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TURKCE OZET

Bu ¢alismada senkronizasyon protokolii uygulanan sagmal ineklerde cinsiyeti
belirlenmis sperma ile farkli zamanlarda tohumlamanin gebelik oranlar1 iizerine
etkisini belirlemek amaglandi. Bu amagla dogum sonrasi1 43-49. glinler arasinda ilk
tohumlama igin pre-senkronizasyon protokoliine (G7G;PGF2.-29-GnRH-7g-GnRH-
79-PGF2,-56s-GnRH) alinan ikinci laktasyon Holstein 1rki inekler (n=611),
tohumlamadan dnce rastgele 4 gruba ayrildi. Protokoliin son GnRH uygulamasindan
sonra kontrol grubundaki inekler (KON, n=154) 12,0-16,0. saatler arasinda
konvansiyonel sperma ile; CBS grubundaki inekler (n=152) 12,0-16,0. saatler
arasinda; CBS4 grubundaki inekler (n=153), tohumlama zaman1 4 saat ertelenerek,
16,1-20,0 saatler arasinda; CBS8 grubundaki inekler ise (n=152) tohumlama zamani
8 saat ertelenerek 20,1-24,0. saatler arasinda cinsiyeti belirlenmis disi sperma (CBS)
ile tohumlandi. Tiim tohumlamalarda ayni bogaya ait sperma kullanildi. Tim
ineklerde, protokole alinan ovaryan yanitin degerlendirilmesi amaciyla Kritik kabul
edilen noktalarda ve gebelik tespiti i¢in tohumlama sonrast 36+3. ve73+3. giinlerde
ultrasonografik muayeneler gergeklestirildi. Gruplar arasinda VKS, siit verimleri,
protokol basindaki siklik durum, protokole yanit oranlari ve tohumlama giinii folikiil
caplart yoniinden fark saptanmadi. Gebelik oranlari, konvansiyonel sperma ile
KON’da %50,0 (77/154), cinsiyeti belirlenmis disi sperma ile CBS’de %42,8
(65/152), CBS4’te %48,4 (74/153) ve CBS8’de %43,4 (66/152) olarak tespit edildi.
Embriyonik kayip oranlart KON’da %5,2, CBS’de %9,2, CBS4’te %4,1 ve CBS8’de
%13,6 olarak tespit edildi. Sonug olarak, sagmal ineklerde zaman ayarli tohumlama
protokolleriyle birlikte cinsiyeti belirlenmis sperma kullanim1 s6z konusu oldugunda,
tohumlama zamaninin 4 saat ertelenerek, son GnRH uygulamasindan sonra 16-20.
saatlerde uygulanmasi ile sayisal olarak daha iyi gebelik oranlar1 elde edilmis ve
neredeyse konvansiyonel sperma ile benzer elde edilen gebelik oranlarina
ulasilmistir.

Anahtar kelimeler: Cinsiyeti Belirlenmis Sperma, Senkronizasyon, Tohumlama
Zamany, Siit¢ii Inek
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INGILIZCE OZET

Using Of Sex Sorted Semen in Lactating Dairy Cows

The aim of this study was to determine the effect of insemination with sex sorted
semen at different times on pregnancy rates in dairy cows that underwent
synchronization protocol. For this purpose, second lactation Holstein cows (n=611),
which were taken into pre-synchronization protocol (G7G;PGF2.-2d-GnRH-7d-
GnRH-7d- PGF, -56h-GnRH) for the first insemination on postpartum 43-49. days
and all cows were randomly divided into 4 groups before insemination. In KON
group, cows were inseminated 12.0 to 16.0 h after the last GhnRH administration in
synchronization protocol with conventional semen. After the last GnRH
administration in synchronization protocol; cows were inseminated 12.0 to 16.0 h in
CBS group (n=152), 16.1 to 20.0 h in CBS4 group (n=153), 20.1 to 24.0 h in CBS8
group (n=152) with sexed semen. Semen from the same bull was used in all
inseminations. All cows were ultrasonographically examined at critical points
(beginning of the protocol, insemination time, ovulation control etc.) throughout the
study to individually assess the ovarian responses to the protocol. First pregnancy
detection was performed around 36 days and second pregnancy detection was
performed around 73 days after insemination. There was no statistical difference
between the groups in terms of body condition score, milk yields, cyclicity at the
beginning of the protocol, response rates to the protocol and follicle size on the day
of insemination. Conception rates were detected 50.0 % (77/154) in KON group with
conventional semen, 42.8% (65/152) in CBS, 48.4% (74/153) in CBS4 and 43.4% in
CBS8 (66/152) with sexed semen. Embryonic loss rates were determined as 5.2% in
KON, 9.2% in CBS, 4.1% in CBS4 and 13.6% in CBS8. As a conclusion, in case of
using sex sorted semen in synchronization protocols in dairy cows, delaying
insemination time by 4 hours and performing insemination 16-20 hours after the last
GnRH administration in synchronization protocol resulted with numerically better
pregnancy rates and almost achieved similar pregnancy rates with conventional
semen.

Key words: Sex-Sorted Semen, Synchronization, Time of Insemination, Dairy cow
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1. GIRIS

Stit sigir1 isletmelerinde karsilasilan ve karliligi 6nemli derecede etkileyen en biiyiik
problemlerden birisi, siiriideki hayvanlarin verim Omiirlerinin azalmasi ve buna bagh
olarak siiriiden ¢ikarma oranlarinin artmasidir. Isletmelerin bu biiyiik problem ile basa
cikabilmesi, siirii biyiikliigiinii ve karlilifi optimum seviyede tutabilmek icin yeterli
sayida damizlik diive saglanabilmesine baglidir. Yeterli sayida damizlik diive temini igin
de isletmede dogacak kaliteli disi hayvan varliginin arttirtlmasi1 hem ekonomik hem de
biyogiivenlik acisindan 6ne ¢ikan bir segenektir.

Cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) iretimini miimkiin kilan giiniimiiz teknolojisi, hem
slit hem de et tiretimi yapilan isletmelerde dogacak buzagi cinsiyetinin %90 dogrulukta
belirlenebilmesine olanak saglamistir (Holden, & Butler, 2018). Cinsiyeti belirlenmis
sperma kullanimu ile siirii disindan hayvan almadan, daha diisiik maliyetlerle ve bulasici
hastaliklardan da korunarak yeterli hatta daha fazla sayida damizlik diive iretimi
miimkiindiir. Cinsiyeti belirlenmis disi sperma ile siirlideki genetik ilerleme
hizlandirilabilir ve elde edilen ¢ok sayida damizlik diivelerden en iyi genetik potansiyele
sahip olanlar1 se¢ebilme imkanina sahip olunabilir (Joezy-Shekalgorabi, Maghsoudi, &
Mansourian, 2017; Weigel, 2004). Ayrica siit isletmelerindeki istenmeyen erkek buzagi
sayisini ve erkek buzagilardan kaynaklanan gilic dogum oraninin azaltilmasinda cinsiyeti
belirlenmis disi sperma kullaniminin biiyiik 6l¢iide yardimi olmaktadir (Hotzel, Longo,
Balcao, Cardoso, & Costa, 2014; Norman, Hutchison, & Miller, 2010; Seidel, 2003).

Cinsiyeti belirlenmis sperma {iretimi icin X ve Y kromozomu igeren sperm
hiicrelerinin ayristirtlmast gerekmektedir. Bu ayristirma islemi sirasinda, membran
stabilizasyonlarin1 saglamak amaciyla kullanilan soliisyonlarin spermlerin hareket
kabiliyetini etkilemesi ve azaltmasi, spermlerin basing ve ultraviyole radyasyona maruz
kalmalar1 sonucu kromatin stabilizasyonuna zarar vermesi, ayristirma, dondurma ve
cozme islemleri sirasinda kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarinin hizlanmasi sonucu
spermlerin yasam Omiirlerinin kisalmasi gibi dezavantajlar olusmaktadir (Garner, 2006;
Schenk, Cran, Everett, & Seidel, 2009). Ayristirma islemi sirasindaki hasar sonucu
yasam Omrii kisalan CBS, konvansiyonel sperma ile karsilastirildiginda daha diisiik

gebelik oranlar1 elde edilmektedir (Garner ve ark., 2006; Gosalvez ve ark., 2011; Moce,



Graham & Schenk, 2006; Maxwell ve ark., 2004). Ayrica sperma ayristirma islemi
sirasinda olusan hasarin yaninda, ejekiilattan sadece %30 oraninda istenilen cinsiyette
sperma elde edilebilmesi, CBS iiretim hizinin yavas ve maliyetli olmasindan dolay1
konvansiyonel spermaya gore daha pahalidir. Cinsiyeti belirlenmis sperma iiretimi igin
bir¢ok metot vardir ancak ticari iiretim bakimindan flow sitometrik yontem daha basarili
bulunmustur (Hamano, 2007; Seidel, 2007). Son derece hizli ve etkili olan bu yontem ile
saniyede 40.000 X ve Y kromozomu igeren sperm hiicresi ayrigtirma islemine tabi
tutulur iken, saniyede 8000 istenilen cinsiyette ve yiliksek saflikta sperm hiicresinin
ayristirilabilme imkani sunulmaktadir (Sharpe, & Evans, 2009). Son on yilda, ayristirma
Oncesi ve ayristirma sirasinda sperm hiicrelerine uygulanan teknikler dikkate deger
sekilde gelistirilmistir. Ayrica ayristirma islemi sirasinda kullanilan dijital ve otomatik
sistemlerin gelistirilmesi de ayristirma igsleminin istenilen cinsiyette sperma hiicresi elde
edilmesinde daha etkili olmasini saglamistir (Vishwanath, & Moreno, 2018).

Uretim asamasindaki islemlerden dolay: fertilizasyon yetenegi azalan ve maliyeti
yiikselen CBS, metabolik yiik, dogum sonrasi siklik aktivitelerinin ge¢ baslamasi, zay1f
Ostrus bulgulart ve Ostruslarin yeterince belirlenememesi gibi fertiliteyi azaltan
durumlara sahip ineklere gore daha yiiksek fertiliteye sahip olan diivelerde daha ¢ok
kullanim alani bulmustur, ancak kullanim oran1 yine de %5 ten az olarak bildirilmektedir
(Seidel, 2014). Ancak CBS’nin diivelerin yaninda genetik olarak iyi olan ineklerde de
kullanilmasi, daha yiiksek karliligi ve daha hizli bir genetik ilerlemeyr miimkiin
kilacaktir (De Vries ve ark., 2008; Seidel, 2003). CBS kullaniminin gelistirilmesi
amaclanan ¢aligmalarda diivelerde daha yiiksek gebelik oranlar elde edildigi gibi, dogal
Ostrus gosteren hayvanlarda gostermeyenlere gore daha yiiksek gebelik oranlari elde
edilmistir (DeJarnette ve ark., 2010). Bu da CBS kullaniminin giiniimiize kadar sadece
diivelerde ve Ostrus takibi sonrasi kullanilmasini yayginlagtirmis, zaman ayarli suni
tohumlama protokollerinde ve ineklerde kullanimini 6nemli 6l¢iide sinirlandirmastir.

Son yillarda yapilan calismalarda, gerek CBS teknolojisinde yapilan iyilestirme
caligmalari ile tiretim ve fertilite kapasitesinin arttirilmasi gerekse sahadaki kullanimina

yonelik fertiliteyi arttirma amacli tohumlama zamanin ve zaman ayarli tohumlama



protokollerinin belirlenmeye calisilmasi ile CBS kullanimi1 sonucu daha iyi sonuglar
alimmaya baglanmis ve bu yondeki ¢alismalar hiz kazanmustir.

Konu ile ilgili gilincel arastirmalarda, CBS’nin ayristirma esnasinda maruz kaldigi
fiziksel ve kimyasal hasardan dolayr yasam omrii kisaldig1 ve ayrica islem sirasinda
kapasitasyon siirecinin de bagladigi g6z Oniinde bulunduruldugunda CBS’nin
konvansiyonel sperma i¢in tavsiye edilen zamana gore, ertelenerek ovulasyon zamanina
daha yakin zamanda kullanilmasimin gebelik oranlarinin yiikseltilebilecegi fikri
giincelligini korumaktadir. CBS ile yapilan oncii ¢alismalarda, 6strus baslangig zamani
esas alinip tohumlamanin ertelenerek yapilmasiyla hem diivelerde (Guner ve ark., 2020)
hem de ineklerde (Bombardelli, Soares, & Chebel, 2016) fertilitenin iyilestirilebilecegi
bildirilmektedir. Ancak sagmal ineklerde CBS kullanimi i¢in rutin protokoller arasindan
en uygununun belirlenmesi (Karakaya-Bilen ve ark., 2019) ve zaman ayarli tohumlama
protokollerinde CBS ile tohumlamanin ovulasyona yaklastirilarak uygulanmasinin
gebelik oranlarma etkisini degerlendirmeyi amaglayan ¢alismalar (Drake ve ark., 2020;
Lauber, McMullen, Parrish, & Fricke, 2020) oldukga sinirh sayidadir.

Bu c¢alismada, sagmal ineklerde, ovsynch protokolii temelli bir zaman ayarl
tohumlama protokolii kapsaminda CBS ile tohumlama zamaninin ertelenerek,
tohumlamanin ovulasyona yaklastirilmas1 ile daha yiiksek gebelik oranlarinin elde
edilebilecegi hipotezi arastirilmistir. Bu sayede, sagmal ineklerde zaman ayarl
tohumlama protokolii kapsaminda CBS ile daha yiiksek gebelik oranlarinin elde

edilebilecegi optimum tohumlama zamaninin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Cinsiyeti Belirlenmis Spermanin Siit S131r1 Yetistiriciligindeki Onemi

Cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi, siit ve et endiistrisinde dogacak buzagi
cinsiyetinin %90’dan fazla giivenilirlikle belirlenmesini saglar. Sigirlarda irklara gore
degismekle birlikte, X sperm hiicresi, Y sperm hiicresinden oratalam %4 daha fazla
DNA igerigine sahip ve bu sayede ayristirma iglemi yapilabilmektedir. Bu ayristirma
islemi icin bir ¢ok yontem bulunmustur ancak ticari tiretim bakimindan en basarilisi flow
stometrik yontem olarak belirlenmistir (Seidel, 2007).

Cinsiyeti belirlenmis disi spermanin Holstein inek ve diivelerde kullanim1 giin gegtikce
artmaktadir (Lauber ve ark., 2020). Ancak cinsiyeti belirlenmis disi sperma ile elde
edilen gebeliklerin, konvansiyonel sperma ile elde edilen gebelik oranlarindan %5-10
daha diisiik olmasi cinsiyeti belirlenmis disi sperma kullanimini sinirlandiran ana
faktorlerden biridir (Maicas ve ark., 2020; Perry ve ark., 2020; Seidel, 2014). Sperma
ayristirma teknolojisinde yapilan bazi modifikasyonlar sperma hiicrelerindeki, islem
sirasinda gergeklesen hiicresel zarar1 azaltsa da fertilite oranlar1 konvansiyonel spermaya
gore hala diisiiktiir. Bu nedenle de siit¢ii isletmelerde, ineklerde gebelik oranlarinin daha
diisitk olmasindan dolayi, cinsiyeti belirlenmis sperma diivelerde daha ¢ok kullanim
alan1 bulmustur (DeJarnette, Nebel, & Marshall, 2009; Healy, House, & Thomson,
2013). Yapilan baz1 ¢aligmalar cinsiyeti belirlenmis spermanin hem diivelerde hem de
ineklerde kullanilmasimin ekonomik olarak faydali olabilecegini ve hatta kullanilmasi
gerektigini ortaya koymustur (Butler, Hutchinson, Cromie, & Shalloo, 2014; Xu, 2014).
Ancak CBS kullaniminda unutulmamaldir ki, fertilideki herhangi bir diisiiklik karlilig
etkileyecektir ve bu nedenden dolayr disiik fertiliteye sahip isletmeler CBS
kullaniminda daha dikkatli olmalidir (Holden, & Butler, 2018).

Siit sigir1 endiistrisinde, disi buzagilar siirlinlin biiytitiilmesi ve damizlik ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in son derece Onemlidir. Ayrica fazla sayida diretildiklerinde diger
isletmelere satilarak ek gelir kaynagi olarak da degerlendirilebilirler (De Vries ve ark.,
2008).



Konvansiyonel sperma kullanimi, siit¢ii isletmelerde genellikle istenmeyen erkek
buzag1 (yaklasik %50 oraninda) sayisinda artisa neden olur. Bazi isletmeler erkek
buzagilar1 besi hayvani olarak degerlendirmeye c¢aligsada, siit¢li erkek buzagilar
ekonomik olarak karli degildirler (Hotzel ve ark., 2014). Cinsiyeti belirlenmis disi
sperma kullanimi isletmelerdeki istenmeyen erkek buzagi sayisini ve bu erkeklerin
karsilastig1 refah problemlerini azaltmaya yardimci olacaktir (Holden, & Butler, 2018).

Disi buzagilar erkek buzagilardan daha kiiciik dogum agirligina sahip oldugu igin,
cinsiyeti belirlenmis disi sperma kullanimi sonucu gii¢ dogum oranlar1 %20 diizeyinde
azaltilabilir (Norman ve ark., 2010). Gii¢ dogum oraninin azaltilmasi ile buzag: kaybi,
retensiyo sekundinarum, uterus hastaliklari, siklik aktivitenin ge¢ baslamasi ve gebelik
oranlarinin diismesi gibi problemlerin azaltilmasi saglanabilmektedir. Problemsiz dogum
ve dogum sonrast donem ile hayvanlar kisa zamanda yiiksek fertiliteye ulasabilir ve iki
buzagilama arast siire istenilen diizeyde tutulabilir (Holden, & Butler, 2018).

Embriyo transfer ¢aligmalari, siiriide genetik olarak tistiin olan hayvanlardan daha fazla
yavru alabilme sansi dogurarak siirii kalitesini arttirmaya yardimci olabilir. Embriyo
transferi ¢aligmalarinda cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi ile istenilen cinsiyette
daha fazla yavru elde edilmesinin miimkiin olmasi ile islemin etkinligi artmaktadir.
Stiphesiz ki, CBS kullanimi, suni tohumlama ve embriyo transfer ¢aligmalari ile birlikte
yapildiginda siiriideki genetik ilerleme hizlanacaktir (Hayakawa, Hirai, Takimoto, Ideta,
& Aoyagi, 2009).

2.2. Diinden Bugiine Cinsiyeti Belirlenmis Sperma Teknolojisi

Hayvancilik endiistrisinde yapilan iiretim modeline gore erkek ya da disi buzagi
cinsiyeti, digerine gore daha degerli olmaktadir. Uretim modeli ¢esidine bagl olarak
istenilen cinsiyette buzagiya sahip olmak 300 Amerikan Dolar1 daha fazla kazang
saglamaktadir (De Vries, 2015). Dogacak buzagi cinsiyetinin belirlenmesi, siit tiretimi
yapan isletmelerde damizlik ihtiyacini karsilayacak disi buzagi, et {iretimi yapan
isletmelerde ise et ihtiyacini karsilayacak erkek buzagi sayisinin daha hizli artmasina
olanak saglamaktadir (De Vries, 2015).

Dogacak yavru cinsiyetini belirlemenin en etkili yolu, fertilizasyondan énce X ve Y

kromozomu igeren sperm hiicrelerinin ayristirtlmasidir. Bu dogrultuda spermlerin hiz,



yogunluk, yiizeysel elektrik yiikii ve immiinolojik 6zellik farklar1 kullanilarak sperma
ayristirma c¢aligmalar1 yapilmistir. Ancak bu yontemlerden hig birisinde dikkate degecek
miktarda fertil sperm ayrigtirllamamistir (Klinc, & Rath, 2006). Sperm ayrigtirma
teknolojisinde simdiye kadar bilinen en etkili yontem, X ve Y sperm hiicrelerindeki
DNA yogunluk farkini kullanarak ayrim yapan flow sitometri teknigidir (Seidel, 2007).
Bu yontem en hizli, en giivenilir ve ekonomik olarak en uygunudur (Seidel & Garner,
2002).

1981 yilinda William Goddard, Kolorado Universitesi’nden sperm hiicrelerinin
ayristirtlmasint incelemek {izere yardim istemis ancak o zamana kadar basarili bir
ayrigtirma teknigi olmadigi i¢in tniversite teklifi reddetmistir. Daha sonrasinda Dr.
Seidel ve Dr. Amann Warwick Land sirketinin sponsorlugu ile cinsiyeti belirlenmis
sperma teknolojisi lizerine ¢alismaya baslamistir. Daha sonrasinda Dr. Daniel Pinkel,
sperm hiicrelerinin igerdigi DNA icerigini Olcebilen ilk flow sitometriyi gelistirmistir
(Loggan, 2019).

1982 yilinda, Dr. Duane Garner flow sitometrik yontem ile X kromozomu ve Y
kromozomu igeren sperm hiicrelerinin ayrigtirilabilecegini fikrini sunmus ve proje
Oklahoma Universitesi ve Amerikan Tarim Bakanlig: tarafindan desteklenmistir. Proje
stirecinde si8ir, tavsan, domuz ve koyun spermalarinin cinsiyete gore farkli miktarlarda
DNA igerdigi ortaya konmus ancak sperm hiicreleri ayristirma sirasinda 6lmiistiir. Bu
teknik ile sigir cinsine bagl olarak X ve Y sperm hiicreleri arasinda %3.73-4.98 DNA
icerigi dolayisiyla agirlik farki oldugu ortaya konmustur (Garner, & Seidel, 2008).

Daha sonra sperm ayrigtirma iglemi teknolojisi gelistirilmeye devam edilmis ancak
sperm hiicrelerinin boyama islemi sirasinda hala canliligini siirdiiremedigi goriilmiistiir.
Coziim olarak Hoechst 33342 boyas: kullanilmis ve bu boyanin sperm hiicrelerini
oldiirmedigi tespit edilmistir (Garner & Seidel, 2008)

1989 yilinda tavsanlarda yapilan caligmada, cinsiyeti belirlenmis Y kromozomu
tastyan sperma ile %81, X kromozomu tasiyan sperma ile %94 oraninda canli yavru elde
edilmistir. Sperma ayristirma islemi sonucu canli yavru alindiktan sonra baska bir
problem olan ayristirma isleminin hiziyla alakali c¢aligmalara baslanmistir. Saatte

400.000 sperm hiicresi ayristirabilen sistemin tek bir payet liretmesi i¢in gecen siire 25



saattir. Arastirmacilar bu iiretim kapasitesinin suni tohumlama uygulamalar i¢in yeterli
olmadigi1 kanaatina varmiglar ve in vitro fertilizasyon yontemiyle embriyo elde edilip
kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (Loggan, 2019).

1993 yilinda, Mastercalf sirketi modifiye ettikleri flow sitometri cihazi ile %70 saflikta
Y kromozomu igeren sperm hiicrelerini ayristirmis ve elde edilen embriyolar
dondurulmustur. Dondurulmus embriyolarin kullanimi sonucunda %90 oranda erkek
buzagi elde edilmistir (Garner & Seidel, 2008).

Yapilan c¢aligmalar ve elde edilen gebelik oranlarindan dolayr Amerikan Tarim
Bakanligi, sirketleri cinsiyeti belirlenmis sperma iiretimine tesvik etmeye ve lisans
vermeye baslamistir. Siir sperm hiicresi ayrigtirmada flow sitometriyi gelistiren 4 sirket
vardir. Bunlar ABS Global, Genex, Mastercalf ve Sexing Teknoloji sirketleridir.

2003 yilinda, Sexing Teknoloji sirketi sigir spermasi igin cinsiyeti belirleme
teknolojisinin patentini almis ve birgok sirket icin iliretim yapmaya baslamistir
(DeJarnette ve ark., 2009). Piyasaya sunulan cinsiyeti belirlenmis sigir spermasi 2004
yilindan 2006 yilina kadar istenilen seviyedeki kullanim rakamlarina ulagamamis ancak
2006 yilinda Monsanto sirketinin tiretmis oldugu 16 noziile sahip flow sitometri cihazi
ile tiretim hiz1 arttirllmigtir (Garner & Seidel, 2008). Ayrica cinsiyeti belirlenmis sperma
kullanim1 sonucu gebelik oranlarinin, konvansiyonel sperma ile elde edilen gebelik
oranlariin %80°1 kadar oldugu ve disi yavru elde etme oraninin %89 oldugu tespit
edilmistir (DeJarnette ve ark., 2009).

Flow sitometri cihazinda, 2008 yilinda bir¢ok iyilestirme ve gelistirme c¢aligmalari
yapilmistir. Daha iyi sensorler ve daha iyi yazilim programlar1 kullanilarak cinsiyeti
belirlenmis spermalarin ayristirma hizi ve giivenilirligi arttirillmistir. Boylece bir flow
sitometri cihazindan 2x10® sperm hiicresi iceren bir payet yaklasik 9 dakikada
tiretilebilir hale gelmistir (Garner & Seidel, 2008).

Sexing Teknoloji, 2017 yilinda SexedULTRA™4M firiiniinii piyasaya sunmustur.
Sirket, yapilan calismalar ile desteklendigi iizere SexedULTRA™4M teknolojisinin
sperma hiicrelerine daha az zarar verdigini duyurmustur (Thomas ve ark., 2017). Bu yeni
{iriin 4x10° canl cinsiyeti belirlenmis sperma icermektedir. Bu icerik, XY metodu ile

tretilen standart dozun iki katidir. Diiveler ile yapilan biiyiik bir calismada,



SexedULTRA™ le elde edilen cinsiyeti belirlenmis spermalar ile XY teknolojisi
sonucu elde edilen spermalardan elde edilen gebelikler arasinda %4,5 (%46,1-41,6) fark
bulunmustur (Hall ve ark., 2017).

Yapilan gelistirme ¢alismalarinin son noktast olan SexedULTRA™ teknolojisinde,
sperm ayristirma islemi sirasinda kullanilan sulandirici maddesini gelistirerek sperm
hiicrelerinin islem boyunca daha az strese girmesini ve yasam Omiirlerinin artmasi
saglandigi bildirilmistir (Vishwanath & Moreno, 2018). Ayrica bu teknoloji biinyesinde
farkli sperma dozlarinin gebelik oranlar1 iizerine etkileri arastirilmistir ve payet basina 4
milyon sperm hiicresi kullanildiginda 2 milyon sperm hiicresine gére daha iyi sonug elde
edilirken, konvansiyonel sperma ile elde edilen sonuglara yaklastigi tespit edilmistir
(DeJarnette ve ark., 2010).

Su an cinsiyeti belirlenmis sigir spermasi i¢in flow sitometrik yontem ile iiretim yapma
hakkina sahip tek sirket Sexing Teknojidir. Piyasada kullanima sunulan cinsiyeti
belirlenmis spermalar, 2x10° ya da 4x10° adet canli sperma iceren dozlardadir. Ayrica
son zamanlarda yapilan teknoloji iyilestirme ¢abalari ile simdiye kadar %90 istenilen
cinsiyette buzagiya sahip olma oraninin %96-97 seviyelerine ¢ikarabilecek {iriin satiga
sunulmustur.

2.2.1. Flow Sitometri Teknigi

Erkek damizliktan elde edilen sperma ilk olarak sulandirilarak konsantrasyonu
diistirtilir (Jain, Yathish, Jain, & Sharma, 2011). Daha sonra sperm hiicreleri, hiicre
zarina penetre olarak DNA’y1 boyayan 0zel bir floresan boya (Hoechst 33342) ile
boyanir. X sperm hiicresi ortalama %4 daha fazla DNA icerdiginden dolayi, Y hiicresine
gore daha fazla boyanir. Daha fazla boya alan X sperm hiicresi ultraviole 1s1k altinda
daha fazla floresan verir ve bu da sistemdeki dedektorler tarafindan tespit edilebilmesini
saglar (Seidel, 2007).

Boyanan sperm hiicreleri sistemdeki pompa sayesinde floresan detektorlere
yoOnlendirilir. Sistemdeki lazer, sperm hiicrelerinin DNA’sina zarar vermeyecek sekilde
uygun dalga boyunda 151k gondererek hiicrelerin floresan vermelerini saglar ve bu veriler

bilgisayar tarafindan analiz edilir.



Boyanan ve analiz edilen sperm hiicreleri ayristirma iglemi i¢in vibratdr yardimiyla
damlaciklara ayrilarak flow sitometri cihazindan ¢ikar. Saniyede ¢ikan 70.000-80.000
damlaciktan 1/3 1 sperm hiicresi icerirken geriye kalan kismi sperm hiicresi icermez.
Bilgisayar tarafindan analiz edilen X sperm hiicresi igeren damlacik pozitif yiikle, Y
sperm hiicresi iceren damlacik ise negatif yiikle yiiklenir. Eger damlacik sperm hiicresi
icermiyor, birden fazla sperm hiicresi i¢eriyor ya da hasarli hiicre igeriyorsa herhangi bir
yiikle yiiklenmez. Saatte 80 km hizla flow sitometri cihazini terk eden bu pozitif, negatif
ya da elektrik yiiksliz damlaciklar, bir tarafta pozitif diger tarafta negatif yiiklii plakalar
arasindan geger. Zit kutuplarin birbirini ¢cekme prensibi gz éniinde bulunduruldugunda
pozitif yiikle yliklenen X sperm hiicresini tasiyan damlaciklar negatif yiiklii plaka
tarafina, Y sperm hiicrelerini tagiyan damlaciklar pozitif yiiklii plaka tarafina ve yliksiiz
damlaciklar hi¢bir tarafa sapmadan sistemden ¢ikar ve ii¢ farkli tiipte toplanirlar. Genel
olarak sisteme giren toplam miktardan yaklasik %20 oraninda X, %20 oraninda Y ve
%60 oranda cinsiyeti belirlenememis ya da hasarli sperm hiicresi elde edilir (Sekil 1)

(Seidel, 2007).
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Sekil 1: Flow sitometrik yontem (Vishwanath, 2014).
Flow sitometrik yontem ile yalnizca X ve Y sperm hiicreleri birbirinden ayrilmaz,

ayrica Ol ve hasarli sperm hiicreleri de ayrilmaktadir. Bu islem i¢in kullanilan gida
boyasi 6lii ve hasarli sperm hiicrelerinin icerisine girerek Hoechst 33342’nin floresan
vermesini engellemektedir. Boylece zayif floresan veren hiicreler ayrilmakta ve imha
edilmektedir (Seidel, 2007; Seidel, & Garner, 2002).

Sisteme giren toplam sperm miktarinin ancak %15-20’lik kism1 canli ve cinsiyete gore
ayrilmis sekilde elde edilebilmektedir. Sperm ayristirma yavas ilerleyen bir islemdir.
Uretim hizinin yavas olmasi, yatirim ve bakim maliyetlerinin de yiiksek olmasi doz
maliyetinin yiiksek olmasina neden olmaktadir. Ancak teknolojinin gelistirilmesi

amacityla ¢alismalar devam etmektedir.
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2.3. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma Kullaniminin Avantajlar:

Cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi ile %90 ve iizerinde oranda istenilen cinsiyette
yavruya sahip olmak miimkiindiir. Dolayisiyla CBS kullanimi siiriideki disi hayvan
varligint hizli bir sekilde arttiracaktir. Yiiksek siiriden ¢ikarma oranlarina sahip siit sigir1
endiistrisinde, cinsiyeti belirlenmis disi sperma kullanimi ile disi hayvan varliginin hizl
bir sekilde artmasi, {reticilerin ciftlik disindan hayvan almadan kendi damizlik
ihtiyaclari1  hatta ihtiyaglarindan daha fazlasim1 kolayca karsilayabilmelerini
saglamaktadir. Ayrica damizlik ihtiyacin1 bagka isletmelerden karsilamayacagi igin,
ciftlige yeni hastalik girme riski de en aza indirilmis olur (De Vries ve ark., 2008).
Damizlik ihtiyacinin karsilanmasinin yaninda ihtiyag¢ fazlasi diivelerin satis1 isletmelere
ek gelir olacak ve yapilan isin daha karli olmasini saglayabilmektedir. Minnesota ve
Florida {iniversitelerinin ortaklasa yapmis oldugu bir ¢alismada, cinsiyeti belirlenmis disi
sperma kullanim1 sonucu dogan disi buzagilardan fazla olanlarin satisindan gelen para
ile isletmede damizlik olarak yetistirilecek diivelerin maliyetinin 400 dolar daha az
oldugu hesaplanmigtir (Chebel, Guagnini, Santos, Fetrow, & Lima, 2010).

CBS’nin yogun olarak kullanimi sonucu artan disi hayvan varlig1 diive fiyatlariin
ucuz ve ulagilabilir olmasina neden olacaktir. Diivenin fiyatini1 belirleyen bir baska
kriter, diivenin CBS ile gebe kalmis olmasidir. Dogacak yavrunun cinsiyetinin bilinmesi,
disi yavru dogacag icin genetik ilerlemenin daha da hizlanmasi ve damizlik ihtiyacinin
daha hizli karsilanabilmesi avantajlar1 gebe diivenin degerini arttirmaktadir (Seidel,
2014).

CBS kullanimimin yetistiricilere avantaj saglayacagi diger bir konu da hizli genetik
ilerlemedir. Isletmedeki genetik olarak degerli ineklerin yine genetik olarak iyi olan
bogalardan gebe kalmasi ve dogacak yavrunun disi olmasi genetik ilerlemenin ¢ok daha
hizli olmasint saglayacaktir (Chebel ve ark., 2010). Genetik ilerleme hizinin arastirildigi
bir c¢alismada, CBS kullanilarak genetik ilerleme hizinin %15’e kadar daha hizhi
olabilecegi bulunmustur (De Vries ve ark., 2008). Bununla beraber, genetik ilerlemenin
hizlandirilmasinda bir baska 6nemli uygulama olan embriyo transferi s6z konusu
oldugunda, CBS ile fertilizasyonu yapilmis embriyolarin transferi ile istenmeyen

cinsiyette ya da daha az degerli cinsiyette buzagi elde edilmesinin Oniine
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gecilebilmektedir. Bu sayede CBS kullanimi, embriyo transferi uygulamasinin
etkinligine ve karliligina onemli katkilarda bulunmaktadir (Hayakawa ve ark., 2009;
Seidel, 2014).

CBS ve konvansiyonel sperma kullanimi sonucu elde edilen buzagilar arasinda fark
olup olmadigini arastiran ¢alismalarda, CBS sonucu elde edilen gebeliklerde 6lii dogum
orani, abort orani, gebelik siiresi, gliic dogum orani, dogum agirlig1 ve siitten kesim
agirhigi bakimindan konvansiyonel sperma ile arasinda bir fark bulunamamistir (Garner,
& Seidel, 2008). Diivelerde gii¢c dogum oraninin arastirildigi bir ¢alismada, erkek buzagi
dogumunda disi buzagi dogumuna gore %10 daha fazla giic dogum olaymnin
gergeklestigi bildirilmistir (De Vries, 2015). Cinsiyeti belirlenmis sperma kullaniminin
giic dogum oranini diivelerde %28, ineklerde ise %64 oraninda azalttig1 da bildirilmistir
(Norman ve ark., 2010). Dogan buzag: cinsiyetleri degerlendirildiginde, cinsiyeti
belirlenmis disi sperma kullanimi ile elde edilen ikiz gebeliklerde dogan buzag:
cinsiyetleri, %79 oraninda disi-disi, %15 oraninda erkek-disi ve %6 oraninda erkek-
erkek olmaktadir. Konvansiyonel sperm kullanildiginda ise dogan ikiz yavrularin
cinsiyetleri, %42 erkek-disi, %33 erkek-erkek ve %25 disi-disi olmaktadir (DeJarnette
ve ark., 2009). Ayrica cinsiyeti belirlenmis sperma kullanimi sonucu sekillenen ikiz
gebeliklerde, 6lii doguma ¢ok daha nadir rastlanilmaktadir (Norman ve ark., 2010).

2.4. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma Kullaniminin Dezavantajlar:

CBS’nin en biiyiik dezavantaji, gebelik oranlarinin konvansiyonel sperma ile elde
edilen gebelik oranlarindan daha diisiik olmasidir. Yapilan ¢alismalarda, cinsiyeti
belirlenmis sperma kullanimi1 sonucu konvansiyonel spermanin %60-90’1 kadar gebelik
oranlari elde edilmistir (DeJarnette ve ark., 2010, 2011; Healy ve ark., 2013; Norman ve
ark., 2010).

Bir diger dezavantaj ise CBS’nin fiyatidir. Uretimi igin kullanilan flow sitometri
cihazinin yiikksek maliyette olmasi (yaklasik 340.000 $) ve uzman kisilere ihtiyag
duyulmasi, liretim maliyetinin artmasina neden olmaktadir (Garner, & Seidel, 2008).
Kullanilan bogaya gore de degismekle birlikte, konvansiyonel spermadan yaklasik 15-50
$ daha pahalidir (Garner, & Seidel, 2003).
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Piyasada bulunan damizlik diive miktar1 ve fiyat1 da CBS kullanimii etkileyen
faktorlerden birisidir. Ciinkii CBS kullanimi damizlik diive maliyetini yiikseltir. Eger
fazla miktarda tiretilen damizlik diiveler satilamaz ya da satin almak yetistirmekten daha
ucuz ise CBS kullanmak dezavantaj olacaktir (De Vries ve ark., 2008). Ancak bu durum
su an Ulkemiz icin gegerli degildir ve iilkemiz sartlarinda dezavantaj olarak
degerlendirilmemelidir.

2.5. Siitcii ineklerde Ureme Fizyolojisi
2.5.1. Ostrus Siklusu

Sigirlar polidstrik hayvanlardir ve pubertaya 6-12 aylik yasta, yaklagik 200-250 kg
canli agirliga ulagtiklarinda erismektedir (Forde ve ark., 2011) . Sigirlarda iireme, sezona
bagh degildir ve gebe kalmadiklar1 miiddetce y1l boyu Ostrus gostermektedirler. iki
Ostrus arasinda gegen siire Ostrus siklusu olarak tanimlanir. Sigirlarda Ostrus siklusu
uzunlugu, 18-24 giin arasinda olabilirken ortalama 21 giindiir (Mac Millan, Washburn,
Henderson, & Petch, 1990). Ostrus siklusunun uzunlugu hayvanm 1rki, mevsim, besleme
durumu, bakim sartlari, ortamda boganin olup olmamasi, siit verimi, laktasyon sayisi ve
siklustaki folikiiler dalga sayisina baglh olarak degisebilmektedir. Ortalama 21 giin olan
Ostrus siklusu, folikiiler (prodstrus ve Ostrus, 4-6 giin) ve luteal (metdstrus ve didstrus,
14-18 giin) olmak iizere iki evreye ayrilmaktadir (Forde ve ark., 2011).

2.5.2. Ostrus Siklusunun Hormonal Diizeni

Ostrus siklusu, baslica, hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH), 6n hipofizden salgilanan folikiil stimule edici hormon (FSH) ve liiteinlestirici
hormon (LH), ovaryumlardan salgilanan progesteron, Ostradiol, inhibin ve uterustan
salgilanan prostaglandin (PGF) hormonlarinin etkisi altinda gerceklesmektedir. Siklus,
bu hormonlarin kendi aralarinda var olan pozitif-negatif geri bildirim sistemi ile
diizenlenmektedir. Bir dekapeptit olan GnRH, hipofizin 6n lobuna etki ederek FSH ve
LH salinimin1 saglar ve boylece Ostrus siklusunu kontrol edebilmektedir (Schally ve ark.,
1971). GnRH hipofizial portal dolasim sistemine gegerek gonadotrofik hiicrelerin
ceperindeki G proteinlerine baglanmakta ve bu baglanma sonucunda gerceklesen hiicre
ici kalsiyum salmimi protein kinaz aktivitesini uyarir ve FSH-LH salinimi

gerceklestirmektedir (Kakar, Rahe, & Neill, 1993).
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Ostrus siklusunun folikiiler evresi boyunca regrese olan korpus luteum etkisiyle bazal
seviyede progesteron mevcuttur. Dolagimdaki progesteron miktarinin azalmasi ve
GnRH’in etkisi ile ovulasyon oOncesi dominant folikiildeki proliferasyon sonucu
dolasimdaki Ostrojen miktari artmaya baslamaktadir. Artan Ostrojen miktar1 diive ve
ineklerde Gstrus belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Forde ve ark., 2011).
Ovulasyon oncesi gergeklesen GnRH salinimi FSH ve LH salinimina sebep olur ancak
sadece progesteron miktarnin basal seviyede olmasi ve LH dalgalarinin 2-3 giin
boyunca her 40-70 dakikada salinimi dominant folikiiliin ovule olmasini saglamaktadir
(Roche, 1996). Ostrus periyodunun bitiminden 10-14 saat sonra gergeklesen ovulasyon
ile luteal donem baglar. Korpus luteumun sekillenmesiyle dolasimdaki progesteron
miktart artmaya baglar. Dolasimdaki progesteronu iireten hiicreler, dominant folikiiliin
luteinize olmasi sonucu olusan teka ve graniiloza hiicreleridir (Smith, Mclintush, &
Smith, 1994). Digstrus periyodu boyunca dolasimdaki progesteron miktar1 artmaya
baslar ve ayn1 zamanda FSH etkisiyle mevcut folikiiler dalga devam eder. Ancak liiteal
faz boyunca gelisen dominant folikiiller ovule olamazlar. Ciinkii dolasimdaki
progesteron miktart negatif geri bildirim mekanizmasi ile dominant folikiliin ovule
olmasi i¢in yetecek LH miktarinin sentezlenmesini engellemektedir. Dolasimdaki
progesteron miktari, uterustan salgilanan PGF’in korpus luteumu lize etmesine kadar
yiiksek seyretmektedir (Forde ve ark., 2011).

2.5.3. Ostrus Siklusu Boyunca Folikiiler Dinamik

Sigirlarda primordial folikiil gelisimi fotal donemde baslar, gonadotropin bagimli ve
bagimsiz olmak tiizere iki asamada degerlendirilir (Webb, Garnsworthy, Gong, &
Armstrong, 2004). Gonadotropin bagimli déonem sigirlarda bir 6strus siklusu boyunca iki
ya da {i¢ dalga seklinde gergeklesmektedir (Sekil 2). Her bir folikiiler dalgada aday
(emergence), seleksiyon (selection) ve dominant folikiil (dominance) evreleri

bulunmaktadir.
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Sekil 2. Sigirlarda iki veya ti¢ dalgali ostrus siklusu ve folikiiler dinamik (Adams, Jaiswal, Singh, &
Malhi, 2008)

Gonadotropin bagimli donem, folikiiler dalganin ii¢lincii giinlinde granulosa hiicreleri
iizerinde FSH reseptorlerinin gelismesiyle baslamaktadir. Reseptorlerin gelisimi ile
dolagimda bulunan FSH ¢ap1i >5 mm olan ve sayilar1 5-20 arasinda olan folikiiller {izerine
etkili olmaya baglar (Adams, Matteri, Kastelic, Ko, & Ginther, 1992). Ayrica FSH
miktarindaki artig ile granuloza hiicrelerindeki aromataz aktivitesi (P450, CYP19)
artmakta ve bunun sonucu olarak androjenler Ostrojene gevrilmeye baslamaktadir.
Folikiilin biiyiimeye baslamasiyla folikiil sivist igersindeki Ostrojen ve inhibin
konsantrasyonu da artmaya baslamaktadir. Bliylimenin devam etmesiyle daha da artan
Ostrojen konsantrasyonu negatif geri bildirim mekanizmasi ile inhibinin FSH {izerine
baski yapmasma ve konsantrasyonunun bazal seviyeye diismesine neden olmaktadir

(Sunderland, Crowe, Boland, Roceh, & Ireland, 1994).
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Secilim asamasini gegen folikiil giderek LH etkisi altina girmeye baslar ve biiylimeye
devam etmektedir (Ginther, Bergfelt, Kulick, & Kot, 2000). Ostrus siklusu boyunca,
folikiil gelisimi gergeklesirken folikiilin FSH etkisinden LH etkisi altina girmesi
granuloza hiicreleri tizerindeki LH reseptdrlerinin varligina baghdir. Folikil gelistikce
teka hiicreleri iizerindeki LH reseptor sayisi da artar ve segilen folikiiliin dominant
folikiil olabilmesi igin granuloza hiicreleri lizerindeki LH reseptorlerine de ihtiyaci
sekillenmektedir (Xu ve ark., 1995).

Erken luteal donem (20-30 kez/24 saat) ve orta luteal donem (6-8 kez/24 saat) boyunca
gerceklesen LH dalgalart mevcut dominant folikiiliin ovulasyonu i¢in yeterli degildir
(Fortune, 1994). Bu nedenden dolay1 erken ve orta luteal donemde gelisen dominant
folikiiller atrezi olmaktadir. Folikiiliin atrezi olmasi dolasimdaki Ostrojen ve inhibin
miktarini digiirerek negatif geri bildirim mekanizmasinin etkisinin ortadan kalkmasini
saglar ve dolasimdaki FSH konsantrasyonu artarak yeni folikiiler dalgay1 baglatir (Forde
ve ark., 2011).

Dominant folikiil, daha fazla miktarda ostrojen liretmekte ve daha biiylik folikiil ¢apina
sahiptir (Sunderland ve ark., 1994). Ostrojen iiretimi, teka hiicrelerindeki androjen
iiretimine baghdir. Uretilen androjenler granuloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi ile
dstrojene cevrilir boylece dstrojen konsantrasyonu artar. Ostrojenin lokal olarak folikiil
gelisimi iizerine olan etkisinin yaninda hipotalamusu etkilemek suretiyle sistemik etkisi
de mevcuttur. Progesteron seviyesinin basal seviyede seyrettigi folikiiler evrede,
ovulasyon Oncesi dominant folikiiliin {rettigi yiiksek seviyede Ostrojen miktari
hipotalamustan GnRH salinimini uyarmaktadir. Dolayisiyla dolagimda artan LH miktari
folikiilii final olgunlasmaya ve son olarak da ovulasyona tagimaktadir (Sunderland ve
ark., 1994).

2.5.4. Ostrus Siklusunda Korpus Luteumun Sekillenmesi ve Gorevi

Ovulasyonu takiben, granuloza ve teka hiicrelerinin liiteinlesmesi sonucu korpus
luteum sekillenmektedir (Smith ve ark., 1994). LH, hiicrelerin liiteinlesmesini saglayan
en etkili liiteotropik hormon olarak bilinir (Forde ve ark., 2011). Sekillenen korpus
luteumun Oncelikli gorevi, yeteri kadar progesteron {lreterek implantasyonun

sekillenebilmesi, gebeligin siirdiiriilebilmesi ve hipotalamustan salgilanan GnRH’1n
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baskilanmasidir (Lonergan, 2011). Luteal dénemde yiiksek konsantrasyonda bulunan
progesteron uterus lzerinde birtakim degisiklere neden olmaktadir. Luteal dénemin
ortalarinda, yiiksek progesteron miktart uterusun endometrium tabakasinda bulunan
progesteron reseptorlerini down-regiilasyona ugratir. Hayvanin gebelik durumuna bagli
olmaksizin olan bu diizenleme, uterus gebelik i¢in hazir hale getirmektedir (Spencer,
Sandra, & Wolf, 2008). Luteal dénem sonu yani siklusun 15-17 giinlerinde gebeligin
anne tarafindan taninmasini saglayan interferon tau (IFN-t) yeterli diizeyde
sentezlenmez ise uterus endometriyumundan salgilanan PGF2, ile luteolizis
baglamaktadir (Okuda, Miyamoto, & Skarzynski, 2002). PGF2, salgilanmasinda arka
hipofiz bezinden salgilanan oksitosin 6nemli rol oynamakta ve endometriyumda bulunan
PGF,, reseptorlerine baglanarak salinimini baslatmaktadir (Silvia ve ark., 1991).
Salgilanan PGFy,, uterus toplar damarlar1 ile ovaryum atar damari arasinda gecisi
engelleyerek luteolizisi saglamaktadir. Luteolizisin baslamasiyla birlikte progesteron
seviyesi azalamaya baslar ve artan Ostrojen miktariyla yeni bir Ostrus siklusu
baglamaktadir (Forde ve ark., 2011).
2.5.6. Ostrus Siklusunun Evreleri
2.5.6.1. Proostrus

Ostrus baslangicindan 2-3 giin énceki déneme prodstrus denir ve bu dénemde yukarida
bahsedilen folikiiler gelisim ve dolasimdaki Ostrojen miktarinin artis1 sekillenmektedir.
Ostrojen miktarmin artis, disi iireme organlarinda 6dem ve genislemeye neden
olmaktadir. Ayrica davranig degisikliklerine de neden olmaktadir. Progstrus doneminde
olan inekler diger ineklerin iizerine atlar ve vulva bolgesini koklar ancak kendi lizerine
atlanmasina izin vermez ve ¢iftlesmeyi kabul etmezler. Ayrica serviks uteri ve vajinadan
ince bir salg1 tiretimi gergeklesmektedir (Allrich, 1994).
2.5.6.2. Ostrus

Ostrus, strojenin pik yaptig1 ve ¢iftlesmenin kabiiliiniin gerceklestigi ovulasyondan
onceki donemdir. Prodstrus periyodunun bitimini takiben kizginlik belirtilerinin ortaya
cikmastyla Ostrus periyodu baslamaktadir. Kizgilik belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda,
dominant folikiil tarafindan tiretilerek merkezi sinir sistemini etkileyen 6strojen 6zellikle

de ostradiol rol oynamaktadir ve dolasimda progesteron miktarinin ¢ok diisiik diizeyde
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olmas1 gerekmektedir. Ostrusta olan inegin, boganin ya da siiriideki diger hayvanlarin
istiine atlamasina izin verip durmasi (Standing) Ostrusun en Onemli belirtisidir.
Genellikle ostrus belirtileri basladiktan 14-18 saat sonra belirtiler zayiflamaya baslar ve
inekler siklikla takip edilmezlerse Ostrus belirtileri tespit edilemeyebilir. Ayrica dstrusun
dis belirtileri tiim hayvanlarda goriillemeyebilir (Roelofs, Van Eerdenburg, Hazeleger,
Soede, & Kemp, 2006). Ahir zemini, grupta Ostrusta olan baska hayvan varligi, boga
varlig1 ve siit verim miktar1 ineklerin Ostrus belirtileri gostermesinde ve siiresi iizerine
etkili olan ¢evresel faktorlerdir (Diskin, & Morris, 2008).
2.5.6.3. Metostrus

Ostrus periyodundan sonraki, ovulasyonu ve korpus luteumun sekillenmesini kapsayan
2-3 giinliik siire¢ metdstrus olarak isimlendirilir. Ovulasyonun sonrasinda Ostrojen
miktarinda ani diisiis sekillenir ve buna bagli olarak da metostrus kanamasi
sekillenmektedir. Metostrus kanamasi, dstrus periyodunun bittiginin gostergesidir.
2.5.6.4. Diostrus

Ovulasyondan sonra fonksiyonel bir korpus luteumun sekillendigi donemdir. Bu
donem tamamen progesteron kontroliindedir. Gebeligin sekillenmeyip IFN-t’nun
sentezlenmedigi durumda korpus luteum ovulasyondan sonraki 17-18. giine kadar
fonksiyonel kalmaktadir. Korpus luteumun regrese olmaya baslamasiyla dolagimda
progesteron miktar1 diiser ve buna bagli olarak hipotalamus ve hipofiz tizerindeki baski
kalkarak var olan dominant folikiil ovulasyona gitmektedir.
2.6. Siitcii ineklerde Reprodiiktif Yonetim
2.6.1. Ostrus Tespiti

Diger hayvanlarin {izerine atlamasina izin vermesi ve durmasi Ostrusta olan hayvanin
en belirgin gostergesidir. Ostrusta olan hayvanlar siirekli hareket halinde, gergin ve
arayis igerisindedirler (Roelofs ve ark., 2006). Ayrica sagr1 bolgesindeki killarin kalkik
veya eksilmis olmasi, sagr1 bdlgesinin basinca karst duyarli olmasi, vulva bdlgesinin
gevsemesi ve diger hayvanlar tarafindan koklanip yalanmasi ve kuyrugun hareketli olup
diger hayvanlarin ¢enelerini bu bolgeye dayamalari da dstrus belirtilerindendir. Ustiine

atlanan inegin durmasi, tohumlama i¢in uygun oldugunun kuvvetli bir gostergesidir

(Diskin & Morris, 2008).
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Ostrus tespitinin ana amaci, ineklerde gebelik ihtimalinin yiiksek seviyede oldugu
zaman1 belirleyip, dogru zamanda tohumlama yapmaktir. Ostrus tespiti sigir
endiistrisinde ¢ok 6nemli ve stratejik bir yere sahiptir. Kullanilacak tespit yontemlerinin
non invaziv, basit, ucuz ve hizli bir sekilde bilgi verebilir olmasi gerekmektedir (Senger,
1994).
2.6.1.1. Siirii Bazinda Kullamlan Ostrus Tespit Yontemleri
2.6.1.1.1. Kayitlar ve Gozlem Yoluyla Ostrus Tespiti

Isletmelerde iyi ve giivenilir kayit tutmak Ostrus tespitinin daha etkili yapilabilmesine
olanak saglayacaktir. Kayit sistemi sayesinde Ostrusta oldugundan siiphelenilen
hayvanlarin 6nceki kayitlarina bakilarak karar verilebilir (Diskin, & Sreenan, 2000).

Gozlem yoluyla yapilan Ostrus tespitinde, {iizerine atlanilan hayvanin durup
durmadigina gore karar verilir ve bu yontem kiigiik isletmeler i¢in etkili ve yeterli ancak
biliylik isletmeler i¢in yetersiz ve pratik olmayan bir yontemdir. Ciinkii biiyilik
isletmelerde sadece yemleme ve sagim zamani kisith sekilde gézlem yapilabilir. Ayrica
yapilan bir arastirmada, Ostrus tespitini % 50-70 etkinlikte yapabilmek, is¢ilik maliyetini
%30 oraninda arttirmistir (Firk, Stamer, Junge, & Krieter, 2002).

Gozlem yoluyla Ostrus tespitinin dogrulugunu etkileyen birgok faktor vardir.
Gozlemcinin tecriibesi ve Ostrus belirtilerinin giiglii olmasi daha etkili gézlem yapabilme
imkan1 sunar. Ancak Ostrus belirtileri gii¢lii dahi olsa yetistiriciler ancak %58 oraninda
tespit edebilmektedirler (At-Taras, & Spahr, 2001). Sabah erken ve aksam olmak {izere
giinde en az iki defa 30 dakika gozlem yapmak etkili bir gozlem icin olmasi gereken
minimum siiredir.
2.6.1.1.2. Pedometre ile Ostrus Tespiti

Ostrus periyodundaki sigirlar normalden daha hareketlidirler. Bu hareket artisinin
pedometre ile Olgiilmesi miimkiindiir (Stevenson, 2001). Hayvanin bagli olmamasi,
rahatca hareket edebilmesi ve yeterli hareket alaninin olmasi sistemin etkinligi agisindan
onemlidir.

Hareket dedoktorii ile her bir hayvan hakkinda siirekli ve glivenilir bilgiye sahip olmak
daha az is¢ilik ile daha dogru zamanda tohumlamayr miimkiin kilar (Senger, 1994).

Gozlem metodu ile pedometrenin verimliliklerinin karsilastirildigir bir ¢alismada,
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pedometre ile Ostrus tespiti yapmak gilinde 2 defa gozlem yoluyla Ostrus tespiti
yapmaktan daha etkili iken giinde 4 defa gdzlem yoluyla Ostrus tespiti yapmayla ayni
etkinlikte oldugu bildirilmistir (Stevenson, 2001). Yine iki metodun karsilastirldigi bir
caligmada, dogum sonrasi ilk {i¢ ovulasyondaki Ostrus belirtileri karsilastirlmis. Gozlem
yoluyla %19-79 oraninda Gstrus tespiti yapilabilinirken, pedometre ile %57-93 oraninda
Ostrus tespiti yapilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan baska bir ¢alisma sonucunda ise
pedometre ile %91 oraninda Ostruslarin tespit edilebilecegi ve %8 oraninda yanlis
pozitiflik elde edilebilecegi ortaya konmustur (Stevenson, 2001).
2.6.1.1.3. Kuyruk Boyama Yéntemi ile Ostrus Tespiti

Kuyruk boyama yontemi ile Ostruslarin tespiti yontemi 1970’lerin sonunda Yeni
Zellanda’da ortaya ¢ikmistir ve bu sayede %90’nin iizerinde suni tohumlama orani
yakalanmistir. Kuyrugunun iist kismi boyali olan inegin iizerine atlanilmasina izin
vermesiyle boya silinir ve bu sayede Ostrus tespiti yapmak kolaylasir (Skenandore, &
Cardoso, 2017). Goé6zlem metodu, elektronik atlama dedektorii ve aktivite olgen
sistemlerle karsilagtirlldiginda onlar kadar hassas ve giivenilir bir yontem oldugu
belirtilmektedir ve yapilan calismalarda Ostrus tespit orant % 44 ile % 96 arasinda
degistigi bildirilmistir (Diskin, & Sreenan, 2000). Ancak sigirlar arasindaki birbirini
yalama veya siirtiinme gibi sosyal davraniglardan dolay1 %5 oraninda yanlig pozitiflik
goriilebilir (Skenandore, & Cardoso, 2017).
2.6.1.1.4. Atlama Dedektorii ile Ostrus Tespiti

Gozlem yoluyla Ostrus tespiti metodunu desteklemek {izere atlama dedektorleri
gelistirilmistir. Sigirlarin sagr1 bolgesine yerlestirilen bu dedektorler sayesinde, diger
hayvanlarin {lizerine atlamasiyla renk degisikligi olusmakta ve bu sayede Ostrus tespiti
yapilabilmektedir (Stevenson, 2001). Ostrus periyodunda artan harekete ve hayvanlar
aras1 sosyal aktiviteye bagl olarak dedektoriin diigmesi veya yanlis pozitif sonuglarin
goriilmesi olabilir. Ancak uygulamasinin ve kullaniminin kolay olmasinin yaninda
is¢iliginin de az olmasindan dolay1 atlama dedektorleri gayet pratiktir.
2.6.1.1.5. Aktivite-Ruminasyon Takip Sistemi ile Ostrus Tespiti

Bu sistemin aktivite takip sisteminden fark: giinliik olarak dakika bazinda ruminasyon

stiresi hakkinda da bilgi vermesidir. Bu sistemde boyun tasmalar1 ile olglim
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yapilmaktadir. Stirekli bilgi akisinin oldugu sistemde, gelen bilgiler (aktivite-
ruminasyon) grafik olarak her iki saatte giincellenmektedir (Valenza ve ark., 2012).
Ostrus gosteren inekler normal zamandan daha aktiftirler fakat her aktif inegin de
Ostrusta olmayabilecegi unutulmamalidir.

Ruminasyon siiresi ¢iftliklerde genellikle metabolik hastaliklarinin, buzagilama
zamaninin ve verilen rasyon hakkinda ayrintili bilgiye sahip olmak i¢in kullanilmaktadir
(Soriani, Trevisi, & Calamari, 2012). Ancak Ostrus giinii artan hareketlilige ve
huzursuzluga bagli olarak beslenme siiresinin ve dolayisiyla da ruminasyon siiresinin
azaldig1 tespit edilmistir (Pahl, Hartung, Mahlkow-Nerge, & Haeussermann, 2015).
Baska bir ¢alismada da Ostrustaki ineklerin ruminasyon siirelerinin normal zamana gore
74-83 dakika daha az oldugu tespit edilmis ve Ostrus tespitinde kullanilabilecek bir
yontem olabilecegi kanaatine varilmistir. Ancak ruminasyon siiresinin metabolik
hastaliklar, yem alimi1 ve sicaklik stresi gibi baska nedenlere bagli olarak azalabilecegi
de unutulmamalidir (Reith, Brandt, & Hoy, 2014).

Ostrus tespit yontemlerinin tek baslarma kullamildiklarinda degisen oranlarda yanlis
pozitif sonu¢ verdikleri géz oniinde bulunduruldugunda bu sistem ile ayni anda iki
degisenin degerlendirilmesi Ostruslar1 daha giivenilir olarak belirlemeye ve ¢ok daha az
yanlis negatif sonu¢ almaya yardimci olacaktir (Roelofs & Van Erp-van der Kooij,
2015). Sistemin her hayvan igin bireysel ve siirekli olarak veri sunabilmesi giftlik
sartlarinda yonetimsel olarak da biiytik kolaylik saglamaktadir.
2.6.1.1.6. Siit Verimi ile Ostrus Tespiti

Ostrus periyodunda olan sigirlar normal zamana gore daha aktiftir ve daha az yem
tilketirler. Buna bagli olarak da siit verimlerinde bir Onceki giline gore disls
gozlemlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda Ostrus giinii siit verimin de %2 ile %8 siit
verim diislikliigii tespit edilmistir. Ancak siit veriminde baska nedenlere bagli olarak da
diisiisler sekillenebilir. Ostrusa baglh verim diisiikliigii var ise bir sonraki sagimda siit
miktarinin yiikselmesi gerekir. Yapilan ¢aligmalarda her Ostrusta siit veriminde disiis
olmadig1 ve Ostrustaki hayvanlardan sadece %33’ilinde siit verim diisiikliigii gorildiigii

tespit edilmistir. Siit veriminin birgok faktdrden etkilenebildigi ve her Ostrusta siit verim
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diisiikliigii olmayabilecegi gz oOniinde bulunduruldugunda ¢ok gilivenilir bir yontem
olmamasina ragmen yardimci olarak kullanilabilmektedir (Firk ve ark., 2002).

2.6.1.2. Bireysel Ostrus Tespit Yontemleri

2.6.1.2.1. Progesteron Seviyesinin Degerlendirilmesi ile Ostrus Tespiti

Dolasimda bulunan progesteron miktari, hayvanin bulundugu siklus donemine gore
degisir ve siklusun her doneminde 6lciilebilmektedir.

Ostrus siklusunun luteal déneminde progeteron miktar1 1 ng/ml den yiiksektir.
Siklusun 10 ile 17. giinleri arasinda 10 ng/ml olan progesteron miktar1 17. glinden sonra
3 ng/ml ye diismektedir. Ovulasyona yakin zamanda tespit edilen progesteron miktari ise
<1 ng/ml dir (Firk ve ark., 2002).

Progesteron testi Ostrus tespiti i¢in kullanilabilir ancak pahalidir ve is¢ilik maliyetini
arttirmaktadir. Daha kolay kullanim i¢in biyokimyasal sensorler gelistirilmis ve saha
sartlarinda denenmistir. Biyokimyasal sensorlerin Ostrus ve gebeligi tespit edebilecegi
ispatlanmistir. Ayrica otomatik sagim sistemlerine entegre edilip kullanilabilecegi
bildirilmistir (Firk ve ark., 2002).
2.6.1.2.2. Vajinal Mukus Direnci ile Ostrus Tespiti

Hormonal degisiklikler, ostrus siklusu boyunca vajinal mukusun elektriksel direncini
etkilemektedir. Bu degisiklikler l¢iilerek Ostrus tespiti yapilabilir ve tohumlama zamani
icin bize bilgi verebilir. Elektriksel diren¢ luteal donem boyunca yiiksek seyrederken
folikiiler fazin baslamasiyla diismeye baglar. En diisiik vajinal mukus direnci ise
ovulasyondan 25 saat Once tespit edilebilmektedir. Vajinal mukus direnci, Ostrus
siklusunun donemlerine gore farkli degerlerde Olgiilse de Ostrus siklusuyla alakali
olmayan bazi durumlardan da etkilenmektedir. Ornegin kist veya iireme organlarinda
yang1 olusursa elektriksel iletkenlik Ostrus periyodunda olgiildiigli gibi diisiik Slgiiliir.
Uygulamasinin zor, bireysel oOl¢iimler zaman aldigi ve Ostrusla iligkili olmayan
faktorlerden etkilenebildigi i¢in kullanimi ¢ok pratik degildir (Rorie, Bilby, & Lester,
2002).
2.6.1.2.3. Viicut Isis1 ile Ostrus Tespiti

Normal viicut 1s1s1 38,6 °C olan ineklerin viicut 1s1s1 rektal yolla, implant yardimryla ve

stitten Slciilebilmektedir. Yapilan arastirmalarda ineklerin viicut 1silarinda 6strus siklusu

22



boyunca degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Ostrus siklusundan 2 giin énce minimum
seviyeye diisen viicut sicakligi, dstrus periyodu boyunca 0,1-0,5 °C artmistir. Rektal
yolla ¢ok pratik olmayan viicut 1sis1 Olglimiinii viicuda yerlestirilebilen bir implant
yoluyla da yapmak miimkiindiir. Ancak implant yardimiyla yapilan Sl¢iimlerin rektal
yolla yapilan 6lgtimden 1,1-1,6 °C yiiksek oldugu belirtilmistir. Cevresel sicakliktan,
viicuttaki 6l¢lim yerinden, 6l¢iim metodundan ve hatta hayvanin hareketlerinden etkilene
bilen viicut 1sis1 Ostrustaki hayvanlari belirlemek i¢in spesifik bir indikator degildir (Firk
ve ark., 2002).
2.6.2.Siitcii Ineklerde Reprodiiksiyonun Farmakolojik Kontrolii ve Senkronizasyon
Kavrami

Sagmal ineklerin reprodiiktif yonetiminde karsilasilan en biiyilk problemlerden bir
tanesi Ostrus tespitinin yeteri kadar yapilamamasidir. Yetersiz Ostrus tespiti, daha az
sayida inek veya diivenin tohumlanmasina neden olmaktadir. Diive ve ineklerin ideal
zamaninda tohumlanamamasi ilk dogum yasini ve iki buzagilama arasi siireyi uzatirken
karli  bir isletme i¢in  hedeflenen  optimum  fertilite = parametrelerinin
gerceklestirilememesine neden olmaktadir. Ostrus tespitinin etkinligi, yeterli gdzlem
kosullarma sahip olunmamasi, yiiksek siit verimine bagli olarak Ostrus siirelerinde
azalma, kotii barinak kosulart ve ayak hastaliklart gibi nedenlerden dolayr oldukga
azalmaktadir (Fricke ve ark., 2014). Hormonal uygulamalarin kullanimi ile isletmedeki
Ostruslart gruplar halinde uyarmak bir bagka deyisle senkronize etmek Ostrus tespitinin
etkinligini ve tohumlanan hayvan sayisini arttirmaktadir. Bu nedenden dolay1 Ostrus
senkronizasyon protokolleri uygulanmaya baslanilmistir. Daha sonrasinda zaman ayarli
suni tohumlama protokolleri gelistirilerek Ostrus tespitine gerek kalmadan hayvanlari
tohumlama imkani elde edilmistir. Giiniimiizde sagmal isletmelerin ¢ogu reprodiiktif
yonetim stratejilerinde ovulasyon senkronizasyon protokollerini temel almaktadir
(Ferguson, & Skidmore, 2013). Ovulasyon senkronizasyon protokolleri sayesinde
postpartum ilk tohumlamaya kadar gecen siire ve acgik giin sayisi azalmaktadir.
Ovulasyonlarin senkronizasyonlar1 i¢in kullanilan protokollerin etkinligini arttirmak
amaciyla presenkronizasyon protokolleri kulanilmaya baslanmistir ve elde edilen gebelik

oranlarinda artis saglanmistir (Stangaferro, Wijma, & Giordano, 2019).
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2.6.2.1. Senkronizasyonun Tarihgesi

Ostrus senkronizasyonu, ¢esitli progesteron kaynaklarinin kullanimiyla ilk olarak
1960’11 yillarda uygulanmaya baglanmistir. Progesteron kaynaginin kullanilmasiyla
yapay bir luteal faz olusturularak iki Ostrus arasindaki siire uzatilabilmektedir.
Progesteronun tek basina kullanimi, 06strus siklusunun uzunlugunu etkileyen ve
oOstruslarin senkronize edilebilmesine olanak saglayan en basit yontemdir (Mac Millan
ve ark., 1990). Melengestrol asetat, dstrus senkronizasyonu i¢in kullanilabilen ilk ticari
preperattir. Oral olarak uygulanilan bu progesteron kaynagmin kullaniminin
birakilmasindan iki giin sonra baslamak {izere Ostruslarin tespitinin dort giin igerisinde
gerceklesmesini saglar. Daha sonrada siit ve besi sigirlarinda dogum sonrast dénemde
Ostrus siklusunun uyarilip baglatilmasi i¢in kullanilmis ve farkli oranlarda basari
saglanmigtir (Kyle, Callahan, & Allrich, 1992). Daha sonra uygulama kolaylig1 olmasi
acisindan intravajinal olarak kullanilabilen progesteron kaynagi gelistirilmis ve
intravajinal progesteron kaynaginin kullanilmasiyla senkronizasyon ve fertilite
oranlarinin daha iyi oranlarda elde edildigi tespit edilmistir. Ancak intravajinal
progesteron kaynaginin kullanim siiresi hakkinda kesin sinirlar koyulamamistir. Genel
olarak intravajinal progesteron kaynagi ne kadar uzun siire kullanilirsa o kadar iyi dstrus
senkronizasyonu yapilabilmektedir. Ancak uzun siire progesteron etkisi altinda kalan
hayvanlar daha diisiik fertilite verilerine sahip olmaktadir. Ayrica uzun donem
progesteron kullanimi hayvanlarda kalici ve Ostrojen sentezleyen (kistik) folikiil
gelisimine neden olmaktadir (Sirois, & Fortune, 1990). Progesteronun tek basina 14-18
giin kullanimindan sonra elde edilen diisiik gebelik oranlari, arastirmacilari Ostrus
senkronizasyonu i¢in Ostradiol ve gonadotropinler ile bazi modifikasyonlar yapmaya
yonlendirmistir.

Ostradiol, progesteron tedavisinden sonra &strus dis belirtilerinin ve ovulasyonun
uyarilmasi i¢in kullanilmaya baslanmistir. Ciinkii stradiol, yiiksek progesteron etkisi
altinda, mevcut folikiiliin atreziye olmasina ve yeni bir foliikiiler dalganin baslamasina
neden olurken diisiik progesteron etkisi altinda mevcut folikiiliin ovulasyonunu
uyarmaktadir. Boylece daha iyi bir senkronizasyon saglanmistir (Lucy, McDougall, &

Nation, 2004). Besi sigirlarinda uzun donem (9-14 giin) progesteron enjeksiyonundan
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sonra uygulanan tek doz Ostradiol ile Ostrus ve ovulasyonun basarili bir sekilde
uyarildigr tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, postpartum donemde uzun
stireli oral progesteron tedavisinden sonra uygulanan 5 mg Ostradioliin ilk Ostrus ve
ovulasyon icin gerekli olan siireyi kisalttigr ve uygulama yapilmayanlara gore gebelik
oranlarin yiikselttigi (%96-%88) bildirilmistir. Avrupa Birligi’nin gida {iretimi yapilan
hayvanlarda 6stradioliin kullanimini yasakladig1 2003 yilina kadar, progesteron-ostradiol
protokollerinin Yeni Zellanda’da 6strus gostermeyen sigirlar igin kullanilan en yaygin
protokoller oldugu bildirilmistir (Lucy ve ark., 2004; Rhodes, McDougall, Burke,
Verkerk, & Mac Millan, 2003).

Sigirlarda PGFao’nin - liiteolitik  etkisinin ~ kesfedilmesinden  sonra  Gstrus
senkronizasyonlarinda tek veya ¢ift doz (10-12 giin aralikli) olarak kullanilmaya
baglanmistir. Ancak PGF,,, sadece fonksiyonel bir luteal doku (korpus luteum)
varhiginda etki gostermektedir (Mac Millan ve ark., 1990). Bu yilizden uygulanan PGF», ,
diivelerde Ostrus siklusunun 5-17. giinleri arasinda, sigirlarda ise 7-17. glinleri arasinda
etki gostermektedir (Xu ve ark., 1995). Tedaviye cevap veren hayvanlar 6 giin i¢erisinde
ostrus gostermektedir. Korpus luteuma sahip olan ineklerde PGF, uygulamasi sonrasi
%52’sinin uygulama sonrast 6 giin igerisinde Ostrus belirtisi gosterdigi bildirilmistir
(Whittier, Gwazdauskas, & McGilliard, 1989).

Cift doz PGF», uygulamalari, daha sonrasinda zaman ayarli tohumlama protokolleri ile
birlikte denenmeye baglanmistir. Bu uygulama ile strus takibi yapilmaksizin hayvanlar
80. saatte tek sefer ya da 72 ve 96. saatlerde 2 sefer olmak iizere tohumlanabilmektedir.
Iki PGF2, arasindaki siire 11 giin oldugunda ikinci uygulama aninda fonksiyonel bir
korpus luteum olma ve cevap verme sansinin daha yiiksek oldugu kanisina varilmstir.
Diivelerde iki PGF>, uygulamasi arast 11 giin olarak yapilan bir ¢alismada, ikinci
uygulama sonrasi diivelerin %801 Ostrus gostermistir. Diivelerde 11 giin ara ile ¢ift doz
PGF2. uygulamasinin ve bunu takiben 2. dozdan sonra 72 ve 96. saatlerde ¢ift kor
tohumlama yapilarak %23-58 oraninda gebelik oranlar1 elde edilmistir (Kaim,
Rosenberg, & Folman, 1990).

PGF2. uygulamasi ile yapilan Ostrus senkronizasyonu sonrasinda Ostrus gosterme

sliresi uygulama sonrasi, uygulama anindaki folikiiler dalganin durumuna bagli olarak 2
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ile 7 giin arasinda degismektedir (Savio, Thatcher, Badinga, de la Sota, & Wolfenson,
1993).

Daha sonrasinda PGF», ve progesteron kombine edilerek uygulanmaya baslanmustir.
Progesteronun, 5-7 gilin uygulamasini takiben progesteron kaynagi ortamdan
uzaklagtirilarak ayni1 anda PGF», uygulamasinin hem progesteron uygulama siiresini
kisalttigi hem de uygulamanin yapildigi hayvanlarin daha yiliksek oranlarda Ostrus
gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonraki modifikasyon ise progesteron kaynagi
uzaklastirilmadan bir giin dnce PGF», uygulamasidir. Bu modifikasyon ile ¢ok daha iyi
Ostrus oranlar1 elde edilmis ve tek doz suni tohumlama uygulamasina imkan sunmustur.
Ayrica progesteron kaynagmin 5 giin kullamildigi ve ¢ift doz PGFy, uygulamasinin
yapilmasiyla da ¢ok iyi senkronizasyon ve gebelik oranlar1 elde edilmistir (Xu ve ark.,
1995).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde progesteron kaynaginin ticari olarak satilmadigi
donemde Ovsynch senkronizasyon protokolii gelistirilmistir. 1995 yilinda gelistirilen
Ovsynch protokolii hem folikiiler gelismeyi hem de korpus luteumun gelisimini ve
lizisini senkronize ederek zaman ayarli suni tohumlama yapmaya imkan saglamaktadir
(Pursley, Mee, & Wiltbank, 1995). Ovulasyonun senkronize edildigi bu protokolde
ostrojen pikinden Once ovulasyon uyarildigi igin protokole tabi tutulan ineklerin
genellikle 6strus belirtilerini gostermedikleri tespit edilmistir.

Gegmisten giiniimiize kadar gelistirilen ve halen de gelistiriimeye devam eden besi ve
stit sigir1  endiistrisinde  kullanilmak {izere bir¢ok senkronizasyon protokolii
bulunmaktadir. Bu protokollerin birbirlerine olan istiinliikleri ve eksiklikleri vardir.
Protokolleri genel olarak, Ostrus senkronizasyonu yapan protokoller ve ovulasyon
senkronizasyonu yapan protokoller olarak iki ana baglikta toplanmaktadir. Hangi
protokoliin kullanilacagini ise isletme tiirli, hayvan tiirii ve isletme modeline gore
degismektedir.
2.6.2.2. Zaman Ayarh Suni Tohumlama Protokolleri

Zaman ayarlt suni tohumlama protokolleri, Gstrus tespiti yapilmaksizin hayvanlarin
belli saatte ya da zaman aralifinda tohumlanabilmesini miimkiin hale getirmektedir.

Zaman ayarli suni tohumlama protokolleri dstrus tespitinin yeteri kadar yapilamadigi ya
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da ineklerin Gstrus gostermedigi durumlarda fertilite verilerinin iyilestirilmesine katki
saglamaktadir.

Siit s181r1 isletmelerinde, tohumlama basina gebelik oraninin ve Ostrus gosteren hayvan
sayisinin azalmasi fertilite yonetimini olumsuz etkilemekte ve verilerin diismesine neden
olmaktadir. Yapilan calismalarda, dogum sonrasi ilk tohumlama sonucu siit¢ii ineklerin
%60’ min gebe kalmadig tespit edilmistir (Chebel ve ark.,2004; Galvao ve ark.,2007).
Ayrica tohumlama sonrast gebe kalmayan hayvanlarin %60’tan az1  gebelik
muayenesinden once Ostrus gosterip tekrar tohumlanmaktadir (Dewey ve ark., 2010).
Elde edilen bu oranlar giinlimiiz sartlarinda siit sigir1 isletmelerinin karlilig1 i¢in yeterli
olmamaktadir. Bos gecen giin sayisinin, iki tohumlama arasi siirenin, buzagilama
araliginin artmamasi ve siit veriminin diismemesi i¢in ineklerin bizim belirledigimiz
karliliginin optimum seviyede oldugu zamanda gebe kalmasi saglanmalidir. Bu nedenle,
stit s181r1 igletmelerinde karlilig1 azaltan bu faktorleri engellemek i¢in 6strus siklusunu ve
ovulasyonu senkronize edebilmemize olanak saglayan zaman ayarli tohumlama
protokolleri gelistirilmistir. Bu protokoller sayesinde Ostrus tespiti gerektirmeksizin,
ineklerin belirlenen zamanda tohumlanmasi ve ideal gebelik oranlarimin elde edilmesi
saglanabilmektedir. Asagida sagmal ineklerde reprodiiksiyonun yonetimi amaciyla
yaygin bi¢imde kullanilan zaman ayarli suni tohumlama protokollerine ve etkinliklerine
deginilmistir.
2.6.2.2.1. Ovsynch Protokolii

Giliniimiizde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan ve bir¢ok senkronizasyon protokoliiniin
temelini olusturan Ovsynch protokolii ile dstrus tespitine gerek kalmaksizin, ovulasyonu
senkronize edip zaman ayarli suni tohumlama yapabilmektedir. GnRH uygulamas: ile
baslayan protokolde 7. giin PGF2,, 9. glin GnRH uygulanir ve bundan 0-24 saat sonra da
suni tohumlama yapilir (Sekil 3). Ovsynch protokolii uygulandiginda, ovulasyon son
GnRH uygulamasindan 24-32 saat igerisinde gergeklesir (Pursley ve ark., 1995). Bu
protokol ile ¢ok sayida ine§in senkronize edilmesi, tohumlamaya uygun olan tiim
hayvanlarin ayni giinde tohumlanabilmesi (kér tohumlama) miimkiindiir (Pursley ve

ark.,1998).
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GnRH PGFaa GnRH ST

0. stin 7. gin 9 gin 10. giin

Sekil 3. Ovsynch protokolii. (Pursley ve ark., 1995)

Ovsynch protokoliinde tohumlama zamaninin gebelik oranlari tizerine etkisinin ortaya
konulmasi amaciyla son GnRH uygulamasindan 0, 8, 16, 24 ve 32 saat sonra
tohumlamalar yapilmis ve tohumlamanin son GnRH uygulamasindan 16 saat sonra
yapilmasinin ideal tohumlama zamani olacag bildirilmistir (Pursley ve ark., 1998).

1995 yilinda Ovsynch protokoliinde ilk olarak PGF uygulamasi ile son GnRH
uygulamasi arasindaki siire 48 saat olarak (Ovsynch 48) uygulanmistir. Ovulasyonun
indiiklenecegi (son GnRH uygulamasi ile) optimal zamanin bulunmasi amaglanan
calismada son GnRH uygulamasi PGF uygulamasinda 56 saat sonra (Ovsynch 56)
uygulanmis ve 48 saat uygulamaya gore daha yliksek gebelik oranlari elde edilmistir
(Brusveen ve ark., 2008).

Ovsynch prtotokolii sonucu elde edilen gebelik oranlart %35-60 arasinda
degigsmektedir (Wiltbank, & Pursley, 2014). Protokolde uygulanan hormonlara alinan
yanit ve ineklerin senkronize olma oranlar1 farkli oldugu icin protokol sonucu elde
edilen gebelik oranlar1 genis bir skaladadir. Protokole 6strus siklusunun herhangi bir
doneminde baslandiginda, ineklerin %10-30’unda ovulasyonun senkronize edilemedigi
ve gebelik oranlarinin diisiik oldugu bildirilmektedir (Vasconcelos, Silcox, Rosa,
Pursley, & Wiltbank, 1999). Yapilan ¢alismalarda, Ovsynch protokoliine siklusun 5-12.
giinleri arasinda baslanilmasinin daha iyi senkronizasyon oranlarina sahip olunmasini
tespit edilmistir. Cilinkii belirtilen giinler arasinda protokole baslandiginda ilk GnRH
uygulamasi ile mevcut folikiiliin ovule olmasi, yeni bir folikiiler dalganin baslamas1 ve
senkronize edilen dominant folikiiliin protokol sonunda ovule olmasi saglanacaktir
(Moreira, Orlandi, Risco, Mattos, Lopes, & Thatcher, 2001). Eger ilk GnRH uygulamasi
sonucu mevcut folikiil ovule olmaz ise, protokol sonunda yaslanmis bir folikiil ovule
olur ve bu da embriyo kalitesini olumsuz yonde etkilerken gebelik oranlarinin diismesine

neden olmaktadir (Cerri, Rutigliano, Bruno, & Santos, 2009).
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2.6.2.2.2. Cosynch Protokolii

Ovsynch protokolii modifiye edilerek son GnRH uygulamasi ile birlikte suni
tohumlamanin yapildigi protokol, Cosynch protokolii olarak adlandirilir (Geary,
Whittier, Thrift, & Dolezal, 1998)(Sekil 4). Bu protokol genellikle hayvanlar1 kilide
alma ve uygulama sayisinin azaltilmak istendigi besi sigirlarinda kullanilmaktadir.
Yapilan tohumlama ve ovulasyon arasindaki siirenin daha uzun olmasindan dolay1
gebelik oranlart Ovsynch protokoliine gore daha diisiik elde edilmektedir (Geary ve
ark.,1998).

PGF.o GnRH ve ST

7 gin 2 gin

Sekil 4. Cosynch protokolii (Geary ve ark.,1998)
2.6.2.2.3. Progesteron Tabanh Ovsynch Protokolii

Ovsynch temelli zaman ayarli suni tohumlama protokollerinde gebelik oranlarini
arttirmaya yonelik yapilan bir bagska uygulama, ilk GnRH uygulamasi ile PGFqa
uygulamasi arasinda intravajinal progesteron kaynagi kullanimidir (Sekil 5). Sagmal
ineklerde yapilan bir ¢alismada, zaman ayarli tohumlama protokoliinde progesteron
kaynagr kullanimi sonucu elde edilen gebelik oranlart progesteron kaynagi
kullanilmayanlardan daha yiiksek (%34-30) tespit edilmistir. Ayrica progesteron
kaynaginin, korpus luteuma sahip olan ile olmayan ineklerdeki pozitif etkisinin benzer

oldugu tespit edilmistir (Bisinotto ve ark., 2014).

Progesteron implant: | PGEa GnRH ST

7 giin 56 saat 12-16 saat

Sekil 5. Progesteron tabanli protokolii (Stevenson ve ark., 2008)

Zaman ayarli suni tohumlama protokolii baslangicinda korpus luteuma sahip olmayan
hayvanlarda progesteron kaynagi kullanimi nonsiklik ineklerde fertilite verilerini
iyilestirmektedir ancak bu veriler zaman ayarli tohumlama protokolii baslangicinda

diostrus periyodunda olan hayvanlarin fertilite verileri kadar iyi olmamaktadir. Bunun
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sebebi progesteron kaynaginin korpus luteum kadar progesteron iiretememesidir
(Stevenson, 2016). Ineklerde yapilan bir ¢alismada, Ovsynch protokolii baslangicinda
korpus luteuma sahip olmayan hayvanlara progesteron kaynagi yerlestirilmis ve korpus
luteuma sahip olan hayvanlar ise kontrol grubu olarak belirlenmistir. Gebelik muayenesi
sonucu, kontrol grubunda (%38) tedavi grubuna gore daha yiiksek gebelik orani elde
edilmistir. Progesteron kaynagi kullanilanlarda ise kullanilmayanlara gore daha yiiksek
gebelik oranlar1 (%32-24) elde edilmistir (Stevenson ve ark., 2008). Yapilan baska bir
calismada ise korpus luteuma sahip olmayan hayvanlar iki gruba ayrilmis ve bir
kisminda iki adet progesteron kaynagi kullanilir iken digerlerinde kullanilmamaistir.
Korpus luteuma sahip olan hayvanlar ise kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
Gebelik muayenesi sonucu iki adet progesteron kaynagi kullanilan hayvanlarin gebelik
oranlart progesteron kaynagi kullanilmayanlardan daha yiiksek (%42-31) tespit
edilmistir. Kontrol grubu ve iki adet progesteron kaynagi kullanilan grup arasinda ise
fark bulunmamustir (Bisinotto ve ark., 2015).

2.6.2.2.4. Presynch Ovsynch Protokolii

Zaman ayarli suni tohumlama baslangicinda hayvanin ostrus siklusunun belirli
giinlerinde olmasi elde edilen gebelik oranlarimi etkilemektedir. Ostrus siklusunun 5-12.
giinleri arasinda zaman ayarli tohumlama protokollerine baslanildiginda ilk GnRH
uygulamasina alinan cevap ve elde edilen gebelik oranlart Gstrus siklusunun diger
zamanlarinda protokollere baslanildiginda elde edilen sonucglardan daha yiiksektir.
Presynch olarak isimlendirilen protokolde 14 giin ara ile uygulanan ¢ift doz PGF2,
uygulamasi1 ile zaman ayarli tohumlama protokoliiniin bahsedilen ideal aralikta
baslatilabilecegi tespit edilmistir (Moreira ve ark., 2001).

Presynch uygulamasindan kag¢ giin sonra zaman ayarli tohumlama protokoliine
baslamlacagi konusunda ise farkli galigmalar vardir. Iki PGF2, uygulamasindan 14 giin,
11 giin ve 10 giin (Presynch-14, Presynch-11 ve Presynch-10) sonra zaman ayarli
tohumlama protokoliine baglamak aslinda zaman ayarli tohumlama protokoliine siklusun

kaginci gilinii baslanilacagini belirlemektedir (Sekil 6).
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PGFLu PGF,a GnRH PGF,0 GnRH ST

14 gin 10-11-14 giin 7 gin 56 saat 12-16 saat

Sekil 6. Presynch Ovsynch protokolii (Moreira ve ark., 2001)
Presynch ile Ovsynch arasindaki siirenin, 14 giin olmasi siklusun 9-12. giinlerinde, 11

giin olmasi siklusun 6-9. giinlerinde ve 10 giin olmasi siklusun 5-8. giinlerinde Ovsynch
protokoliine baslangi¢ yapilabilmesine imkan vermektedir (Stevenson, 2016). ineklerde
Presynch-11 ve Presynch-14 protokollerinin karsilastirildigr bir ¢alismada, Presynch-11
protokoliiniin gebelik oranlarini arttirdigi (%40,5-33,5) tespit edilmistir (Galvao, Sa
Filho, & Santos, 2007). Gebelik oranlarinin daha iyi olmasmin sebebi, Presynch ile
Ovsynch protokolii arasindaki siire 11 giin oldugunda, daha fazla sayida inegin siklusun
ideal giinlerinde olmas1 olabilir. Ayrica iki protokol arasinda ki siirenin daha da
kisaltilmas1 gebelik oranlarini negatif yonde etkileyebilmektedir (Colazo, Ponce-Barajas,
& Ambrose, 2013). Presynch gibi 6n senkronizasyon protokollerinin zaman ayarli suni
tohumlama protokoliiniin etkinligini arttirdigi gibi, PGF2, uygulamasi sonucu Gstrus
gosteren inekleri tohumlamamiza da imkan vermektedir (Stevenson, 2016).
2.6.2.2.5. Double Ovsynch Protokolii

PGF,, tabanli on senkronizasyon protokollerinin bir dezavantaju ise nonsiklik
ineklerde etkinlik gosterememesidir. Goniillii bekleme siiresi sonunda hala Ostrus
gosterememis ineklerin orani degigsmekle birlikte %41°e kadar yiikselmektedir. Ard arda
iki Ovsynch protokoliiniin uygulandigi protokol Double Ovsynch protokolidiir (Souza,
Ayres, Ferreira, & Wiltbank, 2008)(Sekil 7). Bu gibi durumlarda PGF, uygulamasinin
yaninda GnRH uygulamasi da yapilan Double Ovsynch, PG-3-G ve G-6-G protokolleri
ile gebelik oranlari 1,6 kat daha fazla elde edilebilmektedir (Bisinotto, Riberio, &
Santos, 2014). Yapilan bazi galigmalarda Double Ovsynch ve PG-3-G protokolleri ile
Presynch-10 ve Presynch-12 karsilastirtlmis ve GnRH uygulamasi igeren (Double
Ovsynch ve PG-3-G) protokollerde gebelik oranlarmin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Herlihy ve ark., 2012; Souza ve ark., 2008; Stevenson, & Pulley, 2012).

Ornegin Double Ovsynch protokolii uygulanan hayvanlarda Ovsynch baslangicinda,

diisiik progesteron seviyesine (<0,5 ng/ml) sahip hayvan sayisin1 azaltirken orta derecede
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(0,50 <progesteron< 3,0 ng/mL) progesteron seviyesine ve korpus luteuma sahip hayvan
sayisini arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica son PGF2, uygulamasinda dolasimda ytiiksek
(>3,0 ng/mL) progesteron seviyesine sahip hayvan sayisini da arttirdigi tespit edilmistir

(Ayres, Ferreira, Cunha, Araujo, & Wiltbank, 2013).

GiRH PGE GuRH GuRH PGFy0. GuRH ST

Tgn 3 Tgm Tom 56 saat 12-16 suat

Sekil 7. Double Ovsynch protokolii (Souza ve ark., 2008)
2.6.2.2.6. PG-3-G Protokolii

Diger bir 0n senkronizasyon protokolii olan PG-3-G protokolii, Ovsynch
protokoliinden once bir PGF ve bir GnRH uygulamasi igermektedir (Sekil 8). Bu
protokoliin kullanimi sonucu da Double Ovsynch ¢alismasinda elde edilen sonuglara
benzer olarak yiiksek progesteron miktari ve korpus luteuma sahip hayvan sayisinda artig
elde edilmis ayrica Ovsynch protokoliindeki her iki GnRH uygulamasinda ovulasyon
yapan hayvan sayisinda artis tespit edilmistir (Ayres ve ark., 2013; Stevenson, & Pulley,
2012).

PGF,u GnRH GnRH PGF,u GnRH ST

@ @ — ® @ -9 )

3 giin 7 gin 7 gin 56 saat 12-16 saat

Sekil 8. PG-3-G protokolii (Stevenson, & Pulley, 2012)
2.6.2.2.7. G-6-G Protokolii

Bir bagka presenkronizasyon protokolii olan G-6-G protokolii, dogum sonrasi ilk
tohumlamas1 yapilacak olan hayvanlarda kullanildiginda Ovsynch protokoliinde
hormonal tedaviye alinan cevap artmaktadir (Bello, Steibel, & Pursley, 2006)(Sekil 9).
Bu protokol kullanim1 sonucu protokole alinan hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugu zaman
ayarl1 suni tohumlama protokolii baslangicinda >1 ng/ml progesteron miktarina sahiptir.
Diostrusun erken safhasinda zaman ayarli tohumlama protokoliine baslamak, siitcii

ineklerde fertiliteyi olumlu yonde etkilemektedir (Bisinotto ve ark., 2014). Yapilan bir
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caligmada, G-6-G protokolii ile 6n senkronizasyon sonrasi elde edilen gebelik oranlari

Presynch-11 ve Presynch-14 ten daha yiiksek tespit edilmistir (Ribeiro ve ark., 2011).

PCFyu GtRH GuRH PGy R ST

2gin 6 gin Tgin 56saat 12-16 seat

Sekil 9. G6G protokolii (Bello ve ark., 2006)
Ovsynch protokolii baslangicinda ineklerin yaklasik %30-40’1 nonsiklik ya da siklik

olup prodstrus, Ostrus ya da metdstrus doneminde oldugundan aktif bir korpus luteuma
sahip olmadig: i¢in diisiik progesteron seviyesi ile senkronizasyona baslanilmaktadir ve
bu ineklerde gebelik oranlar1 diismektedir (Stevenson, 2016). Bu nedenler géz oniinde
bulunduruldugunda riskli siiriilerde GnRH ile yapilan 6n senkronizasyon protokolleri
kullanilabilir. Cliinkii GnRH kullanilarak yapilan 6n senkronizasyon protokolleri hem
Ovsynch protokolii baslangicinda daha fazla sayida hayvanin siklusun ideal zamaninda
olmasmna hem de nonsiklik hayvan sayisinin azaltilarak gebelik oranlarinin
arttirtlmasinda yardimci olabilmektedir.

2.7. Siitcii Ineklerde Gebelige Etki Eden Faktérler

Siitcti isletmelerde fertilite parametreleri besleme, genetik, ¢evresel faktorler, yonetim
ve bunlarin birbirleriyle baglantili sekilde olusturdugu kompleks faktorlere baglidir
(Walsh, Williams, & Evans, 2011). lyi bir fertilite yonetimi igin saydigimiz fertiliteyi
etkileyen faktorler ayr1 ayri  degerlendirilmeli ve hepsinde optimum basari
saglanilmalidir.

Yeni baglanilan laktasyonda iyi siit ve fertilite verileri i¢in postpartum dénemin dnemi
cok bilyliktiir. Basarili bir postpartum donem yonetimi i¢in prepartum donemin iyi
yoOnetilmesi gerekir. Postpartum donemde karsilasti§imiz problemlerin ¢ogu prepartum
donem yonetimi 6zellikle de prepartum donem beslemesi ile yakindan iligkilidir (Roche,
2006). Dogum oncesi donemde yapilan yanlis besleme, dogum sonrasi donemde
metebolik problemlerin artmasina, siddetli kondisyon skoru kaybina ve siddetli negatif
enerji dengesine neden olmaktadir. Ayrica postpartum dénemde artan kuru madde

tiiketimi metabolizmanin hizlanmasina ve buna bagl olarak steroid hormon yikimlanma
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hizinin artmasina neden olarak subostrus goriilme sikligini arttirarak Gstrus tespit oranini
diistirmektedir (Walsh ve ark., 2011).
2.7.1. Laktasyon Yiikii ve Negatif Enerji Dengesinin Etkisi

Yiiksek siit verimine sahip inekler postpartum donemde hizli bir sekilde artan siit
verimine sahiptirler. Ancak yem tiiketim miktarlar1 siit verimi i¢in gerekli olan enerjiyi
karsilayamamaktadir. Bu nedenle gerekli olan enerjiyi saglamak amaglh viicut yaglari
metabolize olmakta ve bu da hayvanin negatif enerji dengesine girmesine neden
olmaktadir (Grummer, 2007). Negatif enerji dengesinin siddetli olmas1 da metabolik
hastaliklarin goriilme riskini arttirir, bagisiklik sistemtemini zayiflatir ve fertilite tizerine
olumsuz etki gosterir (Roche ve ark., 2009).

Negatif enerji dengesine sahip ineklerde endokrin, metabolik ve fiziksel degisiklikler
olmaktadir. Ayrica olusan bu degisiklikler neticesinde oksidatif stres artmakta ve buna
bagl olarak immun sistem baskilanmaktadir (Sordillo, & Aitken, 2009). immun sistemi
baskilanan inekler metabolik hastaliklara daha yatkin olmaktadir. Dogum sonrasi
donemde de metabolik hastaliklara sahip olan ineklerde mastitis, ayak hastaliklar1 ve
endometritis gibi fertiliteyi olumsuz yonde etkileyen hastaliklarin goriillme olasilig
artmaktadir (Roche, 2006).

Yiiksek verimli siit ineklerinde sekillenen negatif enerji dengesi, dolasimda bulunan
insiilin ve insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF-1) seviyesinin diisiik seyretmesine neden
olur. Diisiik seviyedeki insiilin ve IGF-1, gonadotropin sentezini engelleyerek dominant
folikiilin ovulasyonunu ve siklik aktivitenin baslamasini engellemektedir (Walsh ve
ark., 2011). Tam tersi yani IGF-1 orani postpartum ilk 2 hafta boyunca yiiksek seviyede
olan hayvanlar, dogum sonrasi luteal aktivitenin baslamasi i¢in kisa bir siireye ihtiyag
duyarlar (Patton ve ark., 2007). Insiilin {iretimini arttiran yiiksek nisastali diyet ile
beslenen ineklerde dogum sonrasi ilk 50 giinde ovulasyon yapan hayvan sayis1 %55 ten

%90’a ¢ikmistir (Walsh ve ark., 2011).
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2.7.2. Viicut Kondisyon Skorunun Etkisi

Viicut kondisyon skoru (VKS) uluslararasi diizeyde kabul goérmiis, hayvanlarin
besleme ve saglik durumunu izlemek amacglh kullanilan gozleme dayali bir yontemdir.
Ureme performans: iizerine direkt etkisi vardir. Yapilan arastirmalar sonucu dogum
aninda diistik VKS’ye sahip ya da dogum sonrasi kondisyon kaybina sahip, yani VKS
3,0-3,25 altinda olan hayvanlarda ovulasyon, tohumlama ve ilk tohumlama gebelik
oranlarinin diistiigli, embriyonik kayip oraninin arttig1r ve iki buzagilama arasi siirenin
uzadigi tespit edilmistir (Roche ve ark., 2009). Fertilite oranlarin1 negatif yonde
etkileyen bu durumlarin olusmasinda, diisiik kondisyon skoruna sahip hayvanlarda oosit
gelisim siirecinin yavaslamasi ve buna bagli olarak kalitesinin azalmasinin etkili oldugu
tespit edilmistir (Snijders, Dillon, O'Callaghan, & Boland, 2000). Ureme parametreleri
iizerine diisik kondisyon skorunun zararli etkileri oldugu kadar yiiksek kondisyon
skorunun da zararli etkileri vardir. Buzagilama aninda 3.5(5°lik sistemde) ve lizeri
kondisyon skoruna sahip olan hayvanlarda, dogum 6ncesi kuru madde alimi diismekte
ve dogum sonras1 donemde kuru madde alimi optimum kondisyon skoruna sahip olan
hayvanlar kadar hizli artamamakta ve buda siddetli negatif enerji dengesine neden
olmaktadir (Roche ve ark., 2009). Dogum oncesi ve dogum sonrast donemde VKS
izlenmeli ayrica besleme ve yonetim kararlari negatif enerji dengesini minimum
seviyede tutmak iizere planlanmalidir (Roche, 2006). Dogum sonrasi kondisyon kaybi
minimum seviyede tutulmali ve dogum ile ilk tohumlama arasindaki kondisyon kayb1
0,5 ten fazla olmamalidir (Crowe, 2008).
2.7.3. Goniillii Bekleme Siiresinin Etkisi

Goniilli bekleme stiresi, siit sigir1 isletmelerinde yonetimsel agidan ¢cok 6nemli olan ve
dogum sonrasi hayvanlarin tohumlanmadiklart dénemdir (Chebel, & Santos, 2010).
Goniillii bekleme siiresi, dogum sonrasi uterusun involiisyonu, varsa herhangi bir
hastaligin atlatilmas: ve hayvanin siklik hale gelmesi i¢in tohumlamaya baslamadan
once verilen stiredir (Chebel, & Santos, 2010; Stevenson, 2001). Amerika’daki siiriilerde
yapilan bir calisma sonucu, goniillii bekleme siiresinin ortalama 55 giin uygulandigi
tespit edilmistir (DeJarnette, Sattler, Marshall, & Nebel, 2007). Ancak bu siirenin 40 ile

70 giin arasinda uygulandig1 isletmelerde vardir (Stevenson, 2001). Bu siire dogum
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sonrasit saglik durumuna, laktasyon sayisina ve siit verimine gore arttirilip
azaltilabilmektedir (DeJarnette ve ark., 2007). Yapilan ¢alismalar sonrasi, dogum sonrasi
50-60. giinlerde hala ineklerin %20-50’si siklik degildir bu nedenle geleneksel olarak
50-60. giinlerde uygulanan goniillii bekleme siiresi sonucu yapilan tohumlamalardan
diisiik gebelik oranlar1 elde edilebilir (Chebel, & Santos, 2010; Miller, Norman, Kuhn,
Clay, & Hutchison, 2007). Bu yiizden goniillii bekleme stiresinin isletme sartlar1 ve
karlilik g6z Onilinde bulundurularak belirlenmesi gebelik oranlarint iyi yoOnde
etkileyecektir.

2.7.4. Saghk Durumunun Etkisi

Siit s1g1r1 isletmelerinde gebeligin etkileyen en dnemli faktorlerden bir digeri de uterus
sagligidir. Postpartum donemde ilk 2 hafta hayvanlarin %80-100’{inde uterusta
bakteriyel kontaminasyon mevcuttur ve bu normal bir durumdur (Sheldon, Cronin,
Goetze, Donofrio, & Schuberth, 2006). ineklerin ¢cogu bu bakteriyel kontaminasyonu
elemine edebilmekte ancak yaklasik %20’si kontaminasyonu elemine edememekte ve
dogum sonrast ilk 21 giin igerisinde metritis sekillenmektedir. Siirtilerin yaklasik %15-
20’sinde patolojik bakteriler, dogum sonrasi ilk 3 hafta yada daha uzun siire etki ederek
klinik endometritise sebep olabilmektedir (Sheldon ve ark., 2009). Yapilan bir meta
analiz ¢aligmasinda, endometritis olan hayvanlarda ortalama acik giin sayisinin 15 giin
arttig1 ve gebelik oranlarmi %16 distrdigi tespit edilmistir (Walsh ve ark., 2011).
Ayrica endometritis geg¢misi olan hayvanlar tedavi edilseler bile hasta olmayan
hayvanlara gore %20 daha diisiik gebelik oranlarina sahip olmakta ve %3 daha fazla
stirtiden ¢ikarilma riski tasimaktadirlar (Sheldon ve ark., 2009).

Dogum sonrasi sekillenen mastitis ve ayak hastaliklar1 da siit ineklerinde gebeligi
etkileyen faktorlerdendir. Klinik mastitise yakalanan inekler gebelik basina 2,1
tohumlamaya ihtiya¢ duyarken saglikli olanlar 1,6 tohumlamaya ihtiya¢ duydugu,
tohumlamadan sonra gebeligin 50. giiniine kadar klinik mastitise yakalanan ineklerin 2,8
kat daha fazla embriyonik kayip riskine sahip oldugu tespit edilmistir (Ahmadzadeh ve
ark., 2009; Santos, Cerri, Ballou, Higginbotham, & Kirk, 2004). Dogum sonrasi
donemde ayak hastaliklarina yakalanan ineklerde de yapilan ¢aligmalarda gebelik bagina

tohumlama sayisinin arttigi ve ilk tohumlamada ki gebelik oranlarimin diistiigi
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bildirilmistir (Hernandez, Shearer, & Webb, 2001; Melendez, Bartolome, Archbald, &
Donovan, 2003). Ayrica dogum sonrasi ilk 30 giin i¢erisinde ayak hastaligina yakalanan
ineklerde 2,63 kat daha fazla ovaryum kisti sekillendigi tespit edilmistir (Melendez ve
ark., 2003).

Ayrica bir ¢ok bakteriyel, viral, fungal ve protozoal enfeksiyon etkenleri de ineklerde
gebelik kayiplarina (embriyonik ve fotal donem) ve infertiliteye neden olabilmektedir
(Givens, & Marley, 2008).

2.7.5. Tohumlama Stratejisinin EtKisi

Siit s1g1r1 isletmelerinde verim devamlilig: ve karlilik i¢in ineklerin yilda bir kez yavru
vermeleri gerekmektedir. Bunu saglamak icin yiiksek gebelik oranlarina, yiiksek gebelik
oranlari i¢in de dogru zamanda tohumlamaya ihtiya¢ vardir. Dogru zamanda tohumlama
yapabilmek i¢in dstrus tespiti yapilabilir. Ancak siit veriminin artmasiyla Ostrus siiresi ve
dis belirtileri gdsterme orami azalmistir (Lopez, Satter, & Wiltbank, 2004). Ostrus
gbsterme oranlarinin azalmasinin sebebi ¢evresel ya da inege bagl sebeplerden olabilir.
Hayvanin nonsiklik olmasi, sakin kizgilik gostermesi, slit verimi ve saglik durumu
Ostrus sliresini ve gosterme oranini etkileyen inege bagli faktorlerdir. Besleme,
barindirma kosullari, mevsim ve ayni anda Ostrusta olan hayvan sayisi ise Ostrus siiresini
ve gosterme oranini etkileyen ¢evresel faktorlerdir (Roelofs, Lopez-Gatius, Hunter, Van
Eerdenburg, & Hanzen, 2010). Ayak hastaliginin olmasi, tiretim tipi, barindirma ve
zemin kosullar1 gibi etkenler hayvanlarin Ostrus gostermelerini engellemez ancak
stiresinin ve yogunlugunu ciddi derecede engellemektedirler (Roelofs ve ark., 2010).

Yukarida bahsedilen sebeplerle Ostrus tespitinde karsilagilan zorluklar nedeniyle
gelistirilen zaman ayarli tohumlama protokolleri biiylik isletmelerde yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Ozellikle isletmenin yapisi ve olanaklari, tohumlanacak olan
hayvanlarin diive yahut inek olmasi, inekler ig¢in primipar veya multipar olmalari,
tohumlamanin postpartum ilk mi yoksa sonraki tohumlamalar i¢in mi planlandigi, gibi
faktorler her bir isletme i¢in yiiriitiilecek olan reprodiiktif yonetim stratejisinde ve bu
kapsamda kullanilacak olan zaman ayarli tohumlama protokoliinde gesitlilige neden

olmaktadir.
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2.7.6. Oosit ve Embriyo Kalitesinin Etkisi

Stit sigir1 endiistrisinde iiretimin daha yogun ve entansif yapilmaya baslanmasiyla
birlikte gebelik oranlarini etkileyen diger bir faktdr olan fertilizasyon oranlarinda
diisiisler yasanmaya baglanmistir. 1980°1i yillarda %95 olan fertilizasyon oranlar1 %83
civarina diismiistiir (Sartori, Bastos, & Wiltbank, 2010). Fertilizasyon asamasindan sonra
daha riskli bir donem olan embriyonik dénem gelmektedir. Embriyonik kayip, gebelik
oranlarini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Modern siit sigirlar1 isletmelerinde
fertilizasyon orani yaklasik %90 iken embriyonik ve fotal kayip %40-55 oranlarindadir
(Diskin, & Morris, 2008). Cok erken embriyonik kayiplar (tohumlama sonrasi 0-7. giin),
oosit kalitesinin ya da uterus ortaminin iyi olmamasindan dolayr sekillenmektedir.
Yiiksek siit verimi ve hayvanin fizyolojik durumu oosit ve embriyo Kalitesini
etkilemektedir. Yapilan in vitro caligmalarda yiiksek siit verimine sahip olan
hayvanlardan elde edilen oositten daha diisiik kalitede embriyo elde edilmistir (Snijders
ve ark., 2000). Baska bir ¢alismada da diivelerden ve ineklerden elde edilen embriyolar
karsilastirtlmis ve diivelerden elde edilenlerin daha iyi kalitede oldugu ve hayvanin
fizyolojik durumunun embriyo kalitesini etkiledigi tespit edilmistir (Leroy ve ark.,
2005). Ayrica tohumlama sonrasi progesteron miktarinin artig hizi da embriyonun
gelecegini belirlemektedir. Tohumlama sonras1 4-7. giinlerde hizli progesteron artisi
goriilen hayvanlardaki gebelik sansi, ilk 7 giinde progesteron artisinin yavas oldugu
hayvanlarda daha yiliksek bulunmustur (Diskin, & Morris, 2008). Embriyonik gelisimde
progesteron ¢ok oOnemlidir. Diislik progesteron konsantrasyonu, uterus ortaminin
embriyo i¢in optimum olamamasina ve erken embriyonik gelisimi destekleyememesine
neden olmaktadir (Leroy, Opsomer, Van Soom, Goovaerts, & Bols, 2008). Ayrica
progesteron miktarinin yeterli olmasi, gebeligin anne tarafindan taninmasini saglayan
interferon-tau’nun yeterli diizeyde salinabilmesini ve uterustan PGF2, saliniminin
engellenip gebeligin devam etmesi demektir (Spencer ve ark., 2008).
2.7.7. Sperm kalitesinin Etkisi

Sperm Kkalitesi fertilizasyon basarisini etkileyen onemli faktorlerden biridir. Sperm
hiicresinin canliliginda, morfolojisinde ve fonksiyonel yapisinda olusan bozukluklar

fertilizasyon basarisin1 etkilemektedir. Sperm hiicrelerinin fertilizasyon bdlgesine
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ulagamamasi, oosite penetre olamamasi, oositi fertile edememesi veya fertilizasyon
slirecini tamamlayamamas fertilizasyon bozukluklarina neden olabilmektedir (Saacke,
Dalton, Nadir, Nebel, & Bame, 2000). Ayristirma islemlerinden dolayr CBS i¢in bu
faktor daha da 6nem kazanmaktadir.

2.8. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma Kullaniminda Gebelige Etki Eden Faktorler
2.8.1. Flow Sitometrik Yontem ile Sperma Cinsiyetinin Belirlenmesinin EtKisi

Daha once flow sitometrik yontem ile sperma cinsiyetinin belirlenmesi igin yapilan
islemlerden ayrintili bir sekilde bahsetmistik. Ayristirma islemi sirasinda sperm
hiicrelerinde bazi hasarlar olugsmakta ve bu da fertilizasyon oranlarimi diisiirmektedir
(Seidel, & Garner, 2002). Ayristirma islemi sirasinda sperm hiicresinin DNA’s1 floresan
boyaya, lazer 1s1nlarina, basinca ve santrifiij islemlerine maruz kalmaktadir (Gosalvez ve
ark., 2011).

Yapilan tiim islemler cinsiyeti belirlenmis spermanin dmriinii kisaltmakta ve canli
sperma oranini azaltmaktadir (Maxwell ve ark., 2004; Schenk ve ark., 2009). Holstein
diivelerde yapilan bir ¢alismada, ayristirma iglemi sirasinda sperm hiicrelerinin maruz
kaldig1 farkli basing oranlari ile iiretilen cinsiyeti belirlenmis disi spermanin gebelik
oranlar1 karsilastirilmistir. Basing oran1 40 psi iken iiretilen spermalar ile %42 gebelik
orani elde edilirken, 50 psi basing ile liretilen spermalardan %34 gebelik elde edilmistir
(Suh ve ark., 2005). Yapilan arastirmalardan, ayrigtirma isleminin sperm hiicrelerine
verdigi hasar gebelik oranlarinin diismesine neden oldugu ve konvansiyonel sperma ile
elde edilen gebelik oranlarinin %60-90°1 kadar gebelik oranlar1 elde edilebilecegi
anlagilmaktadir (Healy ve ark., 2013).

2.8.2. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma Konsantrasyonunun Etkisi

Ticari olarak satisa sunulan CBS payetleri 2,1 x 108 adet sperm hiicresi icermektedir.
Bu miktar satisa sunulan konvansiyonel sperma payetlerinin igerdigi (~20 x 10°) sperm
miktarindan ¢ok azdir (Thomas ve ark., 2014). CBS iiretimi yavas ve maliyetli oldugu
icin ticari olarak ancak bu konsantrasyonda satisa sunulabilmektedir (Seidel, 2014). Baz1
arastirmacilar cinsiyeti belirlenmis sperma kullanim1 sonucu diisiik gebelik oranlarinin
sebebi olarak diislik sperma konsantrasyonunu isaret etmislerdir ve bu konuda ¢alismalar

yapmuslardir. Holstein diive ve ineklerde yapilan bir ¢alismada, 2,1x10°% ve 3,5x10°
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sayida sperm hiicresi igeren payetler ile tohumlama yapilmis ve gebelik oranlari
karsilastirilmis ancak gebelik oranlar1 arasinda bir fark bulunamamustir (DeJarnette ve
ark., 2010). Ayni1 arastirmacinin Holstein diivelerde yaptig1 baska bir calismada 2,1x10°
ve 10x10° sayida sperm hiicresi kullanilarak yapilan ¢alisma sonucu gebelik oranlarinda
artis saglanmistir ancak kullaniminin ekonomik olmadigi bildirilmistir (DeJarnette ve
ark., 2011). Ancak aymi oranlarin ineklerdeki gebelik oranlari {izerine etkisi
degerlendirildiginde herhangi bir artig tespit edilememistir (Schenk ve ark., 2009).
Angus ki besi sigirlarinda yapilan bir calismada ise 1x10° dozda dondurulmus ve
5x10° dozda sogutulmus CBS ile diisiik dozda (1x108) konvansiyonel sperma kullanimi
sonucu gebelik oranlart sirasiyla %23, %25 ve %49 elde edilmistir (Seidel ve ark.,
1999).  Yapilan ¢aligmalarin sonuglarindan goriildigi tizere, CBS ile elde edilen
gebelik oranlarin diisiik olmasinin sebebini sadece diisiik konsantrasyonda olmasi ile
iligkilendirilemeyecegi anlasilmaktadir.

2.8.3. Boga Fertilitesinin Etkisi

CBS kullanim1 sonrasi gebelik oranlarin etkileyen bir diger faktor ise boga etkisidir.
Farkli bogalar kullanilarak yapilan calismalar sonucu farkli gebelik oranlar1 elde
edilmistir. Cilinkii sperma ayristirma iglemi sirasinda her bir boganin fertilitesi farkli
derecelerde etkilenmektedir (Hall, Kasimanickam, Glaze, & Roberts-Lew, 2017). Sperm
ayristirma  siirecinde bazi bogalarda sperm kalitesi azalir iken bazi bogalarda
degismemektedir (Macedo ve ark., 2013).

Yapilan bir calismada, CBS besi ineklerinde zaman ayarli tohumlama protokolii ile
kullanim1 sonucu ortalama %35 gebelik orani elde edilir iken bogalarin fertilitesinin
%356 ile %19 arasinda degistigi tespit edilmistir (Hall ve ark., 2017). Jersey 1rki
diivelerde yapilan bir baska calismada ise gebelik oranlari iizerine boga faktoriinlin
anlaml etkisi oldugu tespit edilmis ve boga fertilitesi %27 ile %44 arasinda degiskenlik
gostermistir (Sales ve ark., 2011). Boga fertilitesinin de CBS ile elde edilen gebelik
oranlart iizerine etkisinin oldugu goz oniinde bulunduruldugunda, sperm ayristirma
isleminden fertilitesi etkilenmeyen bogalarin kullanimi gebelik oranlarinin daha iyi elde

edilmesine yol agacaktir (Frijters ve ark., 2009).
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2.8.4. Ostrus ve Tohumlama Protokoliiniin Etkisi

Giliniimiiz siit s1gir1 isletmelerinde diive ve inekleri gebe birakmak i¢in ya 6strus takibi
yaparak Ostrus gosterenleri tohumlamamiz ya da zaman ayarli tohumlama protokolleri
kullanarak Ostrus takibi yapmaksizin tohumlama yapmamiz gerekmektedir. Daha dnce
bahsettigimiz {izere isletmelerde Ostrus tespiti yeteri kadar yapilamamaktadir. Bu
ylizdende siklikla zaman ayarli tohumlama protokolleri kullanilmaktadir.

Yapilan bir ¢ok ¢aligma sonucu CBS’nin, Ostrus takibi sonrasi diivelerde ya da yine
oOstrus takibi sonrasi ineklerin ilk tohumlamalarinda kullanilmasi gerektigi ve bu yontem
ile tatmin edici gebelik oranlari elde edilebilecegi bildirilmistir (DeJarnette ve ark.,
2009; Healy ve ark., 2013; Norman ve ark., 2010). Ostrus bulgularinin derecelendirilip
gebelik oranlar1 {izerine etkisinin arastirildigi bir c¢alismada, 14 giin ara ile PGF2,
uygulamasindan sonra gii¢lii 0strus bulgular1 gosteren Holstein diivelerde gebelik orani
%46 iken zayif Ostrus bulgular1 gosterenlerde %21 tespit edilmistir (Kurykin, Jalakas,
Kaart, & Jaakma, 2007). Aymi aragtirmacinin yaptigi baska bir calismada, siit¢ii
ineklerde dstrus takibi sonrast CBS kullanimi ile %21 ile %37 arasinda gebelik oranlari
elde edilmistir (Kurykin ve ark., 2017). Yapilan caligmalarin sonuglart gz Oniinde
bulunduruldugunda cinsiyeti belirlenmis spermanin Ostrus gosteren hayvanlarda
kullanimi ile daha ytiksek gebelik oranlari elde edilmistir.

Ancak giinlimiiz sartlarinda zaman ayarli tohumlama protokolleri isletmelerin
vazgecilmezleri arasindadir. Ancak zaman ayarli tohumlama protokollerinde CBS ile
konvansiyonel spermadan elde edilenden daha diisiik gebelik oranlar elde edilmektedir
(Noonan, Kelly, & Beggs, 2016). Zaman ayarli suni tohumlama protokollerinde CBS
kullanim1 sonucu elde edilen gebelik oranlar1 farklilik gostermektedir ancak zaman
ayarli tohumlama 6ncesi Ostrus belirtileri gosteren inek ve diivelerde her zaman daha 1yi
gebelik oranlari elde edilmistir (Mallory, Lock, Woods, Poock, & Patterson, 2013; Sales
ve ark.,, 2011; Thomas ve ark., 2014). CBS kullanimi sonrasi elde edilen gebelik
oranlarma farkli zaman ayarli tohumlama protokollerinin de etkisi olabilmektedir.
Yapilan bir ¢alisma sonucunda Ovsynch protokoliinde %27.9, Presynch-Ovsynch
protokoliinde %35.5 ve Double-Ovsynch protokolii ile de %47.6 gebelik oranlar elde
edilmistir (Karakaya-Bilen ve ark., 2019).
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Sonug olarak Ostrus takibi sonrasi Ostrus gosterdiginde ya da zaman ayarli tohumlama
oncesi Ostrus gostererek tohumlanan diive ve ineklerde CBS kullanimi sonucu daha
yiikksek gebelik oranlari elde edilmektedir (Meyer, & Funston, 2012). Ayrica zaman
ayarli protokoller arasinda da gebelik oranlar1 bakimindan farklilik goriilebilir.

Ayrica et¢i ineklerde zaman ayarli tohumlama protokollerinde Ostrus gézlenmeyen
hayvanlarda CBS ile tohumlama zamaninin ertelenmesiyle de gebelik oranlar
yiikseltilmeye calisilmistir (Thomas ve ark., 2014).

2.8.5. Folikiil Capimin Etkisi

Tohumlama anindaki folikiil ¢capt hem ovulasyonu hem de fertilizasyon sonrasi
embriyo yasaminmi etkileyen bir faktordiir. Folikiil capmnin ovulasyona etkisinin
arastirilldig1 bir calismada, folikiil ¢apt 8.5 mm den kiiclik oldugunda ovulasyon orani
%33 iken 10 mm den biiyiik oldugunda oran %90 seviyesine ulasmaktadir (Gimenes ve
ark., 2008). Ayrica daha biiyiikk ¢apta folikiil demek daha fazla Ostradiol tiretimi
demektir. Prodstrus doneminde yiiksek Ostradiol iiretiminin luteal doneme ve
embriyonun yasama giicline pozitif etkisi vardir (Santos ve ark., 2004). Bu nedenlerden
dolay1 CBS’nin etkinligini arttirmak i¢in yapilan ¢aligmalara tohumlama anindaki folikiil
capmn biiytlikliigli de konu olmustur. Bos Indicus ki sigirlarda CBS ile yapilan bir
calismada zaman ayarli tohumlama aninda 8 mm den biiyiik ¢apa sahip olan ineklerde
daha yiiksek (%57) gebelik oranina sahip olunur iken 8 mm den kiiciik ¢apa sahip olan
ineklerde gebelik oran1 daha diisiik (%31) olarak bulunmustur (Sa Filho ve ark., 2012).
Bu calismada ayrica folikiil ¢ap1 arttikca ovulasyon orani ve tohumlama aninda 6strus
gosterme orani da artmigtir.

2.8.6. Tohumlama Sayisimin Etkisi

Cinsiyeti belirlenmis spermanin ilk tohumlamada kullanilmasinin daha 1yi gebelik
sonuglari verecegi yapilan caligmalarda bildirilmistir. Clinkii tohumlama sayis1 arttik¢a
elde edilen gebelik oranlar1 diismektedir (Macedo ve ark., 2013). Ornegin Amerika’daki
211 adet ¢iftligin CBS kullanimi sonucu elde ettigi kayitlar degerlendirilerek yapilan bir
calismada, Holstein diivelerde ilk, ikinci ve ii¢ ve daha fazla tohumlamada elde edilen
gebelik oranlar1 swrasiyla %47, %39 ve %27 dir. Aym sekilde Jersey diiveler

degerlendirildiginde, tohumlama sayis1 arttikca gebelik oranlari sirasiyla %53, %47 ve
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%27 olarak azalmistir (DeJarnette ve ark., 2009). Jersey diivelerin kullanildigi baska bir
caligmada ise CBS ile ilk tohumlada %355 oraninda gebelik elde edilirken, iiglincii
tohumlamada bu oran %35’e¢ diismiistiir. Yapilan calismalar 1s1¢inda tohumlama
sayisinin CBS ile elde edilen gebelik oranlar1 iizerine etkisi oldugunu ve ilk
tohumlamada kullanildiginda daha yiiksek gebelik oranlar1 elde edildigini sdyleyebiliriz.
2.8.7. Tohumlama Zamaninmin Etkisi

Fertiliteyi etkileyen en 6nemli parametrelerden biri olan tohumlama zamani iizerine
bir¢ok arastirma yapilmig ve hala da yapilmaktadir. Yapilan ¢calismalarda konvansiyonel
sperma ile ya Ostrus baslangic zamanina gore ya da ovulasyon zamanina gore en uygun
tohumlama zamani tespit edilmeye ¢alisilmistir (Hockey, Morton, Norman, &
McGowan, 2010; Rankin, Smith, Shanks, & Lodge, 1992). Konvansiyonel sperma
kullanilarak Ostrus baslangicina yakin zaman ile Ostrus baslangicindan 12 saat
sonrasinda yapilan tohumlamalar karsilastirilmis ve ge¢ tohumlamada fertilizasyon
oraninin daha iyi oldugu ancak embriyo kalitesinin diistiigii tespit edilmistir (Dalton ve
ark., 2001; Saacke, 2008). Ancak CBS kullanimi s6z konusu oldugunda, CBS disi
genital kanaldaki omrii daha kisadir, kullanilan doz miktar1 daha diisiiktiir ve sperm
ayristirma iglemi nedeniyle kapasitasyon siireci kisadir (Sales ve ark., 2011). Bu yiizden
tohumlama zamani ile ovulasyon zamani arasindaki stirenin belirlenmesi, konvansiyonel
spermaya gore CBS kullanimi ile basar1 elde etmek i¢in daha kritik rol oynamaktadir
(Kurykin ve ark., 2017). Diivelerde yapilan bir ¢alismada, Ostrus baslangicindan 18-24
saat sonra cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan tohumlamalarda (%55) 0-12 saat
sonra tohumalama yapilanlara (%25) gore daha yiiksek gebelik oranlar: tespit edilmistir
(Schenk ve ark., 2009). CBS kullaniminda, ovulasyon ile tohumlama zamani arasindaki
stirey1 kisaltarak daha iy1 gebelik oranlar elde edilebilecegi diislincesi hala gegerliligini
koruyan en giincel konularin basinda gelmektedir.

Jersey diivelerde PGF2, ile Ostrus senkronizasyonu yapilan bir calismada, diiveler
Ostrus baslangicindan 12-16., 16.1-20. ve 20.1-24. saatlerde yapilan tohumlamalar
sonucu sirasiyla %38, %52 ve %56 gebelik oranlari elde edilmistir (Sa Filho, Crespilho,
Santos, Perry, & Baruselli, 2010). Holstein diivelerde PGF2, ile 6strus senkronizasyonu

yapilarak, Ostrus baslangicindan 12-16., 16.1-20. ve 20.1-24. saatlerde yapilan
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tohumlamalar sonucu sirasiyla %49,5, %48,9 ve %60,9 gebelik oranlar elde edilmistir
(Guner ve ark.,2020)

Besi ineklerinde cinsiyeti belirlenmis ve konvansiyonel sperma kullanilarak yapilan bir
calismada progesteron tabanli zaman ayarlama protokoliinde, progesteron kaynaginin
cikartilmast sonrast 36, 48 ve 60. saatlerde zaman ayarli tohumlama protokolii
uygulanmigtir. Tohumlama sonrasi ultrason esliginde ovulasyon kontrolii yapilmis ve
ortalama 72. saatte ovulasyonun gerceklestigi tespit edilmistir. CBS ile ovulasyon Oncesi
0-12. saatlerde yapilan tohumlamalar sonras1 %38 gebelik orani elde edilirken 12.1-24.
saatlerde ve 24 saat sonras1 %19 ve %6 gebelik oranlar1 elde edilmistir. Ayn1 arastirmaci
ayni caligmada ayrica Jersey diivelerde progesteron tabanli zaman ayarli tohumlama
protokolil ile progesteron kaynagini ¢ikardiktan 54. ve 60. saatlerde tohumlama yapmis
ve 54. saatte %16 gebelik orani elde edilirken 60. saatte %31 gebelik orani elde etmistir.
Calisma sonunda elde edilen veriler 151g81nda, CBS ile tohumlamanin standart tohumlama
saatinde (54. saat) degilde ertelenerek ovulasyona daha yakin zamanda yapilmasi ile
daha iyi gebelik oranlar elde edildigi sonucuna varilmistir (Sales ve ark., 2011). Yine
progesteron tabanli zaman ayarli suni tohumlama protokoliiniin kullanildig1 baska bir
calismada, Holstein ve Holstein melezi diivelerde progesteron kaynagi ¢ikartildiktan 47.
ve 52. saatlerde yapilan tohumlamalar sonucu sirasiyla %46 ve %37 gebelik oranlar
elde edilmistir (Noonan ve ark., 2016).

Ostrustaki Jersey ineklerin aktivite pikiyle tohumlama zamani arasindaki siirenin
gebelik oranlar lizerine etkisinin aragtirildigr bir ¢caligmada, aktivite pikinden sonraki 3
saate kadar, 4-12. saatler, 13-22. saatler ve 23-41. saatler arasinda tohumlanan ineklerde
sirastyla %20, %31, %44 ve %49 gebelik oranlar1 elde edilmistir (Bombardelli ve ark.,
2016).

Farkli 1rklarda, verim ozelliklerinde ve protokollerle yapilan caligmalardan da
anlasilacagr gibi CBS kullanimi1 sonrasi gebelik oranlarimi etkileyen en oOnemli
faktorlerden birisi tohumlama zamanidir. Konvansiyonel sperma ile Ostrus
baslangicindan 12 saat icerisinde tohumlama yapildig: takdirde optimum gebelik oranlari
edilmektedir (Dransfield, Nebel, Pearson, & Warnick, 1998). Konvansiyonel sperma i¢in

tohumlama zamani ovulasyona yaklastik¢a yiiksek fertilizasyon orani elde edilirken
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embriyo kalitesi diismekte, ovulasyondan uzaklastikca da fertilizasyon orani azalirken
embriyo kalitesi artmaktadir (Dalton ve ark., 2001; Saacke, 2008). Ancak bu durum
cinsiyeti belirlenmis sperma icin farklidir. Yapilan caligmalar sonrasi tohumlama
zamaninin ovulasyona yakin zamanda yapilmasiyla gebelik oranlarinin arttirilabildigi
gorilmektedir ancak sebebi tam olarak agiklanamamaktadir. Aragtirmacilarin yaptiklari
yorumlara gore, cinsiyeti belirlenmis sperma payetlerindeki sperma dozunun az olmasi
ve dolayisiyla ovulasyona uzak yapilan tohumlamalarda spermlerin fertilizasyon
yeteneginin azalabilecegi yada ayristirma igleminden dolay1 kapasitasyon i¢in daha az
zamana ihtiya¢ duymasindan dolay1 ovulasyona yakin yapilan tohumlamalarda gebelik
oranlar1 daha iyi olmaktadir (Bombardelli ve ark., 2016; Sales ve ark., 2011).

Sonug olarak, CBS i¢in tohumlama zamani konvansiyonel sperma icin belirlenen
zamandan farkli olabilecegi ve tohumlamanin ertelenerek yapilmasinin gebelik oranlari
iizerine pozitif etki gosterebilecegi ortak bir goriis olarak kabul gormekle birlikte, zaman
ayarl1 suni tohumlama protokollerinde CBS ile tohumlama saati i¢in optimum zamanin
tam olarak belirlenebilmesi miimkiin olmamistir. Dolayisiyla, sunulan bu ¢alismanin
amaci siit¢ii ineklerde zaman ayarli tohumlama protokolii kapsaminda CBS ile daha
yiikksek gebelik oranlarmin elde edilebilecegi optimum tohumlama zamaninin

arastirilmasi olarak belirlenmistir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Materyali, Bakim, Besleme ve Cevresel Sartlar

Balikesir Universitesi Etik Kurulunun 28.02.2019 tarihli toplantis1 ve 2019/2-5 nolu
karar1 ile etik agidan uygun oldugu belirlenen bu ¢alisma siit¢ii bir isletmede Aralik 2019
ile Temmuz 2020 tarihleri arasinda yapildi. Calismaya sagilan giin sayis1 (SGS) 46+3
giin araliginda olan, tamamu 2. laktasyonda, toplam 650 adet Holstein-Fresian irki inek
dahil edildi. Ancak calisma siirecinde 39 adet inegin siiriiden ¢ikarilmasi sebebiyle,
toplam 611 adet inek ile galisma tamamlandi.

Isletmedeki inekler, kum yatakli, serbest dolasim alanina sahip, yemliklerde kafa kilit
sistemi olan ahirlarda barindirildi. Ayn1 zamanda ahir i¢inde sicaklik ve nem miktarinin
kontrol edildigi serinletme sistemi bulunmakta. Isletmedeki inekler, National Research
Council (NRC, 2001) verilerinin referans alindig1 rasyonla giinde 3 defa beslendi ve 6
saat araliklarla 4 sefer sagildi. Calismaya dahil edilen ineklerin viicut kondisyon skorlari
(VKS) tohumlama aninda, 0,25°lik artiglar i¢eren 1-5 arasi olgekte, 1-¢ok zayif, 5-obez
olarak tanimlanarak kaydedildi. (Ferguson, Galligan, & Thomsen, 1994) . Calismaya
dahil edilen ineklerin tohumlama zamanlarindaki haftalik ortalama siit verimleri sagim
sistemi yonetim programi (DairyPlan C21, GEA, Almanya) kullanilarak kaydedildi.
Tim ineklere ait postpartum donem uterus hastaliklarina (retensiyo sekundinarum,
puerperal metritis, klinik metritis) ait bilgiler siirii yonetim programi (DairyComp 305,
Kanada) ile takip edilirken, 6strus gosterme ve ostrus aktivitesi gibi bilgiler de aktivite—
ruminasyon takip sistemi (SCR Dataflow Il, Netanya, Israil) kullanilarak kaydedildi.

3.2. Senkronizasyon Protokolii

Calismaya dahil edilen tiim ineklere Ovsynch senkronizasyon protokolii dncesinde bir
on senkronizasyon uygulandi. On senkronizasyon baslangici sifirinci giin kabul edilerek
tim ineklere PGF2, (D- kloprostenol, 150 pg) ve 2. giin GnRH (Buserelin asetat 10 pg)
kas i¢i uygulandi. Presenkronizasyon uygulamasini takiben 9. giin Ovsynch (9. giin
GnRH, 16. giin PGF2,, 17. giin PGF»,, 56 saat sonra GnRH ve 12-24 saat ST) (Pursley
ve ark., 1997) senkronizasyon protokoliine baslanildi.
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3.3. Gruplandirma ve Zaman Ayarh Suni Tohumlama

Calismaya dahil edilen inekler zaman ayarli suni tohumlama giiniinde rasgele ve esit
sayida olacak sekilde 4 farkli gruba ayrildi (Sekil 10). Gruplandirilan inekler, Ovsynch
protokoliiniin 9. giiniinde GNRH enjeksiyonu zamani baz alinarak; Kontrol grubundaki
inekler (n=155) GnRH enjeksiyonundan sonraki 12-16. saatler arasinda konvansiyonel
sperma ile, CBS grubundaki inekler (n=152) GnRH enjeksiyonundan sonraki 12-16.
saatler arasinda cinsiyeti belirlenmis sperma ile CBS4 grubundaki inekler (n=153)
GnRH enjeksiyonundan sonraki 16-20. saatler arasinda cinsiyeti belirlenmis sperma ile
ve CBS8 grubundaki inekler (n=152) GnRH enjeksiyonundan sonraki 20-24. saatler
arasinda cinsiyeti belirlenmis sperma ile zaman ayarli olarak tohumlandi.

Zaman ayarl suni tohumlamalar, aym bogaya ait ortalama 20x10° konsantrasyonda
spermatozoaya sahip konvansiyonel (Ironman Nemo, 7HO14365, 0.5 ml/payet, World
Wide Sires, Kanada) ve ortalama 2x10° konsantrasyonda spermatozoaya sahip cinsiyeti
belirlenmis (Ironman Nemo, 507H014365, 0.25 ml/payet, World Wide Sires, Kanada)
sperma kullanilarak toplam ii¢ farkli tohumlayici tarafindan gerceklestirildi. Gruplarda
yer alan inek sayilarinin, kullanilan sperma ¢esidinin ve tohumlayicilarin tohumladiklar
hayvanlarin esit sayida olmasma 6zen gosterildi. Tohumlayici 1, 2, 3 sirasiyla KON
grubunda n=51;52;51, CBS grubunda n=50;50;52, CBS4 grubunda n=52;50;51 ve CBS8
grubunda n=51;52;49 adet zaman ayarli tohumlama yapti.

3.4. Ultrasonografik Muayeneler (USM)

Calismaya dahil edilen edilen tiim ineklerin ultrason muayeneleri 7,5 MHz’lik
transrektal linear probu olan ultrason cihazi kullanilarak yapildi (Honda, Vega Grup,
I[zmir, Tiirkiye). Calisma siiresince ineklerin farkli zamanlarda ultrason muayeneleri
yapildi ve bu muayenelerde ineklerin siklik aktiviteleri ve yapilan hormonlara verdikleri
cevaplar arastirildi. Yapilan ilk USM’de 6n senkronizasyon amaci ile yapilan PGFq
zamaninda ineklerin siklik olup olmadiklar1 belirlendi. Ovaryum {izerinde korpus
luteuma sahip inekler siklik olarak kabul edildi ve bu inekler kayit altina alindi. Ancak
PGF2, uygulamasi isletmenin reprodiiktif yonetimi nedeniyle tiim ineklere uygulandi.
Takiben Ovsynch’in ilk GnRH uygulamasi sirasinda USM yapildi. Benzer sekilde

ineklerin ovaryum {izerindeki yapilar1 belirlendi ve her bir inek i¢in ovaryum haritasi
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cikarilarak ovaryum iizerindeki yapilarak kayit altina alindi. Ovsynch’in PGFa,
zamaninda USM tekrar edildi ve bu muayenede Ovsynch’in ilk GnRH uygulamasina
alinan yanit belirlendi. Ovsynch’in ilk GnRH uygulamasinda belirlenen ve 10 mm
iizerinde follikiilii bulanan ineklerde, PGF2, zamani bu follikiiliin yerine korpus
luteumun almasi ile yapilan GnRH uygulamasina yanit vermis olarak kabul edildi.
Calismaya dahil edilen ineklerin tohumlama anindaki follikiillerin maksimum ¢ap1 ve
tohumlama sonrasi 6. giinde ovulasyon kontrolii amaciyla USM’ler tekrar edildi.
Tohumlama aninda belirlenen follikiiliin ortadan kaybolmasi ve yerine korpus luteumun
sekillenmesi ovulasyonun gergeklestigi olarak kabul edildi. Yapilan tim USM’ler ile
elde edilen veriler ilgili formlar ile kayit altina alind1 (Ek-1, Ek-2, EK-3).

Ovsynch protokolii ile tohumlanan ineklerin, ilk gebelik muayeneleri tohumlama
sonrast 36+3. ve gebe ineklerin ikinci gebelik muayeneleri 73+3. giinlerde transrektal
olarak ultrasonografi cihazi ile yapild. Ilk ve ikinci gebelik muayenelerinde elde edilen
gebe inek sayisinin, toplam tohumlanan inek sayisina orami ile gebelik oranlari
hesaplandi. Ikinci gebelik muayenesinde gebe olmadig1 belirlenen inek sayisini, birinci
gebelik muayenesinde gebe oldugu tespit edilen inek sayisina orani embriyonik kayip
olarak hesaplandi.

3.5. Istatistik

Tiim verilerin analizi asamasinda SAS 9.4 (SAS Ins., Inc, Cary, NC, USA) istatistik
programi kullanildi. Veriler iki asamali olarak analiz edildi. Birinci asamada; 36.
giindeki gebelik orani, 73. giindeki gebelik oran1 ve embriyonik 6liim iizerinde etkisi
olan faktorlerin belirlenmesi amaciyla ¢oklu regresyon analizi ile 6nemli olan faktorler
belirlenerek model secimi yapildi. Bu amagla; PROC REG prosediiriinde basamakli
(Stepwise) regresyon yontemi kullanilmis olup, dnemli faktorlerin modele girisi igin
onem diizeylerinin p<0,20 seviyesinde etkiye sahip olmasi belirlendi. Daha sonra,
secilen modele gore bagimli degigkenlerin analizinde PROC GLIMMIX prosediirii
kullanildi. Tespit edilen istatistiksel modelde sabit faktorler olarak postpartum hastalik,
Ostrus gosterme, tohumlama zamani, protokol baslangicindaki siklik aktivite, Ovsynch
protokolii baslangicindaki siklik aktivite, Ovsynch protokoliiniin ilk GnRH’ma alinan

yanit, tohumlama giinii folikiil ¢api, tohumlama zamani Ostrus gdsterme ve siit verimi
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kullanildi. Her deneme grubu i¢inde ineklerin bireysel farkliliklarindan kaynaklanan
varyasyonun goziine alinmasi amaciyla deneme i¢inde inek numarasi rastgele faktor
olarak modelde goziine alindi. Verilerin analizinde p<0,05 diizeyi istatistiki olarak
onemli oldugu kabul edilmistir. Tiim verilerin ortalamalar1 + standart hata ile birlikte

gosterilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Genel Bulgular

Calismaya dahil edilen tim ineklerde (n=611) tohumlama ani belirlenen viicut
kondisyon skoru (VKS) ortalama 3,11+0,01 tespit edilirken, konvansiyonel sperma
(KON) ya da cinsiyeti belirlenmis sperma gruplar1 arasinda (CBS, CBS4 ve CBSS8) fark
saptanmadi (p=0,07). Ineklerin tohumlama haftasinda kayit altina alman siit verimi
ortalamasinin 50,7+0,27 kg/giin oldugu, calisma gruplar arasinda fark bulunmadig: tespit
edildi (p=0,27; Tablo 1)

Protokol Oncesi ineklerin %18,7’si (114/611) postpartum uterus hastaliklarindan en az
birini (retensiyo sekundinarum, puerperal metritis, klinik metritis) yasadig1 tespit edildi.
Postpartum uterus hastaliklar1 oranlarinda gruplar arasinda istatistiki fark tespit edilmedi
(p=0,91). Bununla birlikte, protokol dncesi ineklerin %47,0’sinin (287/611) en az bir kez
ostrus gosterdigi belirlendi. Ostrus gdsterme orani agisindan gruplar arasinda istatistiki

farklilik saptanmadi. (Tablo 1).

Tablo 1. Konvansiyonel sperma ve cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) gruplarina dair genel bulgularin

karsilastirilmasi.
KON CBS CBs4 CBS8
Parametreler p-degeri
(n=154) (n=152) (n=153) (n=152)

Viicut Kondiisyon Skoru 3,12+0,02 3,12+0,02 3,13+0,02 3,05+0,02 0,07
Siit verimi (kg/giin) 50,7120,57 50,55+0,53 51,54+0,51 50,08=0,49 027
Postpartum Hastalik* oran1 (%) 18,8 20,4 18,3 17,1 0,91
Protokol 6ncesi 6strus orani (%) 441 48,7 47,7 47,4 0,87

*Postpartum uterus hastaliklar; Puerperal metritis, klinik metritis, retensiyo sekundinarum

Caligmada tohumlamay1 gergeklestiren tohumlamacilar incelendiginde, tohumlayici 1,
2, 3 sirastyla KON grubunda n=51;52;51, CBS grubunda n=50;50;52, CBS4 grubunda
n=52;50;51 ve CBS8 grubunda n=51;52;49 adet zaman ayarli tohumlama yapti ve
gebelik oranlari iizerine tohumlayici etkisinin olmadig tespit edildi (p=0,10)

On senkronizasyon baslangicinda ineklerin %81,3’iiniin (497/611) siklik oldugu ve
gruplar arasinda siklik aktivite agisindan fark olmadigi belirlendi (p=0,47, Tablo 2).
Ovsynch protokolii baslangicinda ise ineklerin %94,9’unun (580/611) siklik oldugu
saptanirken, gruplar arasinda siklik aktivite agisindan farklilik belirlenmedi (p=0,70,

Tablo 2). Ovsynch protokolii baslangicinda ilk GnRH’a yanit oram1 %79,7 (487/611)
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saptandi ve gruplar arasinda fark saptanmadi (p=0,20, Tablo 2). Calismada,
senkronizasyon protokoliine alinan yanit %99,0 (605/611) belirlenirken gruplar arasinda
farklilik bulunmadi (p=0,34, Tablo 2).

Uygulanan zaman ayarli tohumlama protokolii sonrasi tohumlama sirasinda tiim
ineklerin %17,5’1 (107/611) 0Ostrus gosterdi. Tohumlama aninda Ostrus tespit orani
acisindan gruplar arasinda farklihik bulunmadi (p=0,77, Tablo 2). Benzer sekilde,
tohumlama aninda 6l¢iilen preovulator folikiil ¢ap1 acisindan gruplar arasinda farklilik
tespit edilmedi (p= 0,74, Tablo 2).

Tablo 2. Senkronizasyon protokoliine alinan yanitlarin ¢aligma gruplari arasinda karsilastirilmasi

Parametreler KON CBS CBSs4 CBS8 p degeri
(n=154) (n=152) (n=153) (n=152)
Presenkronizasyon baslangici siklik durum (%) 82,5 77,0 83,0 82,9 0,47
Ovsynch baslangic siklik durum (%) 94,2 94,7 94,1 96,7 0,70
Ovsynch ilk GnRH’a yanit (%) 81,8 82,2 81,0 73,7 0,20
Senkronizasyon orani (%) 98,0 98,7 99,3 100,0 0,34
Ostrus Tespit Oran1 (%) 15,6 18,4 16,3 19,7 0,77
Folikiil ¢ap1 (mm) 14,65+0,18 14,81+0,15 14,89+0,14 14,58+0,14 0,74

4.2. Gebelik Oranlar1 ve Embriyonik Kayip Oranlar

KON ile yapilan tohumlama sonrast 36+3. giin gebelik oran1 %50,0 (77/154)
belirlenirken, tohumlama zamani gozetmeksizin CBS gruplarinda (CBS, CBS4 ve
CBS8) yapilan tohumlama sonucu ilk gebelik oran1 %44,9 (205/457) olarak tespit edildi
(p=0,27). Ikinci (73+3. giin) gebelik muayenelerinde konvansiyonel sperma ile %47,4
(73/154), CBS gruplarinda toplam %40,0 (187/457) gebelik orani tespit edildi (p=0,16).
Gebelik muayeneleri arasinda belirlenen embriyonik kayip, konvansiyonel sperma
grubunda %5,2 (4/77) ve CBS gruplarinda toplam %8,8 (18/205) olarak tespit edildi
(p=0,32).

KON ile ve farkli saatlerde (CBS, CBS4 ve CBS8) CBS ile yapilan tohumlamalar
sonucu elde edilen gebelik oranlar1 ve embriyonik kayip oranlar1 Tablo 3’te verilmistir.
Gruplar arasinda birinci (p=0,50) ve ikinci (p=0,18) gebelik oranlari agisindan istatistiki
bir fark tespit edilmedi. Ancak CBS ile tohumlama zamani 4 saat ertelenerek (CBS4, 16-

20. saatlerde) yapilan tohumlamalar sonucu elde edilen gebelik oranmi sayisal olarak
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(yaklasik %5) diger CBS gruplarindan (CBS ve CBS8) yiiksek bulundu. Embriyonik
kayip oranlari bakimindan da gruplar arasi istatistiki bir fark tespit edilmedi (p=0,14,
Tablo 3). CBS ile farkli saatlerde tohumlanan ineklerden dogan buzagi cinsiyet
oranlarinda fark tespit edilmedi, konvansiyonel sperma ile elde edilen buzagi cinsiyet

orani ile karsilastirildiginda istatistiki olarak yiiksek bulundu (p=0.0001, Tablo 3)
Tablo-3. Konvansiyonel sperma (KON) veya farkli saatlerde CBS ile tohumlamalarin (CBS, CBS4,CBS8)

gebelik oranlarina ve embriyonik kayip oranlarina etkisi

KON CBS CBs4 CBS8 p degeri
Gebelik oran1 (%) 36+3. Giin 50,0 42,8 48,4 43,4 0,50
(77/154) (65/152) (74/153) (66/152)
Gebelik orani (%) 70£3. Giin 47,4 38,8 46,4 37,5 0,18
(73/154) (59/152) (71/153) (52/152)
Embriyonik kayip (%) 5,19 9,23 4,05 13,64 0,14
(4/77) (6/65) (3/74) (9/66)
Disi buzag: orani (%) 47,62 86,5 91,0° 92,3° 0.0001
(30/63) (45/52) (60/66) (48/52)

Protokol Oncesi Ostrus gosteren ve gostermeyen ineklerde KON ile gebelik orani
%50,0 belirlendi. CBS ile tohumlama yapilan gruplar (CBS, CBS4 ve CBS8) birlikte
degerlendirildiginde gebelik orani protokol Oncesi Ostrus gosteren inekler (%47,5;
104/219) ile 6strus gostermeyen inekler (%42,4; 101/238) arasinda farklilik gostermedi
(p=0,28).

Kontrol grubunda tohumlama aninda Ostrus gosteren ineklerde elde edilen gebelik
orani (%75,0; 18/24) ile dstrus gostermeyen ineklerden elde edilen gebelik orani (%45.4,
59/130) arasinda istatiski bir fark (p=0,008) tespit edilmistir. Ancak CBS ile yapilan
tohumlamalarda tohumlama zamani Ostrus gosterenler (%51,8, 43/83) ile gdstermeyen
ineklerden (%43,3, 162/374) elde edilen gebelik oranlar1 arasinda fark saptanamamistir
(p=0,16). Ancak CBS8 grubunda Ostrus gosteren ineklerde elde edilen gebelik
oranlarinin Ostrus gostermeyen ineklerden daha diisiik olmasi nedeniyle, sadece CBS ve
CBS4 gruplan birlikte degerlendirildiginde Ostrus gosteren ineklerdeki gebelik oranlari
(%60,3; 32/53) ile gostermeyen ineklerdeki gebelik oranlar1 (%42,5; 107/252) arasinda
fark (p<0,02) tespit edilmistir.
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Tohumlama giinii 6strus gosteren ineklerde gebelik oranlari karsilastirildiginda KON
ve CBS4 gruplarinda CBS8’e gore daha yiiksek gebelik oranlari elde edildi ve bu farkin
istatistiki olarak anlamli (p<0,05) oldugu tespit edildi. Tohumalama giinii Ostrus
gostermeyen ineklerdeki gebelik oranlar1 bakimindan gruplar arasinda istatiski agidan bir
fark olmadigi tespit edildi (Tablo 4).

Tohumlama giinli Gstrus gosteren inekler embriyonik kayip orami bakimindan
karsilastirildiginda KON ve CBS gruplar arasinda istatiski olarak anlamli bir fark
oldugu ancak CBS, CBS4 ve CBS8 gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde CBS
ile tohumlanan gruplar arasinda istatiski bir fark olmadigi tespit edildi. Ayrica
tohumlama giinii Ostrus gostermeyen ineklerdeki embriyonik kayip oranlari bakimindan

gruplar arasi bir fark olmadig tespit edildi (Tablo 4).
Tablo-4. Tohumlama giinii 6strus gostermenin gebelik orant ve embriyonik 6liim {izerine etkisinin gruplar

arasinda kargilastiriimasi

Gebelik oram (%) KON CBS CBS4 CBS8 p degeri
(n=154) (n=152) (n=153) (n=152)
Ostrus gosterenler 75,02 53,6% 68,02 36,7° 0,02
(18/24) (15/28) (17/25) (11/30)
Ostrus gostermeyenler 454 40,3 445 451 0,41
(59/130) (50/124) (57/128) (55/122)
Embriyonik kayip (%)
Ostrus gosterenler 0,0¢ 20,09 5,9¢d 18,2¢ 0,05
(0/18) (3/15) ann (2111)
Ostrus gostermeyenler 6,8 6,0 35 12,8 0,28
(4/59) (3/50) (2/57) (7/55)

a, b; p<0,02; c, d; p<0,05
Postpartum  uterus hastaligina sahip olan ineklerin gebelik  oranlarini

degerlendirdigimizde, KON ve CBS4 gruplarinda CBS grubuna gore daha yiiksek
gebelik oranlar1 elde edildi ve bu farkin istatistiki olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0,05). Postpartum hastaliga sahip olmayan ineklerde ise gruplar arasinda bir fark
tespit edilmedi (p>0,20) (Tablo 5).

Tablo-5. Postpartum hastaliklarin gebelik orani iizerine etkisinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi

Gebelik oram (%) KON CBS CBS4 CBS8 p degeri
(n=154) (n=152) (n=153) (n=152)

*Postpartum hastaliga sahip olan 44,82 19,4° 50,07 38,5% 0,01
(13/29) (6/31) (14/28) (10/26)

*Postpartum hastaliga sahip olmayan 51,2 48,8 48,0 44,4 0,70
(64/125) (59/121) (60/125) (56/126)

a, b; p<0,05, *Postpartum uterus hastaliklar; Puerperal metritis, klinik metritis, retensiyo sekundinarum
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On enkronizasyon baslangicinda, Ovsynch protokolii baslangicinda siklik olan ve
olmayan ineklerde gebelik oranlar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda gebelik oranlari
bakimindan herhangi bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Ayrica Ovsynch protokoliiniin ilk
GnRH uygulamasina cevap veren ve vermeyen ineklerde gebelik oranlar
karsilagtirildiginda gruplar fark tespit edilmedi (Tablo 6).

Tablo-6. Siklik durumun ve Ovsynch protokoliindeki ilk GnRH’a yanitin gebelik orani iizerine etkisinin

gruplar arasinda karsilastiriimasi

Gebelik oram % KON CBS CBS4 CBS8 p degeri
(n=154) (n=152) (n=153) (n=152)
Presenkronizasyon baslangicinda siklik 52,8 453 46,5 41,3 0,06
olan (67/127) (53/117) (59/127) (52/126)
Presenkronizasyon baslangicinda siklik 37,0 34,3 57,7 53,8 0,13
olmayan (10/27) (12/35) (15/26) (14/26)
Ovsynch bagslangicinda siklik olan 49,7 44.4 49,3 43,5 0,19
(72/145) (64/144) (71/144) (64/147)
Ovsynch bagslangicinda siklik olmayan 55,6 12,5 33,3 40,0 0,06
(5/9) (1/8) (3/9) (2/5)
Ovsynch ilk GnRH’a yanit veren 56,32 44,0° 54,0% 43,8° 0,05
(71/126) (55/125) (67/124) (49/112)
Ovsynch ilk GnRH’a yanit vermeyen 214 37,0 24,1 42,5 0,07
(6/28) (10/27) (7/29) (17/40)

a, b; p=0,05

55




5. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada, sagmal ineklerde zaman ayarli suni tohumlama protokoliinde son
GnRH uygulamasindan sonra Ki farkli saatlerde, cinsiyeti belirlenmis sperma ile yapilan
tohumlamalarin gebelik oranlar1 iizerine etkisi degerlendirildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda zaman ayarli suni tohumlama protokollerinde CBS i¢in optimum
tohumlama zamaninin belirlenmesi hedeflendi.

Sagmal ineklerde gebelik oranlarini etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Siit verimi,
enfeksiydz ve metabolik hastaliklar gibi faktorler gebelik oranlarini sperma tiiriine bagl
olmaksizin etkileyebilmektedirler. Sagmal ineklerde zaman ayarli tohumlama protokolii
sonrast CBS ile farkli zamanlarda tohumlamanin gebelik oranlari iizerine etkisini
arastirdigimiz bu g¢alismada, bu faktorlerin gebelik oranlarina etki potansiyelleri ve
arastirma gruplar arasindaki dagilimlarinin homojenitesi asagida detayli bigimde
tartisilmigtir.

Viicut kondisyon skoru, ineklerde ge¢is donemi yoOnetiminin degerlendirilmesinde
kullanilan énemli bir indikatordiir. inekler dogum sonrasi dénemde ne kadar az VKS
kayb1 yasarsa lireme performanslarinin daha az etkilendigi ve ilk ovulasyonun daha
erken gerceklestigi ortaya konmustur (Dochi, Kabeya, & Koyama, 2010). Ayrica
ineklerde dogumdan ilk tohumlamaya kadar gecen siirede ideal VKS degerinin 3,00-3,75
olmasi gerektigi belirtilmistir (Ruegg, & Milton, 1995). Calismada, tiim ineklerin pp 43-
49. giinlerde yapilan VKS degerlendirmesi sonrasi, ortalama deger 3,11 olarak tespit
edilmis ve gruplar arasinda bir fark olmadigi belirlenerek, gruplar arasinda VKS
yoniinden homojen bir dagilimim oldugu belirlenmistir.

Dogum sonrast siit liretiminin giderek artmasi ancak yem tiiketiminin ayni hizda
artmamasi ineklerde negatif enerji dengesinin olusmasina neden olmaktadir (Peter, Vos,
& Ambrose, 2009) Negatif enerji denegesinin siddeti arttik¢a postpartum ilk tohumlama
sonrasi elde edilen gebelik oranlarinin diistiigl bildirilmektedir (Walsh ve ark., 2007).
Calismaya dahil edilen ineklerin tohumlama haftasi siit verimleri degerlendirildiginde
ortalama siit verimlerinin 50,7 kg oldugu ve gruplar arasinda siit verimi bakimindan fark

olmadig tespit edildi.
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Laktasyon sayis1 ineklerde gebelik oranlarini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Laktasyon
sayis1 arttikca gebelik oranlar1 diismektedir. Gebelik oranlarindaki bu diisiisiin sebebi,
slit veriminin artmasi, negatif enerji dengesinin siddetlenmesi, metritis, mastitis ve ayak
hastaliklarinin insidansinin artmasindan dolay1 sekillenebilmektedir (Santos ve ark.,
2004). CBS ile yapilan ¢alismalarda, laktasyon sayisi arttik¢a elde edilen gebeliklerde
diisme oldugu tespit edilmistir. Primipar ve multipar inekler karsilastirildiginda gebelik
oranlar1 arasindaki fark %4-17 arasinda olabilmektedir (Delarnette ve ark., 2008;
Karakaya ve ark.,2014). Calismamizin yapildig: isletmenin hayvan popiilasyonun sadece
2. laktasyondaki ineklerden olusmasi, CBS ile elde edilen gebeliklerde tohumlama
zamaninin etkisinin arastirildigi caligmamizda laktasyon sayisinin gebelik oranlar
iizerine olasi etkisini ortadan kaldirmistir.

CBS iiretimi yapilirken, ayristirma islemi sirasinda sperm hiicreleri bogadan bogaya
farkli oranlarda etkilendiginden boga fertilite oranlar1 da degismektedir (Drake ve ark.,
2020; Frijters ve ark., 2009; Hall ve ark., 2017; Sa Filho ve ark., 2010, 2013) Yapilan bir
caligmada inek ve diivelerde elde edilen gebeliklerde bogalarin fertilite oranlari arasinda
fark oldugu ve fertilite oranlarinin %11-63 arasinda degistigi bildirilmistir (Mellado ve
ark., 2014; Sa Filho ve ark., 2013). Bu nedenle CBS yoniinden yiiksek fertiliteye sahip
oldugu bilinen bogalarin kullanilmas1 daha iyi gebelik oranlar1 elde etmeyi saglayacaktir
(Hall ve ark., 2017). CBS ile farkli zamanlarda tohumlamanin gebelik oranlari {izerine
etkisinin esas alindig1 bu calismada boga faktoriinden etkilenmemek amacl tek bir
bogaya ait spermalar kullanilmistir.

Spermanin hazirlanmasi ve uygulanmasindaki tecriibe farkinin gebelik sonuclarina etki
ettigi bilinmektedir (DeJarnette ve ark., 2011). Calisma boyunca 3 adet tohumlayict
tarafindan yapilan tohumlamalar sperma tipine ve sayisina gore degerlendirildiginde, her
tohumlayicinin  her bir grupta esdeger sayida tohumlama yaptigi ve yapilan
tohumlamalar sonucu elde edilen gebelik oranlari bakimindan tohumlayicilar arasinda
herhangi bir fark olmadig: tespit edilmistir.

Yukarida ayrintili bigimde bahsedildigi iizere, sperma tipine bagli olmaksizin gebeligi
etkileyen ana faktorler degerlendirildiginde, arastirmamizdaki gruplar arasinda gebelik

oranlarina etkileri bakiminda homojen olarak yer aldigi tespit edilmistir. Bu homojenite,
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calismamizin esas arastirma konusu olan CBS ile farkli zamanlarda tohumlamanin
gebelik oranlar iizerine etksinin daha net bir sekilde degerlendirilmesine imkan
sagladigi diistiniilmektedir.

Gebelige etki eden diger faktorler arasinda arastirma gruplarimizda homojen
dagilmalarina ragmen, gruplar arasindaki gebelik oranlarina etki ettigi belirlenen
faktorler, tohumlama giinii Gstrus gosterme ve postpartum uterus hastaligi gegmisi olarak
belirlenmistir. Ostrus tespiti, ister konvansiyonel sperma ister CBS kullanim igin yiiksek
gebelik oranlarinin elde edilmesi agisindan 6nemli bir faktordiir. Her ne kadar zaman
ayarlt tohumlama protokollerinde Ostrus tespitine ihtiyag duyulmadan tohumlama
gerceklestirilebiliyorsa da, zaman ayarli tohumlama protokoliine alinan ve tohumlama
giinii Ostrus gosterdigi tespit edilen ineklerde gebelik oran1 %50 olarak tespit edilirken
Ostrus gostermeyenlerde bu oranin %34 oldugu bildirilmistir (S& Filho ve ark., 2012).
Arastirmamizda tohumlama giinii Ostrus gostermenin, elde edilen gebelik oranlarina
etkisini degerlendirdigimizde CBS8 disinda tiim gruplarda pozitif bir etki gézlenmistir.
Hatta CBS ile 8 saat ertelenerek, son GnRH sonrasi 20-24. saatlerde tohumlamalari
yapilan inekler (CBS8) arasinda ostrus gosteren ineklerdeki gebelik oraninin (%36,7),
gostermeyen ineklere gore (%45,1), diger gruplarin tersine, diisiik (p<0,02) oldugu tespit
edilmistir. Muhtemelen bu durumun sebebi, Ostrus gosteren ineklerde folikiiliin
ovulasyon siirecine son GnRH uygulamasindan o6nce girmesi ve CBS8 grubundaki
ineklerin muhtemel ovulasyona en yakin zamanda tohumlanmasindan dolayr sperm
hiicrelerinin kapasitasyon i¢in yeterli zamani (~ 6 saat) bulamamasidir.

Arastirmamizda gruplara homojen dagilimi s6z konusu olmasina ragmen, gruplar
arasinda gebelik oranlarina etki ettigi belirlenen bir diger faktor, postpartum donemdeki
uterus hastaliklart gegmisi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Retensiyo sekundinarum,
puerperal metritis ve Klinik metritis gibi hastaliklar gebelik basina tohumlama sayisinin
artmasi, dogum- gebe kalma araliginin uzamasi gibi fertilite problemlerinin ortaya
cikmasina zemin hazirlamaktadir. Calismaya dahil edilen ineklerin %19’u retensiyo
sekundinarum, puerperal metritis veya klinik metritis gibi hastaliklardan en az birisini
yasadigr tespit edilmistir. Hastalik ge¢misi bakimindan gruplar arast dagilim

incelendiginde ise KON ve CBS gruplar arasinda hastalik ge¢misleri bakimindan fark
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olmadig1 ve gruplar arasinda homojen dagilim oldugu belirlenmistir. Ancak hastalik
gecmisi olmayan ineklerde gebelik oranlar1t bakimindan fark saptanmazken, uterus
hastalig1 ge¢cmisine sahip olan inekler degerlendirildiginde CBS grubunun gebelik orani
(%19), yine hastalik ge¢cmisine sahip KON ve CBS4 gruplarinda elde edilen gebelik
oranlarindan (%45 ve %50) diisiik oldugu belirlenmistir. Postpartum hastalik gegiren
inekler igerisinde CBS grubundaki ineklerin gebelik oranlarinin daha diisiik olma
sebebinin, ayristirma iglemi sirasinda kapasitasyon siirecinin bagladigi bilinen CBS’nin
ideal olmayan uterus ortamina daha uzun siire (CBS4 ve CBS8 gruplarina gore) maruz
kalmasi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gilinlimiizde sagmal isletmelerde reprodiiktif yonetim genellikle zaman ayarl
tohumlama protokolleri ile yapilmaktadir. Zaman ayarli suni tohumlama
protokollerindeki basari ve dolayisiyla da gebelik oranlari, ineklerin protokollere
baslangi¢ safhasinda ovaryumlarinda bulunan yapilar ve hormonal tedaviye alinan
cevaba baghdir. Dogum sonrasi donemde senkronizasyon protokollerinde hormonal
tedaviye alinan cevabi etkileyen faktorlerden birisi de stirlideki nonsiklik hayvan
sayisidir. Calismamizda presenkronizasyon protokolii baslagicinda non-siklik inek
oraninin KON, CBS, CBS4 ve CBS8 gruplarinda sirasiyla %17, %23, %17 ve %17
oldugu, nonsiklik inek orani bakimindan gruplar arasinda fark olmadigi tespit edilmis ve
dogum sonrasi yiiksek verimli ineklerde bildirilen %20-30 nonsiklik hayvan orani ile
benzer bulunmustur (Moreira ve ark., 2001).

Ovsynch protokoliine erken didstriis safhasinda baglanildiginda daha iyi gebelik
oranlar1 elde edilmektedir. (Caraviello ve ark., 2006; Moreira ve ark., 2001). Protokol
baslangicinda korpus luteuma sahip olan hayvanlarda, protokoliin ilk GnRH’s1 ile
uyarilan folikiiler dalga, yiiksek progesteron etkisinde gelismekte ve bu da daha iyi
gebelik oranlari elde etme imkanina sahip olmamizi saglamaktadir (Bisinotto, Chebel, &
Santos, 2010). Bu amagla, Ovsynch protokolii baglangicinda temel anlamda siklik, daha
spesifik olarak da erken didstrus safhasinda olan ineklerin oranini arttirmak amagl
Presynch Ovsynch, Double Ovsynch ve G6G gibi presenkronizasyon protokolleri
kullanilmaktadir (Bello ve ark., 2006; Moreira ve ark., 2001; Souza ve ark., 2008).

Presenkronizasyon sonrasi Ovsynch baslangicinda siklik hayvan orani G6G protokolii
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icin %71 (Bello ve ark., 2006), Presynch Ovsynch protokolii i¢in %75-85 (Souza ve
ark.,2008; Karakaya-Bilen ve ark., 2019) ve Double Ovsynch protokolii i¢in %85-95
(Souza ve ark., 2008; Karakaya-Bilen ve ark., 2019) olarak bildirilmistir. Calismamizin
metodunda tiim inekler, postpartum ilk tohumlama amaciyla modifiye G6G (-19 PGF2,-
17 GnRH,-10 ovsynch-56) protokoliine alinmis ve Ovsynch protokolii baslangicindaki
siklik inek oran1 %95 olarak belirlenmistir. Bu oran bir presenkronizasyon
protokoliinden beklenen en iyi oranlarla benzer olup, protokoliin etkinliginin iyi
oldugunu gostermektedir.

Zaman ayarli tohumlamanin gergeklestirildigi Ovsynch protokoliinde, ovulasyon

senkronizasyonunun gerceklesmesini saglayan ve gebelik oranlarinda elde edilecek
basariy1 etkileyen en 6nemli faktor ilk GnRH uygulamasina alinan yanittir (Keskin ve
ark., 2010). Daha once yapilan ¢alismalarda presenkronizasyon protokolii gdzetilmeden
ilk GnRH uygulamasia yanitin %45-90 araliginda oldugu tespit edilmistir (Bello ve
ark., 2006; Galvao ve ark., 2007; Pursley ve ark., 1995). Calismamizda da benzer sekilde
ilk GnRH uygulamasina yanit oran1 grup fark etmeksizin %80 olarak tespit edilmistir.
[Ik GnRH uygulamasina cevap veren ineklerden, vermeyen ineklere gore yaklasik %10-
20 oraninda da fazla gebelik elde edildigi bildirilmektedir (Keskin ve ark.,2010;
Yilmazbas-Mecitoglu ve ark., 2012). Yapilan c¢alismalara paralel olarak ¢alismamizda,
konvansiyonel sperma ile tohumlanan grubumuzda Ovsynch protokoliiniin ilk GnRH
uygulamasina yanit veren ineklerde gebelik orani (%56), yanit vermeyenlere gore (%21)
yiksek belirlenmistir. CBS ile tohumlanan gruplarimizda, ilk GnRH’ya yanit sadece
CBS4 grubunda gebelige etkisi oldugu tespit edilmistir.

[lk GnRH’a yanit oraninin gruplar arasinda benzer saptanmasi ile uyumlu olarak
protokol sonunda tohumlama giinii Olciilen folikiil ¢aplar1 da gruplar arasinda fark
belirlenmeksizin ~15mm olarak 6l¢iilmiis ve zaman ayarli tohumlama protokollerinde
gebelik ile sonuglanma ihtimali yiiksek olarak bildirilen 14-18 mm araliginda
bulunmaktadir (Keskin ve ark., 2016)

Genel olarak, ineklerde konvansiyonel sperma ile yapilan tohumlamalardan elde edilen
gebelik oranlar1 CBS ile yapilan tohumlamalar sonucu elde edilen gebelik oranlarindan

daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Andersson ve ark., 2006; DeJarnette ve ark., 2008;
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Karakaya ve ark., 2014; Karakaya-Bilen ve ark., 2019). Konvansiyonel sperma ile
karsilagtirildiginda, CBS kullanimi sonucu elde edilen gebelik oranlarinin, diivelerde
%10-20, ineklerde ise %?20-30 arasinda daha disiik elde edildigi bildirilmektedir
(Garner, & Seidel, 2008). CBS kullanimi1 sonrasit gebelik oranlarindaki bu diistikliigiin
sebebi payette bulunan sperma sayisinin diisiikliigii ve ayristirma islemi sirasinda sperm
hiicrelerinin zarar gorerek yasam omiirlerinin kisalmasi olarak agiklanmaktadir (Frijters
ve ark., 2009; Garner, 2006). Ancak, CBS teknolojisi her gegen giin gelismekte ve sperm
hiicrelerinin ugradig1 hasar1 azaltarak daha iyi gebelik oranlar1 vadetmektedir. Benzer
sekilde, sagmal ineklerde yapilan giincel ¢alismalar degerlendirildiginde, Ovsynch
protokolii sonras1 konvansiyonel ve CBS ile elde edilen gebelik oranlari arasindaki fark
%9-12 olarak tespit edilmistir (Drake ve ark., 2020; Karakaya-Bilen ve ark., 2019).
Zaman ayarli tohumlama protokolii kapsaminda CBS kullanim zamanini arastirildigi
calismamizda, CBS ile elde edilen gebelik oranlari, konvansiyonel sperma ile
karsilastirildiginda %?2 ila %7 arasinda daha diisiik oldugu (CBS; %7, CBS4; %2, CBSS,;
%?7) belirlenmistir. Konvansiyonel sperma ile elde edilen gebelik oran1 (%50) ile en az
farkin, tohumlama zamaniminin konvansiyonel icin Onerilen zamana goére 4 saat
ertelenerek (16-20. saatlerde) yapildigt CBS4 grubunda (%48) oldugu dikkat
cekmektedir.

Presenkronizasyon protokolleri 1ile Ovsynch protokoline alinan yanit yani
senkronizasyon orani arttirilmakta ve dolayisiyla daha yiiksek gebelik oranlari elde
edilebilmektedir. Karakaya-Bilen ve ark.'min (2019) yaptigi arastirmada, Ovsynch,
Presynch Ovsynch ve Double Ovsynch protokollerinde CBS kullanim1 sonras1 gebelik
oranlarinin degerlendirildigi calismada, gebelik oranlar sirasiyla %28, %36 ve %48
olarak tespit edilmis ve post partum CBS ile ilk tohumlamalar1 yapilacak olan ineklerde
pre-senkronizasyon protokolleri ile daha iyi gebelik oranlart elde edildigi ortaya
konmustur (Karakaya-Bilen ve ark., 2019). Double Ovsynch protokolii sonras1 CBS ile
tohumlamalarin yapildig1 bir bagka ¢alismada ise gebelik oran1 %50 olarak bildirilmistir
(Lauber ve ark., 2020). Yukarda bahsedilen ¢alismalar ile benzer sekilde, ineklerde CBS

ile tohumlama zamaninin arastirildig1 calismamizda, presenkronizasyon protokolii olarak
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modifiye G6G protokolii uygulanmis ve CBS, CBS4 ve CBS8 gruplarimizda sirasiyla
%43, %48 ve %43 gebelik oranlar1 elde edilmistir.

Sagmal ineklerde CBS ile yapilan ¢alismalara baktigimizda embriyonik kayip oranlari
%>5-18 arasinda bildirilmektedir (Drake ve ark., 2020; Karakaya ve ark., 2014; Lauber ve
ark., 2020) Embriyonik kayip oranlar1 degerlendirildiginde ise konvansiyonel sperma ile
%35 oraninda embriyonik kayip yasanirken, CBS gruplarimizda sirasiyla CBS; %9,
CBS4; %4, CBS8; %14 tespit edilmistir. Gebelik oranlar1 ve embriyonik kayip oranlari
bakimindan tohumlama zamanimin 4 saat ertelenerck yapildigt CBS4 grubunda elde
edilen gebelik ve embriyonik kayip oranlarinin kontrol grubuna (konvansiyonel sperma)
yakin olmasi dikkati cekmektedir.

CBS kullanimi ile %90’1n iizerinde arzu edilen cinsiyette buzagi elde edilebilmektedir
(Garner, & Seidel, 2003). Ozellikle sagmal isletmelerde dogan disi buzagilar erkeklere
gore daha fazla ekonomik 6nem arz etmektedir. Bu calismada da konu ile ilgili genel
bilgi ile uyumlu bigimde konvansiyonel sperma ile tohumlamalar sonrasi elde edilen disi
buzagi oran1 %48 olarak tespit edilirken, CBS kullanimu ile elde edilen disi buzagi orani
%90 olarak belirlenmis olup, CBS gruplar1 arasinda en diisiik disi buzagi oran1 %87
olarak, CBS’nin konvansiyonel sperma i¢in 6nerildigi zamanda kullanilmasi sonrasi elde
edildigi dikkat ¢cekmektedir. CBS ile farkli saatlerde tohumlamanin elde edilecek disi
buzagi oranina etkisinin arastirildigi calismalarin literatiirde heniiz yer almadigi
bilindiginden, bu etkiyi arastirmak icin daha genis 6lgekli bir saha ¢alismasinin faydali
olacagi kanaati olusmustur.

Sagmal ineklerde CBS ile tohumlama zamaninin ertelenmesinin gebelik oranlarina
etkisinin arastirildigi ¢alismalar; Ostrus tespiti sonrasi (Bombardelli ve ark., 2016) ve
zaman ayarli tohumlama protokollerinde (Drake ve ark., 2020; Lauber ve ark., 2020)
olmak {izere sinirl sayida bulunmaktadir. Sagmal ineklerde progesteron tabanli Ovsynch
protokoliinde, son GnRH uygulamasindan sonra konvansiyonel sperma ile 16. saatte
%61, CBS ile 16. ve CBS ile 22. saatlerde yapilan tohumlamalarda gebelik oranlart
sirastyla %49 ve %51 elde edilmis ve tohumlama zamaninin ertelenmesinin gebelik
oranlar1 iizerine etkisinin bulunamadigi bildirilmistir (Drake ve ark., 2020). Yine

CBS’nin ilk laktasyondaki ineklerde Double Ovsynch protokoliinde, son GnRH
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uygulamasi sonrasi tohumlamanin 16. satten 24. saate ertelendiginde gebelik oranlarinin
(sirastyla %50 ve %44) diistiigii tespit edilmistir (Lauber ve ark., 2020). Arastirmamizda
konvansiyonel sperma igin 6nerilen zamanda (12-16. saatlerde) %50 gebelik orani elde
edilirken; CBS nin, 12-16. saatlerde uygulanmasi ile %43 (CBS), tohumlama zamaninin
4 saat ertelenerek uygulanmasi (16-20. saatlerde) ile %48 (CBS4) ve 8 saat ertelenmesi
(20-24. saatlerde) ile %43 gebelik oranlari elde edilmistir.

CBS’nin konvansiyonel sperma igin Onerilen zamandan oOtelenerek ovulasyon ile
tohumlama zamani arasindaki siireyi kisaltarak uygulanmasinin gebelige etkisinin
arastirilldigl bu calismada, istatistiki olmasa da sayisal olarak en iyi gebelik oranlari
tohumlamanin 4 saat ertelenerek, 16-20. saatlerde, uygulanmasi ile elde edilmistir. CBS4
grubundaki tohumlama zaman araligi, zaman ayarli tohumlama protokolii kapsaminda
muhtemel ovulasyon zamanindan (GnRH uygulamasi sonrasi 24-32 saat) onceki 8-12.
saatlere denk gelmektedir. Calismamizin sonuglari ile paralel olarak diivelere 6zgii
zaman ayarli tohumlama protokoliinde CBS’nin kullanildig1 bir ¢aligmada, tahmini
ovulasyon zamanina 12,5 saat kala yapilan tohumlamalarda, 6,5 saat kala yapilanlara
gore daha iyi gebelik oranlar1 elde edilmistir (Sales ve ark., 2011).

Sagmal ineklerde Double Ovsynch protokoliinde CBS ile tohumlamalarin son GnRH
sonrast 16. ve 24. saatlerde yapildig1 calismada, 24. saatte tohumlamanin 16. saatte
tohumlamaya gore gebelik oranlarinda diisiise sebep oldugu ve CBS kullaniminda
tohumlama zamaninin 24. saate, bir baska deyisle muhtemel ovulasyon zamanina ¢ok
yakin bir zamana, ertelenmesinin dezavantajli olabilecegi bildirilmistir (Lauber ve ark.,
2020). Bu ¢alisma ile paralellik gosterecek bigimde, sunulan ¢alismada tohumlamanin 8
saat ertelenerek, 20-24. saatlerde, muhtemel ovulasyona 4-8 saat kala, uygulandigi CBS8
grubunda gebelik orani, CBS4 grubuna gore sayisal bir diisiis gostermistir. Ancak
Lauber ve ark.’nin (2020) calismasinda, tohumlama zamaninin ertelenmesi ile gebelik
oranlarinin diigmesinin nedeninin, muhtemelen sahaya uyarlayabilmek adina,
tohumlamanin ertelenmesi yerine protokoliin 24. saat grubunda (Ovsynch 48), son
GnRH uygulanma zamaninin 16. Saat grubuna (Ovsynch 56) gore one ¢ekilmesi ile
ovulasyonun erken indiiklenmesinden dolay1 olabilecegi bildirilmistir (Drake ve ark.,

2020). Nitekim, bu ¢aligmada gruplar arasinda son GnRH ile ovulasyonu uyarilan
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dominant folikiil aym Ozellikte bulunmamaktadir. CBS’nin zaman ayarli tohumlama
protokoliinde farkli saatlerde uygulanmasinin arastirildigt mevcut son c¢alisma
degerlendirilecek olursa, bu calismada CBS ile tohumlama zamani olarak 16 ve 22.
saatler secilmis ve iki CBS grubu arasinda elde edilen gebelik oranlarinda bir fark
saptanmadig1 ancak bu gebelik oranlarinin konvansiyonel sperma ile elde edilen gebelik
oranlarma %82 oraninda yaklasildig: bildirilmistir (Drake ve ark., 2020). Bu ¢alismada
sagmal ineklerde CBS kullanimi i¢in optimum saat olarak verilen tohumlama saatleri 16.
ve 22. saatler olarak bildirilmistir. Arastirmamizda en iyi gebelik oranlarmin elde
edildigi ve konvansiyonel sperma ile elde edilen gebelik oranlarina, %96 oraninda
yaklasilan, CBS4 grubumuzun tohumlama saatleri de bu saatler ile neredeyse tamamen
ortiismektedir.

Yukarida sonuglari degerlendirilen ve zaman ayarli tohumlama protokoliinde CBS
kullanimina yonelik tohumlama zamanimin belirlenmesi amaglanan az sayidaki
caligmalarla arastirma sonuglarimiz beraber degerlendirildiginde, CBS ile yapilan
tohumlamalarin  konvansiyonel tohumlama ig¢in Onerilen zamandan en az 4 saat
otelenerek uygulanmasinin gebelik oranlarinda iyilesmeye sebep oldugu ancak bu
stirenin daha da arttirilmasinin gebelik oranlarinda diislis egilimi yarattig1 kanaatine
varilabilmektedir.

Sonu¢ olarak bu arastirma ile, sagmal ineklerde zaman ayarli tohumlama
protokollerinde cinsiyeti belirlenmis disi sperma kullaniminda, tohumlamanin 4 saat
ertelenerek, son GNRH uygulamasindan sonra 16-20. saatlerde, uygulanmasi ile hem
gebelik oranlarinda hem de embriyonik O6liim oranlarinda sayisal bir iyilesme elde
edilebilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica s6z konusu arastirma ile sagmal ineklerde
zaman ayarli tohumlama protokollerinde CBS ile yapilabilecek ideal tohumlama
zamaninin belirlenmesi hakkindaki sinirli bilgiye katki saglandigi ve arastirmanin daha
fazla sayida hayvan materyali ile saha kosullarina aktarilabilmesinin faydali olacagi

kanaatine varilmistir.
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CBS
FSH
GnRH
IFN-T
IGF
LH
PGF
PGF2a
PP
SGS
ST
USM
VKS

7. SIMGELER ve KISALTMALAR

Cinsiyeti Belirlenmis Sperma
Folikiiler Stimule Edici Hormon
Gonodatropin Salinim Hormonu
Interferon Tau

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
Luteinlestirici Hormon
Prostaglandin

Prostaglandin F2a

Post partum

Sagilan Giin Sayis1

Suni Tohumlama
Ultrasonografik Muayene
Vicut Kondisyon Skoru
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8.EKLER

Ek-1. Bireysel inek kayit formu

inek No:

Grup Sperma Tek. Toh. Saati Grup

Tarih Muayene Sol Ovaryum Sag Ovaryum NOT

ilk PGF
Zamani CL
Kontrol

Ovsynch

Baslangici

Ovaryum
Muayenesi

Ovsynch
PGF Zamani
CL Kontrol

ST Aninda
Folikul Capi

Ovulasyon
Kontrolii

1. Gebelik

A 2. Gebelik Muayenesi
Muayenesi

VKS suUT
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Ek-2. Siklik durum kayit formu

. cL _ cL
inek No | VAR/YOK Not inek No | VAR/YOK Not
1 26
2 27
3 28
4 29
5 30
6 31
7 32
8 33
9 34
10 35
11 36
12 37
13 38
14 39
15 40
16 41
17 42
18 43
19 44
20 45
21 46
22 47
23 48
24 49
25 50
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Ek-3. Tohumlama ve folikiil ¢ap1 kayit formu

Tarih:

Tohumlama ve Folikiil Capi Kayit Formu

inek No Sol Ovaryum | Sag Ovaryum |Teknisyen |Sperma Tipi Tohumlama Saati
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Ek-4. Etik kurul raporu

1

I

T.C.
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

Sawi: 2019/2-5 28/02/2019
Konu: Etik Kurulu Karan

Saym: Dog. Dr. Giilnaz MECITOGLU
Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji A.D.

Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun, basvurunuzla ilgili 28/02/2019
tarih ve 2019/2-5 say1h karan ekte sunulmaktadir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Dr. Opr. Uyesi Elif AKSOZ
Baskan

EKLER: 3
Ek - 1 : Karar Ornedi (1 sayfa)
Ek — 2 : Bagvuru Onay Formu (2 sayfa)
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KARAR :5
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Degerlendirilmesi ™ baghkh projesinin gorilgiilmesine gegildi.
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