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1. Girig

Turkiyedeki koyun sayisi fazla olmasina ragmen, bireysel verimi dusik irklar
cogunluktadir. Bu tip irklarin verim diizeyini artirmak igin yillardan beri yurittlmekte
olan hayvan islahi ¢alismalarina daha da énem verilmelidir. Bunun igin damizlik
degeri yiksek hayvanlarin kullaniimali veya kultir irki ile melezleme yapilmalidir.
Melezlemelerin kontrollu, slratli ve yaygin bicimde yapilabilmesi i¢in basvurulan en
yaygin ve rutin tekniklerin basinda sun’i tohumlama gelmektedir. Taze spermayi
sulandirarak yapilan tohumlamalardan basarili gebelik sonuglari alinmaktadir.
Ancak, irklarin % 100 degisimi ve tamamen islahi i¢in sun’i tohumlama veya dogal
yolla yapilan melezlemeler yillar siren bir ¢alismayl gerektirmektedir. Bu sireyi
kisaltmak hatta bir yila indirmek, embriyo transfer teknidi ile mamkin olmaktadir.
Hayvan yetistiriciligini yeniden duzenlemek ve hayvan islahi g¢aligsmalarini
hizlandirmak amaci ile diinyadaki hayvan vyetistiriciligi sektérd, 1980'li yillarda
biyoteknolojinin yeni bir dal olarak gelisen embriyo transfer teknigine ydnelmis
durumdadir.

Embriyo transfer teknolojisi sayesinde; damizlik degeri yiksek pedigrisi

yapillmis bir hayvandan maksimum dlzeyde faydalanabilir, hayvan islahina hiz

irka suratli bir gekilde degistirilebilir, daha ileri asamalarda embriyo dondurularak
milletler arasi ithalat ve ihracat gerceklestirilebilir.

1984’e kadar yurutilen embriyo transferi ¢aligmalarindan yiiz glldtrict ve
olumlu sonuglarin elde edilmesi, arastiricilari sun’i tohumlamanin yani sira embriyo

transfer tekniginin de hayvan islahinda kullanilabilecegine yénlendirmistir. Nitekim



embriyo transfer teknolojisi sayesinde gen transferi, mikrocerrahi, kionlama, gibi
molekdler biyolojideki son gelismeler hayvanlardaki bilimsel arastirmalara yeni
boyutlar getirmistir. Bdylece genetik mihendisligi ve biyoteknoloji sayesinde embriyo
transfer teknolojisine yepyeni bir perspektif kazandiriimistir.

Sigirlarda 1976 yilinda non sirurjikal embriyo transferi teknidi ve daha sonra
embriyo dondurulma yéntemi gelistiriimistir. Koyunlarda dondurulmus embriyolarin
non sirurjikal transferlerinden %30-55 oraninda gebelik elde edilirken, sirurjikal
transferlerle %70’e yaklagsan gebelik oranlari gergeklestirilebilmektedir. Glinimuzde
embriyo transferi koyunlarda sirurjikal yontemle yapiimakta olup, endoskopinin
kullanilmas! ile teknige non sirurjikal bir boyut getirimeye c¢alisiimaktadir. Son
zamanlarda ¢iftlik hayvanlarinda oldukga yeni geligen spliting (Bélinmuis Embriyo) ve
klonlama teknikleri gelistirimektedir. Bu yaklasim identikal (Tek Yumurta ikizi)
ikizlerin, Uglzlerin ve bir tek embriyodan birbirine es bircok yavrunun Uretilmesini
saglayabilmektedir.

Steen Willadsen 1979da koyun embriyolarini erken gelisim asamasinda
mikrocerrahi ile ikiye bolup, ilk ikiz (identikal) kuzulari elde ederek bu alandaki
calismalara stk tutacak dnemli bir hamle yapmistir. Bu metod, koyun ve sigirlarda
identikal yavrular elde etmede halen kullanilan klasik bir yontem haline geimis, fakat
ticari anlamda yeterince yayginlik kazanamamistir.

Butin bu ¢aligmalarin yanisira daha ileri gidilerek IVF, embriyonun sex tayni,
spermatozoonun mikroenjeksiyonu, embriyonik htcre kiltiri ve somatik htcre
kultrirlerinden elde edilen nikleusun déllenmemis oositlere enjeksiyonu ile yavru

elde etme guindeme getirilmis ve ilk yavrular koyunlardan elde edilmigtir.



Embriyo transferi son vyillarda hizla gelismesine ragmen embriyolarin

kazanilmasi, saklanmasi ve transferindeki maliyetin yiksek olusu, ticari alanda

yaygin kullanimina engeller getirmektedir.

Geligmig diinya Ulkeleri ginimuzde bu ileri teknolojik ¢alismalara y&nelmis
olmasina ragmen Tirkiye’de ilk teknolojik yéntemlerden olan sun’i tohumlama teknigi
henliz tam olarak yayginlastirlamamig ve dolayisiyla embriyo transferi de buna bagli
olarak gundeme gelememistir. Ancak Turkiye capinda sinirh da olsa veteriner
fakilteleri bazinda sigir ve koyunlarda birkag embriyo transfer calismasi yapilmistir.

Embriyo transfer teknidinin Turkiyede rutin hale gelebilmesi igin bu konudaki
bilimsel ¢aligmalara hiz vererek dinya standartlarina ulasmak gerekmektedir.

Bununla birlikte embriyo transferi pahali bir yontem oldugu igin, hem yiiksek
reprodiiktif performans elde etmek, hem de yilin herhangibir zamaninda embriyo
transferini gerceklestirmek oldukca 6nem kazanmaktadir. Bundan dolayi sunulan
caligmada koyuniarda embriyo transfer teknigi ile elde edilecek reprodiktif

performans Uzerine sezonun etkisinin arastiriimasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILGISI
2.1. Koyunlarda Reprodiiksiyon:

Ciftlik hayvanlari icinde koyunlarin, Ureme faaliyetleri hakkindaki bilgilerin
nispeten kisith oldugu ve dolayisi ile bu tlr tizerinde daha fazla arastirmanin gerekii
oldugu bildiriimektedir (24).

Koyunlar mevsime bagh poliéstrik hayvanlar olup, guntn aydinhk/karanlik
oranlarina gére baslayan ve biten seksliel sezonun uzuniugu, ayni zamanda Irk,
beslenme, iklimin genel durumu gibi faktérlere de bagldir (38, 61, 76). Mevsime
bagimlilik fotoperiyodik etki sayesinde idare edilir ve gin uzunlugunun kisaldigi
dénemde 6strus sikluslari gériilmeye baslar. Genelde yutksek rakimli daglik bélge
koyun rklari kisa sureli ciftesme mevsimine sahipken, daha algcak ovalik
bélgelerdeki irklar nispeten daha uzun giftlesme mevsimine sahiptir.

Anostrus doneminde hipofiz bezi yapisinda fazla miktarlarda FSH ve LH
hormorﬂan bulunur. Bu dénemlerde ovaryumlar Uzerinde ¢ok sayida folikiler yapi
bulunurken, korpus luteumlar sadece andstrus dénemin bitiminde sekillenen ilk
ovulasyonlar sonrasi gézlenmeye baslar (21, 76).

Angstrustaki koyunlarin ovaryumlarinda follikuller gelisir ve LH hormon
uyarimi ile oOstradiol salgilanir. ‘Folikller aktivite gin uzunluguna ve prolaktin
sekresyonuna bagli olarak yil boyunca degisiklik gosterir. Fakat prolaktindeki
dalgalanmalarin koyunlarda giftlesme sezonu ile iligkili olup olmadigi agikca belli
degildir (38).

Koyunlarda reprodiktif aktivitenin mevsimsel kontrolunda fotoperiyodun énemi

uzun siireden beri bilinmektedir. Onceleri, giin uzuniugundaki azalmanin siklus ile



birlikte hormonal degisiklikleri de uyardigi dusUnulmustir. Fakat daha sonraki
caligmalar, fotoperiyoddaki degisimin tonik LH sekresyonu Uzerindeki inhibitor
baskinin ortadan kalkmasina neden oldugunu ve dolayisi ile sekslel sezonun
bagladigini gostermistir. LH sekresyonlarinin sikhgi 6stradioliin negatif geriye
tepkisine (feed-back) baglidir. Ciftlesme mevsimi esnasinda distk olan bu negatif
geriye tepki andstrusa gegis sirasinda artmakta, daha sonra ve gelecek ciftlesme
sezonu basglangicina kadar yliksek diizeyde kalmakta ve sezon basladiginda tekrar
azalma go&stermektedir. Dolayisi ile andstrus déneminde kigtk ¢apl folliktllerden
salgilanan duslk seviyedeki 6stradiole bile tepki olusturarak foliktler aktivitenin
azaltiimasina neden olmaktadir (38).

Reeves’in agiklamasina gére gin uzunfudu kisalmaya basladiginda, tonik LH
merkezinin 6strogene duyarliiyi azalmaya baslamakta ve dolayisi ile dstrogenin
negatif geriye tepkinin etkisi kalkmakta, bunu takiben tonik LH merkezinden LH-RH
salinmakta ve hipofiz 6n lobundan LH salinimi artmaktadir. Bu sirada ayni sekilde
preovulator LH merkezinden hipofiz bezi uyarilarak preovulator LH'nin da salinimi
saglanmakta ve bunu takiben ovaryumda follikl gelisimi meydana getiriimektedir. Bu
olaylar reme mevsimine girildigini géstermektedir. Yukarda bahsedilen siklik
aktivitenin aksine, gln uzunlugunun artmaya baglamasiyla birlikte, tonik LH
merkezinin Ostrogene duyarliiyi artmaktar, dolayisiyla bu merkezin &strogenin
negatif geriye tepkisine maruz kaldig:, buna bagh olarak LH-RH ve devaminda da LH
duglik miktarda salinmaktadir. Bunu takiben ovaryumlarda folliktl gelismesine
ragmen vyeterli miktarda 6strogen Uretiimedigi icin preovulator LH'nin salinimi
gerceklesmemekte ve sonug olarak ovulasyon olmamaktadir. Bu sirada hayvanlar

anéstrus dénemindedirler (57).



Fotoperiyodik degisikliklerin neuro-endokrin mesajlari nasil etkiledigi henlz
tamamen anlastimis degildir. Muhtemelen biyolojik saat benzeri bir mekanizmanin
koyun hipotailamusunda mevcut oldugu ve isiktaki degisiklikleri algilamasi sayesinde
bu etkileri gosterdigi, dis ortamdan elde edilen bilginin hipotalamo-gonadal képru
vasitasiyla pineal beze aktaridi§r savunuimaktadir. Ayrica, bir pineal bez hormonu
olan melatonin, koyunlarda bu fotoperiyodik degisimlere bagl olarak salinan bir
hormon olup karanlik periyodda yiksek, i1sikil periyodda ise dlsik diizeylerde oldugu
ve melatonindeki degisimlerin sekstel siklus Uzerinde etkin oldugu bildiriimektedir
(38).

Koyunlar 5-7 aylik iken puberteye girerler ve ilk ovulasyonu gésterirler. Ancak
olay genetik, cevre, irk, beslenme plani ve dogum zamani gibi faktérlerden
etkilenmektedir. Genelde ilk kizginhk ergin vucut agirliginin %50-70’ine ulasildidi
zaman olugmaktadir (38, 62, 76).

Kuzey Yarm Kire'de bulunan koyunlar genelde sonbaharda kizginiik
gosterirler ve yavrular dogumdan sonra 6-9 aylikken puberteye erisirler. Kizginlik
mevsiminde siklus periyodu 17 gln ve &strus siresi 24-36 saattir. Koyunlarda
kizginlik baslangicindan 24-27 saat sonra spontan olarak ovulasyon (her sikiusda °
irka bagdll olarak ortalama 1-3 adet) gergeklesir. Bir siklusta luteal faz yaklasik 14 ve
follikuler faz ise 3 giin slrmektedir. Koyunlarda gebelik siresi ortalama 149 gundr
(38).

2.2. Koyunlarda Embriyo Transferinin Tanim ve Tarihgesi:

Fertilizasyonu takiben verici hayvanin (donor) ovidukt ya da uterusundan
alinan c¢esitli gelisim safhalarindaki embriyolarin, hemen veya belirli bir sire
sakladiktan sonra, ayni tirden di§er bir hayvana (resipient) nakline Embriyo Transferi

denilmektedir (2, 5, 12).



ilk basarili embriyo transferinin Heape tarafindan 1891 yilinda tavsanlarda
gerceklestirdigi bildiriimektedir (5, 31, 50). Ciftlik hayvanlar igerisinde koyun ve
kegiler embriyo transferinin yaplld@ ilk tarler olmus ve Harwick ile Berry 1949 yilinda
embriyo transferinden ilk kuzuyu elde etmigler (5, 20) ve ilgingtir ki ¢calismada bu
teknige koyun ve kegilerde turler arasi transfer yapmak amaciyla bas vurulmustur
(20).

2.3. Koyunlarda Embriyo Transfer Teknigi:

Embriyo transferi icin dnce saglikli ve verim dilzeyi yiksek hayvanlar segilir,
hayvanlar alici ve verici olmak (zere iki guruba ayrilir. Alici ve vericilerde 6strus
senkronizasyonu yapildiktan sonra vericilere superovulasyon uygulanir. Embriyolari
kazanmak amaciyla vericilerin uterusu yikanir ve elde edilen embriyolar alicilara
transfer edilir (11, 31).

2.3.1. Embriyo Transferi igin Hayvan Segimi:

Vericilerin Ustlin genotipik 6zellikleri tagsimasinin yani sira, fertilitesi ylksek
hayvanlar arasindan secilmesi de 6nemlidir. Alicilar verimleri disuk olabilmekle
birlikte fenotip olarak yapilari vericilere yakin, iyi gelismis, fertilitesi normal ve ayrica
iyi annelik icgtdisine sahip olmalidirlar (2, 11).

Embriyo naklinde kullanlacak olan verici ve alict hayvanlarin seksuel
sikluslarinin saglikli ve devamli olmasi g6z éninde tutulmasi gereken Snemli bir
konudur. Bu nedenle koyunlarin embriyo nakli genelliikle kizginlik mevsiminde,
seksuel aktiviteleri izlendikten sonra uygulanmaktadir. Normal kosullarda her verici
icin yaklasik 10 adet alici koyun programianabilir (2, 11).

2.3.2. Alici ve Verici Koyunlarda Ostrus Senkronizasyonu:



Kizginhiklarin kisa bir zaman araliginda topluca olusturulmasina &strus
senkronizasyonu denir. Senkronizasyon sonrasi, 24-48 saat gibi sinirl bir stre iginde
koyunlarin blyik coguniugu 6strus gosterirler (37, 45).

Ostrus senkronizasyonu planlanirken(3, 45):

a- Koyun basina her dogumda daha ¢ok kuzu elde etmek,

b- Yil icinde birden fazla kuzulama saglamak,

c- Yasam slrecinde daha fazla kuzu elde etmek,

d- Koyunlarin daha verimli bir sekilde degerlendirilmelerini saglamak,

e- Daha kaliteli, yiksek verimli ve bir érnek kuzulara sahip olmak,

f- Yavru kayiplarini azaltmak gibi amaglar gtdilmektedir.

Basarili bir ¢strus senkronizasyonunda kisa ciftlesme periyodu ve yiksek
fertilite orani beklenir. Ostrus sinkronizasyonu icin genelde hormonal teknikler
kullaniimasina ragmen, fotoperiyod uygulanmasi (koyunlari kontrollu 1sik odalarinda
tutmak) ve koyunlarin, koc¢ katimi gibi uyarici faktdrlerle uyarilmasiyla da
senkronizasyon saglanabilmektedir. Ayrica fotoperiyod uygulamast ile hormonlarin
kombine kullanimi da basanli sonuglar vermektedir (45, 39).

Siklusun luteal dénemindeki digilerde korpus luteumdan salgilanan progestron
hormonu, LH sekresyonuna negatif geriye tepki olusturmakta, CL regresyonu ve
bdylece progesteron seviyesinde azalma oluncaya kadar ovulasyon &éncesi folik(l
gelisimini ve bir sonraki ovulasyonu inhibe etmektedir. Ostrus ve ovulasyon
senkronizasyonu, diger bir deyisle CL fonksiyonlarinin kontrolu anlamina gelmektedir
(13). CL fonksiyonu ve bir sonraki &strus ve ovulasyonun ortaya c¢ikmasinin
kontrolunda genelde iki metod izlenir. llk metod uzun sire (di¢strus siresi = 14 gin)
bir progesteron preparatinin uygulamasini icerir. Progestron uygulamasi sirasinda

ovaryum Uzerinde bulunan CL endojen yolla salgilanan PGF,, tarafindan regrese
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edilir. Bu dénemde eksojen progesteronun, CL regresyonu olugmasina ragmen LH
sekresyonu Uzerine negatif geriye tepkisi devam eder. Progesteron tedavisine son
verildigi zaman folliktller hizla geliserek, iki gin icerisinde &strus ve ovulasyon
meydana gelir. ikinci genel metod bir luteolitik ajan uygulamasi ile CL &mrinin
kontrol altina alinmasina dayanir. Luteolitik ajan verildikten sonra 24 - 72 saat
icerisinde CL'un regresyonu meydana gelir ve bunu 2 - 3 gln iginde kizginlik ve
ovulasyon izler. Béylece dogal CL 6émri kisalmis olur. Koyunlarda kullanilan luteolitik
ajanlar, prostaglandin F,a veya onlarin anologlaridir (13, 37, 45, 48, 61). Ayrica
ruminantlarda 8strojenin de luteolitik ajan etkisi vardir (13).

Asim sezonundaki koyunlarda &strus ve ovulasyonun senkronizasyonu,
progestagen ve bir luteolitik ajan kombinasyonu ile de yapiimaktadir (13, 37). Bu
yontemde luteolitik ajan CL'un regresyonu amaciyla kullanilirken, progestagen de
regresyona kadar Ostrusu engelleme gorevini Ustlenmektedir. Luteolitik ajan ve
progesteron kombinasyonu uygulamasi ile daha ylksek fertilite ve ovulasyon
senkronizasyon oranlari elde edilmektedir (13).

Ayrica fotoperiyod uygulamasi, melatonin uygulanmasi, GnRH ve kog¢ katimi
Ostrusu indiklemede basan saglamakta, fakat kizginliklar daha kisa bir periyod
icerisinde  olugsmadidindan  &strus  senkronizasyon  ydntemleri  arasinda
degerlendirilememektedir (13, 22, 66). Koyunlarda, 0Ostrus senkronizasyonu
uygulamasina kars! sekillenen tepki veya reaksiyon Uizerine irk, beslenme, st verimi,
dogumdan sonra gegen siire, mevsim ve barindirma tipi gibi pek ¢ok faktor etkili
olmaktadir (13).

Progestagenler (progesteron, medroksiprogesteron acetat- MAP, florogeston
acetat- FGA, Clorogeston acetat- CAP), PGF,,, GnRH ve eCG (PMSG) Ostrus

senkronizasyonu i¢in kullanilan baslica preparatlardir (1, 2, 11, 13, 37, 45). Mevsim
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icinde senkronizasyon amaciyla progestagenler ve prostaglandinler en sik kullantlan
hormonlardir (1, 3, 4, 8, 27, 35,_ 42, 43, 46, 65). Mevsim disinda ise ovaryumlar
inaktif olduklarindan burada fonksiyonel aktiviteyi uyarmak Gzere progestagenler ve
eCG hormonlari kullaniimaktadir (1, 4, 45, 46, 5§3).

Progestagenler yeme katilarak oral, deri alti implant, kas i¢i enjeksiyon,
vaginal stinger ve CIDR gibi yollarla uygulanmaktadir (1, 3, 4, 46, 58, 68, 72, 75).

Vaginal siingerler pratik, uygulamasi kolay ve etkili oldugu igin bir¢ok arastiric!
tarafindan onerilmektedir (65). 20-80 mg medroksiprogesteron acetat (MAP),
Cronulon (FGA) veya dogal progesteron iceren siingerler 10 - 16 gun sure ile
vaginada tutulmaktadir. (1, 23, 65, 72). Mevsim disinda vaginal stingerlerin gikarildigt
an alicilara 400-800 |U eCG verilmesi dnerilmekte (4, 11, 13) ve uygulama sonunda
en fazla iki glin icinde kizginhk géraldugu bildiriimektedir. (12, 13, 30). Equin Corionic
Gonadotropin (eCG / PMSG) kas i¢i, damar ici veya deri alti yolla verildiginde,
folliktiler blyimeyi stumule edip, ovulasyonu garantiledigi, dstrusu erken baslattidi,
gebelik ve ikizlik oranini artirdigi savunulmaktadir (2, 11, 13, 18, 27, 72).

Human Chorionic Gonadotropin (hCG) ve gonadotropik releasing hormon
(GnRH), senkronize edilen alici ve vericilerde 6strusun basladigr anda veya slnger
cikarildiktan sonra 24 - 48 saat iginde uygulanarak ovulasyonu saglamak ve dolayisi
ile yiksek oranda senkronizasyon ve fertilizasyon elde etmek igin kullanitmaktadir (1,
13).

Quirke ve ark. (63), MAP emdiriimis intravaginal singerle gerceklestirdikieri
dstruslarda ovulasyonlar artirmak amaciyla GnRH veya hCG hormonu uyguladikiar
gruplardan, hCG uygulanan hayvanlarda daha basanli sonuglar saptadiklarini

bildirmmisglerdir.
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FGA'll sungerle senkronize edilen koyunlari 2 gruba ayirarak 1.gruba 500 | U
PMSG, 2.gruba ise herhangi bir uygulama yapmaksizin kargilagtiran Hackett ve
Wolynett (30), sirasiyla %57 ve %46 fertilite orani saptamislardir.

Mevsim i¢inde senkronizasyon amaciyla alici ve vericilere PGF,, ve analoglari
tek veya 9-11 glin arayla ¢ift enjeksiyon seklinde uygulanabilmektedir (3, 26, 29, 36,
56). PGF,, ve analoglari sirasiyla 10-20 mg ve 125-150 ug dozlarinda im.
kullanilabilmektedir (3, 35, 56). Bazi calismalarda i.v. yolla daha duslk ve ekonomik
dozlarin etkili olabildigi ileri sUrtlmektedir (3). PGF,, uygulamasini izleyen 2-4 gin
icinde sekillenen dstrustaki fertilizasyon sansi, ovum ve spermatozoa transportunun
olumsuz etkilenmesi nedeniyle bir miktar distk olabiimektedir (3, 35, 36).

lleri (36), bir prostoglandin analogu olan tiaprostu mevsim iginde 14 gin
arayla 0.150 mg i.m. vererek %100 &strusla senkronizasyonu sagladigini ve sun’i
tohumlama ile %76.3 gebelik elde ettigini bildirmektedir.

Tekin ve ark. (71), Dinoprost Tromethamine ile merinos irki koyunlarda
yaptiklart mevsim i¢i tek ve 9 glin arayla cift enjeksiyonlardan sirasiyla %60 ve %90
senkronizasyon orani elde ettigini, fakat bu oranlarin progestagen (FGA) + PMSG
uygulamasiyla gegeklesen senkronizasyon oranindan (%96.7) disik oldugunu
belitmektedirler. Alagam (3) ise mevsim iginde progesteron ve prostoglandini ayr
ayri kullanarak yaptigi senkronizasyon calismasindan sirasiyla %91.48 ve %90.90
gibi birbirine ¢ok yakin oranlari ellde ettigini bildiriimektedir.

Diger taraftan 8 ginlik progestagen ile PGF,,/nin kombine uygulamasindan
daha iyi senkronizasyon ve fertilizasyon sansi saglanabilecegi savunulmaktadir (45).

2.3.3. Vericilerde Superovulasyon :
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Mevsim ici veya mevsim disi senkronize edilmis vericilerin ovaryumlarinda
daha ¢ok sayida follikilin gelismesi ve ovulasyon olusmasi ile daha gok embriyo
elde edilebilmesi igin, gonadotropinlerden eCG, Porcine Follicule Stimulan Hormone
(pFSH), Horse Anterior Pituitary Hormon (HAP), ve Human Menaposal Gonadotropin
(HMG) hormonlari kullaniimaktadir (2, 5, 11, 12, 20, 25, 31, 46, 51, 64, 69).

Mevsime bagli kizginlik gésteren irklar, andstrus déneminde superovulasyona
daha distk dizeyde cevap vermektedirler (11). Superovulator ajanlar genellikle,
siklustaki hayvanlarda Iluteal fazin sonuna dogru, progesteron uygulamasinin
bitiminde veya 48 saat 6ncesinde ve 2. PGF-, uygulamasindan 24 saat énce enjekte
edilir (2, 11). Ovulasyonlarin olugsmasi igin koyunlara, bu hormon uygulamalarini
izleyen birka¢ gun iginde hCG, LH veya Gn-RH uygulanirken (7, 10, 31, 33, 49),
ergin hayvanlarda bu hormonlarin verilmesi zorunlu gériilmemektedir (31).

FSH ve HAP uygulamalarinda, yarilanma émudrlerinin kisa olmasi nedeniyle
bu hormonlarin son progesteron veya prostaglandin uygulamasindan birka¢ gln
once baslanarak, 12 saat ara ile, 3 gin béluinmis dozlarda enjekte edilmeleri
gerekmektedir (2, 9, 14, 15, 16, 19, 60, 63, 69).

Koyunlara stperovulasyon amaciyla gonadotrophinler gesitli doz ve uygulama

yollari ile verilmektedir (Tablo 1) (7, 11, 31, 41, 53).

Tablo 1. Koyunlarda stiperovulasyon amaciyla kullanilan gonadotropinler ve dozlars

- Follikller Gelisme igin Ovulasyon igin
Verilig zaman Gonadotropinler Gonadotropinler
Sstrus siklus PMSG (1.U) FSH (mg.) hCG (1.U.) LH (mg.)
gunleri
12-14 1000-2000 12-20 1000-1500 50-75

PMSG: Tek doz olarak iv., im. veya sc. verilebilir.
FSH: Gunde tek veya cift doz halinde bolinerek 3 glin sureyle im.. veya sc. verilir.
hCG, LH: Tek doz enjeksiyonla iv., im. veya sc verilir.
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Bondiolli ve ark. (10), mevsim digindaki 17 koyuna, 12 gin slreyle MAP
iceren siingerleri uygulayip, 11. gunden itibaren 3 gln boyunca, her gin 2 defa
olmak tzere, 12 saat arayla 11. gtin 5 mg, 12. giin 4 mg, 13. gin ise 3 mg FSH'yi
im.. enjekte etmislerdir. Kizginlik basladiktan 8 saat sonra 9 koyuna 25 mg iv. LH
verilen ve %100 6strus tespit edilen bu ¢alismada, FSH grubunda ortalama 6.0 + 4.4,
FSH+LH grubunda ise ortalama13.9 + 13.1 ovulasyon elde edilmistir.

Bary ve ark. (6), MAP iceren vaginal slngerleri (60 mg) 10 gln streyle
uygulayarak hayvanlari senkronize etmis, PMSG enjeksiyonundan 24 saat 6nce kas
ici PGF,, (tiaprost-iliren-0.196 mg) uygulamis ve singerlerin ¢ikarilmasindan 48 saat
6nce de 1200 [.U. PMSG vererek ortalama 4.4 + 6.0 korpus luteum elde etmislerdir.

Heard ve Walker (33), calismalarinda progesteronlu singerlerle senkronize
edilen koyunlarin bir grubuna 17 mg FSH’1 bélinmis 5 enjeksiyonla ve diger gruba
da 1200 L.U. PMSG vererek superovulasyon saglamiglar ve sungerler cikarildiktan
24-72 saat sonra 40 ug GnRH vererek ovulasyon olusturmuglardir. Birinci grupta
ovulasyon sayisini, embriyo sayisini ve fertilizasyon oranini sirasiyla ortalama

11.3 £ 0.36, 7.88 £ 0.27, %83.7 £ 2.02 ve 2.grupta siraslyla 7.47 + 0.22, 4.78 + 0.15

ve %86.9 £ 1.36 olarak saptamislardir.

Hofman ve ark. (34) norgestomet implantlariyla (3-6 mg) senkronizasyonun
ardindan FSH’nin giinde tek veya cift enjeksiyonu arasindaki farki aragtirmiglar ve 14
glin sireyle tutulan implantlarin gikarilisindan 48 saat énce, toplam 18 mg FSH'yi iki
grupta denemiglerdir. Norgestomet miktarindaki 3 veya 6 mg arasinda kizginlk
gosterme agisindan belirgin bir fark olmazken FSH'nin tek ve ¢ift enjeksiyon

uygulamalari arasinda (sirasiyla %31 ve %81) belirgin fark gézlemislerdir. Buna es



15

deg@er olarak korpus luteum sayisi agisindan da (sirasiyla 0.98 + 0.41 ve 6.15 + 0.30)
buylk fark bulmuslardir.

Slperovulatér ajan olarak Fin koyunlarinda 1200, 1500, 1800 |.U. dozda
PMSG kullanan Rainio (55), ortalama ovulasyonlari sirastyla 7.5+4.4, 10.9+7.1, 12.3
+ 4.9, ortalama transfer edilebilir embriyo sayisini sirasiyla 5.5 £+ 3.2, 5.7 + 6.2,
5.1 +4.1 olarak saptamistir. En ideal PMSG dozunun 1500 [.U. oldugunu belirten
arastirici, elde edilen sonuglarin PMSG'nin farkli dozuna ve irka bagh olarak
degisebilecegini vurgulamistir.

Smith  (67), Targhee koyunlarinda, PGF,, ile vyapilan &strus
senkronizasyonunun ardindan superovulasyon icin FSH’nin degisik dozlarinin etkisini
(toplam doz: 0-12-14.5-17-19.5-22-30 mg) arastirmis ve optimum toplam dozun 19.5
ve 26 mg arasinda degistidini bildirmistir. Arastirici ayni zamanda 19.5 mg. FSH
uygulanan grupta koyun basgina ortalama C.L ile embriyo sayisini 12.06 ve 7.72
olarak saptamistir. Oysa FSH'nin 12 mg.’lik doz uygulamasinda ayni degerleri
siraslyla 6.67 ve 1.33 olarak bulmustur.

2.3.4. Vericilerin Tohumlanmasi:

Superovulasyon uygulanan vericilerde, sperma transportunun aksamasi,
zamansiz ovulasyon ve defektli oositler fertilizasyon oraninin diismesine neden
olmaktadirlar. Bu nedenle sun’i tohumlama yapilan koyunlar daha ¢ok sayida
spermatozoon igeren sperma (400 milyon motil spermatozoon tohumlamada ) yada
elde sifat yontemi ile 12 saat arayla tohumlanmalidirlar. En ideal tohumlama
yontemi, progesteron tedavisinden 48 saat sonra veya Ostrus baslangicinda lokal
anestezi ile 0.02 ml spermanin sirurjikal olarak dogrudan cornu uteriye veriimesi

olarak bildiriimektedir (2, 11, 20, 31, 32)
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2.3.5. Embriyolarin Kazanilmasi:

Diger evcil hayvanlarda da oldugu gibi kog spermatozoonlarinin disi genital
kanalinda ovumu fertilize etmek igin kapasite olmali ve fertilizasyon kapasitesini 48
saat korumalidirilar. Ovumun fertilizasyon 6mru ovulasyondan sonra 10-12 saat
olmakta ve 24 saata kadar uzayabiimektedir (69). Ovumlar ovidukta cumulus
hicreleri ile birlikte salinirlar ama fertilizasyon zamaninda cumulus hicreleri ovum
etrafinda bulunmazlar (52). Fertilize ovumun bélinmesi veya 2 hicreli evreye
déntsumu fertilizasyondan 16 saat, dolayisi ile ovulasyondan yaklasik 24 saat sonra
olusmaktadir (52).

Koyunlarda dstrusu ve tohumlamayi takiben embriyolarinin gelisim safhalar
su sekildedir (2, 11):
Zaman (gln) Gelisim Safhasi

0 (Kizginlk Gunu) Ciftlesme-Fertilizasyon
1-2 hucreli
2-4 hicreli
4-16 hucreli
16-32 hiicreli
32 hiicre (moruia)
Geg¢ morula / Erken blastocyst

DT WN

Koyun embriyolari fertilizasyondan sonra ortalama 3 glin iginde oviduktu
gecerek uterusa ulasirlar (2, 20, 31). Embriyo kazanma islemi fertilizasyondan
itibaren embriyo zona pelluciday! terk edene kadar yapilabilir (11). Ancak erken
dénemdeki embriyolar ¢ok hassas olduklarindan ve manipulasyonlara fazla dayanikh
olmadiklarindan genelde embriyo toplama islemi 3-7. ginlerde (Ostrus-0. giin)
yapiimaktadir (2, 11, 20, 25, 31, 44, 69). Ayrica uterusa inmis embriyolar genelde
yiksek gebelik gsansina sahip ve dondurma iglemine daha uygun olmasindan dolayi
daha erken gelisme dénemindeki embriyolara tercih edilirler (31). Yapilan
calismalarda elde edilen embriyo sayisinin, genellikle ovaryumlarda bulunan korpus

luteum sayisinin %40-80’i kadar oldugu bildiriimektedir (31). Uterus yikamasi igin
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kullanilacak medyumun pH’sinin 7.2 - 7.8 arasinda ve osmolaritesinin 300 mOsm
olmasi isteniimektedir (2). Basar ile kullanilan ve bir protein kaynag: ile
zenginlestiriimis dengeli tuz solusyonlarindan olugsan birka¢ yikama medyumu
gelistiriimistir. Protein kaynagi olarak homolog veya heterolog serum (%10-20
hacminde) veya ¢esitli serum albumini (6rnedin: BSA 3mg/ml) kaynakian
kullaniimaktadir (2, 11). Codu zaman kullanilan medyum Dulbecco’nun fosfat-

buffered salin’idir (PBS) (2, 11, 12, 17, 19, 41, 55, 69).

Koyunlarda embriyo elde etmek icin degisik ydntemler ve kataterler
kullanilmakta ve genel olarak cerrahi ve cerrahi olmayan yéntemler olarak iki ana

grup altinda incelenmektedirler. (11, 12, 20, 31).

2.3.5.1. Cerrahi Yontem:
Embriyolarin cerrahi yéntemle kazaniimasi genel yada lokal anestezi altnda,
laparatomi veya son zamanlarda sikca kullanilan laparaskopik y&ntemle

yaptimaktadir (11,12, 19, 20, 31, 33, 41, 60,69).

Laparatomide genel veya lokal anestezi ile sirt Gstl yatinlan hayvanin median
hatti Gzerinde memenin hemen 6niinde ensizyonla karin bosluguna girilir. Ovidukt
ytkamasinda, infundibuluma kiglk ¢apl yumusak bir katater sokulmasi ve uterotubal
bélgeden kit bir igneyle 3-6 ml yikama medyumu verilerek infundibuluma dogru
ytkama yapilir. Cornu yikamasinda bifurkasyo noktasina yakin bir yerden cornu
uteriye 2 yollu Foley katateri (10 numara) ile girilip balonu sisirerek buraya tesbit
edilir veya barsak pensi yerlestirerek ytkama sivisinin geri kagmasi 6nlenir. Daha
sonra ovidukta yakin bir yerden uterus kit bir igne ile delinir ve 10-25 ml yikama
sivisi vererek korpusa yakin olarak yerlestirilen foley kataterinden gegen sivi toplama

kabina aktariir (2, 11, 31). Laparaskopik yontemde periton bogluguna yalitim
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saglamak icin yaklagik 4 litre CO2 gazi verilir ve laparoskop yardimi ile digaridan
y6nlendirilen foley katater kullanilarak laparatomide oldugu gibi yikama iglemi yapilir

(14, 17, 47).

Steyn ve ark. (70) embriyo elde etmek igin laparatomi ve laparaskopik
yontemleri karsilastirmis ve laparaskopinin belirgin sekilde fertilite yoniinden daha

Ustlin oldugunu saptamislardir.

2.3.5.2 Cerrahi Olmayan Yéntemler:

Kiguk ruminantlarda ilk non sirurjikal embriyo kazaniimasi 1984 vyilinda
Bondurant ve ark.(40) tarafindan rapor edilmistir. Bu yontemle genel anestezi veya
epidural anestezi altinda serviksten gecirilmis foley katateri (24 numara 2 yollu) veya
metal katater (3 yollu, kiglk ruminant icin 6zel) ile yikama islemi yapiimaktadir (7,
40). Serviksi agmak igin Barry ve ark. (7) 0.5mg’lik prostoglandin E tabletini (3 mi
izotonik suda eritilip) eksternal serviks kanalina ve ayni zamanda 1 mg 6stradiol
cypionati kas i¢i vermigler ve bu yolla embriyo kazanmada %65 (Kazanilan
Embriyo/Korpus luteum sayisi) basari elde etmislerdir. Rickords ve ark. (89) ise
sezon digindaki koyunlarla yaptiklar ¢alismada serviksi agmak icin lokal olarak 10
mg PGE; (Dinoprostone) uygulamiglar ve 1-6 saat icinde 1-4 mm aciimayi

saptamislardir.

Folers- Foxworth ve ark. (28) kegilerde embriyo toplamak igin Transservikal
ybntemle laparoskopik yoéntemin karsilastirmasinda laparoskopik yéntemden daha
fazla embriyo elde ettiklerini (lap:%78.7, Transservikal %36.9) ancak transfer sonrasi

gebelik acisindan énemli fark gérmediklerini bildirmiglerdir.

2.3.6. Embriyolarin Degerlendirilmesi:
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Koyun embriyolarinin morfolojik degerlendirmesinde kigisel deneyim hala
énemini korumaktadir (11). Embriyolar vericilerden toplandiktan sonra X100-X150
bldyltme stereo mikroskop altinda segilmekte ve morfolojik incelemeler kultar
medyumu igcerisinde X40-X200 buyutme ile uygun bir pipet kullanarak yapilmaktadir.
Embriyolar tek hicreliden hatched blastocyst dénemine kadar olan her safhada,
uygun bir ortama transfer edildiginde gelisebilmesine ragmen ¢ok erken ve ¢ok gecg
dénemlerinde basari orant daha ylksek olmaktadir. Sekiz hicreli ve blastocyst
dénemlerinde transfer edilen embriyolardan daha ylksek gebelik orani elde
edilmektedir (2, 31). Ideal bir embriyo dolgun ve kire seklinde, blastomerleri ayni
buytklukte ve renkte, rengi ne ¢ok agik ne de ¢ok koyu olmalidir. Sitoplazmada
granulasyon olmayip, orta buylklukte vakuoller yer alabilir. saglikli bir embriyonun
perivitellin araligi bos olup, zona pellusidasi burusuk veya kollabe olimamasi
gerekmektedir (2). Asagidaki morfolojik anomalileri gésteren defektli embriyolar
degenere olarak degerlendiriimektedirler.

a- Degisik olcllerde tek tip olmayan blastomerler,

b- Morulada hiicresel yikintilar,

c- Kdseli bicimde bir zona pelucida iginde dejenere olmus kollabe blastosist,

d- Batanluglu bozulmusg mitotik sekil,

e- Fark edilemeyen képuk gérinimli blastomerler,

f- Parcalanmig ¢ekirdek ve sitoplazma,

g- Anormal sekilli morula ve blastosist (31).
2.3.7. Embriyolarin Alicilara Transferi:

Basartli bir embriyo transferi igin alicinin genital organlar ile embriyonun
gelisim dénemi sinkronize olmasi gerekmektedir. Nitekim embriyo transferinde alici

ve verici arasindaki senkronizasyon farki -24 saat olanlar, -48, 0, +24 saat olanlardan

daha iyi sonu¢ alinmaktadir (11, 20, 31, 44).
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Genelde 8 hicreliden daha erken gelisim safhasindaki embriyolar 0.01-0.02
mi medyum iginde cam pipetle C.L. olan tarafin infundibulumundan 2-4 cm ovidukt
icine sokularak verilirler. 8 hicreliden daha ileri dénemlerdeki embriyolar ise

uterotubal baglantinin 2-3 cm gerisine cornu uteriye birakiiriar (2, 11, 31).

Koyunlarda embriyo transferi cerrahi ve cerrahi olmayan yéntemlerle

yapilabilmektedir (2, 11, 12, 20, 31).

Cerrahi yéntemler genel yada lokal anaztezi altinda laparatomi, laparaskopik
veya basitlestiriimis operatif yolla yapilabilmektedir, ancak ginimiizde en yaygin

kullanilan metod laparoskopik olanidir (14, 25, 40, 54, 64, 69, 74).

Embriyolar cerrahi olmayan ydntemlerde serviks yolu ile cornu uteriye transfer

edilebilirler (2, 28).

Stefani ve ark. (69) koyun basina transfer ettikleri 1 veya 2 embriyoda farkl: bir
gebelik orani elde etmemisler, buna karsin Csehveseregi (25) 2 embriyo

verilenlerden %55.2 ve tek embriyo verilenlerden %75.6 gebelik elde etmigtir.

Stefani ve ark (69). laparaskopik transferden %80 ve laparatomi ile yapilan

transferlerden %65 oraninda gebelik elde etmiglerdir.

Laparaskopik yontemle embriyo transfer teknigi kullanan Walter ve ark (74)

%41, Mutiga ve Baker %75 gebelik elde etmislerdir (40).

Schiewe ve ark (64) laparatomi ve laparaskopinin transfer sonuglarini
karsilastirmis ve sirasiyla %16.6 ve %50 gebelik elde ettiklerini bildirmiglerdir.
Bucksell ve ark.(14) ise laparaskopik yontemle %22 oraninda gebelik elde ederierken

laparatomi yéntemini kullandiklarinda %76 oraninda gebelik elde etmislerdir.
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Embriyo transferinde korpus luteumu olan ovaryumun kornusuna genelde 1

veya 2 hatta 4 embriyo verilebilmektedir (14, 25, 69, 74).

Qin ve Sher (54) genel anestezi altinda, koyunun pubis kemiklerinin orta
kismindan 1.2-2.5 cm’lik bir ensizyonla girerek, ovaryumlar ve kornu uteriyi parmak
veya pens yardimiyla disan ¢ikarip, embriyolart ovidukt veya kornuya transfer
etmisler ve butiin bu islemleri 3-5 dakikada bitirmislerdir. Arastiricilar bu metodla,
yapilan diger transferlere yakin oranda gebelik elde etmigler ve uygulama stresinin
ve ftransfer sonrasi yapismalarin az olmasini bu metodun avantaji olarak

belirtmiglerdir.

Maurer (44) tek kornuya yapti§i embriyo transferinden %68.7, iki cornuya

yaptig: transferden ise %47.7 gebelik orani elde etmistir.

Vivianco ve ark (73), tarafindan sezon ici ve sezon digi embriyo transferinin

karsilastirmasinda embriyolarin yasama orani arasinda mevsime bagl bir fark tesbit

edememislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal:

Calismanin materyalini toplam 53 bas Kivircik koyunu olusturdu. Bu
koyunlarin 26’s1 mevsim iginde (Temmuz ayt), 27'si de mevsim disinda (mart ayi)
kullanildi.  Koyunlarin tohumlanmasinda ise yine ayni irktan 4 adet kogtan
yararlaniidi.

3.1.1. Koyunlarin Se¢imi:

Materyal olarak kullanilan hayvanlar [.U.Veteriner Fakiltesi Arastirma
Uygulama ve Egitim Ciftliginin mevcut slUrustndeki en az bir dogum yapmis 2-3
yaglarindaki koyunlar arasindan rastgele segildi. Tohumlamalarda kullanilan koglar
da yine ayni sdrunin, 2-3 yaslari arasindaki spermatolojik bulgular belirlenenler
arasindan segildi.

Secilen hayvanlar galisma baslangicindan en az 2 ay 6nce Anabilim Dalina
nakledildiler ve koyunlara calisma baslangicina kadar anti-paraziter (lvomec®,
Topkim, 0.5cc. sc.) tedavileri ve vitamin uygulamalari yapildi. Beslenmelerinde mera
kosullarindan, konsantre koyun yemi ve ilave olarak kuru ottan yararlanildi.

3.2. Metod
Calisma alici ve vericilerde senkronizasyon, vericilerde superovulasyon,

embriyolarin kazaniimasi ve degerlendiriimesi ile embriyolarin transferi oimak lzere

dort asamada gergeklestirildi.
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3.2.1. Koyunlarda Senkronizasyon ve Vericilerde Superovulasyon :

Koyunlarin mevsim i¢i ve mevsim digi senkronizasyonunda 60 mg MAP
(medroksiprogesteronasetat- Syncromat®, Intervet) iceren vaginal siingerler ve kas
ici PMSG (Intergonan®, Vemie Veterinar Chemie GmbH) hormonu kullanildi.

Mevsim dist 27 koyun 13 alici ve 14 verici olmak (izere 2 gruba ayrildi. Daha
sonra verici ve alicilar transfer tarihlerine gére sirastyla 5 gruba (alici-verici: 1-2, 3-3,
3-3, 2-3, 4-3) ayrilarak her gruba ayni gin vajinal siingerler uygulandi. Stingerler,
vulva antiseptik solusyonla temizlendikten ve &zel adaptdr yine antiseptik pomatla
kayganlastirildiktan sonra vajinanin kranialine yerlestirildi ve 14 gln streyle koyunlar
kontrol edilerek stingerlerin disip dismedigi belirlendi. Alici koyunlara siingerierin
cikarithgindan 24 saat 6nce 500 [.U. PMSG (Intergonan®- Intervet) kas ici enjekte
edildi. Stinger ¢ikarildiktan sonra her 12 saatte bir arama kogu ile kizginlklar tesbit
edilip, ilk kizginlik gérildtgi anda alicilara 500 IU hCG (Corulon®- Intervet) kas ici
yolla uygulandi. Vericilere ise, siperovulasyon olusturmak igin siingerlerin
cikariligindan 36 saat 6nce 1500 IU PMSG kas i¢i uygulandi ve yine her 12 saatte bir
arama kocu katarak kizginiik tesbiti yapidi. Ostrusun basladigi tesbit edilen
koyunlara hemen 1000 [U hCG kas i¢i enjekte edildi.

Mevsim i¢i grubunda bulunan 26 koyun, 12 alici ve 14 verici olarak 2 ana ve
daha sonra tekrar transfer tarihlerine gére toplam 6 alt gruba aynldilar (alici-verici: 2-
1, 2-3, 2-3, 2-2, 2-2, 2-3). Mevsim disinda oldugu gibi yine alici ve vericilere ayni
gunlerde slngerler yerlestirildi ve 14 gln sdreyle vajinada birakilarak, gunlik
kontroleri yapildi. Mevsim disinda oldugu gibi alicilara siinger ¢ikarilisgindan 24 saat
6nce 500 IU, vericilere ise 36 saat dnce 1500 IU PMSG kas i¢i yolla uygulandi.

Stngerler alindiktan sonra alici ve vericilerin her 12 saatte bir arama kogu ile
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kizginliklan tesbit edildi. Kizginlik gosteren alicilara hemen 500 [U, vericilere ise
1000 U hCG kas igi enjekte edildi.
3.2.2. Vericilerin Tohumlanmasi:

Ostruslar gérildiigii anda vericilere ovulasyonlari garanti altina almak igin
1000 IU hCG kas ici uygulandi ve elde sifat yéntemi ile ¢struslar sonlanincaya kadar
12 saat ara ile tohumlandi.

3.2.3. Embriyolarin Kazaniimasi ve degerlendirilmesi

Vericilerden embriyolarin  kazaniimasi kizginlid takip eden 7. ginde
gerceklestirildi.

Kullanilan Malzeme: Stereo mikroskop (Olympus®,VMZ 1X-4X), Etuv (37° C),
sicak tabla (37° C), cam petri kutular (9 cm ¢apl silikonlanmis), kiigik plastik petri
kutular (Grainer®, 3 cm g¢apli), plastik enjektérier (5 ml - 50ml), ucu kitlestirilmis 12
gaugelik enjektér ignesi, 2 yollu pediyatrik foley idrar kateteri (10 FG X 25cm-Balom
size 3 ml), mikropipet (silikonlanmis), mikropipet tutucusu, cellulase acetate filtre
(Milipore®, 0.45 mikron), %3 (v/v) oraninda sigir serumu iceren zenginlestirilmis
yikama sivisi PBS medyumu (Dulbeco’nun Phosphat Buffer Salin-Tablo 2).

Bulunan embriyolar transfer edilinceye kadar %20 (v/v) sigir serumu ile

zenginlestiriimis PBS kaltir medyumunda saklandilar.

Tablo 2. Dulbeco’nun PBS (Phosphat Buffered Saline) medyumunun yapisi (31).

Kimyasal Madde Konsantrasyon (g/l) : mM
NaCl 8.00 136.9
CaCly* 0.12 0.9
MgCl, 6H,0 0.10 0.5
KCI 0.20 2.7
KHoPO4 0.20 1.5
bidistile su gsp 1 litre

*ayri eritilip daha sonra ilave edildi
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Hazirlanan PBS medyumuna olasi bir kontaminasyona karsi ml'ye 100 |U
kristal penisillin (Potasiyum penisillin) ve 0.05 mg Streptomisin sulfat katildi.

PBS medyumu hazirlanirken kimyasal maddeler tartilip steril, 1 Itlik balon
icine konuldu. Daha sonra lzerine bir miktar steril, bidistile su ilave edilip, magnetik
karistirict araciligi ile maddeler tamamen eritildikten sonra medyumun hacmi 1 litreye
tamamlandi ve %3 oraninda daha &nce hazirlanan sidir serumu ve antibiyotik
ilaveleri yapilarak sterilizasyon amaciyla filtre edildi. Filtrasyon islemi otoklavda
sterilize edilmis, por genisligi 0.45 um olan milipor filtreden gegirilerek yapildi.
Sterilizasyon sonrasi olasi bir kontaminasyonun kontrolu amaciyla, hazirlanan
medyum 24 saat sire ile 37°C’lik inktbatérde bekletildi.

Sidir Serumunun Hazirlanmast:

Medyuma katilan sigir serumu, saglikh sigirlardan elde edildi. Bu amagla
siirfardan venéz kan steril tlplere alindi. Kanlar pihtilagtiktan sonra gizilerek,
serumu ayriimasi icin oda Isisinda 24 saat bekletildi. Elde edilen serumlar 3000
devirde 20 dakika santrifiije edildikten sonra, dipteki tortudan ayrilip ikinci kez, ayni
devir ve slrede santrifije edildiler. Sentrif(ij sonrasinda serumlar yapisinda bulunan
ovosid faktorlerin inaktive olmasi igin 56 °C'da 30 dakika bekletildi. Elde edilen bu
serumlar daha sonra klglik porsiyonlar halinde derin dondurucuda dondurularak
kullanilincaya kadar saklandi.

Uterus ytkamasi yapllacaAk koyunlar 1 gin onceden operasyona hazirlik
amaciyla a¢ birakildi. Genel sedasyon igin 0.5 - 1.0 ml Rompun® (Xilazin) kas igi
enjekte edildi.

Genel sedasyon saglandiktan sonra 3 ml lidokain ile lumbo sakral anestezi

(Lumbo araliktan) uygulandi (Resim 1).
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Lumbo sakral anestezi uygulanmasini takiben koyunlar sirtlisti pozisyonda
operasyon masasina yatirilip  operasyon bolgesinin  gerekli  hazirhgi
gerceklestirildikten sonra, median ¢izgi Uzerinde memelerin hemen onunden
baslanarak yaklasik 10 cm uzunlugunda bir ensizyon yapildi. Uterus ve ovaryumlar
bulunup ensizyon hattina cekildikten sonra ovaryumlar Gzerindeki korpus luteumlar
ve patlamayan follikiller sayilip folliklil ¢caplari dl¢llerek ovaryum bulgulari saptandi

(Resim 2, 3)



Resim 2. Stperovulasyon uygulanmis koyundaki ovaryumun gorunimdu

— korpus luteum

Resim 3. Superovulasyon uygulanmis koyunun ovaryumunda sekillenmis Kistik
folliktller
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Yikama islemine ensizyon hattina ¢ikariimis uterusun bifurkasyon noktasindan

kornuya kiit bir delik agilarak baslandi. Folley katater bu acilan delikten kornunun

Resim 4. Verici koyunda foley kateterinin yerlestiriimesi

»'fo\ey kateterin balonunun yaptigl 3\5%5\\'}; '
kranialine dogru yonlendirildi ve tesbit icin balonu kornu limenini lyice kapatacak

sekilde 2-3 ml hava ile sisirildi. Daha sonra ucu kutlestirilmis bir enjektor ignesi ile

r yerden limene sokularak 20 ml medyum

er

terotubal birlesme yerine yakin bi

Folley kataterin disarida kalan ucu ise

buradan yavas yavas uterus lum

vetri kutusuna yerlestirildi ve

ri kutusuna akmasi saglandi (Resim

nasaj uygulayarak f

ustan cikarilip her iki delige hafif

4, 5) Yikama islemi bitince kanul ve kateter

di. Butln bu islemler

basing uygulanarak muntemel Kanamalarin onlenmesli sagla

Iterus yerine Konulup xarin

diger kornu uteriye de tekrarlandi ve yikamalar it

poslugu kapatild



29

Embriyolari iceren yikama sivilari, degerlendirme asamasina kadar 37°C'a
ayarll sicak tabla Uzerinde bekletildi. Bu bekletiime siresi, yikama sivisi iginde
bulunabilecek ve Greme organlarindan koken alan zararl etkenlerden (kan hucreleri

vb.) embriyolari

Resim 5. Uterus yikamasinin yapilisi

korumak amaciyla mumkun oldugunca kisa tutuldu. Yikama sivisi icinden mikropipet
araciligiyla disariya alinan embriyolar, oviduktan gelen sivi ve hicrelerden
arindirimak amaciyla, Uc¢ ayri petri kutusu icinde bulunan Dulbeco’s PBS kdiltur
medyumundan ayri ayri gegirilerek yikandilar

Embriyolarin kazaniimasindan sonra transfer asamasina kadar yapilan tum
islemler, ici ultraviyolet lambasi ile sterilize edilen bir cam kabin icinde gerceklestirild
Kabin i¢ yluzeyinin sterilizasyonu icin ultraviyolet lambasi uygulamalardan 12 saat

once calistirildi ve kabinin cam kapagi kapali tutuldu
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Embriyolarin degerlendiriimesi ve diger tim manipulasyonlar, camli dolap
icinde bulunan, X10-X40 buyutmeli stereo mikroskop (Olympus®: VMZ.4F) altinda
gerceklestirildi.

Degerlendirme sonunda normal olarak nitelendirilen embriyolar transfer icin
kullanildi (Resim 6, 8). Verici hayvanlardan kazanilan embriyolar kisa bir sire iginde
degerlendirilerek (Yaklasik 60 dakika icinde) tasiyici koyunlara transfer edildiler.

Alicilara laparatomi igin Rompun’la (05-1.0 ml, im) genel sedasyon
saglandiktan sonra lumbal anestezi (3cc lidokain) uygulandi ve sirt Ustl yatirilip tras
dezenfeksiyonu ve ayaklarin tesbitinden sonra memelerin hemen 6ninden median
hat tzerinde yaklasik 10 cm ensizyon gerceklestirildi. Uterus ve ovaryumlar 6zenle
ensizyon hattina ¢ekilerek ovaryum bulgulari tesbit edildi. Korpus luteum sekillenmis
ovaryum tarafindaki kornu uteri saptandi ve transfer edilecek embriyo 0.02 ml

medyum iginde pastor pipetine cekildi. Transferin gerceklestiriicegi kornu uteri

Resim 6. Transfer edilebilir nitelikte blastosist safhasindaki bir embriyo.
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énce kit bir igne ile delindi ve transfer pipetinin ucu bu delikten uterusa sokuldu ve

embriyo kornu uterinin apeksine dogru uterus lumenine verildi (Resim 7).

Resim 7. Embriyolarin intra uterin transferinin yapilis

Transfer yapilan kornu uteride'ki delige kisa bir stre hafifce basing yapilarak
olusabilecek bir kanama onlenirken bir yandan da kugtk bir ihtimal de olsa embriyo
transfer pipetinde kalabileceginden, transferde kullanilan pipet mikroskop altinda
ncelenerek embriyonun uterusa verilip verilmedigi kontrol edildi. Uterus Ozenle karin
poslugundaki yerine konularak ensizyon yerl yontemine uygun oir sekilde kapatildi
Muhtemel enfeksiyonlari dnlemek icin tetrasiklin grubu antibiotik (Panterramisin®-
3cc) kas ici uygulandi ve bir hafta sonra dikisler alind

Elde edilen bulgular t-test analiz yontemi ile degerlendirildi
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4. BULGULAR:
4.1. Alici ve Vericilerin Mevsim I¢i - Mevsim Disi Senkronizasyonu:
Mevsim i¢i alici gruptaki 12 bas koyundan sadece 1 tanesinde kizginlik
gorulmedi ve %91.67 oraninda 6strus elde edildi (Tablo 3). Kizginlik géstermeyen
koyunun ovaryum incelenmesinde sol ovaryumun inaktif oldugu ve sagd ovaryumda 1

adet korpus luteumun varligi saptandi.

Tablo 3. Mevsim ici alicilarda stinger gikarilisindan itibaren yapilan kontrollarda
kizginlikiarin géraldigu sureler (n=12).

Sunger ¢ikarildiktan sonra gegen siireye gére

Hayvan| Kizginlik kizginiiklar (saat) Hi¢ kizginhk

no gosteren 12 24 36 48 60 79 gbstermeyen

207 + - + + + - - -

323 + - . + + + - -

329 + - - + + + + -

334 + - - + - - - -

342 + - - + - - - -

350 + - - + + + - -

353 + - - + + + - -

377 + - - - + + - -

388 + - - + + + + -

395 + - + + + + - -

373 + - - + + + - -

736 - - - - - - - +
Toplam 11 0 2 10 9 8 2 1

(%) (91.67) (0.0) {(16.67)|(83.33)|(75.00)| (66.67) |(16.67) (8.33)




33

Mevsim disi alicilarda ise 13 koyundan 7 tanesinde (%53.85) kizginlk
saptandi (Tablo 4). Kizginlik géstermeyen koyunlarda yapilan operatif incelemede 6
koyundan 5'inin ovaryunlarinda korpus luteum ve follikil bulundugu saptandi

(Tablo4, 9).

Tablo 4. Mevsim disi alicilarda stinger gikarilisindan itibaren yapilan kontrollarda
kizginliklarin géraldugu sureler (n= 13).

Sunger c¢ikarildiktan sonra gecen siireye gore

Hayvan| Kizginlik kizginliklar (saat) Hi¢ kizginlik

no gbsteren 12 24 36 48 60 79 gbstermeyen

601 - - - - - - - +

286 - - - - - - - +

44 = = - - - - - +

206 - 3 - - - - : +

626 + - + + + - - -

46 + - - - + + - -

445 + = = = | + + + =

800 + - - - + + + _

289 + - - - + - - -

843 - - - - - - - +

49 + - - - + - - -

847 - - - - - - - +

502 + - - - + + + _
Toplam 7 0 1 1 7 4 3 6

(%) (53.85) (0.0) | (7.70) | (7.70) |(53.85)| (30.77) |(23.08) (46.15)




34

Mevsim i¢i alicilarda senkronizasyon oranlari mevsim digi ile
karsilastirildiginda, mevsim ici bu‘Igular mevsim disina gére dnemli derecede ylksek
bulundu(P<0.05).

Mevsim i¢i uygulamaya alinan alicilarda kizginhklarin 24. saatte basladigi, 72.

saatte bittigi ve 36. saatte %83.3 ile en yogun seviyesine ulastigi goérulda (Sekil 1,

Tablo 3, 7).

Sekil 1. Stinger ¢ikarildiktan sonra gecen slreye gére ostrusiarin gruplardaki kumilatif

dagthmlari.
- - @ - -Mevsim igi alic — 4l — Mevsim dig! alici
—&— Mevsim igi verici ~ X — Mevsim digt verici
%
100,00
80,00
60,00 A
N
X 50,00
40,00 A
/ ~\m 2308
20,00 - %2143 / . 16
-~ & 16,67 . & 16,67
A7 !
714 . m-770--—H 770
o, -
0,00 E-0-50 r T r T T T 1
B s ® s ® ® © saat
3] o © 3] 3] (3] (1]
w 0 o [/} /] 0N "]
o o < Q9 o o o
— N (324 < o] ~

Mevsim digt alicilarda kizginliklar 24. saate basladi, 48. saatte yogunlasti ve
72.saatte devam ederek azaldi. Belittilen saatlerde kizginiik oranlan sirasiyla,

%.7.69, %53.85, %23.08 olarak bulundu (Sekil 1, Tablo 4, 7).
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Mevsim ici verici gruptaki 14 bas koyunun tamami 8strus gosterdi (%100.0)

(Tablo 5). Mevsim ici vericilerde kizgmliklarin 12. saatte basladigi, 36. ve 48.

saatlerde en yodun seviyesine ulastigi, 72. saatte azaldi§i gézlendi. Belirtilen

asamalarda (12., 24., 36., 48. ve 72. saat) kizginlik oranlari sirasiyla %7.14, %64.29,

%92.86, % 92.86 ve %28.57 olarak saptandi (Sekil 1, Tablo 5, 7).

Tablo 5. Mevsim i¢i vericilerde stinger ¢ikarilisindan itibaren yapilan kontrollarda kaydedilen
ostrus bulgulari (n= 14).
Singer ¢ikarildiktan sonra gegen slireye gore

Hayvan| Kizginlik kizginlikiar (saat) Hi¢ kizginlk

no gbsteren 12 24 36 48 60 72 gbstermeyen

290 + + + + + + - -

312 + - + + + + + -

314 + - + + + + - -

324 + - + + + + + -

336 + 5 - - gy - + "

341 + - - + + + + -

357 + - - + + + - -

358 + - + + + - - -

361 + - + + + + - -

397 + - + + + + - -

734 + - + + + + - -

301 + - + + + + - -

311 + - - + + + - -

322 + - - + + + - -
Toplam 14 1 9 13 13 12 4 0

(%) | (100.0) |(7.14) |(64.28)|(92.86)|(92.86)| (85.71) |(28.57) (0.00)
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Mevsim digi senkronizasyon ve siperovulasyona alinan verici koyunlarda
tamaminin kizginlik gésterdikieri .belirlendi (Tablo 6). Bu gruptaki vericilerde Gstrus
yanitlari, 12. saatte basladi, 48. saatte yoJunlasti ve 72. saatte azalarak devam etti.
Saatlere goére sirasiyla, % 7.14, %7857 ve %50.00 kizginlk orani elde edildi

(Sekil 1, Tablo 6, 7).

Tablo 6. Mevsim dig! vericilerde slinger cikarilisindan itibaren yapilan kontrollarda
kaydedilen 8strus bulgulari (n= 14).

Sunger c¢ikarildiktan sonra gegen slreye gére
Hayvan| Kizginiik kizginiikiar (saat) Hig kizginhk
no glsteren 12 24 36 48 60 79 gbstermeyen
513 + - - + + + - -
125 + s - 4 + + ; )
721 + + + + - : - -
265 + - - - - + + -
900 + - - + - - - -
576 + - - - + + + ;
420 + - - - + + + -
608 + - + + + + - -
133 + - - - + - - -
87 + - - + + + + -
920 + - -+ + + + -
81 + - - + + + + -
199 + - + + + + + -
71 + - - + + - - -
Toplam 14 1 3 9 11 10 7 0
(%) | (100.0) 1(7.14) [(21.43)|(684.29)|(78.57)| (71.43) |(50.00) (0.00)
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Uygulanan &strus senkronizasyonlari sonucunda herbir deneme grubu igin
elde edilen toplu sonuglar ayn ayri ele alindiginda mevsim i¢i alicilarda toplam 12
hayvandan 11 fanesinin (%91.67), mevsim disi alicilarda 13 koyundan 9’unun
(%53.85), mevsim i¢i ve mevsim disinda uygulamaya alinan verici koyunlarin ise

tamaminin kizginlik gésterdigdi belirlendi (Tablo 7).

Tablo 7. Mevsimlere gére alici ve verici koyunlarda singer ¢ikarilisindan itibaren yaptlan
kontrollarda kaydedilen dstrus bulgulart.

Sireye (saat) gore kizginlik gésteren Toplam
Gruplar Hayvan hayvanlarin sayi ve oranlar (%) gg::;l::n
0,
saysin) [ 4o | 24 | 36 | 48 | 60 | 72 (%)
im igi 12 0 | 2 | 10 | 9 8 2 11
Mevsim ici alici (0.00) | (16.67)((83.33)(75.00)| (66.67) |(16.67)]  (91.67)
i 13 LY ' AnY & 4 3 9
Mevsim digi alici (0.00) | (7.69) | (7.69) |(53.85)| (30.77) |(23.08)]  (53.85)
o A 1 o | 13 | 13| 12 | 4 14
Mevsim igi verici (7.14) |(64.29)|(92.86)|(92.86)| (85.71) | 28.57|  (100.0)

: . 1 3 9 11 10 7 14
Mevsim digi verici| 14 (7.14) |(21.43)|(64.29)|(78.57)| (71.43) |(50.00)]  (100.0)

Gerek mevsim igi ve gerekse mevsim disi alici ve vericilerde Ostruslarin
slinger ¢ikartligindan sonra mevsim igi alicilarin %66.66'sinin 36. saatte, mevsim dis!
alicilarin ise %46.15'inin 48. saatte en yodun olarak ostrusa geldikleri g&zlendi
(Tablo 8; Sekil 2). Mevsim ici ve mevsim disi vericilerde en yogun 6strus baslangic
sirelerinin sirasiyla %57.18 ile 24. saat ve 42.85 ile 36. saatte gorildigu saptandi

(Tablo 8; Sekil 2).
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Tablo 8. Mevsimlere goére alici ve verici koyunlarda stinger ¢ikariligindan sonra
Ostruslarin baglangig slirelerine gére kaydedilen oranlar (%).

Ostrus baslangic sureleri (saat) ve oranlar (%)

Gruplar Hayvan
sayisi(n) | 4o 24. 36. 48. 60. 72.
Mevsim ici 12 0 2 8 1 0 0
evsim ici alici (0.00) | (16.67) | (66.66) | (8.33) | (0.00) | (0.00)
. 0 1 0 6 0 0
Mevsim digi alici 13 (0.00) | (7.69) | (0.00) | (46.15) | (0.00) | (0.00)
Mevsim ici verici 14 1 8 4 0 0 1
evsim Igl verici (7.14) | (57.18) | (28.57) | (0.00) | (0.00) | (7.14)
Mevsim d - 14 1 2 6 4 1 0
evsim digi veric (7.14) | (14.28) | (42.85) | (28.57) | (7.14) | (0.00)

Sekil 2. Stinger cikariligindan sonra dstruslarin baslangi¢ surelerine gére hayvanlarin

gruplardaki oranlari (%).

- - @ - -Mevsimigialicc. — M — Mevsimdist alicc — =& — Mevsim igi verici ——X——Mevsim dig! verici

%
70 T

60 +

30 +
20 +

10 +

# 66,66

I3
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4.2. Ovaryum Bulgulari:
Calismada operasyonlar sirasinda yapilan ovaryum incelemelerinde mevsim
ici alicilarda koyun basina dusen patlamamig folliklil sayisi (Folliktl sayisi/koyun)

ortalama 2.50+2.29, mevsim diginda ise 1.69+1.20 olarak saptand: (Tablo 9).

Tablo 9. Mevsim i¢ci ve mevsim digi senkronize edilen alicllarda ovaryum bulgulari

ortalamalari.
Ortalama Ortlama ol A
Grup n Korpus Eollikiil Follikil Olguleri
Luteum Sayisi > mm 3.4 mm >4 mm
Sayisi

Mevsim igi 8 1.75 £ 1.71 250+£229|062+1.11|0.75+£085 | 1.13+1.056

Mevsim disi | 13 2.31+1.49 1.69+120 | 0.35+095|0.38+092|0.46+1.08

Ayni sekilde alicilarda mevsim igi korpus luteum sayisi ortalama 1.75+1.71,
mevsim disinda ise 2.31+1.49 olarak bulundu (Tablo9).

Mevsim ici ve mevsim digi operasyona alinan alicilarin ovaryumlarinda
karsilasilan mevcut normal ve kistik gérintmit follikilierin (Resim 3) élgllerine gére
dagilimlari ise tabloda belirtildigi gibi gézlendi (Tablo 9).

Mevsim i¢i vericilerde patlamamis follikil sayisi ortalama 9.07+5.57, mevsim

disi vericilerde ise 4.57+3.01 olarak gerceklesti (Tablo 10).

Tablo 10. Mevsim i¢i ve mevsim dis! senkronize edilen vericilerde ovaryum bulguian
ortalamalari.

Ortalama Ortlama o
Grup n cL Follikil Follikal Olgiileri

Sayisi Sayisi 2 mm 3-4 mm >4 mm

Mevsim igi 14 | 443+282 | 9.07+557 | 00+£0.0 | 086+135 | 8.21+£548

Mevsimdisi | 14 | 457+4.19 | 457 +3.01 | 0.07+0.26 | 1.36 +1.91 | 3.14 £ 3.04
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Mevsim ici vericilerde ortalama korpus Iuteum sayisi 4.43+2.82, mevsim
disinda 4.57+4.19 olarak saptandi{(Tabio 10).

Mevsim ici ve mevsim disi operasyona alinan vericilerin ovaryumlarinda
karsilagilan mevcut folliktllerin élgllerine gére dagilimlari ise tabloda belitildigi gibi
g6zlendi (Tablo 10).

4.3. Embriyolarin Kazanilmasi ve Transferleri

Kizginliklarin belirlenmesinden 7 gin sonra operasyona alinan mevsim igi
vericilerden koyun basina ortalama 1.71+1.83 adet embriyo kazanildi. Kazanilan
embriyolarin degerlendirmesi sonucu saglikli bulunaniardan ortalama 1.43 + 1.55

tanesinin transfer edilebilir nitelikte oldugu géziendi (Tablo11).

Tablo 11. Mevsim igi ve mevsim disi senkronize edilen vericilerde kaydedilen korpus Iuteum
sayilar! ve kazanilan embriyo ortalamalari.

Grup n Ortalama Kazanilan Transfer Edilebilir
korpus luteum Embriyo Embriyo
Sayisi Sayisi Sayisi
Mevsim ici 14 4.43 +2.82 1.71+1.83 1.43 £ 1.55
Mevsim disi 14 4.57 + 4.19 1.86+ 2.61 1.50 + 1.84

Mevsim digi vericilerden ortalama 1.86 = 2.61 embriyo elde edilerek,
bunlardan ortalama 1.50 = 1.84’Unun transfer edilebilir nitelikte oldugu goéruldu

(Tablo 11).

Tablo 12. Mevsim i¢i ve mevsim disi senkronize edilen vericilerde kazanilan embriyolarin
gelisim safhalarina gére sayilari ve oranlari (%).

Gruplar Transfer Embriyolarin Geligim Safhalari (%)

n Embriyo Edilebilir
Sayisi Embriyo

0,
Sayist (%) 8-16 BI. Morula | Blastosist | Dejenere

Mevsimici | 14 24 | 20(83.33) | 1(4.17) | 9(37.50) | 10 (41.67) | 4 (16.67)

Mevsim digt | 14 26 21(87.50) | 3(12.50) | 12(50.00) | 6(25.00) | 5(20.83)

Bl: blastomer
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Vericilerde yapilan yikamalarda, mevsim icinde kazanilan toplam 24 adet
hiicreden 20 tanesinin (%83.33) transfer edilebilir oldgu, 1 tanesinin (%4.17) 8
blastomerli, 9 tanesinin ((%37.50) morula, 10 tanesinin (%41.67) blastosist
(Resim 6, 8)

Resim 8. Uterus yikamasi ile kazanilan farkli gelisme safhasindaki embriyolar

ve 4 tanesinin de (%16.67) dejenere(Resim 9) oldugu, mevsim disinda ise bu
degerler sirasiyla 26, 21 (%87.50). 3 (%12.50), 12 (%50.00), 6 (%25.00) ve 5

(7%20.83) olarak belirlendi (Tablo 12).



Resim 9. Dejenere bir embriyo
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Kazanilan embriyolarin transfer edilebilir nitelikte olanlarindan mevsim icinde

14 tanesi ve mevsim disinda ise 20 tanesi alicilara transfer edildi (Tablo 13).

4.4.Gebelik Sonuglari:

Gebelik sonuglar dogum oranlar esas alinarak saptandi. Mevsim icinde

embriyo verilen 7 alicidan 3 tanesinin (%42.86), mevsim disl ise 13 alicidan 3

koyunun (%23.07) dogurdugu belirlendi (Resim 10) (Tablo 13) Mevsim icinde ikizlik

elde edilemezken. mevsim disi %7.69'luk bir ikizlik orani saglandi (Tablo 13).

Tablo 13. Mevsim igi ve mevsim disi vericilerden kazanilan ve transfer edilen embriyo

sayllari ile transfer gerceklestirilen alici koyunlar ve dogum oranlari.

Kazanilan | Transfer Dogum Dogan ikiz
Grup Verici | Toplam Edilen Alici Yapan Alici | Yavru | Dogum
sayisi | Embriyo | Embriyo Saysi Sayisi Sayisl Sayisi

Sayisi Sayisi (%) (%)
Mevsim igi 14 24 14 7 3 (42.86) 8 0(0.00)
UﬂeVSim disi 14 26 20 13 3 (23.07) 4 1(7.69)
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Resim 10. Embriyo transferi nden dogan bir yavru ile verici ve alici koyunlar

i a0

NRI
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5.TARTISMA VE SONUC:

Dunya nifusunun hizla arttigi glinimizde gida agigininda ayni oranlarda
blyludugu gézlenmektedir. Mevcut agigin giderilmesi agisindan hayvansal Gretimin
mumkin oldugunca artinimasi gerekmektedir. Bunun icin de sun’i tohumiama,
kriyobiyoloji, gen transferi, gibi biyoteknolojik yéntemler gindeme gelmekte ve hizla
gelisme kaydedilmektedir. Bunlarin iginde sun'i tohumlama ve kismen de embriyo
transferi yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bu yontemler icinde bulunan embriyo transferinin basarisi, metod icinde
uygulanan 6strus senkronizasyonu ve silperovulasyonunun basarisina bagh
bulunmaktadir. Gerek mevsim iginde ve gerekse mevsim diginda uygulanacak olan
dstrus senkronizasyonu yénteminin iyi secilmesi gerekmektedir.

Koyunlarin embriyo transfer tekniginde cesitli 6strus senkronizasyon
yontemleri kullaniimaktadir (1, 4, 58, 68, 72, 75). Bu yodntemlerden intravaginal
progestagen emdirilimis siinger ile birlikte PMSG kullanimi, ylksek senkronizasyon
oranlari saglamaktadir (1, 30, 46, 65, 72). Mevsim igcinde senkronizasyon amaciyla
tek basina veya baska hormonlarla birlikte progestagenler ve prostaglandinler en sik
kullanilan hormonlardandir (1, 3, 4, 8, 27, 35, 42, 43, 46, 65).

Sunulan calismada embriyo transfer amaciyla vericilerde mevsim igi ve
mevsim disinda progesteron emdirilmis slngerler 14 gln vagende birakilmisgtir.
Siinger ¢ikanhgindan 48 saat 6nce 1500 1U. PMSG enjeksiyonu yapilarak uygulanan
ostrus senkronizasyonunda tim verici hayvanlarin (%100.0) kizginlik gosterdigi ve

ciftlestikieri gbzlenmistir (Tablo 5, 6, 7).
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Alagam ve ark (3) mevsim ici iki ayrt grupta sirasiyla progesteron emdirilmis
stingerler ve prostoglandin enjeksiyonu kullanarak senkronizasyon gerceklestirdikleri
koyunlarda %91.48 ve %90.90 gibi cok yakin oranlar kaydetmiglerdir. Ote yandan
Tekin ve ark. (71), Merinos koyunlarinda progestagen (FGA) + PMSG uygulamasiyla
%96.7 senkronizasyon elde etmiglerdir. Sunulan c¢alismada saptanan
senkronizasyon oranlari diger arastiricilarin elde ettikleri senkronizasyon
oranlarindan daha yiliksek gergeklesmistir. Bunun sebebi, yapilan ¢alismada PMSG’
nin stiperovulatér dozda uygulanmasina baglanabilir.

Calismada, mevsim i¢ci ve mevsim digi alicllarda senkronizasyon oranlarn
sirasiyla %91.6 ve %53.84 olup mevsim i¢i senkronizasyon orani mevsim digina gére
oldukga yiksek bulunmustur (P<0.05). Mevsim ici alicilardan elde edilen
senkronizasyon oranlar diger g¢alismalara benzer sekilde olmasina kargin, mevsim
disindaki oranlar oldukga diusik diizeyde gergeklesmistir (3, 71). Bununla birlikte
mevsim igi alici ve vericilerden elde edilen bulgular, prostaglandinlerle yapilan diger
calismalara gére (43, 71), lleri’'nin (36) tiaprostla elde ettigi %100 kizginlik orani
harig, ylksek bulunmustur. Mevsim igi ve mevsim disi elde edilen bulgular géz
6nlinde tutuldugunda, mevsim iginde progestagen+ PMSG ile elde edilen sonucun
Ustlinligina, diger arastirmalarin sonuglari da desteklemektedir (1, 3, 43, 71). Oysa,
mevsim disi ahcilardan elde edilen sonuglann, literatur verilerinden dustik oldugu
gorilmektedir. Bu duslklugin sebebi, arama koglarinin mevsim disindaki libido
yetersizligi nedeni ile koyunlardaki kizginliklarin tam olarak tesbit edilememesi ve
sakin kizginhiga baglanabilir. Clinkl, mevsim disinda kizginhk géstermeyen alici
koyunlarin ovaryum bulgulart géz 6niinde tutuldugunda, kizginhk gésteren koyunlarla
6nemli bir farkinin olmadigi ve aktif korpus luteumiarin bulundugu saptanmistir

(Tablo 3, 4, 7, 9).
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Osturuslarin basglangi¢ sureleri mevsim ici ve mevsim digt alict gruplarinda
karsilastirildiginda, mevsim ici grubun stnger cikariigindan 36 saat sonra daha
yogun olarak (%66.66) 6strus gosterdikleri, mevsim disinda ise bu stirenin 48. saate
uzadigi (%46.15) goézlendi ve aralarinda 6nemli bir farkin bulundugu (P<0.001)
saptand! (Sekil 2). Sungerler c¢ikarildiktan sonra gecen surelere gére dstruslarin
kumilatif dagilimiarn ise yine mevsim digi alicilarda yoguniugun daha uzun surelere
dogru kaydidt (48. saat %53.85) mevsim icinde ise koyunlarin 36. saatte
cogunlugunun (%83.33) ostrus gosterdigi, mevsim farkinin oldukg¢a etkili oldugu
g6zlendi (P<0.001) (Sekil 1).

Calismada mevsim disi ve mevsim ici vericilerde, koyun basina ortalama C.L.
sayis| sirasiyla 4.57 + 419 ve 4.43 t+ 2.82 olarak saptanmistir. Yapilan istatistik
degerlendirmelerde mevsim disi ve mevsim igi elde edilen sonuglar arasinda énemli
bir fark goértlmemistir. Elde edilen bu sonuglar, Bondiolli ve ark.(10)'nin bildirdikleri
degerlerden diistk, Barry ve ark.(6)'nin bulduklari sonuglarla hemen hemen benzer
olarak gerceklesmistir. Ote yandan Heart(33)'nin ¢aligmasinda saptadigi sonuglardan
oldukga dusuk veriler elde edilmistir. Belirtilen arastirmalarin sonuglarina gére genel
bir degerlendirme vyapilirsa, uygulanan farkli slperovulatdér ajanin  ovaryum
bulgularinda etkili olabilecegini akla getirmektedir. Sunulan galisma ile benzer sonug
elde eden Barry ve ark.(6)'nin superovulatdr ajan olarak PMSG kullandidi, oysa
digerlerinin (10, 33) FSH kullandikiart gérilmektedir. Nitekim, Heart (33) FSH ve
PMSG'yi karsilastirmis ve FSH'dan daha ytiksek stperovulasyon orani elde etmistir.
Bununla birlikte, calismasinda siiperovulatér ajan olarak 1500 U PMSG kullanan
Rainio (65)'nun elde ettidi ovulasyon orani, sunulan ¢alismada elde edilen ovulasyon

oranindan ylksektir. Ayni ajan ve doz kullaniimasina kargin sekillenen bu farkhilik,
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koyun irki ve cevre faktorlerinin (bakim, besleme ve iklim) degisik olmasina
baglanabilir.

Sunulan c¢alismada kazanilan embriyo sayisi mevsim i¢ci ve mevsim digi
vericilerde koyun basina sirasiyla ortalama 1.71 + 1.83 ve 1.86 + 2.61 olarak
saptanmistir. Bunlardan gruplara goére strasiyla ortalama 1.43 + 1.55 ve 1.50 + 1.84
tanesi transfer edilebilir nitelikte (Vericilerde sperovulasyon olusturuldugu ve buna
bagli olarak gecikmis ovulasyonlar olabilecegi dlstncesi ile 8-16 blastomerli
embriyolar da saglikli olarak degerlendirildi.) saglikli gértinimdeki embriyolar olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuglarin Heart (33), Smith (67) ve Rainio (55)'un bildirdikleri
sonuglardan distk oldugu gorilmektedir.

Arastirmada mevsim ici alicllarda %42.86 dogum gergeklesirken, ikizlik
g6zlenmemistir. Mevsim dis! transfer gergeklestirilen koyunlarda ise %23.08 dogum,
%7.69 ikizlik orani saptanmistir. Mevsimler arasi karsilastirma yapildiginda mevsim
ici dogum orani daha yiksek bulunmasina ragmen aralarindaki fark &nemsiz
bulunmustur. Nitekim, Vivianco ve ark.(73) elde ettikleri sonuglara gére, mevsim igi
ve mevsim disi embriyo yasam orani agisindan fark saptamadiklarini bildirmislerdir.

Koyunlarda embriyo transferi yapan Eseh ve Sergi (25) %55.2, Stefani ve ark.
(69) %65.0, Buckselve ve ark. (14) %76.9 fertillite elde ettiklerini bildirmiglerdir. Bu
arastinicilanin saptadikian fertilite oranlan sunulan galismada elde edilen fertilite
oranlarina gére yuksektir. Fakat, s6zU edilen arastinicilarin fertilite oranlarini gebelik
oranlarina gére, sunulan calismada ise dogum oranlarina gére saptandigi goz
O6nunde tutulmasi gerekmektedir. Ayni zamanda bu c¢aligmalarda kullanilan
materyalin farklt irklar olduju da dikkate alinmalidir. Bununla birlikte, ¢alismada

kaydedilen oranlara benzer olarak, yaptiklari transferlerden Mauer (44) %47.7,
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Walter ve ark. (74) %41.0, Schiewe ve ark. (64) %16.6, Bucksell ve ark. (14) %22.0
oranlarinda fertilite elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Yukarida belirtilen arastiricilarin saptadiklart fertilite oranlar degiskenlik
gostermektedir. Sunulan galismada elde edilen fertilite oranlart kimi arastiricilarin
bulduklarindan dislk gerceklesirken (14, 25, 69), ¢ogu arastiricinin bildirdikleri
degerlere benzer veya yiiksek oldugu gorilmektedir (14, 44, 64, 74). Gérilen
farkliliklarin sebebi, transfer metoduna, irk faktériine ve c¢evresel faktériere
bagianabilir. Bu faktérlerin ¢alisma lzerinde ayn ayri veya birlikte etkili oldugu géz
6ntinde tutulursa ve sonuglarin dider calismalanin sonuglariyla bir dlglide benzer
oldugu dikkate alinirsa, elde edilen fertilite orani mevcut sartlara gére ¢alismanin ilk
kez yapiliyor olmasina ragmen basarili olarak kabul edilebilir.

Gerek senkronizasyon (P<0.05) gerekse ovaryum bulgulart ve dogum
oranlarinin mevsim i¢i uygulamalarda daha yuksek (P>0.05) bulunmas! nedeniyle,
mevsim i¢i uygulamalarin mevsim disina gére daha basarnii oldugu sonucuna
varilabilir. Bununla birlikte kullanilan slperovulatér ajanin  PMSG olusunun
arastirmanin sonuglarini etkiledigi  séylenebilir. Nitekim, PMSG’nin progesteron
salinimini artirarak spermatozoa transportu Uzerinde olumsuz etki yapabildigi
bilinmektedir (11). Yapilan arastirmada tohumlamalarin sirurjikal yolla intra uterin
tohumlama yerine dogdal asim olusu dikkate alinirsa bu olumsuz faktér ¢alisma
sonuglarina da yansimis olabilir. Superovulatér ajan olarak FSH’nin kullanilmasinin
PMSG uygulamalarina nazaran daha basarilt sonuglar verdidi bilinmektedir (10, 33,
63). Bundan dolayi senkronizasyon ve embriyo transfer calismalarinda FSH'nin
superovulatér ajan olarak kullaniimasinin fertiliteyi olumiu yénde etkileyebilecegi
soylenebilir. Yapilan galismada ovaryumlar (izerinde buyik captaki follikiil sayisinin

fazla oldugu, ovulasyon oranlarinin disik oldugu ve dolayst ile kazanilan embriyo
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sayisinin da az oldugu gézlenmistir. Bondurant (11) hCG’nin LH’ya gére LH etkisinin
yan! sira FSH etkisine de sahip oldugunu, ayrica hCG’nin yarilanma émrinin de
uzun oldugunu bildirmistir. Caligmada buyik g¢apl follikil sayilarinin fazla olmas! ve
dolayisiyla ovulasyon oranlarinin dusakligi, Bondurant'in (11) bildirdigi hCG'nin bu
etkilesimine baglanabilir. Béylece ovulasyonlari indiiklemek amaciyla hCG yerine
LH’nin kullaniimasi ile daha Ustln sonuclar alinabilecegi dusundlebilir.

Embriyo transfer g¢alismalarinin laparatomi yéntemine kiyasla , literatlr
kaynaklarda belirtildigi gibi, gebelik oranlarinin daha vyuksek, postoperatif
komplikasyonlarin minumumda olamasi ve yéntemin laparatomi yéntemine gére
daha fazla sayida tekrarlanabilmesi nedeni ile laparaskopik yontemle yapiimasi daha

basarili sonuclar alinmasini saglayabilir.



50

6. OZET

Calismada mevsim igcinde ve mevsim disnda MAP emdirilmis singerler ile
senkronize edilen alici ve verici kivirctk koyunlarinda embriyo transferi ve sezonun
embriyo transferine etkilerinin arastiriimasi amaclandi.

Bunun icin mevsim iginde 12 alici ve 14 adet verici, mevsim disinda ise 13
alici ve 14 verici Kivircik irki koyun kullanildi. Gruplardaki koyunlara MAP emdiriimig
stingerler 14 gin sure ile vagen icine yerlestirildi. Alici koyunlarda silingerlerin
cikariisindan 24 saat énce 500 U, verici koyunlarda ise superovulasyon olusturmak
icin 36 saat 6nce 1500 IU PMSG kas i¢i yolla uygulandi. Stnger cikarilisindan
itbaren her 12 saatte bir arama koclan araciiyi ile kizginhkta olan koyunlar
belirlendi. Kizginlik gésteren alicilara aninda 500 U hCG enjeksiyonu yapildi. Verici
koyunlara ise Gstrus tespitinden hemen sonra 1000 U hCG uygulanarak elde sifat
yontemi ile tohumlandilar. Vericilerin kizginlik belirtileri kayboluncaya kadar her 12
saatte bir ciftlesmeleri saglandi.

Verici koyunlar 6strus baslangicindan 7 glin sonra operasyona alinarak uterus
yikamasi ile embriyolar kazanildi. Embriyolar degerlendirildikten sonra uygun
bulunanlar senkronize edilmisg alici koyunlarin uteruslarina transfer edildi. Alici
koyunlar takip edilerek dogumlar kaydedildi. Fertilite oranlari dogumlara gére
saptandi.

Mevsim igi ve mevsim diginda alici koyunlarin sirasiyla %91.67 ve %53.85'inin
ostrus gosterdikleri belirlendi (P<0.05). Vericilerde ise 6strus oranlarinin her iki
yrupta da %100.0 oldugu gdézlendi. Alici koyunlarda Sunger cikariligindan itibaren,

nevsim icinde (36. saat: %66.66) mevsim digina gore (48. saat: %46.15) 6struslarin
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daha erken basladi§i saptandi (P<0.001). Buna benzer olarak mevsim iginde 36.
saatte alici koyunlarin gogunluggnun (%83.33) 6strusda oldugu, mevsim disinda ise
bu yogunlugun 48. saatte (%53.85) oldugu gézlendi (P<0.001).

Yapilan operasyonlarda mevsim i¢i alici koyunlarin ovaryumlarinda ortalama
1.75 £ 1.71 adet korpus luteum , mevsim diginda ise 2.31 £ 1.49 adet korpus luteum
bulundugu tespit edildi. Verici koyunlarda ise bu degerler sirasiyla 4.43 £ 2.82 ve
4.57 + 4 19 olarak belirlendi.

Verici koyunlardan uterus yikamasi ile mevsim iginde koyun basina ortalama
1.71 + 1.83, mevsim diginda ise 1.86 + 2.61 adet embriyo kazanildi. Mevsim iginde
14 koyundan kazanilan toplam 24 embriyonun 20 tanesinin (%83.33), mevsim
disinda ise 14 koyundan kazanilan toplam 26 embriyodan 27’inin (%87.50) transfer
edilebilir oldugu gézlendi. Kazanilan embriyolardan mevsim iginde 14 tanesi 7
alicinin uterusuna, mevsim diginda ise 20 tanesi 13 adet aliciya transfer edildi.
Gebelik slreleri sonunda mevsim ici 7 alicidan 3 tanesi (%42.86), mevsim disinda
ise 13 alicidan 3 tanesi (%23.07) dogum yapti (P>0.05). Dogum yapan koyunlardan
mevsim disindakilerden sadece 1 tanesinde (%7.69) ikizlik gerceklesti.

Calisma sonucunda senkronizasyon (P<0.05) ve ovaryum bulgulari ile dogum
oranlarinin mevsim i¢i uygulamalarda daha iyi (P>0.05) sonu¢ vermesi nedeniyle,
mevsim ici yapilacak embriyo transfer calismalarinin mevsim disina gére daha

basanli olabilecedi sonucuna varildi.
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7. SUMMARY

The goal of this study was embryo transfer in Kivircik ewes synchronised by
MAP sponges in and out of the breeding season and to investigate the effects of
season on embryo transfer.

12 recipients and 14 donor Kivircik ewes were used in the season and 13
recipients and 14 donors were used out of the season. MAP. sponges were
administered to the ewes for 14 days. The recipient ewes were injected with 500 U
PMSG 24 h prior the withdrawal of the sponges and the donors were injected with
1500 IU PMSG to achieve superovulation 36 h before the withdrawal of the sponges
by IM route.

After the removals of the sponges heat detection was carried out by teasing
rams every 12 hour. Recipients on heat were injected by 500 [U hCG immediately.
Donors were injected by 1000 [U. hCG after heat detection and mated under control.
Donors were mated every 12 hour until the oestrus behaviours disappear.

Embryos were collected by uterus flushing from the donors 7 days after the
onset of oestrus. The embryos were evaluated and the ones suitable for transfer
were transferred to the uteri of recipients. Recipient ewes were kept under control
and lambings were recorded. Fértility rates were determined according to delivery
rates.

Recipient ewes had an oestrus rate 91.67% and 53.85% respectively in and

out of the season (p<0.05). This rate was 100% in both donor groups. Oestrus

behaviours began earlier (p<0.001) in recipients after the withdrawal of sponges in
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season (36. Hour 66.66%) than out-season (48. Hour 46.15%). Similarly most of the
recipients (83.33%) were on heat at 36th hour in the season. This rate was highest
(563.85%) at 48th hour out of the season (p<0.001).

In the season 1.75 + 1.71 and out of the season 2.3 = 1.49 corpus luteum
were observed on the ovaries of the recipients. These values were 4.43 + 2.82 and
4.57 £4.19 in the donors.

In the season 1.71 + 1.83 embryos per ewe and out of the season 1.86 + 2.61
per ewe were recovered from the donors by uterus flushing. In the season total 24
embryos were recovered from 14 ewes and 20 of these (83.33%) were transferable.
Out of the season total 26 embryos were recovered from 14 ewes and 21 (87.50%)
of these were transferable. In the season 14 of the recovered embryos were
transferred to the uteri of 7 recipients and out of the season 20 embryos were
transferred to 13 recipients. At the end of the gestation 3 of 7 ewes (42.86&) in the
season and 3 of 13 ewes (23.07%) out of the season delivered (p>0.05). Only one
ewe from the out-season group had twins(7.69%).

At the end of the study, since the synchronisation (p<0.05) and ovarial
findings and birth rates gave better results in the season (p>0.05), it is concluded

that embryo transfer will be more successful in the breeding season
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