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OZET

Sunulan aragtirmada, tris sulandiricisina ilave edilen diigiik gliserol oranlarimin kipek spermasimin kisa siireli saklanabilirligi
iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.Bu amagla 4 képekten penis masaji yontemiyle sperma drnekleri alindi. Elde edilen
sperma dort egit kisma béliindii ve kontrol (gliserolsiiz), %1 - 2 ve 4 oranlaninda gliserol iceren tris sulandiricilar ile 32 °C ‘'de 1/5
oraninda ayri ayrt sulandirilldi. Sulandirilan sperma ornekleri 96 saat siireyle 5 °C 'de bekletildi ve giinliik olarak spermatolojik
muayeneleri yapildi. Bu siire sonunda en yiiksek motilite, en diigiik 6lii spermatozoon ve bozuk akrozomlara ait ortalamalar sirasiyla
%20.619.03, %19.145.27 ve %34.512.20 'lik oranla gliserol icermeyen kontrol grubu sulandinicida bulundu. Spermatolojik
azellikler yontinden yapilan istatistiki karsilagtirmalarda, kontrol grubu ile diger gruplar arasinda énemli farkhliklar belirlendi
(P<0.05-P<0.001).Sunulan ¢caliymada kipek spermasimin spermatolojik dzellikleri iizerine sulandiniciya ilave edilen tim gliserol
oranlarinin 48. saatten baglayarak motiliteyi baskladigi, %4 oraminda ilave edilen gliseroliin ise spermatozoon canlilig: iizerine
toksik etkili oldugu ve akrozom hasarlarinda artiy meydana getirdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler : Sperma, Gliserol, Kisa Siireli Saklama
Studies on the Effect of Low Glycerol Rates on the Storage of Dog Semen for a Short Time
SUMMARY '

In the present study , the effect of low glycerol rates in addion to tris extender on short time storage of dog semen was
investigated. For this purpose, semen samples were collected by digital manipulation from a total of 4 dogs. The collected semen
was divided into four equal porsions. Glycerol was added to tris extender in I, 2 and 4% in three different tubes, and fourth tube
contained no glycerol as a control. Then, all four semen samples were diluted at 32 °C in a waterbath with tris extenders prepared
above in respective order as one part semen and four part tris extender. The diluted semen samples were keept in 5 °C for 96 hours
and spermathologic examination were made daily. After 96 hours storage, the highest progressive motility rate, lowest dead sperm
rates and lowest damaged acrosoma were 20.619.03, 19.145.27 and 34.542.20 % respectively in control suplemented group. These

results were significantly (P<0.05-P<0.001) different compared to the other suplement groups. As a result, all glycerol rations
added to the tris extender were found to depress motility starting from 48" hours. Furthermore, addition of 4% glycerole had a
toxic effect on sperms and increased acrosomal damages.
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GiRis

Kopeklerde dondurulmug spermayla yapilan sun’i tohumla-
ma uygulamalarina ek olarak 5°C de saklanan sulandinlmig
sperma ile de sun'i tohumlama iglemi baganh bir gekilde yapila-
bilmektedir. Alinan sperma gegsitli sulandinicilar ile belirli oran-
larda sulandinlarak, spermatozoonlarin yasam siirelerinin
uzatilmasi ve fertilite oranlanmn arttirilmasi saglanabilmekte-
dir.

Bu amagla deg@isik aragtirmacilar, sulandinci igerisinde
gesitli dogal, kimyasal ve kryoprezervatif maddeleri igeren fark-
I sulandincilan kullanarak kopek spermasinin 4-5 °C 'de sakla-
nabilirligi iizerine etkilerini aragtirmuglardir. Spermatozoonlan
sofufun olumsuz etkilerine karyi koruyabilmek igin sperma
sulandinicilarina gesitli kryoprotektif maddeler ilave edilmekte-
dir.

Philips (16) ilk kez spermanin kisa siireli saklanmasinda
gliseroliin olumlu koruyucu etkilerini bildirmigtir. Gliseroliin

hiicrelerde membran biitiinliiginii koruyucu etkisine ek olarak
(2,11,25), bir enerji kaynag: seklinde de gdrev yaptif belirtil-
migtir (13,14). Cesitli aragtirmacilar, boga spermasinin kisa
siireli saklanmasinda sulandinciya ilave edilen degigik oranlar-
daki gliseroliin, spermanin saklanabilirligi iizerine 6nemli (1,9,
10), veya sinirli (20) oranda olumlu etkilerini saptarmsglardir.

Kopek spermasmin kisa siireli saklanmasinda gliseroliin
etkilerini aragtiran Foote (7) sitrat sulandincisinda %8 gliserol
oramnin toksik oldugunu, Provience ve ark (17)1 ise tris
sulandincis: igerisinde %3 'litk gliserol oraminin herhangi bir
etkisini gozleyemezken, %6 'lik oramn toksik etkili oldugunu
bildirmiglerdir.

Bu aragtirmada, képek spermasmin kisa siireli saklanabilir-
ligi lizerine tris sulandiricisi igerisine ilave edilen %0 (kontrol) -
1-2 ve 4 oranlanndaki gliseroliin etkilerinin aragtinlmas: amag-
lanmugtir.
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MATERYAL VE METOT

Yapilan ¢aliymada 3-5 yagh, 17-30 kg arasinda, ¢esitli
rklardan dort adet melez erkek kdpek kullamidi. Cahigmada
kullanilan kopeklerin herbirinden, Tekin ve ark (24)'min
bildirdigi penis masaji yontemiyle sperma ii¢ giin araliklarla 3
kez alindi ve spermadan zengin orta sekretin spermatolojik
muayeneleri yapildi.

Araghrma esnasinda motilite, yogunluk, 6lii vé anormal
spermatozoon oranlarinin tespiti Tekin (23) 'in bildirdigi yon-
temlere gore degerlendirildi. Olii spermatozoon orami igin
eozin-nigrozin (5), anormal spermatozoon oram igin ise
nigrozin-eozin (4) boyalan kullamilarak frotiler hazirland1 ve
toplam 200 spermatozoon sayilarak yiizde oranlan belirlendi.

Aragtirmada kullamlan tris sulandiricis1 Rota ve ark (18)’na
gore hazirlandi. Hazirlanan tris sulandinicist dért egit kisma
boliinerek, sonugta kontrol (gliserolsiiz), %1 - 2 ve 4

BULGULAR

oranlarinda gliserol igerecek gekilde araghrma gruplanna
gliserol ilaveleri yapildi. Su banyosu igerisinde (32°C) dort esit
kisma bélinen sperma iizerine, hazirlanan sulandinicilar 1/5
oraninda gruplara yavagga ilave edildi ve 0. saatteki
spermatolojik muayeneleri saptandi. Sulandinlan spermanin
15151 su banyosuna buz atilarak 45 dakika igerisinde 5 °C ye
diisiiriildii ve buzdolab: igerisinde 96 saat siiresince muhafaza
edildi. Bu siire igerisinde spermanin giinliik olarak motilite, &lii
ve anormal akrozom oranlan belirlendi.

istatistik analizz Gruplann giinlik spermatolojik
degigimleri arasindaki istatistiki farkhliklar Minitab isimli
istatistik programinda varyans analiz yardimiyla karsilagtinldi.
Tablo 1’de sunulan taze spermaya ait ortalama spermatolojik
degerler 4 kopek’den alnan 3 oOmege (n:12), tablo 2'de
aragtirma gruplarina ait bildirilen ortalama degerler yapilan 8
tekrarin sonuglarina gore tespit edildi (n:8).

Dort kopekten penis masaji yontemiyle elde edilen taze spermalarin orta sekretlerine ait ortalama spermatolojik ve standart

sapma degerleri tablo 1 'de verilmisgtir.

Farkh gliserol oranlan ve kontrol grubuna ait 96 saat siiresince sulandirilmis spermada degigen motilite, 6lii spermatozoon ve
anormal akrozom oranlarina ait degisimler tablo 2 ile grafik I, 2 ve 3 'te verilmistir.

Tablo 1. Taze spermamin orta sekretlerine ait spermatolojik degerler (n:12) ( X+SD )

Miktar pH Yogunluk Motilite Olii sp. Orant Anormal sprmatozoon orani
(ml) 6 (%) (%) Akrozom Basg, Orta, Kuyruk
x10"/ml
g ) )
1.240.27 6.410.13 353.0145.70 88.3+4.08 1.840.51 1.240.37 6.912.10

X: Ortalama, SD : Standart sapma

Tablo 2. Farkh gliserol oranlari ve kontrol grubuna ait sulandinlmig spermalanin 96 saat siiresince motilite, 6l spermatozoon ve

anormal akrozom oranlarina ait degigimler (n:8)( X+SD)

Saat 0 24 48 72 96

Kontrol (%0) 87.142.67>  78.145.94%  65.6+13.50¢ 47.5+9.63 ¢ 20.619.03°
Motilite (%) Gliserol (%1) 84.4+4.17*  70.0£11.30* 31.9+11.63%  15.0+10.35° 0.040.00 "
Gliserol (%2) 83.143.72%  67.5t14.40°  13.744.43° 3.743.53° 0.0£0.00
Gliserol (%4) 82.542.67°  61.2+18.08° 6.2+4.43 * 1.3+3.53° 0.0£0.00"

Aymi siitunda degisik harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir P<0.001
Kontrol (%0) 2.840.84° 7.241.33° 10.9+2.21° 14.040.63 ° 19.1£5.27*
Olii sp. Gliserol (%1) 3.1+0.82° 8.0+1.28*° 12.4+2.30*° 16.143.46 ° 21.945.23°
Oram Gliserol (%2) 3.140.86 * 8.6%1.15" 13.1+1.82* 17.183.21° 22.9+530°
(%) Gliserol (%4)  3.240.92° 90+1.13"  15.4+1.86" 19.2+2.99° 27.445.06°

Aymni siitunda degisik harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir P<0.05

Anormal Kontrol (%0) 1.840.37* 16.742.22°  23.6+1.34"° 30.4+2.47° 34,542.20°
Akrozom orani Gliserol (%1) 1.940.51° 17.542.25* 25.1+1.34° 32.742.57 % 37.242.47°
(%) Gliserol (%2) 2.040.49* 17.9+1.76*  259+1.76 ™ 34.242.00° 38.642.77°
Gliserol (%4) 2.040.49* 1948296  27.741.89° 39.442.10¢ 45.843.07°

Aymi siitunda degigik harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir P<0.01

Sulandinlmis spermada motilite agisindan en iyi oramn 48.
saatten baglayarak kontrol grubu sulandiricisinda oldugu goz-
lenmis olup, bu grup ile diger gruplar arasinda istatistiki bir
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farkhhgin oldugu belirlenmigtir (P<0.001).0li spermatozoon
oranlari yoniinden, sulandinlmis spermada en diigiik oranin 48.
saatten itibaren kontrol, %1 ve %2 oranlarina ait oldugu ve bu
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gruplar ile %4 oraninda gliserol ilave edilen grup arasinda ista-
tistiki farklihgin oldugu tespit edilmistir (P<0.05). En diigiik
anormal akrozom oram 96 saat siiresince kontrol grubu su-
landinicida olup, 6zellikle %4 oraninda ilave edilmis gliseroliin

akrozom membranlart iizerinde Snemli hasarlar olugturdugu
belirlenmistir(P<0.01).
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Grafikl. Aragtirma gruplarina ait motilite oranlarinda gézlenen
degisimler
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Grafik 2. Arastu'ma gruplanna ait 6li spermatozoon oranlarinda
gozlenen degisimler

—+— %0 Gliserol
—=—%1 Gliserol
LS [,
o | O % Giserl
15
10 4
54 Zaman (saat)
0 T T T ; )
% 0 24 48 72 96

Grafik 3. Aragtirma gruplanna ait anormal akrozom oranlarinda
gozlenen degisimler

TARTISMA VE SONUC

Sunulan aragtirmada, tablo 1'de bildirilen kopeklere ait
ortalama spermatolojik degerlerin normal simirlar igerisinde
oldugu belirlenmistir (6, 19, 21, 22).

Kontol grubu tris sulandinicisinda, 96 saat siiresince giinliik
olarak belirlenen motilite diigiis oranlan, tris sulandiricis:
icerisine herhangi bir ek katki maddesi ilave etmeyen kimi
aragtirmacimn  bildirdigi motilite degisim oranina benzer
bulunmugken (12), kiminin tespit ettigi degerden diigiik (18),
ancak difer farkli bir aragtirmacinin buldugu degerden de
yiiksek olarak tespit edilmigtir (17). Kopek spermasimn kisa
siireli saklanmasinda, spermanin 1:30 oraninda
sulandinlmasimin, daha diigik sulandirma oranlarina gére
spermatozoon canlilifi ve motilitesini daha uzun bir siire
koruyabildigi bildirilmigdir (8). Yapilan aragtirmada kontrol
grubu tris sulandincis1 ile yukandaki gesitli aragtirmacilarin
bildirdikleri sonuglar arasinda tespit edilen motilite
oranlarindaki farklilklara muhtemelen sperma sulandirma
oranlan ve sulandme: igerisinde kullanilan dogal ve kimyasal
madde kompozisyonundaki degisiklikler, sulandirilan sperma
sismin 5 °C’ye diigiiriilme hiz ve tekniginde kullamlan
farkliliklar etkili olmus olabilir.

Aragtirma da kontrol ve degigik oranlardaki gliserol gruplan
arasinda motilite (P<0.001) ve &6lii spermatozoon (P<0.05)
oranlan agisindan 48. saatten itibaren baglayarak istatistiki
farklhihiklar belirlenmigtir (Tablo 2, Grafik 1 - 2). Sunulan
calymada sulandirici igerisine ilave edilen tiim gliserol
miktarlaninin 48. saatten itibaren motiliteyi baskiladifi, %4 "liik
gliserol ilavesinin ise spermatozoon canlihg: iizerine toksik etki
yaptif1 belirlendi. Foote (7) motilite agisindan sperma
sulandiricis: igerisine ekledigi %8 'lik gliserol oranim %4 'den
daha zararh oldugunu bulmustur. Provience ve ark (17)%1
sulandinlmig spermamin kisa siireli saklanmasinda %6 'Lk
gliserol oraminin motiliteyi baskiladiini, ancak %3 'liik oranin
ise herhangi bir zararh etkisini tespit edemediklerini
bildirmiglerdir. Sunulan aragtirmada tespit edilen motilite
oranlan Foote (7)'a benzer, ancak Provience ve ark (17)’'min %3
oraninda ilave ettikleri aragirma grubundan da diigik
bulunmugtur, Bu farkli sonuglar muhtemelen, Provience ve ark
(17) tarafindan gliserollii sulandincinin, spermanin 5 °C ye
diigiirilmesinden sonra ilave edilmesine bagh olarak
sekillenmis olabilir. Ciinki Critser ve ark (3) "1 spermanin uzun
siireli saklanmasinda, sulandiriciya -5 °C de gliserol ilavesinin,
25 °C 'de yapilan ilaveye gore ¢dziim sonrasi 24. saatteki
motilite  iizerine 6nemli koruyucu etkileri oldugunu
saptamiglardir.Tablo 2 ve Grafik 3’te gozlenebildigi gibi,
akrozom anormalitesi ydniinden 48. saatten itibaren 6zellikle
%2 ve %4 gliserol oranlarinda 6nemli istatistiki farkliklilar
belirlenmigtir (P<0.01). Sulandinc: igerisindeki gliserol oram
yiikseldikge 48. saatten baglayarak anormal akrozom oranminin
da arttif tespit edilmigtir. Degigik aragtirmacilar gliseroliin
toksik olmayan seviyelerde ecklenmesinin  hiicrelerin
intraseliiller ve ekstraseliiller g¢ozelti yogunlugunu (15) ve
membranlarim1 korudugunu (11, 25) bildirmiglerdir. Yapilan
aragtirmada belirlenen, gliserol oranlarindaki yiikselme ile
akrozom membranlaninda ortaya ¢ikan genel anormalite
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artigina, muhtemelen spermatozoonlara ait intraseliiller ve
ekstraseliiller ¢ozelti yogunluk dengelerinin ve membranlarinin
gliserolden  olumsuz  yonde  etkilenmiy  olmasindan
kaynaklanmig olabilir.

Sonug olarak kdpek spermasinin kisa siireli saklanmasinda
tris sulandiricist igerisine ilave edilen diigiik gliserol oranlan ve
kontrol gruplarina ait spermatolojik &zellikler karsilagtinl-
diginda, sulandinciya ilave edilen tiim gliserol miktarlarinin
motiliteyi baskiladii, %4 oraminda ilave edilen gliserol
oranimin  spermatozoon canhilifl iizerine daha toksik etkili
oldugu ve akrozom membran hasarlarim arttirdig: saptandi.
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