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OZET

Bu aragtirma Laiciphose W 488 ve AndroMed sulandiricilari ile sulandirilip +4°C’ de saklanan boga spermalarinda
giinlilk motilite degerlendirilmesi ve sulandiricilarin karsilagtirilmast amaciyla yapilmistir. Arastirmada 4 Holstayn bogadan
alinan toplam 40 ejekiilat kullamilmistir. Ejekiilatlar iki kisma ayrilarak Laiciphose W 488 ve AndroMed ile sulandirilmustir.
Sulandirilmig spermalarin sicakligi 45 dakikada +4°C’ ye diistiriildiikten sonra buzdolabina nakledilmistir. Spermatozoa
motilite kontrolleri sulandirmadan 10 giin sonrasina kadar bakilmistir. Sulandirma sonras1 spermatozoa motilitesi Laiciphose
W 488 icin % 83.37+0.37 ve AndroMed igin ise % 83.1240.38 olmustur. Spermatozoa motilitesi 3. giin AndroMed ile
sulandirilan spermalarda tiim bogalarda % 50’ nin iizerinde bulunurken, Laiciphos W 488 ile sulandirilan spermalarda iki
boga i¢in % 50’ nin altinda tespit edilmistir. Spermatozoa motilitesi 3. giinden sonraki giinler tedricen azalmis ve 10. giinde
ise her iki sulandirict igin spermatozoa motilitesi sifirlanmistir. Sonug olarak her iki sulandiriciyla sulandirilip +4°C” de
saklanan boga spermalar1 3 giin siiresince sun’i tohumlamada kullamlabilir. Motilitenin korunmasi agisindan iki sulandirict
arasinda 6nemli bir fark tesbit edilememistir.

Anahtar Kelimeler : AndroMed, Boga Spermasi, Laiciphose 488, Motilite.
SUMMARY

This study was conducted to compare Laiciphose W 488 and AndroMed extenders for maintaining sperm motility
at 4°C in bulls. In the study 40 ejaculates collected from 4 Holstein bulls were used. Ejaculates were divided into two groups
and were diluted with Laiciphos W 488 and AndroMed. Diluted semen was cooled to +4°C in 45 minutes. After that they
were transferred into the refrigerator. Sperm motility was estimated daily up to day 10 post dilution. Immediately after
dilution sperm motility rates were 83.37+0.37 % and 83.12+0.38 % for Laiciphos W 488 and AndroMed extenders,
respectively. Sperm motility for the samples diluted with AndroMed on day 3 was above 50 % in all bulls studied. However,
motility rates in sperm samples diluted with Laiciphos W 488 were higher than 50% in 2 bulls only. Motility rates gradually
decreased day by day after day 3 post-dilution and, finally, dropped zero on day 10 in the both extender groups. As a result, it
was concluded that bull sperm diluted with both extenders which can be used for artificial insemination during 3 days at
+4°C and no significant difference was determined between extenders on the preservation of sperm motility.

Key Words : AndroMed, Bull Semen, Laiciphose 488, Motility.

GIRiS

Evcil hayvanlarin ekonomik verimle-
rinin temelinde dolverimleri bulunmaktadir.
Dolverimi erkek hayvanlarda disilere gore
daha cok onemli olmaktadir. Disi bir hayvan
iireme yetenegini kaybettiginde olusacak olan
ekonomik kayip yilda sadece bir yavru oldugu
halde, spermatozoa motilitesi diisiik veya
fertilite yetenegini yitirmis bir damizlik erkek
hayvanin dogal asim yaptig1 veya o hayvana
ait sperma ile tohumlanan tiim hayvanlarin
kisir kalabilecegi bir gercektir. Bundan dolay1
bogalardan yeterli oranda dolverimi elde
edebilmek biiyiik 06lciide spermatozoonlarin

hareket yetenegine yani spermadaki motil
spermatozoonlarin oranina baglh olmaktadir.
1940°’lh yillarin sonlar1 ve 1950’li yillarin
baslangicinda si§ir  sun’i  tohumlamasinin
gelismesinde spermanin viicut 1sisndan +5°C
‘ye sogutulmasinda spermatozoonlar1 buz
kristallerine kars1 korumak amaciyla yumurta
sarisinin ~ koruyucu etkisinden uzun siire
yararlanilmistir ve halen bazi iilke (6rnegin
Yeni Zelanda) ve bolgelerde sulandirilarak
+5°C’de saklanan spermalar sun’i
tohumlamada  kullamilmaktadir (15, 16)
Iwanow, 1912 (4) yillarinda Locke’s



P. B. TUNCER, M. GEVIK, H. KINET

sulandiricisiyla boga spermasini sulandirmis ve
bu spermalar1 +2°C’de bekleterek sun’i tohum-
lamada kullanmak {iizere uzak bolgelere
nakletmis ve yaptigt uygulamalarda olumlu
sonuglar almistir. Kimi arastiricilar (9, 11)
spermatozoa motilitesi % 50’ nin altina diisen
spermalarin sun’i tohumlamada kullanilmasini
onermemektedirler. Philips (10), yaptig1 calis-
mada taze yumurta sarisi+sodyum fosfat ve
potasyum fosfat igeren sperma sulandiricisi ile
bogalarin spermasint 1:4 oraninda sulandirmis
ve bu sulandiricida bir kisim spermatozoon-
larin 120-150 saat, bir kisminin da 300 saat
canliliklarin1 muhafaza ettiklerini bildirmistir.

Franceschini ve ark. (3)’ lar1 domuz
spermasinin buzdolabinda saklanmasinin sper-
matozoa motilitesi iizerine etkisini aragtirmak
amaciyla yaptiklar1 calismada 4 giin siireyle
buzdolabinda sakladiklar1 spermalarda 24.
saatten sonra her gecen gilin spermatozoa
motilitesinin azaldigimi bildirmislerdir. Kumar
ve ark. (8)’ lan yaptiklar1 calismada spermayi1
buzdolabinda 72 saat ve daha fazla siire
saklamislar ve sperma sulandiricisi olarak
kullandiklan siit icerisine % 3-6 gliserol ilave
ettiklerinde spermatozoonlarin daha uzun siire
canli kaldigini tespit etmislerdir. Kumar ve ark.
(7) lart yaptiklart bir diger calismada Murrah
ki mandalarda siit, tris veya % 2.9 luk
sodyum sitrat gibi sulandiricilara % 0, 5, 10,
20 oranlarinda yumurta sarisi ilave ederek
hazirladiklar1 sulandiricilarla spermayi karis-
tirip buzdolabinda 24, 48 ve 72 saat bekleterek
spermatozoa motilite kontrollerini yapmislar
ve % 5 yumurta sarisi ilave edilen 6rneklerin
motilitelerinin, yumurta sarisi ilave edilme-
yenlere gore daha yiiksek oldugunu gozlemis-
lerdir. Vyas ve ark. (15)’ larinin ¢aligmalarinda
5 bogadan aldiklar1 166 ejakiilatin ortalama
spermatozoa motilitesini % 71.03 olarak
saptamislardir. Bu spermalart +4°C” de 24, 48,
72 ve 96 saat muhafaza ettikten sonra
motilitelerini  sirasiyla ortalama % 58.63,
50.47, 41.25 ve 30.15 olarak bildirmislerdir.

Baz1 arastiricilar (9, 11, 16) boga
spermasinin kisa siireli saklanmasi esnasinda 2
veya 3 giin igerisinde kullanilmasinin
gerektigini, daha fazla siire ile saklanan
spermalarin spermatozoa motilitesinin giinden
gline azaldigim1 ve buna baglhh olarak bu
spermalarla yapilan tohumlamalardan elde
edilen dolveriminin her gecen giin yaklasik %
6 oraninda diistiiginii bildirmektedir. Boga
spermast sulandirildiktan sonra +15° / +21°C
arasindaki cevre 1sisinda  bekletildiginde
sperma motilitesi hizli bir sekilde azalir.
Motilitenin azalmasindaki nedenlerden biri
mitokondriyumlarda ATP kullaniminin devam
etmesi ve mitokondriyumlarin yaslanmasi
sonucu ATP kullaniminin azalmasidir. Bu
nedenle sperma sulandirildiktan sonra +5°C’de
muhafaza edilirse  yukarida  bahsedilen
nedenden dolay1 motilitenin azalmasi yavaslar
(6, 14). Dondurulan spermada metabolik akti-
vite gecici olarak durduruldugundan enerji
temini nispeten daha az Onemlidir. Zira
spermatozoonlar dondurulmadan 6nce ¢ogun-
lukla sadece birka¢ saat icin aktif kalirlar.
Ancak sperma sogutularak kullanildiginda
spermatozoon metabolizmasi  birka¢ giin
takviyeye ihtiya¢c duydugundan enerji temini
daha 6nemlidir (1).

Bu arastirma, Laiciphose W 488 ve
AndroMed sulandiricilariyla ayri ayri sulandi-
rilarak +4°C’ de saklanan Holstayn boga sper-
masindaki giinliik spermatozoa motilitesinin
saptanmasi amaciyla yapilmstir.

MATERYAL METOT

Bu calismada materyal olarak Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisiinde
yetistirilen 2-3 yaslarinda saglikli ve yetistirme
hastaliklarindan ari olan 4 bas Holstayn (Siyah
Alaca) boga kullanilmistir. Bogalardan, 2003
yili Temmuz-Agustos aylarinda haftada iki kez
olmak {iizere 10’ ar ejakiillat sun’i vajen
yontemiyle sabah 9:00/10:00 saatleri arasinda
alimmustir (17). Arastirmada kullanilan bogalar
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gece-giindiiz bireysel padoklarda barindirilmas,
enstitii kosullarinda hazirlanan 6zel damizlik
rasyonla beslenmistir.

Hayvanlardan alinan ejakiilatlarin
sulandirmaya uygun olanlarinin yogunluklar
fotometrik yontemle (Accucell Photometer,
IMV, France) hesaplandi. Spermalar iki esit
kisma ayrilarak Laciphose W 488 (IMV,
France) (LS) ve AndroMed (Minitub, Tiefen-
bach, Germany) (AS) sulandiricilariyla
sulandirildiktan sonra spermalarin spermatozoa
motilite tayinleri yapildi. Sogutma kabinine
nakledilen sulandirilmis spermalarin sicakligi
45 dakikada +4°C’ ye diisiiriildii ve sonra 5
ml’lik tiipler icerisine alinan numunelere
alistm sonunda yeniden spermatozoa motilite
tayini yapildi.

+4°C’de bekletilen bu spermalardan
her giin saat 16:00-17:00 arasinda bir damla
ornek alinarak lam iizerine konuldu. Uzeri
lamelle kapatilarak biokiilerli 1sitma (438
%C’de) tablali mikroskop (Labophot, Nikon,
Japan) iizerine yerlestirildikten sonra 1 dakika
beklenilerek 1smmasi saglandi. Ug degisik
sahada muayene edilen spermatozoonlarin tek
yonde ve hizli hareket edenleri motil sper-
matozoa olarak kabul edildi ve ortalama
degerler spermatozoa motilitesi (%) olarak
kaydedildi (13).

Her bogadan elde edilen 10 ejakiilat
alindig1 saatte, alisim sonrasi, 1. giinden
motilitenin biitiin spermalarda sifirlandig 10.
giine kadar olmak iizere ortalama motiliteleri
ve 4 boganin toplam 40 ejekiilatinin genel
motilite oranlarinin ortalama degerleri ve stan-
dart hatalar1 hesaplanmistir. Istatistik analiz-
lerde “Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek Testi”
kullanilmastir (18).

BULGULAR

4 bas Holstayn boganin her birinden
10’ ar ejakiilatin alindig1 saatteki ortalama
spermatozoa motilitesi ve 4  boganin

spermasinin alindigr saatten 3. giine kadar ki
ortalama giinlilk spermatozoa motiliteleri
Tablo 1’ de; 4. giinden 9. giine kadar olan
ortalama giinlilk spermatozoa motiliteleri
Tablo 2’ de verilmistir. 10. giinde her iki
sulandiriciya  ait  spermatozoa  motilite
degerleri sifirlandigt icin tabloda

verilmemistir.

Bu bogalarin her birisinden alinan
spermalarin  alindig1  saatteki  ortalama
spermatozoa motiliteleri LS sulandiricisi igin
% 84.010.66 ile 82.5+0.83 arasinda degisirken
4 boga icin ortalama % 83.37+0.37 olarak
bulunmustur. AS sulandiricisinda ise bu
oranlar % 84.0+0.66 ile % 82.5+0.83 arasinda
degisirken 4 boga icin ortalama oran %
83.12+0.38 tespit edilmistir. Sulandirilmadan
hemen sonra yapilan motilite kontrollerinde
tespit edilen sonuclara gore sulandiricilar
arasinda istatiki bir fark tespit edilmemistir
(P>0.05). LS sulandiricis1 ile spermalari
sulandirilan dort boganin ortalama
spermatozoa motilitesi alisim sonrast %
80.6210.57, 1. giinde % 72.37£0.59, 2. giinde
% 61.7510.68, 3. giinde % 50.75+0.86 olarak
saptanmistir. Oysa AS sulandiricist  ile
spermalar1 sulandirilan aym1 dért boganin
ortalama spermatozoa motilitesi sirasiyla %
80.75+0.72, % 72.0£0.58, % 63.621+0.87, %
53.0£0.99 olarak saptanmistir. Her iki
sulandiriciyla sulandirilan spermalarin alisim
sonrasi, 1., 2. ve 3. giindeki motiliteleri
arasinda istatiksel olarak bir fark bulun-
mamustir (P>0.05).

Spermalart AS ile sulandirilan tiim
bogalarin spermatozoa motilitesi 3. giinde %
50’ nin iizerinde bulunurken LS ile spermalari
sulandirilan bogalarin ikisinde % 50’ nin
tizerinde tespit edilirken digerlerinde % 50’ nin
altinda saptanmustir.
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Tablo 1: Laiciphose W 488 (LS) ve AndroMed (AS) sulandiricilariyla sulandirilan spermalarda sulandirma sonrasi, 6. saat (alisim sonrasi) ve ilk 3
giinliik ortalama spermatozoa motilite degerleri.

Spermatozoa Motilitesi (%)
X+Sx
Boga
0. Saat 6. Saat Giin
1 2. 3
LS AS LS AS LS AS LS AS LS AS
A 82.50+0.83 82.50+0.83 80.00+1.05 79.50+1.38 72.00+0.81 72.00+0.81 61.00+0.66 63.50+1.50 49.50+1.17 52.50+2.01
B 83.00+0.81 82.50+0.83 80.00+1.49 80.00+1.83 72.50+1.54 72.50+0.83 62.50+1.86 64.50+1.57 52.00+1.86 54.50+1.57
C 84.00+0.66 84.00+0.66 81.50+1.07 82.50+1.12 72.00+1.53 72.00+1.53 60.00+1.29 64.50+2.17 48.50+1.50 54.50+2.17
D 84.00+0.66 83.50+0.76 81.00+1.0 81.00+1.45 73.00+0.81 71.50+1.50 63.50+1.30 62.00+1.86 53.00+2.13 50.50+2.17
Genel
(n=40) 83.37+0.37 83.12+0.38 80.62+0.57 80.75+0.72 72.37+0.59 72.0+0.58 61.75+0.68 63.62+0.87 50.75+0.86 53.00+0.99
N=
P - - - - -
(-): P>0.05
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Tablo 2: Laiciphose W 488 (LS) ve AndroMed (AS) sulandiricilariyla sulandirilan spermalarda 4. giin ile 9. giin arasinda giinliik degerlendirilen ortalama
motilite degerleri.

Spermatozoa Motilitesi (%)
X+Sx
Boga Giin
4 5 6 7. 8 9

LS AS LS AS LS AS LS AS LS AS LS AS
A 39.00+1.00 | 42.50+2.01 | 29.00+1.00 | 32.50+2.01 | 19.00+1.00 | 22.00+2.00 | 9.50+0.50 | 12.50+1.71 | 4.50+0.50 | 6.00+1.00 | 0.00+0.00 | 1.50+0.76
B 41.50+1.83 | 44.50+1.57 | 31.50£1.83 | 34.50+1.57 | 21.00£1.80 | 24.00+1.63 | 11.50+1.50 | 14.00+1.63 | 5.50+0.89 7.00x0.81 1.00+0.66 | 2.00+0.81
C 38.00+1.33 | 44.50+2.17 | 28.00+1.33 | 34.50+2.17 | 18.00+£1.33 | 24.00+2.21 | 9.00+0.66 | 14.50+1.89 | 4.00+0.66 | 7.00+1.11 | 0.00+0.00 | 2.50+0.83
D 43.00+2.13 | 40.50+2.17 | 33.00£2.13 | 30.00+2.11 | 23.00+2.13 | 20.00+2.11 | 13.50+1.83 | 11.00+1.63 | 6.50+1.07 5.00£1.05 | 2.00+0.81 | 1.00+0.66
Genel
(n=40) 40.37+0.84 | 43.00+0.99 | 30.37+0.84 | 32.87+0.99 | 20.25+0.83 | 22.50+£0.99 | 10.87+0.66 | 13.00+0.85 | 5.12+0.41 6.25+0.49 | 0.75+0.28 | 1.75+0.38
P -
*: P<0.05
(-): P>0.05
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LS ve AS ile sulandirilan spermalarda
4. giinden 8. giine kadarki giinliik spermatozoa
motilite degerleri arasinda yapilan istatiksel
analizde 4. ve 5. giinlerde sulandiricilar arasi
spermatozoa motilitesi Onemli bulunmustur
(P<0.05).

Dokuzuncu giinde LS ve AS igin
ortalama motilite % 0.75+0.28 ve 1.7530.38
saptanmustir. LS ile spermalar1 sulandirilan
bogalarin ikisinde spermatozoa motilitesi 9.
giinde sifir bulunurken, AS ile spermalar1
sulandirilmig dort bogada ise ayni giinde motil
spermatozoonlar tespit edilmistir ve bu deger
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
10. giinde yapilan kontrolde ise dort boganin
spermalarinda da hicbir motil spermatozoon
saptanmamistir.

TARTISMA VE SONUC

Kimi arastiricilarin (3, 7, 8, 14, 16)
bildirdiklerine gore boga, kog¢, domuz
spermalart cesitli sulandiricilarla sulandirilip
buzdolab1 1sisinda saklandiklarinda spermato-
zoa motilitesi her gecen giin azalmaktadir. Bu
durum bu calisma sonucu ile dogrulanmis ve
boga spermasinin motilitesinin buzdolabinda
giinden giine azaldig1 goriilmiistiir.

Tardif ve ark. (12)’lan1 yaptiklar c¢alig-
mada, nativ spermada motiliteyi Tyrode’nin
modifiye  soliisyonunda % 87, Cornell
Universitesi sulandiricisinda % 79 ve yumurta
sarist — gliserol — Tris sulandiricisinda % 66
tespit etmislerdir. Sogutma ve +5°C’de
saklama siiresince son iki sulandiricida
motilitede kiiciik azalmalar saptamislardir.
Keza spermanin 3 giin bu 1sida saklanmasi
stiresince sperma hareket hizinda kiigiik fakat
istatistiki olarak Onemli azalmalar tespit
etmislerdir. Bu bekleme siiresince hiperaktif
spermatozoon  sayisinda  kiiciik  yiizdelik
oranlarda artiglarin oldugunu bildirmislerdir.
Bu c¢alismada ise sulandiricilar farkli olup ilk
sulandirma sonrasi motiliteler ilk sulandiriciya

gore diisiik, diger sulandiricilara gore yiiksek
bulunmustur. Daha sonra yapilan motilite
muayenelerinde canliligin % 50 civarinda
oldugu tespit edilmistir. Bu iki ¢calisma arasin-
daki en biiyiik fark motilite tayin yonteminde
olmaktadir. Tardif ve ark.’lar1 motilite
tayininde  Hamilton = Thorne’un  CASA
(Computer Asisted Sperm Analysis) sistemini
kullanmustir.

Demirci ve ark. (2)’lar1 ise Laiciphos
488 ile sulandirarak buzdolabinda sakladiklari
boga spermalarinda motilite tayini yapmis-
lardir. 72. Saatten sonra spermalarda motilite-
nin % 50’ nin altina diigtigiinii, baz1 bogalarda
192. saatte motilitenin sifirlandigim ve 240.
saatlerde tiim spermalarda motilitenin % 0
oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada ise
hem Laiciphos W 488 ve hem de AndroMed
ile sulandirilip +4°C’de bekletilen spermalarin
motilite oranlar1 daha yiiksek bulunmustur. Bu
fark boganin genetik yapisina, spermay1
sulandirma teknigine, sulandiriciya, muayeneyi
yapan arastiriclya, spermanin muayene meto-
duna bagh olabilir. Benzer bicimde Kumar ve
ark. (7)’lar1 aynm1 spermayi farkli sulandirici-
larla sulandirip 72 saat sonra muayene
ettiklerinde % 5 yumurta sarisi ilave ettikleri
sulandiriciyla saklanan spermalarda motiliteyi
daha yiiksek bulmuslardir. Bu durum
sulandiricilarin - motiliteyi 6nemli derecede
etkiledigini dogrulamaktadir.

Bozkurt ve Tekin’ in (1) yaptiklari
calismada, ortalama motilite oranlarini nativ
spermada % 75.25+1.33, sulandirma sonrasi
Biociphos ile % 60.8912.66, Laiciphos ile %
63.30£1.25, Sitrat ile % 45.72+1.97 ve Tris ile
% 58.9612.62 olarak saptamislardir.

Sun’i tohumlamanin ¢ok yogun oldugu
donemlerde sulandirilmis nativ spermalarin
kullanilmas1 ¢ok dogaldir. Yalniz sulandirici-
larin secimi 6nemli olmaktadir ve ¢ogunlukla
kaprojen (caprogen extenders) sulandiricilarin
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kullanilmasi tercih edilmelidir. Ciinkii bu tip
sulandiricilarla sperma oda 1sisinda 3 giinden
edilebilmektedir.
Fertilitenin % 4 oraninda azaldig1 belirtilmekle

fazla canli  muhafaza
beraber bu oramin kabul edilebilir sinirlarda

oldugu bildirilmektedir (5).

Boga spermasi Laiciphose W 488 ve
AndroMed
sulandirilarak  buzdolabinda

sperma sulandiricilart  ile

saklandiginda,
spermatozoonlar uzun siire canli kalabilmek-
tedirler. Fakat her iki sulandiriciyla sulandi-
rilip, +4°C saklanan spermalar 3 giin boyunca
sun’i tohumlamada kullanilabilirler.

Sonug olarak, buzdolabinda saklanan
boga spermalar1 spermanin alindigi giin dahil
olmak {iizere ii¢ giinden fazla kullanilma-
malidir. Ciinkii motilite % 50’ nin altina
diiseceginden dol verimini olumsuz yonde
etkileyecektir. Ayrica bu calismada karsilas-

tirtlan iki sulandirici arasinda motilitenin

korunmasi agisindan onemli bir farklilik tespit
edilememistir.
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