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GIRTS

Ulkemizde uzun siredir sirdiirilen at sun'i tohumiamasmda karsilagilan sorunlarin
basinda aygir spermasinin sulandiriimasi ve uzun sire saklanamamasi gelmektedir. Bu
calismamizda amacimiz; aygir spermasini, sulandirmada kullanilan yeni sulandiricilardan
yararlanmak suretile sivi azotta derin dondurma olanaklarindan faydalanarak uzun sire
saklayabilmektir.

Halen uUlkemizde yuksek performans gosteren damizlik aygirlardan istifade olanak-
lar cok sinirhidir. Bilindigi gibi Ulkemizde damizlik aygirlardan ancak sifat mevsiminde
yararlaniimaktadir. Bu slre ise 3 - 4 ayl gegmemektedir. Bu arastirmamizda basariya ula-
sildigr taktirde damizhk aygirlarin spermalarini uzun siire saklamak olanagi dogacaktir.

Bu calismamizda damizlik degeri yiksek aygirlarin uzun sire spermalarini sakla-
mak suretiyle, damizlikta kullaniimamalari, diger bir anlamda damizliktan c¢ikmalari ve
olmeleri halinde saklanan spermalari ile damizlikta kullanilma olanaklari devam edecek,
ayrica donmus sperma ile pedigri calismalar daha verimli 6lgulere ulasacaktir. Bilindigi
mgibi halen damizlik aygirlarin sifat sezonu boyunca ¢ogu kez asiri derecede sifatta kulla-
nildiklari gorilmektedir. Bu durum sperma kalitesine olumsuz etki yapmakta buna bagli
olarak dolverimi dusukligine neden olmaktadir. Bu calismamizla aygirda yil boyu belirli
araliklarla spermanin alinmasi saglanacaktir.

(*) Dr., Uzman Vet. Hekim - LaJahan Zootekni Arastirma Enstitusi
(**) Uzman Vet. Hekim - Bornova Sun'i Tohumlama Laboratuvari



literatur BILGISI

Aygir spermasinin dondurulmasi hususunda cesitli Ulkelerde ¢ok sayida arastirma
yapilmistir.

Nishikawa ve Shinomiya (7), yaptiklari arastirmada 13 aygir kullanildi. Sun'i vajen-~
le alman spermalar filitre edildikten sonra 3: 7 oraninda glicose - Laktose - Raffinose -
Citrate - Phosphate - Tartarate - Yumurta sarisi sulandiricisi ile sulandinidi. 10 dakika
600 - 800 devirde santrifljj edildi. Tabana ¢oken spermatozoitler tekrar 1:1 oraninda ayni
sulandirici ile sulandinidi. 1 saatte 15°C sogutuldu. % 8 -10 oraninda gliserollu sulandir-
¢l da 1:1 oraninda 3 - 4 safhada katildi. 1 - 2 saat ekilibre edildikten sonra 1 cn ik pa
yetlere cekildi ve - 80°C de likit nitrojen buharinda donduruldu. Dondurulmadan hemen
sonra canli spermatozoit orani % 80 idi. 3-4 payet ¢ozUlup 25 mi. sulandirilarak yapilan
tohumlamalarda gebelik orani ortalama % 54. 5 olarak saptandi.

Bader (2), Aygir spermasinin derin dondurulmasinda 32 aygir kullandi. Aygirlar-
dan 65 ejekulat aldi. 1:3 oraninda Laktoz - Yumurta sarisi - Gliserol sulandiricisi ile su-
landirdi. Kuru buz Uzerinde pelet seklinde donduruldu. Peletler s azotta muhafaza
edildi. Dondurulan spermanin ¢tzilmesinde motil spermatozoit orani ortalama % 50
(15 - 70) idi. Peletler 40°C de 15-25 cm steril sitle ¢ozulerek karistirildi. Bir tohumla-
ma dozu en az 100 milyon spermatozoit ihtiva ediyordu. Bu sekilde yapilan 27 kisrak
tohumlamasinda 13 gebelik saglandi. Bunlardan 10 tanesi ilk tohumlamada digerleri
2 ¢, 3 cive 5 ci tohumlamalarda gebe kaldilar.

Aliev (1), Aygir spermasini Laktoz - EDTA —Yumurta Sarsi - Sitrat sulandiricisi
ile sulandirdi.

Lactose 11.5¢gr.
EDTA 100.0 mgr.
Na Bicarbonat 0.2 mi.
Na Citrate 0. 25 mi.
. Glycerol 2. 5mi.
Damitik su 100.0 mi.

Ekilibrasyondan sonra 10 - 12 ml. lik dozlarda yumusak plastik tiiplere konularak
derin donduruldu. Sun’i tohumlamadan 6nce 1 dakikada 43 °C de ¢dzuldu. Tipler kauguk,
katetere takilarak servixin icine verilmek suretiyle tohumlamasi yapildi. C6zim sonu mo-
tilite ortalamasi % 30 ve spermlerin hayatta kalma siiresi 148 saat idi. 75 glin muhafazadan
sonra tohumlanan 30 kisrakta gebelik orani % 83 olarak saptandi.

Platov ve Fomina (10), VNIIK —3 adli yeni bir sulandiricisi ile aygir spermasini su -
jandirdilar.
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VNIIK - 3 sulandiricisi:

Lactose 7 gr.
Tris m 220 Mgr.
EDTA 873 mar.
Tartarik asit (% 6. 5 lik) 0.4 mi.
NaHco 3 (% 2. 05 lik) 0.3 mi.
Potasyum fosfat 2.7 mi.
Yumurta saris| 5 mi.
Gliserol 3.5 mi.
Damitik su 100 mi.

Bu sulandirici ile aygir spermasinin dondurulmasinda spermatozoit motilitesi %
15.9-34.1 idi.

Platov ve Fomina (11), Sovyet Rusya'da at yetistirmede aygir spermasinin dondu-
rulmasi Uzerine yaptiklar arastirmada % 50 motil spermatozoit ihtiva eden spermayi 0. 2
mi. lik pelletler halinde dondurdular.

Bir tohumlama dozunda 300 - 400 x 10~ motil spermatozoit bulunacak sekilde
yaptiklari 622 kisrak tohumlamasinda % 55 oraninda gebelik elde ettiler.

Krause ve Grove (6), Aygir ve esek spermalarini Glikoz - Yumurta sarisi - Gliserol,
Laktoz - Yumurta sansi - gliserol, Raffinoz - Yumurta sansi - Gliserol sulandiricilari ile
sulandirdi. Pellet seklinde donduruldu. Ejekulatlardaki ortalama spermatozoit motilitesi
donmadan énce % 70 - 80, dondurulduktan sonra 40°C de steril sutte ¢oziilen spermada
ise % 50 - 70 idi. 40°C de 20 - 40 mi. steril siitte gozilen pelletlerde tohumlanan iki
disi esekten bir gebelik, 4 kisraktan 2 gebelik, saptandi.

Petelikova et al. (9), yaptiklari arastirmada 338 aygir ejekulati sun'i vajenle alindi ve
stizildt. Ejekulatlarin ortalama miktari 70. 4, sperma konsantrasyonu 163. 9x10” /mm»
ve spermatozoit motilitesi % 64, 7 olarak saptandi.

Ejekulatlar Naumenkov - Romankova sulandiricisi ile sulandiriidi ve 251 dondurma
yapildi. C6zUm sonu sperma motilitesi ortalama % 31. 6 idi. Bunlarla-yapilan 27 kisrak
tohumlamasinda % 66. 6 gebelik elde edildi.

Bielanski ve Kosiniak (3) yaptiklari arastirmada 4 aygirdan Mart - Aralik 1969 tarih-
leri arasinda alinan ve dondurularak likit nitrojende muhafaza edilen 279 ejekulatin don-
durulduktan hemen sonraki ¢ozulmesi ile 2 - 7. 5 ay muhafaza edildikten sonra ¢ozilen
spermalar arasinda belirli bir fark gorulmedi.
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Mart - Temmuz arasmda alman spermalarin motilitesi disik, Agustos - Aralik ara-
sinda alinan spermalardaki motilite ise tedrici olarak ytkselmistir.

Knoop (5), yaptigi arastirmada sun'i tohumlamada kullanilan aygir spermasinin
dondurulmasinda PH 6. 9 - 7. 2, spermatozoit orani 40 x, IO”ila 80 x 10" idi. —80 C
de dondurulan spermalar ¢dzduikten sonra motilitesi % 50 - 70 oldu. Bu sekilde donduru-
lan spermalarla tohumlanan 2000 kisrakta % 70 gebelik saptandi.

Leopold ve Zironi (4), 13 kosu atindan alinan sperma tilbentten stiztildikten sonra
Lactose - Glycerol - Yumurta sansi sulandincisi ile sulandirdilar, Pellet seklinde dondur-
dular. Spermatozoit motilitesini dondurulmadan ewvel ortalama % 49. 07, dondurulduk-
tan hemen sonra % 24. 82 olarak buldular.

Rombe (12), yaptigi arastirmada aygir spermasini dondurarak sakladi. Bir aydan
fazla saklamalarda motilitenin dustiguna gordd.

MATERYAL VE METOD

Arastirmanin materyalini Cifteler Harasi yetistirmesi olan 4 bas damizlik aygir
olusturdu. Aygirlardan alinan spermalar 3 esit parcaya bolunerek:

A - Glikoz - Laktoz - Yumurta sarisi

B - Laktoz - EDTA - Yumurta sarisi - Sitrat

C - Laktoz - EDTA - Tartarik asit - Potasyum fosfat - Yumurta sarisi sulandiricilar
ile sulandiridi.

A - Glikoz - Laktoz - Yumurta sansi sulandiricisi (8):

Glikoz . 5.0 gr.
Laktoz 0.3 or.
Sodyum sitrat 0.3 gr.
Sodyum fosfat 0. 05 gr.
Potasyum - sodyum tartarat 0. 05 or.
Yumurta sarisi 5.0i.U./ml.
Gliserol %5

Damitik su 100 mi.
Penicillin 500 i, U./ mi.
Streptomycin 500 mg/ml.

B —Laktoz - EDTA - Sitrat - Yumurta sarisi sulandiricisi (1):

Laktoz 11.5gr.
EDTA 0.1 gr.
Sodyum bi karbonat (% 3) 0.2 mi.
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Sodyum sitrat (% 3 ) 0.25 mi.

Yumurta sarsi 2.5 ml
Gliserol % 5

Damitik su 100 mi.
Penicillin cristalisee 500 i. U./ml.
Streptomycine 500 mg/ml.

C —Laktoz - EDTA - Tartarik asit - Potasyum fosfat - Yumurta sarisi
sulandiricisi (10):

Laktoz 7.0 gr

Tris 220 mgr.
EDTA 873 mgr.
Tartarik asit (% 6. 5) 0.4 mi.
Sodyum bi karmonat (% 3) 0. 3 mi.
,Potasyum fosfat (% 2) 2.7 mi.
Yumurta sarisi 5.0 mi.
Gliserol 5

Damitik su 100 mi.
Penicillin cristalisee 500 i. U. /mi.
Streptomycin 500 i. U./ml.

Sulandiricilar iki bolim halinde hazirlandi. Birinci bolim gliserolsuz, ikinci bolim
gliserollu idi.

Spermalar aygirlardan sun'i vajenle alindi, 6nce makroskopik olarak miktar, renk,
yogunluk ve spermatozoitlerin toplu hareketleri incelendi. Daha sonra mikroskopik mua-
yeneye gegildi. Bir damla sperma bir lam izerine konularak mikroskopun kicik objektifi
(10 X 10 buytitme) ile spermatozoitlerin toplu hareketleri incelendi. Daha sonrada kiigik
bir damla sperma lam tzerinde bir damla sulandirici ile karistirilarak mikroskopun biytk
objektifi (10 x 40 biyitme) ile bir yonde hizh hareketli spermatozoit orani (motilite)
saptand..

Spermatozoit yogunlugu Hemositometre ile sayim yapilarak tayin edildi.

Bu sekilde gerekli muayenesi yapilan sperma 3 esit parcaya bolundi. Her bolim
once birinci bélum olan, gliserolsuz sulanidirci ile 1 : 1 oraninda sulandirildi. Daha sonra
1000 devirlik santrifijde 15 dakika santrifilj edildi. islem sonunda plazma kismi dibe
coken spermadan ayrildi. Coken sperma 1 : 1 oraninda tekrar ayni sulandirici ile sulan-
dirilldi. 45 dakikata + 4 °C ye dusurildl. +4 °C ye disurilen bu sulandiriimis spermaya
45 dakikada 5 er dakikalik araliklarla gliserollii sulandirici, gliserolsuz olarak sulandirilan
sperma oraninda katildi. Bdylece sulandirma islemi tamamlanmis oldu. Daha sonra 0. 5
cm” lik payetlere dolduruldu ve payetlerin acik kalan uglari polivinil alkol tozu ile ka-
patildi. Ekilibrasyon icin + 4 °C deki su banyosunda 2. 5 saat bekletildi.
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Ekilibrasyonu tamamlanmis spermanin dondurulmasi 2 asamada yapildi. Birinci
asamada — 100°C de azot buharinda 7 dakika tutularak donduruldu. ikinci asamada
dondurulan bu spermalar sivi azot icerisine daldirildi ve orada muhafaza edildi.

Donma igslemi tamamlanmis spermalar 4™C de c¢o6zllerek mikroskopta motilite
tayini yapildi. Daha sonra bu spermalarda 8 ay sureyle ayda bir ayni sekilde ¢ozulerek
motilite durumlari saptandi.

BULGULAR

Kullandigimiz 4 aygirin iki ayri tarihte alinan spermalari 3 degisik sulandirici ile
sulandirildi. Ancak, sulandiricilardan Glikoz - Laktoz - Yumurta sarsi sulandiricisinda
ilk sulandirmadan ve gliserilizasyondan sonra (ikinci sulandirmada) tek yonla hizli hare-
ketli spermatozoitler (Motilite) izlendigi halde Laktoz - EDTA - Yumurta sarisi - Sitrat
sulandiricisi ile Laktoz - EDTA - Tartarik asit - Potasyum fosfat - Yumurta sarisi sulandiri-
cillardinda gliserilizasyondan sonra spermatozoitlerde % 10 -15 motilite saptandi. Yapilan
tekrarlamalardada hep ayni sonug¢ alindigindan anilan sulandiricilarla dundurulmadi ve
degerlendirmeye alinmadi.

Aygirlardan aldigimiz ejekulatlarda saptadigimiz sperma miktari, spermatozoit
konsantrasyonu, Glikoz - Laktoz - Yumurta sarisi sulandirjcisi ile giiserolsuz olarak su-
landirdigimiz ilk sulandirmada ki spermatozoit motilitesi ve 8 ay likit nitrojende muhafa-
za edip her ay motilite kontrollerini yaptigimiz spermanin 8 ayin sonundaki spermatozoit
motilitesi Tablo 1'de g&sterilmistir.

Tablodanda izlenebilecegi gibi 4 aygirdan degisik iki tarihte 8 ejekulattaki ortalama
sperma miktari 44 cm”. dir. Sperma miktari bu ejekulatlarda enaz 25 cm”. ile en ¢ok
75 cm”, arasinda degismektedir. Spermatozoit konsantrasyonu ortalama 114 x 10 ~cm”.
olup bu en az 90 x 10 ~cm~. ile en ¢cok 150 x 10 ~/cm arasinda bulunmustur. Sperma-
tozoit motilitesi ortalama olarak ilk sulandirmada % 60, dondurulmadan hemen 6nce %
47 ve dondurulduktan hemen sonra % 40 olarak saptanmistir. Dondurulan spermalarin
8 aylhk bekletilme siresinde her ay motilite yoninden muayeneleri yapilmis ve bir degis-
me musahade edilmemis, spermatozoit motilitesi hep ayni kalmistir.

SONUC VE TARIISMA

Kullandigimiz 4 aygirdan degisik iki tarihte alinan spermalardan elde edilen orta-
lama sperma miktari 44 cm”. olmustur. Oysa yaptiklari arastirmada aygir spermasi mik-
tarini Petelikova et al. (9) 70. 4 cm”. bulmustur. Bizim buldugumuz sonug arastiricila-
rin sonucundan daha dusuktir. Bu fark kullanilan aygirlarin degisik irklardan olmasi,
kullanma sire ve sikligi nedenlerinden ileri gelebilecedi gibi aygirlarin bulundugu cevre
kosullarindan ve bakim farkliliklarindan da dogmus olabilir.
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Dort aygirin spermalarindaki spermatozoit konsantrasyonunu ortalama 114 x 107/
cm”. bulduk. Oysa Petelikova et al. (9) spermatozoit konsantrasyonunu 338 aygirda
163. 9x10 , Knoop (5) ise 40 x 10~/cm~. ile 80 x 10~/cm” . arasinda bulmuslar-
dir.

Bizim bulgularimiz Petelikova et a). (9) in bulgularindan dusuk Koop (5) un bulgu-
larindan ise yuksektir. Bu farkl sonuclar, aygirlar irklari arasindaki genetik farkliliklardan
ileri gelebilecegi gibi spermatozoitlerin konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan tek-
niklerin degisik olmasindan, aygirlarin dedisik bakim kosullari altinda bulunmasindan
olabilir.

Arastirmada kullandigimiz 4 aygirin spermalarinda dondurmadan o©nce ilk sulan-
dirmada bir yonde, hizli hareketli spermatozoit oranini ortalama % 60 olarak saptadik.
Oysa Krause ve Grove (6) % 70 - 80, Petelikova et al. (9) % 64. 7 olarak bulmusglardir.
Bizim bulgularimiz bu sonuc¢lardan daha dusuktur. Bunun nedeni sulandiricilardan, sulan-
dirma oranlarinin degisik olmasindan ve farkli tekniklerden ileri gelebilir.

Spermayi 5°C de gliserollu sulandirici bélumi ile sulandirdiktan ve 2. 5 saat ekilibre
ettikten sonra (Dondurmadan hemen dnce) spermatozoit motilitesini ortalama % 47 ola-
rak saptadik. Oysa dondurmadan hemfen Once spermatozoit motilitesini Leopold ve Zi-
roni (4) 13 kosu atindan aldiklari spermalarda % 49. 07, Platov ve Fomina (11) Sovyet
Rusya'da at yetistirmede aygir spermasi Uzerinde yaptiklari calismada % 50 olarak sap-
tamislardir. Bu bulgular bizim bulgularimiza benzerlik gdstermektedir.

Dondurdugumuz aygir spermasini dondurmadan hemen sonra ¢ozerek yaptigimiz
muayenede spermatozoit motilitesini ortalama % 40 olarak saptadik. Oysa Nishikawa
ve Shinomiya (7) % 80, Krause ve Grove (6) % 50 - 70, Knoop (5) % 50 - 70, Bader
(2) % 50, Aliev (1) % 30, Platov ve Fomina (10) % 15. 9 - 34. 1, Petelikova et al. (9)
% 31. 6, Leopald ve Zironi (4) % 24 - 82 olarak bulmusglardir. Bizim bulgularimiz Nishi-
kawa ve Shinomiya (7) nin, Krause Ve Grave (6) m, Knoop (5) un ve Bader (2) in bul-
gularindan dusuk; Aliev (1) in, Platov ve Fomina (10) nin, Petelikova et al. (9) m, Leopald
ve Zironi (4) nin bulgularindan yuksektir. Bunun nedeni sulandiricilarin niteliginden su-
landiriciya katilan gliserol oraninin farkl olusundan, sulandirma ve dondurma teknikle-
rinin farkli olusundan meydana gelmis olabilir.

Dondurulan spermalari likit nitrojen icerisinde 8 ay muddetle muhafaza edip her ay
yapilan muayene sonunda ve 8 ayin sonunda spermatozoitlerin motilitesinde bir farklili-
gin mevcudiyeti goérilmemistir.

Aygir spermasi Uzerinde c¢alisan arastiricilardan Bielanski ve Kosiniak (3) likit nit-
rojende 2 - 7. 5 ay muhafaza ettikleri spermalarda bekletilme sonu belirli bir fark gérme-
diler. Ancak Rombe (12) bir aydan fazla saklanan aygir spermasinin motilitesinin. disti-
gund saptamistir. Bununda nedeni farkli irktan aygirlarin kullaniimis olmasi dondurma
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isleminde ve muhafazasinda degisik tekniklerin kullanilmasindan ileri gelebilir.

Yaptigimiz arastirmada glikoz - laktoz - yumurta sarisi sulandiricisi ile aygir sperma-
sinin dondurulmasinin kimi literattr verilerine uygunlugu nedeniyle memleketimiz sart-
larinda kullanilabilecegi gorilmektedir. Ancak kesin kanaate varabilmek i¢in arastirmanin
ikinci asamasi olan kisrak tohumlamasina bir an evvel gecerek doélverimi ydninden de
arastirmanin yapilmasi umulan verilerin elde edilmesinde kesinlik kazanmasi bakimindan
daha da faydali olacaktir.

OZET
t

Aygir spermasinin sivi azotta dondurulmasi Uzerine yaptigimiz arastirmada Cifteler
Harasi yetistirmesi olan 4 aygir kullanildi. Bunlardan degisik tarihlerde alinan spermalar-
da ortalama sperma miktari 44. 4 cm? spermatozoit konsantrasyonu 114 x 10 ~/cm? ola-
rak bulundu. Bu spermalar,

A —Glikoz - Laktoz - Yumurta sarisl,

B — Laktoz - EDTA - Sitrat - Yumurta saris

C —Laktoz - EDTA - Tartarik asit - Potasyum fosfat - Yumurta sarisi sulandiricilar
ile sulandirildi. ilk sulandirmada ortalama % 60 spermatozoit motilitesi bulundu. Bu su-
landiricilardan yanliz Glikoz - Laktoz - Yumurta sarisi sulandiricisi ile yapilan gliserilizas-
yon, ekilibrasyon ve dondurma sonucu kimi literatiir verilerine uygun sonug alindi. Alinan
bu sonucgta spermatozoit motilitesi dondurulmadan hemen 6nce % 47, dondurulduktan
hemen sonra % 40 olarak saptandi. 8 ay muddetle her ay yapilan motilite muayenelerinde
bu oran degismedi.

SUMMARY.

«in this study, four stallions were vvhich breeding in the Cifteler Zootechnical Rese-
arch Institute were used. The average voluma of the semen taking from these stallions on
the different dates v/as 44. 4 cm”. The concentration of the spermatozoit was found
114x10~/cm”

This semens Were diluted as below'

A —Glycos - Lactos - Egg york

B —Lactos - EDTA - Citrat - Egg york

C —Lactos - EDTA - Tartaric acid - Potassium phosphate - Egg york.

In the first dilution, the motilite of the spermatozoit was found sixty percent {%
60). The results taking from glycerelization, eguilibration and freezrng by using glycose -
lactose - egg york were similiar the literatures and the motilite of the spermatozoit were
obtumed fourty seven percent (% 47) before freezing and fourty percend (% 40) after

freezing.

This, percent wasnit changed during eight months period.
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