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OZET

Bu ¢alisma, farkli sulandiricilarin kullanilarak hindi spermasinin uzun sureli
muhafaza yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla yapilmistir. Calisma boyunca 5 adet
hindiden masaj yontemiyle haftada ikiser kez ve toplamda 44 kez sperm alinmustir.
Elde edilen nativ spermalarin ortalama ejekiilat miktari, sperm yogunlugu, motilite
ve vitalite degerleri sirasiyla 0,22+0,01 ml, 3,5£0,17 x10° sp/ml, % 77,0+1,44 ve %
86,2+0,95 olarak belirlendi. Calismada, % 5 DMSO kriyoprotektani iceren Glikoz,
Tris-Glikoz, Laktatli Ringer ve Laktatli Ringer-Glikoz sulandiricilari kullanilmistir.
Hindilerden alinan spermalar birlestirilip 4 esit pargaya boliinerek 1:3 oraninda
sulandirildiktan sonra +4°C’ de 90dk boyunca ekilibrasyona tabi tutulmustur.
Ekilibrasyon sonrast 5dk siireyle -80°C’ ye kadar sivi azot buharinda dondurulmus
ve -196°C’ lik s1v1 azot igerisinde depolanmistir. Dondurma-¢6zme sonrasi motilite
degerleri sirasiyla % 43,3+£1,62, % 12,2+0,66, % 12,6+0,92 ve % 24,6£1,53 olarak
bulunmustur. Dondurma-¢6zme sonrasi vitalite degerleri ise sirasiyla % 55,8+1,89,
% 23,8+1,58, % 21,5+1,10 ve % 36,5+1,59 olarak tespit edilmistir.

Calismada elde edilen bulgulara gére Glikoz sulandiricisinin hindi semeninin
uzun siireli muhafazasinda diger sulandiricilara gore daha etkili oldugu saptanmistir

(p<0.01).
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COMPARISON OF DIFFERENT DILUENT USED IN TURKEY (Meleagris
gallopavo) SEMEN FREEZING
Master’s Thesis
Mehmet KUZLU
Ahi Evran University
Institute of Science
August 2015
ABSTRACT

This study was conducted to improve the development of long-term
preservation methods of turkey semen using different extenders. Semen was
collected from five turkeys by manual massage method twice a week and a total of
44 times throughout the study. The means amount of the resultant nativ semen
ejakulate volume (ml), sperm concentration (x10° sp/ml), motility (%) and vitality
(%) were recorded as 0,22+0,01 ml, 3,5+0,17 x10° sp/ml, % 77,0+1,44 and %
86,2+0,95 respectively. In this study, used Glucose, Tris-Glucose, Lactated Ringer
and Lactated Ringer-Glucose extenders containing % 5 DMSO cryoprotectant. The
semen collected from turkeys combained and divided into four equal parts. The

semens equilibrated at 4°C for 90 min after diluted 1:3 with extenders. The semens

stored at -196 ° C on liquid nitrogen after frozen at -80°C for 5 min on liquid
nitrogen vapour. After post-thaw motility for Glucose, Tris-Glucose, Lactated Ringer
and Lactated Ringer-Glucose detected as % 43,3+1,62, % 12,2+0,66, % 12,6+0,92
and % 24,6+1,53 and for vitality detected as % 55,8+1,89, % 23,8£1,58, %
21,5+1,10 and % 36,5+1,59 respectively.

According to the findings obtained in this study, Glucose extenders was
found to be more effective in the long-term preservation of turkey semen than the
others (p<0.01).
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SIMGELER VE KISALTMALAR

pl: Mikrolitre
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1. GIRIS

Glnumuz diinyasinda bir taraftan hayvansal protein agigini kapatmak icin
caligmalar yapilirken diger taraftan da hizla artan niifusun beslenme ihtiyacim
karsilamak amaciyla yeni protein kaynaklar1 arastirilmaktadir. Birim alanda yogun
bir sekilde iiretilebilen, birim alanda hizla iireyebilen ve yemi ete en iyi doniistiirme
yetenegine sahip kiimes hayvanlarinin 6nemi giderek artmaktadir (Eleroglu, 1996;
Akgay ve ark., 1997; Tirkoglu ve ark. 2005; Eleroglu ve ark., 2012). Melezleme
calismalariyla, basta yiiksek verimli erkeklerden daha ¢ok yararlanma, bireysel verim
kontrolii ve tiretimin artirtlmasi gibi birgok etki arastirilmaktadir. Bu galismalarin
etkinligi ve basarisi i¢in suni tohumlama ve diger kimi biyoteknolojik yontemlerin
ayrintili olarak incelenmesi ve kanathi yetistiriciliginde uygulanmasi zorunlu
gorulmektedir (Sexton, 1981; llgaz, 1990; Akcay ve ark., 1997; Donoghue ve
Wishart, 2000; Rosato ve ark., 2012).

Suni tohumlamanin en 6nemli yararlarindan biri, siiriide mevsim boyunca
yiksek dollilik saglanmasidir. Suni tohumlamada karigik sperma kullanma olanagi
bulundugundan, kimi erkeklerin déllenme giiciinden yoksun olmasindan ileri gelen
sakinca giderilmis olur. Ayrica suni tohumlamada c¢iftlesme kafeslerine gereksinim
duyulmadigindan dolayr hindi yetistiricileri i¢in de girdi miktarini1 azaltmaktadir
(Kogak, 1982; Eleroglu, 1996). Ilk suni tohumlama c¢alismasini kestigi tavugun
ductus deferensine uyguladigi basing ile elde ettigi spermi kullanarak Ivanov 1912’
de gergeklestirmistir. Gliniimiiz arastirmalarina kadar sperm alma yontemleri suni
vajen ve elektroejekiilasyon olmugsa da simdilerde kullanilan en i1yi ve en yaygin
yontem masaj yontemidir (Keskin ve ark., 1995; Blesbois ve Brillard, 2007). Masaj
yontemi ile sperm sagimimi ilk defa Burrows ve Ouinn (1936), tavuklarda
yapmuslardir ve daha sonrada ayni yontemi uygulayarak hindilerden de sperm almay1
basarmislardir. Yapilan ¢alismalara gore masaj yontemi ile alinan semen miktari
dogal asim sirasinda birakilandan daha fazladir (Burrows ve Ouinn, 1937; Smirnov

ve Aleksev, 1990; Akcay ve ark., 1997).

Sulandiricilarin fertilite yetenegini kaybetmemesi i¢in 5-15°C” de 6-48 saat
igerisinde kullanilmasi 6nemlidir. Kullanilan sulandiricilar, hem yogunlugu fazla

olan semenin sulandirilarak daha kullanilir hale getirmek hem de spermatozoonlar



icin enerji saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Sulandirilan semenler fizyolojik
sulandiricilarla sulandirilarak kisa siire igin kullanilabilir (Lake ve ark., 1984; Akcay
ve ark., 1997). Sulandirici olarak; SF, ringer, yagsiz siit tozu, buffer soliisyonlar1 ve
birgok arastirmaci tarafindan formiile edilen veya modifiye edilen soliisyonlar
kullanilabilir. Teknolojinin daha gelismemis olmasi1 ve arastirmalarin daha yetersiz
olmasindan dogan eksik bilgiden dolayr ilk denemelerde dogal sulandiricilar
(seminal plazma) kullanilmistir (Ashizawa ve Okauchi, 1984; Blesbois ve Caffin,
1992). Farkli sulandiricilara %20 ve %40 seminal plazma ilave edilerek yapilan bir
aragtirmada, seminal plazma miktarinin yiiksek oldugu sulandiricilarda motilite ve
oksijen tiketiminin daha fazla oldugu saptanmistir (Ashizawa ve Okauchi, 1984).
Sexton (1984) tarafindan yapilan bir arastirmada ise, sulandirilmis sperma igin en
uygun sicakligin 5-15°C arasi oldugunu (6 saat), sulandirilmamis spermalar i¢in ise
15°C oldugunu belirtmistir. Ayrica Sexton (1998) yaptigi baska bir arastirmasinda
sulandirilmis  spermanin vitalite degerleri, sulandirilmamis spermanin vitalite
degerlerinden daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Giesen ve Sexton (1983), kisa
stireli saklama yontemleri {lizerine yaptiklar1 bir ¢alismada 5°C’ de 24 saat siireyle
BPSE, IMV ve Minnesota sulandiricilarini kullanmis, en iyi sonucun BPSE

sulandiricisindan elde edildigini bildirmislerdir.

Semen Kkalitesinin saptanabilmesi icin ejekilat miktari, motilite, vitalite,
anormal bozukluklar, pH ve sperm yogunlugu gibi dl¢iimlerin yapilmasi gerekir
(Seigneurin ve Blesbois, 1995; Alkan ve ark., 2002). Genel sartlarda kanath
hayvanlarda suni tohumlama yonteminin rutin ve basarili bir sekilde uygulayabilmek
i¢in kanatli spermasinin en iyi sekilde ve en uzun sure koruyabilecek sulandiricilara
ve kriyoprotektanlara ihtiya¢c duyulmaktadir. Sulandirict ve kriyoprotektantlar igin
bir yandan diigiik maliyetli diger yandan daha uzun siire ve yiiksek fertilite
saglayabilecek duruma getirilmesi icin ¢alismalarin devam etmesi gerekmektedir.
(Sexton ve Giesen, 1982; Siudzinska ve Lukaszewicz, 2008; laffaldano ve ark.,
2009).

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama); hiicre ve dokularin ¢ok diisiik
sicakliktaki 1silara kadar sogutularak gelecekte kullanilmak amaciyla hiicrenin bitin
biyolojik aktivitelerini durdurmasidir. Dondurma islemlerindeki amag bir hiicrenin

veya dokunun minimum hasarla ve herhangi bir fonksiyon kaybi olmadan uzun siireli



saklanmasidir (Tarvis, 2013; Tunali, 2014). Shaffner ve ark. (1941), kuslar izerinde
yaptiklar1 bir c¢alismada higbir civeiv elde edilememesine ragmen dondurulmus
spermden suni tohumlama ile verim alinabilecegi fikrini ortaya atmistir (Blesbois,
2007; Blesbois ve Brillard, 2007). ilk olarak kanatli spermasinin dondurulmasi Polge
ve ark. (1949), tarafindan tesadiifi bir sekilde kesfedilmistir. Bu ¢alismada sperma
%20 gliserol igeren Ringer soliisyonu ile -79°C” deki kuru buz iistiinde dondurularak
yapilmustir ve eritildikten sonra motilitenin devami saglandigi gortlmistiir (Polge ve
ark., 1949; Lake, 1986; Alacam, 1994; Donoghue ve Wishart, 2000). Polge ve ark.
(1949), tarafindan yapilan bu c¢aligmadan sonra bir¢ok tiirde sperm dondurma
islemleri yapilmig ve daha cok evcil hayvan tiirii ele alinmistir. Bu gelismelere
ragmen yontemin maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle kanathi sektoriinde
kullanilmasina engel teskil etmis ve ¢alismalar yavaslamistir (Blesbois and Brillard,
2007; Blesbois, 2007; Graham, 2007).

Dondurma islemi surecinde, hiicrenin hasari minimum seviyede olmali,
hiicrenin biitiinliigli korunmali ve fonksiyonel o6zellikleri korunmalidir. Canlilig
korumanin en Onemli noktalar1 dondurma, c¢ozdiirme ve fizyolojik ortamin
saglanmasidir. Dondurma safhasi igin en ideal seviye -196°C’ lik siv1 nitrojendir. Bu
seviyeye ulasildiginda gecen siirenin canlilik iizerine herhangi bir etkisi yoktur

(Tarvis, 2013; Tunali, 2014).

Kanatl spermasi, i¢ buz kristallerinin olugmasina kars1 ¢ok diisiik bir dirence
sahiptir. Iyi bir donma egrisinin en hassas noktalarindan biri sicakliklar arasi
gecislerdir ve bu gecisler spermlerin yavas hizda dondurulmasiyla uygulanir, daha
hizli dondurma ise daha ¢ok baliklarda ve memelilerde uygulanir (Seigneurin ve
Blesbois, 1995; laffaldano ve ark., 2009). Uygun zaman, diizgiin sogutma,
dengeleme sicakligi, seyrelticinin kullanilabilirligi ve kriyoprotektan uygunlugu gibi
faktorler agisindan farklilik gosterebilir (Donoghue ve Wishart, 2000; Lukaszewicz,
2001a; Blesbois, 2007; Graham, 2007). Ayrica kanatli hayvan spermasi memeli
hayvan spermalarina gore morfolojik farkliliklar gOstermektedir. Kanath
spermasindaki bas kismi ile kuyruk kisminin yakin genislikte olamsiyla birlikte
(yaklasik 0,5 mikron) kuyruk boyu memeli sperma kuyruguna gore oldukc¢a uzundur
(bogalarda yaklasik 50 mikron, kanatlilarda yaklasik 100 mikron) (Donoghue ve
Wishart, 2000; Akcay ve ark., 2007). Kanatlilarda sperm zar1 kendi karakteristik



yapist nedeniyle diger canlilara oranla en diisiik toleransa sahiptir (Blesbois ve ark.,
2005) ve her kanatl tiiri icin de ayn stratejiler uygulanmalidir (Donoghue ve
Wishart, 2000; Long ve ark., 2014).

Basaril1 bir dondurma islemi kriyoprotektanlarin ve suyun membrandan hizli
difiizyonu ile gergeklesir. Kullanilan kriyoprotektanlarin toksik etkisini azaltmak
icin, hiicrenin kriyoprotektanlara maruz kalma siirelerinin azaltilmasi, etkiyi
azaltabilecek sulandiricilar ve ayrica permeabl 6zelligi olmayan kriyoprotektanlarin

kullanilmasi 6nerilmektedir (Massip, 2001; Tarvis, 2013).

Kriyoprotektanlar, hiicre dondurulmasi sonucu olusabilecek intraselliiler
kristal olusumu, soguk sokuna, dondurma-¢6zme sonrasi dekristalizasyonuna ve
membransal destabilizasyona kars1 koruyucu olarak kullanilir. Dondurulma 6ncesi
kriyoprotektanlar kullanilarak hiicre inkiibasyona tabi tutulur ve hiicrenin
intraselliiler olarak dengeye gelmesi saglanir. Kriyoprotektanlar diisiik molekiil
agirligina sahip olmasiyla oldukca 6nem arz etmektedir ve toksik etkisinin olmasina
ragmen belirli oranlara kadar kullanilabilirler (Palasz ve Mapletopt, 1996; Blesbois
ve Brillar, 2007; Bucak ve Tekin, 2007; Tarvis, 2013; Tunali, 2014). Dondurma-
¢Oozme uygulamalari sirasinda maddelerin yogunluk degisimlerinden dolayr hiicrede
stvi kayb1 meydana gelebilir. Meryman ve ark. (1977), her hicrenin bir maksimum
sivt kaybetme kapasitesine sahip oldugunu, bu kapasitenin asilmast durumunda
hicrenin 6lebilecegini “Minimum hiicre teorisi” ile agiklamigtir. Ayrica Ortaya ¢ikan
faz degisimleri enzim aktivitelerinde degisime yol agmasi sonucu dondurma-¢0zme
sonrasi canlilik oranini diisirmektedir. Bu duruma sogutma zarari (cryoinjury) olarak
adlandirilmaktadir (Mcgann, 1978; Watson, 1995; Palasz ve Mapletopt, 1996; Holt,
2000b; Watson, 2000; Bucak ve Tekin, 2007; Tarvis, 2013).

Bu calisma ile Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kiimes Hayvanlari
Unitesinde yetistirilen 5 adet Amerikan bronz hindiden alman semenin DMSO
kriyoprotektan1 kullanilarak 4 farkli sulandiricinin  dondurma-¢6zme sonrasi
yapilacak degerlendirme ile hindi semeninin uzun siireli muhafaza yontemlerinin
arastirilmast ve gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, hindilerden alinan
semenlere ait nativ sperma degerleri, sulandirma sonrasi sperma degerleri ve

dondurma-¢6zme sonrasi sperma degerleri arastirilmstir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. KONU ILE ILGILI YAPILAN CALISMALAR

Sexton ve Giesen (1982), yaptiklar1 bu ¢alismada kullanilan BPSE (Beltsville
Poultry Semen Extender) sulandiricisinin farkli pH (6,5 ve 7,5) ve mOsm (280 ve
355) kombinasyonlarinda spermanin kisa siireli saklanmasini incelemislerdir.
Sulandirilmig spermler 6 saat boyunca 15°C’ de 6 saat boyunca bekletilmis ve suni
tohumlama yapilarak fertilite oranlar1 karsilastirilmistir. Kullanilmak tizere BPSE’
den pH: 6, mOsm: 280 ve pH: 7,5, mOsm: 280 degerlerinde iki sulandiric1 kullanildi
ve pH degeri yliksek olan sulandiricinin daha verimli oldugu saptandi. Ozmolaritesi
350 olarak ayarlanan sulandirici igin ise pH farkliligi 6nemli bulunmamuistir. Fakat
saklanmig ve saklanmamis semenlerde motilite degerleri pH’ 1 7,5 olan sulandirici
pH’1 6,5 olan sulandiricidan daha verimli bulunmustur. Ayrica 6 saat boyunca 15°C’
de depolanan pH: 7,5 degerli sulandirici, depolanmadan kullanilan semenlere gore
daha az fertilizasyona sahip olmustur. Her iki durumda da fertilitesi degismeyen
pH:6,5 degerindeki sulandiricidir. Sonug¢ olarak, osmolarite ve pH farkliliklarinin
motilite ve fertilite Uzerinde etkili oldugu saptanmistir. Semenlerin saklanmasi igin

6,5 pH degerinin ideal oldugu belirtilmistir.

Keskin ve ark. (1995), yaptiklar1 bu c¢alismada Erbro irki horozlara ait
spermalarin  dondurma-¢cézme  sonrasi  spermatolojik  Ozelliklerine  farkl
sulandiricilarin etkisini arastirmislardir. Spermatolojik 6zellikleri 1) ejakiilat miktar
0,5+£0,6 ml 2) motilite %87,7£0,9 3) sperma yogunlugu 2,2x10°+0,1 sp/ml 4)
anormal spermatozoa %5,0+£0,6 ve 5) pH 7,4+0,1 seklinde tespit edilmistir. BPSV-I
sulandiricisina eklenmis % 5 Gliserol ve % 5 DMSO kriyoprotektanli denemede
motilite ve anormal sperm oranlar1 sirasiyla % 36,7£2,6 ve % 17,4+2,1 olarak
bulunmustur. Diger taraftan % 8 Gliserol ve % 4 DMSO kriyoprotektan: igeren
BPSV-II sulandiricist ig¢in %41,7£2,1 ve %21,7+2,8 olarak bulunmustur. Esit
oranlarda Gliserol ve DMSO eklenmis Ringer-l ve Ringer-II sulandiricilar igin
motilite ve anormal sperm degerleri sirasiyla %46,7£1,9, %18,2+1,1 ve %44,2+1,9,
%23,8+2,9 olarak bulunmustur. Motilite bitis siireleri ise termorezistens

uygulamasinda BPSV-1 ve Il i¢in 2-2,5 saatte gerceklesirken Ringer-1 ve Il icin 4.



saatte ger¢eklesmis olup kontrol amagli yer alan nativ sperma motilitesi 6. saatte son

bulmustur.

Seigneurin ve Blesbois (1995), yaptiklart caligmada kiimes hayvanlar
semeninin dondurma-¢6zme islemleri ig¢in gelistirilmis olup kriyoprotektan olarak
Gliserol kullanmiglardir. Dondurma oraninin etkileri, motlilite, vitalite, sperm
morfolojisi ve fertilite oranlar1 hesaplanmistir. Degerlendirmeler agilama sonrasi 2, 3
ve 4 giinlerde yapilmistir. Genel olarak tohumlama, 5-6 haftalarda ikiser kez ardisik
bir sekilde uygulanmistir. Deney 1: -1, -5, -10 ve -15°C/dk’ya alinarak 4 parametre
tizerinden degerlendirilmistir. En iyi sonuglar -5 ve -10°C/dk oranlarinda elde
edilmistir. Deney 2: spermlerin fertilite yetenegi i¢in -5, -7 ve -10°C/dk oranlarinda
dondurma islemi uygulanmigs ve en iyi fertilite -7°C/dk ile elde edilmistir.
Dondurulmus-¢oziilmiis spermlerin  dolleme yetene§i Onemli dlglide yeterli
bulunmustur (%76 doéllenmis oosit). Sonug olarak, gliserol kullanilarak yapilan ve
yaklasik +300 milyon spermin asilandig1 bu ¢alismada vitalite ve fertilite oranlarinin

oldukca yuksek oldugu saptanmustir.

Akcay ve ark. (1997), California 1rki genis gogiislii 32 haftalik yasta beyaz
hindilerden 5 adet kullanmislardir. Buna gore ortalama ejekiilat miktar1 0.24+0.02
ml, ortalama motilite % 75.22+1.90, ortalama sperm yogunlugu 5.36+0.42 x10%/ml,
ortalama anormal spermatozoa oran1 % 8.29+0.65 ve sperm ortalama pH degeri
7.87+0.04 olarak belirlenmistir. S-2, Ringer, Avian, FTS ve yagsiz siit sulandiricilar
ile sulandirilmig spermalar +4°C’ de bekletilmistir. Bekletilen sulandirilmis
spermalar 7 saat sonra c¢ikarilmig ve ortalama motilite degerleri sirasiyla %
29.015.26, % 41.0+£1.80, % 7.0+£2.71, % 32.54+5.01, % 2.0+1.11 olarak belirlenmistir.
Kontrol amagli bekletilen sulandirilmamis spermanin ortalama motilite degeri ise %
6.0£6.0 olarak bulunmustur. Sulandirildiktan sonra +4°C’ de 7 saat bekletilmis
spermlere ait pH degerleri ise 7.45+0.09, 6.37+0.05, 7.21+0.21, 6.46+0.08,
6.43+0.05 olarak bulunmustur. Sulandirilmadan bekletilen sperm icin pH degeri
7.47+0.08 olarak belirlenmistir.

Chalah ve Brillard (1998), kiimes hayvanlarina ait spermalarin in vitro
kosullarda uzun vadeli ve kisa vadeli depolama tekniklerini arastirmak amaciyla iki

farkli boyama teknigi kullanarak incelemistir (eosin-nigrosin ve SYBR-14/Pl).



Alinan semenler dondurma-¢6zme sonrasi ve taze semenin in vitro kosullarda (4°C)’
de 0 dk, 30 dk, 2 saat, 4 saat ve 24 saat (T0, T30, T2, T4 ve T24) olmak iizere farkli
bekletme siireleri uygulanarak yapilan ¢alismada elde edilen verilere gore; 0°C’ de
dondurulmamis ejekiilat, ilk asamalarda (30 dk) semen viabilite ve motalitesi
SYBR-14/PI boyasinin eosin-nigrosin (P<0,05) boyasindan daha etkili oldugu
gbzlemlenmistir. Cozdiirme sonrast her iki teknik karsilagtirilabilirdi fakat 4 saat
(T4) igin ¢dzdiirme sonrasi in vitro depolamada cansiz sperma sayist SYBR-14/PI
tekniginde oldukga yiiksek oldugu (P<0,05) gbézlemlenmistir. Sonu¢ olarak, her iki
teknigin karsilastirilabilir sonuglarint elde edebilmek i¢in dondurma-¢dzme sonrasi
in vitro bekleme siiresi 24 saat sonrasinda yapilabilmistir. Bu sonuglara gore, her iki
prosedur igin taze semen ve dondurma-¢ozme uygulanmig, SYBRI14/PI
prosedlrliniin eosin-nigrosin prosediiriine gore daha etkili (ya da daha hizli) oldugu

gozlemlenmistir.

Tselutin ve ark. (1999), yaptiklar1 bu calismada kiimes hayvanlar1 semeninin
dondurulmasinda kriyoprotektan olarak kullanilan Gliserol, DMA ve DMSO
koruyucularini  kullanmiglardir. Semenin dondurulmasi payetlerde veya pelet
seklinde olup Gliserol veya DMA kullanilmistir. En ytiksek fertilite oran1 dogrudan
stvi azot icine konulmus pelet seklindeki DMA kullanilan semende goriilmiistiir.
DMA kullanilan semenler -6°C” den (%92,7) veya 5°C’ den (%84,7) alinarak ilave
edilmistir. Gliserol kullanilan ve payet i¢cinde dondurulmus semende yiiksek fertilite
oranlar1 saptanmistir. 1dk ve 30dk ekilibrasyona alindiktan sonra dondurulmus ve
strasiyla %53,7 ile %63,9 oranlarinda fertilite saglanmis fakat pelet halinde DMA
iceren semene oranla daha diisiik degerler elde edilmistir. En diisiik fertilite orani ise
DMA igeren ve payet iginde dondurulan semende goriilmiistiir (%26,7). Fertilite
oranlarina gore pelet halinde dondurulan spermlerde daha ylksek oranlar elde
edilmis olup DMA, gliserola gore daha {istlin bir kriyoprotektan oldugu sonucuna
varilmistir. :Karsilagtirmaya gore payet igerisinde dondurulmus glisorel iceren
semenden yiiksek fertilite orani1 elde edilmesine ragmen pelet halinde dondurulmus
DMA igeren semen daha yiiksek fertilite oran1 vermistir. Sonug olarak, DMA igeren
pelet halinde dondurulmus semende fertilite oran1 daha yiiksek olmasina ragmen
sperm bankalar1 i¢in en giivenli yontem Gliserol igeren semenin payet iginde

dondurulmasidir.



Blanco ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢alismada yerli tavuk (Gallus domesticus),
yerli hindi (Meleagris gallopavo), kaya kartali (Aquila chrysaetos), tavsancil
(Hieraaetus fasciatus), sah kartal (Aquila adalberti) ve gokdogan (Falco peregrinus)
tiirlerini  kullanmislardir. Bu calismada kriyoprotektanlarin osmotik stres, farkli
konsantrasyonlarda dimetilasetamid (DMA), 1 saat ve 4 saat olmak iizere iki farkli
ekilibrasyon siiresi, 4°C ve 21°C olmak iizere iki farkli ekilibrasyon sicakligi ve
ayrica hizli ve yavas dondurma islemleri yapilarak standart ¢dzme protokolii
uygulanmistir. Bu boyamada, >800 mOsm’ da yabanil tiirlere (P<0.05) gore kiimes
hayvanlarinda daha fazla canlilik oldugu gozlemlenmistir. Farkli olarak yiiksek
ozmolarite (3000 mOsm) uygulanmis ve akabinde izotonik ortama alinip
incelendikten sonra sah kartal ve gokdoganda normal degerler elde edilirken tavuk,
hindi, kaya kartali ve tavsancil tiirlerinde vitalite degerlerinde azalma (P<0.05)
oldugu gozlenmistir. Semenler, seyreltilmis DMA (>2.06 M) kullanilarak 4°C’de 1
saat siireyle ekilibrasyona tabi tutulmus, kaya kartali ve gokdogan disinda diger
tirlerde diisiik vitalite (P<0.05) gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak; hizli ve yavas
dondurma, osmotik degisiklik, dengeleme siiresi ve ekilibrasyon sicakligi gibi
etkenlerin  farkli kus tiirlerinin degisik acilardan ele alinmasi gerektigi

vurgulanmistir.

Lukaszewicz (2001a), yaptigi c¢alismada dondurma islemi Oncesinde
filtrasyon ve seyreltici kullanilarak, semenin dis etkenlerden dolayr kirlenmesini
minimum seviyeye diisiirmek ve sperm motilitesi, morfolojisi ve fertilitesi tizerindeki
etkilerini aragtirmigtir. Alinan semenler ikiye boliinerek bir kismu filtre edildi. Her
iki kistm semen EK sulandiricist ile 1:1 veya 1:0,5 oranlarinda sulandirilmastir.
+4°C’ de 15 dk boyunca ekilibrasyona tabi tutulmustur. Son olarak %6 (v/v)
oraninda DMA kryoptektan1 eklenerek -140°C’ de dondurulmustur (60°C/dK).
Yapilan ¢alismada dondurma-¢6zme islemi sonrasi ortalama %35-42 arasinda canli
sperm ve 151k mikroskobu altinda hi¢ hasar gérmeyen sperm orani %10-15 oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore filtre edilmis semenin filtre edilmemis

semene gore daha verimli oldugu saptanmustir.

Lukaszewicz (2001b), yaptig1 bu ¢alismada 2 ve 3 yaslarinda Beyaz Italyan

kazlar kullanmis ve %6 DMF eklenmis EK sulandirici ile dondurma islemini



yapmistir. Bu c¢alismadaki ama¢ DFM kriyoprotektaninin - dondurma-¢tzme
islemlerinde farkli yaslardaki kaz spermine etkisi ve fertilite iizerine etkisini
arastirmaktir. Elde edilen sonuglara gore kriyoprotektanin farkli yas gruplarindaki
kaz spermalarina etkisi 6nemsiz bulunmus olup gruplar arasindaki herhangi bir fark
bulunmamistir. Ayrica DMF kriyoprotektaninin fertilite iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig1 saptanmustir. 2 ve 3 yasindaki kazlar i¢in dondurma-¢ézme sonrasi
vitalite degerleri sirasiyla % 67,61£7,87 ve % 68,61+12,34 olarak bildirmislerdir.
Ayrica kriyoprotektan kullanilarak dondurma-¢6zme sonrasi ve kriyoprotektan
kullanilmadan sulandirilip ayni sperm oranlarindan yapilan dollemelerde sirasiyla

%92,9 ve %87,2 oraninda fertilite elde edilmistir.

Lukaszewicz (2002), dondurma yonteminin verimliligi {izerine yaptig
calismada beyaz italyan kaz semeni kullanmis olup, taze ve dondurma-¢dzme sonrasi
semenlerin motilite, sperm morfolojisi ve fertilite oranlarim1 degerlendirmistir.
Aragtirmada 25 erkek kazdan dorso-abdominal yontemle alinan semenler
birlestirilmis ve ayni cinsten 10 disi kaz, 80ul’ lik dozlarla agilanmistir. Geriye kalan
semenler %6 DMF eklenmis EK sulandiricisi ile 1:0,5 oraninda sulandirilmig ve
15dk +4°C’ de ekilibrasyona tabi tutulmus olup dakikada 60°C olmak iizere -140°C’
ye distiriilerek dondurulmustur. Yapilan gozlemler sonucu taze spermada %50-60
pozitif yonde hareketlilik gorulirken bu oran dondurma-¢ézme sonrast semende %40
civarindadir. Taze semenin ortalama toplam canli sperma ve normal canli sperma
oranlart sirasiyla %92,2-%68,4 iken dondurma-¢6zme sonrasi oranlar %34,7-%14,1
olmustur. Taze semenin asilanmasi sonrast haftalik 12 milyon sperm asilanmis ve bu
spermler %88,24 dolleme yetenegine sahipti. Kulugkalik yumurta orani da %80,88
iken verimli yumurta orant %91,67 olmustur. Bu sonuglara gore dondurulmus
spermlerin taze sperm kadar etkili olmadig: fakat haftada ikize uygulanmasiyla dogal
asimlara benzer sonuglar alinabilecegi ve dogal asim i¢in yardimci bir uygulama

olabilecegi vurgulanmastir.

Lukaszewicz ve ark. (2003), farkli yaslardaki beyaz Italyan kazlar (Anser
anser L.) iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, farkli yaslardaki (1 yas [n=11], 2 yas [n=7],
3 yas [n=9]) kazlara ait spermlerin dondurma-¢6zme prosediiriine uygunlugu ve

duyarliligin1 aragtirmislardir. EK ile seyreltilmis semen, payetlere ¢ekilerek %6’lik



dimetil-formamid icerisinde -140°C’ de 60dk dondurulmus ve azot tankina
alimmustir. Cézdiirme isleminde 60°C’ lik su banyosu kullanilmigtir. Semen alimlari
sonucuna gore ejekiilat miktarlar1 yas ile ters orantili olup yas ilerledikce ejekiilat
miktar1 da diismektedir (1 yas: 0.21 ml, 2 yas: 0.18 ml, 3 yas: 0.14). Fakat sperm
yogunlugu ise yas ile dogru orantili olup yas ilerledik¢e sperm yogunlugunun arttigi
gdzlemlenmistir (1 yas: 327x10%ml, 2 yas: 431x10%ml, 3 yas: 547x10%ml). Vitalite
degerleri ise, 1 yastaki kazlarda diisiik oranlarda bulunmus fakat 2 ve 3 yasindaki
kazlarda 6nemli oranlarda oldugu saptanmistir (1 yas: %26.61, 2 yas: %41.54, 3 yas:
%35.9). Dondurma-¢6zme sonrast normal sperm degerleri ise sirasiyla soyledir: 1
yas: %37.7, 2 yas: %43.3, 3 yas: %40.9. Sonug olarak, yash bireylerde motilite,
vitalite ve normal sperm degerleri 1 yasindaki bireylere gore daha anlamli (P<0.01)

bulunmustur.

Han ve ark. (2005), 6rdek semeninin ticari amaclh kullanilmasi, yerli genetik
kaynaklarin korunmasi ve 1slah c¢alismalarinda kullanilmak amaciyla yaptiklar1 bu
calismada, semenin dondurulmasi i¢in uygulanan kriyoprotektanlar, ekilibrasyon
stiresi ve ¢ozdiirme sicakligi gibi etkenler goz Oniinde bulundurularak optimum
sulandiricilar belirlemeyi amacglamiglardir. Bu ¢alismada 7 farkli sulandirici, 8 farkli
cozdiirme sicakligi, 4 farkli ekilibrasyon siiresi denenmistir. 1. denemede, %14
potasyum sitrat, %1,4 sodyum glutamat, %0,9 disodyum hidrojen fosfat, %0.21
sodyum dihidrojen fosfat, %0,7 glikoz ve %0,7 inositol igeren sulandiricinin diger
alt1 sulandiricidan daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir. 2. denemede, dondurarak
saklama islemlerinde en iyi kriyoprotektan1 belirlemek i¢in farkli oranlarda gliserol,
DMSO, DMA ve DMF koruyuculari kullanilmis ve en iyi sonucu %10 DMSO igeren
sulandirict  vermistir. 3. denemede, farkli siirelerde ekilibrasyon ve farkl
sicakliklarda ¢6zdiirme denenmis olup en iyi sonug 15dk ekilibrasyon siiresi ve 40°C

¢ozdiirme sicaklig1 en iyi sonucu vermistir.

Tuncer ve ark. (2006), yaptiklar1 bu ¢aligmada 31 adet Denizli horozu
kullanmis ve haftada iki kez olmak iizere alinan spermalarin belirli 6zelliklerini in
vitro ortamda incelemislerdir. Alinan spermalarda ejekiilat miktari, sperma
yogunlugu, sperm motilitesi, anormal spermatozoa orani, 6lii spermatozoa orani ve

semen pH degerlerini sirastyla 0,70£0,01 ml, 2,38+0,03x10%ml, % 72,32+0,80, %
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7,33+0,18, % 21,65+0,81 ve 7,68+0,01 olarak bulmuslardir. Calisma boyunca
toplamda 558 sagim yapilmistir. Bu sagimlarda anormal spermatozoa tipleri,
akrozom %0,39+0,03, bas kism1 % 1,06+0,03, orta kistm % 2,32+0,05 ve kuyruk
bozukluklar1 % 2,534+0,04 olarak belirlenmistir.

Akgay ve ark. (2007), yaptiklar1 bu calismada 5 adet hindi kullanilmis ve
haftada iki defa olmak iizere masaj yontemiyle sagim yapilmistir. Bu ¢alismanin
amaci farkli sulandiricilar kullanarak sulandiricilarin sperm motilitesi iizerindeki

etkilerini incelemektir. Spermatolojik 06zelliklerden ortalama ejekiilat miktar

0.28+2.8 ml, sperm yogunlugu 5.1+£0.34 xlOgsp/mI, motilite ise % 84.8+1.12 olarak
bulunmustur. Spermatolojik 6zellikler belirlendikten sonra semenler birlestirilmis ve
4 ayr1 pargaya bolerek % 10 DMSO kriyoprotektan1 igeren Graham sulandiricisi,
Glikoz, Ringer ve Tris-Glikoz sulandiricilart kullanilmistir. Sulandirilan semenler
+4°C’ de 90dk alagima birakildiktan sonra -120°C azot buharinda 15 dakika boyunca
dondurulmusg ve -196°C’ lik siv1 azot igerisinde depolanmistir. Dondurma-C0zme
sonrast motilite degerleri Graham % 31+2.4, Glikoz % 40.5+2.8, Ringer % 17+2.0,
Tris-Glikoz % 11+£1.4 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére dondurarak saklama
yonteminde Glikoz sulandiricisinin diger sulandiricilardan daha verimli oldugu tespit

edilmistir (p<0.001).

Blanco ve ark. (2008), hindi (Meleagridis gallopavo) ve Kanada turnasi
(Grus canadensis) tiirleri tizerinde yaptiklar1 bu ¢alismada hipertonik kosullar altinda
sperm canliligini etkileyen potansiyel faktorleri incelemislerdir. Sperm osmotoleransi
(300-3000 mOsm/kg) degerlendirilmeden 6nce: 1) 4°C ve 21°C’de olmak tizere 2dk,
10dk, 45dk ve 60dk icin dort farkli siire boyunca ekilibrasyon uygulamasi 2) 6n
ekilibrasyonda 4°C ve 21°C’de DMA ile DMSO kullanilmistir. 3) membranin
Na*/K* ile Na*/H* iyonik gegisleri ¢ift yonlii olarak engellenmistir. Turna spermi
yiiksek hipertonisite (3000 mOsm/kg) kosullar altinda canli kalabilirken hindi
spermas1 normal hipertonisitede (500 mOsm/kg) canli kalabilmis ve bu durumda
tiirlere 6zgl farkliliklarin etkisi gézlemlenmistir. Hindi sperm osmotoleransi 4°C ile
21°C aras1 denemelerde, diisiik inkiibasyon sicakliklarinda daha az gelismis oldugu
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak, hipertonik sartlar altinda hindi ve turna arasindaki

osmotolerans farkinin tiirlere 6zgii oldugu, bunun yani sira maruz kalinan sicaklik ve
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slrenin canlilig1 etkiledigi gozlemlenmistir. Farklilik olarak bu tiirlerde osmotik

gecislerin rolii bagimsizdir.

Siudzinska ve Lukaszewicz (2008), dort farkli kanatli hayvan 1rki lizerinde
yaptiklar1 ¢alismada, sulandiricilarin ve depolama siirelerinin sperm morfolojisi
tizerindeki etkisini arastirmislardir. Sulandirici  olarak; Lake sulandiricisi,
Lukaszewicz EK sulandiricisi ve Tselutin ve ark. tarafindan kullanilan sulandirici
kullanilmistir. Hayvan materyali olarak yesil bacakli keklik, siyah minorka, beyaz
tepeli siyah fizan tavugu ve Italyan kekligi kullanilmistir. Taze semenin
spermatolojik 6zellikleri saptandiktan sonra 1:4 sulandirilarak 3, 6 ve 24 saat i¢in
4°C’ de saklanmistir. Depolama sonrasi yapilan incelemelerde 6lii spermalarda artis,
sperma ve kuyruklarinda biikiilmede artis ve canli oraninda diisiis gézlemlenmistir.
Sonug¢ olarak, EK sulandiricis1 normal sartlarda kaz semeni i¢in kullanilmasina
ragmen diger kanatli hayvanlarda da kullanilabilecegi ve canli sperma oraninda en

yiiksek oran1 verdigi saptanmustir.

Makhafola ve ark. (2009), farkli irklar kullanarak yaptiklart bu ¢alismada
kriyoprotektanlarin horoz sperminin motilite ve canliligi Uzerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagla Beyaz Leghorn, Ovambo, Pleymuth irklarina ait
horozlardan masaj yontemiyle sperm sagimi yapilmistir. Semenler sitratli yumurta
saris1 (EYC) ve EYC + %5 DMSO olmak tizere iki farkli sulandirici ile 1:2 oraninda
sulandirmiglardir. Sulandirma sonrasinda 2 saat siireyle 5°C’ de ekilibrasyona
birakmislardir. EKilibrasyon sonrasi payetler azot buharinda (-80°C) 5 dakika
boyunca donduruldu ve direkt olarak sivi azot igerisine daldirildi. Dondurulmus
payetler 5°C’ de c¢ozildi ve 0, 30, 60 ve 90dk siireyle bekletilen semenler
degerlendirildi. Alinan sonuglara gore tiim irklar i¢in taze-sulandirilmis semenlerde
ve dondurma-¢6zme islemi sonrasti 30 ve 90dk bekletilmis semenlerde
sulandiricilarin anlamli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Fakat sonug¢ olarak
dondurma-¢ézme islemlerinin biitiin 1rklar {izerinde olumsuz etkiye neden oldugu

belirtilmistir.

Uysal ve ark. (2011), yaptiklar1 bu ¢alismada kahverengi yumurtact 6 saf
hattan toplamda 42 adet olmak {iizere 35 haftalik horozlar kullanilmistir. Bu

caligmada ortalama ejekiilat miktarlar1 Line 54 i¢in 0.7£0.2 ml, Barred Rock 1 igin

12



0.9+0.2 ml, Colombian Rock igin 0.9£0.2 ml, Barred Rock 2 icin 0.6+0.2 ml, igin
0.8+£0.2 ml ve Rhode Island Red 1 i¢in 0.7+0.1 ml olarak bulunmustur. Ortalama
spermatozoa motilitesi ise Line 54 icin % 85.1+8.2, Barred Rock 1 i¢in % 87.6+7.7,
Colombian Rock i¢in % 87.6+12.2, Barred Rock 2 icin % 87.6+£7.0, Rhode Island
Red 2 i¢in % 84.4+10.4 ve Rhode Island Red 1 i¢in % 85.0+9.0 olarak bulunmustur.
Spermatozoa  yogunlugu ise swastyla  3.1£1.0x10%ml,  3.6+1.0x10%ml,
2.8+0.8x10%ml, 3.3+1.2x10%ml, 3.3+1.1x10%ml, 3.2+0.7x10%ml olarak tespit
edilmistir. Olii sperm orani ise sirasiyla, % 14.0£7.0, % 13.5£5.9, % 14.6£9.5, %
12.0£3.9, % 15.2+7.1 ve % 14.7+46.4 iken anormal spermatozoa orani sirasiyla
%3.1£2.7, %3.0+2.1, %4.9+3.4, %4.5£3.5, %3.2+2.6, %4.8+4.3 olarak elde
edilmistir. Elde edilen semen pH degerleri ise sirasiyla 7.0+£0.3, 7.0+0.2, 7.1+0.3,
7.0£0.3, 6.9+£0.3, 7.0+£0.3 olarak bulunmus olup denemede ¢ikan bulgular bitln
hatlardaki spermatolojik degerlerin normal smirlar igerisinde oldugu ve sperm

kalitelerinin iyi oldugu sonucuna varilmaistir.

Pandian ve Prabakaran (2012), yerli, BSW ve melez hindi irklar kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada 3 farkli kriyoprotektan kullanmiglardir. Calismada 0,25 ml’ lik
payetler kullanilmis ve semenler 5°C’° de 1 saat ekilibrasyona birakilmistir.
Sulandirma sonrast nativ sperma motilitesi ve dondurma-¢6zme sonrasi motilitelerini
karsilastirmislardir. %5 Gliserol kriyoprotektan kullanilan grupta dondurma o6ncesi
%72,18+0,20, dondurma-¢bzme sonrasi ise %28,88+0,09 ortalama motilite elde
etmiglerdir. %5 Etilen glikol kullanilan grupta dondurma oncesi %68,71+0,12,
dondurma-¢ozme sonrasi ise % 16,47+0,10 ortalama motilite elde etmislerdir. %7
Etilen Glikol kullanilan grupta ise dondurma 6ncesi % 65,08+0,07, dondurma-¢0zme
sonrasi ise % 19,77+0,09 ortalama motilite elde etmislerdir. Dondurma-¢tzme
sonras1 sonucglara gore kullanilan kriyoprotektanlar arasi istatistik farklilik p(]0.01

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Roushdy ve ark. (2014), iki tavuk ki (El-Salam ve Dokki-4) Uzerinde
yaptiklar1 ¢caligmada iki farkli sulandirict ve iki farkli kriyoprotektan kullanmiglardir.
Sulandirict olarak Tris-yumurta saris1 ve sitratli yumurta sarisi, kriyoprotektan olarak
ise Gliserol ve DMA kriyoprotektanlarinin 3 farkli oranlarin1 (% 3, % 7 ve % 10)

kullanmiglardir. ~ Tris-yumurta sarist  sulandiricist ~ sitratli  yumurta  sarisi
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sulandiricisindan daha iyi sonu¢ vermis olup dondurma-¢ézme sonrasit motilite %
29.93+0.53 ve vitalite 31.20+0.52 olarak tespit edilmistir. En iyi kriyoprotektan orani
ise her iki 1tk i¢in % 7 Gliserol ve % 3 DMA olarak tespit edilmistir. Yapilan
asilamalar sonucu ise % 3 DMA fertilite oran1 % 28.42 iken % 7 Gliserol fertilite
orani ise % 37.76 bulunmustur (El-Salam). Civciv ¢ikarma oranlarinda ise % 3 DMA
icin % 88 iken % 7 Gliserol igin % 37,76 olarak sadece El-Salam irkinda verim

aliabilmistir. Dokki-4 1rki i¢in herhangi bir civciv ¢ikisit olmadigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL METOD
3.1. MATERYAL
3.1. 1.Hayvan Materyali
Calismada Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kiimes Hayvanlar
Unitesinde yetistirilen 5 adet 1 yasindaki Amerikan bronz hindi (Meleagris

gallopavo) kullanilmistir. Hindiler 2m x 6m’ lik kafeste barindirilip damizlik hindi

rasyonu ile beslendiler.

Sekil 3. 1. Denemede Kullanilan Hindilerden Bir Goriiniim

3.1.2. Deneme Yeri ve Yili

Deneme, Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiltesi biinyesinde bulunan
Histoloji-Embriyoloji laboratuari ve Ziraat Fakiiltesi Kiimes Hayvanlar1 Unitesi hindi

yetistirme kafeslerinde gerceklestirilmistir.

3.1.3. Denemede Kullanilan Malzemeler

Azot Tank: (International Cryogenics; IC 20D): Sperm dondurma islemleri

i¢in gerekli olan sivi azotun taginmasi ve depolanmasinda kullanilmistir.
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Mikroskop (Leica DM750): Yapilan bu ¢alismada, elde edilen spermlere ait
biatiin spermatolojik 0Ozelliklerin (ejekiilat miktar1 hari¢) mikroskobik incelenmesi

amaciyla kullanilmistir.

Isitma Tablast (Type D, Leica Mats) : Sperma motilite degerlerinin

saptanabilmesi amaciyla mikroskop ek materyali olarak kullanilmstir.

Eosine-Y Boyasi: Incelenen spermatozoalarm canli-6lii oranini saptamak

amaciyla kullanilmistir (Merck; C.1. 45380).

DMSO (Dimethyl sulfoxide): Dondurma islemleri amaciyla hazirlanan
sulandiricilara eklenmek {izere kriyoprotektan olarak kullanilmistir (8.02912.1000;
Merck, Darmstadt, Germany).

Poly (vinyl alcohol): Payetlerin agik ucundan sivi girig ¢ikisinin engellenmesi
amaciyla tikayici olarak kullanilmistir (P8136-250G; Sigma-Aldrich).

Glikoz (D(+)-Glucose-monohydrate): Sulandirict hazirlamak ig¢in kimyasal
olarak kullanilmistir (1.08342.1000; Merck, Darmstadt, Germany).

Tris(hydroxymethyl)-aminomethane: Sulandirict hazirlamak i¢in kimyasal
olarak kullanilmistir (1.08387.0500; Merck, Darmstadt, Germany).

Laktatli Ringer: Sulandirict hazirlamak i¢in kimyasal olarak kullanilmigtir

(Eczacibasi-Baxter H.U. San. Ve Tic. A.S.).

SF (Serum Fizyolojik): Nativ spermaya ait spermatolojik 6zelliklerin
saptanmasi amaciyla seyreltici ve fizyolojik ortam olarak kullanmilmistir (Izotonik

Sodyum Kloriir, Eczacibasi-Bakster H.U. San. Ve Tic. A.S.).

Hayem Solusyonu: Sperm yogunlugunun belirlenmesi esnasinda homojen bir
dagilimin saglanmasi amaciyla seyreltici olarak kullanilmigtir (Norateks Kimya San.
Tic. Ltd. S$ti. ).

Etil Alkol: Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu amaciyla kullanilmistir

(Crystalline Chemical Industries Pvt. Ltd. 146-M Gulberg 111, Lahore, Pakistan).
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3.1.4. Denemede Kullanilmak Uzere Hazirlanan Sulandiricilar ve Eosine-Y Boyasi

Glikoz Sulandiricisi: %5(v/v) DMSO kriyoprotektani igeren Glikoz (0,37M
(D(+)-Glucose-monohydrate), 370 mOsm/L)

Tris-Glikoz Sulandiricisi: %5(v/iv) DMSO kriyoprotektani igeren Tris-Glikoz
(30mM/L  Tris (hydroxymethyl)-aminomethane + 300mM/L D(+)-Glucose-
monohydrate) (Akcay ve ark., 2007).

Laktatli Ringer Sulandwicisi: %5(v/v) DMSO kriyoprotektan1 igeren LG
(0,03 g potasyum klorur, 0,02 g kalsiyum Klordr, 0,31 g sodyum laktat, 0,60 g
sodyum Klorir, 100 ml distile su igin)

Laktatli Ringer-Glikoz Sulandiricisi: %5(viv) DMSO kriyoprotektani igeren
LR-Glikoz (0,03 g potasyum Klorir, 0,02 g kalsiyum klorir, 0,31 g sodyum laktat,
0,60 g sodyum klortir, 1 g D(+)-Glucose-monohydrate, 100 ml distile su igin)

Eosine-Y Boyas:: ilk asamada 0,9 g NaCl 100 ml saf su icinde ¢ozdurildu.
Ikinci asamada 0,5 g Eosine-Y boyasi, 100 ml % 0,9 NaCl icerisinde ¢ozdurtldi
(Kadioglu, 2011).

Sekil 3. 2. Kimyasal Madde Tartimina Ait Bir Goriiniim
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3.2. YONTEM

3.2.1. Spermanin Masaj Yontemi Ile Alinmasi

Hindilerin dorso-abdominal masaj yontemiyle sperm vermeye alisabilmeleri

amaciyla ¢alismadan 3-4 hafta Oncesinden sagim yapilmaya baslandi.

Arastirma, alinan nativ ve sulandirilarak dondurulmus semenin spermatolojik
Ozelliklerinin saptanmasi amaciyla yapilmis olup 1 yasindaki hindilerden haftada iki

kez masaj yontemi ile sperm sagimi yapildi.

Sagim islemi, hindi kafeslerinde gerceklestirilmis olup iki arastirmact
tarafindan yapilmistir. Sagim isleminin daha kolay yapilabilmesi i¢in bir adet
werzalit sandalye sagima uygun bir sekilde modifiye edildi. Sandalyeye oturan
arastirmaci, hindiyi kendi kucaginda karin iistii yatirarak hindinin daha rahat sperm
vermesi saglandi. Sagim islemini yapan arastirmaci, elin bas ve isaret parmaklarini
kloakin her iki tarafina yerlestirdi. Diger el ile abdomenin dorsal kismina masaj
yapildi. Ereksiyona ugrayan papilladan daha o©nce kloakin her iki tarafina
yerlestirilmis olan bas ve isaret parmaklariyla c¢ok hafif sikilarak sagim
gerceklestirildi. Sagilan sperma ikinci bir aragtirmact tarafindan digki ile
karigsmayacak sekilde toplandi. Toplanan semenler sulandirma islemine kadar 37°C’
lik ortamda muhafaza edildi. Spermatolojik ¢alismalar siiresince hindilerden toplam

44 kez sperma alindi.

Sekil 3. 3. Sperm Sagimina Ait Goriintimler
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3.2.2. Spermatolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
3.2.2.1. Ejekiilat Miktar1

5 adet hindiden masaj yontemiyle elde edilen ejekulatlar 1 ml hacimli 6zel
dereceli enjektor ile toplandi ve ejekiilat miktar1 ml cinsinden 0,1 ml hassasiyet ile
Olciildii. Sperm sagimi yapilirken ejekiilat miktarini etkileyecek digki karigimi ve
herhangi bir katt veya sivi ve kan karigimimin engellenmesi i¢cin azami 0zen

gosterildi.

Sekil 3. 4. Sperm Sagimina Ait Bir Gorliniim

3.2.2.2. Motilite

Sagimdan sonra elde edilen ejekiilatlardan bir miktar semen kugcik bir tipe
alimarak daha iyi gozlenebilmesi amaciyla 1:2 oraninda SF ile sulandirildi.
Sulandirma sonras1 ve dondurma-¢6zme sonrast motilite Olglimlerinde ekstra
sulandirmaya ihtiya¢ duyulmadi. Spermanin 1s1 sokuna kars1 korunmasi i¢in 6nceden

1sitilmig bir lam tlizerine Spl sulandirilmig semen konularak iizeri lamel ile kapatildi.
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Motilite, 1sitma tablali mikroskopta x40 biiyiitme ile spermalarin hareket kabiliyeti
ve farkl sekilde hareket etmeleri gz 6nlnde bulundurularak her birinden en az 200
sperm sayilmak suretiyle 3 farkli mikroskop sahasinda incelendi ve % olarak ifade
edildi.

Sekil 3. 5. Spermanin Mikroskobik incelenmesi Sirasinda Bir Gériiniim

3.2.2.3. Sperm Yogunlugu

Elde edilen ejekilatlarin birim hacimdeki sperm miktar1 Hemositometrik
yontemle Olglldi. Alinan bir miktar semen 1:500 olacak sekilde Hayem (Tekin,
1990) solisyonu ile sulandirildi. Sperm yogunlugunun hemositometrik yontemle
Olctlebilmesi amaciyla Thoma lami kullanilmigtir. Thoma lami {izerinde bulunan iki
sayim sahasindan her birinden 5, toplamda 10 buyik karede sperm sayimi yapildi.
Sperma yogunlugu x10° sp/ml olmak iizere Hemositometrik sayim denklemi ile

hesaplandi. Hemositometrik sayim denklemi soyledir:

Sayilan Spermatozoa Sayist

Yogunluk (pl) =
ogunluk (ul) Biiytlik Kare Alani X Biiytik Kare Yiiksekligi X Sulandirma Orani
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3.2.2.4.Vitalite

Ejekiilattaki canli/0lii sperma oraninin incelenmesi eosine boyama yontemi
(Kadioglu, 2011) ile yapildi. Preparatin incelenebilmesi i¢in lam iizerinde 5Sul sperm
ornegi 1:1 oraninda eosin boyastyla karistirilarak {izeri lamel ile kapatildi. Hazirlanan
preparat 30 sn bekletildikten sonra faz-konstrat mikroskopta x100 buyttme ile 3
sahada olmak {iizere her birinde en az 200 spermin sayilmasiyla canli/6lii orani
hesaplandi ve vitalite oran1 % olarak ifade edildi. Canli spermalarda herhangi bir
renk degisimi olmazken, Olii spermalarda Eosin-Y boyasinin bas kismini

boyamasiyla tespit edildi. Vitalite degerleri nativ sperma, sulandirma sonrasi ve

dondurma-¢ézme sonrasi olmak tizere 3 farkli sekilde degerlendirildi.

Sekil 3. 6. Boyanmis (a) ve Boyanmamis (b) Spermalarin Mikroskobik GOrunumu

3.2.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Ekilibrasyon

Her bir hindiye ait nativ spermalarin genel spermatolojik 6zellikleri ayr1 ayr1
belirlendikten sonra biitiin semenler birlestirildi (pooling). Birlestirilen semenler
hacimleri esit olmak iizere 4 farkli tiipe alindi. Onceden hazirlanmis %5 DMSO
iceren Glikoz, Tris-Glikoz, Laktatli Ringer ve Glikoz-Laktatli Ringer sulandiricilar
her bir tiipe 1:3 oraninda (Akcay ve ark., 2007) (1 kistm semen: 3 kisim sulandirici)
eklendi. Semenler sulandirildiktan sonra, sulandirma sonrasi motilite ve vitalite
degerleri kayit edildi ve payetlere alinarak +4°C’ de 90dk siireyle ekilibrasyona tabi
tutuldu.
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3.2.4. Spermanin Dondurulmast Ve Cozilmesi

Sulandirilmig  semenler payetler icerisinde 90dk boyunca +4°C’ de
bekletildikten sonra 5dk sureyle -80°C’ ye kadar azot buharinda donduruldu. Azot
buharindan ¢ikarilan payetler -196°’C de s1v1 azot igerisinde depolandi. Dondurma

isleminden sonra payetler sivi azot i¢erisinden ¢ikarilarak 30 sn boyunca 37°C’ lik su

Js /

banyosunda tutularak ¢ozdiirme iglemi yapildi.

Sekil 3. 7. Sperm Dondurma Islemi Sirasinda Bir Gériiniim

3.4. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Hindi sperminin uzun siireli muhafaza yontemlerinin arastirildigit bu
caligmada nativ sperma Ozelliklerinden ejekiilat miktari, sperm yogunlugu, motilite

ve vitalite zaman bakimdan ortalamalari arasindaki tanitici degerler istatistik olarak
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farklilik olup olmadigi tek faktorlii tekrarlanan deneme diizeni kullanilmustir.

Denemede kullanilan matematiksel model asagidaki gibidir;

Yi=Ht+mito;te
Burada;
M : genel populasyon ortalamasi,
o : 1. deney Unitesinin rastgele (random) etkisi,
aj : j. periyodun etkisi

&ij : J. muameledeki i. deney unitesinin rastgele etkisidir (deney hatast).

Nativ spermatolojik &zelliklerin saptanmasini takiben seyreltici olarak
kullanilan farkli sulandiricilar i¢in sulandirma sonrasi ve dondurma-¢dzme sonrasi
motilite ve vitalite degerleri zaman ve sulandirici faktoriine gore ortalamalar
arasinda tanitict degerler hesaplanmustir. Istatistik olarak farlilik olup olmadig: iki
faktorlu, faktorlerden biri tekrarlanan deneme duzeni kullanilarak yapilmistir.

Denemede kullanilan matematiksel model asagidaki gibidir;

Yim =+ 0i + Timgy + B + afij + Prijm) + €1im)

Burada;
M : Genel ortalama ve populasyon ortalamasi,
Qi . A faktorinian i. seviyesinin etkisi

omi - A faktorunin i. seviyesinde yer alan m. deney unitesinin rastgele

etkisi,
Bj : B faktoriinln j. seviyesinin etkisi,
afij  : A ve B faktorleri arasindaki interaksiyon etkisi,

Brjmey : A faktorinin i. seviyesinde yer alan, B faktori ile deney unitesi
arasindaki interaksiyon ve

glijm) . rastgele hata etkisidir.

Hangi grup ortalamalarinin farkli olup olmadigi Duncan coklu karsilastirma

yontemiyle harflendirilerek gosterilmistir (Duncan, 1955; SPSS, 2008).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. NATIV SPERMA
4.1.1. Ejekiilat Miktar1

Arastirmada kullanilan 5 adet Amerikan bronz hindilerden toplamda 44 kez
sagim yapilmistir. Ejekiilat miktarlarina ait tanimlayici degerler Tablo 4.1.” de

verilmigtir.

Tablo 4.1. Nativ Sperma Ejekiilat Miktarlarina Ait Degerler

Zaman N x =+ Sx Min. Max. cVv
1.Sagim 5 0,21+0,34 0,17 0,26 16,32
2. Sagim 5 0,23+0,42 0,18 0,28 18,19
3. Sagim 5 0,22+0,40 0,16 0,26 18,46
4. Sagim 5 0,24+0,47 0,18 0,31 19,25
5. Sagim 5 0,21+0,45 0,16 0,27 21,87
6. Sagim 5 0,21+0,21 0,18 0,23 10,07
7. Sagim 5 0,22+0,41 0,16 0,27 18,46
8. Sagim 3 0,21+0,00 0,21 0,21 0,00
9. Sagim 3 0,23+0,59 0,19 0,30 25,11
10. Sagim 3 0,21+0,23 0,20 0,24 10,83

Genel Ort. 44 0,22+0,04 0,16 0,31 16,75

Zaman: F=0,488; p=0,864

Nativ sperma ejekilat miktarlari sagim zamanlar1 bakimindan istatistik olarak

p>0,05 duzeyinde énemli bulunmamustir (Tablo 4.1).

Calismada kullanilan hindi semeni ejekiilat miktarlarina ait ortalama degerler

Sekil 4.1.” de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Nativ Sperma Ejekiilat Miktar1 Ortalama Degerleri

Hindilerden elde edilen spermalara ait ejekiilat miktarlari arasindaki istatistik
fark zaman bakimindan p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Yapilan sagimlarda
elde edilen verilere gore ejekiilat miktar1 genel ortalamasi 0,22+0,04 ml olarak tespit
edilmistir. En yiiksek ejekiilat miktari 4. sagimda 0,24+0,47 ml olarak tespit edilirken
bunu 0,23£0,42 ml ve 0,23+0,59 ml degerleri ile 2. ve 9. sagimlar, 0,22+0,40 ml ve
0,22+0,41 ml degerleri ile 3. ve 7. sagimlar takip etmektedir. En diisiik ejekilat
miktari ise 0,2140,34, 0,21+0,45, 0,21+0,21, 0,21+0,0, 0,21+0,23 ml ile 1, 5, 6, 8, ve

10. sagimlarda tespit edilmistir.

Woodard ve Alplanalp (1967), hindilerden elde ettigi ejekiilat miktarini 0,5-
0,18 ml olarak bildirmistir. Lake ve Stewart (1978) ise agir hindilerden 0,1-0,33 ml,
hafif hindilerden ise 0,08-0,3 ml olarak bildirmislerdir. Ayrica Ilgaz ve Tekin (1990),
ayni 1rklardan elde ettigi ejekiilat miktarin1 0,16+0,05 ml, Akcay ve ark. (2007) ise
0,28+2,8 ml olarak bildirmislerdir. Besulin (1981), genis gogisli hindilerden
ortalama ejekiilat miktar1 0,29 ml, Nestor ve Brown (1971), iki giin arayla aldiklar
ejekilatlarda ortalama 0,15, 3-4 giin araliklarla aldiklar1 ejekiilatlarda 0,21-0,24 ml
degerlerini elde etmislerdir. Akcay ve ark. (1997), ejekiilat miktarii 0,24+0,02,
Surai ve Wishart (1996) ise 0.25-0.4 ml olarak bildirmislerdir. Bu denemede elde
edilen ortalama ejekiilat miktar1 0,22+0,04 ml olup, Woodard ve Alplanalp (1967),
Lake ve Stewart (1978), llgaz ve Tekin (1990) ve Nestor ve Brown (1971)
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arastirmacilarinin elde ettikleri bulgular ile uyumlu bulunmustur. Akcay ve ark.
(2007), Besulin (1981), Akcay ve ark. (1997) ve Surai ve Wishart (1996)
arastirmacilarimin elde ettikleri bulgulardan daha diisiik degerlerde bulunmustur.
Bircok arastirmacinin belirttigi {izere ejekiilat miktarlarindaki farkliliklar yas, 1rk,
sagim sikligi, 1s1, 151k, nem ve genetik gibi etkenlere gore degisebildigini
bildirmisglerdir (Ashizawa ve Sano, 1990; Keskin ve ark., 1995; Donoghue ve
Wishart, 2000; Tiirkoglu ve ark., 2005; Bakst ve Dymond, 2013).

4.1.2. Sperm Yogunlugu

Arastirma boyunca kullanilan 5 hindiden elde edilen semenlere ait sperm

yogunluguna ait tanimlayici degerler Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Nativ Spermaya Ait Sperm Yogunluguna Ait Degerler

Zaman N x =+ Sx Min. Max. CcVv
1.Sagim 5 2,70£0,99 1,49 3,67 36,80
2. Sagim 5 2,92+0,22 2,64 3,25 7,59
3. Sagim 5 3,72+0,59 3,21 4,49 15,91
4. Sagim 5 4,56+0,95 3,42 6,04 20,90
5. Sagim 5 3,01+0,94 2,06 4,27 31,12
6. Sagim 5 3,95+1,57 2,21 5,33 39,81
7. Sagim 5 3,40+1,65 2,17 6,22 48,50
8. Sagim 3 4,30+1,30 3,45 579 30,19
9. Sagim 3 2,97+0,37 2,65 3,38 12,62
10. Sagim 3 3,57+0,83 2,89 4,50 23,29

Genel Ort. 44 3,6+1,13 1,49 6,22 32,18

Zaman: F=1,143; P=0,384

Nativ Sperma Sperm Yogunlugu i¢in sagim zamanlar1 bakimindan istatistik

olarak p>0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamuistir (Tablo 4.2).

Calismada kullanilan hindi semeni sperm yogunluguna ait ortalama degerler

Sekil 4.2.” de verilmistir.
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Sekil 4. 2. Nativ Spermalara Ait Sperm Yogunlugu Ortalama Degerleri

Elde edilen spermalara ait sperm yogunlugu sagim zamanlar1 arasindaki
istatistik farki p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Bu sonuglara gore sperm
yogunlugu genel ortalamasi 3,5+1,13 x10° sp/ml olarak bulunmustur. En yiiksek
sperm yogunlugu 4,56+0,95 x10° sp/ml ile 4. sagimda tespit edilmistir. Bunu
4,30+1,30 x10° 3,95+1,57 x10°% 3,72+0,59 x10°, 3,57+0,83 x10°, 3,40+1,65 x10°,
3,01+0,94 x10°, 2,92+0,22 x10°, 2,97+0,37 x10°% ile 8, 6, 3, 10, 7, 5, 2 ve 9. sagimlar
takip etmektedir. En diisiik sperm yogunlugu ise 1. sagimda 2,70+0,99 x10° sp/ml

olarak tespit edilmistir.

Akcay ve ark. (2007), yaptig1 ¢alismada sperm yogunlugunu 5,1+1,12 x10°
sp/ml, llgaz ve Tekin(1990), sperm yogunlugunu 5,03+0,34 x10° sp/ml, Woodard ve
Alplanalp (1967) ise sperm yogunlugunu 3,5-10,2x10° sp/ml olarak bildirmislerdir.
Ayrica Mc-Cartney ve Brown (1958), bronz hindi, blyiuk beyaz hindi ve kiguk
beyaz hindi irklarinda elde ettigi sperm yogunluklarini sirastyla 7,0 x10°, 6,2 x10° ve
6,8x 10° sp/ml olarak bildirmislerdir. Akgay ve ark. (1997), sperm yogunlugunu
5,36x 10° sp/ml olarak, Surai ve Wishart (1996) sperm yogunlugunu 5,0-8,0 x10°
sp/ml olarak bildirmiglerdir. Elde edilen bulgular neticesinde ortalama sperm
yogunlugu genel ortalamasi 3,5+1,13 x10° sp/ml olarak bulunmus olup, Woodard ve
Alplanalp (1967) tarafindan elde edilen bulgular ile uyumlu bulunurken diger

arastirmacilarin elde ettigi sonuglardan diisiik oldugu saptanmaistir.
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4.1.3. Nativ Sperma Motilitesi

Arastirma boyunca hindilerden elde edilen nativ spermalara ait motilite

tanimlayici1 degerleri Tablo 4.3.” te verilmistir.

Tablo 4.3. Nativ Spermaya Ait Motilite Degerleri

Zaman N x + Sx Min. Max. cVv
1.Sagim 5 83,6+7,23 74,0 91,0 8,65
2. Sagim 5 82,8+£2,59 80,0 87,0 3,13
3. Sagim 5 71,0£9,90 60,0 86,0 13,94
4. Sagim 5 77,8+£7,82 67,0 88,0 10,06
5. Sagim 5 67,2+£12,83 55,0 88,0 19,10
6. Sagim 5 75,8+13,44 54,0 91,0 17,73
7. Sagim 5 74,218,53 65,0 82,0 11,49
8. Sagim 3 79,0+3,61 75,0 82,0 4,56
9. Sagim 3 82,7451 78,0 87,0 5,45
10. Sagim 3 80,7+6,03 75,0 87,0 7,47

Genel Ort. 44 77,0£9,56 54,0 91,0 12,41

Zaman: F=1,178; P=0,365

Nativ Sperma Motilite degerleri igin sagim zamanlari bakimindan istatistik

olarak p>0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir (Tablo 4.3).

Calismada kullanilan hindilere ait nativ sperma motilite ortalama degerleri
Sekil 4.3.” de verilmistir.
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Sekil 4. 3. Nativ Sperm Motilitesi Ortalama Degerleri

Nativ spermalara ait motilite degerlerinin sagim zamanlar1 arasindaki fark
istatistik olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Nativ Sperm motilite genel
ortalamast % 77,0+9,56 olarak tespit edilmistir. En yiiksek motilite degeri %
83,6+7,23 ile 1. sagimda elde edilmistir. Bunu % 82,8+2,59, % 82,7+4,51, %
80,7%6,03, % 79,0+3,61, % 77,8+7,82, % 75,8+13,44, % 74,2+8,53 ve % 71,0+9,90
ile 2,9, 10, 8, 4, 6, 7 ve 3. sagimlar takip etmektedir. En diisiik nativ sperma motilite

degeri ise % 67,2412,83 ile 5. sagimda elde edilmistir.

Akgay ve ark. (2007), nativ sperma motillitesini %84,8+0,34 motilite, Besulin
(1981), ayr1 iki gruptan %90 ve %89 motilite ve llgaz ve Tekin (1990), %67,69+2,36
motilite olarak bildirmislerdir. Stenova ve ark. (1983), ii¢ farkli hibrit hindi hattindan
%66,0+8,4, %75,6+6,0 ve %83,9+4,7 olarak bildirmislerdir. Ansah ve ark. (1984)
ise, hindilerden haftalik 1, 3 ve 5 kez yapilan sagimlarda sirasiyla %82,87+0,60,
%80,39+0,76 ve %75,56+1,18 motilite elde ettiklerini bildirmislerdir. Akgay ve ark.
(1997), nativ sperma motilitesini % 75,22 olarak bildirmistir. Bu arastirmada elde
edilen ortalama motilite % 77,0£9,56 olup, llgaz ve Tekin (1990), Stenova ve ark.
(1983), Ansah ve ark. (1984) ve Akcay ve ark. (1997) arastirmacilarinin elde ettikleri
bulgular ile benzerlik gostermektedir. Elde edilen sonu¢ Akcay ve ark. (2007) ve

Besulin (1981) arastirmacilarinin elde ettikleri sonuglardan ise diisiikk bulunmustur.
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4.1.4. Nativ Sperma Vitalitesi

Arastirmada kullanilmak {izere hindilerden elde edilen nativ sperma vitalite

tanimlayici degerleri Tablo 4.4.” da verilmistir.

Tablo 4.4. Nativ Spermaya Ait Vitalite Degerleri

Zaman N x =+ Sy Min. Max. cVv
1.Sagim 5 89,0+5,61 83,0 94,0 6,31
2. Sagim 5 89,2+1,79 87,0 91,0 2,01
3. Sagim 5 80,8+6,02 75,0 91,0 7,45
4. Sagim 5 86,8+7,69 77,0 95,0 8,86
5. Sagim 5 85,0+7,84 76,0 93,0 9,23
6. Sagim 5 87,2+7,63 75,0 96,0 8,75
7. Sagim 5 84,2+7,76 74,0 94,0 9,21
8. Sagim 3 85,7+5,13 80,0 90,0 5,99
9. Sagim 3 89,7+1,53 88,0 91,0 1,70
10. Sagim 3 85,7+7,02 79,0 93,0 8,20

Genel Ort. 44 86,2+6,28 74,0 96,0 7,29

Zaman: F=0,554; P=0,816

Nativ Sperma Vitalite degerleri i¢in sagim zamanlari bakimindan istatistik

olarak p>0,05 diizeyinde 6nemli bulunmamistir (Tablo 4.4).

Calismada kullanilan hindilere ait nativ sperma vitalite ortalama degerleri

Sekil 4.4.” de verilmistir.
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Sekil 4. 4. Nativ Sperm Vitalitesi Ortalama Degerleri

Nativ spermalara ait vitalite degerleri ise sagim zamanlari bakimindan
istatistik olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz bulunmustur. Nativ sperma genel vitalite
ortalamas1 % 86,2+6,28 olarak tespit edilmistir. En yiiksek vitalite degeri %
89,7+1,53 ile 9. sagimda elde edilmistir. Bunu % 89,2+1,79, % 89,0+5,61, %
87,2+7,63, % 86,8+7,69, % 85,7+5,13, % 85,7+7,02, % 85,0+7,84 ve % 84,2+7,76
ile2,1,6,4,8, 10, 5 ve 7. Sagim takip etmistir. En diisiik nativ sperma vitalite degeri
ise 3. sagimda % 80,8+6,02 olarak tespit edilmistir.

Tai ve ark. (2001), kaz spermasinin dondurulmasi iizerine yaptiklar
calismada nativ sperma vitalite degerini % 83,0+4,5 olarak bildirmislerdir. Tselutin
ve ark. (1999), yaptiklar1 ¢alismada kiimes hayvanlarina ait nativ spermalar1 Lake
sulandiricist ile sulandirarak en yiiksek vitalite degerini % 94+0,7 olarak bildirmistir.
Rosato ve ark. (2012), hindilerden elde ettigi spermalardan % 84,48+0,45 ortalama
vitalite elde etmistir. Elde edilen sonuglara gore genel ortalama vitalite degeri %
86,2+6,28 olup Tai ve ark. (2001) ve Rosato ve ark. (2012) arastirmacilarinin elde
ettikleri sonuclardan yuksek veya uyumlu bulunurken Tselutin ve ark. (1999) elde

ettikleri sonuglardan daha diisiik bulunmustur.
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4.2. SULANDIRMA SONRASI
4.2.1. Sulandirma Sonrast Motilitesi

Elde edilen nativ spermanin 4 farkli sulandirici ile sulandirma sonrasina ait

motilite tanimlayic1 degerleri Tablo 4.5.° te verilmistir.
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Tablo 4.5. Sulandirma Sonrasi Farkli Sulandiricilara Ait Motilite Degerleri

Glikoz Tris-Glikoz Laktath Ringer L. Ringer-Glikoz Genel

Zaman | N X +Sx Max Min CcvV | N X +Sx Max Min Ccv [N X *+Sx Max Min CV | N X +Sx Max Min ¢Ccv [N X *Sx Max Min cv
1Sagim | 3  780+361 820 750 4,62 | 3 567+569 630 520 1003 | 3 783%1258 900 650 1606 | 3 77,3058 780 770 075 |12 72641137 900 520 1567
2.Sagm | 3  81,7+208 840 800 255 | 3 52358 590 480 11,20 | 3 753%9,29 830 650 1233 | 3 653+1210 790 560 1852 | 12 68,7£1354 840 480 19,72
3.Sagm | 3 843+416 890 81,0 494 | 2 565+1344 660 470 2378 | 3 67,3+1060 77,0 560 1574 | 3  87,7#252 900 850 2,87 | 11 756#14,33 90,0 47,0 1897
4.Sagm | 3  76,0+854 850 680 1124 | 3 5804872 680 520 1503 | 2  770+00 770 770 00 | 3 860+346 880 820 403 |11 740+1246 880 520 16,84
5.8agim | 3  850+1044 920 730 1228 | 3 643569 690 580 884 | 3 837+603 90,0 780 720 | 3 86,0£346 900 840 403 | 12 79,8+11,03 920 580 1383
6.Sagim | 3 6304985 740 550 1563 | 3 57741007 670 470 1746 | 3 90,7+666 950 830 7,34 | 3 84,0£1217 920 700 1448 | 12 738#16,73 950 47,0 2265
7.Sagm | 3  827+404 850 780 489 | 3 553+1222 660 420 2208 | 3 723577 790 690 798 | 3 820#346 840 780 4,22 | 12 731#1308 850 420 17,90
8.Sagim | 3 717+1380 820 560 1925 | 3 5104400 550 470 7,84 | 3 90,3*1,53 920 890 169 | 3 8504656 920 790 7,71 | 12 745%17,23 920 47,0 2313
9.Sagim | 3 830+1480 930 660 1783 | 2 580+9,90 650 51,0 1707 | 3 843%503 890 790 597 | 3 90,0+600 960 840 667 | 11 80,7+1416 960 51,0 17,54
10.Sagim | 2 87,5#7,78 930 820 889 | 3 627+#11,15 71,0 500 1779 | 3 8804500 930 830 568 | 3 91,3306 940 880 334 |11 81,9+1389 940 500 16,96

Genel |29 790+1026° 930 550 1298 | 28 57,3t8,29b 710 420 1448 | 29 gpgs9g7> 950 560 1220 [ 30 g3s5+904% 960 560 10,83

Zaman: F= 2,032; p=0,057 ZamanxSulandirici: F= 1,186; p=0,300 Sulandirici: F=41,133; p=0,001**

**. 0,01 6nem dlzeyinde istatistik olarak énemlidir.

a-b: Ayni satirda da farkli harfi tagiyan sulandirict ortalamalari arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir.
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Sulandiricilar arasindaki fark istatistiksel acidan p<0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Zaman ve ZamanxSulandirict arasindaki farklar istatistiksel agidan

6nemli bulunmamustir.

Sulandirma sonrasi farkli sulandiricilara ait ortalama motilite degerleri Sekil

4.5.”de verilmistir.
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Sekil 4. 5. Farkli Sulandiricilara Ait Sulandirma Sonrasi Ortalama Motilite Degerleri

Yapilan sagimlar sonucu elde edilen semenler birlestirilmis ve 4 farkh
sulandirict1  ile sulandirilmistir.  Elde edilen sonuglara goére Zaman ve
ZamanxSulandirict bakimindan istatistik olarak bir fark bulunmamasina karsin
Sulandiricilar arasindaki fark p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu sonuglara
gore en yuksek ortalama motilite degeri % 83,5£9,04 ile L. Ringer-Glikoz
sulandiricist olmustur. Bu sulandiriciyr takiben % 80,9+9,87 ile L. Ringer ve %
79,0+10,26 ile Glikoz sulandiricist olmustur. En diisiik ortalama motilite degeri ise %
57,3+8,29 ile Tris-Glikoz sulandiricist olmustur. Istatistiksel olarak Zaman acisindan
Oonemli bir fark olmamasina karsin en yiiksek ortalama motilite degeri % 81,9+13,89

ile 10. sagimda elde edilirken en diisiik ortalama motilite degeri % 68,7£13,54 ile 2.
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sagimda  elde edilmistir.  Sulandiricilar  igerisindeki  istatistiksel ~— fark
ZamanxSulandirict agisindan da 6nemli bulunmamistir. Bu sonuglara gore Glikoz
sulandiricisinda en yiiksek ortalama % 87,5+£7,78 ile 10. sagimda iken en diisiik
ortalama motilite % 63,0+9,85 ile 6. sagimda elde edilmistir. Tris-Glikoz
sulandiricisinda en yiiksek ortalama motilite % 64,3+5,69 ile 5. sagimda iken en
diisiik ortalama % 51,0+4,00 ile 8. sagimda elde edilmistir. Laktatli Ringer
Sulandiricisinda en yiiksek ortalama motilite degeri % 90,7+6,66 ile 6. Sagimda iken
en diisiik ortalama ise % 67,3+£10,60 ile 3. sagimda elde edilmistir. L. Ringer-Glikoz
sulandiricisinda en yiiksek ortalama motilite % 91,3+3,06 ile 10. sagimda iken en
diisiik ortalama % 65,3+12,10 ile 2. sagimda elde edilmistir.

Akgay ve ark. (2007), %10 DMSO kullanarak yaptiklar ¢alismada en yiiksek
sulandirma sonrast motilite degerini % 84+2,2 ile Ringer sulandiricisinda elde
etmistir. Han ve ark.(2005), 7 farkli sulandiric1 ve 4 farkli kriyoprotektan kullanarak
yaptiklar1 caligmada 6rdek semenlerine ait sulandirma sonrasi motilite degerlerini her
7 sulandirict i¢in %80 olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Makhafola ve ark.
(2009), ti¢ farkli horoz irki iizerinde %5 DMSO kullanarak yaptigi calismada
sulandirma sonrasi motilite degerini Ovambo 1rkinda % 80+9,4, Potchefstroom
Koekoek 1rkinda % 90+9,4 White Leghorn irkinda ise % 80+9,4 olarak
bildirmislerdir. Pandian ve Prabakaran (2012), yerli, beyaz ve melez hindilerde
yaptiklar1 ¢alismada, %9 Gliserol ile % 72,18+0,20, %5 Etilen Glikol ile
%68,71+£0,12, %7 Etilen Glikol ile % 65,08+0,07 ortalama motilite degerlerini
bildirmislerdir. Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012), kazlarda yaptiklar1 calismada %6
DMF eklenmis EK sulandiricisi kullanilmis ve iki ayri denemede %50,0 £7,0 ve %
55,0+4,0 degerlerini saptamislardir. Roushdy ve ark. (2014), farkli iki tavuk ki
Uzerine yaptiklar1 caligmada en iyi sonucu %3 DMA ile % 59,23+0,54 olarak
bildirmislerdir. Gee ve ark. (1993), Amerikan Kerkenezi spermi ile yaptiklari
calismada en iyi sonucu % 10 DMSO igin % 77%9,0 olarak bildirmistir. Akgay ve
ark. (2006), yaptiklar1 ¢alismada seker bazli sulandiricilar kullanmis ve sulandirma
sonrast en yiiksek ortlama motilite degerini % 91,3+2,6 olarak bildirmistir. Bakst ve
Sexton (1979), BPSE ile sulandirilmig semenlerden hindiler igin % 95 motilite elde
etmistir. Bu ¢alismada en yiiksek sulandirma sonrasi motilite degeri % 83,5+9,04 ile

LR-Glikoz sulandiricisinda bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore en yuksek
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sulandirma sonrasi ortalama motilite degeri diger arastirmacilarin elde ettikleri

bulgular ile benzerlik gostermektedir.
4.2.2. Sulandirma Sonras1 Vitalitesi

Arastirmada elde edilen spermalara ait sulandirma sonrasi vitalite tanimlayici

degerleri Tablo 4.6.” de verilmistir.
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Tablo 4.6. Sulandirma Sonras1 Farkli Sulandiricilara Ait Vitalite Degerleri

Glikoz Tris-Glikoz Laktath Ringer L. Ringer-Glikoz Genel
Zaman | N ¥ +Sx Max Min CV | N ¥ +S4x Max Min CV | N ¥ +S¢ Max Min CV | N ¥ 4S5y Max Min CV | N X +Sx Max Min cv
1.Sagim 3 a-e a-f a-f a-e bc
86,0+7,21 92,0 780 8,39 3 80,7+2,52 830 780 3,12 3 82,047,21 90,0 76,0 8,79 2 8454071 850 84,0 084 | 11 8324521 92,0 76,0 6,27
2. Sagim
& 3 8974252%¢ 920 870 281 | 3 777:¢002%" 870 690 1161 | 3 g23+08:®T 880 710 1192 | 2 700000 700 700 00 |11  808+935¢ 920 690 11,57
3. Sagim 3 a-e a-e ef a-d abc
87,7+7,77 940 79,0 8,86 3 90,3+3,51 940 87,0 3,89 3 75,3+9,50 850 66,0 1262 | 3  92,0+3,00 950 89,0 326 | 12 g6,3+8,82 95,0 66,0 10,22
4. Sagim 3 a-f a-d a-f a-d abc
82,7+4,93 86,0 77,0 597 | 3  91,74577 950 850 630 | 3 84,0+529°" 900 800 630 | 2 915+212 930 90,0 232 |11 8714604 950 77,0 6,94
5. Sagim a-e a-e a-e a-d ab
2 90,0+2,83 920 880 314 | 3 887+10,97 950 760 12,37 | 3 8g3+643%® 930 810 7,28 | 2 91,0+1,41 920 900 155 |10  89,3+6,18 950 760 6,92
6. Sagim ef a-d abc a-e ab
2 755+1630%0 87,0 640 2154 | 2 92,0+2,83 940 900 307 | 3 930+265%°C 960 910 284 | 3 g8 7+551 940 830 621 |10 88,0+9,24 96,0 640 10,50
7. Sagim a-e a-e c-f a-e abc
3 86,7+7,51 940 790 866 | 3 84,7+4987 96,0 780 11,65 | 3 783+1150°" 90,0 67,0 14,69 | 3 g8 7+351 92,0 850 396 | 12 846+8,40 9,0 670 994
8. Sagim b-f a-e a a-e ab
3 78,7+7,64 870 720 9,71 3 90,0+0,0 90,0 90,0 0,0 3 953+0,58 96,0 950 0,61 3 90,3+2,08 920 880 230 | 12 88,6+7,22 96,0 72,0 8,15
9. Sagim
g 3 87,04693%¢ 910 790 796 | 3 91,015,295"‘j 950 850 581 | 3 900s500%¢ 950 850 556 | 3  943+116% 950 930 1,22 |12 go6#511% 950 790 564
10.Sagim
& 2 93,010,03130 930 930 00 | 3 903+7,37%% 960 820 816 | 3 00740420 950 870 446 | 3 93,713,213'0 96,0 90,0 343 |11 918+431% 960 820 469
Genel | 27 856+7,54 940 640 881 |29 876+7,39 960 690 844 |30 859+858 960 660 998 |26  89,1+666 960 70,0 747

Zaman: F=5,161; p=0,000%*,

ZamanxSulandirict: F= 2,844; p=0,001** Sulandirict: F=0,855; p=0,521

**. 0,01 6nem dlzeyinde istatistik olarak énemlidir.
a-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan hafta ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir.

a-C: Ayni satirda farkli harfi tasiyan her hafta i¢in sulandiric ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak énemlidir.
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Sulandirma sonrast farkli sulandiricilara ait vitalite degerleri bakimindan
ZamanxSulandirict ve Zamanlar arasindaki fark istatistiksel agidan p<0.01 duizeyinde
onemli bulunurken, Sulandiricilar arasindaki fark istatistiksel ac¢idan Onemli

bulunmamustir.

Sulandirma sonrasi farkli sulandiricilara ait ortalama vitalite degerleri Sekil
4.6.” da verilmistir.

Sulandirma Sonrasi Vitalite
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Sekil 4. 6. Farkli Sulandiricilara Ait Sulandirma Sonrasi Ortalama Vitalite Degerleri

Sulandirma sonrast elde edilen verilere gore Sulandiricilar arasindaki
istatistik fark 6nemsiz bulunurken Zaman ve ZamanxSulandirici agisindan istatistik
fark p<0,01 diizeyinde dnemli bulunmustur. Bu sonuglara gore en yiksek ortalama
vitalite degeri % 91,8+4,31 ile 10. sagimda iken en diisiik ortalama % 80,8+9,35 ile
2. sagimda elde edilmistir. Istatistiksel acidan ZamanxSulandiric1 arasindaki fark
onemli bulunmus olup Glikoz sulandiricisi i¢in en yiiksek ortalama vitalite degeri %
93,0+0,0 ile 10. sagimda iken en diisiik ortalama % 75,5+16,30 ile 6. sagimda elde

edilmistir. Tris-Glikoz sulandiricisi i¢in en yiiksek ortalama vitalite degeri %
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92,0+2,83 ile 6. sagimda iken en diisiik ortalama % 77,7£9,02 ile 2. sagimda elde
edilmistir. Laktatli Ringer sulandiricist i¢in en yiiksek ortalama vitalite degeri %
95,3+0,58 ile 8. sagimda iken en diisiik ortalama % 75,3%£9,50 ile 3. sagimda elde
edilmistir. L. Ringer-Glikoz sulandiricist i¢in en yiiksek ortalama vitalite degeri %
94,3£1,16 ile 9. sagimda iken en diisiik ortalama % 70,0£0,0 ile 2. sagimda elde
edilmistir. Sulandiricilar arasindaki fark ise istatistiksel acidan 6nemli olmayip en
yiksek ortalama motilite degeri % 89,1+6,66 ile L Ringer-Glikoz sulandiricisi iken
bunu takiben % 87,6£7,39 ile Tris-Glikoz, % 85,9+8,58 ile Laktatli Ringer
gelmektedir. En diisiik ortalama vitalite degeri ise % 85,6+£7,54 ile Glikoz

sulandiricist olmustur.

Makhafola ve ark. (2009), ii¢ farkli horoz irki1 {izerinde %5 DMSO kullanarak
yaptig1 caligmada sulandirma sonrasi vitalite degerini Ovambo irkinda % 85+10,7,
Potchefstroom Koekoek irkinda % 90+10,7, White Leghorn irkinda ise % 90£10,7
olarak bildirmislerdir. Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012), kazlarda yaptiklari
calismada %6 DMF eklenmis EK sulandiricisi kullanilmis ve iki ayr1 denemede %
83,217,0 ve % 80,7+7,4 degerlerini saptamislardir. Roushdy ve ark. (2014), farkli iki
tavuk 1rki lizerine yaptiklar1 ¢alismada en iyi sonucu % 3 DMA ile % 59,43+0,57
olarak bildirmislerdir. Tselutin ve ark. (1999), yaptiklar1 calismada kiimes
hayvanlarina ait nativ spermalar1 Lake sulandiricisi ile sulandirarak Gliserol, DMA
ve DMSO kriyoprotektanlarini eklemis ve en yiiksek sulandirma sonrasi vitalite
degerini % 4 Gliserol ile % 76+2,1 olarak bildirmistir. Lukaszewicz (2001a), kazlar
lizerine yaptigi c¢alismada DMA Kriyoprotektani ile filtrelenmis spermada %
92,56+1,96, filtrelenmemis spermada % 93,83%2,62 degerlerini bulmustur. Elde
edilen verilere gore en yiksek ortlama vitalite degeri %89,1+6,66 ile LR-Glikoz
sulandiricisinda olup Makhafola ve ark. (2009), Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012),
Roushdy ve ark. (2014) ve Tselutin ve ark. (1999) arastirmacilarinin elde ettikleri

degerlerden yiiksek veya benzer bulunmustur.

4.3. DONDURMA-COZME SONRASI
4.3.1. Dondurma-Co6zme Sonras1 Motilitesi

Elde edilen spermalarin 4 farkli sulandirici ile dondurma-¢6zme sonrasina ait

motilite tamimlayict degerleri Tablo 4.7.” de verilmistir.
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Tablo 4.7. Dondurma-Cézme Sonrasi Farkli Sulandiricilara Ait Motilite Degerleri

Glikoz Tris-Glikoz Laktath Ringer L. Ringer-Glikoz Genel
Zaman N x + S« Max Min CV N x +Sx Max Min CV N x +Sx Max Min CV N x +Sx Max Min CV N x +Sx Max Min CV
1.Sagim
& 3 45,7+8,02 540 380 1756 | 3 137#351 170 10,0 2570 | 2 135+9,19 200 70 6809 | 3 2731365 420 150 49,94 | 11 26,1+1595 540 70 61,14
2. Sagim
3 42,3+2,52 450 40,0 594 | 3 107+379 150 80 3549 | 3  93+252 120 70 2696 | 3  237+493 27,0 180 20,84 | 12 21541419 450 7,0 66,0
3. Sagim
3 36,7+10,41 450 250 2839 | 3 133#208 150 11,0 1561 | 2 1054495 140 70 4714 | 3 233+1422 330 70 60,9 | 11 21,9+1340 450 70 61,15
4. Sagim
3 44,0+8,00 520 360 1818 | 3 83058 90 80 693 | 3 1504300 180 120 20,0 | 3 2504866 350 20,0 34,64 | 12 231+1498 520 80 64,90
5. Sagim
3 43,3+9,29 540 370 2144 | 3 1274577 160 60 4558 | 3 83351 120 50 4214 | 3 3374814 430 280 24,19 | 12 245+1628 540 50 6647
6. Sagim
2 40,0+0,0 400 400 00 | 3 157#404 200 120 2580 | 3 13,0+300 160 100 2308 | 3  21,74#945 290 11,0 43,62 | 11 21,0+11,09 40,0 100 5281
7. Sagim
3 40,05,00 450 350 1250 | 3 10,3+4,04 150 80 39,11 | 3 1374586 180 7,0 4287 | 3  283%351 320 250 1239 | 12 23,1+1304 450 7,0 5650
8. Sagim
3 49,7+15,70 620 320 31,60 | 3  93+321 130 70 3444 | 3 1474751 220 70 51,17 | 3 183+551 220 120 3004 | 12 23041823 620 7.0 79,24
9. Sagim
3 46,3+7,77 550 40,0 1676 | 3 133+1,16 140 120 8,66 | 3 1204529 180 80 4410 | 3 20,3208 220 180 1024 | 12 23041503 550 80 6536
10.Sagim
3 44,0+15,10 600 30,0 3432 | 3 1474208 170 130 1419 | 3 1574569 220 11,0 3630 | 2  245%¥354 270 220 1443 |11 247+1485 600 11,0 60,07
Genel | 29 43,3+8,73% 620 250 2017 |30 122+4363° 200 60 2978 | 28 126+480° 220 50 3876 | 29 2416J_r826b 430 70 3355

Zaman: F=1,202; p=0,317,

ZamanxSulandiricr : F=1,316; p=0,204, Sulandiric1 F= 146,172; p=0,000**

**. 0,01 6nem duzeyinde istatistik olarak énemlidir.
a-c: Ayni satirda da farkli harfi tagiyan sulandirici ortalamalart arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir
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Dondurma-Cozme sonrasi farkli sulandiricilara ait motilite degerleri
bakimindan sulandiricilar arasindaki fark istatistiksel agidan p<0.01 diizeyinde
onemli bulunurken, ZamanxSulandirici ve Zamanlar arasindaki fark istatistiksel

acidan 6nemli bulunmamastir.

Dondurma-Cozme sonrasi farkli sulandiricilara ait ortalama motilite degerleri
Sekil 4.7.” de verilmistir.

Dondurma-C6zme Sonrasi Motilite (%)
60

10 W/\ \._‘.,/
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Sekil 4. 7. Farkli Sulandiricilara Ait Dondurma-Cozme Ortalama Motilite Degerleri

Elde edilen spermalarin sulandirma sonrasi dondurma-¢ézme islemlerinde
kullanilan Sulandiricilar arasindaki fark istatistik p<0,01 diizeyinde Onemli
bulunurken Zaman ve ZamanxSulandiric1 arasindaki farklar 6nemsiz bulunmustur.
Bu sonuclara gore en yiksek ortalama motilite degeri % 43,3+£8,73 ile Glikoz
sulandiricisinda elde edilirken bunu takiben % 24,6+8,26 ile L. Ringer-Glikoz, %
12,6+4,89 ile Laktathh Ringer ve en diisiik ortalama % 12,243,63 ile Tris-Glikoz
sulandiricisinda elde edilmistir. Istatistiksel agidan zamanlar arasindaki fark 6nemli
olmayip en yuksek ortalama motilite degeri % 26,1£15,95 ile 1. sagimda iken en
diisiik ortalama % 21,0+11,09 ile 6. sagimda elde edilmistir. Istatistiksel agidan
ZamanxSulandiric1 arasindaki farklar 6nemsiz olup Glikoz sulandiricist i¢in en

yuksek ortalama motilite degeri % 49,7+15,70 ile 8. sagimda iken en diisiik ortalama
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% 36,7£10,41 ile 3. sagimda elde edilmistir. Tris-Glikoz sulandiricisi i¢in en yiiksek
ortalama motilite degeri % 15,7+4,04 ile 6. sagimda iken en disiik ortalama %
8,3+0,58 ile 4. sagimda elde edilmistir. Laktatli Ringer sulandiricisi igin en yiiksek
ortalama motilite degeri % 15,7+5,69 ile 10. sagimda iken en diisiik ortalama %
8,3+3,51 ile 5. sagimda elde edilmistir. L. Ringer-Glikoz sulandiricist igin en yiiksek
ortalama motilite degeri % 33,7+8,14 ile 5. sagimda iken en diisiik ortalama %

18,3+5,51 ile 8. sagimda elde edilmistir.

Akcay ve ark. (2007), yaptigi calismada Glikoz (300 mOsm/L)
sulandiricisina ek olarak %10 DMSO kriyoprotektan1 kullanmis olup % 40,5+2,8 ile
en yiiksek motilite degerini elde etmistir. Yapilan bu calismada ise Glikoz (370
mOsm/L) sulandiricisina ek olarak %5 DMSO kullanilmis ve % 43,3+1,62 motilite
ile en yiiksek deger elde edilmistir. Han ve ark.(2005), yaptiklari ¢alismada 6rdek
semeni ile farkli konsantrasyonlarda 4 kriyoprotektan kullanmis ve dondurma-¢tzme
sonras1 en yiksek sonucglart %10 DMSO konsantrasyonu i¢in %58 motilite, %10
DMA konsantrasyonu icgin %49 motilite, %10 DMF konsantrasyonu icgin %42
motilite ve %8 Gliserol konsantrasyonu igin %54 motilite olarak bildirmistir.
Graham (1982) %50 motilite, Makhafola ve ark. (2009), ii¢ farkli horoz irk1 {izerinde
%S5 DMSO kullanarak yaptig1 ¢alismada dondurma-¢6zme sonrast motilite degerini
¢ozme sonrasi 0, 30, 60 ve 90dk bekletme siirelerine gore belirlemistir. Bu sonuclara
gore sirasiyla Ovambo 1rki igin % 45+4,7, % 35+4,0, % 20+£3,7 ve % 7+3,6,
Potchefstroom Koekoek 1rki i¢in % 47+4,7, % 30+4,0, % 17+3,7 ve % 12+3,6, White
Leghorn 1rk1 igin % 4044,7, % 20+4,0, % 15+3,7 ve % 12+3,6 olarak bildirmislerdir.
Pandian ve Prabakaran (2012), yerli, beyaz ve melez hindilerde yaptiklar1 ¢caligmada,
%39 Gliserol ile % 28,88+0,09, %5 Etilen Glikol ile %16,47+0,10, %7 Etilen Glikol
ile % 19,77+0,09 ortalama motilite degerlerini bildirmislerdir. Keskin ve ark. (1995),
Gliserol (%5 ve %8) ve DMSO (%5 ve %#4) oranlarinda kriyoprotektan kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada sirasiyla BPSV-1 icin %36,7+2,6, BPSV-2 ic¢in %41,7+2,1,
Ringer-1 icin %46,7+l,4, Ringer-2 igin %44,2+1,9 degerlerini saptamislardir.
Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012), kazlarda yaptiklari ¢alismada %6 DMF eklenmis
EK sulandiricisi kullanilmis denemede % 30,0£10,0 motilite saptamislardir.
Seigneurin ve Blesbois(1995), Gliserol kriyoprotektani kullanmis ve %21-41 arasi

motilite elde etmislerdir. Roushdy ve ark. (2014), farkli iki tavuk irki izerine
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yaptiklart c¢alismada en iyi sonucu % 7 Gliserol ile % 36,07+£1,16 olarak
bildirmiglerdir. Gee ve ark. (1993), Amerikan Kerkenezi spermi ile yaptiklari
calismada en iyi sonucu % 6 DMSO icin % 62+10 olarak bildirmistir. Bakst ve
Sexton (1979), DMSO kullandiklar1 BPSE sulandiricisi ile hindiler icin % 40 diger
kiimes hayvanlari i¢in % 55 motilite elde etmislerdir. Elde edilen sonuglar Akgay ve
ark. (2007), Han ve ark. (2005), Makhafola ve ark. (2009), Pandian ve Prabakaran
(2012), Keskin ve ark. (1995), Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012), Seigneurin ve
Blesbois(1995), Roushdy ve ark. (2014) ve Bakst ve Sexton (1979) arastirmacilarinin
elde ettikleri sonuclardan yuksek veya benzer degerlerde bulunmustur. Graham
(1982) ve Gee ve ark. (1993) arastirmacilarinin bulgularindan ise diisiik

bulunmustur.
4.3.2. Dondurma-Cozme Sonras1 Vitalitesi

Aragtirma boyunca elde edilen spermalarin dondurma-¢6zme sonrasi vitalite

tanimlayict degerleri Tablo 4.8.” de verilmistir.
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Tablo 4.8. Dondurma-Cézme Sonrasit Farkli Sulandiricilara Ait Vitalite Degerleri

Glikoz Tris-Glikoz Laktath Ringer L. Ringer-Glikoz Genel
N x +S¢ Max Min CV [N x +S¢ Max Min CV [N x +S¢ Max Min CV |[N x +S¢ Max Min CV | N x +S¢ Max Min cv
1.Sagim 3 58,0+14,00 68,0 420 2414 | 3 23,7¢3,79 280 210 16,00 | 3 22,3+153 240 210 684 | 3 39,3+5,03 44,0 340 1280 | 12 358+1645 680 21,0 4591
2. Sagim 3 55,7+8,62 650 48,0 1549 | 3 22,3+252 250 200 1127 | 2 155+354 180 13,0 2281 | 3 39,0+1,73 40,0 37,0 444 |11 34,7+1658 650 13,0 47,75
3. Sagim 3 45,7¢11,50 570 340 2519 | 3 20,3+8,39 30,0 150 4125 | 3 17,0#1000 270 70 5882 | 3  423+1021 540 350 2413 |12 31,3+1588 57,0 7,0 50,67
4. Sagim 3 60,3+1328 68,0 450 2201 | 3 20,0£2,00 22,0 18,0 10,00 | 3 22,7+¢7,02 30,0 16,0 3099 | 2 3454354 370 320 10,25 | 11 34,4+18,77 680 16,0 54,63
5. Sagim 3 53,348,62 61,0 440 1617 | 3 19,0£520 250 160 2735 | 3 20,3*x10,50 310 100 5166 | 2 46,0566 50,0 420 1230 | 11 33,6%#17,60 61,0 10,0 52,33
6. Sagim 3 57,0£7,00 650 520 1228 | 3 31,349,02 40,0 220 2878 | 3 23,3493 290 200 2114 | 3 33,7+2,89 370 320 857 |12 36,3+14,18 650 20,0 39,02
7. Sagim 3 57,7+16,44 70,0 39,0 2851 | 3 3571007 450 250 2822 | 2 23,5354 260 210 1504 | 3 46,7503 52,0 420 10,79 | 11 42,5#1553 70,0 21,0 36,57
8. Sagim 3 60,7+10,02 72,0 530 1651 | 3 153+737 210 7,0 48,07 | 3 23,7¢153 250 220 645 3 25,0+8,66 350 20,0 34,64 |12 31,2+1933 720 7,0 62,02
9. Sagim 3 55,0+£10,00 650 450 1818 | 3  253+1457 420 150 5752 | 3 21,3+4,16 260 180 1952 | 3 28,7404 310 240 1410 | 12 32,6%1591 650 150 48,82
10. Sagim | 3 54,7¢11,37 640 420 2080 | 3 253+569 30,0 19,0 2245 | 3 23,7¢6,66 31,0 180 28,13 | 3 32,3+5,13 380 28,0 1587 | 12 34,0+1446 640 18,0 42,53
Genel 30 55,8t10,34a 720 340 1853 | 30 23,818,68C 450 7,0 3641 | 28 2]_’51.5’82C 310 70 2712 | 28 36]518,42b 54,0 20,0 23,06

Zaman: F=1,292; p=0,263, ZamanxSulandirici: F=0,784; p=0,751, Sulandirici: F=141,005; p=0,000**

**. 0,01 6nem dulzeyinde istatistik olarak énemlidir.

a-C: Ayni satirda da farkli harfi tagiyan sulandirici ortalamalart arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir.
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Dondurma-Cozme sonrast farkli sulandiricilara ait vitalite degerleri
bakimindan sulandiricilar arasindaki fark istatistiksel agidan p<0.01 diizeyinde
onemli bulunurken, Zaman ve ZamanxSulandirici arasindaki farklar istatistiksel

acidan 6nemli bulunmamastir.

Dondurma-Cozme sonrasi farkli sulandiricilara ait ortalama vitalite degerleri
Sekil 4.8.” de verilmistir.

Dondurma-Cozme Sonrasi Vitalite
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Sekil 4. 8. Farkli Sulandiricilara Ait Dondurma-Ctézme Ortalama Vitalite Degerleri

Dondurma-Cozme sonrasi vitalite degerleri i¢in Sulandiricilar arasindaki fark
istatistik  agisindan  p<0,01 diizeyinde Onemli bulunurken Zaman ve
ZamanxSulandirici arasindaki farklar 6nemsiz bulunmustur. Bu sonuclara gore en
yiiksek ortalama vitalite degeri % 55,8+£10,34 ile Glikoz sulandiricisi olurken, bunu
% 36,5+8,42 ile L. Ringer-Glikoz ve % 23,8+8,68 ile Tris-Glikoz sulandiricisi takip
etmektedir. En diisiik ortalama vitalite degeri ise % 21,545,82 ile Laktatli Ringer
sulandiricisinda gdzlemlenmistir. Istatistiksel agidan ZamanxSulandiric1 arasindaki
farklar 6nemsiz olup Glikoz sulandiricist i¢in en yiiksek ortalama vitalite degeri %
60,7£10,02 ile 8. sagimda elde edilirken en diisiik ortalama % 45,7£11,50 ile 3.
sagimda elde edilmistir. Tris-Glikoz sulandiricist i¢in en yiiksek ortalama vitalite

degeri % 35,7+10,07 ile 7. sagimda iken en diisilk ortalama vitalite degeri %
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15,3+7,37 ile 8. sagimda elde edilmistir. Laktatli Ringer sulandiricisi i¢in en yiiksek
ortalama vitalite degeri % 23,7+1,53 ve 23,7£6,66 ile 8. ve 10. sagimda elde
edilirken en diisiik ortalama vitalite degeri % 15,5+3,54 ile 2. sagimda elde
edilmistir. L. Ringer-Glikoz sulandiricis i¢in ise en yliksek ortalama vitalite degeri
% 46,7£5,03 ile 7. sagimda olurken en diisiik vitalite degeri % 25,0+8,66 ile 8.
sagimda elde edilmistir. Zamanlar arasindaki farklar da istatistiksel agidan dnemsiz
olup en yiiksek ortalama vitalite degeri % 42,5£15,53 ile 7. sagimda elde edilirken en
diisiik ortalama % 31,2+19,33 ile 8. sagimda elde edilmistir.

Makhafola ve ark. (2009), ti¢ farkli horoz irki tizerinde %5 DMSO kullanarak
yaptig1 ¢alismada dondurma-¢6zme sonrasi vitalite degerini ¢cozme sonrasi 0, 30, 60
ve 90dk bekletme siirelerine gore belirlemistir. Bu sonuglara gore sirasiyla Ovambo
ki igin % 65+7,1, % 45+7,4, % 25+7,3 ve % 20+7,0, Potchefstroom Koekoek 1rki
icin % 65+7,1, % 45+7,4, % 30£7,3 ve % 22+7,0, White Leghorn irk1 i¢in % 50+7,1,
% 40+7,4, % 30+7,3 ve % 22+7,0 olarak bildirmislerdir. Lukaszewicz (2002), %6
DMF eklenmis EK sulandiricisi kullanarak yaptiklari ¢aligmada kaz spermini
dondurmus ve dondurma-¢ézme sonrasi vitalite degerini %34,7, normal sperma
oranini ise %14,1 olarak bildirmislerdir. Lukaszewicz (2001b), %6 DMF eklenmis
EK sulandiricist kullanarak yaptigi baska bir ¢calismada dondurma-¢6zme sonrasi, 2
yasindaki kazlar icin % 67,61+£7,87 ve 3 yasindaki kazlar icin % 68,61+12,34
ortalama vitalite degerleri elde etmistir. Kowalczyk ve Lukaszewicz (2012), kazlarda
yaptiklar1 ¢alismada %6 DMF eklenmis EK sulandiricisi kullanilmis denemede %
53,5+7,5 vitalite degerini saptamislardir. Seigneurin ve Blesbois (1995), Gliserol
kriyoprotektani kullanmis ve %34-48 arasi vitalite elde etmislerdir. Roushdy ve ark.
(2014), farkli iki tavuk irki {izerine yaptiklari ¢alismada en iyi sonucu % 7 Gliserol
ile % 37.02£1.13 olarak bildirmislerdir. Lukaszewicz (2001a), kaz iizerine yaptigi
calismada DMA kriyoprotektan1t ile filtrelenmis spermada % 37.9+11.28,
filtrelenmemis spermada % 42,06+10.22 degerlerini bulmustur. Tai ve ark. (2001),
yaptiklar1 ¢alismada dondurma-¢6zme sonrasi vitalite degerini % 9 DMA ve % 4
DMSO igin sirasiyla % 27,0£3,2 ve % 7,3%4,7 olarak bildirmislerdir. Rosato ve ark.
(2012), DMSO ve likopen kullanarak yaptiklar1 ¢galismada dondurma-¢ézme sonrasi
vitalite degerini % 36,2+2,92 olarak bildirmistir. Elde edilen sonucglara gore
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Lukaszewicz (2001b) arastirmacisinin bulgularindan diisiik, diger arastirmacilarin

bulgulart ile benzer veya daha yiiksek bulunmustur.
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SONUGC

Bu calismada, Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Hayvan Yetistirme
Unitesinde yetistirilen 5 adet Amerikan Bronz Hindilerden elde edilen spermalarin
dondurma o6ncesi ve dondurma sonrasi spermatolojik Ozelliklerin saptanmasi
amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda elde edilen nativ spermalara ait spermatolojik
ozellikler; ejekiilat miktari, sperm yogunlugu, motilite ve vitalite olarak
incelenmistir. Nativ sperma Ozelliklerinin saptanmasindan sonra birlestirilmis
spermalar, sulandirma sonrasi motilite ve vitalite degerleri ile dondurma-¢0zme

sonrast motilite ve vitalite degerleri olmak tizere iki farkli kosulda incelenmistir.

Calismada elde edilen nativ spermalara ait bulgular diger arastirmacilar
tarafindan yapilan calismalarda elde edilen bulgular ile benzer degerlerde bulunmus
ve fizyolojik degerler igerisinde kalmistir. Nativ sperma degerleri arasindaki
farkliliklarin sebebi olarak birey, yas, irk, sagim sikligi, beslenme, 151k, sicaklik ve
genetik gibi degiskenlerin hindiler Gzerindeki etkileri gosterilebilmektedir (Ashizawa
ve Sano, 1990; Bakst ve Dymond, 2013; Keskin ve ark., 1995; Tiirkoglu ve ark.,
2005; Donoghue ve Wishart, 2000).

Sulandirma sonrasi ortalama motilite degeri en yiiksek sulandirici Laktath
Ringer-Glikoz olarak tespit edilmis olup bunu takiben Laktatli Ringer en yiiksek
ortalama motilite degerine sahip ikinci sulandirict olmustur. Fakat dondurma-¢6zme
sonrast ortalama motilite degeri en yiiksek sulandiricinin Glikoz olmast bu
sulandiricilarin - kisa siireli muhafaza yontemlerinde kullanilabilir olabilecegi
sonucunu dogurmustur. Bu sulandiricilarin  kullanilabilirliginin tespit edilmesi
amaciyla tek basina veya diger bagka kimyasal maddeler kullanilarak yapilacak
modifiye sulandiricilarla denemelerin yapilmasi ve elde edilen sonuglarin hindicilik
sektorlinde kullanilabilecek seviyede olup olmadig: arastirilmas: gerektigi sonucuna
varilmigtir. Ayrica, elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak bu sulandiricilarin sadece
motilite degerlerinde degil sulandirma sonrasi vitalite degerlerininde oldukga yuksek
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen yiliksek oranlar, kullanilan bu sulandiricilarin
spermlerin canliligint devam ettirebilmek icin ihtiya¢ duydugu maddelerin bir

kismini karsilayabildigini gostermektedir.
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Sonug olarak, kullanilan sulandiricilar igerisinde % 5 DMSO igeren Glikoz
(370 mOsm/L) sulandiricisinin diger sulandiricilara oranla daha kullanilabilir oldugu
tespit edilmistir. Ancak, elde edilen bulgular neticesinde Glikoz sulandiricisinin
kullanilabilirligini teyit etmek amaciyla sulandiricinin fertilizasyon denemelerinin
yapilmasi gerekmektedir. Ayrica elde edilen en yiiksek dondurma-¢ézme sonrasi
motilite orani, hindi iireticiliginde kullanilabilecek yeterli seviyede bulunmadigi igin
daha yiiksek oranlarda motilite elde edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in sulandirici
cesidi, kriyoprotektan ¢esidi, ekilibrasyon siiresi ve dondurma-¢tzme slresi gibi
motiliteyi dogrudan etkileyebilecek etkenlerin gelistirilmesi gerektigi sonucuna

varilmstir.
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