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BAL ARILARINDA YAPAY TOHUMLAMA
(Derleme)

H. Vasfi GENGER'

Instrumental insemination in honey
bees.

SUMMARY

In this review, after explaining the necessity and the
importance of instrumental insemination in honey bee
breeding programmes, the development of instrumental
insemination technique was presented chronologically.
The reproductive organs of drone and queen bees and
mating behaviour were described. Lastly, detailed
explanations were made on the instrumental insemination
equipment, the insemination procedure and several
factors affecting insemination results.
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OZET

Bu derlemede, yapay tohumlamanin an islah
calismalarinda ne denli gerekli ve onemli oldugu
agiklandiktan sonra, teknigin gelisimi kronolojik olarak
sunulmustur. Ana ve erkek arimin treme organlari ve
dogal giftlesme davramsi anlatilmistir. Ardindan, yapay
tohumlama ekipmani , yapay tohumlama uygulamalari ve
tohumlama sonuglarini etkileyen gesitli faktorler ayrintili
olarak agiklanmugtir.

ANAHTAR KELIMELER: Bal arisi, Apis mellifera,
ana ar1, yapay tohumlama.

GIRIS

Bal arisi (Apis mellifera L.) i1slahi galismalarinda
en biyilk engel ana annin giftlesme davranigidir.
Ciftlesme agik havada oldugu igin ana an ile
ciftlesen erkek anlar denetim altina
alinamamaktadir. Bal ansi islahinda ana arilarin
secimi ne kadar isabetli olursa olsun, ana arilarla
ciflesecek erkek arlar denetlenemedigi sirece
amaca ulasilamamaktadir.

Ciftlesmeleri denetlemek ya izole ciftlesme
bolgeleri olugturarak ya da yapay tohumlama teknigi
ile mumkindir. Ana arnlar erkek ar kaynag
koloniler diginda diger kolonilerin girigine izin
verilmeyen 10 km gapindaki izole bolgelerde erkek
arilar ile ciftlestiriimektedirler. lzole bélgeler
genellikle adalar ve yilksek dad vadilerinde
olusturulmaktadir. Ne var ki dogal kosullar altinda
yasayan yabani kolonileri izole bdlgelerden
uzaklastirmak olanaksizdir ve tam izolasyonun
saglanmasi cogu zaman ¢ok gligtir. Diger yandan
izole bolgelerdeki serbest ciftlesmelerde erkek
arilari birey olarak bilmek ve segilmis erkek arlarla
ana arlann ciftlesmesini saglamak olasi degildir.
Yapay tohumlama ise dogal ciftlesmenin alternatifi
olmamakla birlikte ciftlesmenin kesin denetimini
saglayan en etkili aractir. Yapay tohumlama teknigi
izole edilmemis bir bélgede bir gok erkek ar hattini
barindirarak ayni anda bunlardan yararlanmayi
olanakl kilar. Béylece, her erkek arn hatti igin ayn
izole bélgelere gerek kalmaksizin daha dar bir
alanda islah ¢aligmalarinin yiriitiimesi saglanir.

Bal ansi irklarinin saf olarak korunmasinda, saf
hatlarin olusturulmasinda ve daha iyi 6zelliklere
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sahip hatlarin  geligtiriimesine  yonelik 1slah
programlarinda kullaniimasi gereken teknik yapay
tohumlamadir. Yapay tohumlama dogal ciftlesmeyle
yapilamayan bazi calismalara da olanak
tanimaktadir. Ornegin, ana arnin tek ya da o6zel
olarak yetistiriimis birkag erkek ariyla ciftlestiriimesi,
mutant erkek ve ana arlarin giftlestirimesi,
kendileme gibi genetik-islah caligsmalan ancak
yapay tohumlama ile gergeklestirilebilmektedir.

YAPAY TOHUMLAMANIN GELISIMI

Doga bilimciler 18. yuzyilin ikinci yansinda bal
anlanimin  {reme  biyolojisine  ilgi  duymaya
baslamiglardir. John Torley, 1745 yilinda ana arinin
petek gozlerine yumurtladigini izlemis, ancak
yumurtalarin  petek gozlerinde erkek arilar
tarafindan dollendigi kanisina varmigtir.
Déllenmenin bdyle gergeklesmedigi birkag yil sonra
Anton Jansha tarafindan ortaya ¢ikanlmistir. Geng
ana arilarin kovandan ugtugunu ve arkasinda erkek
ar Ureme organiyla kovana déndigini ilk defa
Anton Jansha 1770 yilinda gdzlemlemistir.

isvigreli doda bilimci Francois Huber 1814
yilinda isgi anlann gegisini saglayan, fakat ana arilar
ve erkek arlarin ¢ikisini engelleyen bir cam tip ile
geng ana arilan ve erkek anlar kovan iginde
hapsederek ciftlesmeyi denetlemeye calismistir.
Ucusuna izin verilmeyen ana arilar birkag hafta
icinde yumurtlamamislardir. Bunun ardindan ana ari
ile erkek arlar bir kafese koyan Huber, burada da
ciftlesmenin olmadigini gézlemistir. Huber kapal
ortamda ciftlesmenin gerceklesmedigini saptadiktan
sonra, bir firga ile vaginaya semeni ulagtirarak geng
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ana arlar yapay tohumlamaya calismistir. Bu
calismasi ile Huber yapay tohumlama girisiminde
bulunan ilk kisi olarak anilmaktadir (Laidlaw 1989).

Huber’ in tohumlama girisiminden sonra 1883
yilinda Wankler' in gelistirdigi bir sinnga ile ana
arlya semeni enjekte etmeyi denemesine kadar
yapay tohumlama galigmalarina ilgi duyulmamistir.
Bununla birlikte, Wankler bu ¢aligsmalarindan
basarili sonug  alamamistir.  Wankler' in
caligmalarindan kisa bir slre sonra ise Nelson
McLain yapay tohumlamayl da igeren bir seri
denetimli  giftlestirme denemelerine baslamistir.
McLain' in ilk galismalarinda, elde asad dogru
tutulan geng ana aninin agik igne odacigina erkek
arinin  semeni  damlatilmigtir. Daha  sonraki
calismalarda modifiye edilmis hipodermik siringa
icine toplanan semen tahtadan yapilmis késebente
tutturulmus ana arnya enjekte edilmistir. Bu
girigimlerin ~ de  higbiri  bagarih  olmamugtir.
Calismalarin basarisizlikla sonuglanmasi ve o
siralar A.B.D." de ticari ana ar yetigtirme tekniginin
gelismesi yapay tohumlamaya ilgiyi azaltmistir.

Yirminci  ylzyihn  baslan arilarda Greme
biyolojisine iligkin bilgilerin yogunlastidi yillardir. Ana
arinin vaginasindaki kapak benzeri (vagina valfi)
yapinin  Breslau tarafindan 1905 yilinda
tanimlanmasi ve Snodgrass tarafindan bal arisi
anatomisinin 1910 yilinda sematize edimesi ve
tanimlanmasi yapay tohumlama ¢alismalarina
temel olusturmustur.

Yapay tohumlama girisimi F. Joger ve W. Howard
tarafindan 1914 yilinda hipodermik  siringa
kullanilarak sirdirilmis, ancak yine basanl sonug
alinamamigtir. Nihayet 1927 yilinda ilk kez L. R.
Watson ana anmin  yapay tohumlamasini
basarmistir. Bununla birlikte, Watson' un basarisi
yapay tohumlama teknigindeki gelismenin sadece
baglangici kabul edilmektedir. Watson, semen
toplamak ve semeni enjekie etmek icin kapillar
sinnga kullanmigtir.  Sinnga  hareketinin  hassas
kontroli Barber pipet manipllatérii bir stereo
mikroskoba tutturularak saglanmistir. Tohumlama
ekipmani ana ariyl sabitlestirmede kullanilan bir
besik ve ince bir forsep ile tamamlanmigtir. Daha
sonra W. J. Nolan, Watson’ un yapay tohumlama
aletini geligtirmistir. Nolan, ana ariy! tutan besik
yerine cam tlp ve ana ary tiipe yerlestirmek igin
gerileme tlpl kullanmigtir. Bu alette, metal bir
sehpanin iki kenarina ana arinin igne odacigini
acmada kullanilan kancalarin tutturuldugu birer

direk ve bunlarin arasina da ana aryi tutan tiip
yerlestiriimistir.

Watson ve Nolan' in vagina valfini bilmemeleri
yumurta kanallarina semenin enjeksiyonunu tam
olarak bagaramamalarina ve délleme basarisinin
diismesine neden olmustur. H.H. Laidlaw, 1932’ de
ciftlesme ugusundan dénen ana arilarda diseksiyon
yapmis ve ana arlann hepsinde yumurta
kanallarinin  semenle dolu oldugunu, yapay
tohumlama girisiminde bulunulan ana ariiarin
yumurta kanallarinin ise semen igermedigini ve
vagina valfinin ana yumurta kanalini tamamen
tikadigini saptamistir. Laidlaw, 1934’ de bir sonda
yardimiyla vagina valfini iterek ana arinin yumurta
kanallarina basgariyla semeni enjekte edebilmigtir.
Bu galisma ile yapay tohumlamanin basarilabilmesi
icin temel kuralin semeni vagina valfinin ilerisine
bosaltmak oldugu kanitlanmistir.

Otto Mackensen 1936' da olduk¢a kaba olan
Nolan' in aletini daha da gelistirerek giintimiiziin
klasik tohumlama aleti haline getirmistir. Mackensen
1944'te tohumlama sirasinda ana ariy1 bayiltmak
icin CO2 gazi kullanmisg ve en az bir giin arayla iki
kez COz gazi uygulandiginda yapay tohumlanmis
ana arilann dodal ciftlesmigler gibi erken
yumurtlamaya basladigini saptamigtir. Bu bulus ile
yapay tohumlanmis ana arlarin yumurtlamasinin
gecikmesi sorunu ¢ézilmustir. Mackensen, délleme
icin gerekli semen hacmi, birden fazla enjeksiyonun
etkisi ve tohumlamaya uygun ana ari yasi konulari
Uzerindede c¢aligmalar yapmistir. Bu temel
buluglarin ardi sira yapilan galigmalar ile tohumlama
teknigi ve tohumlama aletlerinin farkli modelleri
cesitli Glkelerde gelistiriimistir ( Laidlaw 1989 ).

_CINSIYETLERIN UREME ORGANLARI VE
CIFTLESME DAVRANISI

Ana Ari Ureme Organlar

Ana arinin karin kismindaki ireme organlar
(Sekil 1) birer ¢ift yumurtalk (ovarium) ve yan
yumurta kanali (lateral oviduct), ana yumurta kanali
(median oviduct), sperm torbasi (spermatheca) ve
vaginadan olugmaktadir. Ana ari karninin son tergit
ve sterniti arasinda olan igne odacigi treme
organlarinin  digsariya agilan  kismidir.  Igne
odaciginin Ustiinde rektal agiklik, altinda ise vagina
girigi bulunmaktadir.

Sekil 1 . Ana an Ureme organlari: BP, yan kese; LOD, yan yumurta kanali; MOD, ana yumurta kanali; O,
yumurtalik; R, rektum; SCH, igne odacigi; SP, sperm torbasi; SPD, sperm torbasi kanali; ST, igne; V, vagina; VF,

vagina valfi; VO, vagina agzi (Mackensen and Tucker 1970).
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Vaginanin  kasilabilme  yetenegine  sahip
duvarinda bircok kivrim ve gikinti vardir ve bu yapisi
nedeniyle sekli karnin kasilmasi ve genislemesine
bagl olarak degismektedir. Vagina agdzi (vaginal
orifice) ana an gevsediginde kapanan ve disaridan
bakildiginda hérguic gibi gériinen uzunlamasina dar
bir yariktir. Vagina valfi (valvefold) vagina'nin dorsal
kismina dogru uzanarak yumurta kanallarina giden
yolu tikamaktadir. Vagina valfi giflesme sirasinda
ana arn tarafindan geriye katlanarak semenin
yumurta kanallarina gegisine ve yumurtlama
sirasinda vagina agzindan gikigina izin vermektedir.

Ana ar karninin biytik bolimunt her biri 180
civarinda yumurta tiipi (ovariol) iceren bir gift
yumurtalik kaplamaktadir. Akordiyon gibi genigleme
ézelligine sahip olan yan yumurta kanallan yeni
ciflesmis ana arnda semenin gegici sireyle
depolanmasini saglamaktadir. Bu iki yan yumurta
kanali birleserek vaginaya agilan dar bir gegit olan
ana yumurta kanalini olugturmaktadir.

Vaginanin iizerinde ince duvarli kiire bigimindeki
sperm torbas! (spermatheca) bulunmaktadir. Sperm
torbasinin (izeri torbaya beyaz goriiniim veren bir
trake ag ile kaphdir. Trake a§ Uzerinde sperm
torbasi  kanalim  olusturan iki salgl bezi
uzanmaktadir. Sperm torbasi kanali sperm
torbasindan vaginanin dorsal duvarina uzanarak
baglantly saglamaktadir. Trake agH ve sperm
torbas! bezi spermatozoanin délleme yetenegini 5
yil  kadar koruyabilmektedir. Sperm torbasi
déllenmemis ana anda agik renkli bir s igerirken,
ana ari ciftlestigi zaman 5-6 milyon spermatozoa ile
dolmaktadir.

Erkek An Ureme Organlari

Erkek ari ireme sistemi (Sekil 2), karnin her iki
yaninda bir ¢ift testis, testislerin ¢ikis kanallari olan
bir ¢ift vas deferens, kanallara bagh ve kismen
genislemis bir ¢ift seminal kese (vesicula seminalis),
bir ¢ift mukus bezi, ejekulasyon kanali (ductus

ejeculatoris) ve penisi icermektedir.

Geng erkek arida testisler neredeyse karnin Ust
yarisini kaplayan sumikst gériinimli organiardir.
Ergin erkek arida ise testisler kigilerek yesilimsi
sari bir gériinime ddniigmektedir. Testislerin her biri
vas deferensin ucunda bir odacia acilan 200
civarinda kiiglk tipglkler (testiol) icermektedir. Vas
deferens, testisi uzun ve geniglemis kisim olan
vesicula seminalise baglayan kivrimli bélgedir.

Sperm hiicreleri geligmelerini testis tiipglklerinde
surdiriiler ve sonra ejekulasyona kadar kalmak
iizere vesicula seminalise gegerler. Igerigi vesicula
seminalis’e aktarilan testisler kugllmektedirler.
Vesicula seminalisin kasl duvarlan sperm igin gida
saflayan gida hiicreleri ile kaphdir. Erkek an 3-4
glnlilk yasta iken vesicula seminaliste ¢ok az
spermatozoa vardir. Sekiz gunlik yastaki erkek
arda spermatozoa sayisi  10-11  milyona
ulagmaktadir.Vesicula seminalis ve mukus bezinin
her biri alt uglarindan birleserek dar ejekulasyon
kanalina (ductus ejeculatoris), ejekulasyon kanali
ise penise ac¢iimaktadir.

Penis birgok bigimsiz yumru ve tiyli alani olan
ve 3 bélgeden olugan membranimsi bir kanaldir.
Penisin icteki genis ucu ejekulasyon kanalinin
acildigi sogan (bulb) bélgesidir. Sodan lzerinde sert
kahverengi  plakalar  bulunmaktadir.  Sogan
ejekulasyon sirasinda semeni sulandiran agik renkli
bir sivi ile doludur. Penisin orta bdlgesi (cervix)
incedir ve dzerinde fimbrilli lop bulunmaktadir.
Uglincli bélge ise genital agikhdin son buldugu
vestibulum bélgesidir.

Ciftlesmede, penis ejekulasyon kanalini kendine
dogru gekerek viicut digina igten disa dogru cikar.
Bu ters-yliz olma (eversiyon) tim karin kaslarinin
eszamanl kasiimasi ile sajlanmakta ve bu sirada
ejekulasyon gergeklesmektedir. Vesicula seminalis
kaslarinin peristaltik kasilmasi ile semen ductus
ejeculatoriusa itimekte ve ardindan da penis
soganina semen ulastiktan sonra mukus bezlerinin
kaslari mukusu itmek igin kasiimaktadir.

Sekil 2. Erkek an tireme organlarn: TE. testis ; VD , vas deferens; VS, vesicula seminalis; MG, mukus bezi; DE,
ductus ejekulatorius; PE, penis; RE, rektum (Mackensen and Tucker 1970)
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Ciftlesme Davranisi

CoJu boceklerde disi bireyin ciftlesmesi ve
déllenmesi ile yumurtalarin yumurtlanmasi arasinda
bir sire¢ vardir. Genellikle ciftlesmek igin gerekli
optimum kosullar, yumurtlamak ve déller yetistirmek
icin gerekli optimum kosullardan farklidir. Bal
anlarinda da cifttesme ve yumurtlama tamamen
farkh kosullarda gergeklesmektedir. Yumurtlama,
sadece ana arl ve yumurtalarin xorundugu ve yavru
yetigtirmek icin sabit kosu!l2i1n bulundugu kovan
icinde olmaktadir. Fakat ¢na arn ciftlegsmek igin
kovani terk ederek agik havada uc;maktadlr

Ana arilar hava sicakhg 20 C nln Uzerinde
oldugu ik ve glinesli giinlerde 12. ©.17.% saatleri
arasinda ciftlesme ugusuna c¢ikmaktadirlar. Farkli
ariliklardan birkag bin civarinda erkek ari * erkek ar
toplanma alam " denilen 6zel yerlerde bir araya
gelmektedirler. Toplanma alanindaki erkek arilar bu
alana dogru ucan ana anlarla burada
ciftlesmektedirler.

Capi 30-200 m. arasinda degisen erkek ari
toplanma alaninda erkek arnlar ugus yiksekligi
meteorolojik kosullara bagl olarak yerden 10-30 m.
arasindaki ylkseklikte ugmaktadirlar. Erkek arilarin
hangi faktérlerin etkisiyle bu 6zel yerleri tercih
ettikleri bilinmemektedir. Erkek ar toplanma alanlari
yillar boyu degismeden sabit kalmaktadir.

Erkek arlarin ugus sinin 3-6 km. civarinda
olmakla birlikte, ariiktan 10 km. uzaga
gidebilmektedirler. Ana arilar ise genellikle 1-3 km.
ucmaktadirlar. Ciftlesmenin en yogun oldugu uzaklik
sinin 2-5 km' dir. Anlida daha yakin yerlerde
ciftlegme gerceklesmemekte, daha uzak
mesafelerde ise ¢iftlesme siliresi uzamaktadir
(Woyke 1962).

Cinsel olgunluga 5-6 giinlik yasta ulasan ana
anlar ilk 3.-5. glin icinde 2-5 dakika slren gevreyi
tanima ugusu yapmakta, daha sonraki glinlerde
giftlesmek igin ugmaktadirlar. En etkin ciftlesme 6.-
10. gunlerde olmaktadir. Erkek arlar ise ilk
uguglarini 6-8 gunlik yaslarda yapmakta ve 12
ginlik yasta cinsel olgunluga ulastiktan sonra
cifttesmek igin toplanma alanina ugmaktadiriar.
Erkek an toplanma alanindaki erkek ar
yogunluguna bagh olarak ana ari ayni giinde ya da
bagka bir glinde bir ya da birkag ugusta 7-17 erkek
an ile ciftlesmektedir (Woyke 1962). Ana arinin
tekrar ciftlesme egilimi gostermesi spermatozoa
yogunluguna baghdir. Ana an vyeterli semen
almadi§: strece tekrar ugmaya yonelmektedir. Ikinci
kez ciftlesme ugusuna ¢ikan ana arlarin sperm
torbalarinda bulunan spermatozoa sayisi ilk
ucustaki ciftlesmelerden sonrakine gore daha azdir
(Mackensen and Ruttner 1975). Ciftlesme ugusu
sUresi ortalama 25 dakikadir. Birinci giftlesme ugusu
ile sonraki ugus arasinda gecen siire ise 19-120
dakika arsindadir (ortalama 52 dak.). Aym giinde
gerceklesen iki cifttesme ugusu arasindaki siire
arttikga ikinci ugus siresi kisalmakta ve ana arinin
ciflesme etkinliinde azalma gériilmektedir (Woyke
1962).

Ana arn birka¢ erkek ari ile ciftlestikten sonra
yumurta kanallari semenle dolu ve arkasinda son
ciflestigi erkek arimin ciftlesme organi pargasi
(ciftltesme isareti) ile kovanina geri dénmektedir. Bir
arastirmada (Woyke 1962) ciftlesme ugusundan
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donen ana arilarin yumurta kanallarinda en az 0. 6
mm?® en fazla 28.234 mm® ve ortalama 11.579 mm®
semen bulunmustur. Bir erkek an 11 milyon
spermatozoa iceren 1.5 mm’ semen iretmektedir.
(Mackensen 1964). Saptanan en fazla 28.234 mm®
semen bir erkek arinin Grettigi ortalama semen
miktarinin 18 katidir ki bu da ana arinin bir ugusta
18 erkek ari ile giftlesebildigini ortaya gikarmaktadir.

Ciftlesmeler sonunda ana yumurta kanalindan
yan yumurta kanallarina itilen semen neredeyse
her iki yan yumurta kanalini doldurmaktadir. Ancak
yan yumurta kanallarinin her biri ayni hacimde
semenle dolu olmayabilmektedir. Yan yumurta
kanallari spermatozoa igin uygun bir depolama
organi degildir ve bu nedenle giftlesmeden itibaren
24 saat iginde gecici depo gbrevi yapan yan
yumurta kanallarindan spermatozoanin sperm
torbasina gbci gergeklesmektedir. Ana an giftlesme
ugusundan déndikten kisa bir siire sonra fiziksel
hareketlerle karna baski uygulayarak semenin yan
yumurta kanallarindan ana yumurta kanalina ve
sperm torbasi kanalina iletimesini saglamaktadir.
Semenin ¢ok az bir kismi 1 mm. uzunlugundaki dar
kanaldan (0.01 mm-0.25 mm c¢apli) gegerek sperm
torbasina ulagmaktadir. Semenin sperm torbasina
iletiminde spermatozoanin bireysel motilitesinin de
pay! vardir. Sonugta 80-90 milyon spermatozoadan
ancak 5 milyon civarinda (Mackensen and Tucker
1970) spermatozoa sperm torbasina
ulasabilmektedir. Geriye kalan semen kuruyarak
beyazimsi kahverengi bir madde halinde igne
odacigindan disariya atilmaktadir.

DOGAL GIFTLESME - YAPAY TOHUMLAMA
KARSILASTIRMALARI

Ana arinin serbest ugusu ve erkek arilarla
temasi yapay tohumlamada séz konusu degildir. Bu
durumda ana annin erkek arilarla temasi, ciftlesme
isareti, henliz bilinmeyen olasi hormon ya da
feromonlar gibi déllenmeyi etkileyebilecek cogu
faktor yapay tohumlama ile ortadan kalkmaktadir.
Bu nedenle yapay tohumlama galigmalarinda dogal
ciflesmenin  gergeklestigi  kosullar saglanmaya
calisiimakta ve dogal ciftlesmeye iligkin bilgiler
degerlendiriimektedir. Ornegin, bu bilgilerden biri
dodal kosullar altinda ana arilarin ve erkek arilarin
ciftlesme yasidir ve yapay tohumlama ancak dogal
ciftlesme yasinda yapildiginda basarili olmaktadir.

Yapay tohumlama iglemi sirasinda baygin olan
ana arinin igne odaciginin kancalarla agik
tutulmas, vagina agzindaki deri katmanlarinin yana
cekilmesi ve semenin aktarimina engel olan vagina
valfinin  yatinimasi islemleri tohumlamaci tarfindan
gergeklestirilerek dogal kosullara mimkin oldugu
kadar yaklagilmaya c¢alisiimalidir (Koeniger and
Ruttner 1989).

Yapay tohumlamada yeni buluslarla dogal
ciflesme sonuglarina ulasmak hedeflenmektedir.
Bazi caligmalardan elde edilen sonuglara goére,

' yapay tohumlanmis ana arilar tarafindan yénetilen

kolonilerin dogal ciftlesmis ana arilar tarafindan
ydnetilenlerden daha az yavru yetistirdikleri ve daha
az bal drettikleri saptanmigtir (Harbo and Szabo
1984, Maul 1972). Bir ¢aligmada ise dogal ciftlesmis
ana arilarin yapay tohumlanmis ana arilardan daha
agir olduklar ve ana arimin yumurtlama orani ile

.
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viicut agirhgr arasinda yiksek iligki (=0.73) oldugu
bulunmustur (Harbo 1986). Dogal ciftlesmis ana
arilarin daha fazla yumurtlamasi ve dogal ciftlesmis
ana arnl kolonilerin performanslarinin  yapay
tohumlanmig ana arili kolonilere gére yiiksek olmasi
bu iligki ile agiklanabilir. Bazi ¢alismalarda ise yapay
tohumlanmis ve dogal ciftlesmis ana anlar
tarafindan yonetilen kolonilerin performanslarinda
farkhihk olmadigi saptanmistir (Lodesani et al 1991,
Nelson and Laidlaw 1988).

Yapay tohumlanmis ana arlann dogal
ciflesmis ana arilara goére daha kisa o&murll
olduklari (Harbo and Szabo 1984, Mackensen 1964,
Maul 1972) ve yumurtlamaya dogal giftlesmis ana
arilardan daha geg basladiklari (Cobey 1983, Ebadi
and Gary 1980 Kaftanoglu and Peng 1982, Woyke
1985) cesitli calismalar ile ortaya gikariimistir.

YAPAY TOHUMLAMA EKIPMANI

Ana arilarin yapay tohumlanmasinda kullanilan
ekipmani ¢ grupta toplamak mimkindir: (a)
ariciik ekipmani (ana ar ve erkek an kafesleri vb.),
(b) standart laboratuvar ekipmani (karbondioksit

tiipl, stereomikroskop, 1sik kaynadi, vb.), (c) yapay
tohumlama aleti.

Yapay tohumlama calismalarinin
baslangicindan gtiniimlze kadar bir gok arastirmaci
tarafindan cesitli yapay tohumlama aletleri
yapiimistir. Bu yapay tohumlama aletlerinde bazi
farkliliklar olmakla birlikte temel olarak hepsi ayn
ilkeyle galigan aletlerdir. Bugiin en yaygin kullanilan
yapay tohumlama aletleri Mackensen, Laidlaw,
Ruttner, Schneider, Fresnaye ve Schley aletleridir
(Harbo 1989).

Yapay tohumlama aleti, islem sirasinda ana
arinin tohumlama igin uygun konumda tutulmasini
ve semenin enjekte edilmesini saglayan bir mikro-
manipulatérdiir. Schley yapay tohumlama aleti
(Sekil 3) metalden yapiimig ayakh sehpa (a),
sehpanin iki ucuna diisey konumda monte edilmis
iki adet metal gubuk (b), iki metal gubuk ortasinda
bulunan ana ari tutucusu (c), bilyeli yatak gdvdeleri
(d), ile metal gubuklara tutturulmus igne kancasi (e),
karin kancasi (f) ve mikrosiringa tutucu gévdesi (g),
digli mikrosinnga tutucu (h) ve mikrogiringadan (i)
olugsmaktadir (Schley 1982).

Sekil 3. Schley yapay tohumlama aleti (Schley 1982).
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Sekil 4 . Mikrosiringa ve pargalari (Schley 1982).
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Ana an tutucusu, sehpa (izerinde ana arinin
yatayla 56-58° acl yaparak sabit durmasini saglayan
ve yapay tohumlama aletinin CO; kaynagina
baglanan parcasidir. Ana an tutucusu, tutucu boru,
sokalir-takilir miknatishi plaka, CO2 kanali, tutucu
govdesi ve somun pargalarindan olusmaktadir.

Erkek arilardan semen toplamada ve ana ariya
semenin enjekte edilmesinde kullanilan mikrosiringa
duyarli kullanima olanak veren disli bir cubuk
tzerinde hareket etmektedir. Disli cubuk bilyeli
yatak gbvdesine monte edilmistir ve tohumlamaciya
gbre sagdaki metal gubuk Uzerine yerlestirilmistir.
Mikrosiringanin (Sekil 4) pargalar; dis ¢apr 8mm.
olan gévde (a), gbvde icine yerlestirilen plastik
siringa silindiri (b), piston kolu (c) ve bu kola
gecirilmig piston (d), vidali somun (e), sirnga ucu
kapag: (f), 4 mm. uzunlugunda silikon hortum
pargas! (g) ve dis ¢api 1.5 mm,, i¢ ¢capi 0-8 mm.
olan cam ug (h)'tur.

Igne kancasi ve karin kancasi ana arinin igne
odacigini ve dél yolu girisini agik tutmaya yarayan
yapay tohumlama aletinin énemli pargalandir. Karin
kancas! tohumlamaciya gore solda, igne kancasi ise
sagda bulunmaktadir. Yapilari birbirinden farkh olan
bu kancalardan soldaki karin kancasi ana arinin
ventraldeki son segmentini (sternit) tutmaya elverisli
bir yapida iken, igne kancasinin igne tabanindaki
tUcgen alana yerlesebilecek biyiklikte kasik
benzeri bir ucu vardir. Kasik ucu ana ari ignesinin
tabanina yerlestiriien igne kancasi ile igne geri
cekilerek igne odacigi agilabilmektedir. Kasik uglu
igne kancasinin vaginaya baski uygulamasi ve
mikrogiringa ucunun girigini zorlamasi nedeniyle
kasik yap! yerine, ucunda 0.02 mm. ¢apinda delik
bulunan igne kancasi gelistirilmigtir. Bu tip kancanin
ucundaki delikten igne gegirildikten sonra igne geri
cekilmekte ve vagina girisine mikrosinnga daha
kolay yaklastirimaktadir (Schley 1988).

Gerek semen toplama gerek ana arinin uygun
konuma getirimesi ve enjeksiyonun yapilabilmesi
icin mikroskop ile gérintinin biyutilmesi gerekir.
Ug boyutlu genis goriintii elde edilen 15-20
buyttmeli bir binokller streomikroskop yapay
tohumlama ekipmaninin vazgegilmez pargasidir.
Mikroskop gérinti alaninda daha aydin gérinti
saglamak icin mikroskoba aydinlatma sistemi monte
edilmektedir. [gne odacigi agilmig ana arinin organ
ve dokularinin sicaktan kurumasina engel olmak
icin soguk 151k kaynad tercih edilmelidir.

Tohumlama islemi sirasinda ana anyi
hareketsizlestirmek ve tohumlama sonrasi
ovipozisyonu uyarmak amaciyla narkoz diizenegi
kullaniimaktadir. Narkoz diizeneg@i basingh bir CO2
tupl, regulatér, gazin akisini izlemeyi saglayan
yikama sisesi ve CO: gazini ana an tutucusuna
ileten plastik borudan ibarettir.

Alsilagelmis tohumlama yénteminde igne
odacig! iki kanca ile agik tutulmakta ve igne, igne
kancasi ile geri ¢ekilmektedir. Farkli isleyisi olan bir
alette (Kuhnert and Laidlaw 1994) ise kanca
destekleri bulunmamaktadir. Igne, ince uglu bir
forseple tutulup g¢ekilerek mikrosiringa ucunun
kolayca sokulabilecedi genis bir agiklik elde
edilmektedir. Ana arnnin ignesi forseple tutularak
acildigi icin dorsal kancaya gerek kalmamakta,
karin kancasi yerine de ana ar tutucusu tipine
yerlestiriimis bir kanca kullaniimaktadir. Ana arinin
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sterniti ana an tutucu tipindeki kanca ile agik
tutulmaktadir.

YAPAY TOHUMLAMA iSLEMi

Aricihgr  ileri  llkelerde, ticari  Gretim
isletmelerinde ve &zellikle arastirma etkinliklerinde
genis kullanim alanina sahip olan yapay tohumiama
rutin olarak uygulanan bir teknikti. Buna kargin
yapay tohumlama aletini ve teknigini gelistirme
amach  c¢alismalar  sUrdirilmektedir.  Elverisli
kosullarda yapilan yapay tohumlamalardan basarili
sonuglar elde etmek gilinimizde sorun olmaktan
cikmistir. Yine de yeni baglayanlar icin glic gériinen
tohumlama deneyimli bir kisi 6nculiiginde strekli
pratik yapilarak d6grenilebilmekte ve zamanla
deneyim kazaniimaktadir.

Ekipmanin Hazirlanmasi

Yapay tohumlamada karsilagilan sorunlardan
en  dnemlisi  tohumlama  sonrasi bakteri
bulagsmasindan kaynaklanan ana ar &liimleridir.
Karbonhidratlar ve proteinlerce zengin olan mukus
ve semen patojenler igin uygun bir besi ortamidir.
Bu besi ortaminda patojenler, genellikle
pseudomonas bakterileri hizla gelismektedir. Hasta
ana arida goériilen belirtiler yavas hareket etme ve
karnin  sigkinligidir. Hasta ana arn genellikle
yumurtlamaya baslamadan &lmektedir. Olii ana ari
pargalandifinda zehir bezleri, yumurtaliklar ve
malpigi borucuklan (izerinde siyah noktaciklar
gdrilebilmektedir (Moritz 1989).

Hijyenik  kosullarda calisarak  hastaliklar
dnlemek igin eller deriye zarar vermeyen
dezenfektanla yikanmali, kullanilan ekipman ve
aletler diizenli olarak %70 alkol ile temizlenmelidir.
Bir ana an grubunu tohumlamadan énce ana arilar
ile dogrudan temas eden tim pargalar 120 °C'de 20
dakika otoklavda sterilize edilmelidir. ‘Yapay
tohumlama laboratuvarinda oldugu gibi saha
galismalarinda da hijyene énem verilmelidir. Bunun
icin tohumlanacak ana arilarin tutulacagi ciftlestirme
kutularn dezenfekte edilmeli ve sonra bu giftlestirme
kutularina giicli ve saglikli kolonilerden alinan is¢i
arilar konulmalidir.

Mikrogiringanin Hazirlanmasi

Mikrosiringaya doldurulan fizyolojik
solisyonun pH si ve tuz konsantrasyonu
spermatozoanin yasamasina olanak saglayacak
degerlerde olmalidir. Soliisyon, yayvan bir cam
kapta hazirlanmali ve otoklavda sterilize edilmelidir.
Enfeksiyonu énlemek igin sterilize edilmis sollisyona
% 0.25 oraninda antibiyotik (penisiin G ya da
streptomycin) katilabilmektedir. En yaygin kullanilan
sollisyonlar; Ringer (NaCl, 0.85 gr;KCl , 0.025
ar;CaClz, 0.030 gr. ; glukoz ,0.50 gr. ;damitik su ,
100 ml.), Kiev (trisodyum sitrat- Z-hidrat ;0.30 gr.
;damitik su , 100 ml) ve serum fizyolojik (NaCl, 0.85
gr. ; damitik su ,100 ml) soliisyonlardir.

Tampon ve sivi piston gérevi yapan fizyolojik
soliisyon mikrosiringaya dolduruimadan énce olasi
alkol kalintisini  temizlemek icin saf su ile
mikrogiringanin  pargalari g¢alkalanmalidir. Grup
halinde yapilan tohumlamadan sonra mikrogiringa
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ucundaki semen ve mukus kalintisi temizlenmelidir.
Mikrosiringa fizyolojik soliisyon ile doldurulurken,
énce sirnga silindiri metal gévdenin igine yerlestirilir
ve metal gévdenin ucundan ¢ikan silindirin agik agzi
isaret parmagdi ile kapatildiktan sonra yedek bir
enjekidre cekimis sollsyon hava boslugu
birakmadan doldurulur. Piston kolu gévde igindeki
silindire sokularak vidalanir. Ardi sira silikon hortum,
mikrosiringa ucu ve kapagi takilarak kullanima hazir
hale getirilir. Piston kolu saat ydniinde gevrildiginde
fizyolojik soliisyon mikrogiringa ucuna yonelir, ters
yonde cevrildiginde ise solisyon geri gekilerek bir
vakum olugturulur. Gerekli semeni mikrosiringa
ucuna c¢ekebilmek igin, piston kolu soldan saga
dogru (saat yoninde) cevrilerek cam ugtan
toplanacak semen hacmi kadar fizyolojik sivi
bosaltilir ve mikrosiringa yapay tohumlama aletine
vidalanir. Mikroskop bilyitmesi ayarlanarak (10-
15X) mikroginnga ucu mikroskop gériintii alaninda
odaklanir.

Erkek Anlanin Eversiyonu ve Semen
Toplama

Yapay tohumlamada gerekli semenin elde
edilmesinde cesitli sorunlarla karsilasilabilmektedir.
Rutin yapay tohumlama pratiklerinde bile yeterli
sayida erkek ar bulunmayabilmekte, ya da erkek
arilar cinsel olgunluga henliz  ulagsmamis
olabilmektedir. Bu sorunlarla karsilagmamak igin
erkek arilara tohumlama 6ncesi iyi bakim yapilmali
ve soguk yerde tutulmamalidiriar.

Ogleden sonra giflesme ugusu yapmaya
hazirlanan  erkek arnlar  kovan  giriginde
yakalanmalidir. Uzun siire kafeslerde tutulan erkek
arilardan semen toplamak glgtlr. Eversiyon ve
ejekiilasyon, fiziksel ya da kimyasal (kloroform)
uyarilarla tesvik edilmektedir. Eversiyonu fiziksel
uyariyla saglanmak igin; erkek ari sol elin bag ve
isaret parmag ile alt tarafi yukarida olacak sekilde
gbgus bolgesinden tutulur. Bas ve gbgsin On
kismina sol elin bag ve isaret parmagi ile baski
uygulanir. Eversiyondan sonra semen ortaya
¢ikmazsa, semen bosaltilana kadar karna yanlardan
baski uygulanmalidir. Basarli bir eversiyondan
sonra krem renkli semen ve beyaz renkli mukus
penis {izerinde gorulur. Ergin olmayan erkek arlarin
ejekilatinda sadece  mukus  bulunmaktadir.
Ejekilasyon sonrasi semen, mukus Uzerine ince bir
tabaka halinde yayilir ve glglikle toplanabilir. Bu
nedenle semen geciktiriimeden mikrogiringaya
cekilmelidir (Mackensen and Tucker 1970).

Ejekiulasyon yapmig erkek ari sol elin igaret ve
bas parmad ile gégstnden tutularak mikrogiringa
ucuna penis yaklastinhr. Piston kolu soldan saga
dogru gevrilerek mikrosiringa ucunda hava bosglugu
saglanir ve semenin fizyolojik soliisyonla karigmasi
engellenir. Semen ylizeyi 45° ag ile duran
mikrogiringanin ucuna dokundurulur. Semen uca
yapistd zaman, temas kopmaksizin erkek ari
hafifce mikrosiringa ucundan gekilir. Piston kolu aksi
yonde (sagdan sola dogru) gevrildijinde semenin ug
boyunca hizla ve kolayca akti§i goriilir. Bu iglem
sirasinda mikrosiringa ucuna mukus cekmemeye
6zen gdsteriimelidir. Mukus, ucu gegemeyecek
kadar kivamlidir ve ucu tikayabilir. Bir erkek aridan
semenin tamami toplandiktan sonra bir sonraki

erkek arimin semeni gekilinceye kadar piston kolu
sagdan sola gevrilerek mikroginnga ucunda hava
boslugu olusturulur. Bir sonraki erkek arinin semeni
uca cekilecedi zaman; piston kolu ters yonde
cevrilerek hava boslugu uzaklastinhr ve gekilen
semen ucun agzina yoénlendirilerek ejekiilasyon
yapmis erkek arninin penisi (zerindeki semen ile
temas ettirilir. Temas saglandiktan sonra semen
once aciklandigr gibi g¢ekilmeye devam edilir.
Boylece her erkek ardan toplanan semen situnu
arasinda hava boslugu birakiimaksizin
mikrogiringanin  kapasitesine bagh olarak ve
gereksinime gore birkag erkek arndan semen
toplanabilir.

Bir erkek arinin Urettigi spermatozoa bir ana
arinin sperm torbasini iki kez doldurmaya yetecek
kadar olmasina karsin ana ari tek erkek arnnin
semeniyle tohumlandiinda az sayida spermatozoa
(1.39 milyon) sperm torbasina ulagmaktadir (Woyke
1962). Ana arinin sperm torbasina 4-5 milyon
spermatozoa ulagmasini saglamak igin 8 mm
semenle tohumlanmalidir. Ana arilar 18 mm’ ‘e
kadar semenle tohumlanabildigi halde, daha yiiksek
hacimlerde (20-36 mma) 6lim orani artmaktadir
(Mackensen 1964). Ozellikle seleksiyon
programlarinda ve genetik denemelerde ana annin
sperm torbasinda fazla sayida spermatozoa
olmasina gerek duyulmamaktadir. Amag ayni erkek
annin farklh analardan dollerini  elde etmek
oldujunda tek erkek aridan saglanan semenle
birgok ana an tohumlanabilmektedir. Kolonilerde
birkag ay tutulacak ana arilarin tohumlanmasi igin 2
mm°® semen yeterlidir (Harbo 1985).

Mikroskop altinda mikrogiringaya tek tek erkek
anlardan semen toplama yerine ¢ok sayida erkek
aridan topluca semen elde etmek igin basit ve hizl
bir yéntem geligtirimistir (Kaftanoglu and Peng
1980). Yikama teknigi denilen bu yéntemde fiziksel
uyarilarla ejekilasyonu saglanmig erkek arilarin
semeni ve mukusu yikama hunisi ve toplama
tiptindeki soliisyona (Kiev sollisyonu)
siyriimaktadir. Semeni mukus ve soliisyondan
ayirmak igin semen-mukus-soliisyon karngimi 2500
devir/dakikada 10 dakika santriflj edilmekte ve
semen igeren toplama tipl genis kapasiteli
siringaya tutturulmaktadir.

Yikama yéntemi ile kisa siirede gok sayida
erkek andan semen toplanabilmesinin yani sira
farkli kolonilerden (genotiplerden) erkek arilarin
semeninin homojen karismasi da saglanmaktadir.
Ana arilar klasik ydntem uygulanarak toplanmisg
semenle tohumlandigi zaman tohumlamada
kullanilan erkek arilarin semenleri esit oranlarda
sperm torbasina ulagmamaktadir (Laidlaw and Page
1984: Moritz’ den 1989). Sonugcta, bir kolonideki
dollerin  babalari sadece birkag erkek an
olabilmektedir. Tim erkek anlarin esit oranda
kolonide temsil edilmemeleri sorunu, ana arilar
homojen kanstinlmig semenle tohumlayarak
giderilebilmektedir.

Semeni homojen karigtirmak amaciyla semen
hacminin 20 katinda kapasitesi olan steril bir cam
kap kullaniimaktadir. Semenin 10 kati (1:10
sulandirma) soliisyon kap igine doldurulur ve sonra
pipet ile gekilip bosaltilir; iglem soliisyon birémek
renk alincaya kadar tekrar edilir. Homojenizasyon 1-
2 dakikadan uzun sirmemelidir.  Semen
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sUspansiyonu santrifij tUpiine doldurulur ve 5
dakika 1000 devirde santrifiij edilir. Semen dipte
tortulasti§i zaman Ustteki sivi hemen Pastér pipeti
ile alinir. Semen santriftij tdplnden mikrosiringa
ucuna ¢ekilir. Semen solisyon iginde mimkin
oldugu kadar kisa siirede tutulmali ve ana arilara
hemen enjekte edilmelidir.

Homojen karistirma tekniginde klasik teknige
gore fizyolojik solisyonun ©nemi daha da
artmaktadir. Semen sulandinldi§i zaman her bir
spermatozoonu ¢evreleyen semen sivisi ortadan
kalkmaktadir. Santrifiij sirasinda suda eriyen
proteinler spermatozoanin canhhgini
azaltabilmektedir. Klasik yontemde iyi sonuglar
veren Kiev soliisyonu bu teknikte yeterli olmamakta,
en iyi sonu¢ Tris solisyonu ile elde edilmektedir
(Moritz 1984).

Ana Arnin igne Odaciginin Agilmasi ve
Enjeksiyon

Tohumlanacak ana arinin yapay tohumlama
aletine yerlestirilmesi icin énce ana ari bir ucu kapali
gerileme tuplne itilir. Gerileme tlplnde ilerleyen
ana ari kapali uca ulastiktan sonra geriye dénerken
ana ari tutucusunun tutucu borusu gerileme tipi ile
birlestirilir ve ana arinin karin segmentlerinin tutucu
borudan ¢ikmasi saglanir. Ana ar tutucu borusu
ana ari karninin alt tarafi tohumlamacinin sol koluna
yonelik olacak sekilde takilir. Bu sirada, ana arinin
son ¢ karin segmentinin tutucu borudan gikmasi
saglanmali, bacaklarin boru iginde kalmasina 6zen
gosterilmelidir (Laidlaw 1978, Schley 1982).

Ana arinin dodru konumda yerlestiriimesinden
sonra CO; gazini ileten plastik borunun ucu ana arn
tutucusunun CO2 gazi yoluna sokularak CO;
tpiinin vanasi aciiir. Ana ar1 hareketsizlesince igne
kancasi ve karin kancasi ana arinin tutucu borudan
¢ikan karin segmentlerine dogru yanastirilir.
Mikroskop gorinti alaninda ana arinin son karin
segmenti odaklastirilir ve 6nce karin kancasi sonra
da igne kancasi igne odacigina sokulur. Igne
odacigint agmak yapay tohumlamanin en kritik
asamalarindan biridir. |gne odacigini gok genis
acma ya da tam olarak agmama vagina girigine
sinrnga ucunun sokulmasini  glglestirmektedir
(Moritz 1989). Dogru agilan igne odacidi (Sekil 5)
mikroskop alaninda simetrik (eskenar (ggen)
gdrinimdedir.

igne odaci§i acillan ana ariya enjeksiyon
tamamlanincaya kadar kancalara
dokunulmamalidir.  Enjeksiyon igin (Sekil 6)
mikrosiringanin ucu vagina giriginin biraz (zerine
dogru ayarlanir. Mikrogiringanin ucu %2 mm kadar
vaginaya sokulur, hafifge sola dogru hareket ettirilir
ve mikrosiringa biraz daha egilir. Sonra ug vaginaya
1.5 mm daha sokulur. Mikrogiringa yeterli derinlige
ulagmadan énce gevresindeki doku hareket etmeye
baslarsa muhtemelen ug vagina girisinin her iki
yaninda bulunan keselerden birine sokulmustur. Bu
durumda mikrosiringa geri ¢ekilmeli ve ucun egim
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agisi hafifce degistirilerek u¢ sokulmaldir. Ug
sokulduktan sonra piston kolu cevrilerek semen
yumurta kanallarina  bosaltiimalidir.  Semeni
bosaltmak igin mikrogirnganin  piston  kolu
cevrildiginde ugtaki semen situnu hareket etmez ise
ug¢ geri ¢ekilmelidir. Béyle bir durumda ya ug uygun
sekilde yo&nlendirilmemis ya da tikanmistir.
Enjeksiyon sirasinda siringa ucu etrafinda herhangi
bir tagma olmaksizin ucun igindeki semen hareket
etmeye baslarsa sorun yoktur ve enjeksiyon hemen
tamamlanir (Moritz 1989). Semen basariyla enjekte
edildikten sonra CO, gazi vanasi kapatilir, ana ar
kancalardan kurtarilir ve tutucu borudan cgikartilir.
Ana arl kendine gelmeden marka yapistiriiir, kanad!
kesilir. Ana ar kendine geldikten sonra isgi arilarin
yogun bakimini saglamak igin alindiklar ortama geri
verilir.

Pratikte ¢ok onemli bir uygulama olmamakia
birlikte sperm torbasina ulasan spermatozoa
sayisini arttirmak icin semen ana arya iki ayn
enjeksiyonda verilmektedir. Bu amagla ana an
birinci tohumlamadan 1-2 gin sonra tekrar
laboratuvara getirilerek tobumlanmaktadir. Ancak,
bu uygulama ile sperm torbasina ulasan
spermatozoa sayisindaki artis fazladan isgtlicl
harcamaya ve ana arinin 6lim riskini géze almaya
dedmeyecek diizeydedir. Islah amagh c¢aligsmalarda
sadece birkag ay kovanda tutulacak ana anlan 3-4
mm® semenle bir kez tohumlama tatmin ediciyken,
tretim kolonilerine verilecek ana arilarin 3 mm®
semenle iki kez tohumlanmasi ile sperm torbasinda
yeterli spermatozoa sayisina ulasilabilmektedir
(Mackensen 1964).

Tek tohumlamada ana ariya enjekte edilen
semen hacmi artarken sperm torbasina ulasan
spermatozoa oran dismektedir (Woyke 1962,
Mackensen 1964). Bir gzallgmaya gore tek
enjeksiyonda 1, 6 ve 20 mm~ semenle tohumlanan
ana arilarin sperm torbalarina ulasan spermatozoa
oranlari %20, %10 ve %4’ tir (Woyke 1962). Ana
arilar iki kez tohumlandiginda, ikinci tohumlamanin
sperm torbasina ulasan spermatozoa sayisina
katkisi birincisinden daha azdir. lkinci tohumlamanin
katkisi  toplam tohumlama dozu biyirken
azalmaktadir (Mackensen 1964, Woyke 1962).
Ancak 2 mm® * lik dozlar ile iki kez tohumlama
yapildiginda ikinci tohumlama ile sperm torbasina
ulagan spermatozoanin orani birinci tohumlamaya
gore daha yUksektir (Bolten and Harbo 1982).

Ayni hacimde semenin bir ya da iki
tohumlamada enjekte  edilmesinin  sonuglan
karsilastinimis ve semen iki esit doza bolinerek
verildijinde  sperm  torbasina daha fazla
spermatozoa girdigi saptanmistir. Bununla birlikte
8mm” semen dozuna kadar tek ya da iki tohumlama
sonucu arasinda 6nemli bir fark olmadid! gibi 6 mm®
‘e kadar kii¢iik dozlarla iki tohumlama yapmanin bir
Ustinligl yoktur (Woyke 1962). Enjekte edilecek
semen hacmi 10 mm® ya da iizerinde ise bu hacim
iki uygulama ile ana ariya verilmelidir (Woyke
1989a).
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Sekil 5. Ana arinin tam olarak agilmis igne odacigi: BPO, yan keseler; DP, tergit; QH, ana an tutucusu; ST, igne;
STH, igne kancasi; VO, vagina agzi; VF, vagina valfi; VH, kann kancasi; VP, sternit (Mackensen and Tucker

1970)

Sekil 6. Mikrosiringa ucunun sokulmasi (A) ve enjeksiyon (B): SP, sperm torbasi; MOD, ana yumurta kanali; LOD,
yan yumurta kanali; O, yumurtaliklar; VF, vagina valfi (Harbo 1985).

YAPAY  TOHUMLAMA
ETKILEYEN FAKTORLER

BASARISINI

Semenin Muhafazasi

Ana ar yumurtlamaya bagladiktan sonra tekrar
ciftlesmemektedir. Ciftlesmenin ardindan
spermatozoa sperm torbasinda ¢ok distk metabolik
konumda depolanmakta (Taber and Blum 1960) ve
sperm torbasini gevreleyen trake agi torba duvarini
olusturan hiicrelere oksijen saglayarak ana arinin

yasami boyunca spermatozoanin canli kalmasini
saglamaktadir (Verma 1974).

Semenin toplandi§i anda kullaniimasi zorunlu
degildir. Mikrosiringa ucunda birkac saat canli
kalabilmektedir. Semenin 1-2 giin bekletiimesi
gerekiyorsa 5-15 °C’ de muhafaza edilmelidir (Harbo
1985). Kurumaya kargl korumak kosuluyla
seyreltiimemis taze semen oda sicaklijinda 2-3 glin
yasayabilmektedir (Ruttner and Triyasko 1975).

Bal ansi semeni depolama ydntemlerinin
timinde uglan kapatilmig kilcal cam tipler
kullanilmaktadir. Bal arisi semeni i¢in ne standart bir
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sulandirici ne de standart bir sulandirma orani
vardir. Semen dusik oranda sulandirilacagr zaman
(10:1, semen : sulandirici) herhangi bir sulandirici
kullanilabilmektedir. Oysa, vyilksek sulandirma
oranlarinda (1:10 ya da 1:100) sulandiricinin igerigi
onem tasimaktadir (Harbo 1989),

Donma derecesinin tizerinde semen
depolamada sicaklik 13-25 °C arasinda olmalidir.
Bal arisi semeninin uzun silre depolanmasi
tzerinde ilk galisan Taber ve Blum (1960), semenin
kilcal tuplerde oda sicakliginda 68 gline kadar
basariyla depolanabildigini ve ddélleme yetenegini
kaybetmedigini gostermislerdir. Uglan kapatilmig
kilcal tipler icinde 27-68 gin oda sicakliginda (22.2-
30 °C) ve 322 °C' de depolanan semenle
tohumlanan ana anlar dolli yumurta retebilmisler,
fakat 35 °C’ de depolanmis semenle tohumlanan
ana arilardan basar elde edilememistir (Taber and
Blum 1960).

Semenin 2 °C (Taber and Blum 1960), 5 °C ve
10 °C' de (Harbo and Williams 1987) depolanmasi
spermatozoa &lim oraninin yiikselmesine neden
olmaktadir. Uzun sireli depolamada (13-35 hafta)
13-15 °C, oda sicakhigina (24 °C) gére daha
uygundur. Kisa sireli depolamada (2 gin) ise
optimum sicaklik 21 °C' dir (Harbo and Williams
1987). Semen 10 °C ve daha disiik sicakliklarda
depolandiginda sperm torbasina ulagan
spermatozoa sayisi daha azdir ve spermatozoa
mobilitesi 15 °C’ de depolanmis semene gére daha
ylUksektir.

ki gin 20 °C' de depolanan semenle
tohumlanan ana arilarin sperm torbalarina ulagsan
spermatozoa sayisi 15 °C' de depolanan semenle
tohumlananlara gore daha fazladir. Buna karsin 15
°C’ de depolanan semen 13 haftalik bir siirede 24
°C’ de depolananlardan daha etkin olmaktadir
(Poole and Taber 1970). Bu g¢alismalardan da
anlasildigi gibi donma sicakhgi Gzerindeki optimal
depolama sicakhgdi, depolama suresiyle
degismektedir. Donma  sicakhdmnin  altinda
depolama c¢alismalarinda ilk basgarili uygulamalar
Savada ve Chang (1964) ‘in kuru buzda (-79 °C) ve
Melnichenko ve Vavilov (1978)'un sivi azotta (-196
°C) depolama calismalandir (Harbo 1989). Sivi
azotta semen depolandigi zaman, donma
tehlikesine kargi korumak igin  sulandiriciya
genellikle bir kimyasal katimahdir. En uygun
sulandirma oranlari %10 dimetil siilfoksid (DMSOQ),
%40 sulandirici soltisyon, %50 semendir.

Sivi azotta depolanan spermatozoanin daha
dusiik bir gog etkinligi vardir (Bolten and Harbo
1982). Yaklagik bir yil sivi azotta (-196 °C)
depolanmis semenle tohumlanan ana arlarin
yumurtlama etkinligi koloni glicini korumak igin
yeterli degildir (Kaftanoglu and Peng 1984). Sivi
azotta depolanmis semenin kiglk dozlarda ana
ariya enjekte edilmesi sperm torbasina ulasan
spermatozoa sayisini arttirmaktadir (Bolten and
Harbo 1982).

Ana An Yetistirme Kosullan
Yumurtalardan ya da gen¢ larvalardan
yetistirilen ana arilar daha agirdir, yumurtaliklarinda

daha fazla yumurta tlipi vardir ve sperm torbalari
daha buylktir. Henlz ciftlesmemis ana arlarin
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canli adirhd ile yumurta tipl sayisi ve sperm
torbasinin hacmi arasinda yiiksek korelasyonlar
saptanmigtir  (Woyke 1971). Gerek yapay
tohumlanmis gerek dogal ciftlesmis ana arlarin
sperm torbast ¢api ve sperm torbasindaki
spermatozoa sayisi arasindaki korelasyon da
ylksektir.

Ana arlar 1mm® semenle tohumlandiktan
sonra sperm torbasina giren spermatozoa sayisi ve
sperm torbasinin hacmi arasindaki korelasyon
(r=0.50) dustktir. Oysa 8 mm® semenle
tohumlanmig ana arilarda bu korelasyon (r=0.84)
yuksek bulunmustur (Woyke 1971).

Tohumlama Oncesi ve Sonrasi Ana Arilann
Muhafazasi

Yapay tohumlama 6ncesi ve sonrasi ana arilar;
(a) ana arisiz bir kolonide bireysel kafesler iginde,
(b) ciftlestirme kutularinda, (c) birkag ylz isci ar
iceren kiglk kutularda muhafaza
edilebilmektedirler.

Tohumlama ©ncesi ve sonrasi ana aryi
kafeslere koyarak ana arnsiz bir kolonide depolama
yaygin kullanilan bir yéntemdir. Bu yéntem, zaman
kaybini ortadan kaldirmasi, ana arilarin giftlesme
ugusu yapma riskinin olmamasi gibi nedenlerle
tercih edilmektedir. Fakat bu muhafaza ydnteminin
ana arilarin iggi arilarca yipratiimasi, tohumlamadan
sonra yumurta kanallarinda semen kalintisinin
olmasi, sperm torbasina giren spermatozoa
sayisinin az olmasi gibi kbt yanlari vardir.

Kafeslerde muhafaza edilen ana arnlarin
duyargalari, bacaklari ve kanatlar isgi arlar
tarafindan isiriimaktadir. Ana arinin bacagindaki
aroliumun 1sirilmasi ve koparilmasi sonunda isgi
arilarin ana an yetistirmesine engel olan ayak izi
feromonu salgilanamamakta ve bu sekilde
yipratimig  ana anlar is¢i anlar tarafindan
degistiriimektedirler (Woyke 1989b). Ana arilan
kafeslemenin dider bir olumsuz yéni tohumlamadan
sonra yan yumurta kanallarinda semen kalintisinin
kalmasidir. Dogal ciftlesmede oldugu gibi yapay
tohumlamada da semen ana arinin yumurta
kanallarina enjekte edilmekie ve buradan sperm
torbasina gec¢mektedir. Dogal ciftlesmis ana
arilardan farkli olarak yapay tohumlanmig ana ariiar
24 saat iginde tamamen yumurta kanallanni
temizleyememektedirler (Vesely 1970, Woyke
1962). Yapay tohumlanmis ana arilarin sperm
torbalarina spermatozoanin giris dinamidi ve suresi
hem enjekte edilen semen hacmine hem de
tohumlamadan sonra ana arlarin  muhafaza
kosullarina baghdir.

Kigik dozlarla (1-2 mm® ) tohumlanan ana
arilarda sperm torbasina spermatozoa gécl 4-8
saat sonra biyik dlgiide tamamlanmaktadir; fakat 8
mm® ‘lik enjeksiyonda gd¢ yavas seyrederek en az
40 saat sirmektedir. Tohumlamadan sonraki 48
saat iginde bakici is¢i anlarin ana ariyla temasi
sperm torbasina gd¢l hizlandirdigi icin ana arilarin
tohumlamadan sonra kapal kafeslerde
tutulmamalari énerilmektedir. Yumurta kanallarinda
semen kalintisi bakteri geligmesine uygun bir ortam
oldugundan tohumlamadan sonra kafeste tutulan
ana arilarin &lim orani daha yiksektir (Woyke
1979).
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Tohumlama sonrasi kafeste tutulan ana arilarda
sperm torbasina giren spermatozoa sayisi da az
olmaktadir. Bir galismada 6 mm® ‘lik semenle
tohumlanan ve sonra giftlegtirme kutusu iginde bir
kafeste tutulan ana arilarda 3.9 milyon, ayni hacim
semenle  tohumlandiktan  sonra  ciftlestirme
kutusunda serbest hareket eden ana arilarda 4.9
milyon spermatozoa oldugu bulunmustur (Vesely
1970). Diger bir galisgmada ise 8 mm”~ semenle
tohumlanan ve kafeslenen ana arilarda 3 milyon,
serbest dolasanlarda 5.1 milyon spermatozoa
saptanmisgtir (Woyke 1979).

Disiik hacim (1-2 mm®) semenle tohumlama
sonrasi ana ariya bakicillk yapan is¢i arilarin
olmasinin spermatozoa girisine katkisi yoktur. Ana
arn 4 ya da 8 mm° semenle tohumlaniyor ise ana
arinin bakici iggi anlarla temasi torbaya ulasan
spermatozoa sayisini arttirmaktadir.
Tohumlamadan sonra kafeste tutulacak ana arinin
sperm torbasina 3 milayonun tizerinde spermatozoa
girebilmesi igin 3 mm” ya da daha disik hacimde
semen ana ariya birden fazla enjeksiyonla
verilmelidir (Harbo1985).

Ikinci yéntem ana arlar tohumlamadan énce
ve sonra giftlestirme kutularinda muhafaza etmektir.
Ciftlestirme kutularindaki isgi ar sayisi da yapay
tohumlama sonuglarini etkilemektedir. Ciftlestirme
kutularinda 350°'den fazla is¢i ar oldujunda ana
anlarin - yumurta kanallarinin  temizligi, sperm
torbasindaki spermatozoa sayisi ve yumurtlamaya
baslama bakimindan yeterli sonuglara
ulagilabilmektedir (Woyke and Jasinski 1982).
Ciftiestirme kutusunda en az bir petek {izerinde
kapall yavru alani olmali ve kutunun girigine ana ar
1zgarasi takiimahdir.

Yapay tohumlanmis ana arlar sirekli
ciftlestirme kutularinda kalmazlar. Bu ana arilar ya
satihr ya da ana arisiz kolonilere verilir. Bu nedenle,
ana arilan birkag gln muhafaza etmek igin
ciftlestirme kutulari olusturmak pratik bir uygulama
degildir (Woyke 1989b). Ana arnlan ciftlestirme
kutulani yerine 12x12x6 cm boyutlarinda kigik
kutularda muhafaza etmek daha uygun bir
yéntemdir. Bu muhafaza yénteminde her bir kutuya
bir parca kabartiimis petek, kek, su ve is¢i arlar
saglanir. Isci arllar CO; gazi ile bayiltilarak kutuya
doldurulur ve is¢i arilar bayginken ana an kutuya
birakilir.

Tohumiama &ncesi kiglk kutuda ana ariya
bakicilik yapan is¢i an sayisi (20-500 arasinda)
tohumlama sonuglarini etkileyen énemli bir faktor
olmamakla birlikte tohumlamadan sonra 6nem
kazanmaktadir.  Tohumlamadan sonra oda
sicakliginda (20 °C) tutulan kutularda 350 bakici isgi
art olmasi &nerilmektedir. Oda kosullarindaki
kutularda 20'den 350’ye kadar artan sayida isgi
arllarla muhafaza edilen ve 8 mm® semenle
tohumlanan ana arlarin sperm torbalarina ulasan
spermatozoa sayisi 1.8 milyondan 4.1 milyona
kadar artis gosterebilmektedir (Woyke and Jasinski
1980).

Tohumlama Sonrasi Sicaklik

Tohumlama sonuglari ana arnlarin tohumlama
sonras! bulunduklan ortamin sicakligina da baglidir.
Bir caligmada 8 mm® semenle tohumlandiktan sonra
10 bakici iggi ariyla 34 °C’ de tutulan ana arilarda

spermatozoa sayisi (4 milyon) 24 °C' de
tutulanlardan (3.1 milyon) daha fazla bulunmustur
(Woyke and Jasinski 1973). Diger bir arastirmada
ise 2, 4 ve 6 mm°® semenle tohumlamadan sonra
oda sicakliinda “tutulan ana arlarin sperm
torbalarina 34 °C’ de tutulan ana arilara goére daha
az spermatozoa girdigi ve yumurta kanallarinda
daha fazla semen kalintisinin oldugu saptanmistir
(Vesely 1970).

Ana arilar tohumlandiktan sonra kulucka
sicakliindan (34 °C) ylksek sicakliklarda (37.5-40
°C) tutulduklarinda keseye ulasan spermatozoa
sayisi yine azalmakta ve ana ar o6lum oranlari
artmaktadir (Mackensen 1969). Ozet olarak,
kulugka sicakliginin (34 °C) hem altindaki hem de
Ustlindeki sicakliklarda basar orani digsmektedir.

Mevsim

Ana arilan yetistirme zamani ve meteorolojik
kosullar ana arinin gelisme slresini ve cinsel
olgunluk yasini etkilemektedir (Fresnaye 1966).
Dogal cevredeki mevsimsel degisiklikler yapay
tohumlamanin basarisinda o6nemli bir faktérdir
(Moritz and Kiihnert 1984). Mevsimin ilerlemesiyle
tohumlamadan sonraki ana ar kayiplar artmaktadir.
Diger yandan ovipozisyonun baslamasi mevsimsel
degisikliklerden etkilenmektedir. Erken mevsimde
tohumlanan ana arilar yumurtlamaya ¢ok erken (5.7
+ 0.25 gln) baslamaktadirlar. Yumurtiamaya
basglama stiresi mevsimin ilerlemesi ile (14.3 + 0.85
gln) artmaktadir.

Erkek Ari Yasi

Yapay tohumlamanin basarisi erkek ari yasina
da baglidir. Cok geng erkek arlar (1-2 ginlik)
semen ve mukus Uretemezler. Cinsel olgunluga
ulasmig 10-12 ginlik yastaki erkek arilar mukus
uzerinde rahatlikla ayirt edilebilen kremsi-sari renkli
semen (Uretirler. D6rt haftadan fazla yastaki erkek
arilarin  semenini mikrosiringaya c¢ekmek daha
glgtir (Woyke and Jasinski 1978).

Ana arilar 2-9 hafta arasindaki yasta erkek
arilardan toplanan semenle tohumlandiklarinda yas
arttikga sperm torbasina giren spermatozoa sayisi
azalmaktadir (Woyke and Jasinski 1978). Diger
yandan 3 haftadan yasl erkek arilar ana arilarda
hastaliga neden olmaktadir (Mackensen and Tucker
1970). Bu nedenlerden dolayr  &zellikle
tohumlamadan sonra bakici is¢i arlarin temasinin
mimkiin olmadig kafeslerde tutulacak ana arilar 3
haftadan daha vyash erkek anlarin semeniyle
tohumlanmamalidirlar. Erkek arilar igin ideal bir yas
olmakla birlikte, saglk ve korunma dnlemleri alindigi
takdirde yash erkek arlar da kullanilabilmekte, 4
mm® ve daha az hacimde enjeksiyon uygulanmasi
halinde yasli erkek arilarin neden oldugu sorunlar
ortadan kaldinlabilmektedir.

Ana Ari Yasi
Sperm torbasina giren spermatozoa sayisi, ana
arilarin yasama glici ve tohumlamadan sonra

yumurtlamaya baslama zamani ana anyi
tohumlama yasina baglh olarak degismektedir. Geng
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ana arllarn tohumlama sonrasi yasama giici
zayiftir (Fresnaye 1966, Woyke and Jasinski 1976).
Ana arilar 5 gunlik yasin altinda tohumlandiklarinda
yasama glcl ve spermatozoa sayisi disiik, 5
ginlik yasta tohumlandiklarinda ise spermatozoa
sayisi ve yasama orani yuksektir. En iyi sonuglar
(%100 yagama gict, 3.9 milyon spermatozoa) 7-8
gunlik yastaki ana arilardan elde edilmektedir. Cok
yaslh (47 gin ve daha fazla) ana anlar
tohumlanabilmelerine karsin hem yasama orani
dismekte hem de sperm torbasina ulasan
spermatozoa sayisi azalmaktadir. A. U. Ziraat
Fakiltesi Zootekni Bolumi'nce ylritilen bir
arastirmada da (Genger 1989); 3, 7, 10, 16 ve 21-26
giunlik yaslarda tohumlanan ve ana arisiz bir
kolonide iki giin bireysel kafeslerde tutulan ana
arilarin  sperm torbalarina ulasan spermatozoa
sdyilari dederlendirilmis ve en iyi sonuglar 7 giinlik
yastaki ana arilardan elde edilmistir.

Fresnaye (1966) ana arilarin cinsel olguniuga
ulasma yasinda mevsim faktriinden kaynaklanan
bir varyasyon oldudunu ileri siirmekte ve mevsim
basinda yetistirilen ana arnlarin 10-12 glnlikken,
mevsim ortasinda yetistirilenlerin ise 5-6 giinliikken
tohumlanmalarini énermektedir.

CO:2 Uygulamasi

Tohumlama iglemi sirasinda ana arinin
bayiltiimasi ve tchumlamadan sonra ovipozisyonun
uyariimasi icin CO2 uygulanmaktadir.
Tohumlamadan sonra ikinci kez CO2 uygulanan
ana arilar 2-6 giin sonra yumurtlamaya baglamasina
karsin, uygulanmayan ana arilar 6 haftalik yasa
kadar yumurtlamaya baglamamaktadiriar
(Mackensen 1947).

CO: ‘in ana arilar tUzerine fiziksel ve fizyolojik
etkileri tam olarak anlagilimig degildir, fakat bazi
zararh etki'eri oldugu gériisii yaygindir. Bu konuda
yapilan arastirmalara gore; CO; narkozu ana
arilarda agirlik kaybina (Harbo 1986) ve ana arilarin
performanslarinin diismesine (Harbo and Szabo
1984) neden olmaktadir.

COz uygulamasinin basladigi ik yillarda
ovipozisyonu uyarmak igin 10 dakikalik sire
onerilmis olmakla birlikte daha sonra yapilan
calismalarda bu silirenin geregdinden uzun oldugu,
10 dakika yerine 1-2 dakikalik strenin yeterli oldugu
belirtiimigtir (Cobey 1983). CO: ‘in olumsuz etkileri
aragtirmacilan alternatif narkoz y&ntemlerine ve
maddelerine yodnlendirmektedir. CO; ‘in %100
konsantrasyonda uygulanmasi yerine %75 oraninda
seyreltilerek  kullanimindan  basarili  sonuglar
alinmistir (Ebadi and Gary 1980). CO; ‘in alternatifi
olarak denenen N2 ise her ne kadar CO; gibi ana
anyi hareketsizlestirmese de ana anda agirlk
kaybinin daha az olmasi, ovipozisyon oraninin
yikselmesi ve ana arinin ginde daha fazla
yumurtlamasi gibi Usttnlikleri nedeniyle
onerilmektedir (Harbo 1986).

SONUG
Bal arillarinda yapay tohumlama teknigi anlarin
kiigik anatomik vyapilari nedeniyle diger giftlik

hayvanlarindaki yapay tohumlama uygulamalarina
gore glic olmakla birlikte 1slah g¢alismalarinin
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ylritilmesinde gerekli ve 6nemli bir aragtir. Yine
diger tlrlere gore bal anlarinda denetimli
ciflesmenin saglanabilmesinde gerekliligi daha
fazladir.

Son yillarda entegre aricihigin 6nemli bir pargasi
haline gelen yapay tohumlama, genis c¢apta
basariyla kullanilan ileri bir tekniktir. Ancak teknigin
uygulanmasi icin 6zel ve pahali ekipmana ve
uzmanlasmis elemanlara gerek duyulmaktadir.
Teknigi 6grenmek ise gil¢ degildir. Deneyimli bir
uzman yardimi ile teknigi 6grenmek miimkinddr.
Damizlik sorunuyla karsi karsiya olan ilkemizde de
islah galismalarina hiz kazandirmak igin yapay

tohumlama tekniginin yayginlastiriimasi
gerekmektedir.
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