KOC SPERMASININ DEGISIK TEKNIKLER KULLANILARAK
SIVI AZOTTA PELET BiCiIMINDE DONDURULMASI

(The freezing of Ram sperm in liquid nitrogen like pellet by using various methods)

Adnan EKICI ()

GIRIS

Ulkemizde giderek artan nifusun hayvansal protein ihtiyacini karsilamada ve yinli
dokuma sanayimizin yapagi ihtiyacini yurt icinden saglamada biyik goérevler yiiklenen
koyunculugumuz giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Halkimizin temel beslenme ahiskanliklari ile Glkemizde yalniz koyunlar tarafindan
kullaniimaya elverisli genis meralarin varh§i koyun yetistiricilifinin 6nem ve gelecegini
belirten 6gelerdir. Bu duruma bagh olarak Tirkiye'de, ¢ogu llkelerden ¢ok sayida, 42
milyon dolayinda, koyun vardir (19). Bu sayisal ¢cokluga karsin yerli koyunlarimizin ve-
rimleri oldukca dusiik dizeydedir. Bunun da nedeni koyun varliimizin biyik bir boli-
miniln genetik verimi distk koy” irklarindan olusmasidir.

Yerli koyun irklarimizin 1slahi ¢alismalarina diger hayvan tirlerinde oldugu gibi
Cumhuriyetin kurulusundan sonra baslanmistir. Tlkin Marmara ve Trakya Bolgemizin
yerli koyunu olan Kivircik koyunlarmm disaridan getirilen Merinos koclari ile cevirme
melezlemesi yoluyla melezlenerek ve &zellikle sun'i tohumlama yéntemi kullanilarak is-
lahi yoluna gidilmistir. Bu sayede, bugiin sayilari 1 milyonu asan Merinos koyun varligi-
na ulasiimistir (8). Daha sonralari bu melezleme calismalari Orta ve Dogu Anadolu B6l-
gelerine kaydirilmis, Akkaraman ve Morkaraman koyun irklarimizin Merinosla melezleme
calismalarina baslaniimistir. Tim bu ¢alismalar sonucunda Karacabey ve Konya Merinosu
adi verilen iki yeni tip elde edilmistir.
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Koyunlarimizin islahi amaciyle yapilan melezieme c¢alismalarinda sun'i tohumlama
yontemi kullanildigini yukarida belirtmistik. Bu yéntemin etkin bir bi¢cimde kullaniima-
sinin temel nedenleri bir yandan sinirli sayida ithal edilen Merinos koglarindan azami 6l-
clide yararlanmak, diger yandan da 6zellikle Orta Anadolu'da yapilan Akkaraman x Meri-
nos melezlemelerinde Merinos kocglarinin, Akkaraman koyunlarana tabii olarak asamama-
sl nedeniyle ortaya ¢ikan gucligu, sun'i tohumlama ile Ustesinden gelmistir.

Sun'i tohumlamanin halk elindeki koyunlarda uygulaniimaya baslaniimasi 1948
yillarina rastlar (17), O tarihten bu yana yillara gore sayica artan koyun sun'i tohumlama-
larinda taze sperma kullaniimaktadir. Buglinkii uygulamada sun'i tohumlama teknisyenle-
ri, hazirlanan program uyarinca cesitli yorelerde acilan istasyonlara giderek, ciftlesme
dénemi siresince kdylerde ve kdy gruplarinda kéylinin koyunlarini tohumlamaktadirlar.
Bu durum is giici ve zamana gerek gdstermekte, bdylelikle islah ¢alismalarinin istenilen-
den daha az hizli yapilmasini dogurmaktadir.

Son yillarda Diinyada ve Ulkemizde kog¢ spermasinin dondurularak uzun siire sak-
lanmasi yonunde calismalar yapilagelmistir. Bu ¢alismalardan iyi sonuglar alinmasi halin-
de, teknisyenlerin bir istasyonda uzun silire kalmasi sorunu ortadan kalkacak, sigir sun'i
tohumlamasinda oldugu gibi gunlik turlarla belirli kdyleri iceren bir bolgedeki yerli ko-
yunlarin kisa siirede tohumlanmasi olanagr do§acaktir. Bu sayede is giici ve zaman baki-
mindan énemli bir tasarruf da saglanmis olacagindan, islah ¢alismalari daha hizli, daha
ekonomik bicimde yuritilebilecektir.

Yukarida degindigimiz hususlar ancak ko¢ spermasinin dondurulmasi ¢alismalarin-
dan iyi sonuclar alinmasi halinde mimkindir. Dunyada ¢ok sayida arastirmaci bu konuda
etkin arastirmalar yapmaktadirlar.

Bu arastirmalarda ko¢ spermasi baslica iki yontemle dondurulmaktadir.

1 - Paillet (payet) yontemi
2 - Pelet yontemi

Kog spermasinin payet yontemi ile dondurulmasi konusunda Ulkemizde yapilan
calismalar vardir (7, 18). Biz bu calismalarimizda Ulkemizde ilk kez denenen kog sper-
masinin mayi azot buharinda ve pelet tipinde dondurulmasi tzerinde calistik.

Kuru buz (kati Co”) uzerinde ko¢ spermasinin pelet biciminde dondurulmasiyla
ilgili yapilmis bilimsel calismalardan, 6bir tip dondurma tekniklerinden, ¢ok daha iyi
sonuglar alinmasini g6zéninde tutarak, hem daha ekonomik, hem Tirkiye koyun sun'i
tohumlamasinda biytik pratik kolaylik ve yarar sagliyacag! distincesiyle bu arastirmayi
yaptik.
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LITERATUR BILGISI

Kog¢ spermasini ilk kez 1955 yilinda Emmens ve Blackahaw (5) disiik 1si derecele-
rinde dondurdu. Bu tarihten sonra cesitli arastiricilar gesitli teknikler kullanarak kog
spermasini dondurmuslardir.

Fraser (6), ko¢ spermasini pelet biciminde dondurdu. Amaci basit bir sulandirici ve
distik gliserol konsantrasyonu kullanmak ve ekilibrasyon siresini kisa tutmakti. Pelet
biciminde dondurulan kog¢ spermasi ile iki kizginlik periyodunda yapilan tohumlamalar-
dan % 56 - 60, U¢ kizginlik periyodunda yapilan tohumlamalardan da % 80 gebelik orani
elde edildi.

Salamon (15) ko¢ spermasini rafinoz - glikoz - yumurta sarisi - sitrat solusyonu ile
sulandirdi. Kuzu buz lizerinde —79 C de pelet biciminde dondurdu ve sivi azot igerisinde
36 ay muhafaza etti. Peletler sodyum sitrat solusyonu icinde ¢6zlldi ve santrifije edilmek
suretiyle yogunlastirildi. Taze kog¢ spermasi ise glikoz - sodyum sitrat - yumurta sarisi
solusyonu ile sulandirildi ve daha sonra santrifije edildi. Dondurulmus ve taze sperma ile
yapilan tohumlamalarda doz 0. 1 mi. idi ve her bir doz 140 - 160 x 10~ aktif spermato-
zoit ihtiva ediyordu. intra vaginal siinger yéntemiyle sinkronize edilen yerli Merinos ko-
yunlari, sinkronizasyondan sonra ikinci ostriisde tohumlandi. Dondurulmus sperma ile
tohumlanan 172 koyundan % 52. 9 u, taze sperma ile tohumlanan 153 koyundan da %
76. 5 idogurdu.

Salamon (16), 156 ve 162 koyunluk iki striyi pelet biciminde dondurup erittigi
spermayla tohumladi. Kuzulama oranlari her iki siriide de sirasiyla % 51. 3 ve % 54. 9 idi.
138 baslik iki sirlyu de taze spermayla tohumladi. Bu kezde kuzulama oranlari % 73. 9
ve % 78. 3 U buluyordu. Ayni 6striisde iki kez tohumlama uyguladigi guruplarda ister ta-
ze, ister dondurulmus spermayla olsun dél verimi yéniinden 6nemli artiglar sagladi. ikinci
dénemde, spermayl —79° C ve —140” C de pelet biciminde dondurdu. 191 koyunu —79°
C de pelet bigiminde dondurdugu sperma ile tohumladi, % 48. 2 dogum orani elde etti,
187 koyunu ise —140 °C de pelet biciminde dondurdugu sperma ile tohumladi, bu kezde
% 44. 9 dogum orani elde etti. Yazar, ¢ift tohumlamanin tek tohumlamaya nazaran daha
iyi sonug verdigini kaydetmektedir.

Volkov (22), kog¢ spermasini ilkin santrifije edilmis laktoz -yumurta sarisi sulandi-
ricisi ile 1;1 oraninda daha sonrada % 3. 5 —4. O gliserol iceren santrifije edilmis bir so-
lisyonla yine ayni oranda sulandirdi. Spermayi pelet bigciminde sivi azotta dondurdu.
Sperma c¢ozuldiukten sonra kicik delikli filitrelerde algak basing altinda filitre edildi.
Spermatozoitten zengin olan ve filitrenin Ustlinde kalan sperma bélumi bir spatil ile ah-
narak, 17 koyun 0. 1 cm ~(150 —200 milyar spermatozoit / cm”) lik dozlarla tohum-
landi ve ovumlar koyunlarm oviduktlarindan yikama ydntemiyle alindi. Ovumlarin % 53
Gnan déllendigi gézlendi. 19 koyun ise 0. 4 —0.6 cm” ¢dzllmis filtre edilmemis ( 150 —
200 milyar spermatozoit / cm” ), 13 koyunda 0. 1 cm ~filtre edilmemis (30 —50 milyar
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spermatozoit / cm” ) sperma ile tohumlandi. Ovumlarin déllenme oranlari sirasiyla % 32
ve % 15 oldu. 1972 -- 1973 yillarinda, 735 koyun ayni Ostriusde iki kez olmak lzere ¢ozil-
mus, filtre edilmis sperma ile (200 - 400 milyar spermatozoit / cm” ) tohumlandi. Orta-
lama gebelik orani % 54. O (% 36. 5 —58. 8) olarak bulundu.

Varnavski ve Tirbin (20), Romney Marsh koyunlarmin spermalarini laktoz - yu-
murta sarisi - gliserol sulandiricisi ile sulandirarak kuru buz tzerinde (—80 C ) pelet halin-
de ve swvi azot ile (—155°C) payet halinde dondurdular. Her iki yontemde dondurulan
sperma ile 35 ve 59 koyunu intra - servikal olarak tohumladilar. ilk tohumlamada elde
edilen gebelik oranlari sirasiyla % 23 ve % 31 idi.

Dziuk, Lewvis, Graham ve Moyer (4) ko¢ spermasini Tris sulandiricisi ile 1:3 oranin-
da sulandirip pelet biciminde dondurdular ve —196°C sivi azotta sakladilar. 4 - 8 yash
ve kizginliklari sinkronize edilen koyunlardan 58 itabii asimla, 56 si taze sperma ile sun'i
olarak ve 56 sida dondurulmus spermayla yine sun'i olarak tohumlandilar.

Dogum oranlari ilk tohumlamada sirasiyla % 69, % 48 ve % 13 olarak bulundu.

Lopatko (12) ko¢ spermasini Sakkaroz - yumurta sarisi sulandiricisinin gliserol
iceren ve icermeyen bolimleriyle sulandirdi ve kuru buz Uzerinde pelet bigiminde don-
durdu. Her iki sulandirict béliminde de spermatozoit motilitesi sulandirmadan sonra
% 82 ve % 82, ekilibrasyondan sonra % 78 ve % 78, spermanin ¢6zilmesinden sonra ise
% 49 ve % 36 olarak bulundu.

Loginova ve Zheltobryukh (11) yaptiklari 48 denemede ko¢ spermasini 3 ayri su-
landirict ile sulandirarak, 3 ayri yéntemle dondurdular. Sulandirici olarak 1 - yumurta
sarisi - glikoz - sitrat, 2 - yumurta sarisi - glikoz - fosfat ve 3 - yumurta sarisi - glikoz -
magnezyum silfat kullandilar. Spermanin dondurulmasinda 1 - Kuru buz uzerinde don-
durmak, 2 - Kuru buz lzerinde dondurup sivi azot igerisinde birakmak ve 3 - Sivi azot
buhari Gzerinde dondurmak gibi 3 yéntem uyguladilar. Arastiricilar sitrat ve fosfat sulan-
diricilarinin en iyi sonug verdigini bildirmektedirler. 37 koyundan 17 sini intra - uterin,
20 sini intra - servikal tohumladilar. Gebe kalan koyun sayisi sirasiyla 15 ve 2 idi.

Kalev, Marinov, Zagorski, Kitchev, Bakrdzhiev ve Zhekov (9), 4 ayri irktan aldiklar
ko¢ spermalarini (1) glikoz - yumurta sarisi - gliserol - sitrat, (2) Laktoz - yumurta sarisi-
gliserol sulandiricisi ile sulandirip pelet biciminde —120° de dondurdular. Aktif sperma-
tozoit oranlari taze spermadan 4 irkta sirasiyla % 93. 4, % 90. 1, % 92. 7 ve % 91. 9 idi.
Dondurduktan sonra c¢ozilen spermada aktif spermatozoit oranlari dért irkta sirasiyla
birinci sulandirici ile % 56. 5, % 56. O, % 53. 7 ve % 52. 3 idi. ikinci sulandiricida ise %
51. 4, % 53. 8, % 51. 1 ve % 49. 8 olarak bulundu. 340 ve 560 koyunluk iki stride iki
sulandirici ile sulandirilip dondurulan spermalar ile uygulanan tohumlama sonucu elde
edilen gebelik oranlari %44.4 ve %48.1, dogum oranlan ise % 24. 8 idi.
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Mielikovic, Naumov, Atanasov, Mihailovski, Mrvos, Tanev, Stovadinovic ve Stoja-
nivic (13), 5 kogun spermasini % 2 - 3 gliserol, % 20 yumurta sarisi ve antibiotik iceren
laktoz sulandiricisi ile sulandirdilar. iki saatlik ekilibrasyon siresi sonunda 0,1 cm” dozlar
halinde pelet biciminde kuru karbondioksit buzu tzerinde dondurup sivi azot igerisinde
muhafaza edilen ko¢ spermasinda, 180 giin sonraki motiliteyi yazarlar, % 52 olarak bildir-
mektedir. 110 tsigai ve 239 ovce Polje koyununun peletlerle tohumlanmasindan, Tsigai
koyunlardan 30 u, Ovce Polje koyunlarindan 170 i dogurdu.

Kareta (10), kog¢ spermasini yumurta sarisi - sitrat - gliserol sulandiricisi ile sulandi-
rip plastik ampullerde sivi azot buharinda dondurarak, sivi azot i¢inde 2 - 7 giin muhafaza
etti. Donmus spermayi 4(f C —60°C de ¢6zdikten sonra 53 ve 42 koyunluk iki slriyi
ayni ostrisde iki kez olmak tzere 30 - 60 milyon aktif spermatozoit igceren 0. 2 cm” lik
sperma dozuyla tohumladi. Tohumlanan koyunlarin % 22. 6 ve % 23. 5 i tekrar kizginliga
gelmedi.

Aminov (2), haftada iki kez aldigi 5 kogun ejekilatlarini, laktoz - yumurta sarisi-
gliserol sulandiricisi ile 1:1 veya 1:3 oraninda sulandirdi. 4 saatlik ekilibrasyon siresi so-
nunda ampuller icinde ve kuru buz izerinde dondurdugu spermayi sivi azot icerisinde
muhafaza etti. Arastirici dondurmadan &nceki spermatozoit motilitelerini sulandirma
oranlarina gore sirasiyla % 89 ve % 88, ¢ozildukten sonraki spermatozoit oranimda % 42
ve % 39 buldugunu bildirmektedir.

Visser (21), cesitli dondurma yontemlerini karsilastirdigi calismasinda kog sperma-
sinin pelet ve payet bi¢ciminde kuru buz ve sivi azotla dondurdu. Sonug¢ olarak yazar, sper-
manin pelet bi¢ciminde ve kuru buz Uzerinde dondurulmasinin, sivi azotta payet ve pelet
olarak dondurulmasina nazaran daha iyi sonu¢ verdigini bildirmektedir.

MATERYAL VE METOD

Arastirmanin hayvan materyalini Lalahan Zootekni Arastirma Enstitlisinde mevcut
ikisi Karacabey, birisi de Konya Merinosu olan ¢ ko¢ olusturmustur. Koclar sifata alin-
madan 6nce Enstitiice hazirlanan normal bir rasyonla beslenmistir.

Arastirmada kullandigimiz koclarin belli sayida ejekilatlari G¢ ayri sulandiric ile
sulandirip gliserilizasyon ve ekilibrasyon islemlerinden sonra t¢ yéntem kullanarak pelet
biciminde donduruldu. Gerek dondurmadan 6nce, gerekse dondurmadan sonraki sperma-
tozoit motiliteleri ayr1 ayri saptandi.

Sperma sulandiricisi olarak tg¢ degisik solisyon kullaniimistir .
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1 —Sodyum sitrat - glikoz - yumurta sarisi sulandiricisi (14).
Bilesimi:

Sodyum sitrat (Na_C, H, O, 2H ,0) 2.37 gr.

Glikoz 0.80 gr.
Yumurta sarisi 20. 00 cm~”
Damitik su 100. 00 cm ~

Bu sulandiriciya ayrica % 7 oraninda gliserol katildi.

2. 37 gr. sodyum sitrat ve 0. 80 gr. glikoz 100 cm” damitik suda eritilerek buna 20
cm yumurta sarisi ilave edildi. Sulandirici ikj bélime ayrilarak bir bélimi oldugu gibi bi-
rakildi. Diger bolumd tim sulandiricida % 7 oraninda bulunacak sekilde gliserol katildi.
Her iki sulandirici bélimi kullanilincaya kadar + 5 derecede buzdolabinda saklandi.
Sulandirici kullanilmadan 6nce genellikle 15-20 saat énce hazirlandi.

2 —Laiciphos Sulandiricisi,(3).

Bilesimi;
Laiciphos 271 6.25 gr.
Yumurta sarisl 12.5 cm”
Damitik su 62.5 cm”

Bu sulandiriciya ayrica % 7 oraninda gliserol katildi.

6. 25 gr. Laiciphos 271, 50 cm”bidlstile su igerisinde 40° C eritilip, buna 25° C
deki 12. 5 cm”~yumurta sarisi ve 62. 5 cm” bidistile su ilave edildi. Hazirlanan bu solis-
yon iki bélime ayrildi.

1. Bolim : 37.5 cm ” soliisyon

2. BOlum : 32. 5 cm ~ solisyon + 4.9 cm”™ gliserol

Her iki sulandirici bélumi kullanilincaya kadar buzdolabinda bekletildi.

3 —Laktoz - yumurta sarisi sulandiricisi (22).

Bilesimi:
Laktoz 11.0 gr.
Yumurta sarisi 20.0 cm”
Damitik su 100.0 cm~”

Bu sulandiriciya ayrica % 7 oraninda gliserol katild1.
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11. o gr. laktoz, 100 cm” bidistile su eritilip bunun 73 cm” luk bdlumine 20 cm”
yumurta sarisi ilave edildikten sonra sulandirici iki bélime ayrildi. Birinci bélim oldugu
gibi birakildi, ikinci bélime tim sulandiricida % 7 oraninda bulunacak sekilde gliserol
katildi. Her iki sulandirici bélumi kullanilincaya kadar buzdolabinda saklandi.

Sperma koclardan sun'i vajen ile alindi. Sperma almada kullanilan vajen 20 cm.
uzunlugunda madeni bir silindir ve bunun igine giren madeni silindirden daha uzun vajen
lastiginden olusmaktadir.

Sun'i vajen madeni silindir icerisine gegirilen lastigin artan her iki ucu silindir tzeri-
ne bukulerek lastik bantlar ile tesibit edilmek suretiyle hazirlandi. Sperma alma kadehi
sun'i vajenin bir ucuna gecirilip, basinci saglamak icin icerisine hava tflendi. Sun'i vajenin
sicakhgi, sperma alma esnasinda 45°C yi bulacak sekilde i¢ine konan su ile saglandi. Ayri-
ca kayganhi§i saglamak amaciyla sun'i vajenin diger ucuna saf vazelin surtldi.

Sperma almada tahta bir masaya tesbit edilmis kizgin olmayan bir koyun kullanil-
di. Teknigine uygun olarak alinan sperma siratle laboratuvara gecirilerek, gerekli makros-
kopik ve mikroskopik muayeneleri yapiimak lzere + 25 °C deki 1lik su banyosuna ko-
nuldu.

Sperma dnce makroskopik ozellikleri yéniinden incelendi. Spermanin miktari, rengi
ve kivami muayene edildi, daha sonra mikroskopik 6zelliklerine gecildi. Bir damla sperma-
tozoit bir lam Gzerine konularak, 1sikl tabla tizerinde mikroskopun kicik objektifi (10 x
10 bliyutme) ile spermatozoitlerin toplu hareketleri incelendi. Daha sonra kii¢ik bir damla
sperma, lam Uzerinde bir damla sulandirici ile karistirtlip, tUzerine bir lamel kapatilarak
mikroskopun biyik objektifi ile (10 x 40 blyitme) bir yénde, hizli hareketli spermatozo-
it orani saptandi. Gerek makroskopik, gerekse mikroskopik yénden uygun 6zellik tasiyan
spermalar dondurmada kullanildi.

Spermanin sulandirilmasi, her bir tohumlama dozunda 100 x 10" aktif spermatozo-
it bulunacak bigcimde yapildi.

Dondurmada kullanilacak sperma dnce yogunluk dikkate alinmak suretiyle sulandi-
ricinin birinci yani gliserolsiiz bliimiyle ilik su banyosu igerisinde sulandirildi. ilk sulan-
dirllmasi yapilan spermalar buzdolabinda 45 dakika sireyle birakilarak isilarinin +5°C
ye dismesi saglandi , Bu sire sonunda buzdolabindan alinan ilk sulandirmasi yapilmis
olan spermalar +5°C de calisan sogutucu kabine gétirildiler.

Sulandiricilarin ikinci bélimi yani gliserol tasiyan bélimleri daha Onceden sogu-
tucu kabine konularak isilari + 5°C ye distrialmusti.
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Gliseroi tasityan sulandirici bélimd, ilk sulandirilmasi yapilan spermaya esit aralik-
larla ve 45 dakika sureyle konularak gliserolleme (gliserllizasyon) islemi tamamlanmistir.

Gliseriiizasyon islemi tamamlanmis olan sperma iki saat sireyle sogutucu kabinde
alisima (Ekilibrasyon) birakilmistir.

Gliseriiizasyon ve ekilibrasyon islemleri tamamlanmis spermanin pelet bigiminde
dondurulmasinda 3 degisik teknik kullanildi.

I. TEKNiK

Dondurma islemine baslamadan 6nce dondurma kazanindaki sivi azot seviyesi ayar-
lanarak, dondurma 1zgarasinin Gzerindeki buhar isisinin —SO°C olmasi saglandi.

Spermanin pelet bigiminde dondurulmasi igin hazirlanan aluminyum kabin 0. 2
cm “~sperma alacak sekilde hazirlanmis yuvalarinin bir kismi oldugu gibi birakildi, ikinci
sira yuvalar aluminyum kagit ile, Gglincl sira yuvalarda plastikle kaplanip, kab dondurma
kazaninin izgarasi Uzerine yerlestirildi. Aluminyum kab 10 dakika kadar burada birakila-
rak sogumasi saglandi. Sogutucu kabinde 5% C bekletilen sulandirilmis sperma bir enjek-
tér yardimiyla alinarak 0. 2 cm”~luk dozlar halinde dondurma kazaninda sogutulmus
aluminyum kabin yuvalarina bosaltildi.

Daha sonra dondurma kazaninin kapagi kapatilarak sperma 7 dakika siireyle don-
maya birakildi. Pelet biciminde donan sperma yuvalardan alinarak sivi azot icerisine dal-
dirildu.

1. TEKNIK

Birinci teknikle kullanilan 20 x 10 cm boyundaki aluminyum kabin bir sirasi ol-
dugu gibi, bir sirasi aluminyum kagit, bir sirasi da plastikle kaplandi ve sogutucu kabin
icerisine alindi.

Burada sulandirilmis sperma 0. 2 cm ~ ik dozlar halinde ve bir enjektér yardimiyla
yuvalara bosaltildi. Aluminyum kabin Uzeri spermanin sivi azot buhari ile temasini dnle-
mek amaciyla aluminyum kagitla kapatildi. Sogutucu kabinden alinan aluminyum kab
hemen dondurma kazininin igerisine alinarak, dondurma 1zgarasi uzerine konuldu. Kaza-
nin kapad! kapatilarak 7 dakika sireyle donmasi”saglandi.

Pelet bigiminde donan spermalar aluminyum kabdan alinarak sivi azot icerisine
daldirildr.
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1. TEKNIK

Aiuminyum kab, birinci teknikte oldugu gibi dondurma kazanmtn izgarasi (izerine
yerlestirildi. 0. 5 cm ~hacmindeki kapakh jelatin kapsuller yuvalarin igerisine konuldu.
Sulandiriimis sperma bir enjektor yardimiyla ve 0. 2 cm” lik dozlar halinde jelatin kap-
stllerin icerisine bosaltilip kapaklari kapatildiktak bonra, dondurma kazaninin kapagida
kapatilarak sperma 7 dakika siireyle donmaya terkedildi. Donma islemi tamamlandiktan
sonra jelatin kapsuller aluminyum kabin Gzerinden alinarak sivi azot icerisine daldirildi.

Her Uc teknikle dondurulan peletlerin gerek sivi azot buharinda dondurulduktan
sonra, gerekse sivi azot icerisinde muhafaza edildikten sonraki mikroskopik muayeneleri
ayri ayri yapilmistir.

. ve Il. teknikle elde edilen peletler, fizyolojik tuzlu su ve kullanilan sulandiricini
ilk kismiyla ¢ozilmis, . teknikle elde edilen peletler ise jelatin kapsillerin +40°C
deki su igerisinde konulmasi suretiyle eritilmislerdir.

BULGULAR VE TARTISMA

Birinci teknitde yani aluminyum kab dondurma kazaninin igerisinde iken +5°C
deki sulandirilmis gliserilizasyon ve ekilibrasyonu tamamlanmis spermanin enjektdrle
aluminyum kabin yuvalarina doldurulmasi suretiyle hazirlanan peletlerin fizyolojik tuzlu
su ve kullanilan sulandiricinin birinci bélumuyle eritildikten sonraki muayenesinde hare-
ketli spermatozoit saptanamamistir. Oysaki bu spermanin dondurulmadan 6nceki motilite
orani % 65 idi. Bu yontemle peletler sekil itibariyle istenilen 6zellikte olup, yuvalardan
normal olarak ¢ikanlabilmekte idi.

ikinci teknikte, yani aluminyum kabin yuvalari sogutucu kabin icerisinde dolduru-
lup, buradan direkt olarak dondurma kazani igerisindeki 1zgara tzerine konularak elde
edilen peletlerin birinci teknikte oldugu gibi eritildikten sonra yapilan muayenesinde % 8
oraninda hareketli spermatozoitlere rastlanmistir. Bu teknikle elde edilen peletler yuvalar-
dan cikarilirken ¢ogu kez kirilmis ve parcalanmislardir. Bu teknikte spermanin dondurul-
madan 6nceki motilitesi % 65 idi.

Uciincii teknikte, yani spermanin jelatin kapsiller igerisinde dondurulmasindan son-
ra elde edilen peletlerin muayenesinde % 20 oraninda hareketli spermatozoitler saptan-
mistir. Ancak peletleri ¢c6zme esnasinda, kapsil kapaklarinin yirtildigi, eridigi ve zamk ki-
vamini aldigr gorilmustir. Bu yontemde de spermanin dondurmadan 6nceki motilitesi
% 65 idi.

Materyal ve metod béliminde belirtildigi gibi birinci yontemde g sira halinde yu-

valari kapsiyan aluminyum kabin birinci sirasi oldugu gibi birakilmis, ikinci sirasi alumin-
yum kagit, uclncu sirasida plastikle kaplanmisti. Bu teknikle pelet halinde dondurulan
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spermanin ¢ozllmesinden sonra her ¢ yuvadanda elde edilen peletlerde canli spermato-
zoitlere rastlanilmamasi, aluminyum kagit ve plastigin motilite Uzerinde etkili olmadigini
gostermistir.

Kuru buz uzerinde pelet biciminde dondurmada amag¢ spermanin ani dondurulmasi-
dir. Kuru buzun sicakhgi her yerinde aynidir. Oysaki sivi azot buharinda pelet biciminde
dondurmada ise kazanin kapak seviyesi ile sivi azota yakin kesimlerin arasinda belirgin bir
1st farki bulunmaktadir. Enjektor igerisindeki spermanin, kazanin kapagindan 1zgara (ize-
rindeki aluminyum kaba varincaya kadar ve dokilme aninda degisik 1silara maruz kaldigi
gorilmektedir. Bundan spermanin ani olarak degilde tedrici olarak dondurulmasi sonucu
cikarilabilir. Bu ylizden spermatozoitlerin bir soguk sokuna ugruyabilme olasiligi gliclen-
mektedir. TUm spermatozoitlerin 6Imis olmasi sok olasihgini kuvvetlendirmektedir.

ikinci teknikte bu kez aluminyum kabin yuvalan sogutucu kabinde sulandiriimis
sperma ile doldurulduktan sonra tzeri aluminyum kagitla sikica kapatiimistir. Bu teknikle
dondurulan peletlerde motilitenin dusuk olmasinin bir nedeni aluminyum kabin sivi azot-
un hemen dzerinde bulunan i1zgaraya konulmasina kadar gecen siire igerisinde gere@i dlgi-
de sogumadigi ve bu suretle bir sojuk sokunun olusabilecegidir. ikinci bir neden olarak-
ta birinci teknikte acgiklandigi bigcimde sivi azot buharinin, kazanin kapak seviyesi ile 1z-
gara arasindaki belirgin 1s1 farkidir. Ancak bu teknikte dondurulan spermada % 8 ora-
ninda da olsa bir motilite elde edilmesi amulinyum kabin ve dolayisiyla spermanin (izerine
ortulen aluminyum kagidin, soguk sokunu bir 6lgiidede olsa dnleyebildigine bagliyabili-
riz.

Peletlerin bu teknikte yuvalardan ¢ikarilmasi esnasinda yapismasini ve parcalanma-
sint, aluminyum kabin 6nceden C de bulunmasi ve 1zgara lzerine konulunca yeterin-
ce sogumamasina baglamak mimkinddr.

Uciincii teknikte sulandiriimis sperma kapakli jelatin kapsiller igerisinde dondurul-
mustur. Burada diger teknikicre bakinca oldukca ylksek bir motilite elde edildigi goril-
mektedir. Diger iki teknikte de spermatozoit kayiplarina neden olarak gosterilen faktor-
lerin burada da etkin olabilecegi distinilebilir. Cunkl burada da birinci teknikte oldugu
gibi sulandiriimis sperma enjektére + 5°*C de cekilerek, sivi azot buharinin farkli 1sidaki
kesimlerinden gecirilmek suretiyle 1zgara Uzerindeki aluminyum kabin yuvalarindaki je-
latin kapstllere doldurulmustur. Enjektdr icindeki spermanin buhardan gecerek farkl
isilara maruz kaldigi ve bir soguk sokuna ugradigi, ancak jelatin kapsillerin bir él¢ude ve
fakat ikinci teknikte kullariilan aluminyum kagittan daha fazla olarak spermayi soguk
sokundan korudugu saptanmistir.

Cunku ikinci teknikte % 8 oraninda motilite elde edilebilmesine karsin, tgunci tek-
nikte motilite oraninin % 20 ye ulastigi goralmistir.
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OZET

Turkiye'de koyun islahi alaninda 6nemli bir yeri bulunan sun'i tohumlamanin daha
ekonomik ve etkin bir bicimde yapilmasinda ko¢ spermasinin dondurularak kullaniimasi
konusu gilin gectikce énem kazanmaktadir.

Pelet teknigiyle spermanin dondurulmasinda diger dondurma tekniklerine nazaran
daha iyi sonuclar alindigi literatiir kaynaklarinda bildirilmektedir.

Calismamizda, koz spermasinin degisik (¢ sulandirici ve (i¢ teknik kullanarak pelet
biciminde ve sivi azot buharinda dondurulmasini amagladik.

Arastirmada hayvan materyali olarak Lalahan Zootekni Arastirma Enstitlisiinde
mevcut 3 bas Merinos kogu kullaniimistir.

Koclardan sun'i vajenle alinan sperma gerekli makroskopik ve mikroskopik muaye-
neleri yapildiktan sonra sodyum sitrat - glikoz - yumurta sarisi, Laiciphos - yumurta sarisi.
Laktoz - yumurta sarisi sulandiricilari ile sulandirihp 0. 2 ecm™ luk tohumlama dozunda
100 X 10" aktif spermatozoit bulunacak bigimde gliserillzasyon ve 2 saatlik ekilibrasyon-
dan sonra 3 ayri teknik kullanarak sivi azot buharinda pelet biciminde donduruldu ve
sivi azot igerisinde muhafaza edildi.

I. teknikte kullanilan aluminyum kabin yuvalarinin bir sirasi oldugu gibi birakildi,
ikinci sirasi aluminyum kagitla, tgiinci sirasida plastikle kaplandi. Kap dondurma kazani-
nin izgarasi Uzerinde iken enjektdérle alinan sulandiriimis sperma 0. 2 cm” lik dozlar ha-
linde yuvalara bosaltildi. 7 dakika sureyle sivi azot buharinda dondurulan peletler sivi
azot icinde muhafaza edildi.

Il. teknikte birinci teknikte oldugu gibi hazirlanan aluminyum kabin yuvalari bu
kez sogutucu kabin icerisinde 0. 2 cm” sulandirilmis sperma ile dolduruldu ve kab alu-
minyum k&gitla sarilarak dondurma kazaninin izgarasi uzerine alindi. 7 dakika sivi azot
buharinda birakilarak peletler hazirlandi. Peletler sivi azot igerisinde muhafaza edildi.

Il. teknikte aluminyum kab dondurma kazaninin izgarasi Uzerinde iken yuvalara
jelatin kapsuller konuldu. Sulandirilmis sperma enjektdrle 0. 2 cm” luk dozlar halinde
jelatin kapsullere bosaltildi. 7 dakika sireyle sivi azot buharinda birakilan kapsuller, bu
siirenin sonunda sivi azot igerisinde muhafaza edildi.

I teknikle hazirlanan peletlerin eritilmesinden sonra yapilan mikroskopik

yenesinde hareketli spermatozoite rastlanmadi. Oysa dondurmadan oOnceki aktif sper-
matozoit orani % 65 i buluyordu.
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1. teknikle hazirlanan peletlerin eritilmesinden sonra yapilan mikroskopik muaye-
nesinde aktif spermatozoit % 8 olarak bulundu. Oysa dondurmadan énceki motilite orani
% 65 idi.

Il. teknikle hazirlanan peletlerin eritilmesinden sonra yapilan mikroskopik muaye-
nesinde % 20 oraninda aktif spermatozoite rastlanildi. Oysa dondurmadan dnceki motilite
orani % 65 idi.

Literatir kaynaklarinda kuru buz (zerinde pelet biciminde dondurulan spermalar-
dan iyi dol verimi sonuclari alindi§i bildirilmektedir. Spermanin kuru buz (zerinde pelet
biciminde dondurulmasinda ani donma s6z konusudur. Oysa bizim yaptigimiz denemeler-
de dondurma islemine baslamadan saptanan motilite oranlarinin ¢ok yiksek olmasina
ragmen, peletlerin eritilmesinden sonraki motilitenin disik bulunmasi cesitli nedenlerle
hizli bir donmanin saglanamamasi sonucu sofuk sokundan ileri gelebilir. Bu durumun
onlenmesini igcerecek bilimsel arastirmalarda bdylesi bir teknikle ko¢ spermasinin dondu-
rulabilmesini olasi gérmekteyiz.

SUMMARY

Day by day the use of frozen ram sperm in artificial insemination is being more
important as it is more economical and effetive and it has very important place in sheep
breeding of Turkey.

it has been reported that the use of the pellet technic inthefreezing of sperm is
much better than the other technics used in freezing of sperm.

in our research we aimed to freeze ram sperm by using threedifferent dilutions
and three different technics in liguid nitrogen vapor.

The semen of 3 Merino ram of the Lalahan Zootechnical Research Institute were
used. After semen collections by artificial vagina macroscopical and microscopical exami-
nation of semen samples were made and they were diluted in Sodium Citrate - Glucose -
Egg Yolk, Laiciphos - Egg Yolk, Lactose - Egg Yolk to have 100 x 10 “active spermatozoa
in each 0. 2 cm ” insemination dose.

After having equilibrated for two hours, they were frozen in liquid nitrogen vapor
in pellet form using 3 different technics and were kept in liguid nitrogen first section of
the first row of the aluminium cup was left as the some in the first technic, second sec-
tion was covered with aluminium foil, the third section was covered with plastic sheath.
As the cup was on the shelf of freezing tank, the diluted semen which was taken with
a syringe v~s emptied to the section in 0. 2 cm” doses. The pellets which were frozen in
liguid nitrogen vapor were kept in liguid nitrogen for 7 minutes.
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in the second technic the aluminium cups were prepored as in the first technic and
the section of aluminium cups were filled with 0. 2 cm” diluted semen in a frozen cup
and the cup was taken to the shelf of the freezing tank after having been rolled with alu-
minium foil. The pellets were frozen after having been kept in liguid nitrogen vapor and
stored in liguid nitrogen.

in the third technic as the aluminium cup was on the shelf of freezing tank, semen
in gelatin capsules were put in the holes of the sectcons. The diluted semen were injected
to the gelatine capsules is 0. 2 cm” doses. The capsules which were kept is liquid nitrogen
vapor were there kept is liquid nitrogen.

After melting the pellets which were prepared as is the first technic there were no
motilite spermatozoa in the mlcroscopical examination, whereas 65 % motile spermato-
zoa was detected before freezing.

After melting the pellets which were prepared as in the second technic there was an
avarage of 8 % motile spermatozoa in the microscopical examination whereas the rate of
motility was 65 %, before freezing.

After melting the pellets which were prepared as in the third technic there was 20 %
motile spermatozoa in the microscopical examination whereas the rate of motility was
65 % before freezing.

in various literatures it has been reported that the sperms which were frozen on dry
ice as pellets give the best result. it is the means of quick freezing for the sperm to be
frozen on dry ice, like pellets, whereas is our experiments the rate of motility calculated
before starting to freeze is much more higher than the proportion of motility calculated
after the pellets were metted. From that we can conciude, the poor motility rate might
be due to some deficiencies of the technic used causing cold shook to sperms.
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