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DEGIiSiK SURE ve ISILARDA COZULMUS BOGA
SPERMALARININ AKROZOM YAPISI ve DOL VERIMi
UZERINE ETKISi

(Studies on the fertility and morphologic characteristics
of frozen bull semen thawing at different times and temperatures)

Nese YILMAZ * Nafiz YURDAYDIN **

SUMMARY

In the present study one Holstein bull was used at Cukurova Agricultural
Administration Laboratories. Collected ejaculates were evaluated spennatologi-
cally, diluted with Tris extender and frozen with liquid nitrogen vapour in straws
of 0.5 ml.

Frozen semen have been thawed at 40 °C for 10 s (Sec.), 40 °C for 5 s, 38
°C for 10 s, 38 °C for 5 s and 35 °C for 15 s (control group), motility and acroso-
mal defect ratios were 65.7 %; 12.3 %; 63.2 %; 19.3 %; 66.0 %; 11.4 %; 64.2;
90; 18.7 % and 65.4 %; 9.2 % respectively.

In Iskenderun, total 596 inseminations were resulted in 398 conseptions

and the conception ratio was 66.8 % respectively.

Total number of insemination was 471, and conception and conception
ratio were 320 and 67.9 % to respectively, in Dortyol. The general mean of con-
ception ratio was 67.3 % in both countries.

In this, the relation between the motility and the acrosomal defect ratios of
frozen bull semen thawed at different temhperatures and times and the fertility was
detected. The optimum thawing temperatures and times have been determined as
38 °C for 10 s, 40 °C for 10 s and 35 °C for 15 s (control group).
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OZET

Bu arastirmada, Cukurova Tarim Isletmesi Sun'i Tohumlama Laboratu-
varinda bulunan siyah - alaca (Holstayn) irkindan bir bogadan alinan spermalar
kullanilmigtir. Alinan ejakiilatlarin spermatolojik 6zellikleri belirlendikten sonra
Tris sulandiricist ile sulandirilip 0.5 ml payetlerde sivi azot buharinda dondurul-

mustur.

Dondurulan bu spermalar 40°C 10 sn, 40 °C 5 sn, 38 °C 10 sn, 38 °C 5
sn, 35 °C 15 sn (kontrol grubu) 1s1 ve siirelerinde ¢oziilerek spermatozoa motilite-
si ve akrozom morfolojisi incelenmistir. Bu degerler sirasiyla 40 °C 10 sn' de %
65.7 ve % 12.3; 40 °C 5 sn' de % 63.2 ve % 19.3; 38 °C 10 sn' de % 66.0 ve %
11.4; 38 °C 5 sn' de % 64.2 ve % 18.7; kontrol grubu olarak 35 °C 15 sn' de ise,
9 65.4 ve % 9.2 olarak tespit edilmistir.

Bu arada, iskenderun ilgesinde tohumlanan toplam 596 inekten 398' i gebe
kalarak % 66.8 oraninda gebelik elde edilmistir.

Dértyol flgesinde tohumlanan toplam 471 inekten ise, 320' si gebe kalarak
% 67.9 gebelik orani saptanmustir. Bu iki ilgede belirlenen genel ortalama gebelik

orani ise % 67.3 olmustur.

Bu c¢aligmada degisik 1s1 ve siirelerde ¢oziilen dondurulmus boga sper-
masinda spermatozoa motilitesi ve akrozom bozuklugunun délverimiyle olan
iligkisi ortaya konmaya ¢alisilarak, dondurulmus boga spermasinda uygun ¢dzme
151 ve siiresinin 38 °C 10 sn, 40 °C 10 sn ve 35 °C 15 sn (kontrol grubu) oldugu

saptanmagtir.
GIRIS

Tiirkiye' de ilk kez 1925 yilinda Karacabey Harasinda kisraklarda baglayan
sun'i tohumlama uygulamasina halk elindeki sigirlarda 1949 yilinda gecilmistir.
Giliniimiize kadar ¢ok uzun bir siire gecmis olmasina karsin, gerek tohumlanan
inek sayisinda, gerekse elde edilen dolveriminde istenilen diizeye ulagilamamigtir.

Hayvanlardan normal bir dolverimi alinabilmesi, sun'i tohumlama ile ilgili
temel bilgileri edinmek ve sun'i tohumlamayi etkileyen yapisal ve cevresel
faktorleri kontrol altinda tutmakla olasidir.

Bogalardan spermanin alinmasi, muayenesi, degerlendirilmesi, su-
landirilmasi, dondurulmasi, saklanmasi, alana gonderilmesi ve bu spermalarin to-
humlamada kullanilmas1 birbirine bagli olaylar zinciridir. Bu zincirin bir yerinde
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yapilacak bir hata dolverimi diisiikliiklerine neden olmaktadir.

Dondurulmug boga spermasini tohumlamada kullanmak icin kimi literatiir
verilerine gore bu spermalar farkli 1s1 siiresi ve derecesinde ¢oziilmektedir. Bu
farkliliklar ise, spermatolojik ozelliklerde ve dolverimi iizerinde etkili olabilmek-
tedir.

Bu nedenle, aragtirmada boga spermasimin degisik 1s1 ve siirelerde
coziilmesinin akrozom morfolojisi ve spermatozoa motilitesiyle olan iligkisi ve

dolverimi tizerindeki etkisi incelenmistir.
LITERATUR BILGIiSi

Boga spermasinin dondurulmasi ve bu spermalarin degisik siire ve 1silarda
coziilmesi tizerinde caligmalar yapan Dmitrash (3), spermatolojik 6zelliklerin en
iyi 40 °C' de ¢oziilenlerde oldugunu saptamustir. Roos ve ark. (8) ise, mini payet-
ler i¢inde dondurduklar1 boga spermasinin spermatolojik 6zelliklerinin en iyi 40
°C'de 10 sn de; Soderquist ve Larson (10) da, 35 °C' de 12 sn de oldugunu belirle-

misglerdir.

Ote yandan, Zagorski ve ark. (13) ise, 22 bogadan aldiklar1 100 ejakiilati
pellet yontemiyle dondurup 20 - 180 giin siireyle muhafaza etmislerdir. Bu sper-
malar1 26 °C, 39 °C, 48 °C ve 55 °C ' de ¢ozdiiklerinde, spermatozoa motilitesini
strastyla % 16.8, % 34.8, % 39.7 ve % 43.9 olarak elde etmislerdir.

El-Danasouri (4) de, payetler icinde dondurdugu boga spermalarini 5 °C' de
5 sn, 37 °C' de 15 sn ve 70 °C' de 7 sn siireyle ¢ozmiistiir. Bu spermalarda en
yiiksek spermatozoa motilitesini 37 °C' de 15 sn de ¢oziillenlerde, en diisiik orani
ise, 5 °C' de 5 sn de ¢oziilenlerde saptamigtir.

Bu arada Tamyiirek ve ark. (12), payetler icinde dondurup -196 °C' de mu-
hafaza ettikleri boga spermalarini 37 °C de 30 sn, 50 °C' de 15 sn, 75 °C' de 10 sn
ve 90 °C' de 5 sn siireyle ¢ozdiiklerinde sirasiyla % 62.1, % 58.5, % 61.6 ve %
60.5 oraninda spermatozoa motilitesi ve % 30.0, % 30.6, % 28.7 ve % 27.3
oranindada akrozom bozuklugu tespit etmislerdir.

Ote yandan, degisik siire ve 1silarda c¢oziilerek tohumlamalarda kullanilan
dondurulmus boga spermasindan elde edilen dol verimi tizerinde de bir ¢cok galigma
yapilmistir.

Bu konuda calisan arastiricilardan Ozkoca (7). Laiciphos 271 su-
landiricisiyla sulandirip payetlerde dondurdugu spermalart 34 °C' de 15 sn siireyle
cozerek tohumladig1 282 inekten % 76.0, Iritani (6), dondurulmug spermalar1 30 -
40 °C' de ¢ozerek tohumladigr ineklerden % 63.3 oraninda gebelik elde etmislerdir.
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Chinnalya ve Balakrishnan (2) ise, Tris sulandiricisi ile sulandirip dondur-
dugu boga spermalarimi 4 °C, 25-30 °C ve 38 °C' de ¢ozerek tohumladigi inek-
lerde sirasiyla % 65.0, % 59.0 ve % 69.0 oraninda dolverimi saptamistir. Stoye
(11) de, dondurulmus boga spermalarini 40 °C' de ¢oziip tohumladigi 1027 inekte
% 77.2 oraninda dolverimi belirlemistir.

Bu arada, Seglin'sh ve Enin (9), Stoye (11), Aamdal ve Andersen (1),
Forde ve Gravir (5) gibi arastiricilarda yaptiklar ¢caligmalarda dondurulmus boga
spermasinin ortalama 38-40 °C' de ¢oziildiigiinde akrozom bozuklugunun en
diisiik, dolveriminin ise, en yiiksek oranlarda oldugunu ortaya koymuslardir.

MATERYAL ve METOD

Aragtirmada Cukurova Tarim Isletmesine ait 2 Holstayn irki boga ile bu
bogalarin dondurulmus spermalariyla Iskenderun ve Dértyol Ilgelerinde 1991 -
1992 yillarinda tohumlanan 1067 inek ve diive materyal olarak kullanildi.

Calisma siiresince bogalardan alinan ejakiilatlarin baglica spermatolojik
ozellikleri (miktar, motilite, pH, yogunluk, 6lii - canli oran1 ve anormal sperma-

tozoa orani) belirlendi.

Spermatolojik 6zellikleri belirlenen spermalar bir tohumlama dozunda (0,5
ml) 25 x 106 motil spermatozoa bulunacak bi¢imde Tris sulandincisi ile su-
landirildi. Bu spermalar payetlere cekilip + 4 °C' de 2.5 saat siireyle ekilibrasyon
sonucu, stvi azot buharinda dondurulup tohumlamada kullanilincaya kadar -196

°C' de s1v1 azot i¢inde muhafaza edildi.

Dondurulan spermalar, 40 °C' de 10 sn, 40 °C' de 5 sn, 38 °C' de 10 sn, 38
°C' de 5 sn ve kontrol grubu olarak 35 °C' de 15 sn siireyle ¢oziilerek adi gecen
figelerde tohumlamada kullanilmigtir. Tohumlanan ineklerden 60-90 giinde tekrar

kizginlik gostermeyenlerin oranina bakilarak dolverimi oranlar1 saptanmustir.

Calismada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesap-
lanmig, Duncan testi uygulanarak gruplar arasi farkliliklar belirlenmistir.

BULGULAR

Aragtirmada kullanilan bogalarin degisik siire ve 1silarda ¢6ziilen dondurul-

mus spermalarinda saptanan spermatolojik degerler Tablo 1 ' de gosterilmistir.

Tablodan da izlenebilecegi gibi, 40 °C' de 10 sn' de ¢oziilen 53 payette or-
talama spermatozoa motilitesi % 65.7 + 0.4, anormal spermatozoa orant % 12.3
+ 0.4; 40 °C' de 5 sn' de ¢oziilen 59 payette ayn1 degerler sirasiyla % 63 + 0.3 ve
% 19.3 £ 0.8 olarak belirlenmistir.
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Bu arada, yukarida belirtilen degerler, 38 °C' de 10 sn' de ¢oziilen sperma-
larda sirasiyla % 66 + 0.4 ve % 11.4 + 0.4; 38 °C' de 5 sn' de ¢oziilen spermalar-
da sirastyla % 64.2 + 0.2 ve % 18.7 £ 0.5 olmustur.

Bu degerler, kontrol grubu olarak 35 °C' de 15 sn' de ¢oziilen spermalarda
ise, sirastyla % 65.4 £ 0.5 ve % 9.2 + 0.4 olarak saptanmistir.

Ote yandan, Iskenderun ve Dértyol Ilgelerinde tohumlanan 1067 inek ve
diiveden elde edilen dolverimi sonugclari da Tablo 2' de verilmistir.

Tablodan da goriilebilecegi gibi, Iskenderun Ilgesinde 40 °C' de 10 sn de
coziilen spermalar ile tohumlanan 120 inekte gebelik oram % 70.0. 40 °C' de 5 sn'
de coziilen spermalar ile tohumlanan 124 inekte gebelik oranm1 % 64.5, 38 °C' de
10 sn' de coziilen spermalar ile tohumlanan 123 inekte gebelik oram % 67.5 ve
38 °C' de 5 sn' de coziilen spermalar ile tohumlanan 120 inekten gebelik orani ise
% 61.7 olmustur. Ad1 gegen Ilcede kontrol grubu olarak 35 °C' de 15 sn' de
coziilen spermalar ile tohumlanan 109 inekte ise, gebelik oram1 % 70.6 olarak
saptanmuistir.

Ayni tablodan izlenebilecegi gibi, Dértyol Ilcesinde 40 °C' de 10 sn' de
coziilen spermalar ile tohumlanan 84 inekte gebelik oran1 % 72.6, 40 °C' de 5 sn'
de c¢oziilen spermalar ile tohumlanan 94 inekte % 64.9; 38 °C' de 10 sn' de
coziilen spermalar ile tohumlanan 98 inekte % 70.4, 38 C' de 5 sn' de 97 inekte
gebelik oran1 % 62.9 olarak elde edilmistir. Aym Ilcede kontrol grubu olarak 35
°C' de 15 sn' de ¢oziilen spermalar ile tohumlanan 98 inekte dolverim orani ise, %

69.4 olmustur.

Tablo 1. Siyah - Alaca (Holstayn) Irk1 Bogaya Ait Orneklerin Degisik Isi
ve Siirelerdeki Coziimiinden Sonra Motilite ve Akrozom Bozuk-
luklan Yoniinden Saptanan Ortalama Degerler.

Dondurulmus Spermay1 Coziilen Spermatozoa Akrozom

Cozme Is1 ve Siiresi Payet Motilitesi Bozuklugu
(n) (X = SX)| (X £ SX)

40 °C 10 sn 53 657 £ 04* | 123 + 04%

40 °C 5sn 59 632 + 03" 193 + 0.8°

38°C 10 sn 47 660 + 04* | 114 =+ 047

38 °C 5sn 54 642 + 02° 187 + 05

35°C 15 sn 44 654 + 05 ] 92 + 04°

O.D. ++ ++

O.D. : Onemlilik Deresi.

+ : P<0.05 Grup Ortalamalar1 Aras1 Fark Onemli.

++ : P<0.01 Grup Ortalamalar1 Aras1 Fark Onemli.

a,b,c  :P<0.05 Aym Siitunda Farkli Harfleri Tagtyan Ortalamalar Arasi Farklar Onemli
sn : Saniye
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Tablo 2. Degisik Siire ve Isilarda Coziilmiis Dondurulmus Boga Spermasi
Ile Elde Edilen Délverimi Sonuglari.

Dondurulmus Spermay: | Tohumlama Gebelik
Cozme Is1 ve Siiresi (n) (n) (%)
40 °C 10 sn 120 84 70.0
‘ 40 °C Ssn 124 80 64.5
Iskenderun 38 °C 10 sn 123 83 | 675
38 °C Ssn 120 74 61.7
35°C 15 sn 109 77 70.6
Ortalama 596 398 66.8
40 °C 10 sn 84 61 72.6
40 °C Ssn 94 61 64.9
Dartyol 38 °C 10 sn 08 69 | 704
38°C 5sn 97 61 62.9
35°C 15 sn 98 68 69.4
Ortalama 471 320 67.9
Genel Ortalama 1067 718 67.3

TARTISMA ve SONUC

Calismada dondurulmus boga spermasi, degisik siire ve 1silarda
coziildiigiinde ortalama spermatozoa motilitesi 40 °C 10 sn' de % 65.7, 40 °C ' de
5sn'de % 63.2, 38 °C 'de 10 sn' de % 66.0, 38 °C 5 sn' de % 64.2 ve 35 °C 15
sn' de % 65.4 olarak saptanmustir.

Bu sonuglara gore, degisik ¢cozme siire ve 1silarinin ¢oziim sonu spermato-
zoa motilitesi iizerine etkisi 6nemli 6lciide farkli bulunmustur (P<0.01).

Ortalama akrozom bozuklugu orani ise, 40 °C 10 sn' de % 12.3, 40 °C 5
sn'de % 19.3, 38 °C 10 sn'de % 11.4, 38 °C 5 sn' de % 18.7 ve 35 °C 15 sn' de
% 9.2 olarak elde edilmistir.

Bu verilere gore, degisik cdzme 1s1 ve siiresinin akrozom morfolojisi

iizerine olan etkisi 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Ote yandan, galismada dondurulmus spermalar1 degisik 151 ve siirelerde

cozerek elde ettigimiz spermatozoa motilite orani ile anormal spermatozoa oran-
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lar1, kimi arastiricilarin (3, 8, 10) degerlerine benzerlik gostermekte, oysa kimile-
rin (4, 12) degerlerinden ise yiiksek ya da daha az olarak goriilmektedir.

Belirlenen bu benzerlik dogal karsilanabilecegi gibi, kimi sonuglarin farkli
olmasi, degisik laboratuvar kosullarinda ve arastirmayr gerceklestirenlerin farkli
teknik ve yontem uygulamalarindan da, ileri gelmis olabilir.

Calismada, Iskenderun Ilcesinde en yiiksek gebelik orani (% 70.6) 35 °C
15 sn' de, en diisiik gebelik oran1 da (% 61,7), 38 °C 5 sn' de ¢oziilen spermalarla
tohumlanan ineklerden elde edilmistir. Dortyol Ilgesinde ise, en yiiksek gebelik
orani (% 72.6), 40 °C 10 sn' de en diisiik gebelik orani da (% 62.9), 38 °C 5 sn'
de ¢oziilen spermalar ile tohumlanan ineklerde saptanmistir.

Bu arada, bu konuda arastirmalar yapan Stoye (11) en yiiksek gebelik
oranini (% 77.2) 40 °C ' de ¢oziilen spermalarla tohumlanan ineklerde, Forde ve
Gravir (5) de 35 °C 30 sn' de ¢oziilen spermalarla tohumlanan ineklerde % 62.9
olarak belirlemislerdir. Ozkoca (7), 34 °C 15 sn' de ¢oziilen spermalarla tohumla-
nan ineklerden % 76, Chinnalya ve Balakrishnan (2) 38 .C' de ¢6zdiikleri sperma-
larla tohumlanan ineklerde % 69, dondurulmus spermay1 75 °C ' de ¢6zen Aamdal

ve Andersen (1) ise, % 72.0 gebelik oran1 saptamislardir.

Calismada dondurulmus boga spermalariyla yapilan tohumlamalardan elde
edilen dolverimi sonuclan kimi arastiricilarin (7, 11) degerlerinden belli dlciilerde
farkli oldugu gibi kimilerinin (1, 2, 5, 6, 9, 11) degerlerine de benzerlik

gostermektedir.

Dolverimi sonuglarinda gozlenen bu farkliliklar, arastiricilarin farkl fertili-
te giiciine sahip bogalar kullanmalarindan ileri gelebilecegi gibi, kullanilan sper-
ma sulandiricilarinin degisik olmasi, spermay1 ¢ozme 1s1 ve siirelerinin de farklh

olmas1 yaninda, alanda karsilagilan kimi sorunlardan da kaynaklanmis olabilir.

Sonug olarak, gerek spermatozoa motilitesi ve akrozom morfolojisinin in-
vitro degerlendirilmesi, gerekse dolverimine iligkin veriler, dondurulmus boga
spermalarinin 40 °C de 10 sn siireyle ¢oziildiigiinde en iyi sonuclarin alinabilecegi

bu calismayla ortaya konmustur.
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