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OZET

Bu ¢alismada diivelerde cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ile 6strus baglangicini
takiben farkli zamanlarda tohumlamanin gebelik orani {izerine etkisinin belirlenmesi
amaclandi. Calismada 299 adet 13 aylik ve {izeri Holstein 1rk1 diive kullanildi. Calismaya
hem 6strus indiksiyonu/senkronizasyonu (tek doz PGF2,) sonrast hem de dogal Gstrusa
gelen diveler dahil edildi. Duvelerin Ostrus takibi aktivite-gevis Olger sistemi (SCR
Dataflow II) ile yapildi. Ostruslar tespit edilen diiveler rastlantisal olarak ii¢ gruba ayrild;
Grupl (n=100) 6strus baslangicindan itibaren 12-16. saatler, Grup2 (n=100) 16,1-20.
saatler, Grup3 (n=99) ise 20,1-24. saatler arasinda ii¢ farkli bogaya ait CBS ile
tohumlandi. Diivelere 30+3 ve 60+3 giinlerde olmak {izere ultrasonografi ile iki kez
gebelik muayenesi yapildi. Sicaklik stresini degerlendirmek amaciyla Sicaklik-Nem
Indeksi (SNI) kullamldi. istatistiki degerlendirmeler SPSS paket programi kullanilarak
yapildi. Birinci gebelik muayenesinde Grupl’de %49,0 (49/100); Grup2’de %49,0
(49/100) ve Grup3’de %58,6 (58/99) gebelik orani tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiki
fark belirlenemezken, Grup3’te diger gruplara gore yaklasik %10’luk sayisal bir farklilik
belirlendi. ikinci gebelik muayenesinde (Grup1’de %49,0; Grup2’de %47,0 ve Grup3’de,
%355,6) gruplar aras1 fark saptanamadi. Kullanilan spermalar karsilastirildiginda C
bogasina ait sperma ile (%65,6) diger iki bogaya ait spermalara (A bogasi spermast %41,4;
B bogasi spermasi %49,5) gore daha fazla (p<0,02) gebelik elde edildi. Tohumlama giini
SNI’nin 72’nin iizerinde (%50,0) ve altinda (%52,5) olmasi durumunda gebelik oranin
degismedigi belirlendi. Sonug olarak, bogalar arasinda fertilite farkinin oldugu ve siitgii
divelerde CBS ile 0Ostrus baslangicindan 20,1-24 saat sonra (Grup3) yapilan
tohumlamanin gebelik oranimi yaklasik %10 arttirdig1 ancak gruplar arasinda istatistiki

farkin olmadig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Diive, Cinsiyeti Belirlenmis Sperma, Gebelik Orani, Tohumlama Zamani
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ABSTRACT

The Effect of Insemination Time with Sex-Sorted Semen after Onset of Estrus on
Conception Rate in Dairy Heifers

The aim of this study was to determine the insemination time after to obtain the
optimum conception rate with sex-sorted semen in dairy heifers. The study was carried
out with nulliparous thirteen months or over aged Holstein heifers (n=299). Heifers were
included in the study after estrus induction (single dose PGF»,) and natural estrus. Estrous
detection was followed by the activity-rumination (SCR Dataflow I1) system. Heifers were
randomly divided into three groups after estrous detection. Heifers inseminated with sex-
sorted semen from three different bulls between 12-16 hours, 16,1-20 hours and 20,1-24
hours after the onset of estrus in Groupl (n = 100), Group2 (n = 100) and Group3 (n =
99), respectively. At 30 £ 3 and 60 + 3 days, pregnancy examination was performed using
ultrasonography. Temperature-Humidity Index (THI) was used to evaluate the heat stress.
Statistical evaluations were performed using SPSS package program. In the first
pregnancy examination, conception rates were 49.0% (49/100); 49.0% (49/100) and
58.6% (58/99) in groups. While there was no statistical difference between the groups,
there was about 10% difference in Group3 compared to other groups. Conception rates
were 49.0% (49/100) in Groupl; 47.0% (47/100) in Group2; 55.6% (55/99) in Group3 in
the second pregnancy examination. When the sperm of the bull’s C where compared,
conception rate was higher in Bull C (65.6%) than other two bulls (Bull A 41.4%; Bull B
49.5%). It was determined that the conception rate didn’t change if the THI was over 72
(50.0%) and below (52.5%). As a result, it was determined that there was a difference in
fertility between the bulls. Although the insemination with sex-sorted semen between 20,1
and 24 hours after the initiation of estrus (Group3) increased the conception rate about

10%, there was no statistical difference between the groups in dairy heifers.

Key words: Heifers, Sexed Semen, Conception Rate, Timing of Insemination



1. GIRIS

Hem diinyada hem de iilkemizde hayvancilik isletmelerinin karsilastig1 en biiyiik
problemlerden birisi, suriiden gonulll veya gonulsiiz/zorunlu gikarilan hayvanlarin yerine
konulacak olan damizlik hayvan teminidir (SUri yenileme). Bu sorun blylmek isteyen
isletmelerde daha da 6nem arz etmektedir. Ozellikle siitcii isletmelerde siiriiye damizlik
olarak katilacak diiveler, isletmelere yem giderinden sonra ikinci en blyuk maliyeti
olusturmaktadir. Ulkemizde kendi damzlik ihtiyacimizin karsilanmasindaki sikintidan
dolay1 son zamanlarda bu ihtiyac, yurtdisindan damizlik diive ithal edilerek karsilanmaya
calisilmaktadir. Bu ¢6ziim yolu iilke hayvanciligiin gelecegi agisindan tehlikeli bir
duruma yol agarak hayvancilik sektoriiniin disa bagimliligim1 giderek artiracaktir.
Dolayisiyla igletmelerin hizli ve etkili bir sekilde disi buzagi sayisini artirmasi bu

bagimlilig1 azaltma yollarindan birisidir (Baran, 2016).

Son zamanlarda gelisen teknolojiyle birlikte spermada cinsiyet ayristirilmast
yapilabilmekte ve bu sayede istenilen cinsiyette yavrular elde edilebilmektedir. Spermada
cinsiyet, flow sitometri yontemi ile X ve Y kromozomun DNA yogunluk farkina gore
ayristirilmaktadir. Cinsiyeti belirlenmis sperma (CBS) ile tohumlama sonras elde edilen
gebeliklerden dogan buzagilardan %90’dan fazlasi disi olmaktadir (Seidel, 2007). Sttcu
isletmeler icin disi buzagilar ekonomik olarak 6nemli olmasinin yani sira isletmenin
gelecegi bu buzagilara baglidir. Dolayisiyla bu teknoloji sayesinde CBS 6zellikle genetik
kapasitesi yiiksek damizliklardan disi buzagi elde etme firsati sunmasinin yaninda disi gen
kaynagin1 cogaltarak isletmenin kendi kapasitesini kendi artirabilmesi, yeni hayvan
girisiyle gelen hastaliklarin  Oniine gecilmesi gibi bircok avantaji beraberinde
getirmektedir (De Vries ve ark., 2008; Hohenboken, 1999; Holden ve Butler, 2018; Seidel
ve Garner, 2002). CBS’nin maliyetinin yiiksek olmasi ve gebelik oranlarinin
konvansiyonel spermaya gore diisiik olmasi tiim bu avantajlari beraberinde getiren
teknolojinin kullanimini kisitlamaktadir (McCullock ve ark., 2013). Maliyetin artmasina

ayristirmaya giren spermalarin diisiik oraninin ticarilesebilmesi neden olurken, bir¢cok



aragtirmact CBS ile elde edilen gebelik oranin1 konvansiyonel spermayla
karsilastirdiginda daha diisiik saptamis ve sebeplerini arastirarak bu diisiik gebelik oranini
artirmaya calismislardir (Kurykin ve ark., 2007; Mellado ve ark., 2014; Noonan ve ark.,
2016; Sa Filho ve ark., 2010).

Diivelerin gebelik oranlar1 ineklere goére daha yiiksek oldugu i¢in CBS’nin
diivelerde kullanimi1 daha yaygin olmakta ve daha karli bulunmaktadir (Norman ve ark.,
2010). Buna ragmen diivelerde de CBS kullanimi sonrasinda konvansiyonel spermaya
gore elde edilen gebelik oranlart diisiik tespit edilmistir (Mallory ve ark., 2013; Noonan
ve ark., 2016). CBS ile tohumlamay: takiben gebelik oranlarinin diigiikk olmasinin
sebepleri arasinda; flow sitometri yonteminde spermanin ayristirma siirecinde sperm
fonksiyonlarin degistigi, spermada kapasitasyon benzeri degisikliklerin oldugu ve
kapasitasyonun baslamasi gosterilmektedir (Schenk ve ark., 2009; Vazquez ve ark., 2003).
Ayn1 zamanda CBS’nin disi genital kanalda yasama omrii kisalmakta ve fertilizasyon
yetenegi de azalmaktadir (Kurykin, 2017; Mocé ve ark., 2006; Peippo ve ark., 2009).
Dolayisiyla CBS ile tohumlama zamani kritik 6neme sahiptir (Colazo ve Mapletoft, 2017,
Hall ve ark., 2017). CBS’nin ayristirma teknolojisinde yapilan yenilikler ve
standardizasyonlar sonras1 (SexedULTRA teknolojisi) CBS ile elde edilen gebelik
oranlarinin arttig1 ve konvansiyonel sperma ile aradaki gebelik orani farkinin azaldig
bildirilmesine ragmen (Lenz ve ark., 2016; Vishwanath, 2014), giincel ¢aligmalarda
gebelik oranlarmin artirilmasinda 6zellikle tohumlama zamaninin 6nemi vurgulanmaya
devam etmektedir (Crites ve ark., 2018; Vishwanath ve Moreno, 2018). Bununla birlikte
CBS’nin 0Ostrus tespiti sonrasinda kullanilmasi Onerilmesine ragmen tohumlama
zamaninin fertilite tizerine etkisini gosteren ¢aligsmalar sinirli kalmaktadir (Bombardelli
ve ark., 2016; Sa Filho ve ark., 2010). Dolayisiyla siit¢ii diivelerde ayrigtirma
teknolojisindeki revizyon ve standardizasyon sonrasinda ayristirilmis CBS ile Ostrus

tespitini takiben tohumlama zamanini arastiran ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sunulan tezin amaci1 Holstein diivelerde yeni teknoloji sonrasi ayristirtlmis CBS
ile Ostrus baglangicindan sonraki farkli saatlerde tohumlamanin gebelik orani iizerine
etkisi arastirmaktir. Calisma sonucunda CBS ile ideal tohumlama zamaninin belirlenmesi

ve dolayisiyla optimum gebelik oraninin ortaya konmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ineklerde Seksiiel Siklus

Ultrasonografinin kullanim1 yayginlasmadan once; sigirlarda follikiil gelisimini
incelemek amaciyla gonadotropik ve steroid hormonlarin konsantrasyon olgiimleri,
kesime sevk edilmis hayvanlarin ovaryumlarindaki folikiillerin degerlendirilmesi,
folikiiler gelisimin laparotomi sonrasinda gozlemlenmesi ve rektal palpasyonla folikiler
gelisimin belirlenmesi gibi dogrudan veya dolayli birka¢ yontem kullanilmistir (Fortune
ve ark., 1988; Hanzen ve ark., 2000). Yapilan bu c¢aligmalar sonrasinda ineklerdeki
folikiiler dalgalarin siiresi ve sayisiyla ilgili farkli iddialar ortaya atilmistir. Bazi
arastiricilar ineklerde {i¢ ardisik folikiiler gelisimin oldugunu ve ilk ikisinin regrese olup
ticlinciisiiniin ovulasyonla sonug¢landigin1 savunmustur (Ireland ve Roche, 1987). Diger
taraftan bazi arastirmacilar ise iki ardigik folikiiler gelisimin varligini iddia etmistir
(Rajakoski, 1960; Swanson ve ark., 1972). Bununla birlikte folikiiler gelisimin devam
eden bir silire¢ oldugunu belirten ¢aligmalar bulunmaktadir (Donaldson ve Hansel, 1968;
Spicer ve Echternkamp, 1986). Transrektal ultrasonografinin gelismesiyle birlikte
folikiiler dalga ve folikiiler gelisim ayrintili bir sekilde ortaya konmus ve ineklerdeki
folikiiler gelisimin farkli ve siirekli bir dongii oldugu ortaya konmustur (Fortune ve ark.,
1988; Ginther, 2016; Pierson ve Ginther, 1988).

Ineklerde 6strus siklusu boyunca folikiil gelisim dalga modeli ile (Sekil 1)
agiklanmaktadir (Ginther ve ark., 1989). Ineklerin cogunda (%95) bir siklusta iki veya ii¢
folikiiler dalga goriiliirken bir veya dort dalgali siklus %5 oraninda goriilmektedir (De
Rensis ve Peters, 1999). Bazi calismalarda siklusun (>%80) iki dalgali oldugu
belirlenirken (Ginther ve ark., 1989; Rajamahendran ve Taylor, 1990), diger ¢calismalarda
ise siklusun ¢ folikiiler dalgadan olustugu saptanmistir (Celik ve ark., 2005; Sirois ve
Fortune, 1988). Ilk folikiiler dalga, ovulasyon giinii (0. giin) ortaya ¢ikar dolayisiyla ilk
dalganin ¢ikis zamani bakimindan iki veya ii¢ folikiiler dalgali siklus arasinda fark yoktur.

Iki folikiiler dalgaln siklusta, ikinci dalga siklusun 9-10. giinde baslarken; ii¢ folikiler



dalgali siklusta ikinci dalga 8-9. glinde, t¢linci dalga ise 15-16. giinde baglamaktadir (De
Rensis ve Peters, 1999; Mapletoft ve ark., 2002). Sigirlarda folikiiler dalga ve gelisim, 1rk,
yas, laktasyon sayis1 gibi bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Ornegin Bos taurus
ineklerde yas ve 1rkin folikiiler dalga iizerine etkili olmadig1 tespit edilmemesine ragmen
(Adams ve ark., 2008); Bos indicus ineklerde laktasyon sayisinin folikiiler dalga sayisin
etkiledigi ortaya konulmustur (Figueiredo ve ark., 1997). Nelore 1rki diivelerin %65’ inde
siklus boyunca {i¢ folikiiler dalga goriiliirken, ineklerin %83’iinde iki folikiiler dalga
saptanmustir (Figueiredo ve ark., 1997). Bununla birlikte Holstein 1rk1 diiveler ve inekler
arasinda folikiiler dalga sayis1 bakimindan fark bulunmamistir (Sartori ve ark., 2004;
Wolfenson ve ark., 2004). Nelore ve Holstein 1rki arasindaki farkliligin Bos indicus ve
Bos taurus arasindaki genetik farkliliktan, cevresel ve beslenme faktorlerinden

kaynaklandig bildirilmistir (Boland ve ark., 2001).
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Sekil 1. Ineklerde iki ve ii¢ folikiiler dalgali siklusta FSH ve LH hormon dongusti ve ovaryum
folikiiler dinamigi (Adams ve ark., 2008)



Ostrus siklusu, hipotalamus (GnRH; gonadotropin salinim hormonu), 6n hipofiz
bezi (FSH; folikiil stimiile edici hormon, LH; liteinlestirici hormon), ovaryumlar
(progesteron, 6stradiol, inhibin) ve uterus (PGF2,) arasindaki karsilikli hormon
etkilesimleri tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 2). Bu hormonlar 6strus siklusunu
pozitif veya negatif geri bildirim mekanizmalartyla yonetirler. Stt¢t divelerde Ostrus
siklusu ortalama 20 gin, sutcu ineklerde ise 21 gun surmekle birlikte 18-24 gin
araligindadir. Ostrus siklus siiresi, siklus boyunca sekillenen folikiiler dalga sayisina gére
belirlenmektedir (Rathbone ve ark., 1998). Holstein irk1 diivelerde iki ovulasyon arasi siire
22,0£0,4 gun belirlenirken, ineklerde bu siire 22,9+0,7 giin tespit edilmistir (Sartori ve
ark., 2004). Yine ayni irkta yapilan baska bir ¢alismada ise diivelerdeki Gstrus siklusu
(22,0+ 0,4 giin) ineklerden (24,6 + 0,6 giin) 2,6 giin daha kisa tespit edilmistir (Wolfenson

ve ark., 2004).
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Sekil 2. Ineklerde 6strus siklusunun hormonal kontrolii (Garnsworthy ve ark., 2008)




2.1.1. Folikiiler Gelisim

Folikiilogenezis, primordiyal folikiillerden olusan havuzdan bir grup foliktlin
gelismesini takiben, bir foliktlun secilerek buytimesi ve graff (olgun, preovulatér) folikil
olusumuna kadar gegen siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Spicer ve Echternkamp, 1986).
Bir grup (4-6 adet) folikiiliin ayn1 anda gelismeye baslamasi folikiiler gelisim dalgasi
(folikiiler dalga) olarak tanimlanir. Bu folikiillere aday veya yasit folikiiller denir.
Gelisimin ileri asamalarinda aday folikiil grubundan bir tanesi geliserek secilmis folikiil
haline gelir. Digerlerinin gelisimi durur (subordinat folikiil) ve takiben regrese olurlar (ilk
atrezia). Secilmis folikiilin gelisimi hizlanarak dominant folikiil olur (deviasyon).
Siklusun dénemine gore (anovulator dalga ise) dominant folikil regrese olur (ikinci
atrezia), ovulator dalga ise graaf folikiili haline doniisiip ovulasyona gider (Stevenson ve
Phatak 2004).

Fotal gelisim boyunca folikiil havuzunda belirli sayida primordiyal folikiil vardir.
Inegin reprodiiktif yasami1 boyunca folikiil gelisimi siirekli devam ettiginden ovulasyon
sans1 bulamayan ¢ogu folikiil atreziye olmaktadir (Fortune, 1993; Webb ve ark., 2004).
Gelisen ¢ogu folikiil atreziye oldugundan sadece birkag folikiil (<%0,1) ovulasyon sans1
yakalayabilir (Webb ve ark., 2003). Ruminantlarda primordiyal folikiil agamasindan
ovulator folikiil agamasina gegis siireci yaklasik 4-6 ay stirmekte, bu zamanin ¢ogu (3-4
ay) pre-antral gelisim asamasinda gegmektedir (Campbell ve ark., 2000; Webb ve ark.,
2004). Antral folikiil gelisiminin biiylime evresi ise iki agsamada ele alinmaktadir.
Oncelikle 300 pm'deki antrum (bosluk) olusumundan 3-5 mm capinda kiigiik folikiil
evresini kapsayan yavas bir biiylime evresi olan ilk evredir. Bu evre 30 giinden daha fazla
zaman almaktadir. Bes-yedi giin siiren ikinci hizli bliylime evresi; folikiiler dalganin
ortaya cikisini, folikiiler biiyiimeyi, dominant folikiiliin se¢ilimini, degisken dominantlik
asamasini ve bu asamalar1 takiben ovulasyon veya regresyon agamasini kapsamaktadir.
Bu ikinci evre bir folikiil dalgasi olarak tanimlanmaktadir (Lussier ve ark., 1987). Bununla
birlikte folikiiler gelisim siireci 3 asamada degerlendirilmektedir. Bu sureg; a)
gonadotropik uyarimla gelisen pre-antral foliklllerin  buylimeye devam etmesi
(recruitment: 6n secilim), b) folikullerin biylimeye devam etmesi igin ovulasyona ulasma

potansiyeli olan bir follikultin belirlenmesi (seleksiyon) ve bu follikiiliin atrezia olmasinin



engellenmesi (ilk atreziadan kurtulmast), €) segilmis folikiiliin gelisiminin hizlanmasiyla
dominant folikil olmasi ve sonrasinda siklusun dénemine gore ovulator dalga ise graaf
folikiilin ovulasyonu asamalarin1 kapsamaktadir (Lucy ve ark., 1992). FSH
konsantrasyonlarindaki artisla sirasiyla gelisen ve atreziye ugrayan dalgalar sekillenir ve
son dalga siklusun dénemine ve hormonal duruma gore ovulasyonla sonuglanir (Aerts ve
Bols, 2010). Her dalgada ortalama 4 mm c¢apinda 3-5 adet folikil, 6-8 mm ¢apina kadar
gelisir. Bir folikiiliin se¢ilmesinin ardindan biiyiimeye devam etmesi siklusun donemine
gore ya atreziyle ya da son dalgada ise ovulasyonla sonu¢lanir (Webb ve ark., 2003).
Folikiiler gelisim bir donem gonadotropin hormonlarindan bagimsiz devam ederken bir
sonraki donemde gonadotropin bagimli hale gelir (Webb ve ark., 2004). Her dalgada
folikiiler gelisim boyunca 1-2 giin siiren bir FSH artig1 olur (Webb ve ark., 2003). FSH
bagimliligi, grup halindeki 5-20 adet folikullin 4-5 mm gapina esit veya biiyiik oldugunda
ortaya ¢ikar (Driancourt, 2001; Forde ve ark., 2011). Bu durum, folikiil dalgasinin 3.
glintine kadar folikillerin granuloza hiicrelerindeki FSH reseptorlerinin (FSH-R) varligi
ile follikiillerin FSH bagimliligimin baslangicini isaret etmektedir (Evans ve Fortune,
1997). Folikiiller biiytidiikge; Ostradiol 17, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF),
aktivin, folistatin ve inhibin sentezleme yetenegine sahip olurlar. Bu sayede folikiillerin
cap olarak dominantlig1 artik yerini fonksiyonel dominantliga birakir. Folikiiler gelisim
boyunca folistatin aktivine baglanir, aktivin / inhibin dengesinin inhibin lehine
degismesine neden olur, FSH ayn1 zamanda IGF baglayic1 proteinlerin (IGFBP) iiretimini
azaltir. IGF ve FSH, aromataz aktivitesi ile dstradiol-17 iiretimini artirr. Inhibin ve
Ostradiol-17p konsantrasyonlarinda artis, FSH konsantrasyonunu diistirerek folikiiler
gelisim siirecini sonlandirmaktadir. Normal olarak sadece 8 mm ¢apinda bir folikiil
granuloza hicrelerinde LH reseptorleri sentezleyebilir. Bu ilk folikiil, degisen hormonal
ortamda LH yardimiyla gelismeye devam eder ve dominant folikiil haline gelir
(Driancourt, 2001). Tiim folikiiller dominantlik i¢in uygun olmasina ragmen, dominant
folikiil ve subordinat folikiiller arasinda fark bulunmaktadir. Segilen dominant folikdl
FSH'dan bagimsizdir ve dominant folikiil seleksiyon asamasinda en yakin rakibi olan
subordinat folikaltn/folikGllerin blytmesini 6nler (Ginther ve ark., 1999; Ginther ve ark.,

2000). Deviasyon zamani; ardisik muayeneler sonucunda dominant folikiil ile subordinat



folikiilin maksimum c¢aplar1 arasindaki (biiylime hizlarinda) en biiylik fark olarak
tanimlanir. Deviasyon ve secilim aslinda es anlamlidir. Deviasyonun baslangicinda
dominant folikiiliin ¢ap1 ortalama 8,5 mm ve en biiyiik subordinat folikiiliin ¢ap1 ortalama
7,2 mm’dir (Ginther ve ark., 1996). Inekler her ne kadar tek ovulasyon yapan tiirler olsa
da nadiren iki veya daha fazla folikiil dominant olabilir ve bu olaya es dominantlik olarak
adlandirilmaktadir (Acosta ve ark., 2005; Beg ve ark., 2003; Kulick ve ark., 2001; Lopez
ve ark., 2005). Es dominant folikiillerin gelistigi folikiiler dalgalarda 4 mm’den biiylik
folikiil sayis1 fazladir ancak folikiiliin ¢ikisindan deviasyona kadar gecen siire ve
deviasyon baslangicindaki iki folikiiliin caplar1 benzerdir. Es dominant folikiiller
genellikle coklu ovulasyon ile, bazen de tekli ovulasyon ile sonuglanabilir (Acosta ve ark.,
2005). Es dominantlikta, birinci dominant folikiil 8,5 mm c¢apa ulasmasiyla birlikte ti¢iincii
en biiyiik folikiiliin bliylimesi azaldiginda ilk deviasyon sekillenir. Es dominant folikiiller
arasinda ikinci deviasyon, ilk deviasyondan 36-50 saat sonra sekillenmektedir (Beg ve
ark., 2003). Segilim bitiminde, bir folikiil daha fazla oranda biiyiime oranina sahip olmasi
nedeniyle geriye kalan subordinat folikiillere gore deviasyona ugramaktadir (Ireland ve
ark., 2000). FSH, aday dominant folikilde IGFBP-4 ve IGFBP-5'in proteaz aktivitesini
uyarir ve folikiiler s1v1 icinde daha fazla serbest IGF-I konsantrasyonu artisina neden olur.
Ayni zamanda IGF-I, hiicre biliylimesini ve Ostradiol sentezini de uyarir (Ireland ve ark.,
2000; Lucy, 2007a; Rivera ve Fortune, 2003). Dominant folikilin steroidojenik
aktivitesini etkileyen IGFBP metabolizmasi subordinat folikiile gore farklidir (Canty ve
ark., 2006). Dominant folikulde, subordinat follikiile gore IGF-1 / IGFBP oran1 daha
fazladir. Bu oransal degisime bagli olarak folikiiler biiylime ve atrezi siireci diizenlenir
(Ireland ve ark., 2000). IGF-1 ve FSH, ostradiol sentezini uyarmak igin bu folikilde
sinerjik olarak hareket ederler (Lucy, 2007a). Bu sinerjik etki, dominant hale gelecek olan
folikiiliin sivisinda, subordinat folikiiller ile karsilastirildiginda, iki kat daha fazla
oOstradiol ve on kat daha az IGFBP-4'lin tretimine neden olur (Mihm ve ark., 2000).
Granuloza hicrelerindeki LH-R'nin artisi, FSH'den LH'ye bagimlilik gegisine
neden olur ve dominant folikiiliin LH salinimina bagli olarak farklilagmasimi ve
blylimesini saglamaktadir (Fortune ve ark., 2001). Dominant folikiil FSH hormonunun

ana baskilayicisidir (Ginther ve ark., 1997). LH reseptorlerindeki artan ekspresyona ek



olarak FSH sekresyonundaki azalmadan sonra dominantlik ve devam eden folikiiler
bilylime steroidojenik enzimlerin iiretiminin artmasiyla olmaktadir. Ostradiol granuloza
ve teka hicrelerinde daha fazla LH-R’nin sahip olmasini saglar (Ireland ve ark., 2000).
Dominant follikiiliin baglica fonksiyonlar1 oosit beslenmesi ve hormon sentezidir (Lucy,
2007a). Teka hiicrelerinde iretilen androjenlerin seviyesi LH, inhibin ve IGF'ye bagh
olarak artmaktadir. Dominantlik agsamasi siiresince, dominant folikiil biiyiimeye devam
ederken, oositin fertilize olabilmesi i¢in hem niikleer hem de sitoplazmik olgunlagmasi
gerekmektedir (Driancourt, 2001). Buytyen dominant folikilden &stradiol Gretimi ve
salinimi artar ve Ostradiol hipotalamustan GnRH ve dolayisiyla hipofizden LH salinimini
tetikler (Fortune, 1994). Bu olay folikiiler gelisim {izerine hem lokal etkiye hem de
hipotalamus-6n hipofiz {izerine pozitif geri bildirim ile LH {iretiminde artisa neden olur.
Bu artig hayvanda psisik degisikliklere neden olur ve davranigsal Ostrusu uyarir. Ayni
zamanda artan LH dalgasi sonucunda ovulasyon sekillenir (Aerts ve Bols, 2010).

Ostrus siklusu, ovaryum iizerindeki dominant yapinin Ostradiol veya
progesteron gibi hormonlarinin varligina bagh olarak folikiiler ve luteal faz olmak {izere
iki 6nemli boliimden ve toplamda dort evreden olusmaktadir. Folikiiler faz prodstrus ve
oOstrus, luteal faz metostrus ve didstrus evresinden olusmaktadir. Folikiiler fazda ovaryum
tizerindeki primer yap1 6stradiol iireten dominant folikiildiir ve bu faz siklus uzunlugunun
%20’s1 kadardir. Siklus uzunlugunun %80’1 kadar olan luteal fazda ise dominant yap1
progesteron Ureten korpus luteumdur. Bu faz ovulasyon zamani ile korpus luteumun

regresyonu arasindaki siireyi kapsamaktadir (Senger, 2003).

2.1.2. Folikuler Faz

Follikuler faz, korpus luteumun luteolizisini takiben progesteron hormonundan
6stradiol hormonunun baskiligina gecisin 4 ile 6 giinliik donemini kapsar ve bu donem
Ostrus siklusunun proestrus ve Ostrus donemleri olarak adlandirilir. Prodstrus evresi;
korpus luteumun hem fonksiyonel (progesteron iiretiminde azalma) hem de yapisal (luteal
dokularin dejerasyonu ve hiicre 6liimii) olarak regresyonu ile baslar. Preovulator dominant
folikiil tarafindan Ostradiolun sentezindeki Onemli artis, ciftlesmeyi kabule neden

olmaktadir (McCracken ve ark., 1999; Wettemann ve ark.,, 1972). Luteolizis



baslangicindan ovulasyondan 6nceki giine kadar serum ostradiol konsantrasyonu yaklagik
3 kat artar (~2,5 pg/mL—7,9 pg/mL). Ovulasyon 6ncesinde maksimum serum o6stradiol
konsantrasyonu stct divelerde (11,3 pg/mL) sutcl ineklerden (7,9 pg/mL) daha yuksek
saptanmistir (Sartori ve ark., 2004). Laktasyondaki ineklerde graaf folikiil ¢api
diivelerdeki folikiil ¢apindan daha biiyliik olmasina ragmen kandaki Ostradiol miktari
diisiiktiir (Lucy, 2007b). Kanda es zamanli olarak dstradiol konsantrasyonun artisi ve
progesteron konsantrasyonunun diismesi Ostrusun davranigsal belirtilerinin ortaya
¢ikmasina neden olur. Siklusun 6strus evresi; seksutel belirtilerin (6strusun i¢ ve dis
belirtilerinin) baslamasindan graaf folikulin ovulasyonuna kadar gegen sureyi
kapsamaktadir (Peter ve ark., 2009). Ostrus folikiiler fazin ikinci evresidir, seksiiel kabul
veya disinin erkegi kabul ettigi donem olarak adlandirilmaktadir. Preovulator folikiilden
saliman Ostradiol hormonunun kandaki konsantrasyonu arttikca hareket ve aktivitenin
artmasi, bogiirme, koklama, sinirlilik, ¢ara akintisi, atlama davranisi, atlamaya izin verme,
vulva dudaklarinda 6dem, istahta ve siit veriminde azalma gibi fizyolojik degisimler daha
da artmaktadir (Nebel, 2003; Senger, 2003). Ostrus siiresi genellikle 10-18 bildirilmesine
ragmen yiiksek siit veriminin bu siirenin azalmasina sebep olabildigi (Wiltbank ve ark.,
2012), aym1 zamanda atlama bagsina toplam siirenin kisaldigi, serum Ostradiol
konsantrasyonunun daha diisitk bulundugu saptanmistir (Cerri ve ark., 2011; Lopez ve
ark., 2004). Yapilan baska bir ¢alismada diivelerdeki dstrus siiresi (12-14 saat) ineklerden

(8,1 saat) daha uzun saptanmistir (Souza ve ark., 2007).

2.1.3. Luteal Faz

Luteal faz, graaf folikiiliin ovulasyonu ile baglayip korpus luteumun 6nemli
konsantrasyonda progesteron hormonu salgiladigi, metdstrus ve didstrus evrelerinin
oldugu 14-18 giin suren donemdir (Peter ve ark., 2009). Dominant foliklln biyumeye
devam etmesi ve kanda artan dstradiol GnRH salinim frekansini artisina neden olarak LH
salinimi uyarilir (Fortune,1994). LH preovulator folikilin teka ve granuloza hiicrelerinde
luteinizasyonu uyaran ana luteotrofik hormondur (Alila ve Hansel, 1984). Preovulatoér LH
dalgas1 preovulator folikiiliin teka interna ve granuloza hiicrelerinde ovulasyon sonrasi

hiicresel farklilasmay1 (kiiciik ve biiyiik hiicrelere) artiran bir dizi morfolojik ve
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biyokimyasal degisikliklere neden olur. Bu siire¢ luteinizasyon olarak adlandirilmaktadir
(Berisha ve Schams, 2005). Luteinizasyon, dstradiol liretiminin azalmasi ve progesteron
iretiminin artmasi ile karakterizedir. Bunun nedeni, P450c17 ve P450aromataz gibi
progesteronun Ostradiole doniistiiriilmesinden sorumlu olan enzimlerin iiretiminin
durdurulmasidir (Juengel ve Niswender, 1999). Luteal doku biiyiimesi ve gelismesi yeni
kan damarlariin gelismesine (anjiyogenezis) baghidir (Berisha ve Schams, 2005).
Ovaryum kan akis1 ovulasyondan kisa bir siire sonra azalir, fakat anjiogenezis ile birlikte
2-5 giin igerisinde CL biiyiime hizina paralel olarak asamali bir sekilde artmaktadir
(Acosta ve ark. 2003).

Luteal fazin ilk evresi olan metdstrus donemi, (3-4 gun) kollabe olan ovulator
folikiilden (korpus hemorajikum) fonksiyonel CL gecis asamasini kapsamaktadir (Forde
ve ark., 2011). Yeni sekillenen CL’un progersteron Uretme kapasitesi, steroidojenik
hiicrelerin sayisi ve vaskiilarizasyonun derecesine baglidir (Ferreira-Dias ve Skarzynski
2008). CL, farkli mekanizmalar tarafindan diizenlenen iki belirgin steroidojenik hiicre
tipine sahiptir (Diaz ve ark., 2002). CL steroidojenik 6zelliklere sahip, progesteron lreten
kiiglik ve biiylik luteal hiicrelerden olugmaktadir (Smith ve ark., 1994). Biiytik luteal
hicreler granuloza hiicrelerinden koken alirlar, LH uyarimindan bagimsiz olarak
progesteron uretirler, 6stradiol 17f ile prostaglandinF2a (PGF2,) reseptorleri tasirlar ve
kandaki progesteronun %80 ini iiretirler. Kiigiik luteal hiicreler teka hilicrelerinden kdken
alirlar, LH reseptorleri tasirlar ve biiyiik luteal hiicrelerden daha az miktarda 6stradiol 173
ve PGFq reseptorlerini tagirlar. Kiiciik luteal hiicrelerin progesteron iiretimi LH tarafindan
stimiile edilir. Biiyiikk luteal hiicrelerin progesteron iretimi LH'dan bagimsizdir.
Progesteron; kolesterolii progesterona doniistiiren, steroidojenik akut regllatér protein
kolesterol sitokrom P450 yan zincirini kiran enzim ve 3-beta-hidroksisteroid dehidrojenaz
gibi enzimlerin ekspresyonunu uyarilmasi sonucu iretilir (Kotwica ve ark., 2004). Aym
enzimlerin ekspresyonunu arttiran diger bir faktor de prostaglandin E> (PGE2)’dir
(Rekawiecki ve ark., 2005). Luteal hiicrelerdeki progesteron konsantrasyonlarinin artmasi
onlar1 apoptozdan korur, ancak steroidogenezin bozulmasi ve luteal hiicrelerin

progesteron iiretme yeteneginin azalmasi apoptozu uyarir (Liszewska ve ark. 2005). LH,
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dolagimdaki lipoproteinlerin pregnenolon vasitasiyla progesterona doniistiiriilmesine
neden olur (Diaz ve ark., 2002).

Ineklerde LH konsantrasyonu Ostrus baslangicindan 3-10 saat sonra pike
ulagsmakta ve LH pik zamanindan 21-30 saat sonra ovulasyon sekillenmektedir
(Rajamahendran ve ark., 1989). Yapilan baska calismada ise 0strus baslangicindan 25-35
saat sonra, Ostrus bitiminden 10-14 saat sonra ovulasyon sekillendigi bildirilmistir
(McMillan ve ark., 1998). Plazmada artan progesteron konsantrasyonu, uterusu gebelige
hazirlar ve takiben gebeligin doguma kadar devamliligini saglar (Peter ve ark., 2009).
Metadstrustan diostrusa gecis, ovulasyondan sonraki 4. giinde progesteronun hizli bir
sekilde artmasit ile belirginlesir. Di0Ostrus sirasinda plazmada progesteron
konsantrasyonlar1 ovulasyondan sonra 4. giinden 8. giine kadar 3 kat (1,5-5,5 ng/ml) artig
gosterir. Ostrus siklusunun 16. giiniinde yaklasik 7 ng/mL'de maksimum degere ulasir
(Stabenfeldt ve ark., 1969). Siit¢ii diivelerin serum progesteron konsantrasyonlari (7,3
ng/mL) siit¢li ineklerden (5,6 ng/mL) daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Wiltbank ve ark.,
2006). Bu farkliligin, siit ineklerinde artan kuru madde tiiketimine bagl i¢ organlara kan
akisinin  artmasim1  takiben hepatik  katabolizmanin  artmasindan  kaynaklanir
(Sangsritavong ve ark., 2002). Didstrus sirasinda hipofiz 6n lobundan FSH'nin periyodik
olarak salinmasiyla tekrarlayan folikiiler dalgalar olusur. Bununla birlikte, folikiiler
dalgalar geligse dahi luteal faz boyunca gelisen dominant folikiil ovule olamaz, c¢iinkii
progesteron negatif bir geri bildirimle LH salinimini baskilar. Boylece daha biiyiik
amplitidi (genisligi) olan LH salinsa da LH pulzasyon sikligindaki azalma preovulator
LH pikini engeller (Rahe ve ark., 1980). Erken luteal fazda amplitiid ve frekans1 yiiksek
olan 24 saatte yaklasik 20-30 LH pulzasyonu goriiliirken, orta luteal fazda bu sayi
amplitidi (genisligi) ylksek fakat frekansi diisiik olan 6-8 pulzasyon araligina
gerilemektedir. Bu iki yetersiz amplittd ve frekans (genisligi ve siklig1) final olgunlagsma
ve graaf folikiiliin sonraki ovulasyonu i¢in yetersiz kalmaktadir (Chenault ve ark., 1976;
Rahe ve ark., 1980).

Gebelik sekillenmediginde, CL'nin fonksiyonel ve yapisal gerilemesi, diivelerde
16 giin civarinda baglar (Ginther ve ark., 2007) ve PGF2qnin uterustan aralikli olarak

salinimi, uterus veni ile ovaryum arteri arasindaki ters akim sistemi yoluyla CL'ye ulasir
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(Thorburn ve ark., 1973). Prostaglandin F», CL'nin dmrind dizenleyen hormondur.
Endometriyumda 12. giine kadar 6stradiol ve oksitosin reseptorlerinin sayisal azligi PGF2q
sekresyonu lizerine bir inhibitér etki yapmaktadir. Bu donemi 6stradiol ve oksitosin
reseptorlerinin artis1 izler ve bu durum endometriyumdan PGFa,'nin salinmasi ig¢in
onemlidir (Meyer ve ark., 1988; Schams ve Berisha, 2004). Endometriyal oksitosin
reseptOrlerinin sentezinin uyarilmasmin ardindan oksitosin uterustan PGF2, salinimini
uyarir ve dolasimdaki Ostradiol yoluyla ostradiol reseptor aktivasyonunda bir artig olur.
Daha sonra PGF,, artisinda pozitif geri bildirim igin CL’den oksitosin salinimi uyarilir
(Silvia ve ark., 1991). Luteolizis sirasinda Ostradiol kaynagi ovaryumdaki folikiiller,
Ozellikle de ovulator folikul haline gelecek en buytik ve ileride dominant olacak folikildir
(Beg ve Ginther, 2006). Folikiiler Ostradiol, sigirlarda uterustan PGF2, saliniminin
zamanlamasini diizenlemektedir (Araujo ve ark., 2009). Endometriyumdan pulsatil olarak
salman PGF,, Ostrus siklusunun 17-19. giinleri arasinda spontan luteolizise neden
olmaktadir (Ginther ve ark., 2010). Uterusta oksitosin reseptor konsantrasyonu siklus
boyunca artmasma ragmen oOzellikle siklusun 15. giliniinden 17. giiniine kadar artis
gostermektedir (Robinson ve ark., 1999). PGFy,; CL’nin lizisini kontrol ederek
progesteron konsantrasyonunu diisiiriir, boylece yiiksek progesteron konsantrasyonunun
baskilayict etkisi ortadan kalkar. GnRH salinnmindaki negatif baskinin kalkmasiyla
birlikte LH salinimi1 artarak dominant follikiiliin biiylimesi ve buna bagl olarak 6stradiol
konsantrasyonunun artis1 uyarilir.

Gebelik sekillendiginde, konseptus luteolizisi engellemek i¢in sinyal (interferon
tau-IFNt) gondermektedir. Progesteron erken ve orta luteal fazda oksitosin reseptor
ekspresyonunu baskilar (Robinson ve ark., 2001). [FNt'nin antiliitolitik etkileri fizyolojik
olarak konseptusun varligini isaret etmektedir (Demmers ve ark., 2001). Embriyonun
trofektoderm tabakasi siklusun 16-18 giinleri arasinda yeterli miktarda IFNt iiretir ve
oksitosin reseptorlerinde artis Onlenir. Trofoblasttan IFNt iiretilmesi i¢in embriyonun
kiiresel sekilden filament6z sekile uzamaya baslamis olmasi gerekmektedir. Embriyo hala
kiiresel ise, Ostriis donglislinlin gilinline bakilmaksizin IFNt iiretimi gerceklesmez
(Robinson ve ark., 2006). Hem ineklerde hem de diivelerde ovulasyon sonrasi progesteron

artist ile embriyonik gelisim arasinda gii¢lii pozitif bir iliski bulunmaktadir. Progesteron,

13



blastosit biiylimesini ve konseptus uzamasimi diizenlemek ic¢in ¢ogunlukla konseptus
tizerinde endometriyum yoluyla dolayli bir etki yapmaktadir. Ovulasyon sonrasi
progesteron konsantrasyonundaki artis konseptusun uzamasini desteklerken erken luteal
donemdeki diisiik progesteron konsantrasyonu embriyo gelisiminin ve IFNt saliniminin
gecikmesine neden olur (Forde ve ark., 2001; Mann ve ark., 2001; Mann ve ark., 2006).
Ovulasyon sonrasi progesteron artisinin gecikmesiyle tohumlama sonrast 16. giin kot
kaliteli embriyolar gelismektedir. Bu embriyolar kaliteli embriyolar ile karsilastirildiginda
cok az IFNt sentezlemekte veya hi¢ sentezleyememektedir. Kiigiik folikiillerin
ovulasyonu sonucunda CL c¢aplarn kiigiik olmakta dolayisiyla luteal doku igerigi az
oldugundan progesteron konsantrasyonunun diisiik olmasi, fertilite diisiikligliniin

nedenleri arasinda kabul edilmektedir (Perry ve ark., 2005; Vasconcelos ve ark., 2001).

2.2. Diive ve Ineklerin Seksiiel Siklusu Arasindaki Farklihklar

Diive ve inekler arasinda ostrus siklusu ag¢isindan en onemli fark ostrus siklusu
uzunlugudur. Holstein diiveler ve inekler arasindaki siklus uzunlugu arasindaki fark
degerlendirildiginde, diivelerde siklusun 0,9 giin (Sartori ve ark., 2004) ile 2,6 giin daha
kisa oldugu bildirilmistir (Wolfenson ve ark., 2004). Bunun en 6énemli nedeni inekler ve
diiveler arasindaki follikiiler dalga sayisi olarak gosterilmektedir. Ornegin Nelore irkina
ait ¢cogu diivelerin ii¢ folikiil dalga gosterirken, ayn1 1rk ineklerin genellikle iki folikiiler
dalgaya sahip oldugu goriilmistiir (Figuereido ve ark., 1997). Siklus boyunca sekillenen
folikiiler dalga sayisindaki degisim hem alt tiirler arasinda hem de inekler ile diiveler
arasinda Ostrus siklusu uzunlugunda da belirleyici oldugu rapor edilmistir (Rathbone ve
ark., 1998; Sartori ve ark., 2004; Wolfenson ve ark., 2004). Diger taraftan Holstein 1rk1
inek ve diiveler arasinda iki veya ii¢ dalgali siklus goriilme orani acisindan anlamli bir
fark bulunmamustir (Pursley ve ark., 1997; Sirois ve Fortune, 1988; Wolfenson ve ark.,
2004).

Diger yandan, graaf folikiilin biiyiikliigii agisindan inek ve diiveler arasinda
ovulasyon olmayan dalgalarda fark bulunmazken, ovulasyonla sonucglanan dalgalarda
ineklerdeki graaf folikiilin cap1 (laktasyondaki ineklerde dominantlik siiresi uzun

oldugundan) diivelerden daha biiyiik tespit edilmistir. Bununla birlikte ovulator folikullere
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bakilmaksizin, laktasyondaki ineklerde Ostrusta Olciilen maksimum Gstradiol
konsantrasyonlart diivelerden daha diisiik bulunmustur. Diivelerin luteolizisten sonra
ineklerden daha erken 6stradiol pikine ulastigi bildirilmistir (Ahmad ve ark., 1996; Inbar
ve ark., 2001; Sartori ve ark. al., 2004). ineklerde 6stradiol diizeyinin diisiik olmasinin
sebebi iki sekilde aciklanmaktadir. Birincisi, folikiiliin steroidojenik kapasitesinin
diivelere gore daha diisiik olmasi, diger sebebi ise ineklerin dstradiol metabolizmasinin
diivelere gore daha yiiksek olmasidir. Ciinkii laktasyondaki ineklerin steroid
metabolizmasi, laktasyonda olmayan ineklerden daha yiiksek bulunmustur
(Sangsritavong ve ark., 2002; Vasconcelos ve ark., 2003). Laktasyon boyunca hepatik
arteriyel kan akisinin artisina bagli olarak (laktasyondaki ineklerde 1,183 L/s; laktasyonda
olmayan ineklerde 757 L/s) karacigerdeki steroid metabolizmasinin arttig1 tespit
edilmistir. Bu tespit diisiik Ostradiol seviyesinin nedeni olarak rapor edilmistir
(Sangsritavong ve ark., 2002). Laktasyondaki ineklerin karaciger kan akiminin (1561+57
L/s), laktasyonda olmayan ineklerden (747+47 L/s) daha yiiksek tespit edilmesi karaciger
steroid metabolizmasinin steroid hormonlar {izerideki 6nemli bir etkisinin oldugunu
ortaya koymustur. Ozetle; laktasyondaki ineklerde follikiil ve CL’un steroidojenikal
olarak daha az aktif olmasi (Ostrojen ve progesteron iiretimi) ve Yyiksek sut veriminin
steroid hormon metabolizmasin1 artirmis olmasi (hepatik kleransin artmasi), Ki bu durum
en sik karsilan realitedir, sirkiilasyondaki steroid hormon konsantrasyonlarinda
belirleyicidir (Wiltbank ve ark., 2006).

Preovulator dolagimdaki Ostradiol konsantrasyonun azalmasi, laktasyondaki
ineklerde lireme fizyolojisinin degismesine neden olmaktadir. Bu degisim, 0strusun siiresi
ve belirtilerinin siddetinin azalmasina neden olmaktadir (Nebel ve ark. 1997). Ayrica
serum Ostradiol ve inhibin seviyelerindeki diisis, FSH salimina karsi 0Ostradioliin
baskilayict etkisini azaltmaktadir (Mihm ve ark., 2002). Deviasyon zamanindaki FSH
konsantrasyonundaki kiigiik artiglar subordinat folikiiliin ikinci biiyiik folikiil olmasini
saglamakta ve preovulator dominant folikiille beraber ovulasyon yaparak ovule olan
folikiil sayisin1 artirmaktadir (Kulick ve ark., 2001; Wolfenson ve ark. 2004). Dolayisiyla
diivelerle karsilastirildiginda laktasyondaki ineklerde c¢oklu ovulasyon orani daha

yiiksektir (Fricke ve Wiltbank, 1999). Holstein diivelerde ¢oklu ovulasyon orani %1-4
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arasinda iken ineklerde %15-28 arasinda oldugu rapor edilmistir. Hatta, bu oranin yiiksek
stit verimli ineklerde %40’a kadar ¢iktigi bildirilmistir (Lopez-Gatius ve ark., 2005a;
Mann ve ark., 2007; Wiltbank ve ark., 2000). Diger yandan, ovulator folikiiliin buyikligii
ile luteal doku hacmi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Dolayisiyla
laktasyondaki ineklerde luteal doku hacmi diivelerden daha fazla 6l¢iilmiistiir (Sartori ve
ark., 2004; Vasconcelos ve ark. 2001). Laktasyondaki ineklerde daha biylk bir ovulatér
folliktlin ovulasyonu sonucu, CL hacmi daha biyiik (luteal doku daha biiyiik) olmasina
ragmen serum progesteron konsantrasyonu (5,6 vs. 14,9 ng/mL) diivelere gore ineklerde
daha diisiik tespit edilmistir (Sartori ve ark., 2004; Wolfenson ve ark., 2004). Bu fark
laktasyondaki ineklerde yuksek steroid metabolizmasi ile agiklanmaktadir (Wiltbank ve
ark., 2006). Sekil 3’de laktasyondaki ineklerde fertilitenin daha diisiik olmasina aracilik
eden asamalar gosterilmektedir (Mihm ve ark., 1994; Wiltbank ve ark., 2006).

Akut etki Yiiksek Kuru Madde Tiiketimi Kronik etki

Beslenme Déngiisi \ " / (Mide ve Karaciger
Hipertrofisi)

Sindirim Kanalhna Kan Akiminda Artis

4

Karacigere Kan Akiminda Artis Steroid metabolizmanin
l < inhibisyonu bu asamay1
durdurur
Dolasimda Ostroien ve Progesteronun Azalmasi
<+ — -

‘ Dogru zamanda 6strojen ve
progesteron kaynaklarinin
kullanilmasryla reprodiiktif

Reprodiiksiyondaki Degisimler parametreler artirilabilir
Gebelik Oran1 Diiser

Gebelik Kayb1 Artar
Coklu Ovulasyon Orani Artar
Ostrus Dis Belirtileri Azalir

Sekil 3. Yiksek verimli ineklerde reproduktif fizyolojide tespit edilen degisikligin semast
(Wiltbank ve ark.,2006).
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2.3. Ostrusun Dis Belirtileri
2.3.1. Ostrusun Primer Bulgusu

Bir inegin ostrusta oldugunu belirleyici olan en karakteristik dis bulgu, Uzerine
atlandiginda inegin hareketsiz durmasidir (Roelofs ve ark. 2010). Inekler iizerine
atladiginda ostrustaki inek kagmak i¢in ¢caba harcamaz (Hurnik ve ark.,1975). Yapilan bir
calismada Ostrustaki ineklerin davraniglar1 incelendiginde, Ostrustaki bir inegin diger
ineklere en az 6 kez atladigi, en az 3 kere durdugu bildirilmistir (Esslemont ve Bryant,
1976). Baska bir ¢alismada ineklerin her 53 dakikada bir 2,5 saniyelik durma davranisi
gosterdigi tespit edilmistir (Diskin, 2008). Diger ¢alismalarda da durma davraniginin 2,3
ile 3,8 saniye siirdiigii rapor edilmistir (At-Taras ve Spahr, 2001; Xu ve ark., 1998).
Atlamaya kars1 durma davranis1 gosteren ineklerin oran1 %8 (Kerbrat ve Disenhaus, 2004)
ile %74 (Britt ve ark., 1986) arasinda degistigi tespit edilmistir. Bagka bir calismada ise
Ostrustaki ineklerin durma davranisin1 %50°den daha azinin gosterdigi bildirilmistir (Van
Eerdenburg ve ark., 2002).

Ostrus siiresi, durma davramigina gére hesaplandiginda ilk durma davranist ile son
durma arasindaki siire olarak hesaplanmistir (Dobson ve ark., 2008). Bazi1 arastirmalarda
ineklerde Gstrus siiresi ortalama 8 ile 9 saat arasi tespit edilirken (Dransfield ve ark., 1998;
Xu ve ark., 1998), baz siit¢ii isletmelerde ise Ostrus siliresinin 6 saatten daha az oldugu
saptanmistir (Taras ve Spahr, 2001). Diger yandan Ostrus siiresi ile birlikte Ostrustaki
durma davranisi, Ostrus tespitinde kilit rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda Ostrus
takibi 30 dakika siireyle 8 kez, 10 dakika siireyle 5 kez yapildiginda, durma davranisi
sirasiyla %58 ve %63 belirlenmistir (Cutullic ve ark., 2009; Roelofs ve ark., 2005). Baska
bir ¢alismada, durma davranisi gosteren ineklerin oran1 %21,5 bulunmustur (Kerbrat ve
Disenhaus, 2004). Tespit edilen bu oranlar Ostrustaki tiim ineklerin durma davranisi
gostermedigi anlamina gelmektedir (Van Eerdenburg ve ark., 2002). Dolayisiyla dstrus
tespitinin sadece durma davraniginin saptanmasiyla miimkiin olmadigi, Gstrus tespitini
artirmak i¢in sekonder bulgularin degerlendirilmesi gerektigi belirtilmistir (Dobson ve
ark., 2008; Kerbrat ve Disenhaus, 2004).
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2.3.2. Ostrusun Sekonder Bulgular:

Ostrusun sekonder bulgular1 strus tespitinde durma davramsi ile birlikte
degerlendirilmesinin yan1 sira seksliel, sosyal ve agresif davranis olarak
siniflandiriimaktadir (Kerbrat ve Disenhaus, 2004). Inekler seksiiel iletisim kurarken diger
ineklerin Uzerine atlama, ¢enesini dayama, genital bolgeyi koklama ve yalama gibi
davraniglar gostermektedir. Sosyal iletisim kurarken diger inegi yalama (kafa, boyun,
gogls), basiyla veya cenesiyle diger hayvanlari oksama davraniglar sergilemektedir.
Agresifiletisim kurarken diger ineklerle kafa kafaya tokusmakta veya kafa atma davranisi
gostermektedir (Kerbrat ve Disenhaus, 2004). Sekonder bulgulardan en sik karsilasilan
cene dayama (2-130 kez/glin) ve genital bolgeyi koklama/yalama (8-176/glin) olarak
tespit edilmistir. Bunlarin yaninda Ostrusta agresif davranislar iki katina ¢ikmaktadir
(Hurnik ve ark., 1975). Tiim kavgalarin %64 ’iinii kapsayan kafa kafaya tokusma, Gstrusta
en sik karsilasilan agresif davranis olsa da didstrusta da karsilasiimaktadir (Castellanos ve
ark., 1992; Hurnik ve ark., 1975). Bu bulgularla birlikte; huzursuzluk, sik sik bogiirme,
yem tiiketiminde azalma, flehmen davranisi, kuyrugunu kaldirip yana kivirma gibi normal
rutin davraniglarin digindaki bulgular da gozlenmektedir (Diskin, 2008; Phillips ve
Schofield, 1990; Van Vliet ve Van Eerdenburg, 1996). Bunlara ek olarak, aktivite
davranis1 (hareket) Ostrus yaklastikga dnemli derecede artmaktadir ki bu davranis seksiiel
huzursuzlugun bir gostergesidir (Lopez-Gatius ve ark., 2005b, Roelofs ve ark., 2005a;
Valenza ve ark., 2012; Van Eerdenburg ve ark., 1996). Ostrus giiniinde inekler 2,3 ile 6
kat daha fazla aktivite gostermektedir (Lovendahl ve Chagunda, 2010; Redden ve ark.,
1993; Schofield ve ark., 1991; Silper ve ark., 2015). Ostrus déneminde davramissal
degisikliklerle birlikte fizyolojik degisiklikler de ortaya ¢ikmaktadir. Ostradiol servikal
bezlerin 6dematdz, tonik olmasini saglamakta, sekresyon artisiyla karakteristik bir mukus
salgilanmasina neden olmaktadir. Odem ve artan kan akis1 vulvanin 6demlesmesine ve
hiperemik hal almasina neden olur (Roelofs ve ark., 2010).

Van Eerdenburg ve ark., (1996) 6strus sirasindaki primer ve sekonder bulgular
degerlendiren skor sistemi gelistirmistir (Tablo 1). Bu skorlama giinde 12 kez 30’ar dakika
gozlem yapilarak ortaya konmustur. Atlama sonrasi durma davranisi en yiiksek puan

olarak degerlendirilmistir. 24 saat i¢inde 100 puami gecen hayvanlar Ostrusta kabul
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edilmektedir. Ancak giinde 12 kez gézlem yapmak pratik olmamakla birlikte zaman alici
oldugu bildirilmistir (Van Eerdenburg ve ark., 1996).

Tablo 1. Eerdenburg skalasina gore dstrus belirtilerinin puanlanmasi (Van Eerdenburg ve ark., 1996)

Ostrus Belirtileri Puan
Uzerine atlandiginda harekersiz durma 100
Diger ineklerin bas bolgesine atlama 45
Diger ineklerin Uzerine atlama 35
Cenesini diger ineklerin sagrisina dayama 15
Ugzerine atlandiginda hareket etme 10
Diger ineklerin ano-genital bolgesini koklama/yalama 10
Huzursuzluk 5
Cara 3
Koklama 3

2.4. Ostrus Tespiti

Siit veriminin yillara gore giderek artmasina ragmen fertilitenin azalmasindaki
onemli sebepler arasinda yiiksek steroid mekanizmasina bagli Ostrus siiresinin ve dstrus
tespit oraninin azalmasi gosterilmektedir (Lopez-Gatius, 2003; Opsomer, 2002).
Ineklerdekine benzer olarak diivelerde de Ostrus tespitindeki yetersizlik (yakalama
oraninin diisiik olmas1) veya Ostrus tespitindeki hatalar (6strus tespit dogruluk oraninin
diisiik olmasi), kacirilan veya zamansiz yapilan tohumlamalar1 takiben ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Skenandore ve Cardoso, 2017). Dolayisiyla siit¢ii siiriilerde
reprodiiktif basarinin saglanmasinda Ostrus tespitinin énemi giderek artmaktadir (Diskin
ve Sreenan, 2000). Yapilan bir arastirmada, Ostrus tespitindeki yetersizlik ve hatalarin
Amerika sut endustrisine maliyetinin  yillik 300 milyon dolardan fazla oldugu
bildirilmistir (Senger,1994). Dolayisiyla isletmenin karliligin1 dogrudan etkileyen dstrus
tespitinin asil amact dogru zamanda tohumlama yapilmasina imkan saglamasidir (Foote,
1975). Bununla paralel olarak etkin bir 6strus tespiti i¢in ¢esitli metotlar ortaya konmustur
(Diskin ve Sreenan, 2000).
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2.5. Ostrus Tespit Metotlar
2.5.1. Gozlem Yoluyla Ostrus Tespiti

Siit isletmelerinde Ostrus tespiti en ¢ok gbézlem yoluyla yapilmaktadir (Palmer ve
ark., 2010). Ostrustaki hayvanin iistiine atlamldiginda ineklerin durma davranist
gOstermesi Ostrusun en karakteristik bulgusu olarak kabul edilmektedir (Orihuela, 2000).
Geleneksel olarak yapilan gézlem metodu, durma davranisinin saptanmasiyla dogru bir
metot gibi gorlinmesine ragmen zaman alic1 bulunmakla birlikte strusun kagirilmamasi
icin dikkatli bir gozlem gerekmektedir (Firk ve ark., 2002). Buna ragmen siiriiniin gézlemi
¢ogunlukla yemleme sirasi ile sagim zamani gibi yanlig zamanda ve yanlis yerde olmakla
birlikte kisitli bir zamanda yapilmaktadir (Diskin, 2008). Modern siit isletmelerinde
siriiyii slirekli gozlemlemenin pratik olmadigi bildirilmistir. Bununla birlikte Ostrus
aktivitesinin %651 (isletmenin personelin az oldugu) aksam 6 ile sabah 6 arasinda oldugu
dikkate alinmalidir (Hurnik ve ark.,1975). Giinde 2 veya 3 kez 30’ar dakika gézlem yapan
arastirmacilar durma davranisi gosterenlerin ancak %353 {inii tespit ederken, %70 oraninda

oOstrus tespiti yapabilmistir (Lyimo ve ark., 2000; Van Vliet ve Van Eerdenburg, 1996).

2.5.2. Kuyruk Boyama Yontemi

Kuyruk boyama ile dstrus tespiti ekonomik ve pratik bir yontemdir. Bu yontemde
ilk kuyruk omurundan itibaren 20 cm uzunlugunda 5 cm genisliginde posterior yonde
tebesir veya boya ile kuyruk boyanmaktadir. Kuyruktaki boyanin kismen veya tamamen
silinmesi inegin durma davranisi gosterdigini isaret etmektedir (Diskin, 2008). Yeni
Zelanda’da yaklasik 50 yildir kullanilan bu yontem ile Ostrus tespit oran1 %90°dan fazla
oldugu bildirilmistir (Skenandore ve Cardoso, 2017). Kuyruk boyama ydntemi, rutin
gozlem yontemiyle karsilastirildiginda Ostrus tespitin arttigt (%81,5; %70,2) tespit
edilmistir. Gézlem yontemi ile beraber Ostrus tespiti yapildiginda %98,4 oraninda Ostrus
tespiti saptanmis ve Ostrus tespiti yapilanlarin %2,4’lniin yanlis tespit oldugu
bildirilmistir (Xu ve ark., 1998). Ancak kuyruk boyama ile Ostrus tespitinin en 6nemli
dezavantaji, inegin dstrusta olmamasina ragmen boyanin silinmesidir. Inekler arasindaki
sosyal iliskiler kuyruktaki boyanin silinmesi nedeniyle 0Ostrus tespitinde yaniltici

olmaktadir (Skenandore ve Cardoso, 2017).
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2.5.3. Yapistirma Bant (Kamar®)

Inegin sakrum bélgesine veya kuyrugunun iistiine yapistirilan basing duyarli
dedektoriin adina Kamar® denilmistir. Kamar®, beyaz bir tiipiin i¢inde kirmizi boyanin
oldugu bir aragtir. Ostrus aninda atlamayla birlikte 3 saniyeden fazla basing altinda
kaldiginda tiip patlamakta ve icindeki kirmizi boya ile yapistirilan aracin rengi
degismektedir (Esslemont ve ark., 1985). Bu sayede Ostrus tespiti orant %90’a kadar
artmistir (Williamson ve ark., 1972). Arayict boga kullanildiginda 6strus tespiti %71,4
iken Kamar® ve arayict boga birlikte kullanildiginda ostrus tespiti %100 olarak
saptanmistir (Huang ve ark., 1987). Mai ve ark., (2002) ise Kamar® kullanarak dstruslarin
%82,6’s1n1 tespit etmislerdir.

2.5.4. Elektronik Atlama Dedektorleri

Elektronik atlama dedektorleri basingla aktiveyi Olgmekte ve gozlem
gerekmeksizin kizginlhigi saptamaktadir. Bu radyotelemetrik cihazlar durma sirasinda
belirli bir siirede basinci 6lgerek kag kere durma refleksi gergeklestigini (Ornegin; 4 saat
icinde 3 durma refleksi) Olgmektedir. Sonrasinda elde edilen veriler bilgisayara
ulagsmaktadir. Veriler sayesinde Ostrus baslangici, atlama sayisi ve siiresi verildiginden
tohumlama icin uygun zaman belirlenebilmektedir. Elektronik atlama dedektorleri ile
Ostrus tespit oran1 %86,8 saptanmistir (At-Taras ve Spahr, 2001). Hata oran1 diisiik (%2)
bulunmustur (Rorie ve ark., 2002). Siirekli gézlemleme ve kizgin hayvanlarin hizl
tanimlanmasiyla Ostrus tespitinde avantaj saglamaktadir. Gozlem yontemi ile
karsilastirildiginda atlama detektorleriyle daha fazla oranda (%51°e karsin %91) Gstrus
tespit edilmistir (Peralta ve ark., 2005). Ancak baska bir ¢alismada dedektdriin atlamalarin
%42’sini kaydetmedigi ve gozlem ile karsilastiginda dstrus siiresini %24 daha diisiik tespit
ettigi rapor edilmistir (Cavalieri ve ark 2003). Bu yontem ile sadece durma davranisi
dikkate alindig1 i¢in sekonder Ostrus bulgular1 degerlendirilmemektedir (Dobson ve ark.,
2008). Dolayistyla her atlama davranist sonrasinda sistem uyarilmadigindan yanlis negatif
veya ¢evresel nedenlerle sistemin uyarilmasi sonucu yanlis pozitif tespitler s6z konusu

olabilmektedir (At-Taras ve Spahr, 2001).
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2.5.5. Pedometre

Ostrustaki ineklerde aktivitenin Gstrusta olmayanlara gore 2-4 kat arttig1 tespit
edilmistir (Kiddy, 1977). Aktivite artis1 Ostrustan 72-16 saat Oncesi asamali olarak
artmaktadir (Arney ve ark., 1994). En 6nemli artis Ostrus baglamadan 4 saat once tespit
edilmistir (Nebel ve ark., 2000). Inek bacagma takilan pedometreler, artan yiiriime
aktivitesinin bir gdstergesi olarak birim zaman basimna alinan adimlarin sayisini
kaydetmektedir (Arney ve ark., 1994; Brehme ve ark., 2006; Lopez-Gatius ve ark., 2005).
Pedometre, adim sayilarini diizenlemek i¢in inekleri karsilagtirmali olarak degerlendirerek
bir algoritma diizenlemekte ve adim sayisini giinliik ritim olarak gostermektedir (Liu ve
Spahr, 1993; Roelofs ve ark., 2005b). Kullanicilar aktivite esik degerini kendileri
belirleyebilmektedir (Reith ve Hoy, 2017). Depoladigi verileri sagimhane giriginde giinde
iki kez veya ahirdaki alicilara otomatik sensorler araciligiyla bir veya iki saatlik olarak
aktarir (Roelofs ve ark., 2005a). Bu sayede bireysel olarak hayvanlarin reprodiiktif
durumu incelenmektedir (Fricke ve ark., 2014a). Pedometreler araciligiyla yapilan Gstrus
tespiti gézlem yoluyla yapilandan daha etkili (%74; %58) oldugu bildirilmistir (Liu ve
Spahr, 1993). Ostrus tespiti elektronik olarak yapildigindan tespit etme orani ve dogruluk
orani arastirildiginda, Ostrus tespit oran1 %60-100 arasinda degismekle birlikte dogruluk
orani %80-90 oraninda tespit edilirken (Firk ve ark.,2002; Senger, 1994), bazi ¢alismalar
kizginlig1 %100 oranda dogru tespit ettigini bildirmistir (Arney ve ark., 1994; Schofield
ve ark., 1991). Ancak dogruluk orani teknik problemlerden ve aktivite artiginin
siddetindeki farkliliktan dolay1 azalabilmektedir. Dolayisiyla aktivite ne kadar ¢ok artarsa
(4 kat) ve ne kadar uzun siirerse (yaklasik 4 saat), Ostrus tespiti ve dogruluk orani o kadar
yiiksek olmaktadir (Rorie ve ark., 2002). Bununla beraber siirii igerisinde yonetimsel
kararlar (grup degisimi) da aktivite artisina neden olmaktadir ki her aktivite artig1 dstrusla
alakali degildir. Dolayistyla Ostrus tespitindeki hata oran1 %17-55 gibi genis bir aralikta
olabilecegi bildirilektedir (Firk ve ark., 2002). Ostrus tespitinde belirtilen hata oranina
ragmen hayvanlarin yasamis oldugu hastaliklar da aktivite degerini degistirdiginden
hastaliklar pedometre ile monitorize edilebilmektedir (Roelofs ve ark., 2005). Ayrica
gozleme gerek kalmaksizin Ostrus tespiti giinde 24 saat boyunca yapilabildiginden

avantajl bir yontem oldugu kabul edilmektedir (Firk ve ark., 2002).
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2.5.6. Aktivite-Ruminasyon Takip Sistemi

Pedometrelerden farkli olarak diger aktivite belirleme sisteminde Ostrus takibi
boyun kolyeleri ile tespit edilmektedir (Mller ve Schader, 2003; Valenza ve ark., 2012).
Bu sistem yiirlime ve atlama davranislar sirasinda inegin bas ve boynun asagi yukari
dogru hareketlerini temel alarak 6l¢iim yapmaktadir (Elischer ve ark., 2013; Lovendahl
ve Chagunda, 2010). Pedometre ile aktivite-ruminasyon takip sisteminin
karsilastirildiginda; pedometre alinan adimlarin sayisimi 6lgerken, aktivite-ruminasyon
takip sistemi genel hareketliligi tahmin ederek ii¢ boyutlu olarak 6l¢iim yapmaktadir
(Fricke ve ark., 2014b). Bu sistem ile her giin 1 veya 2 saatlik olarak aktarilan verilerin
ortalamas alinmakta ve sonuglar genel aktivite indeksi olarak gdsterilmektedir. Ostrustaki
inek aktivite esigini astiktan sonra bilgi otomatik olarak siirii yonetim yazilimina
aktarilmaktadir (Lovendahl ve Chagunda, 2010; Valenza ve ark., 2012). Aktivite-
ruminasyon takip verileri pedometre ile aymi sekilde gilinlik ritim seklinde
depolanmaktadir (Lovendahl ve Chagunda, 2010). Yapilan bir ¢alismada Ostrus tespit
orani agisindan aktivite-ruminasyon takip sistemi ile dstrus dedektorleri (%71; %60)
arasinda fark tespit edilmemistir (Valenza ve ark.,2012). Ancak Ostrus tespiti i¢in etkili ve
ayni zamanda fertiliteyi artirmak i¢in kullanilan aktivite-ruminasyon takip teknolojisi,
diger aktivite dlgerden farkli olarak ruminasyon hakkinda da bilgi vermektedir (Kamphuis
ve ark., 2012; Valenza ve ark., 2012).

Inekler giiniin iigte birini ruminasyonla gegirmektedir (Reith ve ark., 2014; Reith
ve Hoy, 2017). Ruminasyonu izlemek i¢in mikrofon tabanli sensorler, regiirgitasyon ve
ruminasyonun karakteristik seslerini tanimlamak icin inegin sol ¢enesinin arkasinda bir
tasmaya yerlestirilmektedir (Pahl ve ark., 2015). Ostrustaki ineklerde artan aktivite ve
huzursuzlukla baglantili olarak beslenme davranisinin degistigi bildirilmistir (Van Vliet
ve Van Eerdenburg, 1996). Yapilan ¢aligmalarda tohumlama giiniinde beslenme siiresi ve
ruminasyon siiresinde bir azalma tespit edilmistir (Maltz ve ark., 1997; Pahl ve ark., 2015).
Bazi ¢aligmalarda tohumlama giiniinde (%19,6) ruminasyon diiserken, baz1 ¢alismalarda
ruminasyondaki diisme tohumlama giiniinden bir giin 6nce (%19,8) tespit edilmistir.
Dolayisiyla aktivite artisi ile ruminasyonun diismesi degerlendirilerek Ostrus tespiti

yapilmaktadir (Pahl ve ark., 2015; Reith ve ark., 2014).
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2.5.7. Hormonal Olgiimler

Ostrus aninda progesterone konsantrasyonu bazal seviyede iken ostradiol
konsantrasyonu ise pik seviyeye ulasir. Bu hormonlar siitte ve kan plazmasinda 6lgiilerek
Ostrus tespitinde kullanilmaktadir. Progesteron konsantrasyonu CL regresyonuyla
azalmaya baslamaktadir. Progesteron konsantrasyonu Ostrus oncesi 3 giin ve Ostrusta en
diisiik seviyede kalmakla birlikte Ostrustan sonraki 3. giinden itibaren artmaya
baslamaktadir. Siitte progesteron konsantrasyonu otomatik sagim sistem araciligiyla
Olclildiigiinde deger 4ng/ml’nin altina diistiiglinde sistemin Ostrus uyaris1 verdigi
bildirilmigtir (Friggens ve Chagunda, 2005). Baska bir ¢alismada Ostrusta siitteki
progesteron konsantrasyonu 10 ng/ml’den 3ng/ml’nin altina, plazmada ise 6ng/ml’den 0,1
ng/ml’ye distiigli bildirilmistir (Claycomb ve Delwiche, 1998; Firk ve ark., 2002).
Bununla birlikte plazmada 6stradiol konsantrasyonu sitteki duzeyinden daha yuksek
dl¢iilmiistiir (Monk ve ark., 1975). Inekler arasinda dstradiol konsantrasyonu agisindan
bireysel farklilik bulunmaktadir ¢iinkii her inegin fizyolojik pik degeri farkli tespit
edilmistir (Lopez ve ark., 2002). Progesteron konsantrasyonun aksine Ostradiol
hormonunun strustaki artist kisa siireli olmaktadir (Roelofs ve ark., 2010). Ostradiol
konsantrasyonu kisa bir siireli artis gostermesinden dolayi yiikseldigi an1 yakalamak zor
olmaktadir. Dolayisiyla Ostrus veya ovulasyon zamanimi kesin tespit edebilmek i¢in
stirekli olglim gereklidir (Lovendahl ve Friggens, 2008). Sirekli 6rnek almak hem
maliyetli olmakta hem de ekstra is giicii gerektirmektedir (Firk ve ark., 2002). Bu
dezavantajlar1 elimine edebilmek icin biyokimyasal biyosensorler gelistirilmistir.
Biyosensor ile %99,2 oraninda Ostrus tespiti yapilmis ve Ostrus ile progesterone
konsantrasyonu arasinda %93,7 oraninda korelasyon saptanmistir (Friggens ve Chagunda,
2005; Friggens ve ark., 2008). Bagska bir calismada ise inekler arasindaki bireysel
farkliliktan dolayr biyosensor ile dl¢iilen progesteron konsantrasyonunda %26 oraninda

yanlig Ostrus tespiti saptanmistir (Delwiche ve ark., 2001).
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2.5.8. Vaginal Mukus Direnci Elektriksel Tletkenlik

Ostrus siklusu boyunca olusan hormonal degisiklikler reprodiiktif kanalin elektrik
direncini etkilemektedir (Firk ve ark., 2002). Ostrus sirasinda stradiol konsantrasyonu
arttikca adrenokortikotropik hormon ve aldosteron konsantrasyonlari1 da artmaktadir. Bu
hormonlarin artmasiyla vaginal mukusta NaCl (sodyum klorid) diizeyi artmaktadir.
Vaginal mukusta artan NaCl konsantrasyonu vaginanin elektriksel direncini
diisiirmektedir (Fehring, 1997). Ciinkii vaginal mukus, elektrolit icermektedir. igerdigi
elektrolitler mukusun iyonizasyonuna neden olup elektriksel direnci degistirmektedir
(Ahmed ve ark., 2017). Elektriksel direng en yiksek luteal fazda 6l¢ulmektedir. Folikuler
faz boyunca azalmaktadir ve en diisiik dstrus baglangici ve LH piki sirasinda ol¢iilmiistiir
(Leidl ve Stolla, 1976). Vaginal mukus direnci diisiik iken tohumlama yapilanlarda ytiksek
olanlara gore daha yuksek gebelik orani elde edildigi bildirilmistir (Leidl ve Stolla, 1976).
Vaginal mukus direnci dstrusta dl¢iildiigiinde 30-40 ohm gibi diisiik degerlerin hayvanin
Ostrusta oldugunu ifade ettigi bildirilmistir. Fakat her 0strusta vaginal mukus direncinin
degistigi tespit edilmistir (Rorie ve ark., 2002). Vaginal diren¢ Ostrus siklusu boyunca
degisse de kist, yangi (vaginitis, servisitis) gibi diger faktorler de sonucu etkilemektedir.
Bununla birlikte vaginal mukus direncindeki degisimi saptayabilmek i¢in siirekli 6l¢tim
gerekmektedir. Ayrica siirekli 6l¢iim yapilmasi, reprodiiktif kanalda irritasyona ve
yangiya neden olmaktadir (Firk ve ark., 2002). Hayvanin viicut sicakligi, probun
yerlestirildigi pozisyon ve rasyondaki mineral dengesi bile elektrik direncindeki sonuglari
etkilemektedir. Dolayisiyla elde edilen sonuglart birgok faktoriin etkilemesi ve siirekli
Olcim gerektirmesi nedeniyle Ostrus tespit yontemi olarak pratik degildir ve sonuglari

giivenilir olmamaktadir (Firk ve ark., 2002; Zuluaga ve ark., 2007).

2.5.9. Sut Verimi Olcumii

Ostrusta inegin huzursuzlugu artarken yem tiiketimi azalmaktadir. Dolayisiyla siit
veriminin %2-6 oraninda azaldig1 bildirilmistir (Firk ve ark., 2002; King, 1977). Yapilan
baska bir ¢aligmada ise Ostrusta siit veriminin %8,2 oraninda azaldig1 tespit edilmistir
(Roth, 1987). Ancak siit verimi Ostrus basinda azalmasina ragmen bir sonraki sagimda siit

verimi artmaktadir (Britt ve ark., 1986). Bu da Gstrustaki siit verimindeki diismeyi inegin
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bir sonraki sagimda kompanze ettigini gostermektedir (Schofield ve ark., 1991). Tim
ineklerin Ostruslart degerlendirildiginde ineklerin %33 iinde siit verimi diigmektedir. Siit
veriminin Ostrusta diismesi Ostrus tespitinde yardimei olsa da cevresel faktorlere ve

hastaliklara da bagli diismektedir (Schofield ve ark., 1991).

2.5.10. Viicut Sicakhg Olgiimii

Viicut sicakligr siitten, rektumdan manuel olarak veya implant araciligiyla
olgiilebilmektedir. Ineklerde normal viicut sicakligi ortalama 38,6 °C olarak rapor
edilmistir. Viicut sicakligi dstrustan birkag giin 6nce diigmekle birlikte minimum sicaklik
2 giin &nce tespit edilmistir. Ostrusla birlikte viicut sicakhig 0,1-0,5 °C arttig1 rapor
edilmistir (Firk ve ark., 2002). Ostrus boyunca 6lciilen sicakliklarin ortalamasi ile dstrus
aninda Olciilen sicaklik karsilastirildiginda 0,1-0,4 artis saptanmistir (Roth ve ark., 1987).
Her 21 giinde bir 0strus giliniinde viicut sicakligi 1,3 °C artmakta fakat ¢cevresel sicakligin
degisimiyle birlikte viicut sicakligin1 degiskenlik gostermektedir. Ayrica viicut sicakligi,
lokal veya sistemik yangiya bagli olarak da degismektedir. Bu yiizden viicut sicakligi
degisimi 1ile Ostrus tespiti yanlis pozitif sonu¢ verebilmekte ve pratik kabul
edilmemektedir (Firk ve ark., 2002; Piccione ve ark., 2003).

Ostrus tespiti icin manuel olarak viicut sicakligim dl¢iilmesi saha sartlarinda zaman
alict ve pratik olmayan bir yontem olarak kabul edilmektedir (Firk ve ark., 2002). Bu
yizden rektuma yerlestirilen implant sayesinde siirekli olarak viicut sicaklig
Olglilmektedir. Ancak implant araciligiyla Olgiilen sicaklik manuel olarak Olgllen

sicakliktan 1,1-1,6 °C yiiksek saptanmistir (Brehme ve ark., 2001).

2.5.11. Arayici Boga

Ostrus tespitinde siiriiniin iginde kullanilan arayici bogalar; 6strus belirtileri
siddetli olmadigi zamanlarda, insanlarin goézlemle tespit edemedigi Ostruslarin
saptanmasinda one ¢ikmaktadir. Bogalarin insanlardan Ostrus belirtilerini daha dogru
tespit ettigi bildirilmistir (Holmann ve ark., 1987). Vazektomize bogalar, androjenize
bogalar ve inekler (testosteron veya Ostradiol uygulanmis) veya folikiiler kistli inekler

Ostrus tespiti i¢in kullanilmaktadir (Van Eerdenburg ve ark., 2002). Vazektomize bogalar
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agresif olabilmektedir dolayisiyla diger inekler ve personel i¢in siirliniin i¢inde bulunmasi
riskli kabul edilmektedir. Bununla beraber veneral hastaliklarin yayilmasinda rol oynarlar
(Ball ve Peters, 2004). Androjenize bogalar da veneral hastaliklarin yayilmasina neden
olmakta ve vazektomize bogalardan daha agresif olabilmektedir. Veneral hastaliklarin
yayilmast s6z konusu oldugu icin Ostrus tespitinde kullanilacak bogalara penektomi,
penisin deviasyonu, ereksiyonu engellemek igin prepisyuma araglarin takilmasi gibi
cerrahi operasyonlar uygulanmaktadir. Dolayisiyla ¢iftlesme olmadigindan veneral
hastaliklar yayilma ihtimali ortadan kaldirilmaktadir. Ancak hayvan refah1 acisindan bu
operasyonlar etik kabul edilmemektedir. Bogalardan baska, Ostrus takibi i¢in kullanilan
folikiiler kistli hayvanlar nimfomanik davraniglar sergilediginden Ostrustaki inekleri daha

kolay saptadig bildirilmistir (Ball ve Peters, 2004).

2.5.12. Kayit Tutma

Iyi bir reprodiiktif yonetim igin bireysel hayvan kayd1 gereklidir. Tiim hayvanlarin
kaydinin siirekli yapilabilmesi i¢in kulak numaralar1 veya boyun kolyeleri bulunmaktadir.
Kayit isleminin dogru yapilabilmesi i¢in hayvanin numarasinin belirli bir uzakliktan
okunabilmesi gerekir. Reprodiiktif kayitlar; hayvanin numarasi, dogurma tarihi, bir énceki
Ostrus tarihi, tohumlama tarihi, boga adi, tohumlayic1 adi, gebelik teshis tarihi ve
muhtemel dogum tarihi gibi benzeri bilgilerden olusmaktadir (Diskin, 2000). Bir 6nceki
oOstrus kaydi, inegin bir sonraki kizginligini tahmin etmeye ve daha dikkatli g6zlemlemeye
imkan saglamaktadir. Ostrusta oldugu siiphelenilen hayvanin ortalama 21 giin 6nce strus
kaydimin olup olmadigi incelenebilmektedir. Dolayisiyla kayit ile dstrus takibi i¢in 21

giinliik bir takvim kullanilmaktadir (Ball ve Peters, 2004).
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2.6. Cinsiyeti Belirlenmis Spermanin Tarihcesi

Erkek cinsiyetin tarih slirecinde her zaman disiye gére 6n planda olmasi nedeniyle
eski zamanlardan beri cinsiyetin belirlenmesi konusu insanoglunun ilgisini ¢ekmistir.
Cinsiyetin belirlenmesi konusundaki bu ilgi ve merak, bir¢ok girisimin ve iddianin ortaya
atilmasina neden olmustur. Cinsiyeti kontrol etme girisimleri ilk olarak eski Yunan
filozofu Demokritus tarafindan milattan dnce 460-370 yillarinda yapilmistir ve filozof sag
testisten doganlarin erkek, sol testisten doganlarin disi yavru oldugunu ileri siirmiistiir. Bu
iddiadan yola ¢ikarak istenilen cinsiyette ¢ocuk elde edebilmek i¢in istenilmeyen testisin
kastrasyonunun yapilmasi gerektigi yoniinde tavsiyeler ve iddialar bulunmaktadir.
Cinsiyetin belirlenmesi konusundaki diger bir varsayim da cinsiyetin uterus tarafindan
belirlendigi ve erkeklerin sag kornudan, disilerin ise sol kornudan dogdugu iddia
edilmistir. Bununla birlikte Hipokrates ilk sperma tanimini milattan dnce 460-377 yillar1
arasinda yapmis ve cinsiyet iizerinde spermanin 6nemli bir etkisi olduguna inanmistir.
Hipokratese gore eger sperma iki cinsiyet i¢in de iiretiliyorsa, gliglii olan spermalardan
erkekler, zayif spermalardan kizlar dogmaktadir. ilerleyen yillarda, Anton Van
Leeuwehoek 1677 yilinda mikroskop sayesinde spermatozayir tanimlamistir. Fakat bu
zamanda disi ve erkek spermanin belirlenmesi miimkiin olmamistir. Zaman igerisinde
gelisen bilim ve teknolojiyle; sperma cinsiyetinin belirlenmesi ancak 20. yilizyilda
yapilabilmistir (Klinc ve Rath, 2006).

Yirminci yiizyilin baslarinda genetik alanindaki gelismelerle, cinsiyet
kromozomlarimin ayrigtirmast yapilabilir hale gelmis ve cinsiyet kromozomlarinin ilk
mikroskobik ayristirilmasi Guyer (1910) tarafindan yapilmistir. Yapilan bir¢ok arastirma
sonrasinda, spermin 6zel kromatin yapilarindan dolayr memeli cinsiyetlerinin kontrol
edilebilecegini belirlenmistir (Seidel ve Garner, 2002). Sonraki yillarda birgok aragtirmaci
cinsiyeti belirlemek amaciyla spermanin; yogunluk farkliligi, agirlik ve elektrik akimi,
farkli protein icerigi, immiinolojik 6zellikler ve kromozom hacmi gibi degisik 6zelliklerini
kullanmiglardir (Blecher ve ark., 1999; Engelmann ve ark., 1988; Ericsson ve ark., 1973;
Hendriksen ve ark., 1999; Kaneko ve ark., 1984; VVan Munster ve ark., 1999).

DNA farkliligmma dayanan X ve Y kromozomlarini belirleme konusunda ana

bulusu Johnson ve ark. (1989) flow sitometri teknigini kullanarak yapmustir. X
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kromozomunun Y kromozomundan bas, boyun ve kuyrugundaki genislik ve ¢evresel
uzunlugun fazla olmasin1 ve kiitlesel olarak daha fazla DNA igermesini kullanan bu teknik
son yillarda en gilivenilir sperma ayristirma yontemi olarak kabul edilmektedir (Blondin
ve ark., 2009; Van Munster ve ark., 1999; Welch ve Johnson, 1999). Flow sitometri
teknigi ile ilk onayli cinsiyeti belirleme g¢alismasi tavsanlarda yapilmistir. Arastirma
sonrasinda Y kromozomlu sperma ile tohumlananlarda %81 erkek (17/21), X
kromozomlu sperma ile tohumlananlarda %94 disi (15/16) yavru elde edilmistir (Johnson
ve ark., 1989).

199011 yillarda ayristirma teknolojisinin patentini XY sirketi almasiyla teknigin
daha hizli1 ve giivenilir bir sekilde X ve Y kromozomunu ayristirabilmesi ve cinsiyeti
belirlenmis spermanin hazirlanmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Schenk ve ark., 1999).
Cinsiyeti belirlenmis boga spermasinin optimizasyonu ve ticari iiretimi 2003 yilinda
Sexing Technologies sirketinin patenti almasiyla baslamistir (De Vries ve Nebel, 2009).
Sonrasinda Avrupa ve diinyadaki diger iilkelerde yaygin sekilde kullanilmaya baslamistir.
Amerika’da gelisen siit isletmelerinin damizlik ihtiyacinin karsilanmasi i¢in bu teknoloji
diger iilkelere gore daha yaygin kullanilmaktadir (De Vries ve ark., 2008; Ettema ve ark.,
2007; Rath ve ark., 2009). Bu teknoloji sadece ineklerde ticarilesebilmesine ragmen diger

tirlerde de calismalar devam etmektedir (Arruda ve ark., 2012)
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2.7. Flow Sitometrik Yontem

DNA’s1 boyanan spermlar 40 psi basing — 60 km/s hizla flow
g / sitometrinin iginden geger

/(—@? _) — Kristal vibrator sperm akigini bireysel damlalar
4 haline cevirir

Sperm lazer 15101 6niinden geger ve boyanan DNA
floresan1 emer

Dedektér aracihigryla floresan dlgiiliir. Olgiildiikten sonra

E sperm iceren her bir damla elektrik yuklenir

g Elckirik yiiklenen her sperm ayr1 bir yone ayrilir. Sperm
igermeyen Olii ve hasarli spermler ¢ope gider

X ATIK Y

Sekil 4. Flow sitometrik yontem diagrami (Vishwanath, 2014)

Flow sitometrik yontemde (Sekil 4) ilk asama, spermanin ¢ok diisiik konsantrasyonlara
kadar sulandirilmasidir (Jain, 2011). Sonrasinda sperma spesifik DNA baglayici boya olan
Hoechst 33342 (40-6-diamino-2-phenylindole -DAPI) ile boyanir (Garner, 2006). Bu
boya sperm hiicre membranina penetre olur ve DNA’ya baglanir. Boyanan bu spermler
40psi basing ve 60 km/s hizla makineye yonlendirilir. Sonrasinda bir lazer, DNA'ya zarar
vermeden floresana neden olmak i¢in dogru dalga boyundaki 1181 gonderir. Spermler
absorbe ettikleri boya miktarma gore floresan gosterirler. Boga spermindeki X
kromozomu Y kromozomundan yaklagik %4 daha fazla DNA icerdiginden daha parlak
bir floresan verir. Insan gozii ve beyni %4 liik floresan ayrimini yapamaz. Dolayisiyla
yayilan floresandaki fark cihazda bulunan fotomultiplikator ile olgiiliir ve sistemdeki
bilgisayar tarafindan analiz edilir. Ancak tiim spermler fotomultiplikatdr tarafindan
tanimlanamayabilir. Vibrator yardimiyla cihazin bosalma deliginden (nozzle) yaklasik
saniyede 70.000-80.000 damlacik geger. Damlaciklarin yaklasik tigte biri sperm tasirken,

ticte ikisi bostur, ¢cok az bir kism1 iki veya daha fazla sperm igerir. Eger damlacik X
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kromozomlu sperm igeriyorsa pozitif elektrikle yiklenirken, Y kromozomlu sperm igeren
damlacik ise negatif elektrik yiiklenir (Seidel, 2007). Sperm igermeyen, ¢ok sperm
tasiyan, hasarli veya DNA igerigi ayrilamayan damlaciklar elektriksel yiik ile yiiklenmez.
Flow sitometri deliginden damlaciklar diiserken pozitif yliklenenler bir tarafa, negatif
yiiklenenler bir tarafa ayrilir. Zit elektrik yiikliiler birbirini ¢ektigi i¢in pozitif yiiklii
olanlar (X spermler) alanin negatif tarafina gecerken, negatif yiiklii olanlar (Y spermler)
alanin pozitif tarafina geger (Seidel, 2007). Ayn1 zamanda bu metot ile hasarli veya 6li
spermalara mutajenik olmayan gida boyasi (propidium iodide) eklenir. Hasarli hiicre
membranina sahip sperm boyanir fakat saglikli hiicre membranina sahip olanlarda bu boya
yoktur. Hasarl1 veya 6lii spermlerdeki gida boyalar1t Hoechst 33342 floresanini sondiiriir
dolayisiyla zayif floresan verenler ¢ope ayristirilmaktadir (Johnson ve Welch 1999). Sekil
5’de sunuldugu lizere ayristirma sonucunda yaklasik %20’si X spermler, %20’si ise Y
spermler olarak ayrilir. Geriye kalan %60 hasarli veya herhangi bir sebepten dolay:
spermlerin cinsiyeti belirlenemez (Garner ve Seidel, 2003). Sonug olarak ayristirma islemi

sonunda spermler 3 farkli tiipe ayristirilmaktadir (Seidel, 2007).

X sperm
Y sperm %18
%18

Olii Y sperm

%4 Olu X sperm

%4

Bos ¢ikmig
%16

Oryante olmayan
%30
Floresan ¢akismasi
%10

Sekil 5. Boga spermasmin Hoechst 33342 ile boyandiktan sonra ayristirma siirecinde meydana gelen

kayiplar (Garner ve Seidel, 2003)
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Bu metot ile iretilen sperm dikkate alindiginda, cihazdan saniyede toplam
20.000 spermatozoa gecer ve her bir cinsiyet i¢in yaklasik 4.000 spermatozoa eszamanli
olarak ayrilabilmektedir. Bu da standart 20 milyon spermatozoa tasiyan bir payet i¢in
siirecin 1 saat 7 dakika slirmesi anlamina gelmektedir. Genis kapsamli bir hesaplama
yapildiginda bir makine yilda yaklasik 63.000 payet iiretebilmektedir (Albert De Vries ve
Ray Nebel, 2009). Yavas iiretim hiz1 olmasi ve pazarlanabilir kisminin yaklasik %15°1
oldugu diisiiniildiigiinde CBS’nin ticarilesebilmesi ancak payet basina diisiikk sayida
(yaklasik 2 milyon) spermatozoa koyulmasiyla miimkiin oldugu bildirilmektedir (Albert
De Vries ve Ray Nebel, 2009). Sonug olarak ayristirma isleminin yavas olmasi ve elde
edilen spermatozoa sayisinin az olmasina ragmen bu metot ile cinsiyeti belirlenen
spermatozoalarin ayristirmasinin  yam1 sira, hasarli ve Olii spermatozoalar da
ayiklanmaktadir (Garner ve Seidel, 2002; Seidel, 2007).

Bununla birlikte boga spermi hicresi (Spermatozoa) en yiiksek ayristirma
katsayisina sahiptir. Bu basit yaklasim, insan spermi ile karsilastirildiginda boga
sperminin neredeyse yaklasik dort kat daha kolay ayrisacagini géstermektedir. Ancak bir
tiirlin tiim bireylerinin spermleri ayni oranda ayrismamaktadir. Bireylerin arasindaki fark
ayristirma sirasinda spermin boyanma orani farkliligindan kaynaklanabilmektedir. DNA
iceriginin dogru saptanabilmesi i¢in her tiirlin hatta bir tiiriin i¢indeki 1rklar i¢in boyama
suirecinin optimizasyonu gerekmektedir (Hollinshead ve ark., 2004). Ornegin; sigir irklar
arasinda da DNA igerigi farklidir (Garner ve ark., 1983). Avrupa irklari (Bos taurus) ve
Asya wrklart (Bos indicus) arasinda X-Y kromozomlar1 arasindaki fark ayni oranda
degildir. (Garner ve ark., 2006). Jersey bogalarindan elde edilen spermlerin, Holstein ya
da Hereford boga spermlerine gore X-Y kromozomlar1 arasinda daha biliyilk DNA farki
oldugu Sekil 6’da gosterilmektedir (Garner ve ark., 1983). Sonug olarak, boga sperm
hlcresinde cinsiyetinin ayristirma etkinligi diger tiirlerden farkli oldugu gibi farkli

bogalara ait spermin ayrigma etkinliginin de farkli oldugu bildirilmistir (Garner, 2006).
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3.7

X-Y sperma DNA igerik farklilig1 (%)
conient aurrerence (o)

Brahman

Jersey ¥ Angus Hereford Holstein Brahman

Sekil 6. Avrupa irki (Bos taurus) ve Asya orjinli Brahman sigira (Bos indicus) ait sperm cekirdekleri
arasindaki X — Y kromozomlari arasindaki DNA farkliliklar1 yukarida siitunlarda gosterilmistir. Brahman
bogasinin spermindeki X-Y kromozomlari arasindaki DNA farki Avrupa irklarindakinden daha kiigiik
bulunmustur (Garner ve ark., 1983).

2.8. Cinsiyeti Belirlenmis Spermanin Onemi

Bin yili agkin siiredir insanlar, hayvanlarinin dogurdugu yavrunun cinsiyetini
kontrol etmeye ¢alismaktadir (Seidel, 2003). Guniimuzde 6zellikle bu konunun éneminin
artmasinin sebebi hayvancilik yapan isletmelerde cinsiyetin en 6nemli genetik 6zellik
kabul edilmesidir (Ghavi Hossein-Zadeh ve ark., 2010; Taylor ve ark., 2018). Ozellikle
stitcli s1g1r isletmeleri i¢in bu durum daha fazla 6nem arz etmektedir ¢iinkii isletmelerin
en dnemli problemlerinden birisi siiriiniin devamliligini saglayacak damizlik disi sayisinin
yetersiz kalmasidir (Hohenboken, 1999). Ayn1 zamanda damizlik disi sayisinin yetersiz
kalmasi isletmedeki genetik ilerlemeyi engellemektedir (Weigel, 2004). Siit sigir1
yetistiriciliginde siiriiniin gelecegini dogan disi buzagilar belirlemektedir. Dolayisiyla
CBS damizlik yetistirilmesi konusunda hem biiylik isletmelere hem de aile tipi
hayvancilik yapanlara birgok avantaj saglamaktadir (Holden ve Butler, 2018). Bu
avantajlardan en 6nemlisi, genetik kapasitesi yiiksek bogalarin spermasi ile elde edilen
disi buzagilarin isletmede stirii dis1 kalmis ineklerin yerine konmasinmi saglamasidir.
Boylelikle, isletmelerde genetik ilerlemenin 6nii agilmis olacaktir. CBS sayesinde genetik
ilerlemenin %15 arttig1 bildirilmistir (Hohenboken, 1999; Karakaya ve ark., 2018). Ancak
genetik ilerlemenin artmasi i¢in, siiriiye katilacak hayvanlar diivelerden olusmalidir ve

genetik merit degeri yiiksek bogalar kullanilmalidir (Butler ve ark., 2014). Diger yandan,
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CBS ortalama %90 oraninda disi buzagi dogmasima imkan sagladigindan, reprodiiktif
verimliligi artiran yardimci tireme teknolojisi olarak kabul edilmektedir ( Chang ve ark.,
2017; Norman ve ark., 2010). Bu teknoloji sayesinde progeny testi i¢in gereken hayvan
sayis1 azalmaktadir. Dolayisiyla siiriiye katilacak diivelerin liretimi i¢in az sayida genetik
olarak daha kaliteli olan ineklerin se¢ilebilmesi miimkiin olmaktadir (Hohenboken, 1999;
Seidel ve Garner, 2002). Ayn1 zamanda CBS, kaliteli damizliklarin igletme iginde
tutulmasini saglarken, siirii dis1 edilecek hayvanlar kolaylikla isletmeden ¢ikarilmasina
imkan saglamaktadir (De Vries ve ark., 2008). Bununla birlikte damizlik disiler isletmede
yetistirileceginden siiriiye disaridan hayvan girisi engellenmekte ve biyogiivenligin
saglanmasinda en biiyiik katkiy1 saglamaktadir (Holden ve Butler, 2018; Seidel, 2003).
Biiyiimek isteyen isletmeler daha hizli ve giivenli sekilde siirliyli genisletirken, kapasitesi
dolu isletmelere de diive satisi imkani saglamaktadir (Hohenboken, 1999). Bunlarin
yanisira siirliniin - diisiik verimli ineklerinden besi i¢in erkek hayvan dogmasi
planlanabilme imkan1 sunarken, yiikksek verimli ineklerden damizlik hayvan
yetistirilmesine firsat sunmaktadir (Hietala ve ark. 2014). Ulkemizde de CBS ile
tohumlanan gebe diiveler daha yiiksek fiyattan alici bulabilmektedir (Baran, 2016).
Yapilan ekonomik analizler sonucunda da konvansiyonel sperma ile karsilastirildiginda

CBS’nin daha kérli oldugu bildirilmistir (Butler ve ark., 2014; De Vries ve ark., 2008).

2.9. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma ile Tohumlama Sonrasi Gebelik Oranlar
Isletmelerdeki CBS ile elde edilen gebelik orami karlihig: etkileyen ana
faktorlerden birisidir (Holden ve Butler, 2018; Karakaya ve ark., 2018). Dolayisiyla
konvansiyonel sperma ile CBS’nin gebelik oranlarmin karsilastirildigi bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Yapilan bir¢ok c¢alismada CBS ile elde edilen gebelik oranlarinin diisiik
oldugu ortaya konmustur (DeJarnette ve ark., 2009; Garner ve Seidel, 2008). Holstein
diivelerdeki tohumlama verilerinin degerlendirildigi bir calismada CBS ile gebelik orani
%27 ile %70 arasinda degisirken ortalama %45 tespit edilmistir. Ayni calismada
konvansiyonel sperma ile %34 ile %83 arasinda degismekle birlikte ortalama %56 gebelik
orani saptanmuistir (DeJarnette ve ark., 2009). Giincel bir ¢alismada ise Holstein diivelerde

oOstrus takibi sonrasi konvansiyonel sperma ile %59,1; CBS ile %48,6 gebelik orani tespit
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edilmistir (Miura ve 1zumi, 2018). Yapilan bir derlemede (Kurykin, 2017) farkli tilkelerde
etci ve sutcli duvelerde tohumlama protokolii dikkate alinmaksizin gebelik oranlari
degerlendirildiginde, CBS ile %31-60 arasinda (konvansiyonel spermanin %54-89’u
kadar) gebelik orani1 kaydedilmistir (Tablo 2). Ayn1 derlemede incklerde CBS ile %21-25
arasinda (konvansiyonel spermanin %45-64’1 kadar) gebelik orani elde edildigi (Tablo 3)
bildirilmistir. Bununla birlikte farkli bogalara ait spermalarin ayristirma siirecinden
etkilenme diizeyleri farklidir (Karakaya ve ark., 2014). Dolayisiyla farkli bogalarin
spermas1 kullanildiginda, saha ¢alismalar1 verilerinden CBS ile beklenilen gebelik
oraninin tahmin etmek zor olmaktadir (Frijters ve ark., 2009). Bunlara ek olarak,
arastirmacilar CBS ile elde edilen gebelik oranlarinin isletmeden igletmeye degistigini
bildirmistir (DeJarnette ve ark., 2008; Garner ve Seidel, 2008). Iyi yonetilen bir isletmede
konvansiyonel spermadan elde edilen gebelik oranlarinin %70-80’1 kadar1 CBS ile elde
edilirken, kotii yonetilen isletmelerde konvansiyonel spermanin %50-60’1 oraninda
cinsiyeti belirlenmis sperma ile gebelik orani elde edilebilecegi rapor edilmistir (Kurykin,
2017). Ancak literatiir ¢alismalarimin ¢ogunda konvansiyonel spermadan elde edilen
gebelik oranlarinin ortalama %70-80’i kadar CBS ile gebelik elde edildigi sunulmustur
(DeJarnette ve ark., 2009; Garner, 2006; Seidel ve Schenk, 2008).
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Tablo 2. Farkli cografi bolgelerdeki etgi ve siit¢ii diivelerde cinsiyeti belirlenmis sperma ve konvansiyonel

sperma ile yapilan ¢aligmalardaki gebelik oranlar1 (Kurykin, 2017)

) SPERM TURU

ULKE IRKLAR CBS KS REFERANSLAR

Amerika Holstein, Angus %43,0 %62,0 Seidel ve ark., 1999

Isvigre BrownSwiss, Red Holstein %33.9 %59.3 Bodmer ve ark., 2005
Estonya Holstein %43,0 %68,0 Kurykin ve ark., 2007

italya Holstein-Friesian %51,5 - Cerchiaro ve ark., 2007
Amerika Holstein %43,0 %62,0 Seidel ve Schenk 2008
Amerika Red Angus %53,0 %67,0 Seidel ve Schenk 2008
Amerika Black Angus %47,0 %72,0 Seidel ve Schenk 2008
Danimarka Holstein %49,3 %61,9 Borchersen ve Peacock 2009
Danimarka Jersey %46,6 %53,9 Borchersen ve Peacock 2009
Danimarka Danish Red %60,2 %65,4 Borchersen ve Peacock 2009
Arjantin Holstein %34,3 - Brogliatti ve ark., 2009
Amerika Holstein %43,9 %60,7 DeJarnette ve ark., 2010
Amerika Holstein %39,0 %56,0 Norman ve ark., 2010
Amerika Holstein %38,2 %51,9 Chebel ve ark., 2010

Cin Holstein %48,1 %53,6 An ve ark., 2010

Brezilya Nelore %41,5 %61,7 Dominguez ve ark., 2011
Paraguay Nelore %36,2 %61,4 Dominguez ve ark., 2011
Brezilya Jersey %31,4 %51,8 Sales ve ark., 2011
Avusturalya Holstein %31,6 %39,6 Healy ve ark., 2013
Amerika Holstein %38,0 %68,0 Mallory ve ark., 2013
Amerika Jersey %37,6 - Lucena ve ark., 2014
Avusturalya Holstein %40,3 %56,0 Noonan ve ark., 2016

CBS: Cinsiyeti Belirlenmis sperma; KS: Konvansiyonel sperma

36



Tablo 3. Farkli cografi bolgelerdeki etgi ve siit¢ii ineklerde cinsiyeti belirlenmis sperma ve konvansiyonel

sperma ile yapilan ¢aligmalardaki gebelik oranlar1 (Kurykin, 2017)

) SPERM TURU

ULKE IRKLAR CBS KS REFERANSLAR
Amerika Angus %23,0 %67,0 Doyle ve ark., 1999
Isvigre Brown Swiss, Red Holstein %23,8 %26,6 Bodmer ve ark., 2005
Finlandiya Holstein-Friesian %21,0 %46,0 Andersson ve ark., 2006
Amerika Angus %57,0 %76,0 Seidel, Schenk 2008
Amerika Holstein %40,5 %55,6 Schenk ve ark., 2009
Amerika Jersey %37,0 - DelJarnette ve ark., 2009
Amerika Holstein %23,0 %31,0 DeJarnette ve ark., 2010
Amerika Holstein %25,0 %30,0 Norman ve ark., 2010
Brezilya Nelore %41,8 %51,8 Sales ve ark., 2011
Paraguay Nelore %39,1 %52,3 Dominguez ve ark., 2011
Brezilya Nelore %45,9 %54,7 Sa Filho ve ark., 2012
Brezilya Holstein x Gir %23,2 - Sa Filho ve ark., 2013
Tirkiye Holstein %25,7 %39,0 Karakaya ve ark., 2014
Amerika Jersey %43,1 - Lucena ve ark., 2014
Brezilya Nelore, Angus %30,0 - Pellegrino ve ark., 2016

CBS: Cinsiyeti Belirlenmis sperma; KS: Konvansiyonel sperma

2.10. Cinsiyeti Belirlenmis Spermada Gebelik Oranlarin1 Etkileyen Faktorler

CBS’nin yayginlasmasii kisitlayan baglica faktorler; spermanin maliyetinin
yiiksek olmasi ve gebelik oranlarmin diisiik olmasidir (Boro ve ark., 2016; Carvalho ve
ark., 2014; Garner ve Seidel, 2003; Karakaya ve ark., 2014; McCullock ve ark., 2013).
CBS teknolojisi karli olarak bildirilmesinin yaninda bu karliligin isletmelerin reprodiiktif
verimine bagli oldugu bildirilmistir (Remmik ve ark., 2016). Bununla birlikte bir
isletmenin kendi diivelerini yetistirerek biiylimeyi saglayabilmesinin ancak fertilitenin 1yi
olmasiyla miimkiindiir (LOpez-Gatius, 2012). Bu sebeple, en ¢cok merak edilen hem de bu
teknolojinin kullanimini sinirlayan en 6énemli konu diisiik gebelik oranlaridir (Schenk ve
ark., 2009). Cinkii disiik gebelik oranlari gebelik basina maliyeti direkt olarak
artirmaktadir (Cooke ve ark., 2014; Hohenboken, 1999; Thomas ve ark., 2017).

Gebelik oranlarinin diisiik olmasinin nedenleri; spermanin ayristirma siirecinden
etkilenmesi, diisiik dozdaki sperma sayisi, ¢dzdiirme sonrasi motilitenin diismesi,
isletmelerdeki etkin yonetilemeyen Ostrus tespiti, tohumlama zamani, besleme ve saglik

programlar: gibi faktorler olarak belirtilmektedir (Bodmer ve ark., 2005; Hollinshead ve
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ark., 2003; Karakaya ve ark., 2014). Dolayisiyla yapilan bir¢ok c¢alismada sperm
ayristirma siireci, sperm dozu, tohumlanacak hayvan, tohum sayisi, boga etkisi,
tohumlama yeri, tohumlama zamani, tohumlama protokolii gibi faktorler
degerlendirilerek gebelik orani artirilmaya ¢alisilmistir (Colazo ve ark., 2018; DeJarnette
ve ark., 2009; Frijters ve ark., 2009; Karakaya ve ark., 2018; Kurykin ve ark., 2007;
Mellado ve ark., 2014; Noonan ve ark., 2016; Sa Filho ve ark. 2010). CBS ile yapilan

caligmalarda gebelik oranini etkileyen faktorler agagida belirtilmektedir.

2.10.1. Flow Sitometri ile Ayristirma Siireci

CBS ile elde edilen gebelik oraninin diisiik olmasinin nedeni ayristirma isleminden
sonra spermatozoa kalitesi ve canliliginin olumsuz etkilenmesidir (Bodmer ve ark., 2005).
Konuyu aragtiran birgok arastirmaci spermanin ayristirma siirecinde spermlerin DNA
boyasiyla boyanmasi, spermin sulandirmasi, yiiksek basinca ve lazer isiklarina maruz
kalmas1 vb. asamalarin spermin kalitesini etkiledigini tespit etmistir (Garner, 2006;
Schenk ve ark., 2009; Seidel ve Garner, 2002; Vazquez ve ark., 2003). Yapilan bir
calismada Holstein diivelerde ayristirma siirecindeki 40 psi basingla ayristiritlan CBS ile
% 42,3 gebelik orani elde edilirken, 50 psi basingla sperma ile % 34,1 gebelik orani tespit
edilmistir (Schenk ve ark., 2009). Ayni zamanda ayristirma siireci sonrasinda spermlerde
kapasitasyon benzeri degisiklikler oldugu spermanin fertilizasyon Omriiniin azaldigi

bildirilmektedir (Mocé ve ark., 2006).

2.10.2. Sperma Konsantrasyonu

Ticari olarak CBS payetteki dozu ortalama 2x10%dir. Konvansiyonel sperma ile
karsilastirildiginda  (10-20x10°) CBS’nin payetteki konsantrasyonu oldukca diisiik
kalmaktadir (Frijters ve ark., 2009; Seidel, 2003; Thomas ve ark., 2014). Flow sitometri
yontemiyle CBS’nin ayristirma hiz1 yavas olmakta ve %75’inden fazlasi zayi olmaktadir.
Dolayisiyla ekonomik olarak payet basina ortalama 2 milyon CBS koyulmaktadir (Seidel,
2014). Bu sebeple CBS ile payetteki sperm konsantrasyonunun az olmasi elde edilen
gebeliklerin diisiik olmasiin nedeni olarak gosterilmektedir (DeJarnette ve ark., 2009;

Frijters ve ark., 2009). Konvansiyonel sperma ile karsilastirildiginda cinsiyeti belirlenmis
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sperma ile gebelik oranlar1 daha diisiik tespit edilmistir (Bodmer ve ark., 2005; Macedo
ve ark., 2013; Mallory ve ark., 2013). Dolayisiyla diisiik olan bu gebelik sonuglarnin
tespit edilmesiyle bazi calismalarda payetteki sperma konsantrasyonunun artirilmasiyla
gebelik oranlarinin artirilmas1 amaglanmustir (DeJarnette ve ark., 2010, DeJarnette ve ark.,
2011; Schenk ve ark., 2009). Farkl1 dozlarda (2,1x10°; 3,5x10°% 5x10°) CBS ile gebelik
oranlar1 karsilagtirildiginda hem diivelerde hem de ineklerde sperma konsantrasyonunun
artirtlmasiyla gebelik oraninda artis saptanmamustir (DeJarnette ve ark., 2008; DeJarnette
ve ark., 2010). Doz daha da artirilarak yapilan ¢alismada, ineklerde CBS
konsantrasyonunun 5 kat artirilmasiyla (2,1x10° ile 10x108) gebelik oraminda artis
saglanmazken (Schenk ve ark., 2009), duvelerde CBS konsantrasyonunun 5 Kat
artirilmasiyla gebelik orani artis1 saptanmigtir (DeJarnette ve ark., 2011). CBS bes kat
artinldiginda (2,1x10° ile 10x10°%) gebelik oraninda artis (%6) saptansa da maliyet
artisindan dolay1 artirilan dozun ekonomik olmadigi bildirilmistir (DeJarnette ve ark.,
2011; Hall ve ark., 2017; Macedo ve ark., 2013). CBS’nin diisiik dozunun gebelik oraninin
diisiik olmasinin tek basima sorumlusu olmadigi vurgulanmaktadir (Garner ve Seidel,
2003). Dolayisiyla konsantrasyonunun artirilmasiyla diisiik gebelik oraninin kompanze

edilememektedir (Frijters ve ark., 2009).

2.10.3. Diive veya Ineklerde Kullanim

CBS’nin ineklerdeki kullanim orami ¢ok diisiik olmasma ragmen diivelerde
kullanimi yaygindir. Bunun en 6nemli sebebi diivelerde CBS ile de konvansiyonel sperma
ile edilene benzer bi¢imde gebelik oranlarinin ineklere oranla daha ytiksek saptanmasidir
(DeJarnette ve ark., 2009; Karakaya ve ark., 2018; Norman ve ark., 2010). Ornegin
yapilan bir ¢calismada CBS ile ineklerde %17,1; diivelerde %42,1 gebelik orani rapor
edilmistir (Mellado ve ark., 2014). Bununla birlikte bir¢ok arastirmanin sonuglarinin
degerlendirildigi giincel bir derlemede CBS ile diivelerde %31-60 arasinda, ineklerde ise
%21-25 arasinda gebelik elde edildigi bildirilmistir (Kurykin, 2017). Ayrica diive ve
ineklerin CBS ile tohumlanmasi sonrasinda Holstein diivelerde %45 ve Jersey diivelerde
%350 gebelik saptanirken bu oran ayni irklardaki ineklerde (Holstein ineklerde %27 ve
Jersey ineklerde %37) daha diisiik belirlenmistir (DeJarnette ve ark., 2009).
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Inek ve diivelerde CBS’nin kullanim oranlarmi degerlendirmek amaciyla
Amerika’da 2006, 2007, 2008 ve 2015 yillarinda yapilan tiim tohumlamalarin incelendigi
bir arastirmada, CBS’nin diivelerde kullanim1 her gegen yil katlanarak arttig1 saptanmistir
(strastyla %1,4; %9,5; %17,8; %31). Ancak ineklerde CBS kullannmindaki artis (%0,1;
%0,2; %0,4) divelerdeki kadar olmamistir (Norman ve ark., 2010; Hutchison ve Bickhart,
2016). Ayrica CBS’nin isletmeler arasindaki kullanim oranmin farklilik gosterdigi ve
hayvan sayis1 501-1000 arasinda olan biiyiik isletmelerde %49, 51-100 arasinda olan orta
isletmelerde %21 oraninda oldugu bildirilmektedir (Hutchison ve Norman, 2009).

CBS’nin divelerde yaygin kullanilmasinin diger bir nedeni de gii¢ dogum oraninin
diivelerde ineklere gore daha yiliksek olmasidir (Norman ve ark., 2010). Diivelerde disi
buzagi dogumlarinda %3,8 oraninda giic dogum goriiliirken erkek buzagi dogumlarinda
bu oran %8,0-8,8 arasinda tespit edilmistir. Konvansiyonel sperma kullanildiginda gii¢
dogum diivelerde %6, ineklerde %2,5 saptanirken; CBS kullanildiginda diivelerde %4,3;
ineklerde %0,9 tespit edilmistir (Norman ve ark., 2010).

Bilindigi tizere ikiz dogumlar gii¢ dogum oranini artirmaktadir. CBS ile
tohumlama sonrasi ikiz dogumlarda %4,4 gili¢ dogum goriiliirken, konvansiyonel sperma
ile tohumlama sonrasi ikiz dogumlarda %6,5 gii¢ dogum saptanmistir. Gii¢ dogum
sekillendiginde erkek buzagilarda disi buzagilardan %57 daha fazla 6liim sekillendigi
bildirilmistir (Dematawena ve Berger, 1997).

Yapilan bir c¢alismada her iki sperma tiiri karsilastirildiginda; CBS ile
tohumlamalardan elde edilen ikizliklerin %60°1 disi-disi, %30’u disi-erkek, %10°u erkek-
erkek tespit edilirken, konvansiyonel sperma ile elde edilen ikizliklerin %29’u disi-disi,
%46’s1 disi-erkek, %25°1 erkek-erkek saptanmistir (Healy ve ark., 2013). Duvelerin erkek
buzagi dogumlarma gore disi buzag1 dogurduklarinda giic dogum oran1 daha az (1,37 ve
1,68) goriilmekle birlikte disi buzagilarin doguma yardim etmeden daha kolay (%75,6 ve
%61,5) dogdugu saptanmistir (Chebel ve ark., 2010). CBS ile dlvelerde %28 ineklerde
%64 oraninda gii¢ dogumun azaldig bildirilmistir (Norman ve ark., 2010).
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2.10.4. Tohumlama Sayis1

CBS’nin duvelerde kullanilmasit birgok ¢alismada Onerilmesine ek olarak
diivelerin sadece ilk tohumlamasinda kullanilmasin1 tavsiye eden c¢alismalar
bulunmaktadir (DeJarnette ve ark., 2009; Healy ve ark., 2013; Seidel, 2007).
Amerika’daki verilere gore 2008 yilinda diivelerde kullanilan CBS’nin %80,5°1 birinci
tohumlamada kullanilmistir (Norman ve ark., 2010). Yapilan bir ¢alismada birinci
tohumlamada %47, ikinci tohumlamada %39, ii¢lincii tohumlamada %32 gebelik oran
tespit edilmistir (DeJarnette ve ark., 2009). Baska bir arastirmada birinci tohumlamada
%41, ikinci tohumlamada %34, {icilincii tohumlamada %31 gebelik oran1 saptanmistir
(Norman ve ark., 2010). Ayni yi1l diivelerde yapilan diger calismada da birinci tohumlama
%55,3 ikinci tohumlamada %46, 1 {i¢iincii tohumlamada %34,8 gebelik orani bildirilmistir
(S& Filho ve ark., 2010). Diivelerin sadece birinci tohumlamasinda kullanilmasi gebelik

oranini artirma stratejisi olarak bildirilmektedir (Healy ve ark., 2013; Seidel, 2007).

2.10.5. Tohumlama Protokolu

Siit¢ti igletmelerde karlilig1 etkileyen en 6nemli faktor reprodiiksiyondur. Bagarili
bir reprodiiksiyondan bahsedebilmek i¢in Ostruslarin tespit edilmesi ve yapilan
tohumlamadan optimum gebelik elde edilmesi gerekmektedir (Firk ve ark., 2002;
DeVries, 2006). Ancak birgok isletmede Ostrus tespit orani istenilen diizeyin altinda
kalmakta hatta bu oran %50’den daha diisiik olmaktadir (Senger, 1994). Diiveler daha
belirgin ve daha uzun Ostrus gosterdigi i¢in Ostrus tespit oran1 ineklerden daha yiiksektir
(Nebel ve ark., 1997). Diivelerde yaygin olan reprodiiktif yonetim, kizginligin tespitinden
sonra tohumlama yapilmasidir (Stevenson ve ark., 2008). Reprodiiktif basariy1 artirmak
icin Ostruslar1 belirli bir zamana toplulastiran Ostrus ve ovulasyon senkronizasyon
metotlar1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Lima ve ark., 2011; Stevenson ve ark.,
2008; Wiltbank ve Pursley, 2014). Diivelerde dogal Ostrusun yaninda yaygin sekilde
kullanilan Gstrus senkronizasyonu yontemi, PGF2, ile 6strusun indiiklenmesidir. Bu
amagcla hem dogal prostaglandin (dinoprost) hem de sentetik prostaglandin (cloprostenol)
kullanilmaktadir. Farkli prostaglandin tiirlerinin karsilastirdigi ¢alismalarda; Ostrusun

olusma zamani, tohumlanan hayvanlarin orani, ortalama tohumlama, gebelik oranlari
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acisindan herhangi bir fark elde edilmemistir (Martineau, 2003; Répasi ve ark., 2005).
Diivelerde zaman ayarli protokollerin kullanim orani ineklere gore daha azdir. Ciinkii
Ostrus takibi sonrasi daha yiiksek gebelik elde edilmektedir (Jordan ve ark., 2002; Pursley
ve ark., 1997; Rivera ve ark., 2004). Daha sonra diivelerde 5 giinliik zaman ayarl
protokoliin uygulanmasiyla Gstrus takibi sonrasi elde edilene benzer gebelik oranlarina
bazi ¢alismalarda ulasilabilmistir (Kuhn ve ark., 2006; Rabaglino ve ark., 2010)

CBS i¢in dogru zamanda tohumlamanin yapilmasi, dstrus tespitinin dogru bir
sekilde yapilmas1 gerekir. Aksi taktirde CBS ile (kismi kapasitasyon bagladig1 ve yasam
stiresi kisaldig1 icin) yanlis zamanda yapilan tohumlama fertilizasyon oranini ayni
zamanda gebelik oranimi diistirecektir (Bodmer ve ark., 2005; Vazquez ve ark., 2003).
Dolayistyla ovulasyon senkronizasyonu yerine ostrus senkronizasyonu CBS igin
onerilmektedir (An ve ark., 2010).

Holstein duvelerde konvansiyonel sperma ile tohumlamalarda elde edilen gebelik
oranlarinda, Ostrus gosterenler ile gostermeyenler arasinda fark goriillmezken, CBS ile
Ostrus gosterenlerde tohumlamada gebelik orani daha yiiksek saptanmistir (Mallory ve
ark.,, 2013). Ancak Holstein divelerde 06strus gosterenlerde gostermeyenlerin
konvansiyonel sperma kullanildiginda gebelik oran1 1,5 kati CBS kullanildiginda 3,4 kati
kadar1 oldugu tespit edilmistir (Noonan ve ark., 2016). Bununla birlikte bazi ¢alismalarda
CBS ile tohumlama sonrast Ostrus gosterenlerle karsilastirildiginda  Ostrus
gostermeyenlerin gebelik oranlari ¢arpict sekilde diisiik saptanmistir (Funston, 2012; S&
Filno ve ark., 2013; Thomas ve ark., 2014). Giincel ¢alismalarda da zaman ayarli
tohumlama protokolii uygulanmasina ragmen Ostrusla tohumlamanin 6nemi devam
etmekte ve tohumlama aninda 6strus gosterenlerde gebelik oraninin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Colazo ve ark., 2018; Hall ve ark., 2017).

Bununla birlikte Ostrus belirtilerinin siddetine gére (vulvadaki ddem, vaginal
mukus, vaginada kizariklik ve serviksteki gevseme) konvansiyonel ve CBS ile elde edilen
gebelik oranlar1 degismektedir. Holstein diivelerde yapilan ¢alismalarda 6strus bulgulari
giiclii oldugunda gebelik orani daha yiiksek tespit edilmistir (Kurykin ve ark., 2007,
Kurykin ve ark., 2016). Tohumlama aninda &strus bulgularinin degerlendirilmesinin

yaninda tohumlama dncesinde Ostrus siddetinin gebelik orani lizerine etkisini belirlemek
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i¢in Ostrus takip sistemlerinin de kullanilabilecegi belirtilmistir (Madureira ve ark., 2015;
Silper ve ark., 2015). Konvansiyonel sperma ile yapilan ¢alismada Ostrus sirasinda yiiksek
indekse (maksimum Ostrus indeksi) sahip ineklerde gebelik orani yiiksek (%42,9 ve
%28,9) saptanmigtir (Madureira ve ark., 2015). Fakat CBS ile yapilan bir ¢alismada
maksimum 06strus indeksinin gebelik oranini etkilemedigi bildirilmistir (Bombardelli ve
ark., 2016).

2.10.6. Boganin Fertilitesi

CBS ile gebelik oranim etkileyen diger 6nemli faktor ise boga etkisidir. Spermin
ayristirllmasinda fertilite bazi bogalarda azalirken, bazi bogalarda degismemektedir
(Macedo ve ark., 2013). Tohumlama Oncesinde taze spermada islenme, dondurma,
depolama, c¢ozdiirme gibi bir¢ok asama gergeklestigi icin boganin fertilitesini
degerlendirmek zor olmaktadir. Spermanin kullanimina iliskin bir¢ok ana kriter
konulmasina ragmen in vitro bulgular ile in vivo bulgular farkli olabilmektedir (Abdel-
Azim, 2010). Dolayisiyla spermanin ayristirillma sonrasindaki fertiliteye -etkisini
tohumlama o6ncesinden degerlendirmek zor olmaktadir. Bununla birlikte ¢aligmalardaki
hayvan sayis1 diisiik oldugunda boganin fertilitesini degerlendirmenin gii¢ oldugu
dolayisiyla boganin fertilitesini degerlendirebilmek i¢in boga basina en az 200-300
tohumlama yapilmasi gerektigi ifade edilmistir (Amann ve DeJarnette, 2012). Bunun
nedeni olarak her bir boganin spermasi ayristirma siirecinde farkli derecelerde etkilenmesi
olarak gosterilmesidir (Frijters ve ark., 2009; Hall ve ark., 2017).

Ineklerde CBS ile yapilan bir ¢alismada bogalar arasinda fertilite %11,6-46,1
araliginda tespit edilmistir (S& Filho ve ark., 2013). Diivelerde ise cinsiyeti belirlenmis ve
konvansiyonel sperma birlikte degerlendirilerek gebelik oran1 %27,3 ile %44,2 arasinda
tespit edilmistir (Sales ve ark., 2011). Giincel bir ¢alismada farkli bogalara ait CBS ile
tohumlama yapildiginda, bogalarin yarisindan azinda %50°nin iizerinde gebelik orani elde
edildigi saptanmistir (Hall ve ark., 2017). Gebelik sonuglarinin yiiksek oldugu bilinen
bogaya ait CBS’yi kullanmak fertiliteyi artiracak bir strateji olarak tavsiye edilmektedir
(Frijters ve ark., 2009).
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2.10.7. Tohumlama Yeri

CBS’nin ayrigtirma siirecinden olumsuz etkilendigi i¢in disi genital kanalda yasam
siiresi kisalmakta ve sperm dozu konvansiyonel spermaya gore diisiik kalmaktadir.
Yapilan calismalarda tohumlama Oncesi muhtemel ovulasyonun olacagr ovaryum
ultrasonografi veya rektal muayeneyle belirlenmektedir. Sonrasinda ovulasyon bolgesine
yakin (derin intrauterin) yapilan tohumlama ile CBS’nin yol aldigi uterus bolimii
azaltilmaya c¢alisilmaktadir (Chang ve ark., 2017; Kurykin ve ark., 2007). Bazi
arastirmacilar muhtemel ovulasyonun olacagi taraftaki kornu uteriye veya uterotubal
bolge gibi farkli tohumlama yerlerine yapilan tohumlamanin gebelik oranina etkisini
arastirmistir (Macedo ve ark., 2013). Uterotubal bdlgeye yapilan tohumlama spermanin
uterustaki mukusla geriye bosalmasina engel oldugu bildirilmistir (Lopez-Gatius, 2000).
Tohumlama yeri bakimidan kornu uteriye yapilan tohumlamalar korpus uteriye yapilan
tohumlamalara gore alternatif olsa da, gebelik oranlarmin degismedigini rapor eden
calismalar bulunmaktadir (Seidel ve Schenk, 2008; Verberckmoes ve ark., 2005).

Holstein divelerde CBS ile korpus uteriye, kornunun ortasina ve uterotubal
bolgeye tohumlama yaparak gebelik oranlarim1 karsilastirilan calismada fark
bulunmamustir (Kurykin ve ark., 2007, Kurykin ve ark., 2016). Baska bir ¢alismada
Holstein duvelerde CBS ile kornu uteri veya korpus uteriye yapilan tohumlama sonrasi
gebelik oranlari fark tespit edilmemistir (Ingenhoff ve ark., 2017). Ayni1 zamanda yapilan
baz1 caligmalarda derin kornu uteriye yapilan tohumlamalarda sahada kullanilan
tohumlama kateterinden farkli olarak 6zel tohumlama kateterleri kullanilmistir (Meirelles
ve ark., 2012; Verberckmoes ve ark., 2005). Bu nedenle intrakornual tohumlama
yapilirken uterus duvarinda perforasyon ve kornu uteriyi tutma cabalar1 esnasinda graaf

folikiilii patlama riski bulunmaktadir (Kurykin ve ark., 2006).

2.10.8. Folikiil Cap1

Tohumlama aninda graaf folikiil ¢ap1 fertiliteyi etkileyen faktorler arasinda yer
aldig1 bildirilmektedir (Perry ve ark., 2005). Graaf folikiiliin ¢ap1 6strus davranisini
indiikleyen Ostrojen seviyesini etkilemekle birlikte korpus luteumun yapisi ve fonksiyonu

icin folikiiler hiicreleri hazirlamasiyla fertiliteyi etkilemektedir (Perry ve ark., 2005;
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Vasconcelos ve ark., 2013). Bununla birlikte korpus luteumun yapisinin ve serum
progesteron konsantrasyonunun graaf folikiiliin ¢apiyla iligkili oldugu, tiim bu karsilikli
etkilesimlerin embriyonik gelisimi ve embriyonun yasama giiciinii etkiledigi bazi
arastirmacilar tarafindan ileri stiriilmektedir (Keskin ve ark., 2016; Lopes ve ark., 2007,
Lynch ve ark., 2010; Vasconcelos ve ark., 2013;). Yapilan bir ¢cok ¢alismada tohumlama
anindaki graaf folikilin ¢apinin gebelik orani tizerine etkisi arastirilmistir (Pereira ve ark.,
2013; Wiltbank ve ark., 2011). Baz1 ¢alismalar tohumlama anindaki biiyiik ¢aptaki graaf
folikiiliin gebelik oranini artirdigini rapor etmistir (Perry ve ark., 2005; Perry ve ark.,
2007; Vasconcelos ve ark., 2001). Graaf folikiiliin ¢ap1 arttikga Ostradiol ve progesteron
konsantrasyonu artmaktadir (Lopes ve ark., 2007; Vasconcelos ve ark., 2001). Ayni
zamanda yliksek Ostradiol seviyesinin reprodiiktif kanalda sperm/oosit taginmasini
artirdi@r bildirilmistir (Hawk, 1983; Keskin ve ark., 2016; Perry ve Perry, 2008). Diger
taraftan bazi ¢aligmalarda ise biiyiik ¢aptaki folikiillerde, folikiiliin dominantlik siiresinin
uzadigi, buna bagl oositin yaslandigi ve fertilitenin diistiigii tespit edilmistir. Dolayisiyla
tohumlama anindaki kii¢iik captaki folikiille fertilitenin daha ytiksek oldugunu ileri siiren
calismalar da vardir (Bleach ve ark., 2004; Lynch ve ark., 2010; Townson ve ark., 2018;
Vasconcelos ve ark., 1999; Wiltbank ve ark., 2011). Bununla birlikte folikiiler ¢apin
gebelik oranlarini etkilemedigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Hillegass ve ark.,
2008). Konvansiyonel sperma ile yapilan tohumlamalarda gebelik oranini etkileyen bir
faktor olarak graaf folikiiliin ¢apt degerlendirilmesine ragmen CBS ile yapilan
caligmalarda bu faktoriin degerlendirildigi sinirli galisma bulunmaktadir (Chang ve ark.,
2017; Filho ve ark., 2012; Ingenhoff ve ark., 2017).Et¢i ineklerde tohumlama aninda 9
mm ¢apindan biiylik ve kiiciik graaf folikiile sahip olan ineklerin konvansiyonel sperma
ile tohumlanmasi sonrasi elde edilen gebelik oranlar sirastyla %58,9 ve %49,5 iken CBS
ile tohumlama sonrasi ise %56,8 ve %31,2 tespit edilmistir (Filho ve ark., 2012). Holstein
duvelerde CBS ile yapilan ¢alismada 18-22 mm capa sahip graaf folikili olan diivelerde
17mm’den kiiglik ve 23 mm’den biiyiik graaf folikule sahip diivelere gore gebelik orani
daha yiiksek (%37,4; %29,2) saptanmistir (Ingenhoff ve ark., 2017).
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2.10.9. Embriyonik 6lum

CBS ayristirma siirecinden etkilendigi igin diisiik gebelik oranlarinin sebebinin
artan embriyo 6liimii olabilecegi arastirilmistir (Bodmer ve ark., 2005; Jevgeni Kurykin,
2017; Karakaya ve ark., 2014; Seidel ve Garner, 2002). Toplanan ve transfer edilebilir
embriyo sayist acisindan karsilagtirildiginda konvansiyonel sperma ile elde edilen
embriyo oranlart CBS’den daha yiiksek olmustur (Peippo ve ark., 2009; Sartori ve ark.,
2004; Schenk ve ark., 2006). Fertilize olan embriyo sayisinin azalmasi ve dejenere
embriyo sayisinin artmasi hem fertilizasyon hem de sperma hasarina bagli embriyo
gelisimiyle iliskilendirilmistir (Sartori ve ark., 2004; Schenk ve ark., 2006). Spermanin
ayristirma siirecinden etkilenmesinin yaninda superovulasyon protokollerinde de
tohumlama zamaninin hatali olmasi embriyo iiretiminin diisiik olmasini etkileyen bir
faktor olarak gosterilmektedir (An ve ark., 2010; Kurykin, 2017). Siperovulasyon
protokolii uygulanmis diivelerde sabit zamanda tek sefer tohumlama yapildiginda, aslinda
CBS ile dogru zamanda tohumlama yapilmadigi belirtilmistir (Schenk ve ark., 2006).
Tablo 4’de belirtildigi lizere, yapilan bir derlemede CBS ile tohumlama sonrasi
embriyonik 6liim orani bir¢ok calismada sayisal artis gosterse de istatistiki anlamlilik

saptanmamustir (Kurykin, 2017).

Tablo 4. Etci ve siit¢ii irklarda CBS ile tohumlamayi takiben embryonik ve fotal dlumler (Kurykin, 2017)

SPERMA TURU

IRKLAR REFERANSLAR

CBS KS
Angus ve Holstein diive %8,8 %6,2 Seidel ve ark., 1999
Brown Swiss ve Red Holstein diive %11,1 %0,0 Bodmer ve ark., 2005
Brown Swiss ve Red Holstein inek %17,2 %5,5 Bodmer ve ark., 2005
Holstein-Friesian inek %3,1 %5,8 Andersson ve ark., 2006
Angus inek %2,0 %5,0 Seidel, Schenk 2008
Holstein inek %9,5 %05,5 Schenk ve ark., 2009
Holstein, Jersey ve Danish Red diive %4,5 %2,3 Borchersen, Peacock 2009
Holstein diive %10,6 %7,4 Chebel ve ark., 2010
Holstein dlive %6,1 %6,5 Healy ve ark., 2013
Holstein-Friesian inek %19,1 %4,8 Karakaya ve ark., 2014
Toplam %09,2 %4,9

CBS: Cinsiyeti Belirlenmis Sperma; KS: Konvansiyonel sperma
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CBS ile tohumlamanin embriyonik 6liim orani {izerine etkisinin arastirildig
calismalarda 30. giin ve 60. giin arasinda gebelik kaybinin CBS ile arttigin1 tespit eden
calismalar bulunsa da (Bodmer ve ark., 2005; Karakaya ve ark., 2014; Seidel ve ark.,
1999), istatistiki farki degerlendirebilmek i¢in daha buyuk populasyonu kapsayan
hayvanlar iizerinde calismalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Seidel ve Garner,
2002).

2.10.10. Sicaklik stresi

Sicak aylarda ortaya ¢ikan sicaklik stresi direkt veya indirekt olarak ineklerin
beslenme, reprodiiktif, fizyolojik, saglik ve davranigsal parametrelerini etkilemektedir.
Ineklerin yatma davranisinin degismesinin yaninda dstrustaki ineklerin atlama ve durma
davraniginin azaldigi bildirilmistir (Allen ve ark., 2015; Cook ve ark., 2007; Schiiller ve
ark., 2017). Dolayisiyla sicaklik stresi altinda Ostrus tespit oraninin azaldigi
bildirilmektedir (Peralta ve ark., 2005). Bununla birlikte sicaklik stresinin ana etkisi
folikiil gelisimi, sperma ile oosit canliligi, embriyo gelisimi ve yasama giicii ve hormon
konsantrasyonlart tizerine olmaktadir (De Rensis ve Scaramuzzi, 2003). Sicaklik stresiyle
birlikte Ostrusta folikiiliin dominantlig1 baskilanmasiyla folikiil ¢apinin azaldigy, 6stradiol,
LH ve takiben sekillenen CL’dan salgilanan progesteron konsantrasyonlarinin diistiigii
bildirilmistir (Wilson ve ark., 1998; Wolfenson ve ark., 2000). Bunun yani sira sicaklik
stresi spermanin ve oositin canliligini etkilemektedir (Ravagnolo ve Misztal, 2002).
Sicaklik stresinin etkiledigi ineklerde etkilenmeyenlere gore gebelik orant %10-30 daha
diisiik tespit edilmektedir (Cavestany ve Foote, 1985; De Rensis ve Scaramuzzi, 2003).
Sicaklik stresinin etkisini degerlendirmek igin yaygin olarak Sicaklik Nem Indeksi (SNT)
kullanilmaktadir (Cook ve ark., 2007; Healy ve ark., 2013; Ravagnolo ve ark., 2000;
Schiiller ve Heuwieser, 2016; West, 2003). SNI esik degerinin hesaplanmasi sicaklik stresi
sonrasinda ineklerdeki fizyolojik degisim hakkinda objektif bir fikir vermektedir (Schiiller
ve Heuwieser, 2016). SNIi hesaplamasi i¢in hayvanlarin barindigi ahirlardaki SNI
verilerinin yan1 sira en yakin meterolojik istasyon verileri kullanilmaktadir (Schiller ve
ark., 2014). Sicaklik stresinden saglikli hayvanlarin etkilenmemesi i¢in SNI degerinin 68

ve altinda olmasi istenmektedir. SNI degeri 68 ile 74 araliginda oldugunda sicaklik stresi
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etkisini gostermektedir (De Rensis ve ark., 2015). Yapilan farkli ¢alismalarda gebelik
oranma etki eden sicaklik stresinin basladigi SNI esik degeri 72 olarak belirlenmistir
(Garcia-Ispierto ve ark., 2018; Morton ve ark., 2007; Schiller ve ark., 2014).

CBS ile sicaklik stresinin etkisini degerlendiren calismalar smirli kalmaktadir
(Chang ve ark., 2017; Healy ve ark., 2013; Karakaya ve ark., 2014; Mellado ve ark., 2014).
Holstein diivelerde CBS ile yapilan bir ¢alismada sicak aylarda SNI degerindeki her 10
birim artisin gebelik oraninda yaklasik %10 azalmaya neden oldugu rapor edilmistir
(Healy ve ark., 2013). Holstein diivelerde yapilan baska bir ¢alismada ise sicak aylarda
cinsiyeti belirlenmis ve konvansiyonel sperma ile benzer gebelik oranlari elde edilmistir
(Mellado ve ark., 2014). Diger bir calismada diivelerde sicak ve soguk sezon
karsilastirildiginda sicaklik stresi altinda gebelik oranlarinda azalma saptanmazken
(Chang ve ark., 2017), ineklerde sicak sezonda hem CBS hem de konvansiyonel sperma

ile tohumlama sonrasi gebelik oranlarinin azaldig: bildirlmistir (Karakaya ve ark., 2014).

2.10.11. Tohumlayici etkisi

Tohumlayicinin gebelik orani iizerine etkisi aynt zamanda tohumlayicinin bilgi,
beceri ve deneyimine bagli oldugu bildirilmektedir (Chebel ve ark., 2010; Healy ve ark.,
2013; Ingenhoff ve ark., 2017; Seidel ve Schenk, 2008). Ornegin, tecriibe farki olan iki
tohumlayicinin karsilagtirildigi bir c¢alismada tecriibeli tohumlayicinin gebelik orami
digerine gore daha yiiksek (39,6 ile 32,6) tespit edilmistir (Vartia ve ark., 2017).
Caligmalarin  bazilarinda tohumlayic1 etkisi, spermanin tohumlama Oncesi dogru
hazirlanmast ve tohumlamadaki tiim siirece etkisi isletme faktorii olarak
degerlendirilmistir (DeJarnette ve ark., 2011; Kurykin ve ark., 2016). Tohumlayici
etkisinin O0nemli oldugu bir nokta da inek veya diivelerin yanlis zamanda
tohumlanmasidir. Ornegin yapilan bir ¢aligmada yapilan tohumlamalarin %14,5’inde
progesteron konsantrasyonunun 10 ng/ml iizerinde oldugu ve tiim tohumlamaya c¢agrilan
hayvanlarin %44’tiniin gebe oldugunu tespit edilmistir (Sturman ve ark., 2000).
Finlandiya’da tohumlayici teknisyenler ile fertilite uzmanlarin yaptig1 tohumlamalar
karsilagtirildiginda, grup farketmeksizin ineklerin %7,7’sinin progesteron konsantrasyonu

10 ng/ml iizerinde olmasina ragmen tohumlamaya c¢agrildigi bildirilmistir (Vartia ve ark.,
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2017). CBS ile gebelik oranina etki eden birgok faktorii degerlendirerek siiriilerdeki
gebelik oranlarmin farkliligina dikkat ¢eken arastirmacilar bu farkliligin tohumlayici

etkisinden de kaynaklanabilecegini bildirmistir (Abdel-Azim, 2010).

2.10.12. Tohumlama Zamani

Tohumlama sonrasi fertilizasyon ve dolayisiyla gebelik elde edebilmek icin disi
genital kanalda spermay1 ve oositi dogru zamanda bir araya getirmek gerekir. Bu da ancak
dogru tohumlama zamani ile miimkiindiir (Roelofs ve ark., 2006). Ovulasyon 6strus
basladiktan 24-32 saat sonra sekillenmektedir (ljaz ve ark., 1994; Walker ve ark., 1996).
Oositi fertilize edecek sperma disi genital kanalda yaklasik 24-30 saat canli kalirken,
oositin yasam Omrii sadece 6-12 saat olarak tespit edilmistir (Roche, 2006). Kisacasi
spermanin yasam dmrii uzun ancak oositin yasam omriiniin kisadir. Optimum gebelik elde
edebilmek i¢in bu siireleri dikkate alarak tohumlama zamani belirlenmelidir (Hockey ve
ark., 2010). Dolayisiyla tohumlama zamani gebelik oranimi etkileyen en Onemli
faktorlerden birisidir (Carvalho ve ark., 2014; Roelofs ve ark., 2006;).

Konvansiyonel sperma ile ideal tohumlama zamanin ortaya kondugu
calismalardan bu yana 75 yil ge¢mistir. Ideal tohumlama zaman1 Sstrus takibi sonrasi
davranigsal Ostrusun bitmesinden birka¢ saat dnce olarak belirtilmistir (Trimberger ve
Davis, 1943). Bu calismalar sonrasinda tohumlama zamaninin belirlenmesinde sabah
aksam kurali gelistirilmistir (Trimberger, 1948). Ostrus takip sistemi ile yapilan kapsamli
bir ¢caligma sonrasi en yiiksek gebelik oranmin ilk durma davranigi sonrasi 4-12. saatler
arasinda elde edildigi bildirilmistir (Dransfield ve ark., 1998). Konvansiyonel sperma ile
Ostrus baglangicindan 12 saat sonra veya ovulasyondan 12-24 saat once tohumlamay1
Oneren benzer c¢aligmalar bulunmaktadir. Fertilizasyon kaybinin tiim fertilite kaybi iginde
yiizdesi diisliik gorlinmesine ragmen, dogru zamanda yapilmayan tohumlamanin erken
embriyonik oliimleri artirdig1 ve fertiliteyi azalttigi bildirilmistir (Carvalho ve ark., 2014;
Dalton ve ark., 2001; Roelofs ve ark., 2006). Dolayisiyla ovulasyon zamaninin tahmin
edilerek dogru tohumlama zamaninin belirlenmesi ile gebelik oraninin artirilabilecegi
belirtilmistir (Hockey ve ark., 2010). Yapilan bir ¢aligmada primipar ineklerde Ostrus

baslangicindan 13-16 saat sonra, multipar ineklerde 0strus baslangicindan 12 saate kadar
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tohumlama yapildiginda en yiiksek gebelik orani elde edilmistir (Stevenson ve ark., 2014).
Baska bir ¢aligmada ise Ostrus baslangicindan 5-17 saat aralifinin optimal tohumlama
zamani oldugu bildirilmistir (Roelofs ve ark., 2015).

CBS’nin ayristirma siirecindeki fiziksel ve kimyasal stres spermaya zarar verdigi
(0zellikle akrozom membraninda), kismi olarak kapasitasyonu baslattigr ve spermanin
kapasitasyonunu hizlandirdig1 bildirilmistir (Garner, 2006; Lu ve Seidel, 2004; Schenk ve
ark., 2009; Vazquez ve ark., 2003). Bununla birlikte ayristirma siirecinin genital kanalda
spermanin yasam siiresini kisalttig1 rapor edilmistir (Maxwell ve ark., 2004; Mocé ve ark.,
2006; Peippo ve ark., 2009). Spermanin yasam siiresi kisaldigi i¢in dogru zamanda
tohumlama yapilmadiginda gebelik oraninin diismesi beklenmektedir (Bodmer ve ark.,
2005; Peippo ve ark., 2009). Dolayisiyla konvansiyonel sperma ile yapilan ¢alismalarda
belirtilmis olan ovulasyon zamanina gore tohumlama yapilmasi, CBS kullaniminda daha
kritik bir 6nem tasimaktadir (Schenk ve ark., 2009).

Nelore 1rki ineklerde zaman ayarli tohumlama protokoliinde (0. gin 3mg
progesteron kulak implant1 ve Smg 6stradiol valerat, 9. giin kulak implant1 ¢ikarilip 400
IU eCG, 11.giin 100 pg GnRH) progesteron kaynagi ¢ikarildiktan sonra 36. saatte yapilan
tohumlamada %?5,8; 48. saatte tohumlananlarda %20,8; 60. saatte tohumlananlarda %30,9
gebelik orani tespit edilmistir. Bununla birlikte tohumlama saati ile ovulasyona kadar
gegen zamanin 0-12 saat araliginda olanlarda %37,9; 12-24 saat kalanlarda %19,4; 24
saatten fazla olanlarda %5,8 gebelik oranmi bildirilmistir (Sales ve ark., 2011). Ayni
caligmada Jersey duvelerde zaman ayarli protokoliinde (0. glin 1g progesteron ve 2 mg
Ostradiol benzoat, 8. giin progesteron kaynagi ¢ikarilip 0,25 mg PGF,, ve 3001U eCG,
9.g0n 1 mg 6stradiol benzoat) progesteron kaynagi ¢ikarildiktan CBS tohumlama saatinin
6 saat (54 ve 60) otelenmesiyle gebelik oraninin arttig1 (%16,2 ve %31,4) saptanirken
konvansiyonel sperma ile tohumlananlarda (%50,5 ve %51,8) bu artis goriilmemistir
(Sales ve ark., 2011). Melez ineklerde zaman ayarli tohumlama protokolii sonrasi Gstrus
gostermeyen ineklerde tohumlama saatinin 20 saat 6telenmesi gebelik oraninda artisa (%3
ve %36) neden olmustur (Thomas ve ark., 2014). Holstein ve melezlerinde CBS ile
progesteron kaynagi cikarildiktan 50 saat sonrasi yapilan tohumlamalarda gebelik orani

artmasina ragmen konvansiyonel sperma ile tohumlama zamaninin 6telenmesi gebelik
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oranini degistirmemistir (Noonan ve ark., 2016). Yapilan bir ¢alismada tohumlama ile
ovulasyon arasi siirenin 6zellikle zaman ayarli protokol uygulandiginda gebelik oranim
etkiledigi bulunmustur. CBS ile tohumlamadan 12 saat icinde ovulasyon yapanlardaki
gebelik orani, 24-36 saat arasinda ovulasyon yapanlardan daha yiiksek bildirilmistir
(Colazo ve Mapletoft, 2017). Angus Hereford melezi etgi ineklerde zaman ayarli
tohumlama protokoli ile tohumlama zamani 8 saat ertelendiginde Ostrus gosterenlerin
orani artmasina ragmen gebelik oran1 (%35,4 ve %34,8) artmamistir (Hall ve ark., 2017).

Angus duvelerde zaman ayarli protokolde (0. giin 100ug ve 1,38 g progesteron, 7.
giin progesteron kaynagi ¢ikarilip 25 mg PGF2,) progesteron kaynagi ¢ikarildiktan 55-56
saatler arasinda yapilan tohumlamada gebelik oran1 %34,0 saptanirken, 67-68. saatler
arasinda yapilan tohumlamada gebelik oram1 %46,0 tespit edilmistir. Angus diivelerde
yapilan baska bir c¢alisgmada tohumlama zamani degerlendirildiginde Ostrus
baslangicindan 0-12 saat arasinda tohumlananlarda gebelik orani %25,0; 18-24 saat
arasinda tohumlananlarda gebelik orant %55,0 bildirilmistir (Schenk ve ark., 2009).
Jersey diivelerde Ostrus baglangicindan 12-16 saat sonra yerine 16-24 saat araliginda
tohumlama yapildiginda gebelik oraninin arttigi tespit edilmistir (S& Filho ve ark., 2010).
Jersey ineklerde yapilan bir retrospektif calismada 3 saatten az siirede, 4-12; 13-22; 23-
41. saatler arasinda ve 42. saatten sonra tohumlama yapildiginda; gebelik sonuglari
sirastyla 9%20,0; %30,6; %44,3; %48.9; %40,0 bulunmustur. Calisma sonucunda Jersey
ineklerde CBS ile ostrus bagladiktan sonraki 23-41. saatlerde yapilan tohumlamada
gebelik oranimin arttigr tespit edilmistir (Bombardelli ve ark., 2016).

Tohumlama zamaninin 6nemini iligkin, cinsiyeti belirlenmis ve konvansiyonel
sperma arasinda fizyolojik heterojenite bulunmaktadir. Konvansiyonel spermada farkli alt
gruplarin oldugu ve tohumlama sonrasi spermalarin farkli zamanlarda fertilizasyona hazir
olduklar bildirilmistir. Bir ejakulatin sperma popiilasyonundaki bu ¢esitlilik tohumlama
zamanindan ovulasyon zamani ve fertilizasyon zamanina kadar esneklik saglamaktadir
(Rodriguez-Martinez, 2006). Fakat sperma icerisindeki alt grup heterojenitesi CBS igin
degismektedir. Bu sperma popiilasyonundaki heterojenitenin degisimi fertilitenin
azalmasma neden olacagi belirtilmistir. Ayn1 zamanda Ostrus bagslangicindan sonra

tohumlama zamaninin geciktirildiginde gebelik oranindaki degisimler, CBS’deki
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heterojenitenin konvansiyonel spermadaki ile ayn1 olmadiginin kaniti olarak gosterilmistir
(Vishwanath ve Moreno, 2018).

CBS’nin ayristirma siirecinde yasam stiresi azalmaktadir. CBS ile farkli irklarda
yapilan ¢aligsmalarda ge¢ tohumlama ile gebelik oraninin arttigi bir¢ok arastirmada tespit
edilmistir (Bombardelli ve ark., 2016; Maxwell ve ark., 2004; S& Filho ve ark., 2010; Sales
ve ark., 2011). Gebelik oranini artirmak i¢in fertilizasyon aninda canli sperm sayisini
artirmak gerektigi dolayisiyla fertilizasyon oranini artirmak i¢in tohumlama zamaninin
Otelenmesinin kritik bir karar oldugu bildirilmistir (Saacke, 2008). Konvansiyonel sperma
icin ayarlanan optimal tohumlama zamami CBS icin optimal zaman olmadigi
vurgulanmaktadir (Thomas ve ark., 2014). Kapasitasyon i¢cin CBS daha az zamana ihtiyac
duymaktadir dolayistyla ge¢ tohumlananlarda gebelik orani1 daha yiiksek tespit edilmistir
(Sales ve ark., 2011).

2.11. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma ve Konvansiyonel Sperma ile Tohumlama
Sonrasi Dogan Buzagilarin Karsilastirilmasi

Flow sitometri, spermanin cinsiyetinin ayristirilmasinda en giivenilir yontem
olarak bildirilmesine ragmen (Seidel, 2007), ayristirma siirecinde CBS’nin DNA’sinda
hasar sekillendigi bildirilmistir (Vazquez ve ark., 2003). Dolayisiyla CBS ile gebelik
oranlarinin diisiik olmasinda bu hasarin etkisinin olabilecegi bildirilmis ve iki muhtemel
sebep ileri siirlilmistiir. Birincisinde ayristirma siirecindeki hasar spermanin DNA’sinda
olup abortus ve konjenital anomalilere neden oldugu igin reprodiiktif parametreler
diismektedir. ikincisi ise hasarin spermanin fonksiyonlarinda oldugu ve yasama dmriiniin
azalmasina baglh reprodiiktif parametreler azalmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
ayristirma siirecindeki hasarin spermanin DNA’sinda degil, spermanin fonksiyonlarinda
meydana geldigi tespit edilmistir (Vazquez ve ark., 2008). Buna ragmen ayristirma
stirecinin spermaya verdigi hasar s6z konusu oldugundan, CBS ile tohumlama sonrasi
dogan buzagilar arastirildiginda herhangi bir anomaliye rastlanilmamistir (Seidel ve
Garner, 2002). Ayn1 zamanda CBS ile konvansiyonel spermadan dogan buzagilarin
dogum agirlig1, dogum kolayligi, buzagilarin yagama giicii, neonatal 6liim oran1 agisindan

herhangi bir fark bulunmamaistir (Tablo 5). Ancak buzagi cinsiyetine bagh farklilik ortaya
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konmus; disi buzagilarin 2,4 kg daha diisik dogum agirhigina sahip oldugu, disi
buzagilarda gii¢ dogum daha az (1,15 ve 1,30) goriildigii tespit edilmistir (Tubman ve
ark., 2004).

Tablo 5. Cinsiyeti belirlenmig sperma (CBS) ve konvansiyonel sperma (KS) ile tohumlamadan dogan

yavrularin karsilagtirilmasi (Tubman ve ark., 2004).

Parametreler KS CBS
Buzagi sayisi (n) 1158 787
Abort orant (%) 4,5 50
Gebelik stiresi (giin) 279 279
Neonatal 6lim (%) 35 4,0
Dogum kolaylig1 skoru 1,2 1,2
Dogum agirligi (kg) 33,9 34,1
Siitten kesmede yasama giicii (%) 91,7 91,5
Siitten kesme agirligr (kg) 239,0 2410

2.12. Yeni Teknoloji ile Cinsiyeti Belirlenmis Sperma ve Yapilan Calismalar
Cinsiyeti belirlenmis sperma ile elde edilen gebelik oranlarinin diisiik olmasinin
sebebi en c¢ok tartisilan konu olmustur. Birgok calisma gebelik oranlarmin diisiik
olmasinin sebebi olarak ayristirma siirecindeki fiziksel ve kimyasal etkilenmeyi isaret
etmektedir (Garner, 2006; Schenk ve ark., 2009; Seidel ve Garner, 2002). Spermanin
ayrigtirma ve dondurulmasini da kapsayan sirecte, CBS’nin hazirlanmasi 21 asamadan
olusurken, konvansiyonel spermanin hazirlanmas1 3-4 asamadan olusmaktadir.
Dolayisiyla CBS ayristirma siirecinde bir ¢ok isleme maruz kalmaktadir (Vishwanath ve
Moreno, 2018). Ancak giincel ¢aligmalarda, flow sitometri tekniginde (XY teknolojisi)
spermanin hazirlanmasi, toplanmasi ve dondurulmasi asamalari revize ve standardize
edildigi bildirilmistir (Vishwanath ve Moreno, 2018). Ozellikle spermanin ayrigtirma
stirecinde sicaklik ve pH’1n stabilize edildigi, oksidatif hasarin azaltildig rapor edilmistir.
Eski XY teknolojisiyle hazirlanmis CBS’nin ayristirma siireci giincellenmis ve
SexedULTRA™ teknolojisi olarak adlandirilmistir (Gonzalez-Marin ve ark., 2018;
Vishwanath ve Moreno, 2018). Bu yeni teknoloji, XY teknolojisi ile karsilastirildiginda
sperm motilitesinin ve akrozom biitiinliigliniin arttig1 bildirilmistir (Gonzalez-Marin ve

ark., 2016). Yeni teknolojiyle ayristirilmig CBS ile yapilan kapsamli iki saha ¢aligmasinda
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XY teknolojisine gore gebelik oraninda %4,5 ile %7,4 artis tespit edilmistir (Vishwanath,
2014; Lenz ve ark., 2016). XY metoduyla ayristirilan CBS ile payetteki sperma
konsantrasyonunu artirarak diisiik gebelik oranin1 kompanze edemeyecegi gegmisteki
arastirmalarda bildirilmistir (DeJarnette ve ark., 2010; Schenk ve ark., 2009). Fakat
ayristirma siirecinin standardize edilmesinin ardindan, yeni teknolojiyle ayristirilan
CBS’nin tohumlama dozu artirildiginda (4x10°) CBS ve konvansiyonel sperma ile benzer
gebelik orani (SexedULTRA™ 9%66,7 ve konvansiyonel %66,5) tespit edilmistir (Lenz
ve ark., 2016). Elde edilen veriler dogrultusunda, sonraki siire¢lerde ticari olarak payetler
4x10° konsantrasyonda CBS icermektedir. Cinsiyeti Belirlenmis Sperma 2017 yilindan
itibaren piyasaya sperm dozunu da ifade eden SexedULTRA-4M™ adiyla sunulmustur
(Vishwanath ve Moreno, 2018). Yeni teknoloji ile zaman ayarli protokol ile tohumlama
sonras1 Ostrus gostermeyenlerde konvansiyonel sperma ile CBS arasinda ciddi bir fark
(%62,8 ve %38,7) tespit edilirken, Ostrus gosterenlerde bu farkin (%63,8 ve %61,9)
kapandigi bildirilmistir (Crites ve ark., 2018). Ayni1 zamanda, Ostrus gosteren hayvanlarda
dogru zamanda tohumlama yapildiginda CBS ile konvansiyonel sperma arasindaki
fertilite ag1g1 kapanabilecegi bildirilmistir (Crites ve ark., 2018; Vishwanath ve Moreno,
2018).

Sonug olarak, CBS ile konvansiyonel sperma arasindaki gebelik oranlari arasindaki
farkin 6nemli sebeplerinden birisi ayristirma siirecinde spermada sekillenen hasar oldugu
bildirilmistir. Ayristirma siirecindeki yenilikle ve standardizasyonla bu fark azaltilmaya
caligilsa da ayristirma siirecinde spermanin yasam Omrii kisalmaktadir ve optimum
gebelik oranlarinin elde edilebilmesi i¢in tohumlama zamani kritik oneme sahiptir. Yeni
teknoloji ile aynistirilmis CBS ile yapilmis g¢alismalarin siirli olmasinin yani sira
aragtirma konusu olan Ostrus takibi sonrasi tohumlama saatinin gebelik orani iizerine
etkisinin arastirildign literatiire rastlanmamistir. Sunulan bu ¢alismada Holstein diivelerde
SexedULTRA teknolojisi ile ayristirilmis CBS kullanarak Ostrusun farkli saatlerinde
tohumlama sonras1 optimum gebelik oraninin elde edilecegi tohumlama saatinin ortaya

konmasi amaglandi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Materyali, Barindirma ve Besleme

Bursa Uludag Universitesi Etik Kurulunun 15.11.2016 tarihli toplantis1 ve 2016~
13/01 nolu karar ile etik agidan uygun oldugu belirlenen bu ¢alisma hastaliklardan ari
(Brusella ve Tiberkiiloz) 1000 sagmallik sutcii bir isletmede Mayis 2017 ile Nisan 2018
tarihleri arasinda yapildi. Calismaya 299 adet herhangi bir saglik problemi olmayan, 13
ay ve lzeri yasta Holstein irki diive dahil edildi. Yas gruplarina gore siniflandirilmis
diiveler serbest dolasim alani olan bélmelerde barindirildi. Isletmede diivelerin rasyonu
National Research Council (NRC) programi ile hazirlandi. Diivelere hazirlanan rasyon
giinde 3 defa, su ise ad libitum verildi. Calismaya dahil edilen diivelerin (n=196) viicut
agirlikliklari; cidago yiiksekligi, sagr1 yiiksekligi, viicut uzunlugu ve gogiis ¢evresi
Olciilerek agirliklar1 hesaplandi (Wangchuck ve ark., 2018). Sicaklik stresinin etkisini
sicak ve serin donemlerde karsilagtirmak amaciyla ¢alismada tohumlamalarin yapildig:
Haziran-Agustos aylar arasi sicak donem, Eyliil- Mayis aylar1 arasi serin donem olarak
belirlendi. Ayn1 zamanda sicaklik stresinin etkisini belirlemek i¢in Sicaklik-Nem Indeksi
(SNT) hesapland: (Schiiller ve ark., 2016). Meteoroloji Genel Miidiirliigii’nden ¢alismanin
yapildign zaman araligindaki giinliik ortalama sicaklik ve nem degerleri alinarak SNI
belirlendi. SNI’nin belirlenmesinde Schiiller ve ark (2016)'nin bildirdigi hesaplama
yontemi kullanildi. Tohumlama zamanmda maksimum SNI degeri 72’nin iizerinde
oldugunda sicaklik stresinin etkili oldugu kabul edildi (Garcia-Ispierto ve ark., 2018;
Schuller ve ark., 2016).
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3.2. Ostrus Takip Sistemi

Isletmedeki diiveler 13 aylik olduklarinda aktivite-ruminasyon boyun kolyeleri
(SCR Dataflow 11, Netanya, israil) takildi. Boyun kolyeleri takildiktan sonra 7 giin
icerisinde takip sisteminin kendi algoritmasini olusturmasini takiben Ostrusla iliskili
veriler bilgisayar yardimiyla takip edildi (Sekil 7). Tiim diivelerin Ostrus grafikleri aktive
artis1 ile ruminasyonun diismesi arasindaki negatif korelasyon belirlenerek dogrulandi
(Sekil 8). Calismaya dahil edilen tiim diivelerin Ostrus baslangi¢ saati, 0strus gosterme
stiresi, Ostrusta pike ulastig1 saati ve indeks degeri SCR Dataflow II 6strus takip sistemi
ile yapildi. Ostrus indeksi 0-100 arasinda degismekle birlikte 35-100 arasi1 deger yiiksek
Ostrus indeksi olarak SCR sistemi tarafindan degerlendirilmektedir. Aktivitenin 35 {izeri
degerde oldugu ilk saat Gstrusun baslangic saati ve tekrar 35 altinda oldugu ilk saat
Ostrusun bitis saati olarak kabul edilmektedir (Bombardelli ve ark., 2016). Sekil 9°da
gosterildigi lizere Ostrus siiresi boyunca pik indeksi, maksimum 0Ostrus indeksi olarak
kabul edildi (Madureira ve ark., 2015). Divelerin 6strus boyunca maksimum o6strus
indeksinin 35-89 aralig1 diisiik, 90-100 aralig1 yiiksek olarak degerlendirildi (Madureira
ve ark., 2015).
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Sekil 7. SCR takip sisteminde bir diiveye ait bireysel sayfada dstrus grafikleri
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Sekil 9. SCR takip sisteminde Ostrus grafiginde 2 saatlik verilerin ve maksimum ostrus indeksinin

gorintiilenmesi
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3.3. Deneme Gruplari

Ostrus gosterdikleri tespit edilen diiveler tohumlamadan 6nce rastgele (i¢ gruba
ayrildi. Grup1’deki diiveler (n=100) 6strus baslangicindan itibaren 12-16. saatler arasinda,
Grup2’deki diiveler (n=100) 0strus baslangicindan itibaren 16,1-20. saatler arasinda,
Grup3’deki diiveler ise (n=99) Gstrus baslangicindan itibaren 20,1-24. saatler arasinda
tohumlandi. Calisma dizayn1 Sekil 10°da gosterilmektedir.

Calismanin materyalini dogal Ostrusu takiben tohumlanan diveler (n=127) ile
haftalik muayenelerde korpus luteuma sahip oldugu belirlenen ve tek sefer PGF2, (25 mg
dinoprost trometamol, Enzaprost, CEVA, Tiirkiye) ile Ostrus indiiksiyonu sonrasi
tohumlanan diveler (n=172) deneme gruplarma homojenligi saglamak amaciyla esit
sayida dagitilmaya 6zen gosterildi.

Tohumlamada yeni teknoloji (SexedULTRA™) ile ayristirilmis 3 farkli bogaya
(Sperma A, Sperma B, Sperma C) ait 0,25 ml payetlerde en az 4x10° konsantrasyonda
(sirastyla 6,4x10°; 5,67x10°; 6,12x10°) spermatozoa iceren CBS (Sexing Technologies™,
Teksas, Amerika) kullamildi. Payetlerdeki motil spermatozoa sayis1 sirastyla 3,2x10°;
2,27x10% 2,45x10° bulunmaktaydi. Deneme gruplari arasinda homojenligi saglamak
adimna esit sayida dagitimina 6zen gosterildi (Sperma A, B, C i¢in, sirasiyla Grup 1°de
n=34;34;32, Grup2’de n=31;33;36 Grup3’de n=34;34;31). Ostrus baslangici
belirlendikten sonra deneme gruplarina esit sekilde dagilmasina 6zen gosterilerek 5 farkli
tohumlayici tarafindan (sirastyla tohumlayici A: n=61, tohumlayic1 B: n=71; tohumlayici
C: n=57; tohumlayici D: n=60; tohumlayici E: n=50) donmus CBS payetleri 37°C
sicaklikta 30 saniyede ¢ozdirilerek korpus uteriye birakildi.
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Sekil 10. Calisma grubundaki diivelerde farkli zamanlarda tohumlamanin ve yapilan uygulamalarin
sematik goriinimii

*US muayeneleri

Korpus luteum muayenesi (400£3 giin)

Graaf folikii ¢apinin 6l¢timi (ST aninda-404+3 giin)
Ovulasyon Kontrolii (ST sonrasi 12 saat araliklarla)
30. giin Gebelik Muayenesi

60. glin Gebelik Muayenesi

3.4. Ultrasonografik muayeneler

Divelerin ultrasonografik muayeneleri transrektal linear proba sahip bir ultrason
araciligiyla gergeklestirildi (Ibex™ 7,5 MHz Linear transducer, E.I. Medical Imaging,
Kolorado, Amerika). Calisma, duveler 12 aylik yasa geldiginde boyun kolyeleri
takilmasini takiben baslatildi. Haftalik muayeneler ile tohumlama yasina gelen (ort. 400
giinii dolduran) diivelerin ovaryumlar1 ultrasonografik olarak korpus luteum varligi
yoniinden muayene edildi (Sekil 10). Ovaryum iizerinde luteal dokunun sinirlar1 belirgin
oldugunda ve gevre dokulardan kesin olarak ayirt edilebildiginde hipoekojenik gorintusu
alinan kaviteli veya trabekuluma sahip yap1 korpus luteum olarak degerlendirildi (Cairoli
ve ark., 2006). Ovaryumlarinda korpus luteuma sahip olan diivelere Ostrus indiiksiyonu

uygulandi.
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Ultrasonografik muayeneler tohumlama aninda graaf folikiil ¢apinin 6l¢iilmesi
amaciyla tekrarlandi1 (Sekil 10). Ultrasonografik muayene sirasinda ovaryum iizerinde
saptanan graaf folikiiliin en genis ¢apli ve net goriintiisii tespit edildikten sonra goériintii
donduruldu ve folikiiliin en genis yatay ve dikey uzunluklar1 6l¢iiliip ortalamasi alinarak
graaf folikiil ¢ap1 belirlendi (Keskin ve ark., 2016). Bununla birlikte gruplarda
ovulasyonun teyiti i¢in gruplardan rastgele diive secilerek bir alt grup (n=68) olusturuldu
(Grupl, n=21; Grup2, n=26; Grup3, n=21). Alt grup olarak belirlenen duvelerin
tohumlamayi takiben ovulasyon kontrolleri 12 saat araliklarla olmak lizere gunde iki defa
ultrasonografi ile yapildi (S& Filho ve ark., 2010). Takip eden ultrasonografik
muayenelerde graaf folikiiliin bulundugu ovaryum iizerinde folikiiliin ortadan kaybolmasi
ovulasyonun gerceklesmesi olarak kabul edildi (Perry ve ark., 2005).

Diivelerin birinci gebelik muayenesi tohumlama sonrasi 30+3. giinde ve ikinci
gebelik maueyenesi 60£3. glinde ultrasonografi ile yapildi. Gebe tespit edilen diive
sayisinin tohumlanan diive sayisina boliinmesiyle gebelik orani hesaplandi. Birinci
gebelik muayenesinde gebe oldugu belirlenen diivenin ikinci gebelik muayenesinde gebe

olmadiginin saptanmasi gebelik kaybi olarak degerlendirildi.
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3.5. Istatistiki Analizler

Gruplardaki duvelerin yas, beden olgiileri (cidago yiiksekligi, sagri yiiksekligi,
gbgiis gevresi, viicut uzunlugu), canli agirliklar1 ve maruz kaldiklart sicaklik nem indeksi
(SNI) verilerinin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi kullanildi. Analizde post
test olarak varyanslarin homojen olup olmamasi dikkate alinarak Tukey HSD testi
secildi.

Verilerin (folikiil ¢api, maksimum o&strus indeksi, Ostrus siiresi, PGF2q
enjeksiyonu ile Ostrus baslangici arasindaki siire, Ostrus baslangici ile tohumlama
arasindaki siire, tohumlama ile ovulasyon arasindaki siire, iki Ostrus (tohumlama
anindaki  Ostrus ile cevirdikleri Ostrus) arasindaki siire) deneme gruplari
karsilastirmalarinda GLM prosediiriine gére Univariate analiz kullanildi. Analizde Full
Factorial model secilirken, post test olarak Tukey seg¢ildi ve ana etkiler karsilastirilirken
giiven aralig1 diizeltmesi i¢in LSD kullanildi. Modele deneme gruplari igin SNI ve boga
kovaryans olarak girildi.

Oransal verilerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Sonuglarin 6nemlilik
duizeyleri icin Pearson Chi-Square ya da Fisher's Exact Test dikkate alindi. Onemlilik
duzeyi olarak tim analizler i¢in p<0.05 diizeyi dikkate alindi. Tiim istatistiki analizler

SPSS paket programi (version 23.0, SPSS Inc, Amerika) kullanilarak gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Sonuclar
Calismaya dahil edilen diivelere ait (Grupl, Grup2 ve Grup3) yas, canli agirlik,

cidago ile sagn yiiksekligi, gogiis ¢cevresi ve viicut uzunlugu acisindan fark olmadigi tespit
edildi (Tablo 6).

Tablo 6. Deneme gruplar arasinda diivelerin genel parametrelerinin karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Parametreler P
Ortalama + S.H. Ortalama + S.H. Ortalama + S.H.
Yas (giin) n=299 405,90+1,75 402,10+1,81 404,05+1,90 0,44
Cidago yiiksekligi (cm) n=196 131,52+0,47 131,30+0,28 131,96+0,37 0,30
Sagri yiiksekligi (cm) n=196 140,11+0,48 140,67+0,37 141,03+0,41 0,27
Gogiis gevresi (cm)n=196 176,23+0,66 175,86+0,61 177,04+0,64 0,39
Viicut uzunlugu (cm) n=196 147,14+0,52 147,80+0,49 147,2140,43 0,60
Canli Agirlik (kg) n=196 417,45+4,56 419,89+3,59 425,06+4,18 0,39

Calismada tiim diivelerin  %57,5’1 (172/299) PGF2, uygulamasi sonrasi
tohumlanirken; %42,5’i dogal 6strus sonrasi tohumlandi. Korpus luteuma sahip divelerin
ostrus indiiksiyonu sonrasi %87,8’i (172/196) 6strus gosterdi ve tohumlandi. Ostrus
indiiksiyonu sonrasi Ostrus gostermeyen/saptanamayan diiveler %12,2 (24/196) olarak
belirlendi. Ostrus indiiksiyonu yapilan tiim diiveler (Grup farketmeksizin)
degerlendirildiginde PGF2, uygulamasi ile Ostrus baslangici arasi ortalama siire
50,43+1,23 saat olarak tespit edildi. Deneme gruplar arasinda ise PGF2, uygulamasi ile
Ostrus baslangici arasi ortalama siire (Grupl’de 50,50+2,25 saat; Grup2’de 49,79+2,04
saat; Grup3’de 51,08+2,17 saat) arasinda fark saptanmadi (p>0,67).

62



4.2. Genel Gebelik Orani ve Gebelik Kayb1 Orani

Caligmada deneme gruplar1 dikkate alinmaksizin CBS ile yapilan tohumlama
sonrasinda tiim diivelerde; gebelik orani1 30.giin gebelik muayenesinde %52,2 (156/299),
ikinci gebelik muayenesinde %50,2 (150/299) tespit edildi. Birinci gebelik muayenesi ile
ikinci gebelik muayenesi arasinda saptanan gebelik kaybi oran1 %3,8 (6/156) olarak

belirlendi.

4.3. Deneme Gruplarinda Gebelik Oranlar

Deneme gruplarinda tohumlama sonrasi elde edilen gebelik oranlar1 Tablo 7°de
verilmektedir. Gruplar arasinda gebelik oranlar1 benzer bulundu. Ancak Grup3’te bulunan
ve Ostrus baslangicindan itibaren 20,1-24. saatlerde tohumlanan divelerde elde edilen
gebelik oranlar1 diger gruplara gore sayisal olarak yiiksek bulunmasina ragmen (yaklasik
%10) istatistiki fark belirlenmedi. Ayn1 zamanda gebelik kaybi bakimindan gruplar

arasinda fark tespit edilmedi.

Tablo 7. Cinsiyeti belirlenmis sperma ile farkli saatlerde tohumlamanin, tohumlama bagina gebelik oranlari

ve gebelik kayb1 oranlari iizerine etkisi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Parametreler P
% (n/n) % (n/n) % (n/n)
. 49,0 49,0 58,6
Gebelik /ST (30. Giin) >0,29
(49/100) (49/100) (58/99)
. 49,0 47,0 54,5
Gebelik/ST (60. Giin) >0,54
(49/100) (47/100) (54/99)
0,0 4,1 6,9
Gebelik Kayb1 >0,18
(0/49) (2/49) (4/58)

4.4.0strus Gosterme Siiresinin Gebelik Oram Uzerine Etkisi

Sekil 11°de deneme gruplari dikkate alinmaksizin tiim diivelerin dstrus gosterme
siiresinin saatlere gore dagilimi gosterilmektedir. Tohumlama sonrasi gebe kalan
duvelerin ostrus gosterme siresinin (19,41+0,33 saat) gebe olmayan divelere (18,45+0,35

saat) gore daha uzun (p=0,046) oldugu saptandi.
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Sekil 11. Calismaya dahil edilen Holstein irki diivelerin 6strus gosterme sureleri

4.5. Deneme Gruplarinda Ostrus-Tohumlama ve Tohumlama-Ovulasyon Arasi
Sureler

Calismanin amacina uygun olarak tohumlamalar 6strus bagindan itibaren ortalama
Grup 1°de 14,10+0,12, Grup 2’de 17,98+0,10 ve Grup 3’de 22,30+0,13. saatte
gerceklestirildi. Deneme gruplar1 arasindaki Ostrus siiresi, iki Ostrus arasi silire ve
tohumlama ile ovulasyon arasindaki siireler Tablo 8’da gdsterilmistir. Deneme gruplari
arasinda ortalama Ostrus siiresi agisindan fark tespit edilmedi. Gruplar arasinda iki Gstrus
arast siire agisindan fark belirlenmedi. Sunulan c¢alismada Grup 3’teki yani geg
tohumlanan diiveler diger gruptaki diivelere istatistiki olarak ovulasyona daha yakin

zamanda tohumlanmigtir (p=0,001)

Tablo 8. Deneme gruplarina gore 6strus-tohumlama-ovulasyon zamanlarinin dagilimi

Parametreler Grup 1 Grup 2 Grup 3 P
Ortalama + S.H. Ortalama + S.H. Ortalama + S.H.
Ostrus siiresi (saat) 18,82+0,43 18,68+0,43 19,35+0,40 >0,25
Tohumlama-ovulasyon arast siire (saat) 19,76+1,622 16,42+1,35% 13,90+0,67° 0,003
Iki 6strus aras1 siire (giin) 21,71+0,63 22,45+0,91 21,21+0,80 >0,28

a, b; p<0,05
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4.6. Maksimum Ostrus Indeksinin Gebelik Oram Uzerine Etkisi

Ostrus boyunca diivelerin gdstermis olduklart maksimum 6strus indeksi dagilimi
Sekil 12°de gosterilmistir. Deneme gruplar1 arasinda maksimum 6strus indeksi agisindan
fark tespit edilmedi (Tablo 9) (p>0,16). Ancak Ostrus baslangicini takiben tohumlama
zamani ilerledikge gruplarda 6strus indeksinin azaldig: tespit edildi (Tablo 9, p<0,001).
Ostrus boyunca maksimum ostrus indeksi ortalama 93,42+0,51 belirlenirken, Madureira
ve ark., (2015)'na gore simflandirildiginda; yiksek (90-100) ve diisiik (35-89) olan gruplar
arasinda (Tablo 10) gebelik orani (yiiksek indekste %52,3; 113/216 ve diisiik indekste
%351,8; 43/83) degismedigi saptandi (p=0,93). Bununla birlikte maksimum 6strus indeksi
degeri <80, 81-90 ve 91-100 degerleri arasinda siniflandirildiginda %94'nlin (281/299)
80'in {izerinde maksimum Ostrus indeks degerine sahip oldugu tespit edildi. Maksimum
ostrus indeksi <80 olanlarin gebelik orani ile karsilastirildiginda 81-90 ve 91-100 arasinda
indekse sahip olanlarin gebelik oraninda yaklasik %8 artis (sirasiyla %44,4; 8/18, %51,3;
39/76, %53,2; 109/205) olmasina ragmen istatistiki fark saptanmadi (Sekil 13) (p=0,47).
Ayrica 30. giin gebelik muayenesinde gebe olan ve gebe olmadigi saptanan diivelerin
Ostruslart boyunca ulastigt maksimum Ostrus indeksi arasinda fark bulunmadi (gebe

olmayan duvelerde 93,26+074; gebe diivelerde 93,58+0,72) (p=0,76).
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Sekil 12. Ostrus boyunca ulasilan maksimum &strus indeksi
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Tablo 9. Deneme gruplarina gore dstrustaki ve tohumlama anindaki maksimum ostrus indeksi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Parametreler P
(Ortalama + S.H.) (Ortalama + S.H.) (Ortalama + S.H.)
Maksimum Ostrus Indeksi 92,25+0,98 93,96+0,79 94,07+0,89 >0,16
Tohumlama Anindaki Ostrus
. 63,17+3,22 37,99+3,45 12,28+2,38 <0.001
Indeks
Ostrusta Maksimum Indeks
54 51.3
52
£ 50
s
S
Z 48 44.4
5 46
3 109/205
O 44 8/18 39/76
42
40
<80 81-90 91-100
Indeksler
Sekil 13. Maksimum 6strus indeksinin (<80 ve >80) gebelik orani iizerine etkisi
Tablo 10. Maksimum 6strus indeksinin gebelik orani {izerine etkisi
N . P
Maksimum Ostrus Indeksi* Ortalama + S.H. Gebelik Oran1 %
35-89 81,69+0,97 51,8 (43/83) 0,93
90-100 97,93+0,60 52,3 (113/216)

*Maksimum Ostrus Indeksi gruplandirmas: igin Madureira ve ark. (2015) referans alinmistir.
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4.7. Graaf Folikiil Capimin Gebelik Oram Uzerine Etkisi

Tohumlama aninda Olglilen graaf folikiil caplarinin dagilimi Sekil 14°de
verilmektedir. Calismada deneme gruplar1 dikkate alinmaksizin ortalama folikiil c¢ap1
13,63+0,12 mm olarak tespit edildi. Gruplar arasinda ortalama folikiil cap1 Grupl’de
13,38+£0,18mm; Grup2’de 13,94+0,23mm; Grup3’de 13,57+0,23mm belirlenirken
gruplar arasinda folikiil ¢capinin benzer oldugu tespit edildi (p=0,18). Bununla birlikte
folikiil ¢ap1 ortalama degerin altinda kalan folikiiller kii¢iik, tistiinde kalanlar biiyiik olarak
siniflandirildiginda kiigiik ve biiyiik olarak iki ayr1 grupta siniflandirildiginda kiigiik ve
biiyiik folikiil ¢apina sahip diivelerin gebelik orani arasinda fark saptanmadi (Tablo 11)
(p=0,46).

Tohumlama Aninda Olgiilen Folikiil Caplarmin Dagilimi
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Sekil 14. Tohumlama aninda dlgiilen graaf folikiil gaplarinin sayisal dagilimi

Tablo 11. Tohumlama aninda 6lgiilen graaf folikiil capinin gebelik orani iizerine etkisi

Folikiil Cap1 Ortalama + S.H. Gebelik oram % P
KU(}Uk (<13,63 mm) 12,27+0,11 485 (48/99)

0,46
Biiyik (>13,63 mm) 15,0340,11 43,2 (41/95)
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4.8. Boga Etkisinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen diivelerin tohumlanmasinda kullanilan 3 farkli (Sperma A,
Sperma B, Sperma C) bogaya ait spermanin gebelik orami iizerine etkisi
degerlendirildiginde bogalar arasinda farklilik saptandi (p<0,02). Sperma C ile tohumlama
sonrasi elde edilen gebelik orani (%65,6; 65/99) sperma A (%41,4; 41/99) ve Sperma B’ye
(%49,5; 50/101) gore daha yuksek (p<0,02) bulundu.

4.9. Tohumlayicilarin Gebelik Oram Uzerine Etkisi

Tohumlayicilarin elde ettigi gebelik oran1 Sekil 15°de gosterilmektedir.
Tohumlayicilar arasinda en yiliksek gebelik oranit E tohumlayicisinda (%70,0; 35/50)
belirlenirken en diisiik gebelik oram1 C tohumlayicisinda (%36,8; 21/57) saptandi.
Tohumlayicinin gebelik orani lizerine etkisi degerlendirildiginde tohumlayicilar arasinda

fark tespit edildi (p<0,05).

Tohumlayici Faktoriiniin Gebelik Oran1 Uzerine Etkisi

c
ac 7(
' | | | |
60 4

A (37/61) B (32/71) C (21/57) D (31/60) E (35/50)

Tohumlayici
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o O oo

Gebelik Oran1 (%)

=
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¢ Ayni siitiinda farkh tst indislerle isaretlenen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p< 0,05).

Sekil 15. Tohumlayicilarin gebelik oranlari
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4.10. Sicakhk Stresinin Gebelik Oram Uzerine EtKkisi

Sicaklik-Nem Indeksi (SNI) deneme gruplari arasinda degerlendirildiginde
Grupl’de 58,91+1,45; Grup2’de 56,38+1,75 ve Grup3’de 56,77+1,85 hesaplanirken,
gruplar arasinda fark bulunmadi (p>0,54). Bununla birlikte deneme gruplar dikkate
alinmaksizin tiim diiveler degerlendirildigine SNI’nin 72°den yiiksek oldugunda gebelik
orani diigmesine ragmen Tablo 12’de gosterildigi gibi fark saptanmadi (p=0,78).

Mevsimin gebelik orani iizerine etkisi degerlendirildiginde sicak donem olarak
tanimlanan Haziran-Agustos aylar1 arast SNI 70,93+0,23 ile serin dénem olarak
tanmimlanan Eyliil-May1s aylar1 aras1 SNI 55,37+0,59 olarak belirlendi. Serin dénem ile
sicak donem arasinda birinci (p=0,52) ve ikinci (p=0,68) gebelik muayenesinde elde
edilen gebelik oranlari arasinda ve gebelik kaybi bakimindan fark bulunmadi (p=0,43)
(Tablo 13).

Tablo 12. Sicaklik nem indeksinin gebelik orani iizerine etkisi

. 30. guin Gebelik Muayenesi
SNI Ortalama + S.H. P
% (n/n)
52,5
Diisiik (<72), n=263 58,73+0,58
(138/263)
0,78
50,0
Yiiksek (>72), =36 73,39+0,18
(18/36)
Tablo 13. Mevsimin gebelik orani tizerine etkisi
Sicak Serin
Gebelik Oranlari / Mevsim P
% (n/n) % (n/n)
] 49,4 53,4
Gebelik /ST (30. Giin) 0,52
(47/95) (109/204)
. 48,4 51,0
Gebelik/ST (60. Giin) 0,68
(46/95) (104/204)
2,1 4.8
Gebelik kayb1 0,43
(1/47) (5/104)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, Holstein diivelerde CBS ile ostrus baslangicindan sonra farkl
saatlerde yapilan tohumlamanin gebelik orami {izerine etkisi degerlendirildi. Yapilan
calisma sonucunda gelisen teknolojilerle ayristirilan CBS kullaniminda optimum gebelik
oranlarinin elde edilebilmesi i¢in ideal tohumlama saatinin belirlenmesi hedeflendi.

Hayvancilik sektoriinde spermada cinsiyetin belirlenmesi biyoteknolojinin bir
pargast olarak kabul edilmektedir. Spermanin ayristirilmasini takiben ortalama %90
dogrulukta istenilen cinsiyette sperma hazirlanabilmektedir (DeJarnette ve ark., 2008;
Garner ve Seidel, 2003). Bu da siitgli bir isletmede CBS kullanimi sonrasi dogan
buzagilarin yaklasik %90’inin disi olacagi anlamina gelmektedir (Butler ve ark., 2014;
DelJarnette ve ark., 2008). Isletmede disi buzagi sayismin artmasi; genetik ilerlemeyi
hizlandirmasi, goniilli siiriiden ¢ikarmaya imkan sunarak radikal kararlarin isletmede
alinabilmesi, stlirliden ¢ikan hayvanlarin yerine damizliklarin yetistirilebilmesi,
biyogiivenlik problemlerinin Oniine gecilmesi, gelismekte olan isletmelere damizlik
hayvan satistyla karliligi artirmasi gibi bir¢ok avantaji barindirmaktadir. Tiim bu
avantajlartyla CBS siitcli isletmeler i¢in yayginlasan bir teknoloji uygulamasi haline
gelmektedir (Butler ve ark., 2014; Carvalho ve ark., 2014; De Vries ve ark., 2008; Hietala
ve ark., 2014; Hohenboken, 1999; Holden ve Butler, 2018). Yukarida verilen bilgiler
1s18inda CBS  kullanimi  Tiirkiye hayvanciliginin - gelecegi agisindan 6nemli hale
gelmektedir. Ornegin Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2017 verilerine gére Tiirkiye farkli
tilkelerden yaklasik 667.000 bas boga alti damizlik hayvan ithal ederken yaklasik 723
milyon dolar para harcamistir (TUIK, 2018). Benzer sekilde kirmizi et agig1 yine ithalat
ile karsilanmaktadir. Bundan dolay1 CBS kullanimi hem siit¢ii isletmelerin hem de iilke
damizlik ihtiyacinin karsilanmasi ve genetik ilerlemenin hizlandirilmas: bakimindan en
Iyi ¢Oziim yollarindan birisi olabilir. Ayrica iilkemiz smirlari igerisinde damizlik
ithtiyacinin karsilanmasi, ithalat ile lilkemize girebilecek hastaliklara kars1 biyogiivenligin

korunmasi agisindan énemli bir adimdir. Bununla birlikte Diinyada “CBS’nin fertiliteye
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etkisi” bir arastirma konusu olarak giincelligini korurken (Holden ve Butler, 2018;
Kurykin, 2017; Vishwanath ve Moreno, 2018), bu konu ile ilgili Tirkiye’de yapilmis
sadece iki ¢alisma (Karakaya ve ark., 2014; Karakaya ve ark., 2018) bulunmaktadir.
Dolayisiyla bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag dogmustur.

Ancak CBS kullaniminin yaygimlagsmasini sinirlandiran iki 6nemli sebep
bildirilmistir. Sperma maliyetinin fazla ve gebelik oranlarinin diisiik olmas1 bu sebepleri
olusturmaktadir (Boro ve ark., 2016; Carvalho ve ark., 2014; Seidel, 2003). Maliyetin
fazla olmasinin en 6nemli nedeni, ayristirma siirecine giren spermalarin sadece %20’sinin
ticarilesebilmesidir (Garner ve Seidel, 2003). Konvansiyonel ve CBS kullanim1 sonrasi
elde edilen gebelik oranlar1 karsilastirildiginda; CBS ile tohumlama sonrasi gebelik orani
daha diisiik (konvansiyonel spermanin %75-80’1 kadar) elde edilmektedir (Vishwanath ve
Moreno, 2018). Yapilan bir ¢alismada Holstein diivelerde CBS kullanimi sonrasinda
ortalama %45 (%27 ile %70 arasinda) gebelik oran1 belirlenirken, konvansiyonel sperma
sonrast ortalama %356 (%34 ile %83 arasinda) gebelik orani saptanirken CBS kullanimina
bagl olarak gebelik oraninin %11 azaldig: rapor edilmistir (DeJarnette ve ark., 2009).
Benzer sekilde diivelerde CBS ile tohumlama sonrast %40 gebelik orani elde edilirken,
konvansiyonel spermada bu oran %56 olarak tespit edilmistir (Noonan ve ark., 2016).
Holstein diivelerde yapilan baska bir ¢alismada, CBS kullanim1 sonrasi gebelik orani
%51,5 saptanmistir (Cerchiaro ve ark., 2007). Sunulan bu c¢alismada CBS kullanimi
sonrasi tiim diivelerde saptanan gebelik oran1 %52,2 tespit edildi. Calismada buzagilama
orani %47,8 (143/299) olarak belirlenirken dogan buzagilarin %97,2'sinin (139/143) disi
oldugu saptandi. Sunulan ¢alismada elde edilen gebelik orani ve buzagilama oran1 CBS
ile Holstein diiveler iizerinde yapilan bir¢cok calisma sonucuyla karsilastirildiginda
(Chebel ve ark., 2010, %38,2; Delarnette ve ark., 2011, %38,0; Healy ve ark., 2013,
%31,6; %38,0; Noonan ve ark., 2016, %40,3; Norman ve ark., 2010, %39,0) yiksek
belirlendi. Yapilan c¢alismada gebelik oranlarinin daha yiiksek ¢ikmasinda; daha iyi
bakim-besleme kosullarina sahip gen kaynagi iyi diivelerin ¢alisma materyalini
olusturmasi, SexedULTRA-4M teknolojisinin kullanilmasi, Ostrus baglama zamaninin
aktivite Olger ile kesin olarak belirlenmesi ve Ostrus sonrasi ilk tohumlamanin yapilmasi

gibi birgok faktoriin etkili oldugu kanisina varilmistir.
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Konvansiyonel spermaya gore CBS ile tohumlama sonrasi gebelik oranlarinin
diisiik olmasinda, tek basina veya birlikte, birgok faktor etkili olabilmektedir (Colazo ve
ark., 2018; Kurykin ve ark., 2007; Mellado ve ark., 2014; Miura ve Izumi, 2018; Sa Filho
ve ark., 2010). Gebelik oranmin diismesinde en biiyiik sebebin CBS’nin ayristirma
stirecinde olusan fiziksel ve kimyasal hasar oldugu bildirilmistir (Schenk ve ark., 2009;
Seidel, 2007; Seidel, 2014; Vishwanath ve Moreno, 2018). Ancak giincel galismalarda
SexedULTRA™ olarak adlandirilan bir teknoloji ile spermanin ayristirma siirecinde
yenilikler oldugu, spermanin hazirlanmasi ve dondurulmasi asamalarinin standardize
edildigi rapor edilmistir (Gonzalez-Marin ve ark., 2018; Vishwanath ve Moreno, 2018).
Holstein diivelerde yapilan c¢alismalarda eski teknoloji ile karsilastirildiginda
SexedULTRA™ teknolojisi sonrast kullanilan CBS ile elde edilen gebelik oraninin %4,5
ile %7,4 arasinda arttig1 tespit edilmistir (Lenz ve ark., 2016; Vishwanath, 2014). Ayn1
zamanda yeni teknoloji ile farkli sperma dozlarinin gebelik orani iizerine etkisi
karsilastirildiginda, dozun artirilmasiyla (4x10°) gebelik oranmin arttig: bildirilmistir
(Lenz ve ark., 2016). Et¢i ineklerde yapilan bir ¢calismada konvansiyonel sperma ve yeni
teknoloji sonrasinda ayristirilmis CBS ile tohumlama sonrasi gebelik oranlar
karsilastirilmig; konvansiyonel spermada 9%56,7, CBS’de %49,2 gebelik oram
belirlenirken gruplar arasinda fark saptanmamistir (Crites ve ark., 2018). Etci diivelerde
yapilan farkli bir caligma sonucunda konvansiyonel sperma ve CBS ile tohumlama
sonrasinda ayn1 gebelik oran1 (%89,0) tespit edilmistir (Thomas ve ark., 2017). Literatiirde
SexedULTRA™ ile ayristirtlmis CBS konusunda Holstein diiveler {izerinde yapilan
caligmalar sinirhi sayidadir (Lenz ve ark., 2016; Vishwanath, 2014). Sunulan bu ¢alismada
spermanin ayrigtirma siirecinde  standardizasyonlarin  yapildigi SexedULTRA™
teknolojisi ile %90 dogrulukta ayristirilmis, payetinde (4x10°) doz iceren CBS kullanilds.
Calisma sonucunda %352,2 gebelik orani elde edildi ve bu oran yeni teknolojinin
kullanildig1 ¢alismalarla uyumlu bulundu (Lenz ve ark., 2016; Vishwanath, 2014,
Vishwanath ve Moreno, 2018). Ancak et¢i diivelerin yeni teknoloji sonrasinda
ayristirilmig CBS ile tohumlama sonrasi elde edilen gebelik oranina gore diisiik belirlendi
(Thomas ve ark., 2017). Aradaki oransal farkliligin verim ki farkliligindan
kaynaklandig1 belirtilmistir (DeJarnette ve ark., 2009). Holstein diivelerde XY
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teknolojisinde ayristirilmis CBS ile yapilan ¢aligmalar (Chebel ve ark., 2010; Healy ve
ark., 2013; Mallory ve ark., 2013; Noonan ve ark., 2016; Norman ve ark., 2010) ile
karsilastirildiginda, sunulan calismada daha yiiksek gebelik elde edilmesinin sebebi, yeni
ayristirma teknolojisi ile hazirlanmis CBS’nin kullanilmasi olabilir.

Disi buzagi dogacagindan hem gii¢ dogum oranini azaltmasi sebebiyle hem de
daha yuksek gebelik elde edilebilecegi i¢in CBS kullanimi ineklere kiyasla diivelerde daha
yaygindir (Chebel ve ark., 2010; DeJarnette ve ark., 2009; Norman ve ark., 2010). Hatta,
CBS diivelerin ozellikle ilk tohumlamasinda kullanilmasi onerilmektedir (LOpez-Gatius
F, 2012; Healy ve ark., 2013; S& Filho ve ark., 2010; Seidel, 2007). Diivelerde ineklere
kiyasla bir silit veriminin heniiz s6z konusu olmamasi ve buna olarak metabolik ve
enfeksiydz hastaliklarin daha az olmasi nedeniyle fertilite daha yiiksektir. Konvansiyonel
sperma sonrasi ineklerde saptanan gebelik oran1 %35 ile %50 arasinda (Kurkin, 2017;
Mallory ve ark., 2013; Seidel ve Schenk, 2008) iken bu oran duvelerde %65 ile 75
arasindadir (Andersson ve ark., 2006; Karakaya ve ark., 2014; Sales ve ark., 2011).
Ineklerde CBS kullanimi sonrasinda gebelik orani ortalama %20 ile %30 arasinda
azalirken, diivelerde bu azalma %10 ile %20 arasinda olmaktadir (DeJarnette ve ark.,
2009; Lopez-Gatius F, 2012; Seidel ve Schenk, 2008). Bundan dolay1 CBS’nin diivelerde
kullanimi1 isletmeler bakimindan daha karli olacaktir. Sunulan bu caligmada da tiim
tohumlamalar hem literatiirde Onerildigi lizere hem de iilkemiz saha sartlarina uygun
olmasi amaciyla CBS Holstein diivelerin birinci tohumlamasinda kullanildi.

CBS’nin tohumlama dozunun (2x10°) konvansiyonel spermaya (10-20x10°) gére
az olmasindan dolay1 gebelik oraninin diisiik oldugu bildirilirken, gebelik oranini artirmak
amactyla muhtemel ovulasyonun olacagi kornu uteriye tohumlama gibi farkli yollar
arastirtlmistir (Chang ve ark., 2017; Ingenhoff ve ark., 2017; Kurykin ve ark., 2007; Seidel
ve Schenk, 2008). Yapilan bir ¢alismada Holstein diivelerde CBS dozu ile tohumlama
yerinin gebelik orami iizerine etkisi degerlendirilmistir. CBS dozu 3x10° kullanildiginda
kornu uteri (%51) ve korpus uteriye (%47) yapilan tohumlamalar arasinda fark
bulunmazken, CBS dozu 1x10° kullanildiginda korpus uteriye yapilana gore (%46) kornu
uteriye yapilan tohumlamada gebelik oranmin diistiigli (%32) saptanmistir (Seidel ve

Schenk, 2008). Holstein diiveler lizerinde yapilan baska bir calismada kornu uteri (%48,4)
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ve korpus uteriye (%44,9) yapilan tohumlamalar sonrasinda elde edilen gebelik oranlari
benzer bulunmustur (Kurykin ve ark., 2016). Holstein diiveler {izerinde yapilan benzer bir
calismada CBS ile korpus uteriye yapilan tohumlama sonrasit %22,3; kornu uteriye yapilan
tohumlama sonras1 %25,6 gebelik oran1 arasinda fark saptanmamistir (Ingenhoff ve ark.,
2017). Dolayistyla yapilan caligmalar neticesinde, ovulasyon yerine yakinlagmak
amactyla kornu uteriye yapilan tohumlamanin spermanin geriye bosalmasina engel
oldugu bildirilse de (LOpez-Gatius, 2000), kornu uteri veya korpus uteriye yapilan
tohumlama sonrasi elde edilen gebelik oranlar1 arasinda fark bulunmamistir (Chang ve
ark., 2017; Ingenhoff ve ark., 2017; Kurykin ve ark., 2016; Macedo ve ark., 2013; Seidel
ve Schenk, 2008; Verberckmoes ve ark., 2005). Tohumlama yerinin degistirilmesinde
gebelik oranlarinin artmamasinin yanisira kornu uteriye yapilan tohumlamalarda saha
sartlarinda kullanilandan farkli olarak 6zel tohumlama katateri gerektirmesi (Meirelles ve
ark., 2012; Verberckmoes ve ark., 2005) ve tohumlama yapilirken uterusta meydana
gelebilecek hasar ihtimali dikkate alinarak (Kurykin ve ark., 2006), sunulan bu ¢alismada
tim tohumlamalar korpus uteriye yapildi. Yukaridaki veriler (Chang ve ark., 2017;
Ingenhoff ve ark., 2017; Kurykin ve ark., 2016) ve sunulan caligmanin sonuglari
degerlendirildiginde tohumlama yerinden ziyade kullanilan doz ve sperm ayristirma
teknolojisinin daha 6nemli oldugu kanisina varilmastir.

Spermanin ayristirma islemi sirasinda bogalarin spermalar1 farkli derecelerde
etkilenmektedir (S& Filho ve ark., 2010). Bu nedenle farkli bogalara ait CBS ile
tohumlama sonras: fertilite degismektedir. Inek ve diivelerde CBS kullanimi birlikte
degerlendirildiginde bogalar arasinda fertilitenin %16-63 araliginda degistigi tespit
edilmistir (Mellado ve ark., 2014). Jersey diivelerde 3 farkli boganin, cinsiyeti belirlenmis
ve konvansiyonel spermasi birlikte degerlendirilerek gebelik orani iizerine etkisi
karsilagtirildiginda gebelik oranlar1 A bogasinda %27,3; B bogasinda %44,2 ve C
bogasinda %41,3 tespit edilmistir. Calismada gebelik orani iizerine boganin etkili oldugu
sonucuna varilmistir (Sa Filho ve ark., 2010). Etgi diiveler iizerinde yapilan giincel bir
calismada 3 farkli bogaya ait CBS kullanilmis ve A bogasina ait CBS ile %42,6; B
bogasina ait CBS ile %44.,4; C bogasina ait CBS ile %54,9 gebelik orani elde edilmistir
(Colazo ve ark., 2018). Et¢i ineklerde yapilan diger bir ¢alismada ise 19 farkli bogaya ait
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CBS ile elde edilen gebelik oram1 %19,3 ile %55,6 arasinda tespit edilmistir. Ayni
calismadaki carpici diger veri ise 6 bogaya ait CBS ile %50 nin {izerinde gebelik orani
saptanirken, 4 bogaya ait CBS ile gebelik orant %30’un altinda kalmistir (Hall ve ark.,
2017). Sunulan bu ¢aligmada 3 farkli bogaya ait spermadan sadece bir tanesinde %50°nin
Uzerinde gebelik elde edildi. Farkli bogalardan elde edilecek fertiliteye iliskin birgok
labortauvar sonuglari olmasma ragmen ayristirma siirecinden her bir boga farkli
derecelerde etkilenmektedir Abdel-Azim, 2010; Frijters ve ark., 2009; Hall ve ark., 2017).
Literattrle uyumlu (Blondin ve ark., 2009; Colazo ve ark., 2018; DeJarnette ve ark., 2008)
olarak boga spermasi arasinda fertilite farkinin olabilecegi tekrar ortaya konuldu.
Dolayisiyla boga fertilitesinin gebelik oranin1 6nemli derecede etkileyebilmesi sebebiyle
fertilitesi yiiksek tespit edilen bir bogaya ait CBS ile isletmelerde tohumlamalarin devam
ettirilmesinin igletme karlilig1 agisindan 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Tohumlama aninda graaf folikiil ¢apinin biiyiikligi fertiliteyi etkileyen faktorler
arasinda yer almaktadir (Perry ve ark., 2005; Vasconcelos ve ark., 2013). Konvansiyonel
sperma ile tohumlama sonrasinda bazi ¢alismalarda graaf folikiil ¢apinin artmasiyla
gebelik oranmin arttigr bildirilirken bazi ¢alismalar folikiil capindaki artigla gebelik
oranlarmin azaldig ileri siiriilmektedir (Lynch ve ark., 2010; Perry ve ark., 2005, Perry
ve ark., 2007; Townson ve ark., 2018; Vasconcelos ve ark., 2001; Wiltbank ve ark., 2011).
Ayrica folikiil ¢capinin gebelik oranini etkilemedigini de bildiren arastirmalar da vardir
(Hillegass ve ark., 2008). Ancak CBS ile yapilan ¢aligmalarda folikiil ¢apimnin gebelik
tizerine etkisinin degerlendirildigi caligma sayisi sinirlidir (Filho ve ark., 2012; Ingenhoff
ve ark., 2017). Sunulan bu ¢alismada deneme gruplari arasinda tohumlama aninda dlgiilen
graaf folikiil ¢apinin (ort. 13,63+0,12 mm) benzer (p=0,18) oldugu ve Holstein diivelerde
Ostrus tespiti sonrasi tohumlama aninda olgiilen graaf folikiil capinin gebelik oranini
etkilemedigi (p=0,46) saptandi. Her ne kadar sunulan ¢alismada diivelerde folikiil capinin
gebelik orani lizerine harhangi bir etkisi olmadigi belirlense de aksinin ortaya konuldugu
cok sayidaki ¢alismalar diistintildiigiinde, gebelik oranini etkileyen diger faktorlerin
yaninda tohumlama aninda graaf folikiil ¢apinin l¢iilmesi ikinci planda bir 6nem tasidigi

sonucu ¢ikarilabilir.
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Sicaklik stresi hayvanlarin saglik parametreleriyle birlikte verim parametlerini de
etkilemektedir (Schiller ve ark., 2017). Sicaklik stresi ineklerde gebelik oranlariin %10
ile 30 arasinda azalmasina neden olmaktadir (De Rensis ve Scaramuzzi, 2003). Sicaklik
stresinin etkisini degerlendirmek igin SNI degeri kullanilmaktadir (Cook ve ark., 2007;
Healy ve ark., 2013; Ravagnolo ve ark., 2000; Schller ve Heuwieser, 2016; West, 2003).
Sunulan bu g¢alismada hayvanlarin barindirildigi yere en yakin meteorolojik istasyon
verileri kullanildi. Yapilan ¢alismalarda hayvanlarin sicaklik stresine maruz kaldigi esik
SNI degeri 72 olarak belirlenmistir (Morton ve ark., 2007; Schiiller ve ark., 2014). Mevcut
calismada esik SNI degeri bakimidan gebelik oranlar1 degerlendirildiginde (SNI <72,
%52,5; SNI>72, %50,0; p=0,78) fark bulunmadi. Deneme gruplar1 arasinda SN degeri
benzer bulundu (p>0,54). Gebelik muayenesinde gebe oldugu ve gebe olmadigi saptanan
diivelerin SNI degeri karsilastirildiginda da anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0,46). Bu
farkin ortaya ¢ikmamasimin muhtemel sebebi SNi<72 gruptaki diive sayisiyla (n=263)
karsilastirildiginda  SNi>72  gruptaki diive sayisinin  (n=36) az olmasindan
kaynaklanabilir. Sicaklik stresi mevsime gore degerlendirildiginde; yapilan bir ¢alismada
Holstein diivelerdeki CBS kullanim1 sonrasi1 gebelik orani ilkbahar (%53,9), sonbahar
(%50,8) ve kis (%50,7) mevsimiyle karsilastirildiginda en diisiik gebelik oranmi yaz
mevsiminde (%44,2) tespit edilmistir (Cerchiaro ve ark., 2007). Holstein diivelerdeki
baska bir galismada CBS ile sicak donemde saptanan gebelik orani (%33) serin donemdeki
gebelik oranmnin (%64) neredeyse yarisi kadar saptanmigtir (Donovan ve ark., 2003).
Sicak donemlerde diivelerin gebelik oranindaki bu diisiis ineklerde de ayn1 sekilde (Serin
donemde %?21; Sicak donemde %16) yansimaktadir (Mellado ve ark., 2014). Ancak
sunulan bu c¢aligmada sicak donemdeki gebelik oranmi (9%49,4) serin donemdeki gebelik
oranina gore (%53,4) diisiik olmasina ragmen istatistiki fark saptanmamistir ve yapilan
¢alismalarda (Cerchiaro ve ark., 2007; Donovan ve ark., 2003; Mellado ve ark., 2014)
belirtilen gebelik oranlarindaki azalma sunulan ¢alismada dikkat ¢ekici degildir. Gebelik
oranlarinin ¢arpici sekilde diismemesinin muhtemel sebebi sicak donem olarak belirlenen
zaman araliginda ortalama SNI degerinin fertiliteyi etkiledigi bildirilen 72°den daha diisiik

olmasidir.
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Konvansiyonel sperma ile yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi CBS ile yapilan
calismalarda da tohumlayicinin fertiliteyi etkileyen bir faktor oldugu giincel ¢aligmalarda
bildirmektedir (Chebel ve ark., 2010; Ingenhoff ve ark., 2017; Vartia ve ark., 2017). Bazi
calismalarda tohumlayici faktori, isletme etkisi olarak kabul edilse de (DeJarnette ve ark.,
2011; Kurykin ve ark., 2016) mevcut ¢alismada gebelik orani iizerine tohumlayici etkisi
farkli bir faktor olarak degerlendirilmistir. En yiiksek gebelik oran1 E tohumlayicistyla
elde edilirken tohumlayicilar arasindaki gebelik orani farki anlamli bulunmustur (p<0,05).
Tohumlayicilar arasinda spermanin hazirlanmasi ve uygulanmasindaki tecriibe farki bu
sonuca etki etmis olabilir (DeJarnette ve ark., 2011; Lopez-Gatius, 2012).

Cinsiyeti belirlenmis sperma ile dstrus sonrasi yapilan tohumlama sonrasi gebelik
oraninin daha yiiksek oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (Colazo ve ark., 2018; Hall
ve ark., 2017; Mallory ve ark., 2013; Sa Filho ve ark., 2013; Thomas ve ark., 2014).
Bununla beraber tohumlama aninda 6strus bulgular: siddeti yiiksek olarak degerlendirilen
hayvanlarda gebelik oranlarinin arttig1 tespit edilmistir (Kurykin ve ark., 2007, Kurykin
ve ark., 2016). Bunun yaninda 6strus belirtilerinin siddetini degerlendirmek amaciyla
Ostrus takip sistemleri kullanilmakta ve bu siddetin derecesi Ostrus sirasinda oOlgiilen
maksimum o6strus indekse gore belirlenmektedir (Silper ve ark., 2015). Bu konuda hem
konvansiyonel hem de CBS ile sinirli sayida ¢alisma bulunmakla birlikte 6strus boyunca
maksimum ostrus indeksi yiiksek olanlarda gebelik oranlarinin arttigini (Madureira ve
ark., 2015) ve degismedigi tespit eden ¢aligmalar bulunmaktadir (Bombardelli ve ark.,
2016). Sunulan ¢alismada 6strus belirtilerinin siddeti, ostrus aninda maksimum Gstrus
indeksine gore degerlendirildi. Madureira ve ark. (2015) referans alinarak; maksimum
Ostrus indeksi araligi 35-89 araliginda olanlar diisiik (ortalamasi 81,69+0,97), 90-100
araliginda olanlar yiiksek (97,93+0,60) olarak degerlendirildi Caligmadaki diivelerin
Ostrus sirasindaki maksimum Ostrus indeksi 90-100 arasinda olanlar ¢cogunlugu (%68,6)
olustururken, ortalamasi 93,42+0,51 olarak belirlendi. Maksimum &strus indeksi yiiksek
olanlarda yiiksek Ostradiol konsantrasyonunun olmasi ve wuterus ortaminin
hazirlanmasinin gebelik oraninda artis saptanacagi bildirilmesine ragmen (Madureira ve
ark., 2015) sunulan bu ¢alismada maksimum &strus indeksi diisiik olanlara gore (%51,8)

yiiksek olanlarda (%52,3) gebelik oraninin degismedigi (p=0,61) tespit edildi. Beklenilen
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farkin ortaya ¢ikmamasinda maksimum Ostrus indeksi yiiksek olan grupta (n=216) diive
sayisinin diisiik olan (n=83) gruba gore yaklasik ii¢ kat1 fazla olmasindan kaynaklanabilir.
Bununla birlikte bulunan bu sonug, 6strus boyunca maksimum ostrus indeksi yiksek
olanlarda gebelik oranlarinin degismedigini bildiren Bombardelli ve ark. (2016) 'nin
calismasi ile uyumlu bulundu.

Tohumlama sonrasi fertilizasyon ve takiben gebelik, ancak spermay1 ve oositi
dogru zamanda bir araya getirerek miimkiindiir (Roelofs ve ark., 2006). Konvansiyonel
sperma ile ideal tohumlama zamanini belirlemek igin yapilan ilk ¢alismalarin tizerinden
yaklasik 70 yil gegmistir (Trimberger ve Davis, 1943; Trimberger, 1948). ilk kez sabah
aksam kurali gelistirildikten sonraki yapilan ¢alismalar da bu bilgiyi destekler niteliktedir
(Dalton ve ark., 2001; Dransfield ve ark., 1998; Roelofs ve ark., 2015; Stevenson ve ark.,
2014). Ancak konvansiyonel sperma ile tohumlama zamani hakkinda yapilan bir¢ok
arastirma olmasina karsin CBS ile yapilan ¢alisma sayisi sinirlidir (Bombardelli ve ark.,
2016; SaFilho ve ark., 2010). CBS’nin ayristirma siirecinde fiziksel ve kimyasal strese
maruz kalmasi sonucunda yasam siiresi kisalmaktadir (Maxwell ve ark., 2004; Mocé ve
ark., 2006; Peippo ve ark., 2009). Ayn1 zamanda ayristirma siireci sonrasinda spermada
kapasitasyonun kismi olarak basladigi veya kapasitasyonun hizlandigi bildirilmistir.
Dolayisiyla CBS’nin  yasam siiresi kisaldigindan 1deal zamanda tohumlama
yapilmadiginda fertilitede azalma meydana gelmektedir (Schenk ve ark., 2009; Vazquez
ve ark., 2003). CBS ile tohumlama zamaninin arastirildigi ¢alismalarda, aragtirmacilar
cogunlukla zaman ayarli tohumlama protokoliinii takiben CBS’yi arastirmistir. Bu
caligmalarda zaman ayarli tohumlama protokolii uygulamasini takiben tohumlama
zamaninin 6telenmesi gebelik oraninin arttigi tespit edilmistir (Colazo ve Mapletoft, 2017,
Hall ve ark., 2017; Noonan ve ark., 2016; Sales ve ark., 2011; Thomas ve ark., 2014).
Literatirde 6strus takibi sonrasi yapilan iki adet ¢alismaya ulasilmis ve tohumlama zamani
otelendiginde gebelik oraninin arttig1 tespit edilmistir. Ancak calismalarin biri Jersey
ineklerde, digeri Jersey diiveler iizerinde yapilmistir (Bombardelli ve ark., 2016; S& Filho
ve ark., 2010). Ayrica bu iki ¢alismadan bir tanesi restrospektif yapilmis (Bombardelli ve
ark., 2016) diger ¢calismada ise bir¢cok bogaya bagl fertilite farklilig1 s6z konusu olmustur
(SaFilho ve ark., 2010). Dolayisiyla literatiirde Holstein diivelerde planlanmis bir galisma
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dizayn edilerek boga etkisinin degerlendirildigi, Ostrus takibi sonrast tohumlama
zamaninin gebelik oranmna etkisini arastiran ¢aligmaya rastlanilmamistir.  Sunulan
calismanin bu konudaki sinirh literatiir bilgisine katki saglayabilecegi diisiintilmektedir.
Ozellikle SexedULTRA™ teknolojisi ile ayristirma siirecinde yenilikler yapilmis
ve siirecin standardizasyonu ile stabilizasyonu saglandigi rapor edilmistir (Gonzalez-
Marin ve ark., 2018; Vishwanath ve Moreno, 2018). Bu sayede CBS ile elde edilen gebelik
oranlarinin arttig1 bildirilmistir (Lenz ve ark., 2016; Gonzalez-Marin ve ark., 2018;
Vishwanath, 2014). Ancak yeni teknoloji ile ayristirllmis CBS ile 6strus takibi sonrasi
tohumlama zamanimin gebelik orani Uzerine etkisini arastiran bir ¢alisma literatiirde
bulunmamaktadir. Sunulan ¢alisma Holstein diivelerde SexedULTRA™ teknolojisi
uygulanmis CBS ile gebelik oranlarinin degerlendirildigi ilk ¢aligma niteligi tagimaktadir.
Sunulan calismada iilkemiz sartlarinda yetistirilen Holstein diivelerde deneme gruplari
dikkate alinmaksizin toplam gebelik oran1 %52,2 tespit edilmistir. Tohumlama zamaninin
etkisi degerlendirildiginde, 6strus baslangicindan 12-16 ve 16,1-20 saat sonra tohumlanan
gruplarda %49,0; 20,1-24 saat sonra tohumlanan grupta %58,6 gebelik orani elde
edilmistir. Gruplar arasinda yaklasik %10’luk bir artig goriilmesine ragmen deneme
gruplar arasinda fark saptanamamustir (p=0,29). CBS ile daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
tohumlama zamani ovulasyona yaklastik¢a artis tespit edilmistir (Sa Filho ve ark., 2010;
Bombardelli ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalarda tohumlama zamaninin Gtelenmesiyle
Jersey divelerde yaklasik %18 gebelik artisi ve Jersey ineklerde yaklasik %14 gebelik
artig1 bildirilirken, sunulan ¢alismada tohumlama zamaninin Gtelenmesiyle elde edilen
artis yaklasik %10 tespit edilirken istatistiki fark saptanmamustir. Bu farklilik ¢alismanin
farkli itk Uzerinde yurGtilmesinden kaynaklanabilir. Ayrica sunulan bu ¢alismada gruplar
arasindaki farkin (Grup 1 ve Grup2’ye karsin Grup3) istatistiki olarak ortaya ¢ikmasi igin

daha fazla sayida diivenin kullanilmasi gerektigi diistintilmektedir.
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Sonu¢ olarak, sunulan c¢aligma Holstein duvelerde yeni teknoloji sonrasi
ayristirtlmig CBS ile tohumlama zamaninin gebelik orani iizerine etkisinin arastirildig ilk
calisma olmustur. CBS'nin disi genital kanalda yasama omrii kisa oldugundan Holstein
duvelerde tohumlama zamanimin Gtelenmesiyle (Ostrus baslangicindan 20,1-24 saatleri
arasinda) gebelik oraninda yaklasik %10 artis saptanmustir. Holstein divelerde
konvansiyonel spermada yaygin olarak kullanilan sabah aksam tohumlama kuralinin,
cinsiyeti belirlenmis sperma kullaniminda ideal tohumlama zamani olmadigi, tohumlama
zamaninin Stelenmesinin gebelik oranlarmin artirilmasi igin kritik karar oldugu ortaya

konmustur.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

Liiteinlestirici Hormon

Folikul Stimule edici Hormon
Gonadotropin Salinim Hormonu

Folikul Stimule edici Hormon Reseptori
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayici Protein
Liiteinlestirici Hormon Reseptorii
Korpus Luteum

Prostaglandin Fealfa

Interferon Tau

Cinsiyeti Belirlenmis Sperma
Konvansiyonel Sperma

Ultrasonografi

Sicaklik Nem Indeksi

Temperature Humidity Index
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Ek-3. Ovulasyon Kontrol Formu
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