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Bu calisgma biberiyeden (rosmarinus officinalis) elde edilen karnosik asitin epididimal manda spermasinin kisa streli
saklamasinda motilite, anormal spermatozoon oranlart ve HOST/HE test oranlari tzerine etkisini belitlemek amaciyla
yapilmustir. Sulandirilan spermalar kesim sonrast alinan 36 bas (4-5 yasl) Anadolu Mandast testisinden elde edildi. Her 6
testisten toplanan spermalar 5 esit parcaya bolinerek gruplar olusturuldu ve ¢alisma 6 kez tekrar edildi. Gruplar 12.5, 25, 50
ve 100 pg/ml karnosik asit ve antioksidan icermeyen Tris sulandiricisindan olugturuldu. Sperma + 4 °C’ye dustrildi ve 0.,
24. ve 48. saatlerde spermatolojik veriler degerlendirildi. Motilite yoniinden 0. saatte gruplar arasinda herhangi bir fark
tespit edilmemis 24. saat bulgularinda ise kontrole gére tiim gruplardaki motilite degerleri yiiksekti. Bunun yaninda 48. saat
motilite degetleri ise 12.5, 25 ve 50 pg/ml lik gruplarda kontrol grubuna gore yiksekti. Bu degetlerin istatistiki acidan
o6nemliydi (p<<0.05). Toplam anormal spermatozoon yoninden karnosik asidin koruyucu etkisi sirastyla 0. saatte 12.5
pg/mllik grupta, 24. saatte 12.5 ve 25 pg/ml grupta ve 48. saatte tim gruplarda 6nemli bulundu (p<0.05). H+/E-
yontnden degetlendirildiginde karnosik asitin 0. saatte 25 pg/mllik grupta 24 ve 48. saatlerde ise tim gruplarda koruyucu
etkisinin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0.05). Sonu¢ olarak Manda epididimal spermasinin + 4 °C saklanmasinda
sulandirictya eklenen karnosik asitin motilite, spermatozoon morfolojisi, membran bitinlagi ve canlilig agisindan 6zellikle
12,5 ve 25 pg/ml lik dozlarinin kontrol grubuna gére koruyucu etki gésterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelime: Epididimal Sperma, Karnosik Asit, Kisa Streli Saklama, Manda.

Effect of Carnosic Acid On The Short Term Storage Anatolian Buffalo Epididymal Sperm

ABSTRACT

This study was conducted to determine the effect of carnosic acid, extracted from rosemary (rosmarinus officinalis), to
epididymal buffalo sperm to short-term motility, abnormal spermatozoon rates and HOS test ratio. Semen samples were
obtained from 36 (4-5 year old) Anatolian buffalos after the slaughtering. Semen were collected from each 6 testes they
were divided into 5 equal parts and groups were formed and the study was repeated 6 times. The groups were composed
with the Ttis extender containing carnosic acid 12.5, 25, 50 and 100 pg / ml and no-additive (control). Semen were cooled
to +4 °C and spermatological data was evaluated at 0, 24 and 48. hours. Although there was no difference between the
groups at the 0.h when evaluated in terms of motility, in 24. h motility values were higher in all groups than control.
Besides, 48.h motility values were higher in groups of 12.5, 25 and 50 pg / ml than control. these values were statistically
significant (p <0.05). In terms of total abnormal spermatozoon the protective effect of carnosic acidwas found
significantlyin 12.5 pg / ml group at 0 h, 12.5 and 25 pg / ml group at 24 h and all groups at 48 h.respectively. With regard
H+/E-, protective effect of carnosic acidwas determined in 25 pg/ml group and in all groups at 24 and 48 h. In
conclusion, it was determined that the doses of 12.5 and 25 pg / ml of carnosic acid added to extendetin +4 °C storage of
buffalo epididymal sperm showed a protective effect compared to the control group in terms of motility, spermatozoon
morphology, membrane integrity and viability.
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GIRIS

Manda  (Bubalus bubalis) dinyada yaygin olarak
bulunan ve bulundugu yéreye 6zgii olarak ekonomik
deger tasiyan bir tirdir. Ozgiin ve nitelikli siit,
peynir, kaymak ve et verimi, pek ¢ok hastaliga kars:
dayanikli olmasi, glclinden faydalanilmasi, inekler
kadar Ozen istememeleri, kalitesiz kaba yemleri
degerlendirebilmesi, bakim ve idari giderlerinin
dustik diizeylerde olmast gibi sebeplerden dolayt alim
glici  dustk yetistiriciler icin  uygun  ciftlik
hayvanlandir (Kigikkebapet ve ark. 2002). Manda
varligt 2014 yili verilerine gére ¢ogu Asya ve Afrika
tlkelerinde olmak tzere yaklastk 195 milyon kadardir
(FAO, 2017). Ulkemizde Anadolu Mandast ad:
verilen Turkiye’ye Ozgii bir itk bulunmakta olup,
Akdeniz mandalarindan ayr veya onun kiiciik yapilt
bir varyetesi olduklari 6ne strilmektedir (Ugar ve
ark. 2005). Ulkemizde manda sayist 2016 yili itibart
ile 141.065 olarak bildirilmis ve bu say1 giderek artma
egilimi  gostermektedir.  Tirkiye'de  manda
yetistiriciligi yaygin olarak Istanbul, Afyon, Samsun,
Tokat,  Sinop, Corum ve Amasya illerinde
yaptlmaktadir (TUIK, 2017). Biberiye, kiigik igne
uclu, 2 metreye kadar uzayabilen yaz kis yesil
kalabilen ve giiclii bir aromaya sahip ¢ali gérintimli
aromatik  bir  bitkidir.  Yapraklarinin  ekstrakte
edilmesiyle elde edilen ucucu yagindan yararlanilir.
Antioksidan &zelligi, yapisinda bulunan karnosol,
karnosik asit ve rosmarinik asitten
kaynaklanmaktadir. Karnosik asitin  antioksidan
Ozelliginin  karnosoldan t¢ kat, Butillendirilmis
hidroksitoluen (BHT) ve Butillendirilmis
hidroksianisol (BH.A)’dan ise yedi kat fazla oldugu
bildirilmistir (Frankel ve ark. 1996). Biberiyenin
yapisinda bulunan ve ckstrakte edilerek elde edilen
karnasol ve karnosik asit kanser tedavisinde timor
gelisimini engelleyen 6nemli etken maddelerdendir
(Lopez-Jimenez ve ark. 2013). Spermada reaktif
oksijen  thrlerinin  (ROS)  ana  kaynaginin
spermatozoonun kendisi olmasi yaninda spermada
bulunan I6kositler ve nétrofillerde ROS  kaynagi
olarak bilinmektedir. Kisa veya uzun siireli saklama
amactyla  farkli  solisyonlar  ile  spermanin
sulandirilmast, ROS’a karst antioksidanlarin  dogal
kaynagi olan seminal plazma oranini ve antioksidatif
yogunlugu da seyreltmektedir. Ayrica uzun veya kisa
sireli saklama kosullarinda atmosferik oksijen
basincina maruz kalan spermada oksidatif stres
meydana gelebilmektedir (Ar1 ve Oztiirkler, 2015).

Biberiye  biyoaktif ~maddeler, flavonoidler ve
polifenoller icerdiginden antioksidan 6zelliklere sahip
¢ok yillik bir bitkidir. Antioksidan desteginin olast
olumlu etkilerini belitflemek amaciyla pek ¢cok ¢alisma
yapilmistir. Biberiye ekstraktinin sperma
sulandiricisina kattlmast ile domuz (Malo ve ark.
2010, Luno ve ark. 2014.), geyik (Zanganeh ve ark.
2013), ko¢ (Motlagh ve ark.2014)ve boga

spermatozoon hiicrelerinde (Daghigh-Kia ve ark.
2014) cozdirme sonrast spermatolojik 6zelliklerde
koruyucu antioksidan Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmigtir. Artmis oksidatif stres seviyeleri ile
iliskili olarak, motilite kaybi, membran ve DNA
hasarlarinin yant sira canlilik kaybina ugramis olan
spermada, antioksidan destegin olumlu etkileri
beklenebilir. Oksidatif stresle iliskili ROS'da spesifik
antioksidanlarin  kullantmini  optimize etmek icin
daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir (Tagdemir ve ark.
2014). Epididimal spermanin in vivo ddlveriminin
ejakille spermaya kiyasla daha dustik oldugu
bilinmektedir. Ejakiile spermanin,  plazma
membranina baglanan protein tirleri icermesi ve
hareket Ozellikleri de dahil olmak tzere bircok
faktorden kaynakli Ozelliklerden dolayt epididimal
spermadan farklidir (Lee ve ark. 1985, Goovaerts ve
ark.  2006). Bunun yamt sira  epididimal
spermatozoonlar, katalaz (CAT) ve sliperoksit
dismutaz (SOD) gibi cesitli antioksidan enzimler
tarafindan fizyolojik olarak korunmaktadir (Vernet
ve ark. 2004). Almeida ve ark’nin (2016) elde
ettikleri sonuglar hem ejakiile spermatozoanin hem
de dondurulup ¢ozdirilmiis epididimal
spermatozoanin, sigir  embriyolarinin  in  vitro
Uretiminde kullandmast icin esit derecede uygun
oldugunu gostermektedir. ~ Memelilerde bulunan
cauda  epididimis,  ejakile  olmadan  Gnce
spermatozoonlarin  depolandigi  ve birka¢ hafta
boyunca doéllenme kapasitesinin - korunmasi  igin
uygun bir ortam olusturmaktadir (Jones, 2004).
Bununla birlikte, hayvanlarin gametlerin hayvanin
oldirilmesinden sonra hizh dejenerasyona ugradig
ve epididimisin maruz kaldig1 zaman ve sicaklik gibi
kosullarin ~ direkt  olarak  spermatozoonlarin
yasayabilirligini etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle,
gametlerin  toplanmasinin  hayvanin  6limiinden
hemen sonra yapilmasi gerekir (Kaabi ve ark. 2003).

Bazi arastirmacilar, manda epididimisinden toplanan
spermatozoonlarin  ejakiile spermatozoonlarla aym
kalitede olduklart ve suni tohumlama uygulamast icin
givenilir olduklarini bildirmislerdir (Lambrechts ve
ark. 1999, Herold ve ark. 2000). Tuncer ve ark.
(2005) ise kisa stireli saklanan boga spermalar
spermanin alindigi glin dahil olmak tzere ti¢ glinden
fazla kullanilmamast gerektigini ve bunun sebebi
olarakta motilitenin % 50 nin altina disecegi ve dél
verimini  olumsuz yonde etkileyecegi  olarak
bildirmislerdir.Bu aragtirma biberiyeden (rosmarinus
officinalis) elde edilen karnosik asitin epididimal
manda spermasina farkli oranlarda (12.5, 25, 50 ve
100 pg/ml) katilmasinin 0., 24. ve 48. saatlerdeki
motilite, anormal spermatozoon oranlart  ve
HOST/HE test sonuglarinin belitflenmesi amaciyla
yapilmistir.
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MATERYAL VE METOT

Afyonkarahisar ilinde 6zel bir mezbahadan kesim
Oncesinde genel muayene agisindan bir sorun
gbzlenmeyen hayvanlardan, kesim sonrast alinan 36
adet (4-5 yasl) Anadolu Mandast testisi (tek taraflr)
calismanin materyal bolimint olusturdu.Lambrechts
ve ark.’nin(1999) bildirdigi gibi mezbahada kesilen
mandalarin  testisleri kesimin hemen ardindan
skrotumun bir bicak yardimiyla kesilip acilmasi ile
disart  ¢ikarildiktan  sonra  spermatik  kord’dan
kesilerek epididimisleri ile birlikte alindi. Alinan
testisler, icerisinde buz kaliplari (+4°C) bulunan
kapalt bir kaba konularak kesimden sonraki 15 dakika
icinde laboratuvara ulastirildr ve bunu takiben en geg
2 saat i¢inde spermanin elde edilmesi ve islenmesi
tamamland:  Laboratuvara getirilen testislerden
epididimisler ayrildi ve steril bir bisturi yardimiyla
kauda epididimis tzerine kesitler  yapilarak,
spermanin disart ¢ikmast saglandi. Daha sonra digart
alinan sperma steril bir enjektor yardimiyla gekilerek
toplandi (Patrizio ve ark.1988). Her bir testisten elde
edilen sperma TYS (Tris: 30,7 g, Sitrik Asit: 16,4 g,
Fruktoz: 12,6 g, Yumurta Sarisi: % 20, Penicillin:
1000 IU/ml, Streptomycin: 1000 microgram/ml,
Distile su: 1000 mlye tamamlandt pH: 6,8)
soliisyonu igine alindi. Karnosik asit (Sigma, C 0609-
10 MG), 1 ml etanol (% 99) ile seyreltildi ve stok
¢Ozeltisi hazirlandi. Toplanan ve pooling yapilan
spermalar bes esit hacme bélindi ve her bir payette
80x10¢ spermatozoon/ml olacak sekilde kornosik
asit igerigi (12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml) olan ve
antioksidan icermeyen kontrol grubu ile sulandirildi.
Her bir tekrar icin 6 mandaya ait testisler pooling
yapilarak kullanildi ve 6 tekrar yapildi. Sogutma
kabinine nakledilen sulandirilmis spermalarin sicaklig
+40C’ ye dustrildi. Daha sonra farkli yogunluklarda
karnosik asit iceren ve kontrol grubuna ait 6rnekler,
0., 24., ve 48. saatlerde spermatolojik parametreler
yontnden muayene edildi.

Spermatolojik Muayeneler

Sperma motilitesi her gin ayni saatte 37°C’ta 1sitma
tablali faz kontrast mikroskopta (Olympus CX31,
Olympus Optical Co., Ltd., Japan) ve en az 3 alan
olacak sekilde 200x ve 400x  lik biyltmede
degerlendirildi ve % olarak kaydedildi.

Anormal spermatozoon orani Giemsa boyama
yontemiyle boyanan slaytlar immersiyon objektif
alunda (100x) incelenerek gesitli spermatozoon
kisimlarina  (bas, orta kisim ve kuyruk) ait
bozukluklar ve bunlarin goriilme oranlart tespit edildi
(Watson, 1975). Her slatta 200 hiicre sayild: ve %
olarak kaydedildi.

Spermatozoon membran butinligi ve canlihginin
belirlenmesi amactyla HOST-HE testi uyguland:

(Giindogan ve ark. 2011). Sperma 6rneklerinin 100
mOsm/lt(Kumar ve ar. 2014)ye ayarlanmis fruktoz
soliisyonu igerisine % 1’lik eozin-Y ilave edildi ve
350C de 30 dakika inkiibe edildi.Inkiibasyon sonrast
froti cekilen lamlar hizlica kurutularak hazirlandi.
Hazirlanan preparatlardan toplam 200 hicre sayild:
vedort tipe (Tip I: kuyruk sismis ve bas boya
almamig, HOS + /E- ;Tip II: kuyruk sismemis ve
bas boya almamis, HOS- / E-; Tip III: kuyruk sismis
ve bag boya almig, HOS + / E +; Tip 1IV: kuyruk
sismemis ve bas boya almis, HOS- / E +) gore
spermatozoon basmnin boya alma ve spermatozoon
kuyrugunun kivrilma durumuna gére degerlendirildi.

Istatistiksel Analizler

Arastirmada, her  gruba  ait  spermatolojik
parametrelerin  (spermatozoa motilitesi, anormal
spermatozoa veHOST-HE test) karsilastirilmasinda
tek yonli varyans analizi uygulandi. Fark ¢ikan
gruplarin karsilagtirilmasinda Duncan testi kullanildr.
P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda 0. saat spermatolojik parametrelere ait
degerler Tablo 1’de sunulmustur. Buna gére motilite
yoniinden gruplar arasinda herhangi bir fark
gbzlenmemis olmasina karsin  bas anomalileri
yoninden 25 upg/ml lik, orta kissm ve toplam
anormal spermatozoon oranina gore ise 12.5 pg/ml
lik grupta sonuglar kontrol grubuna goére azalma
istatistiki agidan Snemli bulundu(p<0,05). H+E-
degeri ise 25 pg/ml lik gruptaki artis kontrol grubuna
gbre istatistiki agidan  Snemli  bulundu(p<0,05).
Arastirmamizin 24. saate verileri Tablo 2’de verilmis
olupkontrol grubuna gére tim gruplardaki yiksek
motilite degetleri, toplam anormal spermatozoon
orant yonunden kontrole kiyasla 12.5 ve 25 pug/ml lik
gruplardaki diisik oranlar ve tim karsonik asit
gruplarindaki  yitksek H+E- oranlart  kontrolle
karsilastirildiginda istatistiki agidan 6nemli (p<<0,05)
oldugu gorildi. Elde edilen 48. saat verilerine
bakildiginda 12.5,25 ve 50 pg/ml lik gruplar kontrol
grubuna gobre yiksek bulundu ve bu degetlerin
istatistiki acidan Snemli (p<<0,05) oldugu gorildi.
Karsonik asit gruplarinin tamaminda gerek anormal
spermatozon oranlart  gerekse H+E-  degerleri
agisindan elde edilen koruyucu etkinin kontrolle
kiyaslandiginda istatistiki acidan Gnemli (p<<0,05)
oldugu tespit edildi.
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Tablo 1: Epididimal manda spermatozoonlarinin 0. saatte elde edilen ortalama spermatolojik parametreleri.

Table 1: Mean spermatological parameters obtained at 0 h of epididymal buffalo spermatozoa.

0Oh

Anormal Spermatozoon Orant

B . H+E- H-E- H+E+ H-E+
Cruplar (0=0) - Modlee (0 Bas (%) Orm(o /ISJS““ Kuyruk (%)  Toplam (%) (o) (%) (%) (o)
Kontrol 73312100 301028 140038 64030 2341068  68.5+0.76> 10.6+0.71¢ 1304057 7.8+0.70b
12,5 mg/ml 75.04223b 324021 11.5%0.76¢ 594043 2061078  70.8+1.19 13.3+0.95% 8501042 604081«
25mg/ml 76612100 2140150 148044 581050  228+0.87°  73.8+1.4% 12.3+0.660 7.610.84¢ 5.5+0.92¢
50 mg/ml 7831660 39023>  14.610.68  53+0.38 2294072 6485094 16.3+1.33 9.610.61¢ 9.140.47:
100 mg/ml 7L6T1.660 471021 16140520 604028 2681045  558+0.79 14.340.76% 18.6+095  11.140.7%

a-d Aynu siitun icerisinde farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir.(p<<0,05)
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Tablo 2: Epididimal manda spermatozoonlarinin 24. saatte elde edilen ortalama spermatolojik parametreleri.
Table 2: Mean spermatological parameters obtained at 24 h of epididymal buffalo spermatozoa.

24 h

Anormal Spermatozoon Orant

_ - H+E- H-E- H+E+ H-E+
Cruplar (020 Mot (0 Bas (%) Or“"@/{j“m Kuyruk (%)  Toplam (%) (o) (o) (%) (%)
Kontrol 3L6E1.660  45+0.185  11.040.53« 1124038  26.7+0.820  47.60.88¢ 22.3%0.872 1614135 15540.76*
12,5 pg/ml 46.612100 361023  9.2+0.28 931035 222+0.65¢  59.0+0.57° 15.3+0.49¢ 16.0+0.81>  9.60.61be
25ug/ml 45642200 294023 102%£0.62 740300 2054062  71.8%135 13.5+1.25¢ 8.810.94¢ 7.8+1.19¢
50 pg/ml 43312100 484038  11.8+076> 844015  251+0.67°  60.8£0.60° 18.6+0.88> 114181 9.162047b
100 pg/ml 41641660 5440560 14.0+0.61* 8310354  27.8+111s  525%1.23¢ 14.8+1.24¢ 20.1£0.600  12.0+0.96"

a-d Aynu siitun icerisinde farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir.(p<<0,05)
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Tablo 3: Epididimal manda spermatozoonlarinin 48. saatte elde edilen ortalama spermatolojik parametreleri.
Table 3: Mean spermatological parameters obtained at 48 h of epididymal buffalo spermatozoa.

48 h

Anormal Spermatozoon Orant

N H+E- H-E- H+E+ H-E+
Croplar (0=0) - Motle 00 Bas (%) O“a(ogmm Kuyruk (%)  Toplam (%) (o) (%) (%) (%)

Kontrol 21641660 6510400 7440415 1661027+ 30.50.90¢ 31.0+2.25¢ 17.540.99: 2354133  28.0+2.06°
12.5 mg/ml 43342100 474021 7640300 13440300 2574047 52.8+3.09b 12,040,730 18.8+1.19>  16.3%2.525
25mg/ml 40.042.58H  3.940.15¢ 6.5+0.28 9140324 19.5+0.574 62.514.461 11.0%0.68¢ 12.671.68  14.0+2.43
50 mg/ml 3334210 6440470 101£055  105+0.28  26.4%0.71c 41.8+0.94¢ 1434071 2034021 23.5%0.76¢
100 mg/ml 2831307« 754036+ 1024023 108030  28.4+0.15 43.5+1.89¢ 13.540.99b 19.841.040 23142300

a-d Ayni stitun igerisinde farklt harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6énemlidir.(p<0,05)
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TARTISMA

Kauda epididimis canlilarda, spermatozoonlarin
olgunlasma ve hareketlilik kazanmalari icin uygun
bir ortam saglar. Bununla beraber ¢alismalar kauda
epididimisden elde edilen spermatozoonlarin
yalnizca  seminal  stvi veya  medyumlatla
karsilastiklarinda hateket ettiklerini (Amann ve
Almquist, 1962, Lima, 2013)ve bir canlinin
oliminden saatler sonra bile islevsel kaldiklarint
gostermistir (Chaveiro ve ark. 2015). Kaabi ve ark.
(2003) post-mortem alinan testislerin  saklama
kosullarinin, spermatozoa canlilign Uzerine de bir
miktar etkisi oldugunu bildirmektedirler. Oliim
sonrast kauda epididimisten toplanan spermatozoon
htcrelerinin ~ kalitesindeki ~ degisimin ~ iklim
kosullarina, sicakliga, isleme kosullarina veya tiir
farkliliklarina bagli olarak degisebilecegi
bildirilmistir. Bununla bitlikte, kisa stireli saklama ile
spermatozoon hiicrelerinin metabolik hizin1  ve
dejenerasyonunu yavaslatarak daha uzun bir siire
canlt tutulabildigi belirtilmistir(Tittarelli ve ark.
20006).Farkl tirlerde daha 6nce yapilan calismalar
post-mortem etkilenen ilk parametrenin epididimal
spermatozoon motilitesinin ardindan morfolojik
degisiklikler oldugunu gdstermistir (Yu ve Leibo
2002, Kaabi ve ark. 2003, Martinez-ve ark.2005,
Muradas ve ark. 2006). Songsasen ve ark. (1998)
bunun nedeni olarak post-mortem bekleme
siresinin  uzamasinin motil spermatozoonlarin
dejenerasyonu  ve bozulmasini artirdigimi
belirtmiglerdir. Calismalarinda 24 saate kadar
akrozom butinligi ve canllik oranlarinda fark
olmadigint bunun aksine spermatozoa motilitesinin
olumden 0 ila 12 saat sonra toplananlara kiyasla 18.
ve 24. saatte toplandiginda azaldigini bildirmislerdir.
Sunmus oldugumuz ¢alismada 0. saat motilitesi ile
24 ve 48. saatlerdeki motiliteki kayiplarin belirtilen
calismalarla uyumlu oldugu gbzlenmigtir. Barati ve
ark. (2009) yaptiklar1 epididimal manda spermasinin
in vivo kisa streli saklama calismasinda 0., 24. ve 48.
saatte elde ettikleri motilite degetlerini strastyla %
734134, % 375135 ve % 27.1£3.2 olarak
bildirmislerdir. Bu degetler yapmis oldugumuz in
vitro 24. ve 48. saat verilerinden disiik bulunmus ve
aradaki farkin epididimis ortami ile sulandirict ve
sulandiriciya ilave edilen antioksidan yogunlugundan
kaynaklandigt diistniilmektedir. Yulnawati ve ark.
(2009) epididimal manda spermasinda sulandirma
sonrast anormal spermatozoon oranint %15 olarak
belirledikleri calismaya karsin yapmis oldugumuz
calismada gerek kontrol gerekse karnosik asit
gruplarinda ylksek anormal spermatozoon oranlart
tespit edilmistir.. Ortaya ¢ikan bu  farkliligin
calismamizda orta kistm da stoplazmik damlacigin
yiksek  olmasiyla  ilgili  oldugu  yontnde
degerlendirilmektedir. Lambrechts ve ark. (1999)
yaptiklari aragtirmada epididimal manda

spermasinda anormal sperma oranlarint sirastyla %o
31.3%£7.6 ve 24.7£06.7 olarak belitlemisler ve bu
yiksek oranin stoplazmik damlactk ve diger
anomalilerden kaynaklandigini bildirmislerdir. Bu
degerler calismamiz ile uyumlu bulunmustur.
Arastirmamizda carpict bir sekilde 24. ve 48.
saatlerde stoplazmik damlacik oranlarinda disis
gorilmistir.  Bu durumun Harayama ve ark.
(1996)’n1n domuzlarda fruktoz ilavesinin
spermatozoadaki  stoplazmik damlactk  sayisint
azaltugl calismada bildirdikleri gibi sulandiriciya
katilan maddelerden  kaynaklanmis  olabilecegi
distnilmektedir. Hoseinzadeh-Sani ve ark. (2013)
tekelerde yaptiklart ¢alismada kesim sonrasinda 4
0C’de sakladiklari testislerden 0., 24., 48. ve 72.
saatlerde sperma elde ederek dondurduklan
calismalarinda  stoplazmik damlactk  ytlzdelerinin
depolama  siiresinin  uzamasina  baglt  olarak
dondurma 6ncesi ve ¢6zdirme sonrasinda azalma
egiliminde oldugunu bildirmiglerdir. Karnosik asit ve
karnozol abietan tipindeki fenolik diterpenlerdir ve
rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-
dihidroksifenilakton'in ~ bir  esteriditler  (fenolik
depilasyon). Biberiye 6&ztindeki bu maddelerin
belirgin antioksidan, antienflamatuar ve sitotoksik
6zellikleri vardir.(Bai ve ark. 2010, Mulinacci ve ark.
2011). Daghigh-Kia ve ark. (2014) yalniz biberiye
ekstaktt (10 g L) ilavesinin ve glutatyon (5 mM
glutatyon + 10 g L1 biberiye ekstrakt) ile
kombinasyon halinde boga spermasinda ROS
uretimine karst hiicre i¢i savunma sistemini 6nemli
Olgtide iyilestirdigini, ayrica Malo ve ark. (2010)
MDA iretiminin, domuz spermasinda dondurma-
¢6zdiirme sonrasi sulandiriciya ilave edilen biberiye
ckstraktinin (10 g 100 L) varligindan etkilendigini
belirtmistit.

Malo ve ark. (2010) sulandiriciya eklenen biberiye
ckstraktinin domuz spermatozonunun motilitesini
iyilestirdigini, Zanganeh ve ark. (2013) geyik
spermasina  katllan biberiye ekstraktnin (% 4
diizeyinde) ¢6zim sonrast spermatozoon motilitesi,
membran bitinligi ve canlt spermatozoon oranlari
tzerine koruyucu etki gésterdigini ve Daghigh-Kia
ve ark. (2014) rozmarinik asit ilavesinin (10 g L)
canlt spermatozoon orani ve motiliteyi korudugunu
bildirmiglerdir. Motlagh ve ark. (2014) koglarda
biberiye  ekstaktinin % 4 ve % 6 Ik
konsantrasyonlarinin ¢éziim sonu yiksek motilite,
membran bitinligi ve canlt spermatozoon oranlari
gosterdiklerini bildirmiglerdir.  Yaptigimiz literattr
taramalarinda epididimal manda spermasimin kisa
streli saklanmasi tzerine karnosik asitin ya da
biberiye ekstraktinin etkisini gdsteren herhangi bir
calismaya rastlamamis olsak da yukarida verdigimiz
literatiitlerde biberiye ekstraktinin spermatolojik
verilere  yaptugt olumlu etkinin  ¢alismamizda
buldugumuz degetler ile paralellik gosterdigi tespit
edilmistit.  Sonu¢  olarak, manda epididimal
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spermasinin kisa streli saklanmasinda sulandiriciya
eklenen karnosik asitin motilite, spermatozoon
morfolojisi, membran butinligi ve canlilig
acisindan ozellikle 12,5 ve 25 pg/ml lik dozlarinin
kontrol grubuna gére koruyucu etki gosterdigi
belitlenmistir. Bununla birlikte karnosik asitin
etkilerini belitlemek amactyla 6zellikle  fertilite
sonuglarinin  ortaya konulacagi daha kapsaml
calismalara gerek vardir.

KAYNAKLAR

Almeida FC, Silva SV, Souza HM, Gomes WA,
Lima Filho JAC, Wicke AA, Batista AM,
Guerra MMP. Effects of glycerol,
equilibration time and antioxidants on post-
thaw  functional integrity of bovine

spermatozoa  directly  obtained  from
epididymis. Andrologia. 2017; 49(3) 1-9.

Amann RP, Almquist JO. Reproductive capacity
of dairy bulls VIII. Direct and indirect
measurement of testicular sperm production.
J. Dairy Sci. 1962; 45 774-781.

Bai N, He K, Roller M, Lai CS, Shao X, Pan
MH, Ho CT. Flavonoids and phenolic
compounds from Rosmarinus officinalis. ]
Agric Food Chem. 2010; 58(9) 5363-5367.

Arn UG, Oztiirkler Y. Spermanin Kisa ve Uzun
Stireli Saklanmasinda Oksidatif Stres ve
Antioksidan Kullanimi. Turkiye Klinikleri |
Reprod Artif Insemin Special Topics. 2015;
1(3)16-21.

Barati F, Khaksary MM, Mohammadi, G.
Cryopreservation of in situ cool stored
buffalo (Bubalusbubalis) epididymal sperm.
Iran. J. Vet. Res. 2009; 10(4) 339.

Chaveiro A, Cerqueira C, Silva J, Franco ],
Moreira da Silva F.Evaluation of frozen
thawed cauda epididymal sperms and in vitro
fertilizing potential of bovine sperm collected
from the cauda epididymal. Iran. J. Vet. Res.
2015; 16(2) 188-193.

Daghigh-Kia H, Olfati-Karaji R, Hoseinkhani
A, Ashrafi 1. Effect of rosemary (Rosmarinus
officinalis) extracts and glutathione
antioxidants on bull semen quality after
cryopreservation, Spanish J. Agric. Res. 2014;
12(1) 98-105.

FAO.Liveanimals.http://www.fao.org/faostat/en/
#data/QA.Esisim tarihi: 31.07.2017

Frankel EN, Huang S, Aeschbach R, Prior E.
Antioxidant Activity of a Rosemary Extract
and Its Constituents, Carnosic Acid,
Carnosol, and Rosmarinic Acid, in Bulk Oil
and Oil-in-Water Emulsion. J. Agric. Food
Chem. 1996; 44(1) 131-135.

Goovaerts I, Hoflack G, Van Soom A, Dewulf ],
Nichi M, de Kruif A, Bols P. Evaluation of
epididymal  semen  quality wusing the
Hamilton—Thorne analyser indicates variation
between the two caudae epididymides of the
same bull. Theriogenology. 2006; 66(2) 323-
330.

Giindogan M, Avdatek F, Yeni D. Effect of
extenders on motility, morphology and
osmotic resistance parameters of ram sperm
during liquid storage Revue Med. Vet. 2011;
162(11) 546-551.

Harayama H, Shibukawa T, Miyake M, Kannan
Y, Kato S. Fructose stimulates shedding of
cytoplasmic droplets from epididymal boar
spermatozoa. Reprod Fertil Develop.1996;
8(7) 1039-1043.

Herold FC, de Haas K, Colenbrander B, Gerber
D. Comparison of equilibration times when
freezing epididymal sperm from African
buffalo (Symcerus caffer) using Triladyl™ or
Andromed®. Theriogenology 2006; 66(5)
1123-1130.

Hoseinzadeh-SaniSKA, BaratiF, Mahabady
MKM. The effects of ex vivo cold-storage
on cryopreservation of the goat (Caprus

hircus) epididymal sperm. Iran. J. Reprod.
Med. 2013; 11(9) 747-752.

Jones R. Sperm survival versus degradation in the
mammalian epididymis: A hypothesis. Biol
Reprod. 2004; 71(5) 1405-1411.

Kaabi M, Paz P, Alvarez M, Anel E, Boixo JC,
Rouissi H, Herraez P, Anel L. Effects of
epididymis handling conditions on the quality
of ram spermatozoa trecovered post-morten.
Theriogenology.2003; 60(7) 1249-1259.

Kumar A, Saxena A, Verma AK, Perumal P.
Hypo-Osmotic Swelling Test On Buffalo
(Bubalus Bubalis) Semen. Buffalo Bulletin.
2014; 33(1) 111-114.

Kigiikkebabgi M, Aslan S. Evcil Disi Mandalarin
Ureme Ozellikleri. Lalahan Hay. Arast. Enst.
Derg. 2002; 42(2) 55-63.

Lambrechts H, van Niekerk FE; Coetzer WA,
Cloete SW, van der Horst G. The effect of
cryopreservation on the survivability, viability
and motility of epididymal African buffalo
(Syncerns caffer) sperms. Theriogenology 1999;
52(7) 1241- 1249.

Lee CN, Handrow RR, Lenz RW, Ax RL.
Interactions of seminal plasma and
glycosaminoglycans on acrosome reactions in

bovine spermatozoa in vitro. Gamete
research. 1985; 12(4) 345-355.

194



Lima ICS, Andrade IRA, Aguiar GV, Silva MM,
Catunda AGV, Martins GA, Gadelha
CRF, Campos ACN.In vitro evaluation of
goat cauda epididymal sperm, cooled in
different extenders at 4°C. Arch. Zootec.
2013; 62(239) 429-437.

Lopez-Jimenez A, Garcia-Caballero M, Medina
MA, Quesada AR. Antiangiogenic
properties of carnosol and carnosic acid, two
major dietary compounds from rosemary.
Eur. J. Nutr. 2013; 52(1) 85-95.

Luno L, Gil M, Olaciregui N, Gonzalez RA,
Jerez IB. Rosmarinic acid improves function
and in vitro fertilising ability of boar sperm
after cryopreservation. Cryobiology. 2014;
69(1) 157-162.

Malo C, Gil L, Gonzalez N, Martinez F, Cano
R, de Blas I, Espinosa E. Anti-oxidant
supplementation  improves boar sperm

characteristics and fertility after
cryopreservation: ~ Comparison  between
cysteine  and  rosemary  (Rosmarinus

officinalis). Cryobiology. 2010; 61(1) 142-
147.

Martinez-Pastor F, Guerra C, Kaabi M, Diaz
AR, Anel E, Herraez P, Anel L. Decay of
sperm obtained from epididymes of wild
ruminants depending on postmortem time.
Theriogenology. 2005; 63(1) 24-40.

Motlagh MK, Sharafi M, Zhandi M,
Mohammadi-Sangcheshmeh A, Shakeri
M, Soleimani M, Zeinoaldini S.
Antioxidant effect of rosemary (Rosmarinus
officinalis L.) extract in soybean lecithin-
based semen extender following freeze—
thawing process of ram
sperm. Cryobiology. 2014; 69(2), 217-222.

Mulinacci N, Innocenti M, Bellumori M,
Giaccherini C, Martini V, Michelozzi
M.Storage method, drying processes and
extraction procedures strongly affect the
phenolic fraction of rosemary leaves: an
HPLC/DAD/MS study. Talanta. 2011; 85(1)
167-176.

Muradas PR, Weiss RR, Kozicki LE,
Granemann LC, Santos IW, Pimpio CT.
Some viability parameters from equine
spermatozoa harvested by artificial vagina
and by epididymal tail washing. Arch Vet Sci.
2006; 11(3) 69-74.

Patrizio P, Silber S, Otd T, Balmaceda J, Asch
R Two births after microsurgical sperm
aspiration in congenital absence of vas
deferens. The Lancet. 1988; 332(8624) 1364.

Songsasen N, Tong J, Leibo SP. Birth of live
mice derived by in vitro fertilization with

spermatozoa retrieved up to 24 hours after
death. J. Exp. Zool. 1998; 280 189-196.

Tasdemir U, Tuncer PB, Biiyiikleblebici S,
f)zgurtas T, Durmaz E, Biyiikleblebici
O. Effects of Various Antioxidants on
Cryopreserved Bull Sperm Quality. Katkas
Univ. Vet. Fak. Derg. 2014; 20(2) 253-258.

Tittarelli C, Savignone CA, Arnaudin E,
Stornelli MC, Stornelli MA, De La Sota
RL. Effect of storage media and storage time
on survival of spermatozoa recovered from

canine and feline epididymides.
Theriogenology. 2006; 66(6-7) 1637-1640.

Tuncer PB, Cevik M, Kinet H. Holstayn Boga
Spermalarinin +49C’de Saklanmasinda Farklt
Sperma Sulandiricilarinin - Motiliteye  Etkisi.
Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg. 2005; 45 (2)
1-7

TI"JIK.http: / /www.tuik.gov.tr/PreHaberBultenleri.
do?id=21871. Erisim tarihi: 31.07.2017

Ugar M, Giindogan M, Yilmaz O. Mandalarda
Mevsimsel Ureme Ozellikleri ve Follikiiler
Dinamikler. Hay. Aras. Derg. 2005; 15(2)
24-29.

Vernet P, Aitken R, Drevet J. Antioxidant
strategies in the epididymis. Molecular and
cellular endocrinology. 2004; 216(1) 31-39.

Watson PF.Use of Giemsa stain to detect changes

in the acrosome of frozen ram spermatozoa
Vet Rec. 1975; 97(1) 12-15.

Yu I, Leibo SP. Recovery of motile, membrane-
intact spermatozoa from canine epididymides
store for 8 days at 4°C. Thetiogenology.2002;
57(3) 1179-1190.

Yulnawati, H, Maheshwari, H, Herdis and
Rizal, M. Viability and plasma membrane
integrity of the spotted buffalo epididymal
spermatozoa after thawing with the addition

of dextrose into the extender. Biotropia.
2009; 16(1) 21-27.

Zanganeh Z, Zhandi M, Zare-Shahneh A,
Najafi A, Nabi MM, Mohammadi-
Sangcheshmeh A. Does rosemary aqueous

extract improve buck semen
cryopreservation? Small Rum. Res. 2013;114
120-125.

195



