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GIRTS

Sigir islah cahsmalarinda gin gectikce 6nem kazanan sun'i tohumlamada boga
spermasini sulandirmak ve sulandirilan bu spermayr muhafaza etmek bakimindan ¢ok
sayida bilimsel arastirmalar yapilmaktadir. Yapilan bu arastirmalardan amag en iyi metod
ve teknigi bulmaktir. Bir sperma sulandiricisinin amaca uygun olabilmesi i¢in; spermato-
zoitler Uzerine zararli etki yapmamasi, spermatozoitlere daha fazla yasama gucl vermesi,
saklanmasinin ve hazirlanmasinin kolay olmasi, maliyetinin ucuz olmasi gibi 6zellikleri ya-
ninda en mihimi de temin edilmesinde giclik ¢cekilmemesidir.

Ulkemiz sigirlarinda dondurulmus sperma ile sun'i tohumlama calismalari 1973 yi-
lindan beri surdirtlmektedir. Boga spermasi dondurulmasinda Fransizlarin payet teknigi
uygulanmakta ve sperma sulandiricisi olarakta Laiciphos 271 kullanilmaktadir. Bu calis-
mada yurt disindan ithal edilen Laiciphos 271 yerine degdisik sperma sulandiricilarinin
kullanilip kullanilamiyacaginin tesbiti ile Turkiye sartlarinda yapilabilecek yeni bir sulan-
diricinin gelistirilebilme olaniginin arastirilmasi amag alinmistir.

™) Dr., Lalahan Zootekni Arastirma Enstitist Uzmani.



LITERATUR BILGISI

Gesitli ulkelerde sperma sulandiricilari konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Bugrov (3), Rus Simental ve Lebedin bogalarindan aldigi spermay sitrat - glikoz - yumur-
ta sarisi sulandiricisi ile sulandirdi. Gliserilizasyon ve 2. 5 -13 saatlik ekilibrasyondan son-
ra — 15, —51, — 196 C de dondurdu. Bu spermalarla yaptigi toplam 8. 821 tohumlama-
dan % 67. 6 gebelik elde etti.

Baicoianu et al. (2), 3 Isvigre esmeri boganin spermasini sodyum sitrat - yumurta
sarisi - gliserol sulandiricisi ile sulandirip — 196 °C de 90 giin muhafaza ettiler. 90 gin sivi
azotta sakladiklari spermalarla tohumladiklari ineklerde % 61. 1, 300 gin sivi azotta sak-
ladiklari spermalarla tohumladiklari ineklerde de % 65. 6 gebelik elde ettiler. Maktig et al.
(11), sodyum sitrat - yumurta sarisi - gliserol sulandiricisi ile sulandirip payetlerde dondur-
duklari spermalarla tohumladiklari ineklerde % 63. 7 gebelik saptadiklar. Jondet et al. (8),
Normandiya bogalarinin spermalarini sodyum sitrat - yumurta sarisi sulandiricisi ile sulan-
dirdilar, spermanin isisint 30~ C den 5° Cye 30, 60, 120 dakikada dusurduler, payetlerde
dondurulan spermada motil spermatozoit orani donmadan 6nce sirasi ile % 68, 68, 70,
donmadan sonra % 67, 67, 69 olarak saptandi. Bu spermalarla tohumlanan 227, 241, 226
inekte 60 - 90 gunde dénmiyenlere gore gebelik orani sirasi ile % 77. 62, 74. 68, 75. 35
olmustur. Molinar (13), sodyum sitrat - yumurta sarisi -% 7 gliserol ile sulandirdigi sper-
malari dondurdu. Bu spermalarla tohumlanan 2. 467 inekte % 66. 92 gebelik elde etti.
Otel et al. (14), Romanya‘'da spermanin dondurulmasinda yaptiklari ¢alismada sitrat -
yumurta sarisi sulandiricisi ile yapilan uygulamada ortalama motil spermatozoit-orani %
69. 6 idi. Sivi azotta dondurulan bu spermalarla tohumlanan 19. 520 inekte % 69. O gebe-
lik saptadilar.

Kupferschmied (10), sitrat solusyonu ile sulandirilan ve payetlerde dondurulan 13
boga spermasi ile yapilan 4. 009 ilk tohumlamada % 71. 5, tris ile sulandirip payetlerde
dondurulan sperma ile yapilan 4. 010 ilk tohumlamada 60 - 90 gunde donmiyenlerin orani
olarak % 70. 5 gebelik elde etmistir. Andersen ve Rosbeck (1), 10 boganin spermasini tris
sulandiricisi ile sulahdirip payetlerde dondurduklari bu spermalarla yapilan 3. 592 tohum-
lamada % 64, 2 gebelik elde ettiler.

Gavrikov (6), Simental bogalarinin spermasini laktoz - yumurta sarisi - gliserol su-
landiricisi ile sulandirip — 196 °C de sivi azot buharinda dondurdu ve 15 - 30 gin sivi azot
icerisinde muhafaza etti. Bir tohumlama dozunda 10-30-50 milyon motil spermatozoit
bulunan sperma ile % 67. 6, 65. O, 68. 1 gebelik orani saptadi.

Deleu ve Nauk (5), boga spermasinin Laiciphos 271 sulandiricisi ile sulandirip pa-
yetlerde dondurdular. Bu spermalarla yaptiklari 207 tohumlamada % 58. 4 gebelik orani

buldular.

6zkoca (15), sodyum sitrat - yumurta sarisi sulandiricisi ile sulandirdigi spermalari
—79 C de dondurdu. Bu spermalarla tohumladigi 20 inekte % 60 gebelik elde etti.
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6zkoca (16), Laiciphos 271 sulandiricisi kullanarak BF - 4 - 2 sistemiyle don-
durdugu spermalarn iki ayri bolgeye gonderdi. Birinci bdlgede 282 inek tohumlandi ve
214 gebelik elde edilerek gebelik orani % 76 oldu. ikinci bolgeye gdnderilen spermalarla
130 inek tohumlandi ve 92 sinde gebelik elde edilerek % 71 oraninda gebelik saglandi.

Kozandagi (9), Lalahan Zootekni Arastirma Enstitisiniin 8 bas degisik tip esmer
irk ve Holstayn bogalarindan aldigi spermalari Laiciphos 271 sulandiricisi ile sulandirip
0. 5 cm” luk payetlerde sivi azot buharinda dondurdu. Bu spermalarla c¢esitli illerde ya-
pilan 3. 732 bas inekte birinci tohumlamadan % 56, birden ¢ok yapilan tohumlamalardan
ise % 69. 83 dogum orani saptadi.

MATERYAL VE METOD

Arastirmanin hayvan materyalini bir adet Esmer boga ile Lalahan Zootekni Arastir-
ma Enstitlsi ve cevresi kdylerde yetistirilen 113 bas inek olusturmustur.

Bogalardan alinan spermalar Laiciphos 271, sodyum sitrat, tris ve laktoz sulandirici-
lart ile sulandirildi.

Laiciphos 271 sulandiricisi (4)

Laiciphos 271 50 gr.
Yumurta sarisi 70 cm?
Damitik su 500
Glycerol 36 L

Sodyum sitrat sulandiricisi  (12)

Sodyum sitrat (Na® ~6*/N5 A7 *ny A1 2.9 gr
Yumurta sarisi 20.0 cm~™
Damitik su 100.0 n
Glycerol % 7
Glikoz 0.8 ar.

Tris sulandiricisi  (7)

Tris 2.422 gr.
Acide citrique 3.342
Fructose 1.000 "
Penicillin cristalisee 100.000 I. U.
Streptomycine 0. 100 cm~
Yumurta sarisi 20.0
Glycerol ’ 6.4 "
Bidistilesu Q. S. 100.0
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Laktoz sulandiricisi  (17)

Laktoz solusyonu (% n lik) 73.0 cm?
Yumurta sarisi 20.0 "
Glycerol 7.0

Sulandiricilar iki bélim halinde hazirlandi. Birinci bélum glycerolsuz, ikinci bdlim
glycerollu idi. Sulandiricilar genellikle kullanilmadan 15-20 saat dnce hazirlandi ve
kullanilincaya kadar + 5°C de buzdolabinda saklandi. Sperma bogadan sun'i vajenle
alindi. Once makroskopik olarak miktar, renk, yogunluk ve spermatozoitlerin toplu hare-
ketleri incelendi. Daha sonra mikroskopik muayeneye gegildi. Bir damla sperma bir lam
Uzerine konularak mikroskopun kuguk objektifi (10 x 10 buylutme) ile spermatozoitlerin
toplu hareketleri incelendi. Daha sonra kiguk bir damla sperma lam uzerinde bir damla
sulandirici ile karistirilarak mikroskopun biyuk objektifi (10 x 40 buyutme) ile bir yonde,
hizli hareketli spermatozoit orani (motilite) saptandi.

Spermatozoit yogunlugu, yani 1 cm” spermada bulunan spermatozoit sayisi Foto -
Elektro - Kolorimetre ile tayin edildi. Daha 6nce hazirlanan ve 5° C de muhafaza edilen
sulandiricilarin birinci bolumu 37 °C deki benmariye kondu. Spermanin sulandirilmasi bir
tohumlama dozunda 25 x 10 ™ motil spermatozoit bulunacak bicimde yapildi. Alinan eje-
kulat 4 esit pargaya bolundu. Her bélim tohumlamada kullanilan 0. 5 cm” lUk payetler
oldugundan 1 cm? de 50 x 10 ~ motil spermatozoit olacak sekilde sulandirildi. ilk su-
landirmasi yapilan sperma iginde 25 °C su bulunan kaplarla buzdolabina kondu. 45 daki-
kada glycerollu sulandiricinin 1si derecesine dismesi saglandi. 5 °C deki sogutucu kabinde
gliserollii sulandirici bolumu ilk sulandirilmasi yapilan spermaya 5 er dakika araliklarla ve
45 dakika icinde katildi (Glycerolization). Gliserolleme islemi tamamlanmis olan sperma
motilite kontroliinden sonra emici vakum pomposa ile tekrar payetlere dolduruldu. Ancak
degisik sulandiricilarla sulandirilan spermanin konuldugu payetlerin agzi degisik renkteki
polivinilalkol tozu ile kapatildi. Boylece spermanin hangi mahldl ile sulandirildigr kolayca
ayirt edilir duruma getirildi. Polivinilalkol tozu ile kapatilan payetlerin agizlari kurutma
kagidi ile temizlenip 50 deki suya konuldu. Burada payetler 2.5 saat tutuldu (Equilib-
ration). Bu sure sonunda payetler sudan cikartilarak dondurma raflarina dizildi. Dondur-
ma islemi LR. 320 sivi azot kazaninda yapildi. Kazanin sivi azot seviyesi dondurma raf-
larindan 0. 5 cm”™asagida olacak bicimde ayarlandi. Bu suretle sivi azot seviyesinden 4
cm. yukarida - 120** C saglandi.

Dondurma raflarina dizilen payetler kazanin izgarasi Uzerine yerlestirilip, 7 dakika
donmaya terkedildi. Bu sire sonunda payetler alinarak i¢gi sivi azot dolu gobletlere konu-
lup, sivi azot igerisine daldirildi. Bu sekilde spermalar kullanilincaya kadar — 196°C de
saklandi. Alanda yapilacak tohumlamalar i¢in sperma LR. 7 adi verilen teknisyen termos-
lar kullanildr.
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Donmus spermanin tohumlamada kullanilmasi i¢cin daha 6nce 34 C ye getirilmis
ve bir termos icerisinde muhafaza edilen suya, bir payet 6zel payet tutma pensi ile ali-
narak birakildi. 15 saniye bekletildikten sonra sudan ¢ikartildi. Bir bezle tzeri kurulandi.
Kurulanmis payetlerin pamuklu ucu 6zel tohumlama aletine (Pistole) yerlestirildi. Polivi-
nilalkol tozu ile kapatilmis ucu bir makasla kesildikten sonra Uzerine plastik bir kilif ge-
cirilerek (Pistole kilifi) pistole tohumlamaya hazir duruma getirildi. Tohumlamalar Rekto-
vaginal metodla yapildi. Tohumlanan ineklerde tohumlama zamaninin kizginhgin ortasin-
da (Kizginhik baslangicmdarfS - 18 saat arasinda) olmasina 6zen gesterildi. Tek tohumla-
ma uygulandi. Tohumlamadan 3 ay sonra rektal yolla gebelik teshisi yapilarak degisik
sulandiricilardan elde edilen dékerimi saptandi.

BULGULAR VE TARTISMA

Esmer irk bir bogadan alinan 8 cm. luk ejekulat 2 ser cm”™ lik 4 bélume ayrilarak
her tohumlama dozunda 25 milyon motil spermatozoit bulunacak sekilde sira ile Laicip-
hos 271, sodyum sitrat, tris ve laktoz sulandiricilari ile sulandiriimis ve dondurulmustur.
Dondurulmadan ©6nce ve sonra spermatolojik muayeneler yapilmis ve dondurulmus
spermalarla kurum ve halk hayvanlarinda sun'i tohumlama tatbikati uygulanmistir. Alinan
ejekulattaki spermatolojik 6zellikler Tablo 1'de verilmistir.

Tablo: 1 —Kaullanilan sulandiricilara gore spermatolojik 6zellikler.

EJEKULAT

SULANDIRICI Miktari Konsant. Motilite %
(cm.3) (Milyon/cm.~ )  Dondurulmadan Dondurulduktan
Once Sonra
Laiciphos 271 2 1. 902 85 75
Sodyum sitrat 2 1.902 85 60
Tris 2 1.902 85 50
Laktoz 2 1.902 85 65

Alinan ejekulatin konsantrasyonu 1. 902 x 10 ~/cm.”™ bulunmustur. Ejekulattaki
spermatozoit yogunlugu dondurulmadan once ilk sulandirmada % 85 dondurulduktan
sonra ise, kullanilan sulandiricilardan, Laiciphos 271 de % 75, sodyum sitratta % 60, tris
de % 50 ve laktozda % 65 olmustur. Bu spermalarla yapilan tohumlamalardan elde edilen
dolverimi sonuclari Tablo 2'de gdsterilmistir.
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Tablo: 2 —Degisik sulandiricilarla dondurulan boga spermasi ile yapilan
tohumlamalardan elde edilen doélverimi sonugclari.

Tohumlanan Gebe Kisir
SULANDIRICI Gebelik %
Laiciphos271 32 23 9 71.9
Sodyum sitrat 25 17 8 68.0
Tris 30 16 14 53.3
Laktoz 26 16 10 61. 5
TOPLAM 113 72 41 62.8

En yuksek gebelik orani Laiciphos 271 ile dondurulan spermalarla elde edilmistir.
Bu spermalarla 32 inek tohumlanmis bunlardan 23 inde gebelik teshis edilmis ve % 71. 9
gebelik orani saptanmistir. En diustk gebelik orani Tris ile sulandirilip dondurulan sperma-
larla elde edilmistT. Bu spermalarla 30 inek tohumlandi. Saglanan gebelik orani % 53. 3
dur. Toplam olarakta 113 inek tohumlandi. 72 inekte gebelik, 41 inde kisirlik teshis edil-
di. Gebelik orani % 62. 8 olarak saptandi.

Laiciphos 271 sulundaricisi kullanarak saptanan % 71. 9 gebelik orani, Ozkoca'nin
BF - 4 — 2 sistemiyle dondurup iki ayri bdlgede uygulanan spermalardan elde edilen ge-
belik sonuclari bdlgelerden birinde % 71. 00 dir. Bu sonu¢ bizimkine benzerlik gdster-
mekte ancak arastiricinin diger boélgede elde ettigi % 76 lik sonugtan daha dustuk goril-
mektedir. Deleu ve Nauk (5) m 207 inek tohumlayarak elde ettikleri % 58. 40 gebelik
orani ile Kozandagi (9) m 3. 732 inekte birinci tohumlama sonucu saglanan % 56. 00
dogum oranindan daha yuksektir. Bu sonuglardan gebelik oranindaki farkliligin kullani-
lan tohumlama tekniginin ve tohumlama teknisyenlerinin dikkat ve yeteneklerinin farkl
olusuna, dogum oranindaki farkliligin ise embriyonik dlimlerden olacagina baglanabilir.

Sodyum sitrat sulandiricisi kullanarak elde edilen % 68. O gebelik orani, Bugrov (3)
un % 67. 6, Molinar (13) un % 66. 92, Otel et al. (14) un % 69. O olarak elde ettiklerine
benzerlik gbstermekte, Baiccoianu et al. (2) in - 196 °C de 90 gin ve 300 gin muhafaza
ettikleri spermalarla tohumladiklari ineklerden % 61. 1 - 65. 6, Maktig et al. (11) in %
63. 7, Ozkoca (15) in % 60 olarak saptadiklari gebelik oranindan yiiksek, Jondet et al.
(8) in spermanin isisini 30"'C den 5 “C ye 30 dakikada dustrdukleri spermalardan % 77.62,
ile Kupferschmied (10) in 4. 009 inekte yapilan ilk tohumlamada % 71. 5 olarak elde et-
tikleri gebelik oranindan disuk bulunmustur.

45



Bu farkli sonuglarin nedeni kullanilan erkek ve disi materyalin degisik irklardan
olmasi, degisik genetik yapilarina sahip bulunmalari ve farkli cevre kosullarinda bakim
ve beslemeye tabi tutulmus olmalaridir. Ote yandan gerek dondurmada gerekse tohumla-
madaki tekniklerin degisik olmasi da bu farkli sonuglari dogurmaktadir.

Tris sulandiricisi ile sulandirilarak dondurulan spermalarla yapilan tohumlamalardan
% 53. 3 olarak elde edilen gebelik orani, Kupferschmied (10) un yapilan 4. 010 inekte ilk
tohumlamada % 70. 5, Andersen ve Rosbeck (1) m 3. 592 tohumlamada % 64. 2 olarak
elde edilen gebelik oranlarindan daha dusuktur. Bunada spermanin dondurulmasi sirasinda
sulandirictya katilan gliserol orani, ekilibrasyon siresi, dondurma suresi ve bir tohumlama
dozundaki motil spermatozoit sayisi sonuclarin farkli ¢ikmasina neden olabilir.

Laktoz sulandiricisi ile sulandirilarak dondurulan spermalardan % 61. 5 oraninda
saglanan gebelik orani, Gavrikov (6) un bir tohumlama dozunda 30 milyon motil sperma-
tozoit bulunan spermalarla saptanan % 65. O oranindaki gebelik sonucuna benzerlik gos-
termektedir.

Yapilan arastirmada sodyum sitrat sulandiricisi ile elde edilen dékerimi sonucunun
laboratuvarimizda kullanilan Laiciphos 271 sulandiricisina ve kimi literatlr verilerine uy-
gun olmasi nedeniyle kullanilabilecegi gorulmektedir. Ancak bu konuda kesin kanaata va-
rabilmek icin, iki farkl sulandirici ile daha ¢ok sayida inek tohumlayarak arastirmanin
tekrarlanmasi umulan verilerin elde edilmesinde kesinlik kazanmasi bakimindan daha da
faydali olacaktir.

OZET

Lalahan Zootekni Arastirma Enstitisinde 115 - 73 kulak nolu Kral adli boganm
ayni gin alman spermasl, Laiciphos 271, sodyum sitrat, tris ve laktoz sulandiricilari ile
sulandirildi. Sivi azot buharinda dondurularak kurum ve cevredeki yetistiricilerin inek-

leri tohumlandi. Sulandirici sirasina goére % 71. 9, 68. O, 53. 3 ve 61. 5 oraninda gebelik
saptandi.

SUMMARY

The semen of the 115 - 73 bull was diluted on the same day of collection with Lai-
ciphos 271, sodium citrate and Lactose diluents and was frozen in liquid nitrogen vapour
in Lalahan Zootechnical Research Institute v\ith this semen the cows of the Institute and
environment was inseminated. According to the dilution order 71. 9 %, 68 %, 53. 3 %
and 61. 5 % pregnancy were obtained.
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