J<VIn

Journal of Research in
Veterinary Medicine

RESEARCH ARTICLE

] Res Vet Med. 2023: 42 (1) 32-36
DOI:10.30782/jrvm.1250057

Dogu Friz Irki Koyunlarda Farkli Tohumlama Dozlarinin
Gebelik Basaris1 Uzerine Etkisi

Ahmet AKTAI{‘*, Hasan OZKAN‘, Kemal BAGQII, Umit Can UZUNY,
Mustafa AKKASOGLU', @ Selvi ALISAN?, ® Hakan SAGIRKAYA', ® Selim ALCAY"

1 Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Dolerme ve Suni Tohumlama A.D., Gériikle Kampiisii, Bursa

2 Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Goriikle Kampiisii, Bursa

Received 28-02-2023 Accepted 12-06-2023
Ozet

Saha sartlarinda sperma almak ve tohumlama yapmak her zaman ayni kosullarda ve temiz sartlarda yapillamamaktadir. Bu ¢aligmada saha
sartlarinda ii¢ farkli dozda taze sperma ile intraservikal yolla suni tohumlama uygulamasi sonucunda gebelik oranlarinin arastirilmasi
amagland1. Arastirmada Dogu Friz irki 60 adet koyun 3 gruba ayrildi (n=20) ve 3 adet kog kullanildi. Koyunlarda kizginliklarin senkronize
edilmesi amaciyla 20 mg flugeston asestat emdirilmis siingerler 3 gruba da 12 giin stireyle yerlestirildi. Siingerlerin ¢ikarilacag: giin ovu-
lasyonlar1 senkronize etmek i¢in tiim koyunlara 500 IU PMSG enjeksiyonu yapild1 ve 24 saat igerisinde tiim koyunlarin strus gosterdigi
tespit edildi. Aynu ciftlikteki ayni irk 3 kogtan alinan spermalarla 6strustaki koyunlar intraservikal yolla tohumlandi. Tohumlama dozlar
L.grup i¢in 100x10° spermatozoa/ml, 2.grup i¢in 200x10° spermatozoa/ml, 3.grup i¢in 400x10° spermatozoa/ml olarak belirlendi. Tohum-
lamalarin ardindan toplamda 28 adet (%47) koyunda fertilizasyon olmadig ve tekrar kizginlk gosterdigi, diger 32 adet (%53) koyunun gebe
kaldig1 tespit edildi. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda 3.Grup (400x10°) gebelik oran: 1. Gruba (100x10°) gore anlamli olarak
daha basarili bulunmustur (P<0.05). Sonug olarak tohumlama dozlar1 kiyaslandiginda saha kosullarinda 400x10° spermatozoa/ml dozda
sulandirilmis taze sperma ile tohumlamanin yiiksek gebelik oranlarinin elde edilmesinde etkili oldugu belirlendi.
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Abstract

Semen collection and insemination under field conditions may not always be done in similar and clean conditions. In this study, it was
aimed to investigate the pregnancy rates as a result of intracervical artificial insemination at three different doses of fresh semen under field
conditions. In the research, 60 East Frisian sheep were divided into 3 groups(n=20) and 3 rams were used. In order to synchronize the estrus
in sheep, sponges impregnated with 20 mg flugestone acetate were placed in the all groups for 12 days. All sheep were injected with 500 TU
PMSG to synchronize ovulation on the day the sponges were to be removed, and it was determined that all sheep showed oestrus within 24
hours. Sheep were inseminated intracervically with semen from 3 rams of the same breed in the same farm. Insemination doses were deter-
mined as 100x10° spt/ml for the first group, 200x10° spt/ml for the second group and 400x10° spt/ml for the third group. After insemination,
it was determined that 28 (43%) sheep did not have fertilization and showed heat again, and the other 32 (53%) sheep became pregnant. Ac-
cording to the statistical analysis results, the 3rd group (400x10°) was found to be significantly more successful than the 1st group (100x10°)
(P<0.05). As a result, when the insemination doses were compared, it was determined that insemination with 400x10° spermatozoa/ml dilut-
ed fresh semen was more effective in obtaining the high pregnancy rates.
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Giris

Koyunlar mevsime bagl poliostrik hayvanlardir.! Koyun-
larda agim sezonunun baslangici ve siiresi, irk, giin uzu-
nlugu, cografi bolge, beslenme, gevre 1sis1, yas ve kogla
bir arada bulunma gibi etkenlere bagli olmakla birlikte,
daha ¢ok giinlerin kisalmaya bagladigi donemlere denk
gelmektedir. Ostrus ve ovulasyon, bu tarihleri izleyen
60-120. giinlerde gergeklesir.” Kegilerde ve atlarda old-
ugu gibi koyunlarda da sekstiel aktivite veya reprodiiktif
siklus icin fotoperiyodizm esansiyeldir. Koyunlarda 6strus
siiresi 20-40 saat arasinda degismekte ve ovulasyon 6strus
stiresinin sonunda gerceklesmektedir. Koyunlarda uygun
tohumlama zamani dstrusun baslangicindan 13-36 saat-
leri arasinda degismekte, Ostrus baslangicindan itibaren
8-12. saatlerde bir ve 12-18. saatlerde ikinci bir tohumlama
yapilmasi tavsiye edilmektedir.’ Koyun siiriileri ineklere
gore ¢ok daha kalabalik ve o6strus siklusu agisindan ¢ok
daha fazla cesitlilik gostermektedir. Ko¢ katimi mevsi-
mi basinda 6strus gosteren bir koyunla mevsim sonunda
Ostrus gosterip ciftlesen bir koyun arasinda aylarla ifade
edilen bir siire farki olabilir. Bu durum dogumlarin da
ayni sekilde uzun araliklarla gergeklesecegini ve ilk cift-
lesenlerin dogum yaptig1 sirada digerlerinin daha yeni
gebe kaldigini akla getirir. Koyunculukta en istenmeyen
durumlarin baginda gelen bu diizensizlikler siiriide tek tip
bakim ve beslenme programini, barinagin dogumlara uy-
gun boliimlere ayrilmasini, gebelik dénemine ve doguma
gore uygun mera ve iceride bakim programi yapilmasini
imkansiz hale getirir. Bunun sonucunda, daha fazla iscilik,
daha degisik yem ve yemleme tipleri ve daha cesitli veteri-
ner giderleri ortaya ¢ikararak tireticiye yiiklii bir ekonomik
gider olusturur.* Hayvanlarda Ostrusun ve ovulasyonun
istenilen zamanda gerceklesmesi i¢in yapilan islemlere
"sekstiel senkronizasyon" ad1 verilir. Bu islemler sayesinde,
siirli igerisindeki tiim hayvanlarin 6struslar1 ayni tari-
hte gerceklestirilebilmekte, tohumlamalar istenilen tarihe
denk getirilebilmekte, bir koyundan bir y1l igerisinde daha
¢ok kuzu elde edilebilmekte ve dogumlarin ayni zama-
na denk getirilmesiyle isletmelerin planlamasi daha iyi
yapilabilmektedir.” Koyunlarda senkronizasyon, hormon-
al ve hormonal olmayan metotlarla uygulanabilmektedir.
Hormonal olmayan metotlar arasinda 1si-151k ayarlamast,
beslenmede yapilan degisiklikler ve ko¢ katimi yer alir.®
Ancak, tiim bu hormonal olmayan uygulamalar kesin etki-
li olmay1p giiniimiizde daha pratik ve etkili olan hormonal
yontemler tercih edilmektedir. Bu amagla progestagenler,
ostrojenler, PGF2a ve analoglari, gonadotropinler, mela-
tonin hormonu veya bunlarin kombinasyonlar: oral, par-
enteral, intravaginal veya subkutan implantlar seklinde
kullanilmaktadir.>”#%1° Ostrus uyarimi ve senkronizasyonu
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amaciyla en yaygin kullanilan progestagenler; fluroges-
ton asetat (FGA) ve medroksiprogesteron asetat (MAP)
iceren vajinal siingerlerdir. Vajinal siinger seklinde kul-
lanilan progestagenlerin uygulama siiresi genellikle 12-14
giindiir. Bu progestagenlerle yapilan 6strus senkronizasyon
prosediirleri gonadotropin ve prostaglandinlerle kombine
edilebilmektedir. Bu sekildeki uygulamalar siingerlerin
¢ikartildig1 giin ya da 1-2 giin 6nce kas i¢i olarak PMSG
ve PGF2a enjeksiyonu igerir. PMSG follikiiler gelisime etki
ederken, PGF2a korpus luteumun lizisinin garanti altina
alinmasini saglamaktadir.

Koyunlarda dogal siklusun 13- 14. giinlerinde 500 IU
PMSG enjeksiyonlarinin ikizlik ihtimalini %30-70 artirdig1
bildirilmistir."! Koyun suni tohumlamasinda amag en iyi
erkek damizliklarin genis bir populasyonda kullanilmasini
saglamaktir.

Bu ¢aligmada tireme mevsiminde flugeston asetat igeren
vajinal siinger ile Ostrus senkronizasyonunu takiben, su-
landirilmis farkli yogunluktaki sperma ile yapilan intra-
servikal tohumlamalarin gebelik iizerine etkisinin ortaya
konulmasi amaglanmastir.

Materyal ve Metot

Caligma, tireme mevsiminde ekim kasim aylari arasin-
da ozel bir giftlikte yiiriitiildii. Caligmada ayni bakim ve
besleme sartlarina tabi, klinik olarak saglikli, Dogu Friz
irki toplam 60 adet koyun kullanildi. Koyunlar her grupta
20 bas olacak sekilde rastgele 3 gruba ayrildi. Farkl: siklus
donemlerinde olan koyunlara progesteron emdirilmis
siinger uygulamasi yapildi. ilk uygulamanin yapildig: giin
0. giin olarak kabul edildi ve 12 giin vajinada birakildi.
Siingerler ¢ikarilmadan 24 saat 6nce 5mg PGF2a enjeksi-
yonu, ¢ikarildig giin 500 IU PMSG enjeksiyonu yapildi.
24-48 saat igerisinde koyunlarin tamaminin kizgin-
liga geldigi gozlemlendi. Koyunlar ¢aligma oncesinde ve
sirasinda koglardan ayr1 olarak barindirildi. 3 kogtan da
elektro-ejakiilasyon yontemi ile bir sefer sperma alindi (14.
giin) ve Ui¢ gruptaki 20 hayvan koglardan alinan sperma ile
tohumlanacak sekilde dozlama yapildi. Kizginliklarin sen-
kronize olmasiyla birlikle ayni giftlikteki ayni 1rk koglar-
dan alinan taze spermalar sulandirilarak suni tohumlama
yontemi ile kizgin koyunlar tohumlandi. (Etik Kurul No:
2021-04/03)

Sperma Alinmasi

Sperma almak icin ayni ciftlikte ayni sartlarda barindirilan
3 adet Dogu Friz irki kog kullanildi. Koglardan sperma-
lari, suni tohumlamanin yapilacagr giin (14. giin) elek-
tro-ejakiilator (12 cm prob uzunlugu, 2,5 cm ¢apinda ve 12
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volt) kullanilarak alindi. Alinan sperma 1lik su banyosuna
(28-32 °C) alind1 ve zaman kaybetmeden incelemeye gegil-
di.

Sperma Muayenesi

Faz kontrast mikroskobunda 100x biiylitme altinda +++
kitle hareketi (0-5 olgekte) ve iizeri olan sperma 6rnekleri
ile x400 biiytitmede incelenip % olarak degerlendirilen mo-
tilite degeri %75 ve lizerinde bulunan spermalar kullanildi.
Tohumlama dozunu belirlemek i¢in koglardan alinan sper-
manin spermatozoa yogunlugu hemositometrik yontemle
belirlendi.12

Spermanin Sulandirilmasi

Calismada Algay ve ark. (2019) teke spermasini dondu-
rmada kullandiklar1 tek asamali sulandirma prosediirii
[%1,5 yumurta sarisi, 223.7 mM Tris, 66.6 mM sitrik asit,
55.5 mM Fruktoz, ImM sistein, 4.03 mM EDTA, 100.4
mM Trehaloz, 3 g/L dihidrostreptomisin ve 4g/L penisilin
G] kullanild1. 3 kogtan 2 farkl: giinde alinan sperma birey-
sel olarak kullanilacak sekilde on esit hacme boliinerek 1.
gruptaki koyunlar i¢in nihai konsantrasyon 100x106 (sper-
matozoa/ml), 2. gruptaki koyunlar i¢in nihai konsantra-
syon 200x10° (spermatozoa/ml), 3. gruptaki koyunlar igin
nihai konsantrasyon 400x10° olacak sekilde sulandirildi.13

Suni Tohumlama

Koyunlar suni tohumlama islemi yapilmak {izere sirasiyla
suni tohumlama sehpasina 45 derecelik agiyla arka ayak-
lar1 yukarida kalacak sekilde baglandi. Her koyunun islem
oncesi vulva bolgesi temizlenerek vulvanin hiperemi du-
rumu ve akinti karakteri degerlendirildi. Suni tohum-
lama i¢in hazirlanan payetler, vulvadan 151kli spekulum
yardimiyla girilerek koyunlar igin gelistirilmis suni tohu-
mlama kateteriyle intraservikal olarak uygulandi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS
(Windows i¢in SPSS 28.0; SPSS, Chicago, IL, ABD) pro-
gramindan yararlanilmigtir. Gruplar arasindaki gebelik

oranlarinin karsilastirilmasi i¢in Ki-kare (Chi-square) testi
kullanildi.

Bulgular

Senkronizasyon uygulamasinin ardindan galigmada kul-
lanilan hayvanlarin tiimii (%100) 48 saat icerisinde dstrus
gostermigtir. Ostrus gosteren hayvanlarin payet basina
100x10°, 200x10° ve 400x10° adet spermatozoon igeren
sulandirilmis taze kog¢ spermasiyla tohumlanmasinin ar-
dindan 28 koyun (%47) 16 giin sonra tekrar dstrus goster-
mistir. Tohumlanan toplam 60 koyundan 32 tanesi (%53)
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gebe kalmistir. Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonu-
cunda 3. grubun (400x10°) diger tohumlama dozlarinin
uygulandig1 gruplara gore anlamli bir istiinliigi oldugu
bulunmustur (P<0.05). Tablo 1de elde edilen gebelik oran-
lar1 gésterilmektedir.

Tablo 1: Suni tohumlama dozlarina goére senkronizasyon uygulanan

gruplarin gebelik oranlar1

Gebelik Oram
(%)
7 (%35)

Ostrus Oram
(%)
%100

Gruplar n Tohumlama Dozu

1.Grup 20 100x10°

2.Grup 20 200x10 %100 11 (%55)*

3.Grup 20 400x10° %100 14 (%70)°

Farkl iist simgeler (a, b) istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Tartisma ve Sonug

Koyunlarda suni tohumlama uygulamas: taze ve don-
mus sperma ile olmak iizere iki sekilde yapilabilmektedir.
Ko¢ spermasinin dondurulmasi asamasindaki zorluklar
ve ¢ozdiirdiikten sonra spermatolojik parametrelerdeki
diistisler donmus sperma kullanimini kisitlayan faktorle-
rdendir. Taze sperma ile tohumlanmis koyunlarin gebelik
orani donmus sperma ile tohumlanan koyunlarin gebelik
oranlarindan yiiksektir."* Kullanmis oldugumuz koglarin
spermatolojik ozellikleri literatiirde bildirilen optimum
parametreler ile uyum gostermektedir."”” Spermanin don-
durulmasi genetik ilerleme ve seleksiyon i¢in kullanilabilen
bir yontemdir. Ancak koyun yetistiriciliginde dondurul-
mus sperma ile tohumlama daha siirlidir.' Sogutulmus
veya dondurup ¢oziilmiis spermanin koyun genital kanal-
daki hiz1 taze spermaya gore daha diisiik olmaktadir.”” Bu
yizden koyunlarda genellikle taze sperma kullanilmak-
tadir ve taze sperma ile tohumlanan koyunlarda %70 ile
%82 arasinda gebelik orani elde edilmistir.'®"* Zeleke ve
ark. (2005) Ostrus senkronizasyonu uygulanan Dorper 1rki
koyunlarda yaptig1 calismada 0,1 ml hacimde sulandirilmig
taze sperma (200x106 sperm/ml doz) ile tohumlandiktan
sonra %75 oraninda gebelik ve %94,6 oraninda dogum
elde etmistir.” Koyun basina sperm konsantrasyonu 60 ila
100 milyon arasinda olan taze sperma ile koyunlarin va-
jinal suni tohumlanmasindan sonra ve Naim ve ark. %59
gebelik orani bulmuslardir.*® Cueto ve Gibbons (2010) 0.2
mlde 100-150 milyon dozda sulandirilmamis taze sperma
ile tohumlanan koyunlarda ayni tireme indeksi i¢in ayni
sonuglar elde etmislerdir.* Yaptigimiz caligmada farkli
tohumlama dozlarimin kiyaslamas: esnasinda belirtilen
caligmalara paralel degerler elde edilmistir. Koyunlarda in-
traservikal suni tohumlama uygulamasinda 100x10° sper-
matozoa/ml tohumlama dozunun istenen oranda gebelik
i¢in yeterli olmadigi, 200x10° ve 400x10° spermatozoa/ml
dozlarinin ise hormonal ya da fiziksel faktorlerden kaynak-
lanan bir engel olusmadig: siirece gebelik oranlarini yukar:
yonlii revize edecegi goriilmiistiir.
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Prostoglandin emdirilmis siingerlerin koyunlarin vajinasi-
na 12 giin uygulanmasi, ostruslar1 senkronize etmek igin
kullanilan bir metottur. Uygulama sonunda ovulasyon-
lar1 senkronize etmek igin PMSG enjeksiyonu yapilir. Bu
teknik 20 mg flugeston asetat iceren siinger ve 500 IU
PMSG kullanildiginda Dogu Friz irki koyunlarin kizginlik
gosterme orani %100 olarak bulunmustur. Yapilan bir bas-
ka caligmada ise siingerlerin ¢ikarilmasindan sonraki 24-
48 saat iginde hayvanlarin %90'1nda kizginhk goriilmistiir,
bu bilgiler de bizim ulastigimiz sonuglara paralellik gos-
termektedir.”> PMSG’nin farkli dozlar1 (300 IU, 450 IU
ve 600 IU) 40 mg flurogeston asetat emdirilmis siingerin
14 giin uygulanmasinin ardindan kullanigmis ve gebelik
oran1 PMSG enjeksiyonu yapilmayan kontrol grubundan
(%57,5) belirgin sekilde yiiksek (%81.2-%84.3) bir sonug
elde edilmistir.”

Progesteron emdirilmis siingerlerin 12 giin boyunca vaji-
nada kalmasi, koyunlarin ovaryumunda gelismekte olan
folikiiliin ovule olmasi igin gereken siireyi saglamaktadir.
Bu nedenle {ireme sezonunda siinger ve PMSG uygu-
lamasiyla senkronize edilen Dogu Friz irki koyunlarda
kizginlik tespitinden sonra yapilan intraservikal suni to-
humlama isleminde 100x10° spermatozoa/ml, 200x10°
spermatozoa/ml ve 400x10° spermatozoa/ml dozlarinin
kullanilmasi arasinda istatistiksel olarak en etkili olanin
400x10° spermatozoa/ml dozu oldugu belirlenmistir.
100x10° ve 200x10° dozlar1 arasinda ise istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir. Yiiksek dozda taze sper-
ma kullanilarak gebelik oranlariin arttirabilecegi goster-
ilmistir. Eldeki imkanlarin kisitli oldugu saha sartlarinda
minimum etkin tohumlama dozunun arastirilmas ileriki
caligmalarda faydali olacag: diistiniilmektedir.
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