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OZET

Bu caligmada Karacabey Tarim Isletmesi Miidiirliigii At Yetistirme Subesinde
bulunan safkan Haflinger 4 adet aygir ve 20 adet kisrak kullamildi. Ciftlesme mevsiminde
sun'i vajen yardimiyla alinan sperma yag1 alinmig kisrak siitiiyle sulandirildi. Sulandirma
sonrast ve dondurma sonrasi spermatolojik &zellikler ile tohumlamalardan elde edilen
gebelik oranlar incelendi.

Aygirlardan toplam 12 ejakillat alndi ve ortalama 20+0.42 ml. hacim,
170.41+2.85x10%ml. spermatozoon yogunlugu, %60.83+2.28 motilite, 6.8+0.01 pH,
%14.91+0.94 6lii spermatozoa ve %13.16+0.68 anormal spermatozoa saptandi.

Sulandirilmis spermayla yapilacak tohumlamalar i¢in sperma 1000 IU/ml. penisilin,
1250 pg/ml. streptomisin igeren yag1 alinmus kisrak siitiiyle ml.de 50x10° motil
spermatozoa olacak sekilde sulandinldi. Sulandmilmig sperma 37°C'de 15 dakika
bekletildikten sonra spermatolojik Ozellikleri incelenerek tohumlama uygulamalar
gerceklestirildi. Dondurulmus spermayla yapilacak tohumlamalar igin ise sperma %7 final
gliserol igeren aym sulandiriciyla 25x10°® motil spermatozoa olacak sekilde sulandirildi.
Makrotiiplerde -125 ile -130°C'de dondurulmus sperma 45°C'deki su banyosunda 30
saniyede eritildi. Spermatolojik o6zellikleri incelendi ve tohumlamalar gefgeklestirildi.
Sulandirma sonrasi %60, eritme sonrasi %40 ortalama motilite bulundu. Prostaglandin
enjeksiyonundan sonra 3-13 giin i¢inde ovulasyon yapan kisraklara ovulasyon ammnda veya
hemen 6nce bir kez intrauterin tohumlama yapildi. On kisraga 10 ml. sulandirilmig, 10
kisraga da 4 ml. dondurulmus sperma ile tohumlamalar yapildi. Sulandirlmis ve donmug
sperma i¢in sirasiyla %70 ve %50 gebelik orani saptandi.

Anahtar Kelimeler : At, Sperma, Sulandirma, Dondurma, Tohumlama.



SUMMARY
Studies on Artificial Insemination With Diluted and Frozen Semen
in Horses

In the present study, purebred 4 Haflinger stallions and 20 mares, bred in Karacabey
Stud Farm Department of Horse Breeding, were used. Semen collected by means of
artificial vagina in breeding season was diluted with skimmed mare milk. Spermatological
characteristics were examined after dilution and thawing, and conception rates were
determined. The averages of volume, spermatozoon concentration, motility, pH, dead
spermatozoa and abnormal spermatozoa of total of 12 semen collected from stallions were
determined as 20£0.42 ml., 170.41+2.85x10%ml., 60.83+2.28%, 6.8+0.01, 14.91+0.94%
and 13.16+0.68%, respectively. Semen was diluted with skimmed mare milk, cantained
1000 IU/ml. penicillin and 1250 ,;g/ml. streptomycin as 50%10° motil spermatozoa per
insemination dose. Diluted semen stored in water bath at 37°C for 15 minutes,
spérmatological characteristics were determined and used for inseminations. Semen was
diluted with the same diluent contained 7% final glycerol concentration as 25x10°
spermatozoa per insemination dose for inseminations with frozen semen. Semen, frozen in
macrotubes at -125 to -130°C, was thawed in a water bath at 45°C for 30 seconds.
Spermatological characteristics were determined and inseminations were performed.
Motility averages were 60% and 40% after dilution and thawing, respectively. Single
intrauterin inseminations were performed at the ovulation time or just before the ovulation
to the mares ovulated 3-13 days after prostaglandin injections. Ten mares were inseminated
with 10 ml. diluted semen and 10 mares were inseminated with 4 ml. frozen semen.
Conception rates were found 70% and 50% for diluted and frozen semen, respectively.

Key Words: Horse, Semen, Dilution, Freezing, Inseminations.



GIRiS

Yiizyilimiza kadar savaglarda hayati 6nem tasiyan at tarihsel gelisim siirecinde besin
kaynagy, is, konkur, dresaj ve yarig hayvam olarak kullamilmustir. Biitiin iilkelerde oldugu
“gibi iilkemizde de daha gok ulagim, yiik tasima ve tarimsal faaliyetlerde kullanilmakla
berat;er, <son yillarda spor ve gosteri amaci ile yetistirilmesi ile birlikte at yetistiriciligi
biiyiik bir endiistri haline doniigmistiir (1,2).

Atlar reprodiiksiyon agisindan 6zellik gosteren hayvanlardir. Bu ayricaliklar gerek
yetistirici ve gerekse Veteriner Hekimler tarafindan agilmasi kolay olmayan zorluklar
beraberinde getirmektedir (3).

Genellikle dogal asmm ile gergeklestirilen iireme islemi sun'i tohumlama
¢alismalarinin baglamas ile gok daha bilimsel olarak yiiriitiilmeye baglanmigtir. Diinyada ilk
sun'i tohumlama uygulamasmin 14. yy.’da Arap agiretleri tarafindan kisraklarda yapildig:
bildirilmistir (4,5).

Evcil memeli hayvanlarda sun'i tohumlama alaninda ilk ciddi bilimsel ¢aligma 1780
yilinda italyan fizyolog Lazzaro Spallanzani tarafindan gerceklestirilmistir. Ulkemizde 1926
yilinda Mihailow adli aragtirici Karacabey Harasinda yaptifn calismalar ile ilk at sun'i
tohumlama uygulamasini baglatmigtir. Karacabey Harasinda baslayan ilk sun'i tohumlama
uygulamas: sonradan Cifteler Harasi ve diger haralarda da uygulamaya konulmustur (4).

Atlarda uygulanan sun'i tohumlama dogal asima gore bir takim avantajlara sahiptir.
Sun'i tohumlama ile saldirganlik, doku hasari, enfeksiyonlar gibi komplikasyonlara engel
olunmaktadir. Bir ejakiilatin béliindiikten sonra taze veya sulandinilarak kullanilmas: sonucu

birden fazla sayida kisrak tohumlanabilmektedir. Sperma sulandirilarak daha uzaga



taginmakta ve béylece kisraklarm giftlesme amactyla taginmalar ile ilgili problemler
ortadan kalkmaktadir. Aygirlardan almman spermanin sulandirilmasi ve daha sonra
dondurulmas1 spermanin uzun siire saklanmasmma olanak vermektedir. Ayrica aygir
spermasmin dondurulup saklanmas: ile aygirlarin sperma kalitesinin diigmesi ve aygirin
Oliimiinden sonra bile spermalar kullanilabilmektedir (2,6).

Aygirlarin  fertilizasyon kapasitesinin belirlenmesi bu aygirla ¢iftlestirilmis
‘lqsraklardan elde edilen tay sayis1 ile Slglilmektedir. Bunun igin oncelikle sperma alma
'j.li;nfgfhléri ve sperma muayenesi ile fekondasyon gii¢lerinin saptanmasi gerekmektedir (7).

Aygirlarda sperma muayenesi yapmak igin sun'i vajen, elektroejakiilasyon ve
ampullalarin masaji yéntemleri kullanilmaktadir. Aygir spermasmnin alinmasinda en yaygin
yontem olarak sun'i vajen ile sperma alma yontemi kullanilmaktadir. Atlarda sun'i vajenin
ilk defa 1930’lu yillarda Salzman tarafindan kullaldigi belirtilmektedir. Daha sonra
degisik tip ve modellerde sun'i vajenler gelistirilmistir (4,5). Ulkemizde kullanilan aygir

sun'i vajeni Rus modelinin gelistirilmis seklidir (8).

Aygir Spermasinin Degerlendirilmesi :

Atlarda sun'i tohumlama uygulamalarinda jelden arndinlmis sperma
kullanilmaktadir (1,4-7).

Spermanin muayenesi ve degerlendirilmesi (Spermiogram) yetistiricilikte ve
ozellikle damizlik segiminde Onemli yer tutmaktadur. Spermanin  makroskobik
muayenesinde ejakiilat miktar1, spermanin rengi, kivamu ve kokusu kontrol edilmektedir.
Spermanin mikroskobik muayenesinde kitle hareketi, spermatozoon yogunlugu, &lii ve
anormal spermatozoa orani aragtirilmaktadir. Spermanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin
muayenesinde ise akrozom defekti ve pH degeri kontrol edilmektedir. Bilimsel ¢aligmalarda

ve spermanin degisik amagh kullanimlarmda spermatozoa metabolizmasina bagli olarak



belirli siire icinde pH degerinin degismesi spermanmn degerlendirilmesinde kriter olarak
kullamlmaktadir (9).

Aygir spermasinin ortalama hacmi 60 ml., spermatozoon yogunlugu 0.3x10° /ml.,
pH degeri 6.3-7.8 ve bir ejakiilattaki total spermatozoa sayisi 9.0x10° olarak
bildirilmektedir (9).

Gerloff (10), aygir spermasmmin hacmi 60ml., spermatozoon yogunlugu
| ’0.1535106_/‘1111., bir ejakiilattaki total spermatozoon yogunlugu 9.0x10°, spermatozoa
r‘ndtﬁi:c.esi %70, normal morfolojik yapidaki spermatozoa orant %70 ve aygirlardan sperma
alma aralifinin haftada 3-10 kez oldugunu bildirmisgtir.

Yurdaydin ve ark. (6), aygirlarda ortalama sperma hacmini 28.12 ml., spermatozoa
motilitesini %75, pH degerini 7.07, spermatozoon yogunlugunu 202.500x10° /ml., 6li
spermatozoa oranim  %23.75  ve anormal spermatozoa oramm %15.47 olarak
belirtmektedirler.

Yurdaydin (11), safkan Haflinger aygirlarda sperma hacmini, motilitesini,
yogunlugunu, pH degerini, anormal spermatozoa oranlarimi siras1 ile 30 ml., %78.94,
214.277x10° /ml., 6.9, %23.33 olarak ifade etmektedir.

Yurdaydin ve ark. (12), bir bagka ¢aligmalarinda, Karacabey Haras: yetistirmesi 6
adet safkan Haflinger aygirin giin asir1 3’er ejakiilatinin muayenesi sonucu sperma hacminin
53.36 ml., pH degerinin 7.1, spermatozoon yogunlugunun 194.33x10° /ml., motilitesinin
%68.05 olarak bulundugunu bildirmektedir.

Ak .ve ark. (13), 13 adet safkan Ingiliz ve 30 adet safkan Arap ayginnm toplam 82
ejakiilatinda yaptiklar1 degerlendirmede ortalama sperma hacmini 28.71 ml., pH degerini
7.62-7.86, spermatozoa motilitesini %57.27-62.45, canli spermatozoa oranini %70.92-
79.29, spermatozoon yogunlugunu 159.08-197.27x10° /ml. olarak saptadiklarmi

belirtmektedirler.



Ozkoca (14), Pony ve sicakkanli atlarda ortalama sperma hacminin 40-150 ml.,
spermatozoa motilitesinin %60, dogal asim i¢in en diisiik tohumlama dozunun 500x10°,
normal pH degerinin 7.35 oldugunu bildirmektedir.

Giilyiiz (15), 40 adet satkan Arap aygin ile yaptig1 ¢aligmada ortalama sperma
hacmini  31.95 ml., spermatozoa motilitesini %51.60, spermatozoon yogunlugunu
162.8x10° /ml. ve pH degerini 6.74 olarak belirtmektedir.

-

~ Seving ve ark. (16), Karacabey Harasinda yaptiklari ¢alismada 3 adet safkan
R L IO

Haflinger aygira ait ortalama sperma hacmini 30 ml., spermatozoon yogunlugunu
214.277x10° /ml., pH degerini 6.9, spermatozoa motilitesini %78.9, anormal spermatozoa

orantu % 23.33 olarak saptadiklari ifade etmektedirler.

Spermanmn Sulandiriimasi :

Aygir spermasmt sulandirmak ve saklamak igin bir g¢ok sperma sulandiricisi
kullanilmigtir. Bu sulandiricilarin bilylik ¢ogunlugunu yumurta sarisi, siit, siit {irlinlerinin
yam1 sira osmoliteyi ve pH degerini ayarlamak igin yararlanilan kimyasallar olugturmaktadir.
Bu caligmalarin biiyilk bir kisminda fertilitenin belirleyicisi olarak gebelik orami1 yerine
spermatazoa motilitesi kullanilmigtir. Spermatozoa motilitesi fertilite ile ilgili olarak 6nemli
bilgiler vermesine ragmen tek bagmna yeterli olmayabilir. Gebelik oranim birkag faktér
etkileyebileceginden fertilite galigmalarinda uygun kontroller yapilmalidir (17).

Spermanin korunmasi i¢in, sogutma isleminden 6nce uygun bir sulandirict ile
sulandiriimasi gereklidir (17). Spermanin sulandiriimasinda Glikoz-EDTA (:1 8-21), Merck-
EDTA (22), Merck-laktoz (23,24), Modifiye Merck-laktoz (24), Kenney (22,25-28),
Modifiye Kenney (26,28,29), Yagi alnmus siit (6,25,30-36), Yagsiz siit tozu-glikoz
(8,10,32,37), Yagsiz siit tozu-yumurta sarisi-tikarsilin (38), Glisig—yumuﬂa saris1 (30,39,40),

Yumurta sansi-laktoz (41), Tris (7,41), Bis-tris (42), Inra-82, Yumurta sarisi-sitrat-taurin,



EZ-mixin, Dimitro poulus onze (29), Colorado (CO3) (31), Cornell Univercity extender
(CUE) (32), CGH-27, Baken-II, %5 Glikoz (43), Krem jel (7) gibi ¢ok sayida sperma
sulandiricis1 kullanildi@i bildirilmektedir. Agir1 sulandirmanin  spermatozoa canhilifini
azalttigy belirtilmektedir. Bu durumun ancak spermatozoon yogunlugu 20x10° ml.'den diigiik
oldugunda belirlenebilecegi ve siit, yumurta sarisi, serum i¢indeki proteinlerin spermanin
sulandiriimasi ile olugabilecek sulandirma etkilerine karg1 spermatozoonlarin dayaniklilifini
’g;;tlpabilecegi vurgulanmaktadir (44).

‘ ‘ Si)erma sulandirma galigmalarinda bakteriyel kontaminasyonu engellemek amaci ile
sulandiricilara Penisilin (1000 1.U./ml.), Dihidreptostreptomisin (1000 mg/ml.), Polimiksin-
B siilfat (1000 pg/ml), Gentamisin siilfat (1000 pg/ml), Amisiklin stilfat (1000 pg/ml) gibi

antibiyotikler katildig: belirtilmektedir (45).

Spermanin Dondurulmasi:

Spermanin diisiik 1s1 derecelerinde dondurulup uzun siireli saklanmasi {istiin
genotipik yapili erkek hayvanlardan daha genig ve yaygin dl¢iide yararlanilmasi sonucunu
dogurmaktadir. Ayrica fazla sayida erkek damizlik besleme sorunu da ortadan kalkarak
hayvan yetistiricilifinde verimlilik artmakta ve hijyenik kosullarda hazirlanan dondurulmus
sperma ile tohumlanan digilerde genital hastaliklarin bulagma olasilifi azalmaktadir.
Baglangigtan bugiine kadar spermanin sulandirilarak donduruimasi konusunda baglica ii¢
yontem kullanilmaktadir;

1- Spermanin ampullefde, kuru buz alkol ile dondurulmasi (4,5),

2- Spermanin pellet yontemi ile kuru buz iizerinde dondurulmasi (4,5,42,46,47),

3- Spermanin payet yontemi ile azot buhari {lizerinde dondurulmas: (4,5,12,16,19-

21,30,40,43).



Giiniimiizde aygir spermast daha ¢ok payet yoéntemi kullanilarak makrotiipler i¢inde
dondurulmaktadir (4,5,12,16,19-21,30,40,43).

Degerli aygirlardan alinip dondurularak saklanan aygir spermalari aygirm
spermatolojik degerleri degistiginde veya 6ldiigtinde kullamlmas: agisindan ayr: bir 6neme
sahiptir (34).

Aygir spermalarmm dondurulmasinda dondurma sulandiricis1 olarak Laktoz-
yumurta sarisi-gliserol (12,19,30,34,40,47-49), Merck-laktoz-yumurta sarisi-equex STM-
gliserin (12,24,48,49), Laktoz-EDTA (50), Merck (16,21,23), Kenney (27), Yagsiz siit tozu-
yumurta sarisi-tikarsilin ve ayr1 ayn glikoz, siikroz, rafinoz, trehaloz, inositol- gliserol (38),
Yumurta sarisi- (39), Glisin-yumurta sarisi-gliserol (40), her biri ayr1 ayn Bis-tris, Best,
GGT, GGBT, TCAs3s, TCA39 ve %2'den %7'ye kadar gliserol katilan sulandiricilar (42),
HF-20-gliserol (43), Modifiye Tischner (51), gibi g¢ok sayida sulandirici kullanildig
belirtilmektedir.

Sulandirilarak makrotiipler iginde dondurulan spermalarin bir tohumlama dozunda
eritme sonu en az 100x10° motil spermatozoa olacak sekilde ayarlandigi, sivi azot buharinda
dondurularak, siv1 azot iginde saklandig ifade edilmektedir (4,5,16).

Sulandirilarak makrotiipler i¢inde dondurulmug aygir spermalarimn su banyosunda
50 °C'de 40 saniye siirede eritildiginde Arap aygirlarinda eritme sonu motilitenin %48.58 ve
Haflinger aygirlarinda ise %49.99 oldugu belirtilmektedir (16).

Yedi adet aygirdan elde edilen 35 ejakiilatin sulandirilip dondurularak, dondurma
sonrast 45 °C'deki su banyosunda 30 saniye siire ile eritilmesi ile elde edilen motilitenin
%44.28 olarak saptandif belirtilmektedir (49).

Makrotiipler iginde azot buharinda dondurulan 6 adet sicak kanl1 aygir spermalarinin

eritrme teknikleri aragtirilmig; en diigiik spermatozoa motilitesi 40 °C'de 35 saniyede



%26.60, en yiiksek spermatozoa motilitesi ise 50 °C'de 35 saniyede %45 ve 45 °C'de 30
saniyede eritilen ayni spermada ise %42.80 olarak bulundugu ifade edilmektedir (48).
Aygir spermalarmin makrotiipler disinda ayrica biiyiik hacimli (20-25ml.)

aliminyum makrotiipler i¢inde de azot buharinda donduruldugu bildirilmektedir (50).

Kisraklarin Senkronizasyonu:

Kisraklarin yetistirme g¢agma 24-60. aylarda erigtikleri, mevsimsel politstrik
hayvanlar oldugu (11,52), tilkemiz sartlarnda ilkbahar aylarinda kizginlik gosterdikleri ve
siklus stirelerinin ortalama 21-22 giin oldugu, ancak bu siirenin 14-24 giin arasinda
degisebilecegi (14), havalarm i1sinmasi ile bu siirede kisalmalar gozlenebilecegi
belirtilmektedir.

Artan veya azalan giin 1518min optik sinirler araciligi ile Hipotalamus'ta bulunan
Chiazma Opticum'u uyarmasi ve bazi ¢evresel faktorlerin de etkisi ile kisraklarda seksiiel
faaliyetlerin bagladig ifade edilmektedir (3,11,16).

Alagam (53), agim sezonunda kisraklarda ovaryum iglevlerinin denetlenmesi amaci
ile ovaryumlarmda aktif Corpus Luteum (CL.) bulunan kisraklarda Prostaglandinler
(PGF,0a) ve analoglar kullanildifinda bu hayvanlarda 2-5 giin sonra kizginlik griildiigiinii
ve enjeksiyonu izleyen 7-12. giinlerde ovulasyon sekillendigini ifade etmektedir.
Aragtirmact PGF,a ve analoglar1 uygulanan bazi kisraklarda enjeksiyonu izleyen 7-12 giin
sonra kizgmlik belirtileri fark edilmeden ovulasyonun olugabilecegini, PGF,a ve
analoglarmm ¢iftlesme mevsiminde de kizginlik senkronizasyonu amaciyla bagar ile
kullanilabilecegini bildirmisgtir.

PGF; a ve analoglar1 ovaryumlarinda aktif CL. bulunan kisraklarda uygulandiginda

kisa stirede kizginlif1 uyarmaktadir. PGF,o ve analoglarinin uygulanmasini takibeden 48

saat icinde oldukga yiiksek kizginlik oranina ulagilabilmektedir. PGF,0 uygulamalan ile



elde edilen kizginliklarda yapilan tohumlamalarda normal smurlar iginde dolverimi elde
edilmektedir (14,39,52,54-58).

Kisraklarda 21 giinlikk kizginlik siklusunun 16. giiniinde PGF,a ve analoglarinin
uygulanmasi sonucu kizginlik uyarilabilmesine ragmen, bu dénemde ovaryumlar {izerindeki
CL. palpe edilemediginden rektal muayene ile CL.'un regresyonu da belirlenemez (3).

Kisraklarda ovaryum islevlerini artirmak amaci ile 1gik rejimi uygulamalar veya

R

GnR};I, ESH, e¢CG gibi hormonlarin kullaniimas: ile basarili sonuglar almabilmektedir.
éiﬁi‘é%ne mevsimine girmis kisraklar igin Progestagenler yardimi ile kan progesteron orani
yiiksek tutulup kizginlik ve ovulasyon bloke edilebilirken didstrus CL.'u, PGF,a  veya
analoglan kullanilarak luteinize edilip yeni bir kizgmlik ve ovulasyon olusturulabilmektedir
(56).

Ovaryumlarinda aktif CL. bulunan kisraklar, PGF,a ve analoglarinin uygulanmasin
izleyen 2-5 giin sonra kizgmlik belirtileri gostermekte ve 7-12 giin sonra da ovulasyon
olugmaktadir (56,59).

Bazi caligmalarda (57,58,60), senkronize ovulasyon olusturmak i¢in PGF,a ve

analoglariin kullamildig: bildirilmektedir.

Kizgimlik ve Ovulasyonun Belirlenmesi:

Ergenlige ulagmig disi hayvanlarm belli fizyolojik ve psikolojik belirtiler gostererek
erkegi kabul etme durumu kizgnlik, bir kizgmhgmn baslangicindan onu ijzleyen ikinci
kngnmlgln baglangicina kadar gecen siire de kizginlik siklusu olarak ifade edilmektedir
(11,14).

Kisraklarda kizgmlik ¢ok belirgin olup ¢esitli evrelerden olugmaktadir. Kizgmlhigin
kesin olarak saptanmasi igin aygir muayenesinden gecirilmesi gerekmektedir. Kisraklarda

kizginhk belirtilerinin saptanmasi1 aygir kontrolii, spekulum ile serviks ve vajinanin
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muayenesi ve rektal palpasyon ile uterus ve ovaryumlarin muayenesi ile yapilmaktadir
(11,61,62).

Demirci (63), kisraklarda kizginhigmn aygir muayenesi ve klinik muayene ile
belirlendigini bildirmektedir. Diger bir géllsmada (64), kisraklarda kizgmligin rektal

muayene, vajinoskopi ve ultrasonik muayene ile saptandig: belirtilmektedir.

" "Ovulasyon:

&4

f'O\varyumlann muayenesi ve ovulasyonun kontrolii elde edilecek fertilite oranlarinda
onemli bir rol oynamaktadir. Rektal palpasyon ve sonografi aracihig ile ovulasyona ait
bilgilerin edinilebilecegi bildirilmektedir (3).

Kisraklarda Graaf follikiiliniin maksimum bilyiikliige ovulasyondan 36 saat dnce
ulagtign ve son 12 saat iginde biraz kiiglildtigi, tim follikiillerin yaklasik %40'nn
ovulasyondan 24 ile 12 saat dnce form degisikligine ugradif1 ve en iyi fertilizasyon oranmin
ovulasyondan 24 saat 6npe ve 8-12 saat sonraki dénemde yapilan tohumlamalardan elde
edildigi ifade edilmektedir (3).

Japonya'da yapilan ¢alismada en yiiksek fertilite oranimin (%65), ovulasyondan bir
glin once ve ovulasyon aninda yapilan tohumlamalardan elde edildigi bildirilmektedir.
Ovulasyondan once follikiillerin biiyiikligliniin siiratle artti1 (tahminen giinde 5 mm
¢apinda), canli agirliklart 400-450 kg olan kisraklarda follikiillerin genellikle 45-65mm
¢apa, 225-350 kg kisraklarda ise 35-45mm ¢apa ulastlklarmda ovule olduklar
belirtilmektedir. Aym ¢alismada tohumlamada kullanilan aygir spermasinin kisa Smiirlii
oldugu biliniyor ise tohumlamanin tahmin edilen ovulasyon zamamndan 6 saat énce veya
sonra yapilmasi gerektigi ve ovulasyonun kizgmlik sona ermeden 24-48 saat icinde

sekillendigi ifade edilmektedir (14).
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Yurdaydin (62), normal smurlar iginde délverimi elde edebilmek igin, kisraklarda
ovulasyon zamaninin bilinmesinin gerekli oldugunu ve tohumlamalarin rektal muayene ile

Graaf follikiiliiniin gelismesi dikkate alinarak yapilmasi gerektigini belirtmektedir.

Tohumlama Dozu:

Kisraklarda bir tohumlama dozundaki en az hacmin sulandirilmig sperma igin 10
inl,, dondurulmus sperma i¢in 4 ml. olmasi gerektigi ve bir tohumlama dozunda bulunmasi
gerekén ﬁlotil spermatozoa sayisinin en az 100x10° oldugu belirtilmektedir (5,16,18,65).

Bagka bir c¢aligmada (21), sulandiriip dondurulan spermada bir tohumlama
dozundaki motil spermatozoa sayismun 175x10%dan 249x10%ya yiikseltilmesi ile gebelik

oraninda 8nemli bir artig oldugu bildirilmektedir.

Tohumlama Zamani:
Kisraklarda en uygun tohumlama zamanimmn, ovulasyondan bir giin 6nce veya
ovulasyon zamammnda oldugu (3,5,8,11,14,26,42) ve kisrak ovumunun ovulasyonu izleyen

18 saat iginde fertilize olma yetenegini korudugu (3,14,42,66) belirtilmektedir.

Délverimi:

Taze sulandirlmis ve sogutulmus spermalar ile yapilan tohumlamalarda délverimi
agisindan iyi sonuglar elde edilmis olmasma ragmen, dondurulmus sperma ile yapilan
caligmalardan koti sonuglar-alindigy belirtilmektedir (2).

Kisraklarda dogal asim ile elde edilen gebelik oranlarn %26.0-94.3 arasinda
degigmektedir (2,8,11,50,64,67-73).

Cesitli sulandincilarla sulandirilmig spermalar ile elde edilen gebelik oranlarmin

%30-87 arasinda oldugu ifade edilmektedir (6,8,22,25,26,28,32,74).
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Payet i¢inde dondurulmus sperma ile elde edilen gebelik oranlarinin %29-73
arasinda oldugu belirtilmektedir (12,18,20,21,33,43,75,76).
Pellet yontemi ile dondurulmus spermalar ile yapilan tohumlamalardan elde edilen

gebelik oranlarinin %40-60 arasinda degistigi bildirilmektedir (13,39,74).

Kisrak Siitiiniin Ozellikleri:
i Kisrak siitii mavimtirak beyaz renkte olup, sulumsu bir goriiniime sahiptir. Anormal
bnkokusu yoktur ve kokusuz kabul edilmektedir (77,78). Kisrak siitii pH degerinin 6.6-7.1
arasinda  degistigi, asitliginin 1.8-3.09 Soksalet Henkel (SH) arasnda oldugu
belirtilmektedir (77,79). Kisrak siitliniin en bityiik dzelligi laktoz igeriginin yiiksek, protein,
yag ve kiil igeriginin diisiik olmasidir (78). Kusrak siitii laktoz igeriginin %6.00-6.95
arasinda degisebildigi ifade edilmektedir (77-79). Dogumu izleyen 8-45. giinler arasinda
alman kisrak siitiinde total protein %21.31, kazein %2.02 ve protein olmayan nitrojen
(NPN) oranimmin ise %0.043 oldugu bildirilmektedir (80). Kisrak siitlindeki yag orammin
%1.3-2.0 arasinda degistigi belirtilmektedir (77,78). Csap6 ve ark. (81), laktasyonun 8-45.
giinlerinde kisrak siitiindeki yag oranim %1.32 olarak tespit ettiklerini ve kisrak siitiiniin
inek siitline oranla ¢ig olarak saklanmaya daha uygun oldugunu belirtmektedirler.

Kisrak siittinde bulunan vitamin ve mineraller ile bunlarin siitteki miktarlar1 Tablo-

1'de verilmistir.
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Tablo-1: Kisrak siitli iceriindeki vitamin ve minerallerin miktarlar1 (77).

Vitaminler Siitteki Miktarlan
Vit-A ) 0.825-0.892 mg
Vit-E 0.65-1.05 mg
Vit-C 86.94-135.0 mg
Vit-Bl 291 mg

Vit-B2 261 mg

Vit-PP 299 mg

Vit-B12 ' 3.3mg

Mineraller Siitteki Miktalar (%)

K 0.105
Na 0.014
Ca ' 0.124
Mg 0.013
Fe 0.002
P 0.131
Cl 0.031

Bu galigmada kisrak siitii sulandiricisi ile aygir spermasinin taze sulandirilarak ve
sulandinlip dondurularak, kisrak tohumlamalarinda kullamimasi ile normal sirlar i¢inde

délverimi alinip alinamayacaginin aragtiriimasi amaglandt.
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GEREC ve YONTEM

Sunulan c¢alismada Karacabey Tarm Igletmesi Miidiirlligii yetistirmesi safkan
Haflinger irkindan 4 aygir ve 20 kisrak kullanildi.

Kisraklar senkronize edilerek 10 adedi taze sulandirilmis sperma ile 10 adedi ise
sulandirilarak dondurulmus sperma ile tohumlandi. Taze sulandirilarak kullamlan sperma
kisraklarm tohumlama cetveline gére 4 ayn aygirdan, dondurularak kullanilan sperma ise 1

aygirdan alinarak kullamldi.

Spermanin Ahmmast:
Aygirlardan sperma teknigine uygun olarak hazirlanan Hannover tipi sun’i vajen
yardmmuyla alind1. Ostrusta olan kisraga atlatmak suretiyle alman spermanin jel kismu steril

gazli bezle uzaklagtirildi ve hacmi dereceli sperma toplama kadehlerinde dlgiildii.

Sperma Sulandiricilarinin Hazirlamgi:

Taze olarak alinan spermanin sulandirilmasi isleminde sperma sulandiricisi olarak
safkan Haflinger kisrak siitii ve antibiyotik karisimu kullamildi. Laktasyon periyodunun
ortasindaki kisraklardan elde edilen siit ayri gruplar halinde 90 °C’de ki su banyosunda 10
dakika siireyle 1sitilip sogutulduktan sonra filtre edilip yag1 almarak igerisine antibiyotik
(her ml. igin 1000 1.U. penisilin ve 1.25 mg streptomisin) katild1 ve sperma sulandiricist
olarak kullanima hazirlandi. Yagi alinmig kisrak stitii gerektiginde kullanilmak iizere 7-10

giin siire ile buzdolabmda +3 ile +5 °C’de saklanda.
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Sun'i vajen yardimi ile alinan sperma temel spermatolojik muayeneler yapildiktan
sonra sulandirict ve spermanin esit 1silara gelmelerini saglamak i¢in 37 °C’deki su
banyosuna konuldu. Sulandirma. iglemi; sulandirilmig spermayla yapilacak tohumlamalar
i¢in 50x10° /ml. Spermatozoa ve dondMus spermalar ile yapilacak tohumlamalar i¢in
25%10°% /ml. olacak sekilde gergeklestirildi. Sulandirict sper;naya esit 1silarda ve 15 dakika
araliklarla iki boliim halinde katildi. Spermanin sulandirilmasimi takibeden 15 dakika
. ’s'opmsmda motilite muayenesi yapilarak motilitesi %50 ve yukarisinda olan sulandirilmig

3

spermalar tohumlamalarda kullantlds.

Spermanin Dondurulmasi:

Dondurulacak spermalar yags alinmig kisrak siitine 1000 1.U./ml. Penisilin ve 1.25
mg/ml. Streptomisin katildi. Bu sulandiric1 iki béliime ayrilarak 1. bolim 15 dakika
araliklarla iki asamada spermaya katildi. Ikinci hacme ise %14 (v/v) gliserol ilave edildi.
Sulandirilan sperma ve gliserol igeren 2. boliim 105 dakika siire ile +5 °C’ye diigiiriildii. Bu
1sida gliserol igeren 2. boliim yine 15 dakika araliklar ile iki asamada katilarak 60 dakika
ekilibrasyona birakildi ve final gliserol orami %7 oldu. Gliserolizasyon ve ekilibrasyona tabi
tutulan sperma 2 ml’lik makrotiiplere ¢ekilerek dondurulmaya hazir hale getirildi.

Dondurma sivi azot buhan iizerinde -125 °C ile -130 °C’de 8-10 dakika siireyle
yapildi. Dondurulan makrotiipler -196 °C’deki siv1 azot iginde saklands.
Dondurmg isleminde sulandirilmig spermanin gekildigi plastik makrotiip Sekil-1'de

goriilmektedir.
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Sekil-1: Sulandirilmig spermanm dondurulmasinda kullanilan makrottip.

Dondurulmus Spermanin Eritilmesi:
Makrotiipler (2ml. hacminde) iginde dondurulmus spermalar, muayene ve
tohumlama amaciyla 45 °C’deki su banyosunda 30 saniye siire ile eritilerek eritme sonu

motiliteleri %40 ve yukarisinda olan sperma gruplar: tohumlamalarda kullanilda.

Spermatolojik Muayeneler:
pH, motilite, spermatozoon yogunlugu, 6lii ve anormal spermatozoa oranindan
olugan incelemeler ejakiilat alindiktan sonra gergeklestirildi. Motilite incelemeleri ise

sulandirma sonrast ve eritme sonras1 yapildi.

Kisraklarin Muayenesi:

Aragtirmada kullanilan kisraklar muayene edilerek andstrusta olup olmadiklar: ve
gebelik durumlart incelendi. Andstrusta olmayan ve kizginlhik belirtisi gostermeyen
kisraklara tek Prostaglandin Fya analogu (Cloprestenol sodium Bp, 526 ug, 1I.M.)
uygulamasi gergekelestirildi ve kizgmliklar bir 6l¢lide toplulagtirilmaya ¢aligildi. Uygulama

yapilan kisraklar kizginlik yoniinden takibe alindi.
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Kisraklarm kizgnliklar: her giin merada ve tavlada yapilan aygir muayenesi ile,
ovulasyon ise spekulum ile porsio vajinalis servisis’in kontrolii ve rektal palpasyon ile

saptandi.

Tohumlama Yéntemi:

Taze sulandirilarak ve dondurulmus spermalarla yapilan tohumlamalarda vajinal
yontem kullanildi. Bunun i¢in kisrak zapti rapta alindi, vulva dudaklar1 uygun antiseptik
solusyon ile temizlenerek tohumlamaya hazir duruma getirildi. Antiseptik soliisyondan
gecirilen uzun konglu sun'i tohumlama eldiveni giyilerek yaklagik 50 cm. uzunlugundaki
plastik tohumlama kateteri eldivenin giyildigi el iginde gizleyerek vulva dudaklarindan
vajinaya dogru ilerleyip bas ve isaret parmag: yardum ile porsio vajinalis servisis bulundu.
Diger el kateterin disarida kalan kismimdan tutularak vajina igindeki elin kilavuzlugunda
tohumlama kateterinin servikse girmesi saglandi. Bir yardimc1 tafafmdan cam enjektorde
bulunan sperma kateter ile uterusa enjekte edildi. Son olarak kateter boyunca kalan spermay1
itmek igin enjektor ile 2-3 ml. kadar hava verilerek iglem tamamlandi. Bir makrotiip hacmi

2ml. oldugundan her bir tohumlama i¢in 2 adet makrotiip kullanildi.

Tohumlama Dozu:
Mililitrede 50x10° motil spermatozoa olacak sekilde sulandirilan spermadan 10 mi.,
mililitrede 25x10° motil spermatozoa olacak sekilde dondurulan sperma ile 2 makrotiip

(4ml.) tohumlama uygulamalarmda kullanildi.

Tohumlama zamam:
Tohumlanacak kisraklar ovulasyona en yakm olduklarinda veya ovulasyon

zamaninda bir kez tohumlandilar.
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Gebelik Kontrolleri:

Kisraklarin gebelik kontrolleri tohumliamalari izleyen her giin tavlada ve merada
aygir muayenesi, tohumlamalar sonrasindaki 20. ve 40. giinlerde spekulum muayenesi ile
porsio vajinalis servisisin durumunun kontr;)lﬁ ve 60. giin ile sonrasinda rektal palpasyon
muayeneleri ile saptandi. Porsio vajinalis servisis’in vajina tabanmna lokalize oldugunda ve
giil goncas1 goriiniimiinde hiperemik, gevsek bir gériiniim aldiginda kisragin ovulasyona

yakin oldugu kabul edildi.
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BULGULAR

Kisraklar senkronizasyondan 1-7 giin (ortalama 4.95+0.36 giin) sonra 2-7 giin
(ortalama 4.45+0.39 giin) siiren klzgmllk‘ belirtileri gosterdi ve 3-13 giin (ortalama
9.40+0.75 giin) sonra da ovulasyon sekillendi.

Senkronize edilmek igin PGF,o analogu enjekte edilen 20 kisraktan 2’si ilk
;:_njeksiyona cevap vermeyerek, ilk enjeksiyondan 16 giin sonra ikinci enjeksiyonlart
yapll'afak kizgmlik yoniinden takip edildi. ikinci enjeksiyonlar1 yapilan bu iki kisraktan
birinin ikinci enjeksiyondan 7 giin (Tablo-2) digerinin ise 3 giin (Tablo-3) sonra ovulasyon
yaptiklar1 saptanarak tohumlandilar.

Tablo-2: Taze sulandirilmig sperma ile tohumlanan kisraklarm PGF,a analogu ile

enjeksiyon ve ovulasyon araligz.

Kisrak Ad-No PGF;0. Analogu enjeksiyonu ile ovulasyon arahigi (giin)
1- Belkis 51-83 ’ 13
2- Banu 2-78 10
3- Kamer 109-86 13
4-Nazlh 31-90 ' 10
5- Nazli1 43-91 12
6- Ceylan 42-84 12
7- Meltem 105-86 7
8- Gonca 36-91 7
9- Bursal1 29-91 ** 7
10- Hilal 9-78 6

** |k PGF,a analogu enjeksiyonuna cevap vermeyerek 16 giin sonra ikinci enjeksiyon yapilan ve 7 giin sonra ovulasyon

gosteren kisrak.
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Tablo-3: Sulandinlarak dondurulmus sperma ile tohumlanan kisraklarin PGF,a

analogu ile enjeksiyon ve ovulasyon araligi.

PGF; a analogu enjeksiyonu ile ovulasyon aralig: (giin)

m Kisrak Ad-No

1- Belkis 41-89 9
2- Jale 52-90 11
3- Sevim 108-86 11
4 Gligli 27-83 3
5- Hllal 91-90 4
6- Akin 34-85 ** 3
7- Nazlh 65-85 9
8- Can 3-78 12
9- Gamsiz 78-88 13
10-Gamsiz 76-89 12

** [lk PGF; a analogu enjeksiyonuna cevap vermeyerek 16 giin aralik ile ikinci enjeksiyon yapihisindan 3 giin sonra ovulasyon gosteren

kisrak.

Taze olarak sulandirilip tohumlamada kullanilan veya dondurulan spermalarda

hacim, motilite, spermatozoon yogunlugu, pH, &lii ve anormal spermatozoa oranlan

ortalamalar1 swrasiyla 20+0.42ml.,

%14.91+0.94, %13.96+0.68 olarak saptand1 (Tablo-4).

%60.83+2.28,

170.41+2.85x10° /ml., 6.8+0.01,



Tablo-4: Taze sulandirma yapilan ve sulandirilarak dondurulan spermalarin

ortalama spermatolojik degerleri.

Spermatolojik Ozellikler Degerler
Hacim (ml.) 20+0.42
Motilite (%) 60.83+2.28
Spermatozoon yogunlugu (x10° /ml.) 170.41+2.85
PH 6.8+0.01
Olii spermatozoa (%) 14.91+0.94
Anormal spermatozoa (%) 13.16+0.68
n=12

Yag: almoug kisrak siitli ve antibiyotik karmgimindan olusan sulandirica ile
sulandirilan spermadaki spermatozoa motilitesi ile sulandirma Oncesi bulunan motilite
arasinda belirgin bir farklilikk olusmadifn goriildii. Kullanilan sulandiricinin yapilan
kontrollerinde pH degerinin 6.8 oldugu saptandi. Hazirlanan sulandirici igine antibiyotik
katilmadan gereginde kullanilmak iizere +3 ile +5 °C’de 7-10 giin siire ile saklandi.

Dondurulmug sperma 45 °C’de 30 saniye siire ile su banyosunda eritildi. Eritme
sonu spermatozoa motilitesinin, §lii ve anormal spermatozoa oraninin sirasi ile %40, %35,
%28 oldugu saptandi (n=2).

Taze sulandirilmig sperma ile tohumlanan safkan Haflinger kisraklarin tohumlamalar

sonrasi yapilan muayene sonuglar1 agagida sunulmugtur (Tablo-5).
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Tablo-5: Taze sulandirilmig sperma ile tohumlanan kisraklarin gebelik sonuglari.

Kisrak Ad-No Tohumiama Tohumlama Sonras1 Muayeneler
Aygin Spekulum Muayenesi Aygir Palpasyon
20.Giin 40.Giin Muayenesi | Bulgulan
1-Belkis 51-83 82-83 x - - Gebe
2-Banu 2-78 82-83 + - - Gebe
3-Kamer 109-86 68-83 + ~ + Gebe Degil
4-Nazh 31-90 68-83 - - - Gebe
5-Nazh 43-91 82-83 + - - Gebe
6-Ceylan 42-84 68-83 + + + Gebe Degil
7-Meltem 105-86 13-87 - - - Gebe
8-Gonca 36-91 13-87 - - - Gebe
9-Bursal 29-91 10-83 - + + Gebe Degil
10-Hilal 9-78 68-83 - - - Gebe

+: Kizginlik belirtisi verenler.

- : Kizginlik belirtisi vermeyenler.

+: Kizginlik belirtisi agisindan siipheli olanlar.

Sulandirilarak dondurulmus safkan Haflinger aygir spermalariyla tohumlanan

kisraklarin tohumlamalar sonras1 yapilan muayene sonuglar asagida sunulmustur (Tablo-6).

Tablo-6: Sulandinlarak dondurulmus spermalar ile tohumlanan kisraklarin gebelik

sonuglari.
Kisrak Ad-No Tohumlama Tohumlama Sonrasi Muayeneler
Aygin Spekulum Muayenesi Aygir Palpasyon
20.Giin 40.Giin Muayenesi | Bulgulan

1-Belkas 41-89 68-83 - + + Gebe Degil
2-Jale 52-90 68-83 - - - Gebe
3-Sevim 108-86 68-83 - - - - Gebe
4-Giiclii 27-83 68-83 + = + Gebe Degil
5-Hilal 91-90 68-83 + - + Gebe Degil
6-Akin 34-85 68-83 + + + Gebe Degil |
7-Nazl1 65-85 68-83 - - - Gebe
8-Can 3-78 68-83 + + + Gebe Degil
9-Gamsiz 78-88 68-83 + - - Gebe
10-Gamsiz 76-89 68-83 - - - Gebe

+ : Kizginhik belirtisi verenler.

- : Kizginlik belirtisi vermeyenler.
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Ovulasyona en yakin veya ovulasyon zamaninda tohumlanan kisraklar tohumlamalar
sonrasi 40 giin siire ile tavlada ve merada her giin aygir muayenesinden gegirilerek kizgnlik
belirtisi gosterip gdstermedikleri kontrol ediidi. Tohumlamalar: takiben 20. ve 40. giinlerde
spekulum muayenesi ile porsio vajinalis servisisin kontrolii yapilarak hiperemik, gevsek,
agik veya vajina tabanina yayilmis olmasi gebelik yoniinden negatif olarak, anemik, Kkati,
i(ajina tavanina yakin, vajina salgilarinin azalmis ve koyulagmig olmas: ise gebelik agisindan
pomtt} ‘olé.rak degerlendirildi.

Ovulasyon yaparak tohumlanan kisraklar, tohumlamalar sonrast 60. giinde rektal
palpasyon yapilarak gebelikleri kontrol edildiginde gebelik oranlanmnktaze sulandirilarak
kullanilan sperma ile %70, sulandirilip dondurularak kullanilan sperma ile %50 (Tablo-7)

oldugu saptanda.

Tablo-7: Taze sulandirilarak ve sulandirilip dondurularak kullamlan aygir spermasi

ile elde edilen gebelik sonuglari.

Tohumlama Tohumlanan Gebe Kalan Gebelik Oram
Yontemi Kisrak Sayist Kisrak Sayis1 (%)
Taze
Sulandmlnﬁs 10 7 70
Sperma:
Dondurulmusg 10 5 50
Sperma
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TARTISMA ve SONUC

Sunulan ¢alismada 4 safkan Haflinger aygirdan alinan taze spermalarin ortalama
hacmi  20+0.42 ml. olarak belirlendi. Ortalama sperma hacimlerinin safkan Arap
- gygqlanmn kullamldig1 galismalarda (6,8,11,13,15,16,47,49) 28.2-56.25 ml., safkan Ingiliz
aygn‘larmm kullanildig1 galismalarda (1,13) 39.15-47.50, Karacabey Tarim Isletmesi safkan
Haflinger aygirlarinda yapilan galigmalarda (11,12,16) 28.26-53.36 ml. arasinda degistigi
bildirilmektedir. Yukarida bahsedilen gesitli galigmalarda gerek farkli irklardaki ve gerekse
Haflinger aygirlardan elde edilen sperma hacmine gore, sunulan g¢aligmadaki Haflinger
aygirlardan elde edilen sperma hacminin daha az oldugu goriilmektedir.

Sunulan ¢aligmada safkan Haflinger aygirlardan elde edilen spermadaki ortalama
spermatozoa yogunlugu 170+2.85x1 0° /ml. olarak belirlendi.

Safkan Arap aygirlarmn kullamildig: gesitli ¢alismalarda (6,11,13,15,16,47,49), taze
spermalarin ortalama yogunlugunun 77.06-231.428x10° /ml. arasinda degistigi ifade
edilmektedir. Ingiliz aygirlarnda taze sperma yogunlugu 50.5-197.27x10° /ml. arasinda
degismektedir (1,13). Karacabey Tarim Igletmesindeki safkan Haflinger aygirlar iizerinde
yapilan galigmalarda (11,12,16), taze sperma ortalama yogunlugunun 194.333-214.277 x10°
/ml. arasinda degistigi bildirilmektedir. Sunulan ¢aligmadaki ortalama yogunluk degeri
safkan Arap aygirlarda yapilan baz c;ahsnialardaki (9,11,13) ortalama yogunluk degerleri
ile benzerlik gostermektedir. Buna kargiik Haflinger aygirlarda yapilan galigmalardaki
degerlerin, sunulan ¢aliymadaki ortalama yogunluk degerinden yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum bakum ve beslemeye bagh olabilecegi gibi mevsim ya da bireyden

kaynaklanmig olabilir. Sunulan ¢alisma ciftleyme mevsimi sonunda yapilmig ve ikinci
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ejakiilat kullanilmugtir. Nitekim Pickett ve ark. (82) aygirlarn birinci ve ikinci ejakiilat:
arasinda spermatozoa yogunlugu bakmmndan genig varyasyonlar olabilecegini ve sperma
yogunlugunun mevsim ve aygir gibi en az iki faktdrden etkilenebilecegini
bildirmektedirler. |

Ortalama motilite = degelerinin  safkan Arap aygirlaninda  %51.60-75
(11,13,15,16,49), Ingiliz aygirlarinda %57.7-69.5 (1), Karacabey Tarim Isletmesi Haflinger
- éygnlannda %68.50-78.94 (11,12,16) arasmda degistigi bildirilmistir. Sunulan ¢ahsmada
éideﬁdilén %60 motilite degeri amilan galigmalarda bildirilen degerler ile paralellik
gostermektedir.

Sperma pH degeri ingiliz aygirlarinda 6.9-7.62 arasinda (1,13), Arap aygirlarinda
6.9-7.86 (6.11,13,15,16,47,49), Haflinger aygirlarda ise 6.9-7.1 (11,12,16) olarak
bildirilmistir. Bu ¢ahymada 6.8 olarak saptanan pH degeri bahsedilen ¢alismadaki pH degeri
ile benzerlik gostermektedir.

Cesitli irklardaki aygir spermasi 6lii spermatozoa oranmimn %20.80-%34.91 arasinda
degistigi belirtilmektedir (1,6,13,15,49). Bu degerler ile sunulan ¢aligmadaki %14.91'ik &lii
spermatozoa orani ile uyumlu goériillmektedir.

Karacabey Tarim Isletmesi safkan Haflinger aygirlarinda yapilan gesitli galigmalarda
(11,16), anormal spermatozoa orani %23.33 olarak tespit edilmistir. Bu oran, sunulan
calismadaki %13.16 degerinden yiiksektir. Arap aygirlarin kullanuldigs gesitli caligmalarda
(6,11,13,15,16,47,49), anormal spermatozoa orammmin %6.1-36.12, safkan Ingiliz aygir
spermalarmdaki anormal spermatozoa oranmin %16.15-21.7 arasinda  degistigi
belirtilmektedir (1,13). Gerek Ingiliz ve gerekse Arap aygirlarindan elde edilen anormal
spermatozoa  oranlarnin sunulan g¢aligmadaki oranlar ile  uyumlu oldugu, baz
calismalardaki (10,11,15,16,47,49) degerlerden farkli oldugu goriilmektedir. Bu

farkliliklarn 1rka ve bireye bagh olabilecegi diistiniilebilir. Anilan spermatolojik dzellik ile
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ilgili olarak Evans (83), anormal spermatozoa oraminin %20-30 arasinda degisebildigini,
bunun yaninda bazi aygurlarin %20'den daha az anormal spermatozoa oramma sahip
olduklarim belirtmektedir.

Sunulan ¢alismada sperma sulandiricist olarak yagi alinmmg kisrak siitii ve
antibiyotik karigimi kullamlmigtir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada sperma sulandiricisi olarak
Glikoz-EDTA (18-21), Merck-EDTA (22), Merck-laktoz (23,24), Modifiye Merck-laktoz
(24), Kenney (22,25-28), Modifiye Kenney (26,28,29), Yagsiz siit (Skim-milk -extender),
(3557;;:?5?,31-36), Yagsiz siit tozu-glikoz (8,10,32,37), Yagsiz siittozu-yumurta sarisi-tikarsilin
(38), Glisin-yumurta sarist (30,39,40), Yumurta sarisi-laktoz (41), Tris (7,41), Bis-tris (42),
Inra-82 , Yumurta sarisi-sitrat-taurin ve EZ-miksin, Dimitro paulus-onze (29), Cornell
University Extender (CUE) (32), Colarado extender (CO3) (31), CGH-27 ve Baken-II ve
%35 Glikoz (43), Krem-jel (7), gibi ¢ok sayida sulandiric: kullanildigz belirtilmistir.

Yukarida belirtilen siit sulandiricilarinda kullanilan siit veya siit tozunun, sunulan
caligmadaki kisrak siitinden farkli olarak inek orijinli siit veya siit tozu oldugu
bildirilmektedir (5,6,31,32,34,37,38). Literatiirde yag1 alinmig kisrak siitii ile yapilmig bir
¢aligmaya rastlanmamugtir.

Sunulan ¢aligmada, sulandirilarak kullanilan aygir spermasimin bir tohumlama
dozunun yogunlugu 500x10° motil spermatozoa ve hacmi 10 ml. olacak sekilde ayarlandi.

Sulandirilmig aygir spermasinin kullanildig ¢aligmalarda (7,10,33), bir tohumlama
dozunda bulunan motil spermatozoa yogunlugunun sunulan galigmadaki 500x10° adet
motil spermatozoa olan yogunlugu ile ayn1 oldugu goriilmektedir.

Baz1 ¢aligmalarda (25,26,28,42) ise bir tohumlama dozunda bulunan motil
spermatozoa yogunlugunun 575-2000x10° motil spermatozoa arasimnda degistigini ve bu
degerin sunulan ¢aligmadaki degerden yiiksek oldugu dikkati gekmektedir. Bu durum anilan

caligmalarda kullamlan santrifiij isleminden kaynaklanmis olabilir. Sulandirilmis sperma
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kullanilarak yapilan bazi gahsmalarda (5,6,22), bildirilen bir tohumlama dozundaki 100-
400x10° motil spermatozoa degeri sunulan galigmadakinden diisiiktiir.

Bu ¢aligmada sulandirilmig aygir spermasinin tohumlama dozu hacim olarak 10 ml.
olarak kullanilmugtir. Bu hacim yapilan bir gok galismada (5,7,8,32,42), kullanilan 10 ml.'lik
hacim ile aym dir. Buna karsilik baz1 galigmalarda (25,26,28,33), bu ¢aligmadakinden daha
yiiksek olan 25-50 ml.'lik hacim degerleri kullanilmugtir.

- - Sulandinlmug aygir spermas: ile yapilan galigmalarda (5,6,22), sulandirma éncesi ve
sulan::hrma sonrasi spermatozoa muotilitesinde &nemli bir degisiklik olmadig
belirtilmektedir. Bu durum sunulan ¢aligmada elde edilen bulgular ile uyumludur.

Sunulan ¢aliymada sperma dondurma sulandiricisi olarak, yagi alinmig kisrak siitii,
antibiyotik ve gliserol kullanildi. Farkli ¢aliymalarda dondurma sulandiricis1 olarak,
Laktoz,yumurta sarisi, gliserol (12,19,30,34,40,47-49), EDTA, yumurta sarisi, gliserol (18-
20), Laktoz, EDTA (50,75,76), Merck, laktoz, yumurta sarisi, Equex STM, gliserin
(12,24,48,49), Merck (16?21,23), Kenney (27), Yagsiz siit tozu, yumurta sarisi, tikarsilin ve
ayrt ayr glikoz, siikroz, laktoz, rafinoz, trehaloz, inositol + gliserol (38), Yumurta saris1
(39), Glisin, yumurta sarisi, gliserol (40), Bis-Tris, Best, GGT, GBT, TCAs;s, TCA390 (42),
HF-20, gliserol (43), Modifiye Tischner (51) gibi gok sayida farkl sulandirict kullaniimugtir.

Bu ¢alismada dondurma 6ncesi motilite ortalama olarak %60 olarak bulundu. Bu
oran ¢esitli dondurma g¢aligmalarindaki (12,49,75) %57-68 sperma motilite oranlan ile
uyumlu goriiliirken buna karsilik gesitli ¢aligmalarda (16,30,38,46,47,51), %70-85 arasinda
saptanan motilite oranlarindan oldukga farklilik g&stermektedir.

Sunulan ¢aligmadaki dondurma iglemi, makrotiipler iginde ve azot buharinda -125 ile
130 °C'de 8-10 dakika igerisinde gergeklestirildi. Bu metot aygir spermasinin azot buharinda
-130 ile -140 °C'de 15-20 dakika siire ile donduruldugu ¢aligmalarda (12,16,18,19,39)

izlenen metot ile uyumludur. Buna karsilik aygir spermasinin azot gazi buharmda -150 °C
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ile -180 °C'de 10 dakika siire ile tutuldugu ¢aligmalar da mevcuttur (40,43,76).

Bu ¢aligmada aygir spermas1 makrotiip i¢erisinde donduruldu. Bir ¢ok ¢aliymada da
(12,16,18,27,38,39,76) aygir spermasinin makrotlip igerisinde donduruldugu dikkati
cekmektedir.

Payet kullamlarak aygir spermasmin donduruldugu caligmalarda (19-21,40,43)
sunulan ¢aligmada oldugu gibi dondurma igleminin azot buharinda yapildig goriilmektedir.

Sunulan ¢aligmada, aygir spermast dondurma sonrasinda biitlin ¢aligmalarda oldugu
gibi (12,16,18-21,23,27,30,33,38-40,42,43,46-51,74-76,84), siv1 azot igerisinde (-196 °C)
saklanda.

Bu ¢aligmada kullanilan dondurulmug aygir spermasi 45 °C'lik su banyosunda 30
saniyede eritildi. Bu islem dondurulmusg aygir spermasini 37 oC'de 30 saniye veya 50 oC'de
40 saniyede eritildigi caligmalarla (12,16,23,27,40,48-50,52,76) uygunluk gostermektedir.
Diger bazi ¢aligmalarda ise (19-21), dondurulmus aygir spermast 70 °C'de 8 saniye veya 75
°C'de 10 saniyede erietilmigtir ve bu degerler sunulan galigmadaki degerlerden farklidir.
Aygir spermasinin 35 °C'de 3 saniyede eritildigi bazi ¢aligmalara (42) goére sunulan
caligmadaki eritme 1s1 ve stiresi daha yiiksektir.

Sunulan ¢aligmada kullanilan donmus spermanin eritme sonu motilite ortalamasi
%40 olarak belirlendi. Bu ortalama gesitli ¢caligmalarda (20,30,42,48-50,74) bildirilen %38-
46.6 arasinda degigen motilite degerleri ile paralellik gostermektedir. Buna kargilik bir ¢ok
caligmada (23,40,42,47,48,51,75,76) %15.4-34.21 arasinda saptanan degerlerden yiiksektir.
Sunulan  ¢aligmadaki eritme sonu motilite degerinin, ¢esitli galigmalarda
(12,16,18,33,46,48,76) %45-60 arasinda degisen motilite degerlerinden diisiik oldugu
goriilmektedir. Degerler arasindaki farkliliklar, farkli wrktaki aygir spermalari, farkh

sulandiric1 ve farkli eritme 1s1 ve siirelerinin kullanilmasindan kaynaklanmig olabilir.
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Bu g¢aligmada kullamlan dondurulmug aygir spermalarmin motil spermatozoa
yogunlugu bir tohumlama dozunda (4ml.) en az 100x10° adet olacak sekilde ayarlanda.
Calismada kullanilan tohumlama dozu spermatozoa yogunlugunun bazi caligmalarla
(16,39,42,46) aym oldugu goriiliirken, bazi caliymalarda  (12,18,19,21,27,50,75,76)
kullanilan 200-1000 x10° degerlerinden diigiik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu farklilik
tohumlama dozundaki hacim farklilif1 ve spermalarin dondurma 6ncesi santrifiij iglemi ile
yogunlagtirilmasindan kaynaklanmig olabilir.

Bu ¢aligmada kullanilan eritilmis spermanin bir tohumlama dozunun hacmi 4 ml.
olacak sekilde ayarlandi. Aymi miktarin kullamldig: bildirilen g¢aligmalarin yaninda
(12,16,39), tohumlama dozunun 5-25 ml. olarak kullamldig1 ¢alismalar da (38,50,51,75,76)
bulunmaktadir.

Sunulan ¢aligmada, PGF,a. analogu uygulanan kisraklar, enjeksiyonu takip eden 1-7
glin iginde kizgmlik ve genel olarak 3-13 giin iginde de ovulasyon gosterdiler. Benzer
¢aligmalarda (14,53,54,56-58,85-89), PGF,a. analogu uygulanan kisraklarin 1-7 giin iginde
kizgimlik ve 2-12 giin sonra da ovulasyon gosterdikleri ifade edilmektedir. Sunulan
¢aligmadaki degerler bu degerlerle uyumludur. Bu galiymada aralikli ¢ift PGF,0.  analogu
uygulanan iki kisrak uygulamay: izleyen 1-3 giin igerisinde kizgnlik gostermis ve 3-7 giin
sonra da ovulasyon sekillenmigtir. Klsraklarda yapilan ¢ift PGF,a analogu uygulamalarini
izleyen 2-4 giin i¢inde kizgmlik elde edildigi ve 5 giin sonra da ovulasyon gekillendigi ifade
- edilmektedir (60,87). Sunulan ¢aligmadaki PGF,a  analogu uygulamasindan kizginhiga ve
ovulasyona kadar gegen siireler ile bildirilen bu bulgular uyumtu goriilmektedir.

Sunulan ¢aligmada Graaf follikiiliiniin ovulasyon oncesi ulagtig1 ortalama biiyiikliik
35-45 mm olarak saptanmig ve bu bulgunun ¢esitli ¢aligmalardaki (3,50,68) degerlerle aym

oldugu goriilmiigtiir.
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Bir ¢ok ¢aliymada oldugu gibi (3,4,8,19,50,51), sunulan ¢ahgmada da sun'i
tohumlama iglemi Vajinal Yontem ile uygulanmaigtir.

Hyland ve Bristol (54), dogumdan sonra kisraklari PGF,, ile senkronize ederek
taze sperma ile tohumlamiglar ve %71.7 gc;belik oran1 elde etmiglerdir. Sunulan galigmada
saptanan %70 gebelik oranimin bu sonug ile uyum igerisinde oldugu goériilmektedir. Tay
kizginhi§im izleyen 9. giinde sinkronize ettigi Arap kisraklarimi follikiiler geligimi takip
- ‘cc}erek bir kez dogal olarak ciftlestiren Celebi (56), % 60 oraninda gebelik elde ettigini
Bildiﬁiel%tedir. Aragtiricimin sonucu sunulan ¢alismada elde edilen degerden diigiiktiir. Bu
farkhilik wrktan kaynaklanabilecegi gibi senkronizasyonun yapildifi donemden de ileri
gelmis olabilir. Amilan g¢ahgmada senkronizasyonun tay kizginliginda yapildig
bildirilmektedir. Oysa sunulan ¢aligmada kisraklar normal diizenli sikluslarinda senkronize
edilmiglerdir. Bu olguyu, tay kizginhifinda senkronizasyondan sonra %60, diizenli
kizginlikta senkronizasyondan sonra %81 gibi yiiksek gebelik oranlari elde ettiklerini
bildiren Tolksdorff ve atk.nin (57) bulgular1 da desteklemektedir.

Kisraklarda en yliksek dolverimini elde etmek i¢in tohumlamalarin ovulasyonun
hemen Oncesinde veya ovulasyondan sonraki kisa bir siire iginde yapilmasi gerektigi
belirtilmektedir (3,11,26,66,70).

Sunulan ¢aligmada da kisraklar follikiil gelisimleri izlenerek ovulasyona en yakin
zamanda veya ovulasyon zamaninda bir kez tohumlandilar. Bir g¢ok ¢alismada
(18,19,25,26,33), sunulan g¢alisma ile aym sekilde olmak lizere yine follikiil geligimi
izlenerek bir kez :tohumlama uygulanirken, bazi galigmalarda ise (6,7,10,20,28,42,51),
sunulan ¢aligmadan farkli olarak birden fazla tohumlama yapildig1 bildirilmektedir.

Bu ¢aligmada sulandirilmig aygir spermasi ile elde edilen gebelik orami %70 olarak
belirlendi. Farkli at wklarmda, degisik sulandiricilar ile sulandirilmig aygir spermas: ile

yapilan tohumlama ¢aligmalarinda %30-63 arasinda degisen gebelik oranlan
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bildirilmektedir (7,8,32,37). Bu oranlar sunulan ¢aligmadaki %70'lik gebelik oranindan daha
dijgtiktiir. Baz1 ¢aligmalarda ise (6,25,26,28,33) sulandirilmig aygir spermasi ile yapilan
tohumlamalardan elde edilen %74-100 arasinda degisen gebelik oranlarnn sunulan
calismadaki gebelik oranindan daha yiiksekt‘ir.

Sunulan ¢aligmada sulandirilarak dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalardan
%50 oraninda gebelik elde edildi. Safkan Haflinger aygirlarin makrotiiplerde dondurulan
- ‘spermalari ile yapilan bir ¢aligmada %50 gebelik orami elde edildigi ifade edilmektedir (16).
Sunulan ;;ahsmadaki gebelik orani bu oran ile aymdir.

Farkl at irklarinda degisik sulandiricilar kullanilarak makrotiipler iginde dondurulan
spermalar ile %19-47 arasinda degisen oranlarda gebelik oranlan elde edilmistir (27,76). Bu
oranlar sunulan ¢aligmadaki gebelik oranlarindan diisiiktiir.

Cesitli wklarda, degisik dondurma sulandiricilari kullanilarak payet igerisinde
dondurulmug spermalar ile elde edilen gebelik oranlarinin %32-42.9 arasinda degistigi
belirtilmektedir (18,19,50). Bu oran sunulan ¢aligmadaki %50'lik orandan diigiiktiir.

Baz1 galigmalarda ise (20,21,33,43), elde edilen gebelik oranlar1 %56-67.9 arasinda
degigsmektedir. Bu oran sunulan ¢aliymadaki gebelik oranindan yiiksektir.

Degisik at wklarmnda farkli sperma sulandiricilar: kullanilarak ve pellet yontemi ile
dondurulan spermalar ile yapilan tohumlamalar sonucu %35-44 arasinda deisen gebelik
oranlan1 elde edilmistir (42,69). Bu degerler sunulan c¢aligmadaki gebelik oraﬂarmdan
diigiiktiir.Baz1 ¢aligmalarda (27,39,75), elde edilen %52-70 arasinda dedisen degerler
sunulan ¢aligmadaki gebelik degerinden yliksektir. ‘

Makrotiip igerisinde dondurulmug aygir spermasi ile yapilan tohumlamalarda
(16,39,51,76), elde edilen %45-55 degeri ile sunulan caligmadaki %50'lik gebelik oram

birbirine yakin goriilmektedir.
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Yukarida sozii edilen ¢aligmalarin tiimiinde dondurma sulandiricisi olarak sunulan
calismadaki sulandiricidan farkl sulandiricilar kullamlmagtir.

Sunulan ¢aligmada elde edilen sonuglar benzer galigmalarda elde edilen degerler ile
uyumlu goriilmekle birlikte gesitli caligmalarda farkli sulandiricilar ile sulandirilmig ve
dondurulmus aygir spermasiyla PGF,a analoglari uygulanmasi sonucu kizginlikk ve
ovulasyonlar1 uyarilarak tohumlanan kisraklarda elde edilen gebelik oranlar1 arasindaki
farklar; aygir ve kisraga bagli bireysel farkliliklar, degisik sperma sulandiricilarinin
kullanilmasi, sulandirma ve dondurma yontemi arasindaki farkliliklar, dondurulmus
spermanin eritme 1s1s1 ve siiresi arasindaki farkliliklar, tohumlama zamam ve dozundaki
(hacim ve yogunluk) farkliliklar, PGF;0 analoglari uygulamasindan dogan farkliliklardan
kaynaklanmig olabilir.

Sunulan ¢aligmada kullanilan sperma sulandiricisi ile sulandirilan ve sulandirilarak
dondurulan aygir spermalari ile tohumlanan kisraklardan normal smurlar igerisinde
d6lverimi almabilecegi sonucuna varilmagtir.

Kisrak siitli sulandiricist kullamilarak sulandirilmig ve sulandirilarak dondurulmug
aygir spermasi ile daha yiiksek d6lverimi sonuglar1 almabilmesi igin kisrak siitiiniin

sulandirici olarak kullanildigi daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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