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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effects of different freezing rate on the motility rates and kinematic velocity
parameter values of ram semen diluted with tris diluents prepared using standard and ultra-specific chemicals. Semen obtained
from six different rams by the artificial vagina method was used in the study. The semen was individually divided into 2 equal
parts. Then each group was diluted with one of the two tris diluents. The diluted semen was drawn into 0.25 ml straws and
cooled to 4 °C. After equilibration, they were frozen in an automatic freezing device according to fast and slow freezing
methods. After freezing, the straws wete stored in liquid nitrogen tanks at -196 °C. Motility and kinematic parameter values
were determined in thawed semen samples using CASA system. It was determined that the freezing of ram semen by dilution
with Tris diluents of varying chemical composition did not affect the spermatological quality following thawing. On the other
hand, the results indicated that the slow freezing method provided a significant increase in the rates of rapid spermatozoon,
total motility and progressive motility after thawing in comparison to the fast freezing method for both diluents. In addition,
when the results obtained following thawing were evaluated individually; it was observed that there were significant individual
differences among the rams in terms of total and progressive motility rates. In conclusion, the use of the slow freezing method
during the freezing of ram semen can provided more successful results in terms of post-thawing motility rates compared to
the fast freezing method. Furthermore, it also appears that individual characteristics may be a crucial factor affecting the success
of semen freezing in rams.
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Farkli Ozellikteki Tris Sulandiricilari ile Sulandirilan Kog Spermasinin

Dondurularak Saklanabilirligi Uzerine Dondurma Hizinin Etkisi
0z

Bu calismanin amaci, standart ve ultra 6zellikteki kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanan tris sulandiricilari ile sulandirilan
ko¢ spermasinin motilite oranlar ve kinematik hiz parametre degerleri Gizerine farkli dondurma hizlarinin etkilerini arastirmakt.
Calismada altt farkli kogtan suni vajen yontemi ile alinan spermalar kullanildi. Alinan spermalar bireysel olarak 2 esit kisma
ayrildi. Ardindan her bir grup, iki tris sulandiricisindan biri ile sulandiriddi. Sulandirilan spermalar 0.25 ml payetlere ¢ekilip
4°C’ye sogutuldu. Ekilibrasyondan sonra otomatik dondurma cihazinda hizli dondurma ve yavag dondurma yéntemlerine gore
donduruldu. Dondurma sonrast payetler -196 °C’deki sivt azot tanklarinda saklandi. Cézduriilen sperma Srneklerinde CASA
sistemi kullamilarak motilite ve kinematik parametre degerleri belirlendi. Kog¢ spermasinin farkli kimyasal igerikli Tris
sulandiricilart ile sulandirilarak dondurulmasinin ¢ézdiirme sonrast spermatolojik kaliteyi etkilemedigi tespit edildi. Diger
taraftan, her iki sulandirict i¢in hizli dondurma yéntemiyle karsilastirildiginda yavas dondurma yénteminin ¢ézdiirme sonrast
total motilite, progresif motilite ve hizli hareket eden spermatozoon oranlarinda 6nemli derecede bir artis sagladigt gézlendi.
Ek olarak ¢6zdiirme sonrast elde edilen sonuglar bireysel olarak degetlendirildiginde; koglar arasinda total ve progresif motilite
yoninden 6nemli bireysel farkliliklarin oldugu belitlendi. Sonug¢ olarak, kog¢ spermasinin dondurulmast sirasinda yavag
dondurma yénteminin kullanilmasi, hizli dondurma yontemine kiyasla ¢6zdiirme sonrast hareketlilik oranlari agisindan daha
basarili sonuglar saglayabilir. Ayrica, bireysel 6zelliklerin koclarda sperma dondurma isleminin basarisini etkileyen 6nemli bir
faktor olabilecegi de gorilmektedir.
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GIRIS

Erkek bir damizlik hayvandan uygun metot ve
tekniklerle alinip suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilacak bir spermanin, muayenesi ve kontroli
yapildiktan sonra mutlaka belirli islemlerden gecirilerek
sulandirilmast ve uygun kosullarda sogutulup kisa
streli ya da dondurulup uzun streli olarak saklanmast
gerekir. Spermanin dondurularak saklanabilmesi,
Ozellikle spermanin uzun mesafeler arasinda giivenilir
bir sekilde transferini kolaylastirmis ve uzun yillar
boyunca saklanabilen spermalarin istenildigi zaman
¢ozdirilerek kullanidmasi imkanini saglamistir. Bu
durum, spermanin daha etkin bir sekilde kullanimin
saglayarak suni tohumlama uygulamalarinin saha
kosullarinda uygulanabilirligini ve yayginlasmasin
artirmistir (Hafez ve ark. 2000; S6nmez 2022; Salamon
ve Maxwell 2000). Bununla bitlikte, dondurulmus bir
spermanin ¢Ozdirme sonrast spermatolojik 6zellikler
yoninden belirli kalite standartlarint stirdiirmesi, elde
edilen fertilite oranlarinin istenilen diizeyde saglanmasi
actsindan oldukca 6nemlidir (Yanez-Ortiz ve ark.
2022; Layek ve ark. 2022).

Bircok hayvan tiiriinde spermanin basarilt bir sekilde
dondurulmasinda uygun sperma sulandiricilarinin
gelistirilmesi olduk¢a 6nemli bir role sahip olup
dondurma islemleri oncesinde spermanin
sulandirilmasinda  kullanidan  sulandiricinin  kimyasal
icerigi, spermanin ¢6zdirilmesi sonrast elde edilen
motilite oranlarini etkileyebilen 6nemli fakt6rlerden
birisi olarak kabul edilmektedir (Gil ve ark. 2003;
Bearden ve ark. 2004). Ginimuzde, Tris - Sitrik asit —
Fruktoz - Yumurta sanisi - Gliserol igeren sperma
sulandiricisy, 6zellikle kog spermasinin dondurulmasi
amactyla yapilan bilimsel ¢alismalarda (Ustuner ve ark.
2014; Glngor ve ark. 2022; Zhang ve ark. 2024) yaygin
olarak  kullanilmakta olup glncelligini devam
ettirmektedir.

Belirli sirketlerce tretilip ticari olarak satisa sunulan
kimyasal maddelerin, her ne kadar kimyasal formtlleri
aynt olsa da, tretim teknolojilerine gbére molekdl
buyiklikleri ve saflik oranlart Snemli  diizeyde
degiskenlik gOsterebilmektedir. Hatta ticari firmalar
kendi tirtin kataloglarinda bir kimyasal maddenin ayni
formiile sahip olmasina ragmen saflik derecesine gére
farklt Grtin seceneklerini sunabilmektedir. Bu durum,
kullanim amaclarina gére kimyasal maddeler icin bir
tercih secenegi olusturmakla birlikte etkinlik ve saflik
dizeylerinde gére satis fiyatlarinin 6nemli derecede
artmasina neden olmaktadir. Spermanin dondurulmast
amacryla hazirlanan sperma sulandiricilars
dustntldiginde; bu  sulandiricllar  hazirlanirken
kullanilacak kimyasal maddelerin daha hassas teknoloji
ile ultra saflikta Gretilmis serilerinin tercih edilmesinin,
standart teknoloji ile Uretilmis muadillerine gore
dondurulup ¢ozdirilme sonrast sperma kalitesini nasil
etkileyecegi merak konusudur.

Dondurulmus bir spermanin  ¢6zdiirme sonrasi
spermatolojik kalitesini etkileyen bir diger faktor ise
spermanin dondurulmast islemi sirasinda uygulanan

dondurma hizidir (Kulikova ve ark. 2018; Vozaf ve ark.
2021). Donma aninda gerceklesen en 6nemli olay
hticrenin kristallesmesidir. Bu olay neticesinde olusan
onemli pH degisiklikleri; enzimatik reaksiyonlarin
bozulmasina, hiicrede olusan dehidrasyon; hiicre
membran gecirgenliginin degismesine ve sekillenen
genis  buz kristalleri ise; hilicre membraninda
yirtilmalara sebep olmaktadir. Bununla birlikte,
reaksiyon sirasinda sekillenen buz kristalleri ne kadar
kii¢tik hacimli olursa, meydana gelen zarar da o kadar
az olmaktadir (Watson 2000; Saha ve ark. 2022).
Spermanin  dondurulmast  sirasinda  spermatozoa
membranindaki hasarlar, Ozellikle buz kristallerinin
sekillenme devresi olarak kabul edilen 0 °C ile =20 °C
arasindaki sicakliklarda meydana gelmekte olup bu
araligin ¢cok hizli gecilmesi buz kristallerinin sekillenme
hizint artirmaktadir. Bu nedenle dondurma isleminin
ilk agamasi olan 5 °C’den -20 °C’ye sicakligin
distrilmesi sirasindaki gecis hizinin  oldukea iyi
ayarlanmasi gereklidir (Watson 2000; Zamiri 2020).
Bu disiincelerden yola cikarak yurttilen bu calisma;
iki farkll dretim teknolojisi ile Gretilmis farklt saflik
derecelerine sahip kimyasal maddeler kullanilarak
hazirlanan Tris - Sitrik asit — Fruktoz - Yumurta sarist
- Gliserol igeren sperma sulandiricilari ile sulandirilan
kog¢ spermasinin dondurulmasi asamasinda uygulanan
hizli ve yavas dondurma hizi yontemlerinin ¢6zdiirme
sonrast motilite ve hareket hizi oranlart ile bazi
kinematik parametre degerler lzerine etkisini
belirlemek amactyla yapildi.

MATERYAL METOT

Aragtirmanin Yeri

Arastirmada kullanilacak hayvanlar; Firat Universitesi,
Tartm ve Hayvancilik  Arastirma  ve Uygulama
Merkezinden (TAHAM) temin edildi. Hayvanlardan
spermanin  alinmast islemleri Firat Universitesi,
Hayvan Hastanesi, Hospitalizasyon birimindeki
padoklarda gerceklestirilirken, spermanin muayeneleri
ise Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dolerme ve
Suni  Tohumlama  Anabilim Dali  Androloji
Laboratuvarinda yapildi. Calisma icin Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(FUHADYEK)’ndan onay alindt (Tarih: 16.11.2022 -
Protokol No: 2022/18-09).

Hayvan Materyali

Arastirmada hayvan materyali olarak 2 yaslarinda,
klinik olarak saglikli, fertilitesi bilinen 65-70 kg canlt
agirhiginda olan 6 bas Akkaraman irki kog¢ kullanilds.
Uygulamalar siiresince hayvanlara konsantre ve kaliteli
kaba yem verildi. Icme suyu ad libitum olarak saglandu.

Deneysel Asama

Spermanin Alinmasi

Deneysel asamalar sirasinda koglar ve koyun ayri
padoklarda tutuldu. Calisma dreme mevsiminde
gerceklestirildi. Sperma alma déneminde koyunda
sekstiel uyarimin devamliligt icin 5 mg / 2mL dozunda
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17-B-6stradiol susam yag1 icerisinde ¢Ozdurilerek
uygulandi. Yapilan hormonal uygulamalarla kizginliga
getirilen koyuna sekstiel stimiilasyon saglanmis
koglarin atlamast saglanarak suni vajen yOntemiyle
sperma alind1. Bu islem, haftada iki kez ve giiniin ayni
saatlerinde  (09.00-11.00)  gerceklestirildi. Calisma
boyunca, en az 0,8 ml hacme sahip, yogunlugu 3
milyar/ml’nin tzerinde olan, baslangi¢ total motilitesi
%80’in Uzeri ve progresif motilite degeri ise %40’1n
tzeri olan sperma 6rnekleri kullanildi. Arastirmanin
deneysel asamasi 6 tekrar olarak gerceklestirildi.

Spermanin  Sulandirilmasi, Paketlenmesi ve
Sogutulmasi

Her bir kogtan alinan ejakiilat, hacmi kaydedildikten
sonra 37 °C’de su iceren bir beherglassa konularak hizl
bir sekilde laboratuvara tasindi. Laboratuvara getirilen
ve 6n muayeneleri yapilan sperma Srnekleri otomatik
pipet yardimiyla iki esit kisma ayrilip falkon tiplerine
aktarildi. Bu islemin ardindan her bir grup sperma;
37°C’deki  etivde tutulan iki farkli teknoloji ile
tretilmis (hassas teknoloji; TRS-H ya da standart
teknoloji; TRS-S) kimyasal maddeler kullanilarak ayni
oranlarda hazirlanmig Tris - Sitrik asit — Fruktoz -

Yumurta sarist - Gliserol  igerikli  sperma
sulandiricilarindan biri ile (Tablo 1) 1:2 oraninda
sulandiriip ~ 6n sulandirmalart  yapild.  On

sulandirilmast yapilmis her bir spermanin yogunlugu ve
motilite orant belirlenerek son hacimlerinde mililitrede
400 milyon motil spermatozoa olacak sekilde aymi
sperma  sulandiricist  ile  sulandirdma  islemleri
tamamlandu.

Sulandirilmis tim sperma Srnekleri; ayarlanabilir 6zel
sogutma kabinine yerlestirildikten sonra sicakliklart 30
dakika icerisinde (2 dakikada 1 °C olacak sekilde) 37
°Cden 22 °Clye (oda sicakligina) disirildi. Bu
sicaklikta, sperma Grnekleri 0.25 ml plastik payetlere
cekilip uglart kapatilarak metal dondurma raflarina
dizildi. Bu raflar Gzerinde ayarlanabilir 6zel sogutma
kabinine yerlestirilen payetlerin sicakligt ise yaklastk 90
dakika icerisinde (5 dakikada 1 °C olacak sekilde) 23
°C’den 5 °Cye diigtirildi. Sogutma isleminin ardindan
5 °Cde tim sulandirilmis sperma OSrnekleri 3 saat
stireyle ekilibrasyona tabi tutuldu.

Spermanin Dondurulmasi

Ekilibrasyon siresinin tamamlanmasinin ardindan her
bir grup sperma 6rnegi; iki alt gruba ayrild: (toplamda
4 grup). Bilgisayar sistemli otomatik dondurma
kabinine (Micro-Digitcool™, PAF, IMV, Fransa)
yerlestirilen payetler sirastyla stvi azot buhari yardimryla
hizli (8 dakikalik program) ve yavas (24 dakikalik
program) dondurma prosedurlerine gore (Tablo 2)
donduruldu (Byrne ve ark. 2000; Gungér ve ark. 2022).
Dondurma isleminin  tamamlanmasmin  ardindan
dondurulmus sperma payetleri gruplarina gére hizlt bir
sekilde plastik gobletlere konulup stvt azot tanklarina
aktanlarak gerekli muayeneler yapilincaya kadar bu
tanklarda -196 °C’deki sivi azot icerisinde saklandu.

Dondurulmus Spermanin Cozdiiriilmesi
Dondurma isleminden en az 24 saat sonra
dondurulmus sperma iceren payetler sivi azot
tankindan hizl bir sekilde alinip 37 °C’deki su banyosu
icinde 25 saniye streyle c¢ozdirildi. Daha sonra,
payetin ug kismu kesilerek bir ependorf tiipe aktarilan
cozdirilmis  sperma  Ornekleri,  muayeneler
tamamlanincaya kadar sicakhigt 37 °C’ye ayarlanmig
6zel 1s1tma tnitesinde muhafaza edildi.

CASA Sistemi Yardimiyla C6zdirme Sonrast Motilite
ve Hareket Hiz1 Oranlan ile Kinematik Parametre
Degerlerinin Belirlenmest

Sperma Orneklerine ait motilite oranlart ile kinematik
parametre degerleri; Bilgisayar Destekli Sperm Analiz
(CASA) cihaziyla (ISASv1.2, Proiser ® Ispanya)
belirlendi. Muayene strasinda, her bir sperma
orneginden alinan numune, goriintii alanina diisen
spermatozoon sayist 100-150 adet olacak sekilde tris
buffer solisyonu ile 1:10 oraninda sulandirildi. Daha
sonra CASA sistemine bagli faz-kontrast mikroskobun
37 °C’ye ayarlanmis 1sitma tablalt sehpasina konulmus
olan lam (Spermtrack-20 um®) iizerine sulandirilmig
ornekten 3 pL. aktarilarak tizerine 6zel lameli kapatildi.
Ardindan bilgisayarli gériintli sistemi tizerinden en az
5 farkli saha incelenerek ortalama degerler kaydedildi
(Glingor ve ark. 2022; Sénmez ve Firat 2022). Bu
muayene esnasinda total ve progresif motilite degerleri
ile spermatozoonlarin hiz degerleri dikkate alinarak
belirlenen; ¢ok hizli hareket eden spermatozoonlar
(rapid), orta hizda hareket eden spermatozoonlar
(medium), yavas hareket eden spermatozoonlar (slow)
ve hareket etmeyen spermatozoonlar (statik) seklinde
bir smuflandirma yapilarak bunlarin  oralart  “%”
seklinde ifade edildi. Buna ilaveten, spermatozoonlarin
hareket Ozelliklerine bagli olarak olusan kinematik
parametrelerine ait degerlerde [VCL-egrisel yol hizi
(um/s); VAP-ortalama yol hizt (um/s); VSL-dogrusal
yol hizt (um/s); LIN-egrisel yolun dogrusalligi (%);
STR-ortalama yolun dogrusalligi (%), WOB-kararsizlik
Olgtisi (%) belitlendi (Sekil 1). Yapilan analizler
strasinda ko¢ spermasi icin standart prosediir olarak
gorinti siresi; 10 sn, gorinti hizt; 25 kare/sn, hiz
Olgtitleri; 10 < slow < 45 < medium <75 < rapid ve
STR degeri; %80 olarak uyguland: (Inang ve ark. 2017;
Ozer Kaya ve ark. 2021).

Istatistiki Analiz

Istatistiki analizler icin SPSS (Version 22.0) istatistik
programi kullanildi. Elde edilen veriler ortalama *+
standart hata olarak sunuldu. Ham verilerin normal
dagilim gosterip gostermediklerini tespit etmek igin
Kolmogorow-Smirnow normallik analizi  yapilds.
Parametrik dagiim  g6steren  degerler arasindaki
farkhiliklarin  degetlendirilmesi icin Vatyans analizi
(One-Way ANOVA) ve ikili karsilastirmalar icin ise
post-hoc Tukey-HSD testi kullanildt. Tim analizlerde
p degerinin 0.05°den daha az oldugu durumlar
istatistiksel acidan 6nemli olarak kabul edildi.
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Tablo 1. Hazitlanan sulandiricilarin kimyasal icerikleti.

Table 1. Chemical contents of the prepared diluents.

. . Standart Igerikli TRIS Hassas Igerikli TRIS
Kimyasal Madde Mikeart Sulandirict (TRS-S) Sulandirict (TRS-H)
Trizma® Base Standard Trizma® Base Bioxt
Tris (hidroksimetilen) aminomethane 3,63 gr rlz?;?gna?¥ 15 0213{; o ﬂz(:liz,ma, 2;27911(;}( m
Sitrik Asit 1,99 gr .Citric Acid Citr%c Acid Bioxtra
(Sigma, C7129) (Sigma, C0700)
Fructose Fructose Bioxtra
Frukt 0,25
fuktoz - 8 (Sigma, F0127) (Sigma, F2543)
Giinlik taze tavuk yumurtasindan filtrelenerek elde edilmis ve her
Yumurta Sarist %16 . .
iki sulanditict icin ortak kullandmustir.
lycerol Bi i 2
Gliserol 05 Glycerol Bioxtra (Sigma, G6279)

(her iki sulandirict i¢in ortak kullanilmigtir.)

Tablo 2. Otomatik dondurma kabininde ko¢ spermasinin dondurulmasi icin dondurulma hizi

yontemleri.

Table 2. Freezing rate methods for freezing ram semen in the automatic freezer cabinet

Hizli Dondurma Yéntemi

Yavag Dondurma Yontemi

Sicaklik Degisimi Sogutma Hiz1 Siiresi Sicaklik Degisimi Sogutma Hiz1 Siiresi
+5°C’den -10°C’ye Dakikada 5°C 3,0 dk +5°C’den -10°C’ye Dakikada 1°C 15,0 dk
-10°C’den -20°C’ye Dakikada 10°C 1,0 dk -10°C’den -20°C’ye Dakikada 2°C 5,0 dk
-20°C’den -100°C’ye | Dakikada 40°C 2,0 dk -20°C’den -100°C’ye Dakikada 40°C 2,0 dk
-100°C’den -140°C’ye | Dakikada 20°C 2,0 dk -100°C’den -140°C’ye Dakikada 20°C 2,0 dk
Toplam siire 8,0 dk Toplam siire 24,0 dk
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Sekil 1: Spermatozoonun kinematik hiz parametrelerinin sematik gérinimi.

Figure 1: Schematic view of kinematic speed parameters of spermatozoon.

BULGULAR

Farkli Gzellikteki kimyasal maddeler kullanilarak
hazirlanan sperma sulandiricilars ile sulandirilip hizl ve
yavas dondurma hizi  yontemleri  kullanilarak
dondurulan ko¢ spermasinin  ¢ozdirme sonrasi
belirlenen total motilite, progresif motilite ve
hareketsiz (statik) spermatozoon oranlari Tablo 3’de
sunuldu. Sunulan degerler incelendiginde; farkli
Ozellikteki kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanan
sulandiricilar ile spermalarin sulandirilmasinin; her iki
dondurma yéntemi i¢in de ¢6zdlirme sonrast total
motilite ve progresif motilite oranlarinda kismi bir
sayisal artis; hareketsiz (statik) spermatozoon oraninda
ise kismi bir sayisal azalma saglamasina ragmen bu
farkliliklarin  istatistiki yonden Onemli olmadigt
(p>0,05) tespit edildi. Diger taraftan belirlenen
degerler dondurma hizlarina gére degerlendirildiginde
ise; kullantlan her iki sulandirict icin de uzun sireli
dondurma  yonteminin  kisa  streli dondurma
yontemine gore ¢ozdiirme sonrast total ve progresif
motilite oranlarinda 6nemli derecede bir artis (p<<0,05)
ve hareketsiz (statik) spermatozoon oraninda ise
onemli derecede bir azalma sagladigt (p<0,05)
belirlendi.

Farkli Gzellikteki kimyasal maddeler kullanilarak
hazirlanan sperma sulandiricilart ile sulandirihp hizl ve
yavas dondurma hizt yontemleri  kullanilarak
dondurulan ko¢ spermasinin ¢ozdirme sonrasi
belirlenen spermatozoon hiz oranlari Tablo 4’de
sunuldu. Sunulan bu degetler incelendiginde; farkl
Ozellikteki kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanan
sulandiricilar ile spermalarin sulandirilmasinin; her iki
dondurma yontemi icin de ¢ozdiurme sonrast hizh

(rapid) spermatozoon oranin da kismi bir sayisal artis
saglamasina ragmen bu farkliliklarin istatistiki ydnden
6nemli olmadigr (p>0,05) tespit edildi. Diger taraftan
belirlenen  degerler dondurma hizlarina — gore
degerlendirildiginde ise; kullanilan her iki sulandirict
icin de uzun sireli dondurma yénteminin kisa streli
dondurma yontemine gore ¢6zdirme sonrast hizl
hareket eden (rapid) spermatozoon oranin da 6nemli
derecede bir artis (p<<0,05) sagladigi belirlendi. Buna
ilaveten, hem sulandirici 6zelligi hem de dondurma
yontemleri  agsindan  yapilan  degerlendirmede
¢bzdirme sonrasi orta hizda hareket eden (medium) ve
yavas hareket eden (slow) spermatozoon oranlar
yontinden 6nemli bir farklilik (p>0,05) g6zlenmedi.
Farkli 6zellikteki  kimyasal maddeler kullanilarak
hazirlanan sperma sulandiricilari ile sulandirilip hizli ve
yavas dondurma hizi  yontemleri  kullaniarak
dondurulan ko¢ spermasinin ¢dzdlirme sonrasi
spermatozoanin hizlarina ve dogrusalliklarina gore
belirlenen kinematik parametre degerleri Tablo 5 ve
Tablo 6°da gésterildi. Sunulan degerler incelendiginde;
hem sulandirici 6zelligi hem de dondurma yoéntemleri
acisindan ¢ozdirme sonrast VCL, VAP ve VSL yol hizt
degerlerinde ve LIN, STR ve WOB dogrusallik
oranlarinda istatistiki yonden Onemli bir farkliligin
olmadigt (p>0,05) tespit edildi.

Cozdurme sonrast elde edilen sonugclar koclar arasinda
bireysel olarak degerlendirildiginde ise; total motilite,
progresif motilite, hizli hareket eden ve hareketsiz
(statik) spermatozoon orani yoniinden koclar arasinda
onemli bireysel farkliliklarin oldugu (p<<0,05) géze

carptt.
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Tablo 3. Farkli 6zellikteki tris sulandiricilartyla sulandirilip hizli ve yavas dondurma hizi uygulanarak dondurulan kog spermalarinin ¢6zdiirme sonrasi total motilite,

progresif motilite ve hareketsiz spermatozoon oranlari.

Table 3. Total motility, progressive motility and immotile spermatozoon rates after thawing of ram semen diluted with Tris extenders of different properties and

frozen at fast and slow freezing rates.

Total Motilite Progresif Motilite Hareketsiz (Statik) Spermatozoon
Orani (%) Orani (%) Orani (%)
Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Siireli Uzun Siireli Kisa Sureli Uzun Siireli
Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma
Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U

K-1 35,4157AB 40,814 6B 42,6+8,2ABCa 53,213 4BCa 16,9£5,78 23 5+21¢a 20,0+5,5782 25,6+2,78Ca 64,61+5,7ABa 59,214 6ABa 57,418,2ABCa 46,813 4BCa
K-2 21,113 5% 26,8128/ 33,412 3ABab 39,5+3,94Bb 9,811,84ABa 12,510,7ABab 16,31£1,3A8b 17,5£1,4A8> 78,913 54 73,2142 8Aab 66,612,3ABab 60,513,9A8b
K-3 30,7+2,582 36,3+1,4M 58,2+1,5¢k 61,1+2,8¢ 11,8%1,58a 15,5%0,918Ca 26,1+2,08> 26,7+2,28Cb (69,312,578 63,7114/ 41,8+1,5¢0 38,9+2,8¢>
K-4 32,312,672 31,7+2,6M 58,5+2,6> 58,1+2,1¢> 17,6£0,58 19,3£0,948Ca 26,6+1,88> 28,5+2,2¢h 67,712,678 68,312,614 41,5£2,60 41,9£2,1¢0
K-5 43,316,682 53,244 2Bab 51,5+1,8BCab 58,8+3,8¢h 16,9£1,68 21,313 4BCab 19,941,6ABab 29,0+3,3¢h 56,716,685 46,8+4,28b 48,5+1,8BCab 41,243 8¢
K-6 18,241,742 26,714, 1Aab 26,815 4Mab 35,112,774 6,911 44 10,3%2,6b 12,0£2,34ab 15,4%1,040 81,8+1,74 73,314 1Aab 73,245,473 64,9127Ab
GNL 30,1+2,3# 35,912,32> 45,2+3,0b¢ 51,012,4¢ 13,31+1,3» 17,1+1,22» 20,2+1,5b¢ 23,8+1,4¢ 69,9£2,32 64,112,370 54,8+3,00¢ 49,0%2,4¢<

A.B,C: Her bir parametre icin aynt stitun iginde farklt harf tastyan ortalama degetler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir (p<<0,05).
ab.e; Her bir parametre igin ayni satir icinde farklt hatf tagtyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nemlidir (p<<0,05).

Tris-S: standart teknoloji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmis tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol icerikli sperma sulandiricisi
Tris-H: hassas teknoloji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol igerikli sperma sulandiricist

A.B,C: Differences between mean values with different letters in the same column for each parameter are statistically significant (p<<0.05).

b, ¢ Differences between mean values with different letters in the same row for each parameter are statistically significant (p<<0.05).
Tris-S: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemical substances produced with standard technology

Tris-H: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemicals produced with sensitive technology.



Tablo 4. Farkli 6zellikteki tris sulandiricilariyla sulandirilip hizh ve yavas dondurma hiz uygulanarak dondurulan kog spermalarinin ¢ézdirme sonrast hizli, orta hizda ve yavag

hareket eden spermatozoon oranlart

Table 4. The rates of rapid, medium and slow moving spermatozoon after thawing of ram semen diluted with Tris extenders of different properties and frozen at fast and slow

freezing rates.

Hizli Hareket Eden (Rapid)

Spermatozoon Orani (%)

Orta Hizda Hareket Eden (Medium)

Spermatozoon Orani (%)

Yavag Hareket Eden (Slow)
Spermatozoon Orani (%)

Kisa Suireli Uzun Siireli Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Siireli Uzun Siireli
Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma
Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U

K-1 19,844,782 29,0£3,882 26,6£7,6/82 32,0£5,6ABCa 6,4%1,8M 4,311,048 4,5%1,00 10,1+2,042 9,213 54 7,511,614 11,612,942 11,142,442
K-2 12,942 2482 16,611,944 19,741,948 23,542,680 2,5£0,44 3,011,042 4,9£0,97 5,611,342 5,711,442 7,2£1,97 8,810,542 10,410,842
K-3 16,942,548 22,140,748 38,314,680 42,0£3,3¢> 4,611,17 4,611,582 6,911,0A 4,81+1,6M 9,112,042 9,611,348 13,014,142 14,313,042
K-4 21,7£1,6A82 23,442,148 34313 180 39,5+1,48¢k 424110 2,510,54 6,610,944 6,211,2M 6,311,142 5,810,8% 17,613,940 12,412,140
K-5 24,0£1,282 28,114,782 32,143,382 35,6£6,14BC 5,241,142 8,111,068 8,110,942 8,712,642 14,145,142 17,013,08 11,313,142 14,612,942
K-6 10,410,642 16,713,040 12,8+2,8%b 21,511,642 2,010,444 3,010,342 4,0£1,2M 4,240,84 5,811,742 7,0£1,20a 10,042,442 9,413 50
GNL 17,6+1,3 22,6+1,5 27,312,4bc 32,3+2,1¢ 4,1£0,5° 4,3+0,6* 5,81+0,52 6,610,82 8,4+1,22 9,0+1,0¢ 12,0+1,22 12,0£1,02

A.B,C; Her bir parametre icin aynt siitun icinde farklt harf tastyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki acidan énemlidir (p<0,05).
b ¢: Her bir parametre igin aynt satir iginde farkl hatf tagtyan ortalama degetler arasindaki farkhliklar istatistiki agidan 6nemlidir (p<0,05).

Tris-S: standart teknoloiji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta satisi-gliserol igerikli sperma sulandiricist
Tris-H: hassas teknoloji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol igerikli sperma sulandiricist

A B, C: Differences between mean values with different letters in the same column for each parameter are statistically significant (p<0.05).

4 b. ¢ Differences between mean values with different letters in the same row for each parameter are statistically significant (p<<0.05).
Tris-S: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemical substances produced with standard technology

Tris-H: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemicals produced with sensitive technology.
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Tablo 5. Farkli 6zellikteki tris sulandiricilariyla sulandirilip hizh ve yavas dondurma hizi uygulanarak dondurulan kog spermalarinin ¢ézdirme sontasi spermatozoonlarin hizlarina
ait kinematik parametre degerleri

Table 5. Kinematic parameters of spermatozoa velocities after thawing of ram semen diluted with Ttris extenders of different properties and frozen at fast and slow freezing

rates.
VCL VAP VSL
Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Suireli Uzun Siireli
Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma
Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U

K-1 100,315,442 124,71+9,3% 111,745,082 114,914,582 65,417 5% 96,314,947 75,2£6,3ABa 75,6£6,2ABa 53,8+8,54 87,4116,14 63,516,482 61,7£3,9ABa
K-2 107,545,042 113,6+7,5% 117,614,882 103,815,442 74,917 24 80,31£10,5482 92,214,6ABa 68,518,542 61,016,242 69,019,442 78,714,8ABa 54,415 64
K-3 99,7£3,5% 108,319,944 119,743,328 131,6%6,08> (9,318,442 73,0£12,94 80,7£6,0AB 92,7£11,1ABa 55,518,942 60,5£11,5% 64,714,978 75,6£11,14B2
K-4 115,649,942 114,715,142 126,4+10,68= 125,916,182 88,5113,24 80,213,842 100,311,982 97,6£7,6% 79,2112,6M 71,415,142 86,2111,58 78,5£5,78
K-5 119,117,642 105,115,744 110,413,748 111,519,948 83,2110,742 72,145,942 62,414,942 81,0+11,2482 67,1£11,07 57,745,242 47,1£5,04 67,119,478
K-6 102,816,942 117,517,642 98,317,942 116,718,748 61,418 44 72,74£13,9Aa 68,8113,7A2 68,112,642 51,649,642 54,5111,5% 58,6+13,2A82 56,312,3ABa
GII‘\I 107,5+2,92 113,9£3,1» 114,0£3,0¢ 117,4£3,2» 73,81+4,02 79,1t4,42 79,914,1» 80,613,82 61,4+4,02 66,8+4,42 66,514,02 65,613,22
,C.

AB,C: Her bir parametre i¢in aynt siitun iginde farklt harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki actdan nemlidir (p<<0,05).

ab.e; Her bir parametre igin ayni satir icinde farklt hatf tagtyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki acidan 6nemlidir (p<<0,05).

Tris-S: standart teknoloji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmis tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol icerikli sperma sulandiricisi
Tris-H: hassas teknoloji ile Gretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol icerikli sperma sulandiricist
VCL: Egrisel (Gergek) Yol Hizi, VAP Ortalama Yol Hizi, VSL: Dogrusal Yol Hizt

A.B,C: Differences between mean values with different letters in the same column for each parameter are statistically significant (p<0.05).

b Differences between mean values with different letters in the same row for each parameter are statistically significant (p<<0.05).

Tris-S: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemical substances produced with standard technology
Tris-H: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemicals produced with sensitive technology.

VCL: Curvilinear velocity, VAP Average path velocity, VSL: Straight line velocity
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Tablo 6. Farkli 6zellikteki tris sulandiricilariyla sulandirilip hizh ve yavas dondurma hizi uygulanarak dondurulan kog spermalarinin ¢ézdirme sonrast spermatozoonlarin
dogrusalliklarina ait kinematik parametre degetleri
Table 6. Kinematic parameters of spermatozoa linearity after thawing of ram semen diluted with Tris-based semen extenders prepared with chemical substances of different

purity and frozen at fast and slow freezing rates.

LIN STR WOB
Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Sureli Uzun Siireli Kisa Suireli Uzun Siireli
Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma Dondurma
Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U Tris-S Tris-U

K-1 53,517,444 68,518,142 57,1£6,2% 53,5+1,6% 80,9+5,5% 89,5£3,082 84,1£2,0ABa 82,013,042 65,015,742 76,0£6,742 67,7£6,2A8 (65,613,548
K-2 56,815,442 60,014,342 66,913,342 52,143,342 81,513,842 85,912,685 85,211,685 79,9£2,442 69,414,642 69,814,442 78,4£2,3M8a (5,414 8ABa
K-3 55,1+7,3% 54,615,442 54,214 42 56,7+6,4% 79,0£3,442 82,51£1,2ABa 80,242 278 80,7+2,84 69,1£6,5% 65,915,642 67,5£5,148 (69,946,048
K-4 67,314,742 63,116,742 67,313,742 62,2+2,0% 89,243 24a 88,913,482 85,411,782 80,8+2,942 75,5143 70,6£5,642 78,7£3,2Ma 77,2£2,8%
K-5 55,516,842 55,245,242 42,5£3 5% 60,0£4,942 79,413,342 80,0£2,64B2 75,012,342 82,810,442 69,316,342 68,8£5,142 56,5%3,382 72,4%5,848
K-6 51,9111,4M 45,7£8,5M 57,7+8,84 49,014,341 82,415,6M 74,012,582 84,0£2,7ABa 82,8+2 84 61,049,942 61,3£10,5%  (8,2£8,9ABa 59,245,982
GNL 56,712,92 57,81+2,82 57,612,6* 55,6+1,82 82,1+1,7= 83,411,5* 82,3%1,1¢ 81,5+1,0¢ 68,21+2,52 68,712,62 69,512,52 68,3+2,12

A.B,C: Her bir parametre i¢in aym1 siitun icinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir (p<0,05).

4b,c: Her bir parametre icin aynt satir icinde farkl hatf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir (p<0,05).

Tris-S: standart teknoloji ile tiretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta satisi-gliserol igerikli sperma sulandiricist
Tris-H: hassas teknoloji ile Gretilmis kimyasal maddeler kullanilarak hazirlanmus tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol icerikli sperma sulandiricist
LIN: Gergek Yolun Dogrusalligi, STR: Ortalama Yolun Dogrusalligi, WOB: Yalpalama

A.B,C: Differences between mean values with different letters in the same column for each parameter are statistically significant (p<<0.05).

b e Differences between mean values with different letters in the same row for each parameter are statistically significant (p<<0.05).

Tris-S: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemical substances produced with standard technology
Tris-H: semen extender containing tris-citric acid-fructose-egg yolk-glycerol prepared using chemicals produced with sensitive technology.

LIN: Linearity, STR: Straightness, WOB: Wobble
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TARTISMA

Spermanin sulandirilmasinda kullanilan sulandiricinin
bilesimi, sulandirma orani, ilave edilen gliserol orani,
ekilibrasyon siiresi, dondurma yéntemi, dondurma hizt
ve ¢6zme sicakligy; kog¢ spermasinin bagarili bir sekilde
dondurulmasint etkileyen en 6nemli faktorler olarak
siralanabilir.  Bu arastirmada, farkli yOntemletle
tretilmis kimyasal maddeletle hazitlanan Tris temelli
sulandiricilarin ve dondurma sirasinda farklt dondurma
hizi uygulanmasinin  ko¢ spermasinin  ¢ozdiirme
sonrast sperma kalitesi Uizerindeki etkileri incelendi.

Yapilan bircok bilimsel ¢alisma (Ustuner ve ark. 2014;
Giingor ve ark. 2022; Zhang ve ark. 2024), Tris - Sitrik
asit — Fruktoz - Yumurta sarist - Gliserol iceren sperma
sulandiricisinin - kog¢  spermasinin  dondurulmasi
amaciyla kullanilan temel sperma sulandirict oldugu
gorilmektedir. Tris (hidroksimetilen) aminomethane,
sperm  hiicresinin  icerisine  girebilme ve pH
degisimlerine karst hiicreler arasi giiclii bir tamponlama
Ozelligine sahip olup wuygun konsantrasyonlarda
spermatozoa Uzerine toksik etki gOstermeyen ve
izotonik bir ortam saglanmasi amactyla kullanilan bir
maddedir. Hazirlanan tris  buffer soliisyonunun
istenilen pH ve osmatik basin¢ diizeyine ulagmast icin
ise  genellikle sulandiriciya  sitrik  asit  ilavesi
yapilmaktadir. Bunun yaninda, bu sollsyona
spermanin  saklanmasi sirasinda  spermatozoa  igin
gerekli olacak enerji rezervini saglamak amaciyla da
genellikle metabolize edilebilir bir seker olan fruktoz
ilave edilmektedir (Maxwell ve Salamon 1993; Gil ve
ark. 2003). Diger taraftan, spermanin sicakliginin 37
°Cden 5 °Clye dusirilerek sogutulmast sirasinda
olusan soguk sokunun membran yapist ve gecirgenligi
tzerindeki olumsuz etkilerini en az dizeye indirmek
amaciyla hazirlanan tris temelli sulandiricilara yaygin
olarak %15-20 oraninda yumurta sarisi katidmasi
tavsiye edilmektedir (Swelum ve ark. 2022; S6nmez
2022). Buna ilaveten, spermanin dondurma ve
¢ozdirme islemleri sirasinda ortaya ¢ikan bu ani
sicaklik degisikliklerine karst spermatozoayt korumak
amactyla kriyoprotektan bir madde olan gliserol de %5-
7 oraninda hazirlanan sperma sulandiricilarina ilave
edilmektedir (Salamon ve Maxwell 2000; Mehta ve ark.
2020). Bununla birlikte, tris temelli sperma
sulandiricilarin hazirlanmasinda kullanidan bu kimyasal
maddelerin kimyasal formileri ayni olmakla birlikte
aynt sirket tarafindan farkli Gretim teknolojilerine gore
degisebilen saflik-homojenite diizeylerinde
tretilmektedir (Tablo 1). Yapilan calismamizda, iki
farklt Giretim teknoloji ile tretilmis kimyasal maddeler
kullanilarak ayni oranlarda hazirlanan tris temelli
sperma sulandiricilartyla sulandirilan kog spermalarinin
bireysel olarak dondurulup ¢bzdirmesi sonrast total
motilite, progresif motilite oranlart ile spermatozoa hiz
oranlart ve kinematik parametre degerleri yoninden
istatistiki olarak 6nemli bir farklilik olusmadig
(p>0,05) tespit edilmistir. Bu bulgulara gore; kog

spermasinin dondurulmast amactyla hazirlanan sperma
sulandiricilarinda  standart  teknoloji  ile  Uretilmis
kimyasal maddelerin kullanilmasinin  izotonik bir
ortam olugturulmas: ve pH dengesinin saglanmasi
acisindan  yeterli oldugu, diger taraftan standart
teknoloji yerine daha hassas teknoloji ile ultra saflikta
tretilmis kimyasal maddelerin tercih edilmesinin ise
toksitite dlzeyi ve hassasiyet agisindan 6nemli bir
avantaj saglamadigt séylenebilir. Bu sonug, sperma
sulandiricilart  hazirlanirken  kullanillan  kimyasal
maddelerin ultra saflikta tiretilmis daha pahali serileri
yerine aynt formile sahip daha ekonomik standart
tretimlerinin kullanilabilecegini gOstermistir.
Spermanin  dondurulmasinin  amaci,  spermanin
sticakliginin  spermatozoonlara  zarar  vermeden
kademeli olarak 5°C'den -196 °C'ye dusirmesidir.
Spermanin  dondurulmast agamasinda  kullanilacak
dondurma hiz1, ¢6zdtirme sonrast elde edilecek total ve
progresif motilite oranlari agisindan tatmin edici
degerlerin  elde edilmesini etkileyen 6nemli  bir
faktordir (Byrne ve ark. 2000). Spermatozoonlarin
biyokimyasal yapist olduke¢a karisik ve sabit olmayan
bir 6zellik tasir. Spermatozoon plazma membraninin
diizenli bir fonksiyon gbstermesi agisitndan membran
yapisindaki lipid ve protein bilesikleri arasinda sikt bir
iliski ~ vardir.  Spermatozoonlarin  dondurulmasi,
membran lipid katmaninin iki tabakast arasindaki
fosfolipit dagiliminda degisiklige yol agar. Membranda
meydana gelen bu degisiklikler, belirli dizeyde
membran  yapistuin  bozulmasina neden olarak
¢cozdiirme sonrast spermatozoonlarin motilitesini ve
fertilizasyon kabiliyetini ~ sinirlayabilir  (Parks  ve
Graham 1992; Hinkovska-Galcheva ve ark. 1998; Diaz
ve ark. 2016). Bu acidan, spermanin dondurulmast
strasinda 6zellikle 0 °C ile —20 °C arasindaki sicakliklar
derecelerinin  gecilme siireci oldukca Onemli olup
oldukca kritik bir asama olarak degerlendirilir.
Spermanin sicaklift -10 °C'ye yaklasuginda hiicre ici su
donar ve spermatozoonlar buz kristalleri olusma
riskiyle karsi karsiya birakir. Diger bir ifadeyle, bu
asamada ¢ok hizli bir sogutma yéntemi uygulandiginda
artan hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu htcrelerin
olimii ile sonuglanir (Salamon ve Maxwell 2000).

Nur ve ark. (2011), ko¢ spermasinin dondurulmast i¢in
5°C ile -20°C arasindaki sicaklik gecisi sirasinda hizl
(6°C/dak) ve vyavas (0,5°C/dak) dondurma hizt
yontemi uyguladiklart ¢alismalarinda, ko¢ spermasinin
yavag sogutma yontemi ile dondurmasmin hizl
dondurma yontemine gére ¢6zdirme sonrast motilite
degerlerini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Vichas ve ark. (2018) ise, 5°C ile -8°C
arasinda hizli (5°C/dak) ve yavas (3°C/dak) dondurma
hiz1 uyguladiklar1 calismalarinda ko¢ spermasinda
yavag sogutma prosediri ile dondurmasinin hizl
dondurma yontemine gére ¢6zdiirme sonrast daha iyi
motilite sonuglart sagladigini bildirmislerdir. Yirttilen
calismamizda da, ko¢ spermasinin dondurulmast
asamasinda uygulanan yavas dondurma ydnteminin
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hizli dondurma yéntemine gore ¢ézdiirme sonrasi total
motilite, progresif motilite ve hizli hareket eden (rapid)
spermatozoon oranin da 6nemli derecede bir artis
(p<0,05), hareketsiz (statik) spermatozoon oraninda
ise 6nemli derecede bir azalma sagladigi (p<0,05)
belitlenmistir. Bu sonu¢ yukaridaki ¢alismalarin
sonuglart ile benzerlik gostermektedir.

Byrne ve ark. (2000) dondurma islemi sirasinda kog
spermatozoasinda en fazla hasarin -10°C ile -25°C
arasinda meydana geldigini ve yavas dondurmaya eslik
eden hiicre dehidrasyon siirecinin hiicrenin hayatta
kalmast icin potansiyel olarak daha faydali olacagini,
buna karsin hizli dondurma oranlarinin hiicre liimiine
neden olma olasihiginin daha yiksek oldugunu
bildirmislerdir. Bununla bitlikte, arastirmacilar bu
kritik sicaklik derecelerini gegiste hizli (5°C/dak) ve
yavas (0,5°C/dak) dondurma hizt uyguladiklar
calismalarinda  ¢6ziilme  sonrast  spermatolojik
Ozellikler acisindan iki dondurma yoéntemi arasinda
onemli bir farkliigin - olmadigini  bildirmislerdir.
Nitekim, Pontbriand ve ark. (1989) da kog
spermatozoonlarinin  dondurulurken  kullanilacak
sogutma hiz1 agisindan dakikada 6 ile 24 °C arasindaki
sicaklik degisimlerine dayanabildigini, bu nedenle kog
spermasinin dondurulmast sirasinda genis bir soguma
hizt araliginin kullanilabilecegini bildirmistir. Genel
olarak kabul edilen teoriye gére, en iyi dondurma hiz,
suyun spermatozoonlart terk etmesine izin verecek
kadar yavas olmalidir. Bu durum, dondurma sirasinda
hiicre ici su kristallesmesini 6nler. Bununla bitlikte,
yavas bir sogutma  hizinin uygulanmasi
spermatozoonlarin uzun bir sire boyunca yiksek
¢bziinen madde konsantrasyonlarina maruz kalmasina
ve hticre dehidrasyonuna neden olabilir. Bu yiizden,
sogutma hiz1 agisindan uygulanan dondurma hizt
protokollerinden hangisinin yeterince yavas veya
hangisinin  yeterince hizh  oldugunu rakamlarla
kategorize etmek basit bir is olmayip turlere ve
bireylere gore 6nemli degisiklikler gosterebilir (Saha ve
ark. 2022).

Rickard ve ark’lar1 (2016) yaptiklart ¢alismada, kog
spermatozoonlarinin  donma  direncindeki tolerans
diizeyinin, dondurma o6ncesi sperma kalitesinden
bagimsiz  olarak  bireyler arasinda  degiskenlik
gOsterebilecegini bildirmislerdir. Yiratilen
arastirmamuzda da, olusturulan dort gruptan elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde; ¢6zdliirme sonrasi
total motilite, progresif motilite, hizli hareket eden ve
hareketsiz (statik) spermatozoon oranlari yoniinden
koglar arasinda bireysel olarak 6nemli farkliliklarin
oldugu (p<0,05) gbze carpmaktadur.

SONUC

Sonug¢ olarak, ko¢ spermasinin  dondurulmasi
asamasinda Ozellikle 5°C ile -20°C arasindaki sicaklik
gegcisi strasinda yavas dondurma (1°C/dak) yontemi
kullanilmast; hizli dondurma (5°C/dak) yontemine
gbre ¢Ozdlirme sonrast motilite oranlart yoninden
daha basarili sonuglar elde edilmesini saglamustir. Diger

taraftan, ko¢ spermasinin dondurulmasi amaciyla
sperma sulandiricilart  hazirlanirken  ultra  saflikta
tretilmis kimyasal maddelerin ya da ayni formiile sahip
standart dretimlerinin  kullandmasinin  ¢6zdiirme
sonrast sperma kalitesini yoniinden 6nemli bir farklilik
olusturmadigt gézlenmistir. Ayrica bu  calismanin
sonuglart, koglar arasinda dondurulup ¢6zdirtlme
islemine karst bireysel tolerans diizeylerinin 6nemli
degiskenlik gosterdigini ve bu durumun ¢dzdirme
sonrast sperma kalitesinde bireysel olarak Onemli
farkliliklar olusturdugunu da géstermektedir.

Cikar gatigmasi: Yazarlarin rapor edecekleri herhangi
bir ¢ikar catismast yoktur.

Yazar Katkilari: MS ve ABB calismayr planlayip
projelendirme asamalarint  gerceklestirdi. Deneysel
asamalart ABB, IHG, ACC ve TCA gerceklestirdi. Tlk
makale halini THG yazdi. MS makaleyi okuyarak
diizenledi.

Etik Onay: Bu calisma 16.11.2022 tarihli 2022/18-09
oturum saytll Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan etik kurul belgesi almaya
gerek yoktur karartyla onaylanmistir.
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