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OZET

KOCLARDA CINKO KULLANIMININ SICAK STRESINE VE SPERMANIN
DONDURULABILIRLIGi UZERINE ETKISi

Ucan U. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Reprodiiksiyon
ve Suni Tohumlama (Veteriner) Programm Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Global 1sinma evcil hayvanlarda verim diislikliigli ve lireme mekanizmalarinin aksamasina
neden olmaktadir. Sicak stresinin Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda yol agtifi zararlarin
azaltilmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesi onemli bir zorunluluk haline gelmistir. Cinko,
metabolizma ile ilgili 300 den fazla enzimin faaliyet géstermesi igin gerekli bir mineraldir.
Uremeye iliskin pek ¢ok fizyolojik mekanizmada yer alir. Bu galismada yem katki maddesi
olarak kullanilan ¢inkonun kocglarda sperma kalitesi iizerine sicak stresinin olusturdugu
olumsuz etkileri ortadan kaldirabilme potansiyeli ve spermanin yil boyu dondurulabilirligi
tizerine olan etkisi arastirilmigtir. Sperma vericisi olarak 10 bas kog¢ kullanilmistir. Koglar
kontrol ve deneme grubu olarak esit iki gruba ayrilmis kontrol grubu kuru yonca ve arpa
peleti ile beslenmistir. Cinko grubuna ise yukaridaki rasyona ek olarak giinliik 50 mg ¢inko
ilave edilmistir. Koglar belirtilen rasyonla 18 ay boyunca beslenmistir. Hayvanlarin sicak
stresinden etkilendigi aylar sicaklik-nem indeksi (THI) degerleri yardimiyla belirlenmis ve
stresin gorilildiigli aylarin Haziran-Eyliil aras1 oldugu tespit edilmistir. Koglarda sicak stresi
donemi i¢inde ve disinda motilite, canlilik, akrozom reaksiyonu, membran biitiinliigii,
anormal spermatozoon orant ve mitokondriyal aktivite degerleri belirlenmistir. Ayrica,
¢inkonun dondurulan sperma Ornekleri iizerinde koruyucu bir etkisinin bulunup
bulunmadigini belirlemek i¢in, 12 ay boyunca sperma dondurma islemi gergeklestirilmis ve
ayn1 parametreler dondurulup ¢ozdiiriilen 6rneklerde de izlenmis ve karsilastirilmistir. Sonug
olarak; koglarda yem katkis1i olarak 50 mg/giin ¢inko kullaniminin sicak stresine karsi
koruyucu bir etkisi bulunamamis (P>0,05), benzer sekilde dondurulan 6rnekler tizerinde de
herhangi bir kryoprotektif etkinligi gézlenmemistir (P>0,05). Bu sonucun elbette ¢alismanin
yiriitiildiigi sartlar icin (yem, kullanilan ¢inko tiirevi, doz ve cografi bolge gibi) dogru

oldugu, kosullara iligkin farkliliklarin sonuglar1 degistirebilecegi kanisina varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Cinko, kog, sicak stresi, sperma dondurma, THI.



ABSTRACT

THE EFFECT OF THE USAGE OF ZINC ON HEAT STRESS AND SPERM
FREEZABILITY IN RAMS

Ucan U. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences, Department of
Reproduction and Artificial Insemination (Veterinary) PhD Thesis, Aydin, 2020.

Global warming is associated with reduced productivity and impaired reproductive
mechanisms in domestic animals. Thus, developing new strategies to combat these problems
in farm animals is required. Zinc is an essential mineral which acts as coenzyme by more than
300 enzymes functioning in the metabolism. It also plays important roles in reproductive
physiology. This study was organized to screen the potential of zinc, as a food supplement, to
ameliorate the negative effects of the heat stress on semen quality of rams and its effects on
the freezability of semen collected annually. A total of 10 rams were used as sperm donors.
They were separated into two equal groups as control, fed on dry clover and the barley pellets
and the zinc group, fed 50 mg of zinc in addition to the ration mentioned above. The rams
were reared on the described ration for 18 months. The months when the animals were
affected by heat stress were determined based on the Temperature-Humidity Index (THI) and,
accordingly, the time period between June and September was noted as stressful months. The
percentages for sperm motility, live, reacted acrosome, membrane integrity, abnormal sperm
rate and mitochondrial activity were recorded. Furthermore, the sperm parameters noted
above were screened throughout the year in frozen-thawed semen samples to determine
whether the zinc feeding had a protective effect on sperm cells during freezing. In conclusion,
no protective effect of 50 mg/day zinc as a food supplement was observed on heat stressed
rams. (P>0.05) Similarly, zinc oxide supplementation did not enhance freezability of the
semen samples collected anually (P>0.05). It is also noteworthy that the presented results are
true only for the present particular circumstances we had (such as feed, the zinc analog used,

doses and the geographical location) and that the results might vary if circumstances change.

Keywords: Heat stress, ram, sperm freezability, THI, zinc.



1. GIRIS

Tiirkiye hayvan sayilar1 agisindan diinyada onde gelen iilkelerden biri olmakla birlikte,
hayvancilikta ekonomik karliligi etkileyen en 6nemli faktoriin hayvan sayisi degil, hayvan
basina elde edilen iiretim oldugu goriilmektedir. Fertilite veya dol verimi yetistiricilikte
hayvan basina elde edilen iiretimin, dolayisi ile ekonomik karliliginin devamliligini saglayan
en 6nemli faktordiir.

Ruminantlarda tireme faaliyetlerinin aksamasi, gebelik basina tohumlama sayisinin
artmasina, buzagilama aralifinin uzamasina, dolayisiyla yasam siiresince alinacak buzagi
sayisinin diismesine ve tedavi giderlerinin ylikselmesine bagli olarak karlilig: diisirmektedir.

Hayvanlarda gida unsurlarinin eksiklikleri dogru rasyonlarin kullanilmamasi veya
rasyonlardaki yetersizlikler neticesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, ¢iftlik hayvanlarinin
beslenmesinde soz konusu eksikliklerin tamamlanmasi igin gesitli yem katki maddelerinin
kullanilmasi tercih edilen bir yontemdir. Bu maksatla, yem katki maddesi olarak kullanilan
tirlinler arasinda aminoasitler, makro/mikro mineraller ve enzimler siklikla kullanilmaktadir.

Hayvancilikta genetik ilerleme, hayvanciligin siirdiiriilebilir olmasi i¢in 6nem tasir. Bu
nedenle suni tohumlama, modern hayvan iiretiminin ilerlemesine katki saglayan en 6nemli
araglardan birisidir. Suni tohumlama yoluyla genetik agidan iistiin bir erkekten alinan sperma
ile kaliteli, yiiksek verim oOzelliklerini determine eden genlerin yurt i¢i ve yurt digindaki
dagilimm saglamak ve normalden ¢ok fazla sayida disiyi gebe birakmak miimkiindiir.
Ayrica; venereal hastaliklarin yayilmasi suni tohumlama yontemiyle onlenebilir. Ancak, suni
tohumlama maksadiyla kullanilacak sperma 6rneklerinin uzun siireli saklanma zorunlulugu
nedeniyle sperma dondurma teknolojisi ile birlikte kullanilmasi tercih edilmektedir.

Kiiresel 1sinma; iklimlerin degismesini, deniz seviyesinin yiikselmesini, dogal afetlerin
artis gdstermesini ve 6zellikle de bu degisen ¢evrenin yikic etkisi sonucu gida kaynaklarinin
daralmasin1 da beraberinde getirmistir. Bu nedenle, yiikselen cevre sicakliginin ozellikle
ciftlik hayvanlarinda yol actig1 zararlarin azaltilmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesi her
gecen giin daha da énemli bir zorunluluk haline gelmistir. Insanlarn beslenmesinde biiyiik bir
yer tutan et, siit ve diger pek cok besin gereksinimlerini karsilayan evcil hayvanlarda yiikselen
cevre sicakligli nedeniyle bazi fizyolojik degisiklikler olugmakta, bu nedenle de iiremeyi

kontrol eden temel mekanizmalar aksamakta ya da kalict olarak bozulmaktadir. Sicak



stresinin testis agirligini, spermatozoonlarin yogunlugunu, motilitesini ve fertilizasyon
kabiliyetlerini diisiirdiigii bilinmektedir.

Kiiclik ruminantlar yasama payr ve diisiik diizeyde verim payr i¢in gereksinim
duyduklar1 ¢inkoyu genelde tiikettikleri yemlerden sinirli diizeyde karsilayabilmektedir.
Ancak toprakta ¢inko yetersizligine ve vejetasyon donemine bagli olarak bitki ¢inko
diizeyindeki dalgalanmalar, entansif yetistiricilikte kiiciik ruminantlardan beklenen yiiksek
verim diizeyi (6zellikle yiiksek lireme giicii) ve stres gibi etmenler ¢inkoya olan gereksinimi
artirmaktadir.

Sunulan c¢alismada yaz aylarinin ¢ok sicak gegtigi Aydin bolgesinde, sicak stresinin
yogunlastigi aylarda (Haziran-Eyliil) dogal nedenlerle koglarda sekillenen stresin kog
spermatozoonlari {izerine olan muhtemel olumsuz etkilerinin arastirilmasi ve evcil hayvanlar
global 1sinmanin olumsuz etkilerinden koruyacak alternatif stratejilerin gelistirilmesi
amaglanmistir. Ayrica; bu c¢alismada yemlere ilave edilen ¢inkonun koglardan yil boyunca
alman spermalarin dondurulup ¢6zdiiriilmesi sonrasinda spermatolojik parametreler {izerine

etkileri de belirlenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

Koyun yetistiriciligi halkin kiiltiirel kdkenleri ile ilgili olarak Tiirkiye’de geleneksel bir
Ooneme sahiptir. Bu durumu anlatan “Bugdayla Koyun Gerisi Oyun” gibi deyisler dilimizde
mevcuttur. Karli bir hayvansal yetistiriciligin yapilabilmesi ve elde edilen genetik
kazanimlarin gelecek kusaklara aktarilarak siirdiiriilebilmesi igin yiiksek dol verimine sahip
damizlik hayvanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak, beslenme basta olmak iizere pek ¢ok
faktor dol verimi disiikliigiine neden olabilmektedir. Bu faktorler iginde en 6nemli olanlardan
birisi de stres faktorleridir.

Stres bir canlinin ¢evre kosullar ile bas edebilme kabiliyetini yitirmesidir (Dobson ve
Smith, 2000). Canlilar ¢ok farkli stres etkenlerine maruz kalabilirler. Bunlar; fiziksel,
immiinolojik, psikolojik ve gevresel olarak gruplandirilmaktadir. Stresin canlida olusturdugu
cevap stresin siiresine ve niteligine gore degisiklik gostermektedir. Strese verilen yanit hayvan
tirleri arasinda farklilik gosterebildigi gibi farkli cinsiyetteki hayvanlar da ayni strese farkli
cevaplar verebilirler. Stresin en Onemli etkilerinden birisi birgok tiirde bdbrek {istii
bezlerinden kortizon salgisini uyarmasidir. Bu hormonun gesitli sistemler ve 6zellikle de
reprodiiktif sistem fonksiyonlar1 iizerine olumsuz bir etki olusturabilmesi i¢in uzunca bir siire
yiiksek diizeyde seyretmesi gerekmektedir (Tilbrook ve ark, 2000).

Bir canlinin kendisi i¢in normal kabul edilebilecek degerlerin iizerinde gevre sicakligina
maruz kalmasi sonucu o canlida sekillenen stres reaksiyonlarinin tamamina “sicak stresi”
denmektedir (Banks ve ark, 2005). Yiiksek ¢evre sicakligina bagli olarak artan metabolik
aktivite testis dokusunda hipoksi olusturmakta bdylece dokunun oksijen ihtiyacini da
artirmaktadir. Anatomik olarak; bu bodlgede bu ihtiyac1 karsilayacak kan dolasimi
saglanamadig i¢in yiiksek c¢evre sicakliginda testis dokusunda hipoksik bir ortam
olugsmaktadir (Barth ve Bowman, 1994). Hipoksi oksidatif stresin baslica nedeni olan reaktif
oksijen tiirlerinin iiretiminde genel bir artisa neden olmaktadir (Zini ve ark, 1998; Filho ve
ark, 2004). Reaktif oksijen tiirleri ya da oksidatif stres iriinleri DNA basta olmak {izere,
proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve diger molekiiller iizerinde yapisal hasara sebep
olmaktadir. Insan ve hayvanlarda reaktif oksijen tiirleri yaslanma ve kanser olusumu gibi bazi
onemli olaylarin etiyolojisine katilmanin yani sira onemli bir infertilite nedeni olarak

belirlenmistir (Iwasaki ve Gagnon, 1992; Pasqualotto ve ark, 2001).



Koyunlarin 30-40°C ve %30’luk bir nem oraninda tutulmalar1 embriyonik gelismenin
erken asamalarinda embriyolarin toplam blastomer sayilarinin azalmasi ve gebelik doneminde
de plasentom biiyiikliigiiniin 6nemli dl¢iide diismesi ile sonuglanmaktadir. Bu olay, plasental
protein sentezinin azalmasi olarak yorumlanmakta, fetiis agirligi ve total plasenta agirliginin

azalmasi ile seyretmektedir (Early ve ark, 1991).

2.1. Koclarda Spermatogenezis

Spermatogenezis, fertilizasyon i¢in gerekli olan hareketlilige sahip olgun spermatozoa
iiretmek i¢cin mayotik bolinmeler ve biiylik morfolojik degisiklikler ile karakterize bir
olgudur. Spermatogenezis dogumdan kisa bir siire sonra spermatogonianin mitotik
proliferasyonu ile baslar. Proliferasyon fazindan sonra spermatogonia mayotik faza girer ve
spermatosit haline gelir. Homolog kromozom eslestirmesi, sinapsis ve rekombinasyonu igeren
uzun siireli mayoz profazindan sonra hiicreler, kardes kromozomlarin ikincil spermatositlerini
iiretmek icin iki hiicreye ayrildig: bir rediiksiyon boliinmesine ugrar. Bu hiicreler ¢cok hizli bir
sekilde boliinerek haploid yapidaki yuvarlak spermatitlere doniistir. Akrozom ve flagellum
olusumu, niikleer sekillendirme ve kromatin yogunlagsmasi gibi tiim etkileyici morfolojik
degisiklikler, mayoz sonrasi spermatid farklilasmasi sirasinda ortaya ¢ikar (Yadav ve Kotaja,
2014).

Spermatogenezis slireci tiirler arasinda degiskenlik gostermektedir. Koglarda
spermatogenesiz dogum sonrast 60-70. giinlerde baslar ve 120 giinliikk olduklarinda tam bir
spermatogenezisden soz edilebilmektedir (Schanbacher ve ark, 1974).

Koglarin giin uzunluguna olan duyarliliklar1 koyunlardan farklidir. Seksiiel aktivite
genellikle koglarda koyunlara gore 1-1,5 ay Once uyarilmaktadir. Koyunlarin seksiiel
sikluslar1 basladiginda, koglar da yiiksek diizeyde seksiiel aktivite gostermektedir (Rosa ve
Bryant, 2003).

2.2. Koclarda Spermatolojik Parametreler

Koglarin sperma tiretimi, cins, yas, ¢evresel faktorler (giin uzunlugu, cevre sicakligi ve

nem) ve beslenme gibi bir¢cok faktorden direk olarak etkilenmekte ve bu da spermatolojik



parametrelerin bireyler arasinda farkli olmasma sebep olmaktadir (Karagiannidis ve ark,
2000).

Kog¢ spermasinin hacimce diisiik olmasina karsin, yiiksek yogunlukta spermatozoa icerdigi
bildirilmektedir. Fizyolojik 6zellikleri bakimindan ergin bir kogun sperma hacmi 0.5-1.0 ml,
motilitesi %80-90, kitle hareketi (++++) ve anormal spermatozoon orani %5-15 arasindadir (AK,
2000).

Kog¢ spermasi iizerine yapilan c¢aligmalarda spermatolojik parametreler kog irklar
arasinda farkliliklar gostermektedir. Karagiannidis ve ark (2000), Chios ve Friesian 1rki
koglarda sperma hacmini 1,1+0,06-1,6+0,08 ml, motiliteyi %69,2+1,78-75,0+1,54,
spermatozoon yogunlugunu 3,3i0,12-4,4i0,12x109/ml, anormal spermatozoon oranini
%5,4+0,25-8,2+0,45 olarak bildirmistir. Kafi ve ark (2004) Karakul koglarinda yaptigi
calismada sperma hacmini 1,240,30 ml konsantrasyonunu da 4,4+1,20x10%ml olarak
yayinlamislardir. Kivircik koglarinda yapilan bir ¢alismada da progresif motilite %63,3+3,81-
76,7+2,56, sperma hacmi 0,7+0,03-0,9+0,05 ml, yogunlugunu ise 1,3+0,23-1,8+0,10x10%ml
olarak bildirilmistir (EImaz ve ark, 2007). Pirlak 1rk1 koglardan yi1l boyunca alinan sperma
6rneklerinin motilite orani %71,0+2,33-89,0+1,00; yogunluk 2,9+0,30-4,5+0,23x10%ml; 6lii
spermatozoon  %7,1+0,47-12,7£0,61; anormal spermatozoon %3,5+0,43-9,0+0,52 ve
membran biitiinliigii %59,4+3,43-70,3+1,61 olarak bildirilmistir (Yeni, 2010).

Seminal plazma, inorganik iyonlar, sekerler, organik tuzlar, lipidler, enzimler,
prostaglandinler, proteinler ve gesitli diger faktorlerden olusur. Kog, seminal proteinlerinin
spermatozoon fonksiyonlar1 tiizerindeki olumlu etkisiyle seminal plazma proteomunun
dogurganliktaki roliinii incelemek i¢in ilging bir hayvan modelidir. Seminal plazmanin kogcta
soguk sokunun zararli etkilerini azalttigi ve kog¢ spermatozoonlarini dondurma oncesinde
soguk sokunun hasarindan korudugu bildirilmistir (Muifio-Blanco ve ark, 2008; Soleilhavoup
ve ark, 2014).

2.3. Koclarda Sperma Alma Yontemleri
2.3.1. Suni Vajen Yontemi
Suni vajen sicaklik ve basing yardimiyla spermanin alinmasina olanak saglayan dogal

vajenin bir taklididir. Erkegin ereksiyon olmus konumdaki penisinin ejekiilasyonuna yardimci

olur. Koglar i¢in suni vajen, 15-20cm X 5-6¢cm boyutlarinda kauguk veya plastikten bir vajen



dis lastigi ve kaucuk veya lateksten yapilmis bir i¢ astardan olusmaktadir. Astar geriye
katlanir ve vajen dis lastiginin lizerine sabitlenir. Vajenin bir ucuna steril, volimetrik isaretli
bir sperma toplama kadehi yerlestirilir. D1s vajen ile i¢ vajen arasindaki bosluk, dis vajene
entegre bir musluk ya da valften 1lik suyla doldurulur. Vajene daha fazla basing eklemek igin
ayni valf kullanilarak hava yardimiyla sisirilebilir. Suni vajenin i¢ tarafindaki sicaklik 42-
45°C olmalidir. Suni vajen 50°C-55°C suyla dolduruldugunda bu genellikle dogru ig
sicakliklar1 saglar. Cevrenin sicakligi suni vajen i¢ sicakligini etkiler ve bazen dogru sicaklik
ayarlarinin yapilmasi gerekir. Dogru suni vajen i¢ sicakligi ve kullanilacak su sicakligini
bulmak i¢in bir termometre ile vajen i¢ sicakligr kontrol edilir. Vajenin fazla sicak olmasi
ejekiilasyonu engelledigi gibi spermatozoonlar iizerine de olumsuz etkilidir. Serin havalarda
soguk sokunu 6nlemek i¢in, sperma toplama kadehi spermanin alinmasindan 6nce 30-37°C'ye
isititlmalidir. Sperma alma sirasinda kogun atlamasina izin veren kizgin bir koyunun
bulunmasi islemi kolaylastirir. Kog koyunun tizerine atladiginda, prepusyum tiizerinden penis
nazikg¢e tutularak suni vajenin agik ucuna dogru yonlendirilir. Suni vajenin toplama kadehi
asagiya dogru yonlendirilerek yer ¢ekimi etkisiyle verilen spermanin sperma toplama
kadehine toplanmasi saglanir. Spermanin alinmasindan sonra kadeh 30-34°C sicakliktaki 1lik
su banyosuna yerlestirilir (Steyn, 2003).

Suni vajenle sperma almak igin, Ostrus gdsteren koyunlarin yanisira bir yardimcinin
olmast islemi kolaylastirir. Suni vajendeki suyun sicakligi, sperma toplama sirasinda 40 ila 44

°C arasinda olmalidir (Marco-Jiménez ve ark, 2005).

2.3.2. Elektroejekiilasyon Yontemi

Elektroejekiilasyon suni vajen ile sperma almanin miimkiin olmadigi durumlarda tercih
edilen bir yontemdir. Bu teknik koglarda basit ve kullanishidir (Cameron, 1977). Sperma
toplamak i¢in 10-15 Volt c¢ikis veren bipolar rektal elektrotlu elektriksel stimiilatorler
kullanilir. Bu sirada koglar yan pozisyonda yatirilir. Bu islem sirasinda gaz birikimi olacagi
diisiincesiyle rumenin {istte kalmasi genellikle tercih edilir. Sigmoid fleksura’nin
diizlestirilmesi penisi uzatir. Bu maksatla islemden 6nce glans penis bir par¢a gazli bezle
tutulur ve prepusyum disina cekilir. Rektal prob jel yardimiyla kayganlastirilir ve yaralanmay1
onlemek ic¢in 15-20 cm derinlige kadar rektuma yerlestirilir. Baz1 koglarda, 6zellikle siddetli
kabizlik nedeniyle rektumun diski ile dolu olmasi bu islemi ve elektrik iletimini zorlastirir. Bu

nedenle bu islemden Once rektum igeriginin bosaltilmasi yararli olur. Rektal prob pelvis



tabanina dogru uygulanir ve birka¢ saniye araliklarla kisa uyaranlar seklinde elektrik
uyarimlari verilir. Elektrik uyarimlari hafif hafif arttirilarak yaklagik 1-2 dakika igerisinde
sperma Onceden 1sitilmus, steril bir tiipte toplanir (Steyn, 2003).

Bogada yapilan birka¢ calisma, akimin frekansinin, uyaranin voltaj artis hizinin ve
uyarimlar arasinda izin verilen zaman araliklarinin, elektroejekiilasyonla sperma toplarken
onemli oldugunu gostermistir (Cameron, 1977). Elektroejekiilasyon yontemi c¢ok g¢esitli
yabani ruminantlarda ve kedigiller basta olmak tizere sayilar1 hizla azalan ve bu nedenle de
yardimcr lireme tekniklerinin kullanilmasi istenen hayvanlarda da basariyla kullanilmistir

(Santiago-Moreno ve ark, 2009).

2.4. Spermanin Saklanmasi

Spermanin saklanmasinda temel kural Spermatozoonlarin metabolik faaliyetlerini
sinirlamak ve hareket enerjilerini azaltarak fertil yasam siirelerini uzatmaktir. Gliniimiizde

diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi koglarda da sperma kisa ve uzun siire saklanabilmektedir

2.4.1. Kisa Siireli Saklama

Spermatozoonlarin depolanmasinda soguk soku dikkat edilmesi gereken noktalardan
biridir. Uygun bir sulandiriciyla sulandirilan spermalarin 0-5°C ile 10-15°C ler arasinda veya
oda sicakliginda 72 saat siiresince saklanmasi miimkiindiir (Salamon ve Maxwell, 2000).
Ortamin hacim olarak arttirilmasi olusan metabolik triinlerin diliie olmasini saglamak
yaninda spermatozoonlarin beslenmesi icin basit sekerlerin ve pH diizenleyici buffer 6zellikli
kimyasallarin ortama ilavesine olanak saglar.

Kisa siireli saklama, diger sperma depolama tekniklerine alternatif olarak diisiik
derecelerde spermanin saklanmasina imkan verir. Bununla birlikte sogutma, dondurma ve
¢ozme dahil sperma kriyoprezervasyon prosediirleri, hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu,
soguk soku ve ozmotik hasarlardan kaynaklanan spermatozoon hasarlarii indiikler.
Bahsedilen bu degisiklikler spermatozoonlarin hareket kabiliyeti, canlilik ve biyokimyasal
degisikliklerine neden olur ve nihayetinde dolleme kapasitesinin azalmasina yol acar.
Dondurma-¢ézme islemi, spermatozoanin motilite ve yasam siiresini diisiiriirken ayrica

oksidatif stres de fertilizasyon kabiliyetinin azalmasina yol acar (Sariézkan ve ark, 2013).



Maxwell ve Salamon (1993) 24 saatten fazla depolanan spermayla yapilan servikal
tohumlamalar da fertilizasyonun hizla azaladigini bildirmislerdir. Bu azalma giinliik %10-35
oranindadir. Ko¢ spermasinin toplandiktan kisa bir siire sonra suni tohumlama igin
kullanilmast durumunda, sulandirilmis ve sogutulmus sperma kullanilmasi tercih edilen

yontemdir (Amini ve ark, 2019).

2.4.2. Spermanin Uzun Siireli (Dondurularak) Saklanmasi

Kisa siireli saklamada (4°C de) ko¢ sperma kalitesinin 3-5 giin sonra asir1 derecede
diistiigli ve gebelik elde edilemedigi bilinmektedir. Spermanin dondurularak saklanmasi
kriyoprezervasyon olarak adlandirilmaktadir. Sperma Kkriyoprezervasyonu, spermatozoon
hiicrelerinin saklanmasina ve daha sonra nitelikli erkek ve disi damizliklarin yiiksek verimli
hayvanlarin iiretimi i¢in genis Olgekte kullanilmasina olanak saglar (Amini ve ark, 2019).
Spermatozoonlar dondurularak uzun yillar saklanabildigi gibi gerekli goriilen durumlarda
tilkeler ve hatta kitalar arasinda nakledilebilmektedir (Trounson, 1990). Spermanin
saklanmasi -79°C (kuru buz) ya da -196°C’ye (s1v1 azot) kadar sicakliginin diistiriilmesi ve bu
sicakliklarda spermatozoonlarin zarar gormesini engelleyecek bir ortamda depolanmasi
kosuluna dayanmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995; Holt, 2000).

Spermatozoonlarin ¢dziim sonu hasarlarinin minimize edilmesi, tohumlama sonucu
fertilite oranlarinin arttirilmasi ve Olim oranlarinin asagi cekilmesi maksadiyla cesitli
calismalar yapilmistir. Ornegin, dondurulma hizi, ¢dziilme 1sis1, sulandirici bilesimi ve
gliserol konsantrasyonlar1 gibi ¢oziim sonu parametreleri degistiren cesitli etkenler lizerine
pek cok arastirma mevcuttur (Pontbriand ve ark, 1989; Abdelhakeam ve ark, 1991; Oztiirkler
ve ark, 1999). Sulandirict tipi, spermanin morfolojik yapisi ve kriyoprotektif maddelerin
oranlar1 ve ozmotik basmci kog¢ spermasinin ¢6ziim sonu Kalitesini 6nemli bigimde etkiler
(Fiser ve ark, 1986; Aisen ve ark, 2000; El-Alamy ve Foote, 2001). Ayrica, farkli erkek
damizliklarin ¢6ziim sonu spermatolojik 6zellikleri de dnemli dl¢iide farklilik gosterebilir. Bu
bireye bagli farkli kriyotolerans aygirlar basta olmak iizere hemen hemen tiim hayvan
tiirlerinde gozlenmektedir (Hoffman ve ark, 2011).

Ureme faaliyetinin mevsimsel oldugu tiirlerde asim mevsiminin ve asim mevsimine
gecis doneminin spermanin dondurulabilirligi lizerine etkisi oldugu bilinmektedir. Koglarda
seminal  plazmadaki  spesifik  proteinlerin  yoklugu/azligs ile toplam  protein

konsantrasyonlarindaki azalmanin ¢6ziim sonu spermadaki diisiikk motilite oranlari ile iligkili



oldugu yoniinde calismalar mevcuttur (Smith ve ark, 1993). Koglarda ¢6ziim sonrasi
akrozomal biitiinliik ile motilite arasinda pozitif bir iligki, motilite ile akrozomal hasar oranlar
arasinda ise negatif korelasyon bulundugu ifade edilmektedir (Salamon ve Maxwell, 1995;
Salamon ve Maxwell, 2000). Bununla birlikte, asim sezonu igerisinde alinan ejekulatlarin
dondurulabilme yeteneklerinin mevsim dis1 ejekiilatlara nazaran daha yiiksek oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (Fiser ve ark, 1986).

Genel bir prensip olarak, dondurulmus-¢ozdiirilmiis spermayla yapilan suni
tohumlamanin diger pek ¢ok hayvan tiirlinde oldugu gibi koyunlarda da taze sperma
kullanimmna gore daha disiik gebelik oranlart sagladigi bildirilmektedir. Spermanin
dondurulmasi sirasinda ortaya ¢ikan ozmotik ve fizikokimyasal stres ve donma-¢oziilme
sicaklik farkliliklart ortamda reaktif oksijen tiirlerininin olusumunu hizlandirir. Fosfolipid
membranlarda ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu da canlilik, hareketlilik ve plazma membran
biitiinliigl gibi spermatolojik 6zellikleri distiriir (Amini ve ark, 2019).

Dondurma sirasinda ko¢ spermatozoonlarnin sadece yarisi hayatta kalirken bu
hiicrelerin doélleme yetenekleri de olumsuz etkilenir. Hiicrede gerceklesen bu hasarlar
membranlar sogutuldugunda meydana gelen faz degisimleri (s1vidan katiya ve katidan tekrar
stviya) ve kriyoprotektan ilavesi nedeniyle olusan ozmotik degisimlerin yani sira dondurma
isleminin kendisi tarafindan uyarilan hiicre i¢i buz olusumunun sebep oldugu olumsuz
etkilerden kaynaklanir (Mocé ve ark, 2010).

Hiicresel degisikliklerin kokenini belirlemek igin, kriyoprezervasyon islemi, dondurma
asamalar1 arasindaki onemli farkliliklar ile birlikte bir biitiin olarak diistiniilmelidir. Bu
nedenle, 37°C den 5°C ye sogutma, membran lipid faz gegisleriyle ilgili baz1 degisikliklere
neden olur. Bu donma ve ¢oziilmeden kaynaklananlardan ¢ok farklidir gesitli mekanik ve

ozmotik degisiklikleri kapsar (Ollero ve ark, 1998).

2.5. Sicak Stresinin Etkisi

Memeli testislerinde spermatogenezis olusumu igin gerekli olan sicaklik viicut
sicakliginin  2-8°C altindadir (Banks ve ark, 2005). Bu durum “termoregiilasyon
mekanizmalar1” olarak bilinen bir dizi doku ve organin iglevi ile gergeklesir. Yiiksek cevre
sicakliginda termoregiilasyon mekanizmalarinin aksamasinin yanisira testis dokusunun
sicakligi, metabolik aktivitesi ve oksijen ihtiyaci artarak yeterli kan dolagimi saglanamaz ve

testis dokusu hipoksik bir hal alir (Barth ve Bowman, 1994). Hipoksi reaktif oksijen tiirlerinin



(ROS) iiretiminde genel bir artisa yol agarak yiiksek diizeyde serbest oksijen radikallerinin
olusumuna neden olmaktadir (Zini ve ark, 1998; Filho ve ark, 2004).

Memelilerde hipotalamus ve 6zellikle de suprachiasmatic nukleus bolgesi tireme olgusu
da dahil olmak iizere gesitli biyolojik fonksiyonlarin giinlik ve mevsimsel ritmini
diizenlemekten sorumludur (Pando ve Sassone-Corsi, 2001). Burada hormonlarin fazik ve
tonik salimimlart ile Ostriis ve bazi hallerde de gonadal gelisme diizenlenir (Buijs ve ark,
2003). Son yillarda elde edilen bilimsel kanitlar bu suprachiasmatic nukleus bolgesinin ¢evre
sicakligina duyarli oldugunu, buradaki bazi hiicrelerin sogukta bazilariin ise sicakta daha
aktif hale geldigini ortaya koymustur (Burgoon ve Boulant, 2001).

Sicak stresini tetikleyen ve ortalama g¢evre sicakliginin 35°C den yiiksek oldugu
bolgelerde sperma kalitesinin olumsuz etkilendigi bilinmektedir (Nichi ve ark, 2006).
Farelerde skrotal 1sinin fizyolojik sinirlarin  birkag derece iizerine ¢ikartilmasiyla
spermatogeneziste aksamalar olustugu ve sicak stresinin testis dokusunda DNA, RNA ve
protein sentezine zarar verdigi, protein denatiirasyonuna ve anormal kromatin paketlenmesine
yol agtig1 ve ayrica spermatozoonlarin DNA biitiinliigiiniin distiigti belirlenmistir (Sailer ve
ark, 1997; Jannes ve ark, 1998; Banks ve ark, 2005).

Koglarda skrotal deri sicakligi ile serum testosteron, libido, motilite, spermatozoon
yogunlugu ve fertilite diizeyi arasinda onemli negatif, 6lii ve total anormal spermatozoon
oranlar ile de dnemli pozitif bir korelasyon tespit edilmistir (El-Darawany, 1999). Sicak
stresine maruz kalan testis dokusunda fonksiyonlar kademeli olarak bir veya iKi

spermatogenik siklus gegtikten sonra normale donebilmektedir (Jannes ve ark, 1998).

2.6. Cinkonun Biyolojik Fonksiyonlar1 ve Ureme Sistemindeki Onemi

Cinkonun gen ekspresyonu, DNA sentezi, enzimatik faaliyetler, hormonlarin yapimi ve
salmimi, biiyiime ve gelisme, sinirsel iletim, hafiza ve gérme gibi metabolik olaylarda rol
oynadigi bildirilmistir (Vallee ve Falchuk, 1993).

Cinko, organizma i¢in oldukca dnemli esansiyel bir mineraldir. Hiicrelerin yapisal ve
fonksiyonel biitiinligii i¢in kritik rol oynar. Cinko yaklasik 300 den fazla metallo enzimin
yapisina katilan eser bir iz elementtir. DNA ve RNA gibi makromolekiillerin polimerik
organizasyonu, protein sentezi ve hiicre boliinmesi gibi onemli olaylarin yiiriitiilmesinde

onemli gorevler yapar (Smith ve Akinbamizo, 2000).
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Cinko erkek iireme sisteminde c¢esitli fonksiyonlar1 yiiriitir. Hormon metabolizmasi,
spermatozoon olusumu ve olgunlagmasi gibi erkek iireme sisteminin her asamasinda
gorevlidir. Cinko eksikliginde testosteron seviyesinde ve spermatozoon sayisinda azalma
meydana gelir (Ebisch ve ark, 2003; Wroblewski ve ark, 2003). Ayn1 zamanda, ¢inko prostat,
epididimis ve testis fonksiyonlarinin yiiriitiilmesini saglar (Ebisch ve ark, 2003). Cinkonun
spermatogenesis (Wong ve ark, 2002), motilitenin diizenlenmesi (Wroblewski ve ark, 2003),
membran komponentlerinin stabilizasyonu (Kendall ve ark, 2000), niikleer kromatinin
dekondenzasyon yeteneginin korunmasi ve spermatozoon fonksiyonlarinin diizenlenmesi
(Suzuki ve ark, 1995) gibi islevleri oldugu da bilinmektedir. Ayrica prostat, epididimis ve
testikiiler sivida bulunan ¢inko minerali spermanin olgunlagsmasinda da yardimei olmaktadir
(Ebisch ve ark, 2003). Bununla birlikte spermatozoonlarin kuyrugunda aksonemi saran dis
yogun liflerde yogun miktarda ¢inko bulunur. Bu sayede spermatozoon kuyrugu prematiir
oksidasyondan korunup saglam bir yap1 kazanir. Ayrica spermatozoonlarin epididimal gegisi
sirasinda ¢inkonun %60’dan fazlasinin spermatozoonlardan atilmasiyla, disiilfid kopriilerinde
artis ve silfidril grubunda azalma gergeklesir, boylelikle spermatozoonlarin dis yogun lifli
yapisinin sertlesmesi ve stabilizasyonu saglanir. Ortamda ¢inko bulunmasinin spermatozoon
motilitesini belirgin sekilde artirdigi bildirilmistir (Andrews ve ark, 1994; Wroblewski ve ark,
2003).

Kanda ¢inkonun normal degerlerin altina diismesi testikiiler fonksiyonun bozulmasi,
seminifer tubul atrofisi, testiste kiiclilme ve spermatogenezisin tamamen durmasi gibi bir dizi
sorunun ortaya c¢ikmasina neden olur (Martin ve ark, 1994). Ayrica, ¢inko erkek iireme
sisteminde oldugu gibi spermada da yiiksek konsantrasyonda bulunur (Chia ve ark, 2000).
Boga ve kog, spermasinda ortalama yogunluklari sirasiyla 83.15+61.61, 60.46+35.37 mg/kg
olarak bildirilmistir (Massanyi ve ark, 2004).

Cinko ayn1 zamanda antioksidan etkiye sahiptir ve antioksidan enzim olan siiperoksid
dismutazin fonksiyonunda gérev alir. Bu etkisiyle viicutta oksidatif stresin elimine edilmesini
saglayan antioksidan savunma sistemine katilir. Eksik oldugunda oksijen radikallerinin
olusturdugu membran hasarlarinin arttig1 bildirilmistir (Oteiza ve ark, 1996). Cinkonun
antioksidan etkinligini nasil gosterdigi tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen
muhtemelen serbest oksidatif radikalleri tutan sistein’den zengin bir protein olan
metallothionein sentezini uyarmasinin bu etkiyi sagladigi diisiiniilmektedir (Oteiza ve ark,
1996). Kanathi hayvanlarda sicak stresinin etkilerinin azaltilmasi amaciyla ¢inko
kullanilmaktadir (Sahin ve Kiigiik, 2003; Sahin ve ark, 2009). Cinko takviyesinin sperma

kalitesi lizerine etkisinin incelendigi c¢alismalarin ¢ogu insanlar {izerinde yiirlitilmiistiir
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(Mohan ve ark, 1997; Chia ve ark, 2000). Boga (Kumar ve ark, 2006) ve tavsanlarda (Oliveira
ve ark, 2004) yapilan calismalar ¢inko takviyesinin spermatolojik parametreleri olumlu
etkiledigini ifade etmektedir.

Tirkiye’de Ozellikle Konya ili ve g¢evresinde toprakta ¢inko noksanligi dikkati
cekmektedir. Noksanlik bolgesi Isparta, Burdur, Aydin, Usak ve Kiitahya illerine dogru
genisleme gostermektedir. Bolgede ozellikle kiiclik ruminantlar ¢inko eksikliginden daha ¢ok
etkilenmektedir (Fidanci, 1986). Genellikle ¢iftlik hayvanlarinin rasyonlarina ilave olarak
cinko siilfat gibi ¢inko tuzlar1 katilabildigi gibi, parenteral ¢inko bilesikleri de uygulanabilir.

Koyunlarin ¢inko gereksinimini karsilamak iizere rasyonda gerekli ¢inko diizeyi,
biliylimekte olan hayvanlarda kuru maddede 20 mg/kg, erkek ve disilerde optimum {ireme
performansi i¢in ve laktasyondaki koyunlar i¢cin kuru maddede 33 mg/kg olarak
bildirilmektedir (National Research Council, 1985). Kuru otlarda 13-25, misir silaji 12-45,
tahil taneleri 16-49 mg/kg KM (kuru madde) ¢inko igermektedir (Suttle, 2010).

Bu calismada koglarin bazal rasyonlarma ilave edilen ¢inkonun sicak stresi sirasinda
(6zellikle sicak ve nemli Haziran-Eyliil donemi) spermatolojik parametrelere muhtemel etkisi
hem de yilin farkli donemlerinde (sicak stresi varliginda ve yoklugunda) toplanan sperma
orneklerinin dondurulabilirligi lizerine etkisi arastirilmistir. Bu perspektif icerisinde 6zellikle
sicak stresine karsi ¢inkodan zengin diyetle beslenmenin sicak stresinin olumsuz etkilerinin

hafifletilmesi amaciyla uygun bir strateji olup olmadig: test edilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Bu calismada hayvan materyali olarak yaslar1 24-36 ay, canli agirliklar1 50-60 kg
arasinda degisen 10 bas, saglikli kivircik irki ko¢ kullanildi. Koglar caligma stiresi 12 ay
(2017 Subat-2018 Ocak) ve oncesi 6 ay toplam 18 ay boyunca Aydin Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ciftiligi’'nde bulunan Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim
Dalr’na ait agik alanda her grup igin {istii kapal1 ve esit biiylikliikteki padoklarda barindirildi.

Koclar calisma stiresi boyunca 1 kez nisan ayinda kirkim yapildi.

3.1.1. Beslenme Programm

Kontrol ve deneme grubundaki koglar deneme siiresince yasama payir beslenme
gereksinimlerini karsilayacak sekilde dengelenmis, kabayem (yonca kuru otu) ve arpa peleti
karisimindan olusan rasyon ile beslendi. Orta kaliteli yonca kuru otu hayvanlara sabah ve
aksam toplamda giinliik yaklagik 1,5 kg, peletlenmis arpa kirmasi ise giinde bir 6gtin 150 gr
miktarinda bireysel olarak verildi. Deneme grubu karma yemine ek olarak katilan %72
diizeyinde elementer ¢inko kapsayan cinko oksit ile hayvanlarin rasyondan gelen (yaklasik
25-30 mg) ¢inko disinda giinde 50 mg ¢inko daha tiiketmesi saglandi. Koglar deneme siiresi

olan 12 ay ve oncesi 6 ay olmak {izere 18 ay boyunca yukarida belirtilen rasyonla beslendi.
3.2. Yontem
3.2.1. Spermanin Alinmasi

Sperma Ornekleri 12 ay boyunca 10 bas kogtan elektroejekiilasyon yontemiyle alindu.
Bu koglardan 5 tanesi kontrol 5 tanesi ¢inko grubu olarak ayrildi. Koglar yan yatirilip temiz

bir gazli bezle glans penis tutulup prepusyum disina dogru ¢ekildi. Rektum digki yoniinden

temizlenip rektal prob jel yardimiyla kayganlastirilarak rektuma yerlestirildi.
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3.2.2. Spermanin Dondurulmasi

Alman sperma Ornekleri hemen motilite ve anormal spermatozoon oranlar1 yoniinden
muayene edildi. Total motilite oran1 %70 ve {izerinde, anormal spermatozoon oranlari ise
%20 ve altinda olan ejekiilatlar dondurma isleminde kullanilmak {izere sperma toplama
kadehinden alinarak 6nceden 37°C lik su banyosunda bekletilerek 1sitilmis kuru bir deney
tiptine aktarildi. Toplanan ve karistirilan ejekiilatlarda spermatozoon yogunluklar
hemositometrik yontemle belirlendikten sonra her iki grupta asagida kompozisyonu verilen
sulandiriciyla ml de 400x10° hiicre olacak sekilde sulandirildi. Sulandirma islemi sirasinda

sulandiricinin sperma iizerine ilave edilmesine 6zen gosterildi.

Tablo 1. Sulandirict Kompozisyonu (Ugan ve ark, 2016).

Sulandirict Maddeleri Miktar

Tris 300 mM

Sitrik Asit 95 mM

Glukoz 28 mM

Gliserol %5 (hacmen)
Yumurta Sarisi %14 (hacmen)
Penisilin 100.000 U /100ml
Streptomisin 100 mg/100ml

Gruplarin sulandirma iglemlerinden sonra, sperma Ornekleri 0.25 ml lik payetlere
cekildi ve payetler ekilibrasyon islemi i¢in sogutmali inkiibatorde 2 saat boyunca 37°C den
kademeli bir sekilde 4°C ye diisiiriildi. EKilibrasyon islemi beklenirken su banyosunda
bekleyen taze spermalarin spermatolojik parametreleri degerlendirildi. EKilibrasyon
isleminden sonra payetler 7 dakika siire ile s1v1 azot seviyesinin iizerine (5 cm tizerinde olacak
sekilde) yatay bir sekilde dizildi (Ugan ve ark, 2016). Bu siirenin bitiminden sonra depolama
icin sivi azotun i¢ine daldirildi ve bir siire sonra konteynerlere aktarildi. Spermatolojik
parametrelerin tespitine yonelik calismalara kadar konteynerlerde saklandi. Spermatolojik
muayenelerin yapilmasindan hemen once payetler 37°C ye ayarlanmis bir su banyosunda 30
saniye boyunca ¢ozdiiriildii.

Y1l boyunca hem taze hem de dondurulup ¢oézdiiriilmiis sperma orneklerinden elde
edilen spermatolojik parametreler, sicak stresinin gorildigli aylar (Haziran-Eyliil) ve

goriilmedigi aylar (Ekim-Ocak) olarak iki kisima ayrildi. Bu iki bdliimde asim sezonunun
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sperma kalitesini etkileyebilecegi diisiiniilerek agim sezonu i¢i ve dis1 aylarin sayisi esitlendi.
Taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma drnekleri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Koglarin sicak
stresinden etkilendigi aylar belirlenirken, Marai ve ark (2007) belirttigi sicaklik-nem indeksi
(THI) degerleri kullanildi (Tablo 2). Aydin ili i¢in giinliik sicaklik ve bagil nem degerleri
Aydm ili Meteoroloji Midiirligiinden temin edilip aylik ortalamasi bulundu ve asagidaki

formiille sicaklik-nem indeksi degerleri hesaplandi.

THI = Sicaklik — (0.31 — 0.0031 x Bagil Nem) x (Sicaklik — 14.4)

Tablo 2. Sicaklik-nem indeksi (THI) degerleri (Marai ve ark 2007) ve stres diizeyleri.

THI Degerleri Sicaklik Stresi Dereceleri
<222 Sicaklik stresi yok
22.2-23.2 Orta derecede sicaklik stresi
23.3-25.5 Siddetli sicaklik stresi
>25.6 Cok siddetli sicaklik stresi

Tablo 3. Calisma donemleri sicaklik-nem indeksi (THI) degerleri.

Donemler Aylar THI Sicaklik Stresi Derecesi
Haziran 24.4 Siddetli sicaklik stresi
Temmuz 27.1 Cok siddetli sicaklik stresi
Sicak Stresi Donemi Agustos 26.6 Cok siddetli sicaklik stresi
Eyliil 23.1 Orta derecede sicaklik stresi
Ekim 18.0 Sicaklik stresi yok
Kasim 12.7 Sicaklik stresi yok
Kontrol Dénemi Aralik 11.4 Sicaklik stresi yok
Ocak 9.1 Sicaklik stresi yok

Ayrica, tim aylar (2017 Subat- 2018 Ocak) dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma
ornekleri karsilastirilarak asagida belirtilen spermatolojik parametreler ¢cercevesinde ¢inkonun
dondurma-¢ozdiirme isleminin olumsuz etkilerine karsi herhangi bir koruyucu etkisinin olup

olmadig: arastirildi.
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3.2.3. Spermatolojik Parametrelerin Belirlenmesi

3.2.3.1. Motilite muayenesi

Sperma ornekleri uygun sekilde lam-lamel arasina yerlestirilerek 1sitma tablal faz-
kontrast mikroskopta kamera ile baglantili CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
programi (Microptic, Spain) yardimiyla progresif motilite oranlar1 belirlendi. Bu amagla en az
4 farkli alandan en az 1000 hiicre degerlendirildi. Degerlendirmelerin ortalamasi alinarak

hesaplamalarda kullanildi.

3.2.3.2. Canh spermatozoon orani

Canli spermatozoon oraninin belirlenmesi amaciyla Propodium iodide (PI) boyama
teknigi kullanilmistir (Naseer ve ark, 2018). 50ul sulandirilmis spermanin tizerine 2,5 ul PI
(200 pg/ml) ilave edildi, 37°C de 5 dk inkube edildi ve ardindan 2,5 pl %4 lik fiksatif
(%4’lik paraformaldehit) eklendi. Floresan mikroskop yardimiyla en az 200 hiicre, x400
biiyiitmede sayilarak boya alanlar (kirmizi) 6lii, boya almayanlar canli olarak kabul edildi

(Resim 1). Bu rakamlar iizerinden canli spermatozoon oranlari tespit edildi.

Resim 1. PI boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu (solda) ve PI filtre goriintiisii

(sagda).

3.2.3.3. Prematiir akrozom rekasiyonuna giren spermatozoon oraninin belirlenmesi

Prematiir akrozom reaksiyonu gecirmis hiicreleri belirlemek i¢in akrozoma spesifik

floresan boya flourescein isothiocyanate peanut agglutinin (FITC-PNA) kullanild1 (Naseer ve
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ark, 2018). 50 pl sulandirilmig spermanin tizerine 5 ul (200ug/ml) boya ilave edildi ve 5 dk
boyunca 37°C de inkiibe edildi. Ardindan 2,5 pl %4 liik fiksatif tiiplere eklendi. Floresan
mikroskop altinda hazirlanan preparatlardan toplam 200 hiicre sayilarak, akrozom
reaksiyonuna giren hiicre oram1 belitrlendi. On boliimii FITC-PNA ile yesil renkte boyanan
spermatozoonlar akrozom reaksiyonuna giren hiicreler olarak kabul edildi ve herhangi bir
floresan 1s1ma vermeyen spermatozoonlar ise akrozom reaksiyonuna girmeyen hiicreler olarak

sayildi1 (Resim 2).

Resim 2. FITC-PNA boyamasi sonrasi ayni alanin 151k mikroskobu (solda) ve FITC-PNA

filtre goriintiisii (sagda).

3.2.3.4. Spermatozoon membran biitiinliigiiniin belirlenmesi

Spermatozoon membran biitlinliigiiniin belirlenmesi i¢in hipo-ozmotik sisme testi (HOS
testi) uygulandi. Bu amagla Jeyendran ve ark (1984) tarafindan tanimlanan yontemden
yararlanilarak sperma 6rneklerinin 100 mOsm/L ye ayarlanmis (Aisen ve ark, 2005) fruktoz
sollisyonu icerisinde 15 dk inkiibe edilmesinden sonra preparatlar hazirlandi. Hazirlanan
preparatlardan toplam 200 hiicre sayilip, kivrik kuyruklu spermatozoonlarin orani belirlendi

ve bu hiicreler membran biitiinliigiine sahip spermatozoonlar olarak kabul edildi.

3.2.3.5. Anormal spermatozoon orani
Siv1 fikzasyon yontemiyle belirlendi. Hancock soliisyonu (Hancock 1952) kullanilarak

1:100 oraninda sulandirilarak fikze edilen hiicreler lam-lamel arasinda bir faz-kontrast

mikroskop altinda x400-1000 biiylitmede incelenerek c¢esitli spermatozoon kisimlarina
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(akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk) ait bozukluklar ve bunlarin spermatozoon 6rneklerinde

goriilme oranlar tespit edildi.

3.2.3.6. Mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi

Spermatozoonlarda mitokondriyal aktivite mitokondrilere spesifik rhodamine 123
boyama teknigiyle saptandi (Naseer ve ark, 2018). 125 ul sulandirilmis spermanin iizerine 2,5
ul rhodamine 123 boyasi ilave edildi ve 37°C de 30 dk boyunca inkiibe edildi. Ardindan 2,5
ul %4 lik fiksatif ilave edildi. Floresan mikroskop altinda hazirlanan preparatlardan x400
biiylitmede toplam 200 hiicre sayilarak, orta bdliimlerinde parlak, florosan 1s1ma veren
hiicreler tespit edilip oranlar1 belirlendi. Parlak 1s1ma veren hiicrelerin mitokondriyal

potansiyale sahip olduklar1 kabul edildi ve oranlar1 hesaplandi (Resim 3).

Resim 3. Rhodamine 123 boyamasi sonrast ayni alanin 1s1ik mikroskobu (solda) ve

Rhodamine 123 filtre goriintiisii (sagda).

3.2.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri SPSS® 20.0 (Statistical Package for the
Social Sciences) programi araciligiyla gergeklestirildi. Her grup i¢in parametrelerin ortalama
ve standart hatalar1 hesaplandi ve tiim degerler calisma boyunca bu bicimde (mean+SEM)
sunuldu. Her donemin (stres dist ve stres i¢i) kendi iginde karsilastirllmasi ve farklarin
belirlenmesi maksadiyla “Independent sample T-testi" kullanildi. Tiim analizlerde P<0,05
fark anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahisma Siiresince Ayhik THI Degerleri

Calisma siiresince (Subat 2017- Ocak 2018) olciilen ortalama aylik sicakliklar, nem

oranlar1 ve bu iki veri ¢ercevesinde hesaplanan THI degerleri Tablo 4°de gosterilmistir.
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4.2. Progresif Motilite Orani

Kontrol ve ¢inko gruplarinda taze spermaya ait progresif motilite oranlar1 sicak stresi
dis1 doneminde sirasiyla %67,5+3,54 ve %68,2+3,80 olarak bulundu. Sicak stresi doneminde
ise motilite kontrol ve ¢inko gruplarinda sirasiyla %65,7+5,14 ve %65,5+£5,41 olarak

belirlendi (Sekil 1). Bu gruplar arasinda istatiksel olarak dnemli bir fark bulunamadi (P>0,05).

H Kontrol

E Cinko

Stres Disl Stres ici
Sekil 1. Sicak stresi dis1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda taze

sperma progresif motilite oranlari.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda kontrol ve ¢inko gruplarinda dondurulmus-
¢Ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde progresif motilite oranlar1 sicak stresi disindaki donemde
strastyla %38,6+2,46 ve %41,1+2,75 olarak bulundu. Sicak stresi doneminde ise kontrol ve
¢inko gruplarinda bu oranlar sirasiyla %31,5+3,77 ve %36,8+4,75 olarak tespit edildi (Sekil
2). Bu gruplar arasinda istatiksel bir fark bulunamadi (P>0,05).

50 -
40 -
30 A

X W Kontrol
20 1 & Cinko
10 -
0 T 1

Stres Disi Stres igi

Sekil 2. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi

doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda progresif motilite oranlari.
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4.3. Canh Spermatozoon Orani

Kontrol ve ¢inko gruplarinda taze sperma orneklerinde canli spermatozoon oranlari
sicak stresi dis1 donemde sirasiyla %88,7+2,05 ve %92,5+1,75 olarak bulundu. Sicak stresi
doneminde ise gruplarda bu degerler sirasiyla %85,7+2,42 ve %88,5+1,25 olarak belirlendi
(Sekil 3). Bu gruplar arasinda istatiksel farklilik bulunmadi (P>0,05).

100 -
95 -
90 -
85 -
80 ~
75 A
70 A

W Kontrol
& Cinko

%

60

Stres Disi Stres igi

Sekil 3. Sicak stresi dis1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda taze

spermaya ait canlilik oranlari.

Kontrol ve ¢inko gruplarinda dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma orneklerinde canli
spermatozoon oranlar1 aylar boyunca dalgalanma gosterdi, sicak stresi donemi disinda
strasiyla %60,2+2,89 ve %62,5+1,50 olarak bulundu. Sicak stresi doneminde ise sirasiyla bu
degerler %53,5+6,08 ve %61,7+5,13 olarak hesaplanmistir (Sekil 4). Bu gruplar arasinda
istatiksel olarak bir fark bulunamadi (P>0,05).

70 -
60 -
X 50 A MW Kontrol
& Cinko
40 -
30 T

Stres Disl Stres igi

Sekil 4. Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma 6rneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi

doneminde kontrol ve ¢inko gruplarina ait canlilik oranlart.
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4.4. Prematiir Akrozom Reaksiyonuna Giren Spermatozoon Oram

Kontrol ve ¢inko gruplarinda taze sperma 6rneklerinde prematiir akrozom reaksiyonuna
giren spermatozoon oranlar1 sicak stresi donem disinda sirasiyla %11,5+2,06 ve %8,7+1,65
olarak bulundu. Sicak stresi doneminde ise sirasiyla bu degerler %11,7+0,62 ve %10,2+1,03
olarak gozlendi (Sekil 5). Gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunamadi (P>0,05).

15 -
10 -

X W Kontrol
5 4 E Cinko
0 T 1

Stres Disi Stres igi

Sekil 5. Sicak stresi dis1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda taze

spermada prematiir akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranlari.

Kontrol ve ¢inko gruplarinda dondurulmus-¢ézdiiriilmiis sperma 6rneklerinde prematiir
akrozom reaksiyonuna giren spermatozoon oranlari sicak stresi donemi diginda
sirastyla %33,2+3,90 ve %33,0+2,61 olarak bulundu. Sicak stresi doneminde ise bu degerler
sirasiyla %35,0+3,48 ve %33,2+3,81 olarak tespit edildi (Sekil 6). Gruplar arasinda istatiksel
bir fark bulunamadi (P>0,05).

40 -
30 -
X 20 A W Kontrol
B Cinko
10 -
0 T

Stres Disi Stres Ici

Sekil 6. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi
doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda prematiir akrozom reaksiyonuna giren

spermatozoon oranlari.
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4.5. Membran Biitiinliigii Oram

Taze spermada membran biitiinliigii oranlar1 kontrol ve ¢inko gruplarinda sicak stresi
donemi disinda sirasiyla %48,5+5,31 ve %48,2+4,75 olarak bulundu. Sicak stresi doneminde
ise bu oran gruplarda sirasiyla %46,5+3,30 ve %46,5+3,57 olarak belirlendi (Sekil 7). Kontrol

ve ¢inko gruplari arasinda bu parametre yoniinden istatiksel bir fark bulunamadi (P>0,05).

W Kontrol

H Cinko

Stres Disl Stres igi

Sekil 7. Sicak stresi dis1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda taze

spermada spermatozoon membran biitiinliigii oranlari.

Kontrol ve ¢inko gruplarinda dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma 6rneklerinde membran
biitiinliigii oranlar1 sicak stresi disinda sirasiyla %14,7+1,88 ve %16,2+1,10 olarak bulundu.
Sicak stresi doneminde ise bu parametre sirasiyla %15,0+1,22 ve %15,2+1,65 olarak
belirlendi (Sekil 8). Bu parametre yoniinden gruplar arasinda istatiksel olarak fark bulunamadi
(P>0,05).

20 -
15 A
X 10 A MW Kontrol
@ Cinko
5 -
0 T

Stres Disl Stres ici

Sekil 8. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma 6rneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi

doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda spermatozoon membran biitiinliigiinli oranlari.
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4.6. Anormal Spermatozoon Oram

Bu c¢alismada kontrol ve c¢inko gruplarinda taze sperma Orneklerinde anormal
spermatozoon oranlari sicak stresi disinda sirasiyla %19,2+0,47 ve %16,5+1,19 olarak
bulundu. Sicak stresi igeren donemde ise bu oranlar sirasiyla %19,5+0,28 ve %18,0+1,22
olarak belirlendi (Sekil 9). Bu parametre agisindan kontrol ve ¢inko gruplari arasinda

istatiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi (P>0,05).

25 ~
20 ~

15 -
W Kontrol

%

B Cinko

Stres Disl Stres ici

Sekil 9. Sicak stresi dis1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve ¢inko gruplarinda taze

sperma anormal spermatozoon oranlari.

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma orneklerinde kontrol ve ¢inko gruplarinda anormal
spermatozoon oranlari sicak stresi disinda sirasiyla %24,0+0,57 ve %22,7+2,32 olarak
belirlendi. Sicak stresi doneminde ise bu oran %27,2+2,95 ve %24,5+1,75 olarak bulundu
(Sekil 10). Kontrol ve ¢inko gruplari arasinda bu parametre agisindan istatiksel bir fark
bulunamadi (P>0,05).

35 -
30 A
25 A
20 -
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%

W Kontrol

10 + B Cinko

Stres Disi Stres igi

Sekil 10. Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma orneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi

doneminde kontrol ve ¢inko gruplarina ait anormal spermatozoon oranlari.
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4.7. Mitokondriyal Aktivite Oram

Kontrol ve ¢inko gruplarinda taze sperma Orneklerinde spermatozoonlarda
mitokondriyal aktivite oranlari sicak stresi disinda sirasiyla %55,5+£1,70 ve %56,2+0,62
olarak elde edildi. Sicak stresi igeren donemde ise sirasiyla bu oranlar %54,7+0,62
ve %56,0+0,81 olarak tespit edildi (Sekil 11). Bu parametre yoniinden gruplar arasinda
istatiksel olarak bir fark bulunmadi (P>0,05).
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Sekil 11. Taze sperma 6rneklerinde Sicak stresi disi1 ve sicak stresi doneminde kontrol ve

¢inko gruplarina ait mitokondriyal aktivite oranlari.

Kontrol ve ¢inko gruplarinda spermatozoonlarda ¢6ziim sonu mitokondriyal aktivite
oranlari sicak stresi déonemi disinda sirasiyla %51,2+1,79 ve %51,0+1,41 olarak bulunurken
sicak stresi doneminde gruplarda bu oranlar sirasiyla %49,5+1,32 ve %49,7+1,70 olarak
gozlendi (Sekil 12). Gruplar arasinda bu parametre agisindan 6nemli bir fark bulunmadi
(P>0,05).
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Sekil 12. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma orneklerinde sicak stresi dis1 ve sicak stresi

doneminde kontrol ve ¢inko gruplarina ait mitokondriyal aktivite oranlari.
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4.8. Y1l Boyu Dondurulup Cézdiiriilen Spermalarin Spermatolojik Degerleri

12 aylik ¢alisma donemi boyunca (2017 Subat-2018 Ocak) dondurulup ¢ozdiiriilen
sperma Orneklerinde kontrol ve ¢inko gruplarinin spermatolojik degerleri sirasiyla progresif
motilite i¢in %34,8+2,30 ve %38,2+2,49, canlilik i¢in %55,1+2,35 ve %62,0+2,86 olarak
bulunmustur. Bu parametreler agisindan ¢inko grubunun kontrol grubuna goére niimerik olarak
yiiksek oldugu gorilmektedir. Ancak, bu farkliliklar istatistiksel anlamda Onemli
bulunmamuistir (P>0,05).

Ayni gruplar icin anormal spermatozoon oranlart %24,5+1,12 ve %21,9+1,18,
mitokondriyal aktivite %48,5+1,17 ve %48,6£1,12, membran biitinligi %15,5+0,76
ve 9%16,5+0,71, prematiir akrozom reaksiyonu %33,6+1,63 ve %33,5+1,53 olarak

hesaplanmustir. Bu parametreler de istatistiksel olarak benzer bulunmustur (P>0,05).
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Sekil 13. Yil boyunca dondurulup ¢o6zdiriilen sperma oOrneklerinde spermatolojik

degerler.
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5. TARTISMA

Cinko diinyada en yaygin bulunan elementlerden birisidir. Tiim canli tiirleri i¢in gerekli
bir mikro-besin olmasinin yaninda orta siddette indirgeme yetenegine sahip bir katyon
metaldir. Sinyal iletimi, enzimatik faaliyetler, normal biiyiime, seksiiel olgunlasma, sindirim,
santral sinir sisteminin homeostasis faaliyeti ve mitokondriyal oksidasyon gibi pek ¢ok
yagsamsal olayda ¢esitli roller tistlenmistir (Lee, 2018; Levaot ve Hershfinkel, 2018). Ayrica,
viicutta ¢inko dengesinin bozulmasi veya ¢inko temelli sinyal iletimi sorunlari insanlardaki
Alzheimer hastalig1 yaninda, cesitli korliik tipleri, kanser, sindirim sistemi sorunlari, biiylime
geriligi ve yangi gibi gesitli olaylardan sorumludur (Lovell, 2009; Prasad, 2009; Prakash ve
ark, 2015). Cinko tuzlarmin tedavi edici etkilerini ilk olarak Etriiskler ve Romalilar tespit
etmislerdir (Giachi ve ark, 2013).

Cinko iyonlar1 300 den fazla enzimin fonksiyon gosterebilmesi i¢in gereklidir. Bu 300
enzim 50 den fazla enzim grubunu kapsar. Cinko alt1 farkli enzim grubu (oksidorediiktazlar,
transferazlar, hidrolazlar, lizazlar, izomerazlar ve ligazlar) i¢inde fonksiyon gosteren tek
metaldir (Vallee ve Falchuk, 1993).

Insan viicudunda mevcut bulunan cinkonun yaklasik %90°1 kas ve kemiklerde bulunur.
Cinkonun ¢ok rastlandigi diger organlar prostat, gastro-intestinal kanal, bdbrek, deri,
akcigerler, beyin, kalp ve pankreastir (Wastney ve ark, 1986; Llobet ve ark, 1988; Bentley ve
Grubb, 1991; Liu-Sheng ve ark, 1991). Agiz yoluyla alinan ve ince barsaktan emilen
¢inkonun viicut i¢indeki dolasimi serum yoluyla olur. Serumda ¢inko %60’a kadar albiimine
bagli olarak bulunur (Kerns ve ark, 2018). Hiicresel diizeyde bakildiginda total ¢inko
miktariin % 30-40’1 niikleus i¢inde, % 50’si stoplazma da ve kalan1 da hiicre membraninda
bulunmaktadir (Vallee ve Falchuk, 1993).

Cinko iyonlarinin spermatogenezis olgusunda ilk ortaya c¢ikmasi spermatid
asamasindaki hiicrelerin ¢ekirdegine (Barney ve ark, 1968; Baccetti ve ark, 1976) ve onu
cevreleyen dis fibréz yapilara yerlesmesiyle baslar (Bedford ve Calvin, 1974). Cekirdekte
bulunan ¢inko niikleusu saran protaminle birlikte bulunur (Porath ve ark, 1975).
Spermatozoonlara ¢inko takviyesi ikinci olarak ejekiilasyon sirasinda olur (Bjorndahl ve ark
1986). Ozellikle prostat ve vezikiiler gland sivilari yiiksek miktarda cinko igerir. K&pek
(Johnson ve ark, 1969; Mogielnicka-Brzozowska ve ark, 2015) ve domuzlarda (Mogielnicka-

Brzozowska ve ark, 2011) seminal plazma sivisinda ¢inko baglayici proteinler mevcuttur.
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Ejekiilasyon sirasinda spermaya eklenen ¢inko kromatin yapilarinin korunmasi (Bjérndahl ve
Kvist, 2010; Bjorndahl ve Kvist, 2011), motilite (Riffo ve ark, 1992), membran stabilizasyonu
(Bettger ve O’Dell, 1981) ve antioksidan aktivite (Bray ve Bettger, 1990; Narasimhaiah ve
ark, 2018) i¢in gereklidir.

Ayrica, ¢inko spermatozoonlarin kapasite olabilmeleri i¢in yasamsal bir oneme sahiptir.
Kapasitasyon olgusu i¢in hiicre icine Ca’ girisinin onemi dteden beri bilinmesine ragmen
¢inkonun hiicreden ¢ikis1 ile bu mekanizmanin baslatildig1, bu Ca* girisi i¢in giris kanallarmi
a¢gma fonksiyonunu yiiriittiigii yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Loeb, 1914; Yanagimachi
ve Usui, 1974).

Gerek koclarda gerckse diger erkek hayvanlarda spermatolojik parametrelerin
tyilestirilmesi maksadiyla organik ve inorganik ¢inko tuzlari rasyon icerisinde farkli dozlarda
kullanilmaktadir.

Manda bogalarinda normal rasyon yaninda giinliik 0,8 gramlik oral doz ¢inko oksit
verilmesinin ejekiilat hacmi yani sira progresif motilite, canli spermatozoon oranlar1 ve
spermatozoon yogunlugunu arttirdigit ve anormal spermatozoon oranlarint diistirdiigi
belirlenmigtir. Cinko verilen manda bogalarinda reaksiyon siiresi kisalmis, scrotal gevre
uzunluklar1 ve testis hacimleri artmistir (Gabr ve Basuini, 2018).

Hindistan da lokal bir irk olan Gir bogalar iizerinde yapilan bir arastirmada giinliik
diyete ek olarak 60 giin boyunca hayvan basina 40ppm/giin ¢inko propiyonat yedirmenin
kalitatif ve kantitatif spermatolojik parametreleri kontrol grubuna gore yiikselttigi
belirtilmektedir (Chaudhary ve ark, 2017).

Koglarda angstriis doneminde yapilan ¢alismalarda rasyona giinliik olarak 80 ppm c¢inko
nanopartikiilii ilave edilmis ve spermatolojik parametreler iizerine etkisi incelenmistir.
Motilite, canli spermatozoon orani ve spermatozoon yogunluklari ¢inko grubunda onemli
oranda yliksek bulunmus, anormal spermatozoon oranlarinda diisme belirlenmistir. Ayni
zamanda spermanin antioksidan potansiyalinde c¢inko kullanimma baghh yilikselme
gozlenmistir (Abaspour Aporvari ve ark, 2018).

Sunulan ¢alismada, ¢inko ilavesi yapilmis yemle beslenen koglarda taze sperma
orneklerine ait bazi spermatolojik parametrelerde (canlilik, akrozom reaksiyonu, morfoloji)
rakamsal olarak ufak diizelmeler tespit edilmesine ragmen ¢inko ve kontrol grubu arasinda
herhangi bir istatistiksel fark gézlenmemistir (P>0,05). Sicak stresinin siddetli oldugu ve THI
degerlerinin kritik diizeylerin {izerine ¢iktig1 aylarda (Haziran-Eyliil) da herhangi bir fark
goriilmemistir. Yukarida Ozetlenen literatiir bulgularla sunulan ¢aligma arasinda goézlenen

sonuglara ait farkliligin kontrol grubu kocglarinin da normal giinliik diyetleri ile (6zellikle kaba
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yem) yeterli miktarda ¢inkoyu almalarindan ve deneme grubuna verilen ek ¢inko dozunun
ekstra bir etki veya diizelme saglamamasindan kaynaklandig1r disiiniilmektedir. Benzer
bigimde, giinliik rasyonlarina ¢inko-amino asit kombinasyonu veya ¢inko siilfat ilave edilerek
ekstra ¢inko almasi saglanan koglarda skrotal sirkumferens uzunlugu, testosteron diizeyi,
spermatozoon yogunlugu, motilite, canli ve anormal spermatozoon oranlari agisindan ¢inko
verilmeyen kontrol grubu koglari arasinda fark bulunmamustir (Page ve ark, 2019).

Rasyona ilave edilen gesitli ¢inko preparatlarmin taze spermaya ait spermatolojik
parametreler yaninda bu sperma Orneklerinin dondurulmasindan sonra ¢O6ziim sonu
parametreler {izerine etkilerini inceleyen ¢aligsmalar da literatiirde mevcuttur. Cinkodan zengin
beslemenin tekelerde ¢6ziim sonu spermatolojik parametreler lizerine etkisinin izlendigi bir
calismada teke rasyonlarina 20, 40 veya 60 mg/kg KM (kuru madde) oraninda ¢inko takviyesi
yapilmistir. Bu tekelerden alinan sperma orneklerinde ¢6ziim sonu canli spermatozoon
oranlari, membran ve akrozom biitiinliigiiniin ¢inko grubunda kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmis, ancak 20 ve 40 mg lik dozlarin tersine 60 mg lik ¢inko dozunun
bu parametreler {izerine olumlu bir etkisinin olmadigi bildirilmistir. (Arangasamy ve ark,
2018). Sunulan ¢aligmada rasyona ilave edilen ¢inko, sicak stresi veya yil boyu alinan sperma
orneklerinde dondurulabilirligi 6nemli oranda degistirmemistir. Bu sonucun da yukarida
belirtildigi gibi kontrol grubu koglarinin normal giinliik diyetleri ile yeterli miktarda ¢inko
almalarindan ve herhangi bir eksiklik bulunmamasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Cinko erkek hayvanlarin giinliik rasyonlar1 disinda sperma sulandiricilarina direk olarak
katilarak da kullanilmaktadir. Epididimal deve spermasinin dondurulmasi sirasinda kullanilan
SHOTOR sulandiricisina ilave edilen 50 pg/ml nano partikiil ¢inkonun ¢6ziim sonu
spermatolojik parametreleri ilerlettigi, motilite, canlililk ve membran biitiinliigiine ait
degerlerde artis sagladigi gosterilmistir (Shahin ve ark, 2020). Yine benzer bir galismada,
sulandiric1 igerisine ¢inko oksit nanopartikiillerinin ilavesinin insan spermatozoonlarini
dondurmaya bagli olusan hasarlara karsi korudugunu, kromatin hasarlarini azalttigim1 ve
MDA (Malondialdehit) diizeylerini diigiirdiigiinii ifade etmislerdir (Isaac ve ark, 2017).
Sunulan ¢alismada ¢inkonun sulandirici igerisine katilarak spermanin donduruldugu bir deney
bulunmadig i¢in burada bu yonde bir tartisma olanagi elde edilememistir.

Spermatozoonlarda mitokondriyal aktivite ya da mitokondriyal membran potansiyelinin
tespit edilmesi amaciyla JC-1 boyamas1 en sik kullanilan ve eski yontemdir (Garner ve ark,
1997). Ancak, Uribe ve ark (2017) JC-1 yerine tetramethyl rhodamine methyl ester
perchlorate kullanimini O6nermis, her iki boyama sonuclarmin ¢ok benzer oldugunu ifade

etmistir. Bu ¢alismada mitokondriyal potansiyel ya da mitokondriyal membran biitiinligi
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tespiti i¢cin rhodamin boyama teknigi kullanilmistir. Mitokondriyal aktivite ile sperma
motilitesi arasinda 6nemli bir korelasyon oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Oksitleyici
ajanlarla inkiibe edilen aygir spermatozoonlarinda motilite parametrelerinin kinematik
parametrelerle paralel bi¢imde diistiigii ancak JC-1 boyama teknigi yardimiyla tespit edilen
mitokondriyal membran potansiyelinde herhangi bir degisiklik olmadig1 ifade edilmistir
(Baumber ve ark, 2000). Bu sonug, genel olarak sperma kalitesi ile mitokondriyal membran
potansiyeli degerleri arasindaki paralelligin her zaman gozlenemediginin ifadesidir. Sunulan
calismada da bazi spermatolojik parametrelerle mitokondriyal aktivite degerleri arasinda
korelasyon olmadig tespit edilmistir. Kontrol ve ¢inko gruplarinda taze sperma orneklerinde
spermatozoonlarda mitokondriyal aktivite oranlari sicak stresi diginda sirasiyla %55,5+1,70
ve 9%56,2+0,62 olarak bulundu. Sicak stresi igeren donemde ise sirasiyla bu
oranlar %54,7+0,62 ve %56,0+0,81 olarak tespit edildi. Dondurulmus ¢ozdiiriilmiis
spermatozoon oranlar1 ise sicak stresi donemi disinda sirasiyla %51,2+1,79 ve %51,0+1,41
olarak bulunurken sicak stresi doneminde gruplarda bu oranlar sirasiyla %49,5+1,32

ve %49,7+1,70 olarak gozlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; rasyona ilave edilen 50 mg ¢inko gerek sicak stresinin yogunlastigi
Haziran-Eyliil aylar1 arasi1 donemde ve gerekse de yil boyu siirdiiriilen goézlemlerde
spermatolojik parametreleri {izerine olumlu etkileri goriilmesine ragmen istatiksel olarak
gruplar arasinda bir fark bulunamamistir (P>0,05). Benzer bi¢imde, ¢oziim sonu
spermatolojik parametreler agisindan da c¢inko tiiketimi kog¢ spermatozoonlarinda
kriyotolerans diizeyini istatiksel olarak etkilememistir. Elde edilen bu sonucun dogal olarak
bu calismada yem katkis1 olarak kullanilan ¢inko tiirevi, kullanilan doz, beslenme diizeni ve
cografi konumla (bolgesel olarak topraktaki ¢inko diizeyleri degistigi i¢in) da dnemli dlciide
ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Genel olarak; tiim minerallerin canli organizma igerisinde gesitli sistemler diizeyinde
birbirleriyle yakindan iliskili ve etkilesimli olmasi nedeniyle yeme sadece ¢inko ilavesi ile
diger bazi minerallerin ve vitaminlerin (Ni, Cu, Se, Vit B) diizeyleri bilinmeden elde edilecek
sonuglarin literatiirdeki birbirlerinden farkli gézlemlerden kismen sorumlu olabilecegi de gz

ard1 edilmemelidir.
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