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Abstract: The aim of the current study was to compare effectiveness
of various semen staining methods in frozen-thawed and epididymal
cattle semen. Frozen semen were placed in a water bath first at 37 °C
for 30 seconds and thawed. Epididymal semen from cauda epidiymis
was obtained from slaughter house and diluted with phosphate buffer
solution (PBS). After preliminary examination under the microscope,
frozen-thawed and epididymal semen samples were smeared on glass
microscope slides using another glass slide and air dried. Sperm on
the slides were stained with Coomassie Blue, Silver Nitrate, May-
Griinwald+Giemsa, Naphthol  Yellow-S+Eritrosin-B,  Trypan
Blue+Giemsa and Eosin+Coomassie Blue stain, Naphthol Yellow-
S+Eritrosin-B, Trypan Blue+Giemsa and Eosin+Coomassie Blue.
Stained froty samples were examined under bright field microscopy
(Nikon E-600). From all froties at least 100 spermatozoa were
investigated. Equatorial region of intact spermatozoa was well
defined and acrosomal region was stained differently than other
regions by some staining methods (Coomassie Blue, May-
Griinwald+Giemsa, Naphthol yellow-S+Eritrosin-B,
Eosin+Coomassie Blue). Equatorial regions of spermatozoa with
corrapted acrosomes were not stained well. Epidiymal spermatozoa
were stained better than frozen-thawed spermatozoa in all staining
methods investigated in the present study. This could be because of
the substances used in frozen semen as cryoprotectans (proteins of
animal origin, etc.). In conclusion, our results demonstrated that
Eosin+Coomassie Blue staining method is simple, inexpensive, and
reliable method for staining semen from Holstein bulls. The method
works quickly, needs fewer methodological steps, and does not
require complex laboratory conditions for assessment of establishing
live-dead spermatozoa and acrosomal/morphological status in
frozen-thawed and epididymal semen obtained from Holstein bulls.

Oz: Bu cahigmanin amaci, epididimal ve dondurulmus
¢cOzdiiriilmiis boga spermalarinda farkli sperma boyama
yontemlerinin etkinliginin karsilastirilmasidir. Dondurulmus
sperma 37°C’de 30 saniyede ¢ozdiiriildii. Epididimal sperma
mezbahadan cauda epididimisten elde edildi ve PBS ile
sulandirildi. Mikroskop altindaki 6n degerlendirilmeden sonra
dondurulmus ¢6zdiiriilmiis ve epididimal spermalardan froti
hazirlandi ve hazirlanan frotiler kurutuldu. Spermatozoa
Coomassie Blue, Giimis Nitrat, May-Griinwald+Giemsa,
Naphthol Yellow-S+Eritrosin-B, Trypan Blue+Giemsa ve
Eosin+Coomassie Blue, Panceao-S, Ponceau-S+ Napthol
Yellow-S+ Eritrosin B ve modifiye wright ile boyandi.
Boyanan frotiler parlak 151k mikroskobunda degerlendirildi
(Nikon E-600). Biitiin frotilerden en az 100 spermatozoa
incelendi. Saglam spermatozoadaki egiiteryal bolge ¢ok iyi fark
edildi ve akrozomal bolge bazi sperma boyama yontemlerinde
diger bolgelere gore farkli renkte boyandi (Coomassie Blue,
May-Griinwald+ Giemsa, Naphthol yellow-S+Eritrosin-B,
Eosin+Coomassie Blue). Bozuk akrozomlu spermatozoadaki
eguteryal bolgeler iyi boyanmadi. Calismamizdaki tiim boyama
yontemlerinde epididimal sperma dondurulmus ¢ozdiriilmiis
spermaya gore daha iyi boyandi. Bu ise cryoprotektan olarak
kullanilan maddelerden kaynaklanabilecegi tahmin edildi
(hayvansal protein kaynaklar1 gibi). Sonug¢ olarak caligmamiz
Eosin+Coomassie boyamasinin Holstein bogalarda basit, ucuz,
giivenilir bir boyama yontemi oldugunu gosterdi. Bu metot
Holstein bogalarda epididimal ve dondurulmus c¢ozdiiriilmiis
spermalarda hizli ¢alisan, 6lii-canli ve akrozomal/ morfolojik
bozukluklarin  hesaplanmasinda  kullanilabilir bir metot
oldugunu ortaya koymustur.
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Giris

Suni tohumlama ya da dogal asimda kullanilan erkek damizlik hayvanlara bagli olarak
sekillenen infertilite veya sterilite biiyiik ol¢lide ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Yildiz
ve ark., 2000). Bu nedenle fertiliteyi yakindan ilgilendiren ¢aligmalarda erkek hayvanlarin
potansiyel fertilitelerinin de bilinmesi Onem tasimaktadir (Yildiz ve ark., 2000).
Spermatozoonun fertilizasyon yetenegi ise birgok faktére bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bu faktorlerden biri de spermanin kalitesidir. Erkek hayvanlarda infertilitenin
en Onemli sebebinin spermatozoaya ait akrozomal ve morfolojik bozukluklarin ejakulattaki
miktarina bagli oldugu ortaya konmustur (Blom, 1981). Ejakulatta bulunan spermatozoonlarin
morfolojik olarak incelenmesinde mikroskobik morfolojik muayene en Onemli testlerden
biridir.

Epididimal spermada ya da dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermada morfolojik olarak
spermatozoa degerlendirilmesi i¢in ¢esitli boyama yontemleri kullanilmaktadir. Son
zamanlarda bir¢ok yontem sperma Orneklerinde, bozuk spermatozoon ve akrozom yiizdesini
belirlemede ortaya c¢ikmistir; fakat bunlarin bircogu pahali ara¢ gere¢ ve tekrarlama
gerektirmektedir (Larson ve Miller, 1999). Tekniklerden 6rnegin immunofloresan teknigi
akrozomal proteinlerin belirlenmesinde monoklonal antikoru gelistirmistir (Rajamahendran
ve ark.,1994). Alternatif olarak histokimyasal boyalar kullanilirken; (Bryan ve Akruk 1977;
Lenz ve ark.,1983) bazi tiirlerde lectine dayali florasan boyamalar yapilmistir (Carver ve
ark.,1977). Ne yazik ki bu prosediirlerin birgogunun sakincalari bulunmaktadir (Larson ve
Miller, 1999). Ornegin bunlarm antikorlar1 ya zor bulunmaktadir ya da ¢ok pahalidir. Ayrica
florasan mikroskop ve elektron mikroskop ekipmanlari sadece birkag¢ tiirlin akrozom
durumlarin1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Larson ve Miller, 1999). Buna ilave olarak
histokimyasal ve antikorlarina dayanan boyamalarda uzun bir zamana ihtiya¢ vardir (Larson
ve Miller, 1999). Bu sayilan bir dizi zorluklardan dolay1 bogalarin akrozomal/morfolojik

durumlarini belirlemek i¢in glivenilir ve ucuz olan bu boyama metotlar1 kullanilmistir.

Bu calismanin amaci; spermatozoayr basit, kolay, ucuz yontemlerle boyayarak

spermanin morfolojik kalitesi hakkinda giivenilir bir bilgi sahibi olmaktir.
Gere¢ ve Yontem

Calismada Holstein 1rk1 bogalardan alinan epididimal ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis

spermalar (American Breeder Service (ABS) ve EgeVet) kullanildi. Mezbaha materyalinden
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(cauda epidiymisden) elde edilen epididimal spermalar, phosphate buffer solution (PBS) ile
sulandirildi. Dondurulmus spermalar ise oncelikle 37 °C’de su banyosunda 30 saniye ‘de
¢Ozdiirtildii. Spermalarin mikroskop altinda 6n incelenmesinden sonra lamda siirme frotileri
hazirlandi ve havada kurutuldu. Siirme frotileri hazirlanan boga spermalar1 (spermatozoa)

farkli boyama metotlar1 kullanilarak karsilastirildi:
1. Coomassie Blue G-250

Froti ¢ekilmis kurutulmus preparatlar %0,22 Coomassie Blue G-250 (Fisher Scientific,
Fair Lawn, NJ), %50 Metanol (Merck-1.06008.2500) %10 asetik asit %40 distile su olacak
sekilde hazirlanan boya ile 2 dakika boyandi. Preparatlar distile su kullanilarak istenmeyen
boyalar yikandi ve kurutuldu. Kurutulduktan sonra ksilenden gegirildi ve tekrar kurutuldu ve

151k mikroskobu altinda incelendi (Larson ve Miller, 1999).
2. Giimiis Nitrat

Hazirlanan preparatlarin her biri esit miktarda karistirilan giimiis nitrat (Merck-
1.01510.0050) ve distile su ile hazirlanan soliisyon ile kapland1 ve lamel kapatildi. Daha sonra
preparatlar bir cam kap igerisinde rutubetli bir hava saglanacak sekilde 65 °C’de 2 saat
tutularak uygun boya miktarini almasi i¢in izlendi. Bu siireden sonra lameller cikarildi ve

preparatlar distile su ile yikand1 (Bongso, 1983).
3. May-Griinwald+Giemsa

Frotisi ¢ekilmis preperatlar kurutulduktan sonra dik jale i¢inde 2-5 dakika May-
Griinwald boyas1 (Merck-HX941807) ile fiksasyon islemine tabi tutuldu. Bunun ardindan ise
hizl1 bir sekilde distile sudan gegirildi. Daha sonra 40 °C %7,5’1ik giemsa (Merck-HX895661)
ile 2-4 saat boyandi, hizli bir sekilde distile sudan gegirildi.

4. Ponceau-S

Daha 6nceden hazirlanmis preparatlar iizerine pancoua-s (sigma- aldrich, P3504-10G)
lamin iizerini kaplayacak sekilde dokiildii, kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar daha
sonra hizli bir sekilde once distile su ile yikandi, daha sonra ksilenden gecirilerek tekrar

distile su ile yikandi, kurutuldu. Mikroskopta incelendi.
5. Naphthol yellow-S+Eritrosin-B

Oncelikle preparatlar %1°lik asetik asitte bulunan %0,1°’lik Naphthol Yellow S
(Sigma-Aldrich-19,962-1)’le 30 dakika boyandi. Boyanan preparatlar kurumaya birakildi,
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kurutulduktan sonra %1°lik asetik asitle 10 saniye durulandi. Durulanan preparatlar esit
miktarda %0,2’°lik Naphtol Yellow S ve %0,2’lik Eritrosin B (Sigma- Aldrich-19.826.9) (pH
4,8 olacak sekilde ) 13 dakika boyandi. Preparatlar ya iyonize olmayan ya da distile su ile (pH
4,8) yikandi, kurutularak mikroskop altinda inceleme yapildi (9).

6. Ponceau-S+Naphthol Yellow-S+Eritrosin-B

Hazirlanmis preparatlara Pancua S (sigma- aldrich, P3504-10G) boyas1 dokiilerek
boyandi, kurutuldu ve distile su ile yikandi. Daha sonra ise yukarida anlattigimiz gibi napthol

yellow s- eritrosin B boyama prosediirii uygulanarak boyama islemi tamamlandi.
7. Trypan Blue+Giemsa

Ilk 6nce izotonik (290 m osmol) ve pH’lar1 ndtr (6.9-7.2) olacak sekilde %0,81
NaCl’da %0,25 trypan blue (Sigma Cell Culture, T-6146) (agirlik/hacim) boyama soliisyonu
hazirlandi. Boyalar Fiksasyon i¢in 1N’luk HCl’den 86 ml ve 14 ml formaldehit soliisyonu
%37’1ik agirlik/hacim; (Merck-1.06008.2500) ve 0,2g nétral red (Sigma-Aldrich-N2880)
hazirlandi. Akrozom boyasi ise %2,5-7,5’lik Giemsa stok soliisyonundan (J.T. Baker-3856)
distile su ile (pH 6,9) hazirlandi. Daha sonra boyamaya gecildi (10).

Bu boyamada o6ncelikle trypan blue ve sperma lamin bir kenarinda otomatik pipetle
karistirildi ve lamel ile froti ¢ekildi. Daha sonra preparatlar kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlar formaldehit-nétral red soliisyonunda dik jale iginde 2-5 dakika fiksasyon islemine
tabi tutuldu. Bunun ardindan ise hizli bir sekilde distile sudan gegirildi. Boyama islemine 40
°C %7,5’lik giemsa (JT. Baker-3856) ile 2-4 saat boyandi, hizli bir sekilde distile sudan
gecirildi. Bu ikinci distile sudan gegirmede preparatlar 2 dakika distile suda birakildi.

8. Eozin+Coomassie Blue

Frotiler eozin %20 (Riedel-De Haen-32617)’le boyandi, kurutuldu. Daha sonra
Commassie blue G-250 (Thermo Scientific 6104-58-1) ile 2 dakika boyandi, distile su ile

yikandi1 kurutuldu ve mikroskop altinda incelendi.
9. Wright’s

Frotiler dogrudan Wright’s boyasi (Sigma WG-32) ile 40 °C’de 2-4 saat boyandi,

distile su ile yikanarak kurutuldu.

Boyanan tiim frotiler 151k mikroskobunda degerlendirildi (Nikon E-600). Biitiin
frotilerde en az 100 spermatozoa incelendi.

4 MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2014, 2(1): 1-12



Epididimal ve Dondurulmus Coziilmiis Holstain Boga Spermasinda Farkh Boyama Yontemlerinin
Karsilagtirilmasi
Comparision of Different Staining Methods on Epididymal and Frozen Thawed Sperm from Holstein Bulls

Bulgular
1. Coomassie Blue G-250

Yapilan boyamalarda akrozomlar1 saglam olan spermatozoa bas kisimlar
spermatozoonun diger boliimlerine gére daha fazla boyanarak koyu renkli goriilmiis ve
eguteryal bolgeler tespit edilmistir. Mikroskopta sayilan akrozomlar1 bozuk olan spermatozoa
ise akrozomlar1 parcali olarak goriilmiis, eguteryal bolgeleri tespit edilememis ve
spermatozoanin apikal kisimlarinda koyu renk goriilmemistir. Sayilan 100 tane
spermatozoondan 85 tanesi saglam ve iyi boyandigi, 15 tanesinin ise hasarli oldugu ve kotii
boyandigr tespit edilmistir. Fakat bu bulgular dondurulmus ¢oziilmiis spermalarda net olarak
gbzlenememesine ragmen %25 oraninda iyi, %75 oraninda ise kotii boyanmis spermatozoon

tespit edilmistir.
2. Giimiis Nitrat

Bu boyamada spermatozoalarin akrozomal ve post akrozomal bolgeleri farkli renkte
boyandigi, akrozomun postakrozom bolgesine gore daha acik renkte oldugu goriildi.
Eguteryal bolgeler hem epididimal spermatozoada hem de dondurulmus ¢6zdiiriilmiis
spermatozoada ayrit edilebilirken epididimal spermatozoonun kuyruk boéliimlerinin
postakrozom gibi daha koyu goriilmesi dondurulmus ¢o6zdiiriilmiis spermalarda
gozlemlenememistir. Yapilan muayene sonucunda epididimal spermalarda sayillan 100
spermatozoondan 75 tanesinin kotii boyandigi 25 tanesinin ise giizel boyandigi tespit
edilmistir. Dondurulmus ¢6zdiiriilmiis spermatozoonlarda ise %25 oraninda iyi; %75 oraninda

ise kotli boyanmis spermatozoonlar tespit edilmistir.
3. NaphthoL Yellow S ve Eritrosin B

Boyama sonucunda epididimal spermatozoa bas kisimlarinin kuyruk kisimlarina gore
daha az boya aldigi, kuyruk kisimlarinin 6zellikle midpeace bolgesi kolayca secildigi fakat
bas bolgesinde bulunan eguteryal bolge ve akrozomun segilemedigi goriildii. Epididimal
spermatozoonlarin incelenmesinde goriintiilerin tam olarak ayirt edilememesine ragmen
incelenen 100 spermatozoondan 70 tanesinin kotii boyandigi 30 tanesinin iyi boya alarak
spermatozoonu olusturan boliimlerin ¢ok rahat ayirt edildigi goriildii. Dondurulmus
¢Ozdiirlilmiis spermatozoon preparatlarinda ise %22 oraninda iyi boyanmis spermatozoon

tespit edilmistir.
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4. Trypan Blue-Giemsa

Boyanan preparatlar incelendiginde spermatozoonlarin ¢ok fazla boya almadig1 buna
ragmen akrozomal bolgenin spermatozoanin bas kisminin diger boliimlerine gore daha az
boya aldigi gozlendi. Spermatozoanin kuyruk kismi postakrozomal bolgeye gore daha az
boya aldig1 goriildii. Ayrica, kuyruk kisminin bas kismi ile baglant1 bolgesi fark edilebilir
durumdaydi. Bunun yan sira epididimal spermalar dondurulmus ¢6zdiirtilmiis spermaya gore
daha iyi boyanmistir. Epididimal spermalarin incelenmesi sonucu %38 morfolojik olarak
diizglin boyanmis ve ayirt edilebilen spermatozoon goriilmiistiir. Dondurulmus ¢6zdiiriilmiis

spermalarda bu oran %15°dir.
5. May- Grunwald —-Giemsa

Boyama sonucunda epididimal sperma preparatlar1 incelendiginde spermatozoonlarin
cok 1yi boyandig1 6zellikle akrozom boliimiiniin postakrozom bdliimiine gore daha fazla boya
almas1 sonucu spermatozoanin incelenmesinin daha kolay oldugu gozlendi. Bazi
spermatozoanin bas kisimlarinin diger spermalara gore ¢cok agik olarak boyandigi, bunun ise
bu spermalarin bozuk olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Akrozomlarin dikkatlice
incelenmesi sonucu bazi akrozomlarin pargali oldugu, bazilarinin ise daha az boya alarak ag¢ik
renkli goriiniimde olduklar1 goriildi. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma preparatlarina
bakildiginda ise epididimal sperma ile yapilan boyama ile karsilastirildiginda boyama
kalitesinin diisiik olmasina ragmen diger boyama yoOntemlerinin donmus sperma ile
yaptigimiz preparatlara gére daha iyi boyandig1 goriildii. Yapilan incelemeler sonucunda %7
oraninda kotii boyanmis, %93 oraninda ise ¢ok iyi boyanmis, morfolojik olarak incelemenin
kolay yapilabildigi tespit edilmistir. Dondurulmus ¢6zdiiriilmiis spermalarda iyi boyanma

yiizdesi ise %22 bulunmustur.
6. Eozin- Comassie Blue

Boyama sonrasi1 inceleme yapildiginda bazi spermatozoanin bas kisimlarinin tamamen
eozin ile boyandigi ve bu boyanan spermatozoa sayisinin ise preparatin tamamina
bakildiginda ¢ok az oldugu goriildi. Bu incelemeler dondurulmus ¢oziilmiis sperma ile
yapildiginda ise yine bazi spermatozoanin eozin ile boyandig: fakat epididimal spermlar gibi
kolayca ayirt etmenin zor oldugu goriildi. Bu yontemin digerlerinden en onemli farki
boyamanin ¢ok iyi olmasinin yani sira bozuk ve hasarli spermatozoonlarin bas kisimlarinin

eozini alarak kirmizi boyanmasi olmustur. Incelemeler sonucu epididimal frotilerde %3
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oraninda iyi boyanmayan spermatozoon tespit edilmistir. Dondurulmus ¢ozdiiriilmiis sperma

frotilerinde ise %65 oraninda iyi boyanmis spermatozoon tespit edilmistir.
7. Wright Boyamasi

Boyamalar sonucunda spermatozoonlarin iyi boyanmadigi ve spermalarin birbirinden
ayirt edilemedigi, sadece epididimal spermada kuyruk bolgesinin bas bdlgesine gore daha az

boyandigi, bu farkliligin dondurulmus- ¢ozdiiriilmiis spermada ayirt edilemedigi goriilmiustiir.

Epididimal spermalarda %90 oraninda iyi boyanmamis, %10 oraninda ise iyi
boyanmis, spermatozoonlarin boliimlerinin ayirt edilebildigi goriilmiistiir. Dondurulmus
¢Ozdiriilmiis spermalarda ise preparatlarin neredeyse tamaminda net bir goriintii elde

edilememesine ragmen %10 oraninda iyi goriintii elde edilmistir.
8. Pancua-s

Boyama sonrasi spermatozoonlarin bas kisimlarinin kuyruk boliimiine gére daha iyi
boyandig1 ancak bas kisminin eguteryal ve akrozom boliimlerinin ayirt edilemedigi ve bozuk
akrozomlu spermalarin saglam spermatozoonlardan ayirt edilemedigi goriildi. Yapilan
incelemeler sonrasinda dondurulmus ¢ézdiirilmiis spermalarin neredeyse tamaminda kotii bir
goriintli elde edilirken epididimal ve dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermalarin incelenmesinde

yaklagik %5 oraninda iyi boyanmis spermatozoon tespit edildi.
9. Pancua s Napthol Yellow- Eritrosin B

Bu boyama yonteminin yapilmasindaki amag¢ farkli bolgelerin farkli renkte
boyanmasini saglayarak spermatozoonlarin morfolojik olarak daha kolay ayirt edilmesini
saglamak olmasina ragmen burada bu yontem basarili olmamistir. Spermatozoonlar agirlikli
olarak pancua s ile boyandigi; spermatozoayr olusturan farkli boliimlerin ayirt edilemedigi
goriilmiistiir. Mikroskopta incelemeler neticesinde dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermalardan
net bir sonu¢ alinamazken, epididimal ve dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermatozoonlarin

incelenmesinde %10 oraninda iyi boyanmis spermatozoon tespit edilmistir.

Yukarida incelenen 9 boyama yonteminin sonuglarini bir tablo halinde iyi boyanan ya

da boyanmayan olarak sdyle siralayabiliriz;
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Tablo 1. Boyama yontemlerinin sonuglari

Epididimal sperma Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma

1.Coomassie Blue s it
2.Silver Nitrate +++ ++
3.May-Griinwald+Giemsa ++++ et
4.Pancoeau S + +

5.Naphthol Yellow-

S+Eritrosin-B o t+
6.Ponceau-S+Naphthol

yellow-S+Eritrosin-B * t+
7.Trypan Blue+Giemsa +++ +
8.Eosin+Coomassie Blue +++++ S+
9.Wright’s + +

0-20 aras1 spermatozoon: + (Bir Arti)

20-40 aras1 spermatozoon: ++ (Iki Art1)

40- 60 aras1 spermatozoon: +++ (Ug artr)
60-80 arasi spermatozoon: ++++ (Dort arti)
80-100 aras1 spermatozoon: +++++ (Bes art1)

Tartisma

Comassie Blue, Giimiis Nitrat, Napthol Yellow S- Eritrosin B, Tripan Blue- Giemsa,
May- Grunwald Giemsa, Eozin-Commassie Blue ile yapilan boyamalar sonucunda, bazi
boyama yontemlerinde morfolojik olarak ¢ok giizel boyandigi, spermatozoonu olusturan bas,
orta, kuyruk, akrozom bdliimlerinin ¢ok kolay olarak ayirt edildigi; bazi boyama
yontemlerinde ise bu basarmin saglanamadig goriilmiistiir. Commassie Blue boyamasi ile
Moller ve ark. (1990) daha 6nce fare ve hamsterlarda, Larson ve Miller (1999) farkli tiir
memelilerde yaptig1 ¢aligmalardaki sonuglarla benzer sonuglar elde ettik. Yapilan
caligmalarda akrozomlar1 saglam olan spermatozoanin apikal kisimlarinin koyu renkle
boyandigi, akrozomlar1 saglam olmayan spermatozoanin ise ¢ok az boyandigi veya boya
almadig1 goriilmistiir. Epididimal spermalarla elde ettigimiz sonuglar Coomassie Blue
boyamasinin spermatozoanin akrozom durumlarini ve morfolojik olarak spermalarin kalitesini
belirlemek i¢in hizli ve giivenilir bir metot oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Brum ve ark. (2006)
belirttigi gibi, spermatozoanin akrozom durumlarini belirlemek i¢in bunun gibi bir¢ok yontem
olmasina ragmen; bu boyama tekniginin pahali laboratuar sartlarin1 gerektirmemesi ve froti
hazirlandiktan sonra yaklagik 5-10 dakika gibi ¢ok kisa bir zaman sonra boyama isleminin
tamamlanmasi, pratik ve iyi sonug veren bir yontem olmasi nedeni ile birgok kisi tarafindan
tercih edilmesini saglamistir. Bununla birlikte bu boyama yontemi ile dondurulmus

¢Ozdiirlilmiis spermalarda benzer sonuglara ulasilamadi. Bunun sebebi olarak ise,

8 MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2014, 2(1): 1-12



Epididimal ve Dondurulmus Coziilmiis Holstain Boga Spermasinda Farkh Boyama Yontemlerinin
Karsilagtirilmasi
Comparision of Different Staining Methods on Epididymal and Frozen Thawed Sperm from Holstein Bulls

dondurulmus  spermalardaki  sulandiricilarda  bulunan  hayvansal  proteinlerden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Glimiis nitrat boyamasinda en dikkat g¢ekici boyama farkliligi bas bolgesindeki
akrozom ve postakrozomal bolgedeki boyanma farkliligidir. Bulgular incelendiginde
postakrozomal bolgenin akrozomal bolgeye gore daha koyu renkte boyandigi ve diger
bolgelerden kolayca ayrildigi gorildii. T. A. Bongso’nun (1983) yaptigi calismada bozuk
akrozomlu olanlarin daha az boya aldig1 goriiliirken saglam akrozomlu olanlarin ise daha
fazla boya aldigimi tespit etmistir. Elder ve ark. (1981) kopek, kedi ve diger laboratuar
hayvanlarinda yaptig1 ¢alismalarda benzer sonuglarla karsilasmistir. Fakat bizim yaptigimiz
calismada ise sadece birka¢ spermatozoonda bu ayrima gidebildik ve bunu sperma 6rneginin
tamaminda gozlemleyemedik. Morfolojik olarak ise Katarzyna ve Elzibieta (2011) gibi
postakrozomal ve akrozomal boélgelerin ayrimini ¢ok kolay bir sekilde yaptik. T. A. Bongso
(1983) giimiis nitrat boyamasinin yine pahali laboratuar sartlar1 gerektirmeyen, ucuz,
giivenilir bir yontem oldugunu belirtmistir. Bunun yani sira boyama prosediirii boyama
sirasinda rutubetli ve 65 °C’lik bir etiiv ortaminda yaklasik 2 saatlik bir zaman dilimine

ihtiyag duymasi sebebi ile diger boyama yontemlerine gore daha dezavantajli goriilmektedir.

Napthol Yellow-S Eritrosin-B boyamasinda beyaz 1sik altinda akrozomal cap, kiraz
kirmizist (apikal bolim)’ndan pembe renge kadar (dorsal ve ventral bolim) degisen renkte
goriilmiistiir. Niikleus ya hi¢ boya almamis ya da ¢ok az oranda sarims1 pembe ile boyanmistir
(Bryan ve Akruk,1977). Postnuclear cap agik pembe goriiniirken midpeace ve flagellum
pembe rengin farkli gesitleri ile boyanmistir. Bu bulgular daha 6nceki ¢alismalarla benzerlik
gostermektedir (Bryan ve Akruk,1977). Bununla birlikte dondurulmus ¢6zdiirilmiis spermada
yaptigimiz denemelerde benzer sonuglarla karsilasmadik. Bunun sebebi olarak ise sperma
sulandiricilarinin i¢inde bulunan cesitli kimyasal maddelerin heterojen alanlar olusturmasi
sonucunda net bir goriintlii olugturmamas: ve boyamaya engel olmasindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Napthol Yellow-S Eritrosin-B boyama yontemi diger yontemlere gore
nispeten kolay olmasina ragmen, yaptigimiz karsilastirmada, Comassie Blue boyama yontemi
kadar net bir gorilintii vermemistir. Comassie Blue boyamasinda akrozom bdolgesi net olarak
koyu renkle goriilmesinden dolayi ayirt edilebilirken, Napthol Yellow-S Eritrosin-B boyama
yonteminde akrozomu ayirt etmek daha zordu. Bununla birlikte Napthol Yellow-S Eritrosin-B
boyama yoOnteminin avantaji glimiis nitrat gibi yaklasik 2 saatlik bir zamana ihtiyag

duymamasi ve boyama igsleminin yaklagik 40 dakika da tamamlanmasidir.
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Tripan Blue-Giemsa boyama yontemi diger yontemlerle ile karsilastirildiginda,
Giemsa boyamasinin 2-6 saat gibi uzun bir siire gerektirmesi ve boyamada sonucunda giizel
bir goriintii vermemesi sebebi ile diger boyamama yontemlerine gore pek avantajli bir yontem

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Epididimal spermalarda yapilan boyamalarda, ucuz ve kolay olan May Griinwald-
Giemsa boyasiyla spermatozoanin ¢ok giizel olarak boyandig1 goriilmiistiir. Incelemelerimiz
sirasinda akrozomlarin ¢ok kolay ve net sekilde goriildiigii, bozuk akrozomlarin segilebildigi,
farkl1 spermatozoon bolgelerinin boyama tonlarina bakilarak ayrilabildigi goriilmistiir.
Boyama prosediiriiniin uygulanabilirliligine bakildiginda ise Commassie Blue boyamasi ile
karsilastirildiginda bu prosediiriin uygulamasinin uzun olmasina ragmen Tripan Blue- Giemsa
boyamasi ile karsilastirildiginda ise siirelerin hemen hemen ayni olmasina ragmen May-
Griinwald- Giemsa boyamasindan net ve spermatozoon bdliimlerinin net olarak ayirt edilmesi
sebebi ile kullamisli bir yontem oldugu sonucuna varilmistir. Eozin-Comassie Blue
boyamasina bakildiginda ise her ikisinde de net olarak goriintii elde edilmesine ragmen Eozin-
Comassie Blue boyamasinda morfolojik incelemeler yaninda Eozin alan spermatozoada olii
canli muayenesi de yapilabileceginden dolayr Eozin-Comassie Blue boyamasi May-

Grunwald-Giemsa ya gore daha avantajli goriilmektedir.

Calismanin  sonucunda Eosin+tCoomassie Blue boyamasinin Holstein boga
spermalarinda basit, ucuz, giivenilir bir boyama yontemi oldugunu gosterdi. Bu yontemle tek
frotide hem morfolojik muayene hem de olii-canli muayenesi yapilarak hizli bir sekilde
spermatozoonun degerlendirilmesi saglanmistir. Bu boyama yonteminin ¢ok kolay olmasi ve
saha sartlarinda kolay uygulanabilir ve ¢ok hizli bir sekilde spermatozoonun morfolojik
ozellikleri agisindan bilgi sahibi olunabilme 6zellikleri g6z oniine alindiginda bu ydntemin
cok avantajli bir yontem oldugu sOylenebilmektedir. Yaptigimiz boyamada epididimal
spermatozoada boyama sonrasi spermatozoon ¢ok net olarak secilebilirken dondurulmus-
¢Ozdiirlilmiis spermatozoada sperma sulandiricilarina bagli olarak daha fazla boya almasi
sonucu gozlem giiclesmistir. Sonu¢ olarak bu metot Holstein bogalarda Epididimal ve
dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarda hizli calisan, 6li canli ve akrozomal/morfolojik
bozukluklarin hesaplanmasinda kompleks laboratuvar sartlart gerektirmeyen bir metot

oldugunu ortaya konmustur.
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