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Ozet: Bu calismada dondurulmus-¢oziindiiriilmiis kopek spermasindaki morfolojik bozukluklarin saptanmasinda iki
farkli boyama yontemi ve bir sivi-fikzatif solusyonun etkileri ve bu yontemlerin karsilastirilmasi amaglanmuistir.
Bulgular incelendiginde boyama gruplar1 ve fikzatif solusyon arasinda akrozomal ve toplam morfolojik bozukluklar
arasinda istatistiksel fark saptanmamustir. Sonug¢ olarak morfolojik bozukluklarin belirlenmesinde Hancock
solusyonu yaninda diger boyama yontemlerinin de kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, ¢coziindiiriilmiis sperma, boyama yontemleri.

The Evaluation of Frozen-Thawed Dog Semen After Staining and Fixation

Summary: In this study, it is aimed to detect the effects of the various staining methods and a fixative solution on
morphological defects in frozen-thawed dog semen. Analyses of the data showed that there were no significant dif-
ferences (P>0.05) between the fixation and staining groups for acrosomal and total morphological defects. In con-
clusion, in addition to Hancock’s solution, different staining methods can be used to detect morphological defects on

frozen-thawed dog semen.
Key Words: Dog, thawing semen, staining procedure.

Giris

Evcil hayvanlarda spermatolojik 6zellikler
potansiyel fertilitenin belirlenmesinde énemli bir
kriterdir. Kopeklerde fertiliteyi etkileyen pek ¢ok
faktor vardir. Ancak erkek kopeklerde baslica
faktor testiste iiretilip ejakiile edilen spermatozoa
olup, saglam spermatozoa morfolojisi ile fertilite
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir'.

Erkek kopekte fertilizasyon yeteneginin be-
lirlenmesi spermatozoit konsantrasyonu, motilite
ve morfoloji gibi rutin sperma analizlerine bagli-
dir. Bu analizler spermanin potansiyel fetilitesini
ve erkek kopekte spermatogenezisin durumu hak-
kinda bilgi saglarlar'>*. Bu nedenle sperma-
tozoitlerin mikroskobik bakida morfolojik deger-

lendirilmesi 6nemlidir ve spermatolojik muayene
sun’i tohumlama calismalarinda esastir'>. Morfo-
lojik degerlendirmenin baglica amaci normal ve
anormal spermatozoitlerin ayirt edilmesidir®.
Ciinkii anormal yapidaki spermatozoitlerin
fertilite yetenekleri yoktur. Saglikli spermada her
zaman morfolojik bozukluga sahip hiicreler bulu-
nabilmesine karsin bu oran %20’yi gegmemeli-
dir'*". Feldman ve Nelson® ile Meyers-Wallen'®,
kopeklerde primer anomalilerin %10’dan, sekon-
der anomalilerin ise %20’den fazla olmamasi
gerektigini ve yliksek orandaki sekonder anomali-
lerin epididimal hastaliklardan veya spermanin
toplanmasit ve islenmesi sirasinda olustugunu
belirtmislerdir. Ayrica kopeklerde ¢ift bas ve ¢ift
kuyruk anomalilerinin diger evcil memelilerden
daha fazla oranda gozlendigi belirtilmektedir®.
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Akrozomal biitlinliigiin fertilizasyonda te-
mel oldugu'** ve kopeklerde dondurma ve ¢o-
ziim sonrasinda onemli Ol¢iide diistiigli ifade e-
dilmistir’'®. Erkek kopeklerde fertilitenin deger-
lendirilmesinde morfolojinin en iyi kriter oldugu-
nu bildiren arastirmacilar da bulunmaktadir™"’,
Kopek spermasindaki morfolojik bozukluklarin
saptanmasi amaciyla eosin-nigrosin®***’,
nigrosin-eosin®**"?!, opal blue®, fast green'*",
giemsa®'*"*? gibi boyama yontemleri disinda
sivi fikzasyon yontemlerinin de kullanilabilecegi
bildirilmektedir'>'*?'. Cesitli arastirmacilar tara-
findan s1v1 fikzasyon yontemlerinin de kopekler-
de akrozomal biitiinliik ve dejenerasyonlarin sap-
tanmasinda  kullanilabilecegi  vurgulanmakta-
dir'**** Tespit solusyonlarin1 pH, 1s1, boyama
siiresi gibi faktorler etkileyebilmekte ve buna
bagli olarak sonuglar arasinda varyasyonlar olu-
sabilmektedirlz. Yildiz ve ark.**, dondurulmus-
¢oOziindiiriilmiis kdpek spermasinda sulandirict
faktoriinden dolay1 daha net bir gdriintii zemini-
nin olustugunu, akrozom etrafinda artifaktlarin
meydana gelmedigini ve hazirlama isleminin
kolay ve kisa siireli olmasindan dolay1 nigrosin-
eosin, rose-bengal ve sivi fikzasyon yontemleri-
nin laboratuar ve saha sartlarinda elverigli olarak
kullanilabilecegini vurgulamiglardir. Arastirmaci-
lar®** dondurulmus-¢oziindiirilmiis  kopek
spermasimin morfolojik muayenesinde eosin-
nigrosin boyama yonteminin Olii-canli sperma-
tozoit oranini saptamada gilivenilir bir yontem
oldugunu bildirmislerdir. Wong ve Dhaliwal®,
eosin-nigrosin boyasinin akrozomal biitiinliigii
degerlendirmede yeterli boyama saglayamadigini
vurgulamiglardir. Bu ¢alismada kdpek spermasi 2
farkli sulandiricida dondurulmus, ¢éziinme sonra-
st morfolojik incelemelerde iki boyama ve bir sivi
fikzasyon yonteminin karsilagtirilmasi ve bu 6zel-
liklerin sulandiricilara gore degisip degismedigi-
nin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada toplam 2 adet Alman Coban
Kopegi materyal olarak kullanildi. Sperma iki
giinde bir olmak {izere toplam 5 kez, dniinde kiz-
gin bir digi bulundurulan kopeklerden penis ma-
saji  yontemiyle alindi. Ejakulatin sadece
spermatozoitlerden zengin olan ikinci fraksiyonu
renk ve kivam degisikleri gozlenip diger fraksi-
yonlardan ayrilarak degerlendirmeye alindi ve
spermatolojik 6zellikleri incelendi. Spermatolojik
muayeneler sonucunda motilitesi %80’in {izerin-
de olan ve morfolojik bozukluk orani %20’yi

gecmeyen sperma Ornekleri Tris-yumurta sarisi
(T-YS) ve Sodyum sitrat yumurta sarisi (SS-YS)
sulandiricilart ile sonugta %4 gliserol igerecek
sekilde sulandirilarak 0.5 ml.lik payetlerde don-
duruldular. Her bir grup i¢in toplam 28 adet payet
37°C’lik su banyosunda 30 sn’de ¢oziindiirtildi.

Coziim sonras1 morfolojik bozukluk oran-
larin1 saptamak i¢in Eosin-nigrosin ve Giemsa
boyama yontemleri ile Hancock sivi fikzasyon
yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar karsi-
lastirildi. Eosin-nigrosin'® ve Giemsa'* boyama
teknikleri ile frotiler hazirlandi. Hancock soliis-
yonu" hazirlanarak eppendorf tiipleri igerisine
0.5 ml. alind1 ve soliisyon ile tespit edilen sper-
madan bir damla alinip lama damlatilarak {izerine
lamel kapatildi ve sonra faz kontrast mikroskobun
immersiyon objektifi ile (x100) morfolojik ince-
lemeler gergeklestirildi. Morfolojik bozukluklar
akrozoma ait bozukluklar, diger morfolojik bo-
zukluklar (DMB) ve toplam morfolojik bozukluk-
lar (TMB) olarak ii¢ kisimda incelendi. Her
preparat i¢in toplam 200 spermatozoit sayilarak
ylizde oranlar1 kaydedildi. Sunulan aragtirmada
farkli yontemlerle boyama sonrasi saptanan bul-
gularin (Tablo I ve III) istatistiksel degerlendir-
mesinde Varyans Analizi (ANOVA) General
Linear Model kullanildi (SPSS for Windows
10.0). Farkl1 yontemlerle boyama sonrasi sulandi-
ric1 ¢esidine gore saptanan bulgularin (Tablo II)
istatistiksel degerlendirilmesinde ise Simple-T
Testi kullanildi.

Bulgular

Sunulan caligmadan elde edilen bulgular
Tablo I ve Tablo I1.’de sunulmustur.

Tablo I. Farklh Yontemlerle Boyama Sonrasi
ve Sulandirici Cesidine Gore Saptanan
Morfolojik Bozukluk Oranlari

Morfolojik Boyama Yontemi
Sulandrict | n | Bozukluk Eosin-nigrosin | Giemsa | Hancock
Orani (%)
Akrozomal 20.736.1 174440 | 20.0+4.2
Tris 28 |DMB 8.47+4.0> | 9.77+4.12 | 10.8+3.02
T™B 29.2+7.6 27.16+5.5 | 30.845.2
Akrozomal 19.62+3.4 21.0+£2.9 | 20.8+3.7
Sodyum | 53 [owiB 9234260 | 1189£3.7% | 114233
sitrat
T™B 28.8+4.6 32.89+4.8 | 32.2746.0
Akrozomal | 20.21+5.12 | 19.07+4.02 | 20.3+3.9
Toplam 56 |DMB 8.82+3.4>  [10.75+4.0e0| 11.09+3.12
T™B 29.04+6.32 | 29.82+5.92 | 31.48+5.62

b Ayni satirda ortak harf tasimayan degerler arasindaki fark 6nemli-
dir (P<0.05)

DMB: Diger morfolojik bozukluk orani

TMB: Toplam morfolojik bozukluk orani



Tablo II. Farkli Boyama Yontemleri Sonrasi
Saptanan Morfolojik Bozukluk
Oranlan Arasidaki Varyans Analiz

Tablosu (ANOVA)

Faktorler Akrozom | DMB | TMB
Sulandiricilar 1437 | 0.652 | 2.187
Boyama yéntemleri 2301 |3.4127|0.383

Boyama ydntemleri-sulandiricilar 6.234 | 1.349 | 2.048

"P<0.05
DMB: Diger morfolojik bozukluk orani
TMB: Toplam morfolojik bozukluk orani

Tartisma ve Sonug¢

Sunulan aragtirmada ¢6ziim sonrasi elde
edilen degerlerin genel olarak bir¢ok arastirmaci-
nin elde ettigi degerlerle benzerlik gosterdigi
saptanmustir”' > Dondurulmus-¢oziindiiriilmiis
sperma Orneklerinde kullanilan farkli boyama
yontemleri karsilastirildiginda akrozomal bozuk-
luk oranlar ve toplam morfolojik bozukluk oran-
lar1 arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamus
(P>0.05), diger morfolojik bozukluk oranlari
incelendiginde ise Eosin-nigrosin ile Hancock
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur
(P<0.05) (Tablo I). T-YS ve SS-YS sulandiricila-
rinin boyama yontemleri lizerine bir etkisi sap-
tanmamigtir. Ancak T-Y'S sulandiricisindaki diger
morfolojik bozukluk oranlar1 incelendiginde
Eosin-nigrosin ile Hancock arasinda, SS-YS su-
landiricisindaki diger morfolojik bozukluk oran-
lar1 incelendiginde ise Eosin-nigrosin ile diger
yontemler arasinda istatistiksel olarak fark sap-
tanmistir (P<0.05) (Tablo I)..

Varyans Analiz Tablosu (Tablo II) incelen-
diginde ise sadece boyama ydntemleri arasinda
diger morfolojik bozukluklar agisindan istatistik-
sel olarak fark saptanmig (P<0.05), sulandiricilar
ve boyama yontemleri ile sulandiricilar arasinda
istatistiksel fark bulunmamugtir.

Ataman ve ark’, kdpeklerde taze ve dondu-
rulmus spermada anormal spermatozoit tiplerini
saptamak amaciyla 4 farkli boyama yontemi kul-
lanmiglardir. Arastirmacilar Tris sulandiricist ile
dondurulmus spermada Hancock ve Eosin-
nigrosin boyama sonrasinda akrozomal, bas, orta,
kuyruk ve toplam anormal spermatozoit oranlari-
ni1 sirastyla %14.1+0.61, %4.9+0.48, %10.6+1.29,
%11.4£1.16, %40.9+2.66; %13.4+0.50,
%4.1£0.32,  %10.7£1.23, %I11.2£1.10  ve
9%39.3£2.66 olarak bulduklarint bildirmislerdir.
Sunulan ¢aligmada Hancock ve Eosin-nigrosin
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boyama yontemlerinde hem Tris ve sodyum sitrat
sulandiricilarindan, hem de sulandiricilar goz
oniinde bulundurulmadan boyama yodntemlerin-
den elde edilen (Tablo I) akrozomal bozukluk
oranlar1 Ataman ve ark.’nin’ degerleri ile karsi-
lastirildiginda yiiksek, diger morfolojik ve toplam
morfolojik bozukluk oranlart ise diisiik bulun-
mustur.

Yildiz ve ark.*, kopek ve koglarda taze
spermadaki ve Tris-fruktoz sulandiricist ile don-
durduklart sperma o6rneklerindeki akrozomal bo-
zukluk oranlarin1 saptamak igin 6 farkli boyama
yontemini denemisler, kopeklere ait ¢ozliim son-
rast akrozomal bozukluk oranlarini Eosin-nigro-
sin’de %36.4+0.55, Hancock’ta %36.3+0.42,
Giemsa’da ise %35.9+£0.50 olarak saptamislardir.
Sunulan arastirmada farkli yontemlerle boyama
sonrast saptanan akrozomal bozukluk oranlari
Yildiz ve ark.’min** bulgulardan daha diisiik bu-
lunmustur. Ayrica Tris ve sodyum sitrat sulandi-
ricilarindan elde edilen akrozomal bozukluk oran-
lar1 da anilan degerlerden diisiik saptanmustir.
Bulgular arasindaki farkliliklarin kullanilan ko-
pek wrklariin farkli olusundan kaynaklanabilece-
gi diisiiniilmektedir. Hafez'?, tespit soliisyonlarimi
pH, 1s1, boyama siiresi gibi faktorlerin etkileyebi-
lecegini ve bu duruma bagl olarak ta morfolojik
muayenelerde sonucglar arasinda farkliliklarin
olusabilecegini vurgulamaktadir.

Kopek spermasini pellet yontemine gore
%4 ve %8 gliserol iceren siitlii sulandiric1 ve Tris
sulandiricisiyla donduran Baran®, sperma Grnekle-
rinin morfolojik degerlendirmesinde Hancock
soliisyonunu kullanmistir. Arastirmaci akrozom,
bas, orta, kuyruk, ve toplam morfolojik bozukluk
oranlarint %4 ve %8 gliserol igeren Tris sulandi-
ricisinda sirastyla %33.62+£12.86, %4.68+3.79,
%1.39+1.99, %4.334£3.31, %44.03+12.51;
%55.23+15.51, %4.69+3.54, %1.14+1.67,
%3.7843.03 ve %64.85+14.85 olarak bulmustur.
Sunulan arastirmada Hancock soliisyonundaki
akrozomal ve toplam morfolojik bozukluk oranla-
r1 hem boyama yontemlerinde hem de sulandirict
cesidine gore boyama yontemlerinde Baran’in’®
degerlerinden diisiik, diger morfolojik bozukluk
oranlari ise benzer bulunmustur.

Payet yontemiyle dondurdugu képek sper-
malarinda Gﬁnay“, ¢Ozlim sonras1 akrozom, bas,
orta, kuyruk ve toplam morfolojik bozukluk oran-
larim Tris ve sodyum sitrat sulandiricilarinda

sirastyla  %23.6+1.12,  %5.4+0.28,%2.4+0.08,
%8.8+0.34, %40.6+1.35; %26.9+1.18,
%5.9+0.28, %2.8+0.09, %9.7+0.34 ve
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%45.4+1.39 olarak saptamigtir. Aragtirmaci akro-
zomal bozukluk orani i¢in Giemsa, diger morfo-
lojik bozukluk oranlarin1 saptamak i¢in Eosin-
nigrosin boyama yontemlerini kullandigini bil-
dirmigtir. Sunulan aragtirmada Giemsa boyama
yonteminde Tris ve sodyum sitrat sulandiricila-
rinda ve sulandirict géz 6niinde bulundurulmadan
boyama yontemlerinden elde edilen akrozomal
bozukluk oranlari Giinay’m'' buldugu degerden
biraz diisiik olmakla beraber uyumlu bulunmus-
tur. Diger ve toplam morfolojik bozukluk oranlari
ise arastiricinin degerlerinden diisiik bulunmustur.

England ve Ponzio®, Tris-yumurta sarist ile
dondurdugu kopek spermasinda ¢dziim sonrasi
saglam akrozom oranimi kopeklerde % 52-84
olarak bulduklarini belirtmiglerdir. Sunulan arag-
tirmada tiim boyama yontemlerinde hem Tris ve
sodyum sitrat sulandiricilarindaki hem de sulandi-
rici gbz Oniine alinmadan bulunan akrozomal
bozukluk oranlart England ve Ponzio’nun® belirt-
tigi degerle uyum igerisindedir. Elektron mikros-
kop kullanilarak yapilan muayenelerde akrozomal
icerik kaybim1 ve akrozomal membranlarin
vezikulasyonunu iceren akrozomal hasarin daha
yiiksek oranda saptanabilecegini aciklayan
Rodriguez-Martinez ve ark®, faz kontrast mik-
roskop kullaniminda ise akrozomal anomalilerin
daha diisiik oranda bulundugunu bildirmislerdir.

Kullanilan farkli boyama yontemleri ara-
sinda 6nemli istatistiksel farkliliklar bulunmama-
sina karsin Hancock sivi fikzasyon yonteminin
uygulanmasi sirasinda Tris sulandiricisiyla don-
durulmus 6rneklerde soliisyon ile temas sirasinda
cokelti olustugu ve mikroskobik muayenede go-
riintiiniin  bulanikligr goézlemlendi. Bu nedenle
Hancock sivi fikzasyon yonteminde diger yon-
temlere gére muayene biraz daha zor gergekles-
mistir. Sodyum sitrat sulandiricis1 ile dondurulan
sperma Orneklerinde ise Tris sulandiricisinda
karsilagilan durumla karsilagilmamistir. Bunun
yani1 sira Hancock soliisyonunda boya olmadigin-
dan ve dolayisiyla spermatozoitlerin boya almasi
gibi bir durumla karsilagilmamasit nedeniyle
akrozomal ve diger morfolojik muayenelerin
ayrintili olarak yapilmasi avantaj olarak deger-
lendirilmistir. Gliserol'” ve yumurta sarist*? iceren
sulandiricilarin spermatozoitlerin boyanma ozel-
ligini etkiledigi bildirilmistir. Ayrica eosin-
nigrosin boyama yonteminde yapilan akrozomal
muayeneler diger yontemlere oranla daha zor
gerceklesmistir.

Sunulan arastirmada, dondurulmus-
¢Oziindliriilmiis kopek spermasimin morfolojik
degerlendirilmesinde kullanilan sulandiricilarin
boyama yontemleri {izerine etkisinin olmadig1 ve
kullanilan ii¢ farkl1 boyama yonteminin de giiven-
le kullanilabilecegi sonucuna vartlmaistir.
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