6.7.11 Yapilan tiim calismalardan elde edilen ortak sonuclarn bashcalan, sper-
matozoon motilitesinde diisiikliik, spermatozoonlarin akrozomlarinda ve hiicre
membranlarinda cesitli derecelerdeki bozukluklar, dolverimi diisiikliigii olarak
Ozetlenebilir. Ornegin yaptigimiz bir galismada donmus ko¢ spermatozoonlarnnin
akrozomunda sisme, madde yitimi ve dis membranlarinda bozulma olustugunu
elektron mikroskopik diizeyde bildirmistik '. Bunu izleyen cahsmamizda ise, ani-
lan bu bozukluklann, dondurma isleminin gliserolizasyon evresinde yani spermanin
gliserol iceren sulandirici boliimii ile sulandiriimasindan sonra cogaldig i saptadik ©.
Tasseron ve arkadaslan ! !, donmus ko¢ spermatozoonlarindaki akrozom bozukluk-
lan iizerinde 151k ve elektron mikroskopik diizeyde yaptiklan bir calismada bu bo-
zukluklarin 6zellikle spermanin giliserol igeren sulandirici béliimii ile sulandirilma-
sindan sonra artigmni; Haeley 7, kog spermasini % 15-20 gliserol iceren Sodyum Sit-
rat-yumurta sarisi sulandirieis: ile sulandirip dondurdugunda, ozellikle gliserollii
sulandiric: kattiktan sonra spermatozoonlarnin akrozom kompleksi ve membranla-
rinda ince yap: diizeyinde bozukluklann olustugunu bildirmektedirler.

Bu literatiir verileri, ko¢ spermasinin dondurulmas: konusunda ortaya ¢ikan
sorunlarin genellikle dondurmanin gliserolizasyon evresinden kaynaklandif izleni-
mini vermektedir. Biz de bu ¢alismamizda, cesitli oranlarda gliserol igeren sulan-
dirictyla sulandiriip dondurulan kog spermatozoonlarinin motilitelerinde ve akro-
zomlarinda, dondurma isleminin degisik evrelerine bagimh olarak olusan diigiikliik
ya da bozukluklan oransal olarak saptamay1 amagladik. Boga ve kog¢ spermalarnin
diisiik 1sida dondurulmasinda genellikle sulandiriciya % 7 oraninda gliserol katilmak-
tadr *-® 2. Ancak Salamon '°, % 5'lik gliserol oraninin ko¢ spermatozoonlannin
dondurulmasinda en iyi sonucu verdigini; Bauer 2, % 1.5, % 3.0 ve % 6.0 oranlann-
da gliserol iceren sulandiricilarla sulandirip dondurdugu kog spermasinda, ¢oziilme-
den sonraki motilite oranlannmn sirasiyla % 31.9, % 34.2 ve % 34.7 oldugunu; Besu-
lin ?, 10 kogun spermasim % 2.4,% 2.5,% 4.5,% 5.0, % 6.5 ve % 7.0 gliserol iceren
sitrat-glikoz-yumurta sansi sulandmwicisiyla sulandirldig inda, bu spermalardaki moti-
lite indeksinin sirasiyla0.44; 0.60; 1.03; 1.35; 0.63 ve 0.45 oldugunu bildirmektedir-
ler.

Gliserolin kog¢ spermasmin dondurulmasindaki etkisini arastiran Polge °,
spermanin gliserol iceren sulandmeilarla sulandinhp dondurulmasindan sonra ge-
nellikle yeterli motilite, fakat diigik dolverimi saglandigim vurgulamakta ve kocta
ve oOteki kimi tiirlerde, ornegin erkek domuzda, dondurulmus spermatozoonlarin
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fertilizasyonda zona pellucidayr yeterince delemedigini, bunun da akrozom ve
membran bozukluklanyla, fertilizasyon igin gerekli enzimlerin bulunmayigindan
kaynaklandigm ileri sirmektedir. Aragtirici ddlverimi ile spermatozoon motilitesi
arasinda bir iliskinin bulunmadig goriisiindedir.

MATERYAL VE METOD

Bu calisma Lalahan Veteriner Zootekni Arastirma Enstitiisinde iki merinos
kogundan alinan toplam 10 ejekiilat iizerinde yapildi.

Sperma koglardan suni vajenle alindi. Alinan ejekiilatlar gerekli makroskopik
ve mikroskopik muayeneleri yapildiktan sonra ii¢ esit bolime aynldi. Ejekiilatin
ilk boliimii birinci sulandinc boélimiinde % 3, ikinci sulandirici béliimiinde % 4,
ikinei boliimii ikinei sulandiricl béliimiinde % 5, iigiincii b&liimii ise ikinei sulandirici
boliimiinde % 7 gliserol iceren sodyum sitrat-glikoz-yumurta saris1 sulandiricisiyla
sulandirildi. Sulandirma islemi iki asamada yapildi. Birinci asamada sperma, sulan-
dincinin gliserolsiiz boliimiiyle 1: 5 oraninda sulandinlarak buzdolabina konuldu ve
1sis1 45 dakika icinde 5°C'ye diisiiriildii. Isisi 5°C'ye diisiiriilen bu spermaya dondur-
ma kabini icerisinde daha tnceden 1s1s1 5°C'ye diisiiriilmiis gliserollii sulandiric1 bo-
limii 30 dakikada azar azar ve esit zaman araliklarinda katild: (Gliserolizasyon).
Gliserolizasyonu tamamlanan sperma payetlere cekilerek 5°C'deki su banyosunda 2
saat birakild: (Ekilibrasyon). Ekilibrasyondan sonra sperma siv1 azot buhaninda don-
durularak, —196°C'deki siv1 azot icinde saklandi. Ornek alma esnasinda sivi azottan
alinan payetler 34°C'lik ik su banyosunda 15 saniye birakilarak spermamn ¢oziil-
mesi saglandi.

Ug¢ ayn gliserol oram igeren sulandiric: ile sulandinlip dondurulan sperma
béliimlerinden, dondurma igleminin her agamasinda 6rnekler alinarak motilite kont-
rolleri yapild: ve Giemsa ile boyanarak akrozom bozukluk oranlari saptandi. Alinan
10 ejekiilatin ilk beginde sadece motilite oranlarn, son besinde ise hem motilite oran-
lar1, hem de akrozom bozukluklan oranlan saptandi.

BULGULAR

Aragtirmada kullanilan kog¢larmn ejekiilatlannda dondumma igleminin degisik
evrelerinde saptanan spermatozoon motilitesi ve akrozom bozukluklan oranlan
Tablo 1'de topluca verilmigtir.

Tablodan da izlenebilecegi gibi degerlendirilen toplam 10 ejekiilatta saptanan
ortalama spermatozoon motilitesi oranlanm1 % 7 gllserol iceren sulandinc ile
sulandimlip dondurulan ejekiilatlarda ilk sulandirma, 5°C 1sida, gliserolizasyondan
sonra ekilibrasyondan sonra ve dondurulup c¢ozdikkten sonra sirasiyla % 82.5,
% 74.5, % 70.0, % 66.0 ve % 32.0; sulandimemnn birinci béliimiinde % 3, ikinci bolu-
miinde % 4 gliserol bulunacak bi¢imde sulandirlip dondurulan ejekiilatlarda sperma-
tozoon motilitesi oranlar1 dondurma igleminin degisik evrelerinde sirastyla % 82.0,
% 725, % 66.0, % 61.0 ve % 305; % 5 gliserol iceren sulandinciyla sulandirilip
dondurulan ejekiilatlarda ise spermatozoon motilitesi oranlarini sirastyla % 82.5,

% 76.0,% 68.0, % 65.0 ve % 33.5 olarak saptadik.
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Tablo: 1
Degigik Gliserol Oranlari iceren Sulandiricilarla Sulandirdip Dondurulan Kog Spermasinda Motilite ve
Akrozom Bozukluklar Oranlart

Ejekidat |Gliserol | ik Sulandirma +5°Cde Gliserilizasyondan | Ekilibrasyondan D“on.t.iu:ulup Co-
No. Orami % Sonra Sonra zildiikten Sonra
Mot. % | Akrz.% | Mot.% | Akrz.% | Mot.% | Akrz.% |Mot.% | Akrz.% | Mot.% |Akrz. %
1 7 85 85 80 70 20
3t+4 B5 - 85 == 70 e 70 = 20 —
5 80 80 70 70 30
2 7 75 65 65 60 25
3+4 75 = b0 - 50 = 40 = 20 —
b} 16 60 60 50 35
3 7 75 70 70 65 26
3+4 70 o 60 = 56 = 45 — 20 =t
b 80 80 70 65 35
4 T 80 70 70 65 25
3+4 80 — 70 - 70 - 55 — 45 =
5 80 15 70 60 50
5 7 Bb 75 65 60 35
3+4 | B5 75 = 60 == 60 — 25 -
5 85 75 65 65 30
6 7 85 3.8 70 15.0 60 18.5 60 24.0 40 27.0
3t4 85 6.8 70 14.2 60 18.0 656 22.0 40 21.0
5 86 3.9 70 3.9 60 13.6 60 13.0 30 21.0
7 7 85 3.3 80 7.0 75 8.4 70 19.0 20 25.0
3+4 B85 2.7 80 6.3 75 9.9 70 10.2 35 18.0
5 86 1.5 80 5.6 70 11.0 65 11.5 20 13.0
8 T 85 4.8 80 15.0 75 10.0 70 10.0 35 29.0
3t+4 85 6.0 80 15.0 70 15.0 65 23.0 20 26.0
5 B5 4.0 80 11.0 70 23.0 70 18.0 36 29.0
9 1 85 3.0 75 4.2 70 12.0 70 20.0 45 31.0
3+4 85 5.0 5 6.0 75 12.0 65 17.0 40 20.0
5 85 4.0 80 7.0 75 12.0 75 15.0 30 18.0
10 q 85 4.0 75 6.0 70 19.0 70 17.0 40 18.0
3+4 85 3.0 80 10.0 16 32.0 76 24.0 40 25.0
5 85 3.0 80 9.0 75 12.0 70 18.0 30 21.0
11 T 82.5 3.8 74.5 9.4 70.0 13.6 66.0 18.0 32.0 26.0
3+4 82.0 4.7 72.6 10.3 66.0 17.2 61,0 19.2 30.5 24.0
b 82.6 3.1 6.0 7.3 68.56 14.8 66.0 15.56 33.6 22.8




Toplam 5 ejekiilatta saptadigimiz crtalama akrozom bozukluklarr oranlan da
% T gliserol iceren sulandirici ile sulandirlip dondurulan ejekiilatlarda dondurma is-
leminin ilk sulandirma, % 5°C 1sida, gliserolizasyondan sonra, ekilibrasyondan sonra
ve dondurulup ¢ozdilkkten sonraki evrelerinde sirasiyla % 3.8, % 9.4,% 13.6,% 18.0
ve % 26.0 olarak bulundu. Bu oranlar ilk sulandiric1 béliimiinde % 3, ikinci sulandi-
rici béliimiinde % 4 gliserol igeren sulandiriciyla sulandirip dondurulan ejekiilatlarda
sirasiyla % 4,7, % 10.3, % 17.2, % 19.2 ve % 24.0; tiim sulandincida % 5 gliserol
bulunacak bi¢cimde sulandirlhip dondurulan ejekiilatlarda ise sirasiyla % 3.1, % 7.3,
% 14.3,% 15.5 ve % 22.8 olarak saptandi.

TARTISMA VE SONUC

Inceledigimiz ejekillatlarda ortalama spermatozoon motilitesi oranlanni, don-
durma isleminin ilk sulandirma, 5°C'lik 1sida, gliserolizasyondan sonra, ekilibras-
yondan sonra ve dondurup ¢ozdiikten sonraki evrelerinde % 7 gliserol iceren grup-
ta sirasiyla % 82.5, % 74.5, % 70.0, % 66.0 ve % 32.0; % 3+4 gliserol iceren grupta
sirasiyla % 82.0, % 72.5, % 66.0, % 61.0 ve % 30.5; % 5 gliserol iceren grupta da si-
rasiyla % 82.5, % 76.0,% 68.5, % 65.0 ve % 33.5 olarak saptadik.

Dondurulan ejekiilatlarda, dondurma isleminin degisik evrelerinde saptanan
spermatozoon motilitesi oranlannin incelenmesinden anlasilacag: iizere her ii¢ glise-
rol oram grubunda da motilite oranlan dondurma isleminin ekilibrasyondan sonraki
evresine kadar oldukga yavas bir azalma gostermekte, fakat dondurulup ¢ozildiik-
ten sonra ani bir diigiis gostererek hemen hemen ekilibrasyondan sonra saptanan
motilite oranlarinin yansina kadar diigmektedir. Bu sonug, difer aragtirmacilarin
sonuclarina benzerlik gostermektedir ?+*+°+¢. Bu bulgulara gore kog spermasmin
dondurulmasi sirasinda spermatozoon motilitesi en cok dondurulup ¢ézme evresin-
de etkilenmekte ve onemli dlciide bir motilite diisiikligli gozlenmektedir. Yine sper-
matozoon motilitesine iliskin bulgulardan anlasildifina gore her ii¢ gliserol orani
grubunda dondurma isleminin hemen her evresinde saptanan motilite oranlan bir-
birine benzer bulunmakla birlikte, % 5 gliserol igeren grupta, diferlerine nazaran
diiiikte olsa bir artig gorilmektedir. Salamon'un '°, % 5'lik gliserol oranmm kog
spermatozoonlannin dondurulmasinda en iyi sonug vermesi ve Besulin'in ?, degisik
gliserol oranlan iceren sulandirici ile sulandirip dondurdugu ko¢ spermasinda en iyi
motilite sonucunu % 5'lik gliserol igeren grupta elde etmesi de bizim bulgumuzu
desteklemektedir.

Toplam 5 ejekiilatta dondurma igleminin degisik evrelerinde saptadigimiz ak-
rozom bozukluklan oranlann, tiim sulandiricida % 7 gliserol bulunacak bigimde su-
landirhip dondurulan ejekiilatlarda sirasiyla % 3.8, % 9.4, % 13.6, % 18.0 ve % 32;
birinci sulandiriel béliimiinde % 3, ikinci sulandine: bélimiinde % 4 gliserol bulunan
sulandine ile sulandirihp dondurulan ejekiilatlarda sirasiyla % 4.7, % 10.3,% 17.2,
% 19.2 ve % 24.0; tim sulandincida % 5 gliserol bulunan sulandneiyla sulandmilip
dondurulan ejekiilatlarda da sirasiyla % 3.1,% 17.3,% 14.3, % 15.5 ve % 22.8 olarak
saptadik.

Bu verilerden de gorillecegi gibi, her ii¢ gliserol grubunda da, dondurma igle-
minin degisik evrelerinde saptanan akrozom bozukluklan oranlan biribirine olduk-
ca yakin bulunmakla birlikte % 5 gliserol iceren grupta bu oranlar, 6teki gruptaki-
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lere gore biraz daha diisikk olmaktadir. Yine her ii¢ gliserol grubunda da, dondurma
isleminin ilk sulandirma ve +5°C'deki evrelerinde normal diizeylerde bulunan ak-
rozom bozukluklan oranlar, gliserolizasyondan sonra 6nemli derecede bir artis gos-
termekte, daha sonraki evrede ise bu artiglar normal diizeye inmektedir.

Arastirmada elde edilen spermatozoon motilitesi ve akrozom bozukluklari
degerleri birlikte incelendiginde her iki deger arasinda belirli bir iligkinin bulunma-
dig1 anlagilmaktadir. Akrozom bozukluklanndaki onemli artisin dondurmamn
gliserolizasyon evresinden sonra gorilmesine karsin spermatozoon motilitesindeki
diisiikliik 6nemli dl¢iide dondurup ¢dzme evresinden sonra sekillenmektedir. Nite-
kim bu gbriisiimiizii Polge'nin ?, gorisleri de desteklemektedir. Polge spermanin
gliserol igeren sulandicilarla sulandinhp dondurulmasindan sonra yeterli motilite
fakat diigilk dolverimi elde edildigini elde edilen bu diigiik dolverimininde biiyik
dlciide akrozom bozukluklarina bagh olarak sekillendigini ileri sirmektedir.

LITERATUR

1. ASTI, N.R., H. GOKCEN (1976): Siv1 azot buharinda dondurmann kog sper-
matozoonlarinin ince yapis: iizerine etkisi, Vet. Fak. Derg., 26 (3-4), 30-39.

2. BAUER HANS - JOACHIM und O. LIEBENBERG (1976): Untersuchungen
Zum Einflu8 der Verdiinnung, Aquilibrierung und Auftauens von Schafbock-
sperma bei dessen Tiefgefrierkonservierung nach dem Pelletverfahren, Arch.
Tierzucht, Berlin, 4, 283-293.

3. BESULIN, V.I. (1973): Deep freezing of semen from Askanian rams. Anim.
Breed. Abstr., 42, 3.

4. FIRST,NL. H.A. HENNEMAN, W.T. MAGEE and J.A. WILLIAMS (1961):
The frozen storage of ram spermatozoa. J. Anim. Sci. 20, 74.

5. GOKCEN, H., (1977): Ko¢ spermasmin kimi &zellikleri, dondurulmasi ve
dondurulan spermamn dolverimi iizerinde arastirmalar. Doktora tezi. Lalahan
Zoot. Arast. Enst. Yaymnlan No: 48.

6. GOKCEN, H., NR. ASTI(1980): Siv1 azot buharinda dondurma y6nteminin
cesitli evrelerinde ko¢ spermatozoitlerindeki akrozom bozukluklarinin sap-
tanmasi. Vet. Fak. Derg., 27 (34),501-514.

7. HEALEY, P. (1969): Effects of freezing on the ultrastructure of the sperma-
tozoa of some domestic animals. J. Reprod. Fert. 18, 21.

8. LOPYRIN, A.L and N.V. LOGINOVA (1958): The method of freezing ram
semen. Ovcevodstvo, Moskva, 4, 31 (As quated) in Anim. Breed. Abstr. 27,
72,1959.

9. POLGE, C. (1968): Observations on the freezing of ram semen. VI® Congr.
int. Reprod. Anim. Insem. artif, Paris, 1968.

10. SALAMON, S. (1968): Freezing of ram semen. Recovery of spermatozoa
after pelleting and comparison with other methods of freezing. Austr. J. biol.
Sci. 21-351.

11. TASSERON, F., D. AMIR and H. SCHINDLER (1977): Acrosome damage of
ram spermatozoa during dilution, cooling and freezing. J. Reprod. Fert. 51, 461.

12. WHITE, 1.G., AW. BLACKSHAW and C.W. EMMENS (1954): Metabolic and

motility studies relating to the low temperature storage of ram and bull
spermatozoa. Aust. Vet. J. 30, 85.

— 64 —



