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GIRiS

Bugiin diinya hayvancilifi i¢cinde yer alan Ankara kegilerinin sayi-
sinda uzun silireden beri belli bir oranda azalma goriilmektedir. Ancak
ABD ve Giiney Afrika Cumhuriyeti gibi iilkelerde Ankara kegileri daha iyi
bakim ve beslenme kosgullari altinda etkin seleksiyona tabi tutulmaktadir.
Yillik tiftik iiretimi ortalamas: bu iilkelerde hayvan bagina ortalama 3
kg’in tizerindedir. Diger yandan iiretilen tiftifin kalitesi, bugiinkii standart-
lara gore Tiirk tiftiginin kalitesi kadar iyi degildir. Tiirkiye’de ise Ankara
kegilerinin bir yasinda olanlarindan yilda 1.5 kg, daha yagh olanlarindan
ise 2.5-3 kg tiftik elde edilmektedir ve iilkemizde yillik tiftik {iretimi yakla-
stk 6-8 bin tondur. Bu miktar diinya tiftik diretiminin yaklasik % 30’udur.
Uretilen bu tiftigin yaris1 i¢ tiikketimde elbiselik kumayg, trikotaj, battaniye
sanayiinde kullanilmaktadir. Diger yarisi ise ¢esitli lilkelere ihrag¢ edilmek-
tedir. Diinya tiftik ihracatinda 1960’11 yillarin baglarina kadar birinci siray:
aldigimiz halde, gectigimiz yillarda ABD ve Giiney Afrika Cumhuriyeti iire-
tim yoniinden birinci sirayr almiglardir. Bu nedenle miimkiin olan en kisa
zamanda Ankara kec¢ilerinin sayisini ve kalitesini artirma ¢aligmalarina bag-
lanmalidir. Ulkemizde hayvan islaht ¢aligmalarinda uzun siireden beri kul-
lanilan yéntem sun'i tohumlamadir. Bu yontemin esasi, yiliksek vasifli ve bu
ozelliklerini yavrularina aktarabilen erkek hayvanlarin spermalarinin kulla-
nilmastdir. Embriyo transfer ¢aligmalarinda ise esas, ¢ok yliksek verimli
disilere (donor) siiperovulasyon yaptirmak ve daha sonra kazamlan embri-
yolarin, ahci (recipient) diye adlandirilan verim diizeyleri diigiik hayvanla-
ra nakillerini yaparak o yiiksek genetik ozelliklere sahip verici hayvanlar-



dan bir yilda verdikleri normal yavru sayisinin 5-10 kati kadar yavru almak-
tir. Bazi genetikgiler, embriyo transfer tekniinin uygulanmasi ile elde edi-
len genetik ilerlemenin daha yavag olacagini ileri siirmektedirler. Ancak
infantil hayvanlardan elde edilen ve digi ovumlarin pubertaya ulagmig alici
hayvanlara nakli sonucu kisaltilan generasyon siiresi ile seleksiyon yogunlu-
gunun artirilmasi, siiril icin ¢ok belirgin bir genetik kazanc¢ saglamakta ve
genetik ilerleme ¢ok kisa bir slirede saflanmaktadir. Ayrica giinlimiizde
sun'i tohumlamada kullanilan damizlik hayvanlarin ¢ofu embriyo nakli ile
elde edilmektedir. Ulkemiz kiigiikbas hayvan potansiyeli acisindan oldukca
sanslt bir konumdadir. Ancak eldeki hayvan materyalinden ve yetigtirme
imkanlarindan azami diizeyde yararlanmak igin adi gegen hayvanlarin sek-
siiel sikluslarinin kontrolil yoluna gidilmesi en akilc: yoldur. Kontrollii tire-
me gergevesinde, seksiiel sikluslar sinkronize edilerek 6struslar, tohumla-
malar veya agimlar ile bunu izleyen dogumlar, planlanan kisa bir zaman
siirecinde gergeklestirilebilmektedir. Boylece yemleme, ilaglama ve agila-
ma iglemleri kolayca progfamlanabilmektedir. Ayrica andstrus déneminde-
ki hayvanlarda seksiiel aktivitenin uyarilip yil i¢inde birden fazla ya da iki
yilda ii¢ kez yavru almak miimkiin olabilmektedir. Yine embriyo nakli yon-
temi ile yiiksek verimli hayvanlarin ana ve babadan gelen tiim iistiin dzel-
likleri daha ilk kugakta biitiinliyle yavrulara aktarilabilmektedir.

Puberta’ya erigmis hayvanlarin ovaryumlarinda binlerce yumurta
taslagl (oocyst) yer aldigy halde yasamlar: siiresince bu oocyst’lerden pek
az bir kismi islev yapabilmektedir. Embriyo nakli yontemi ile genotip ve
fenotip yoOniinden Ustiin verimli hayvanlardan elde edilen embriyolarin
diisiik verimli hayvanlara aktarilarak gelisimlerini bu hayvanlarda tamamla-
malar1 saglanmakta ve bu arada verici hayvanlara belirli araliklarla ayni
islem vygulanip kisa siirede birgok yavru elde edilebilmektedir.

Son yillarda diinyada embriyo nakli iizerinde giderek yogunlagan
ve biyoteknoloji olarak isimlendirilen yepyeni bir teknoloji ile ilgili ¢alig-
malar tim hiziyla devam. ederken iilkemizdeki iiniversitelerde laboratuvar
hayvanlarinda, alici ve vericilerin sinkronizasyonu, vericilerin siiperovulas-
yonu, embriyolarin kazanilmasi, embriyolarin degerlendirilmesi ve bu
degerlendirilme sirasinda canli tutulabilmeleri i¢in en uygun medium’un



saptanmasi, embriyolarin kiiltive edilmesi gibi konuyla ilgili temel aragtir-
malar 1980’li yillar-i¢erisinde biiyiik hiz kazanmig ancak sigirlarda koyunlar-
da ve kegilerde siirdiiriilen embriyo nakli galigmalar: heniiz genig bir uygu-
lama alani bulamamigtir. Embriyo nakli, adi gegen hayvan tiirlerinden sade-
ce sifirlarda, cerrahi olmayan bir yéntemle kolay uygulanabilir hale getiril-
mig olmasina ragmen daha 6ncede belirtildigi gibi Tiirkiye’de heniiz rutin
hale geldigini séyleyememekteyiz.

Sunulan ¢aligmada, deney hayvan: olarak kullanilan Ankara kegi-
leri lizerinde genetik ve ekonomik yonler dikkate alinmaksizin, progesta-
gen, PMSG ve HCG hormonlar1 uygulanarak ovariyel aktivitenin daha
erken ve topluca uyarilmas: diger bir deyigle sinkronizasyon, siiperovulas-
yon ve bu uygulamalara bagli olarak ovarium’larda gekillenen fizyolojik
degisiklikler ile nakil yapilan alicilardaki gebelik oranlarimin degerlendiril-
mesi amaclanmigtir.



2. LITERATUR BILGI

Embriyo nakli, déllenmig ve normal olarak geligmesine devam
eden ovum veya ovumlarin, verici hayvanin (donor) oviduct veya uterusun-
dan alinarak, alici ya da tasiyic1 (recipient) hayvanlara nakli olarak tanmim-
lanabilir(3,46,48,53). Embriyo nakli, bugiin bagta inek olmak lzere koyun,
kecgi,kisrak, kedi, kdpek gibi biitlin evcil hayvanlar ile yabani hayvanlarda,
insan ve diger primatlarda uygulanmaktadir(48,53). Evcil hayvanlarda emb-
riyo nakli operasyon ile veya operasyona bagvurulmadan uygulanmaktadir.
Koyun ve kegilerde ¢ogunlukla bu uygulama operasyon ile yapilmakta-
dir(3,14,40,46,48,82,85). Koyun ve kegilerde embriyo naklinin agamalari:
Verici ve tagiyicr hayvanlarin se¢imi, verici ve tagiyicilarda sinkronizasyon,
vericilerde siiperovulasyon, vericilerin tohumlanmasi, déllenmig ovumlarin
(embriyo) kazanilmasi ve saklanmasi, embriyolarin degerlendirilmesi, emb-
riyolarin nakli, tagiyicilarin bakim: olarak bildirilmigtir(3, 17, 43, 46, 48,
67, 77).

2.1 Verici ve Tasiyict Hayvanlarin Secimi

Embriyo naklinde kullanilacak alic1 ve verici hayvanlarin segimi
elde edilecek basariyr 6nemli dl¢iide etkilediinden verici hayvanlarin yapi-
sal veya goriilebilir bir bozuklugu olmayan, istiin genetik dzelliklere sahip
olan, puberti yagindan itibaren diizenli bir siklus gosteren, herhangi bir
reprodiiktif problemi olmayan, daha dnce en az bir kere dofum yapmig ve
normal bir puerperium dénemi gegirmig olan uygun yagtaki (3-10 yag ara-



sindaki) hayvanlar arasindan segilmesi gerektigi bildirilmektedir(3,46).
Tasiyict hayvanlar da verimleri diigiik olabilmekle birlikte. fenotip olarak
vericilere yakin, iyi geligmis, fertilitesi iyi, normal besili, seksiiel sikluslar:
diizglin ve belirgin, saglam kondiisyonlu ayrica iyi annelik 6zelliklerine
sahip hayvanlar arasindan segilmektedir(17,53,77).

2.2. Verici ve Tasivicilarin Sinkronizasyonu

Sinkronizasyon, Ostrus ve ovulasyonun istenilen zamana gére
ayarlanmasi geklinde tanimlanabilmekte olup koyun ve keci yetistiriciligin-
de hem asim sezonunda hem de andstrus déneminde uygulanabilmekte-
dir(3,35,46,47,48). Koyun ve kecilerde asim sezonunda sinkronizasyon,
Ostrusu geciktirip buna bagli olarak ovulasyonu bloke etmek ve corpus lute-
um’un regresyonuna (Luteolysis) neden olmak suretiyle saglanabilmekte-
dir(7,26,35,46,55,66). Bu donemdeki verici ve tasiyicit hayvanlarin sinkroni-
zasyonu amaciyla, progestagenler oral, deri alt1 implant, kas i¢i enjeksiyon
veya vaginal tamponlar geklinde uygulanilarak &strus ve ovulasyon istendi-
gi siirece geciktirilebilirken, prostaglandinler veya sentetik analoglar: kas
ici yolla enjekte edilerek fonksiyonel corpus luteum lyse edilip 2-3 giin igin-
de follikiiler aktivite saglanabilmektedir(18,19,35,41,42,46,49,55). Asim
sezonundaki hayvanlarda 6strus sinkronizasyonu i¢in corpus luteum’un reg-
resyonuna neden olan prostaglandinlerin seksiiel siklusun 4-13. giinleri ara-
sinda tek veya 7-11 giin arayla ¢ift enjeksiyon seklinde uygulandig: bildiril-
mektedir(21,42,46,47,66). Andstrus donemindeki hayvanlarda fonksiyonel
corpus luteum bulunmadifindan §strusun baglatilmasinda prostaglandinle-
rin kullamilmasinin yarar saglamayacag: ileri siiriilmektedir(19,46). Asim
sezonu diginda andstrus donemindeki koyun ve kegilerde ovariyel aktiviteyi
uyarmak icin degisik yontemler uygulanmig, bu amacla giinliik 151k siiresi
ve ¢evre sicakliginin ayarlanmast, sliriiye kog ve teke katimi ile ¢esitli hor-
mon uygulamalarinin baglica yontemler oldu§u ortaya konmus-
tur(36,37,38,50,52,75,79). Siiriiye ko¢ veya teke katimi seksiiel aktiviteyi
uyarmada etkili olmakla birlikte daha rasyonel bir sinkronizasyon i¢in pro-
gestagenler, prostaglandinler, FSH ve PMSG gibi hormonlar kullanilmis-
tir(7,18,25,35,64). Ureme sezonu disindaki koyun ve kegilerde 6strus ve ovu-
lasyonu baglatmak igin progestagenler, degisik dozlarda yemlere katilarak

k:



oral yolla, kas i¢i ya da derialti enjeksiyonlarla uygulanmig-
t1r(3,9,22,35,47,49,72). Anostrus déneminde progestagen tedavisi uygulanan
koyun ve kecgilerde progesteron uygulamasinin bitiminden 48 saat 6nce
veya son progesteron tedavisinin yapildigi giin gebe kisrak serum gonadot-
ropini (PMSG) 250-750 IU kas i¢i kullamildifinda sinkronizasyon oraninin
yiiksek oldugu bildirilmektedir(14,20,29,31,33,49,57,80). Progestagenlerin
oral kullaniminda, giinde 5-10 mg dozda 15-20 giin boyunca, kas i¢i enjeksi-
yon seklinde ise giinde 12 mg dozda 12-16 giin siire ile verilmesi gerektigi
bildirilmektedir(7,35,39,48,63,65). Kulak veya koltuk altina implant geklin-
de uygulanan progestagenler 10-12 giinliik tedavi sonrasi 6struslarin bagla-
masini saglamaktadir(23,35,72). Koyun ve kegilerde gerek anostrus done-
minde gerekse agim sezonunda ovarium’larin uyarilmasi ve siklusun sinkro-
nizasyonunda, 40-60 mg Medroxyprogesteron acetate (MAP), 30-40 mg Flu-
orogestone acetate (FGA) iceren vaginal siingerlerin, koyunlarda 12-16
glin kecgilerde 17-22 giin siire ile uygulanmasinin kolay, pratik ve etkili bir
yol oldugu birgok arastirmaci tarafindan bildirilmekte-
dir(1,3,19,32,35,47,63,81). Vaginal slinger uygulanan bazi hayvanlarin vagi-
nalarinda hafif bir suprasyon gekillendigi, ancak bunun birkag glin icerisin-
de tedavisiz olarak kendiliginden gectigi ve fertiliteyi olumsuz yénde etkile-
medigi gozlenmistir(35,46). Asim sezonu diginda, koyun ve kecilerde dstrus
ve ovulasyonu uyarmak i¢cin GnRH’nin kas ici,damar i¢i enjeksiyon ya da
jelatin kapsiil icinde subkutan olarak 100-300 mikrogramlik dozlar:1 dneril-
mektedir(2,18,35,49,56,80). Ancak bazi aragtirmacilar, GnRH’nmin 250 mik-
rogramlik tek bir kas i¢i enjeksiyonunun yeterli olmadifint ve daha bagarih
sonuglar i¢in GnRH tedavisinin, PMSG tedavisinden sonra uygulanmasi
gerektigini ileri siirmektedirler(20,49). Anostrustaki kegilerde sentetik lute-
inizing hormone-releasing hormone (LHRH) enjeksiyonlar: ile ovulasyo-
nun saglanabildigi ve plazma PGE ve PGF7 akonsantrasyonunun artirtlma-
s1 ile ovulasyonun 6ne alinabilecegi ileri sliriilmisgtiir(2).

Akinlosotu ve ark.(2) Anéstrustaki Clun Forest koyunlarinda
150-300 mikrogram dozda LH-RH’nin ovulasyonun baglatilmasi igin yeterli
oldugunu buna karsilik Scottish Blackface koyunlarinda, ovulasyonun
LH-RH ile baslatilamadigini bildirmektedirler. Baz1 aragtirmacilar ise
LH-RH ile mevsimsel andstrustaki koyunlarda ovulasyonun uyariimasina



ragmen fonksiyonel corpus luteum olusturmanin gii¢ oldufunu, bunun ise
LH sekresyonunun yetersizliine bagli olarak sekillendigini ileri siirmektedir-
ler(35).

Gustafsson ve ark.(34) Ureme sezonu digindaki koyunlarda &strus
ve ovulasyonun baglatilmasi amaciyla farklt iki diphenylethylene derivesi-
nin etkisini aragtirdiklarimi ve birinci gruptaki hayvanlarin 4.0+0.9 giin igin-
de, ikinci gruptaki hayvanlarin ise 3.5t0.2 giin ic¢inde 6strus gosterdiklerini
ancak enjeksiyondan 10 giin sonra yapilan laparatomide ovarium’larin
kiigiik, follikiillerin ¢apinin 2 mm kadar olduunu tespit ettiklerini bildir-
mektedirler.

Britt ve ark.(18) Andstrustaki kegilerde 45 mg FGA igeren vagi-
nal siingerlerin 18-21 giin siire ile uygulanmas: ve uygulamanin bitiminden
2 giin once PMSG’nin 400-800 IU dozda kas i¢i enjeksiyonu ile Ostrus ve
ovulasyonun baglatilabilecegini, Ostrusun siingerlerin ¢ikarilmasindan son-
raki 12. saatten itibaren gekillenecegini bildirmektedirler. Kegilerde sinkro-
nizasyon amaciyla ekzojen iki degisik hormon kullanan Kiligcoglu ve
ark.(47), prostaglandinlerle sinkronize ettikleri grupta birinci enjeksiyonu
izleyen sinkronizasyon oranini % 61.53, ikinci enjeksiyon sonrasinda ayni
orani % 84.61, MAP emdirilmig siingerler ile sinkronize ettikleri grupta ise
bu oran1 % 96 olarak saptamiglardir.

Beck ve ark.(14) Ureme sezonunda 60 mg MAP emdirilmis vagi-
nal siingerler ile tek enjeksiyon seklinde ve 11 gilin ara ile iki kez uygula-
nan prostaglandinlerin olugturdugu sinkronizasyon oranim kargilagtirmiglar
ve en yiiksek sinkronizasyon oramni (% 93) progesteron slingerler ile elde
etmisler ayrica 11 giin ara ile iki kez prostaglandin uyguladiklar: grupta
sinkronizasyon orammin daha diiglik (% 83) oldugunu gozlemigler, aynr arag-
tiricilar yine prostaglandinlerin 11 giin arayla iki kez uygulanmasinin, 9
giin arayla uygulanmasindan daha iyi sonuglar verdigini ileri slirmiiglerdir.

Tervit ve ark.(84) Giinliik 12 mg dozda 17 giin siire ile progeste-
ron enjeksiyonu yapilan 16 adet Ankara kegisi ile 60 mg MAP igeren siin-
ger uyguladiklari 183 adet yabani kegide iyi bir sinkronizasyon saglamiglar



ve Ostruslarin, birinci grupta son enjeksiyondan sonraki 2.9 giin i¢inde, ikin-
ci grupta ise siingerlerin alinmasindan sonraki 3.5 giin i¢inde olugtufunu
gozlemislerdir.

Kilicoglu ve ark.(46) Asim mevsiminde ve andstrus déneminde 65
koyun iizerinde yaptiklari ¢aligmada, asim mevsimine girmis koyunlarda
birinci gruba 14 giin boyunca 60 mg MAP iceren vaginal siingerleri, ikinci
gruba 11 giin ara ile iki kez 10 mg dinoprost tromethamine (PG) uygulamig-
lar ve tedavinin bitiminden sonraki 24-72 saat iginde sirasiyla % 91.48 ile
% 90.90 oraninda sinkronizasyon elde etmigler, ayn1 arastiricilar {ireme
sezonu disindaki 7 koyunda 24 saatte 10 saat 151k ve 20-22 C ¢evre 1s1s1 sag-
layarak yaptiklari ¢aligmada, hayvanlara 14 giin siireyle 60 mg MAP iceren
vaginal siingerler uygulamisglar tedavinin bitiminden sonraki 44 ile 50. saat-
lerde hayvanlarin % 71.42’sinde 6strus saptamiglardir.

Ozkoca(65) yaptip1 bir ¢aligmada, 30 mg Cronolone (Fluorogesto-
ne acetatel7 acetoxy- 9 fluoro- 11 B hydroxyl-4-prenene-3,20 dione) igeren
vaginal siingerleri 45 koyuna 17 giin boyunca uygulamus, siingerlerin ¢ikarl-
masindan sonraki 120 saat i¢cinde koyunlarin % 97.7’sinde Ostrusu saptamig-
fir.

Carpenter ve ark.(23) Andstrustaki 110 koyuna 3 mg norgestomet
iceren kulak implantlar: 10 giin siire ile uygulamiglar ve implantlarin alin-
masindan sonraki 5 glin i¢inde koyunlarin % 72’sinde &strus saptamiglar-
dir.

Asim donemindeki embriyo nakli uygulamalarinda tagiyicr olarak
¢ok sayida hayvan mevcutsa bunlar arasindan dogal olarak verici ile ayni
glinde ostrus gosterenlerin segilebilecegi ve bu nedenle sinkronizasyon
gerekmeyecegi bildirilmektedir(3,16,17,39,59,82). Embriyo nakli ¢cahigmala-
rinda kullanilan tasiyict ve verici hayvanlar arasindaki sinkronizasyon farki
t 24 saati gegmemelidir ve bu siirenin t 12 saat olmasi ideal olarak kabul
edilmektedir(3,17,43,46,48,54,73,82).



2.3. Vericilerin Siiperovulasyonu

Ovarium’larda ¢ok sayida follikiil geligtirilmesi ve ovulasyonlarin
saglanmas: geklinde tamimlanabilen siiperovulasyon, follikiil stimiilan hor-
mon (FSH) veya pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) enjeksiyonla-
r1 ile koyun ve kecgilerde hem anéstrus déneminde hem de agim mevsimin-
de saglanabilmektedir(3,40,43,46,48,61). Uygun bir sliperovulasyon uygula-
masi ile normal ovum sayisi inek, koyun, kegi ve tavsanda yaklagik S kat,
domuz ve atta ise daha az oranda artirilabilmektedir(41). Koyun, keci ve
sigirda her siiperovulasyon tedavisinde ortalama 12 ovulasyon saglanabile-
cegi tahmin edilmektedir(14). Siiperovulasyon amaciyla, agim mevsiminde-
ki koyunlarda seksiiel siklusun 11-13. giinlerinde PMSG’nin adale i¢i veya
deri alt: yolla 1000-1500 TU dozda tek enjeksiyonu veya FSH kullanilmasi
halinde siklusun 12.giiniinden itibaren boliinmiig dozlarda toplam 12-20 mg
olmak lizere birden fazla enjeksiyonu, yine kegilerde siklusun 16-18. giinle-
rinde PMSG’nin adale i¢i veya deri altt yolla tek enjeksiyonu veya FSH’nin
siklusun 17.glintinde ayn1 dozda birden fazla enjeksiyonunun gerektigi bildi-
rilmektedir(14,17,27,39,40,54,59,63,78,82).

Zanwar ve ark.(87) Siiperovulasyon amaciyla 50 adet koyuna 2000
1U dozda PMSG uyguladiklarini ve ortalama ovulasyon sayisimi 5.86 olarak
saptadiklarini bildirmektedirler.

Allen ve ark.(6) Anostrus donemindeki 8 adet koyuna 12 giin
siire ile MAP iceren vaginal siingerleri uygulayarak % 100 sinkronizasyon
sagladiklarini, siiperovulasyon igin siinger koyduktan sonraki 1l.giinden
baglayarak 12 saat arayla ve 3 giin boyunca her koyuna toplam 24 mg FSH
uyguladiklarini, koyunlarin tamaminda stiperovulasyon olugturduklarim ve
ortalama 6.0 + 1.5 ovulasyon elde ettiklerini bildirmektedirler.

Moore ve ark.(60) Asim mevsimindeki koyunlara FSH uyguladik-
larim1 % 95 oraninda siiperovulasyon ve her bir hayvanda ortalama 11.3
adet ovulasyon elde ettiklerini bildirmektedirler. Diger bir bolim aragtir-
maci ise verici olarak kullandiklar: 16 adet Ankara kegisinin yarisina stipe-
rovulasyon olugturmak i¢in PSMG, diger yarisina FSH uyguladiklarimi ve
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ovulasyon ortalamasini birinci grupta 9.1, ikinci grupta ise 15.1 olarak tes-
pit ettiklerini ileri siirmektedirler(84). Bu amagla bir bagka aragtirmact gru-
bu 12 ergin siitgii kecgiye FSH, 6 keciye PMSG uyguladiklarini ve FSH veri-
len grupta 15 = 3, PMSG verilen grupta ise 6 + 3 ortalama ovulasyon sajla-
diklarimi bildirmektedirler(45). Aragtiricilarin bir kismu, siiperovulasyon
caligmalarinda ovulasyonu baglatmak igin yetigkin inek, koyun ve kegiye
chorionic gonadotropin (HCG) veya luteinize edici hormon (LH) tedavisi-
nin gerekli olmadigim savunurken, diger bir kismi ise garantili ovulasyon
icin HCG veya LH hormonu enjeksiyonunu gerekli gérmektedir-
ler(6,14,40,46,48,55,63,82,86). Koyun ve kegilerde ovulasyonu garanti altina
almak i¢in ostrustaki hayvanlara HCG hormonunun 1000-1500 IU dozda
veya LH hormonunun 50-75 mg dozda kas igi ya da damar i¢i verilmesi
gerektifi bildirilmektedir(40,46,86). Verici hayvanlar uygun aralarla siipero-
vulasyon igin ve embriyo elde etmek amaciyla kullan11abilmektédir(3,50).
Birden fazla siiperovulasyon uygulanan vericilerde birinci, ikinci ve li¢iincii
uygulamalardan elde edilen sonuglarin birbirine benzer oldugu ancak sik
arahklarla yapilan nygulamalarda olumsuz sonug¢ alinabilecegi bu nedenle
uygulamalar arasinda en az iki aylik bir siire olmasi gerektigi ileri siiriil-
mekte, bu durumun gonadotropinlerin, uygulanan organizma igin yabanc:
bir protein yapisinda olmasi ve viicutta immunolojik olarak bir antigen-an-
tikor reaksiyonu olusturmasi nedeniyle gekillendigi bildirilmekte-
dir(40,55,82). Bir kisim arastiricilar kecilere 33 giin arayla 1000 IU PMSG
enjeksiyonu uyguladiklarini ve birinci enjeksiyonun ikinci hormon uygula-
masinin meydana getirdigi ovulasyon ortalamasini deprese ettifini, ancak
enjeksiyonlar arasi 340 giin oldugunda birinci tedavinin ikinci tedaviyi etki-
lemedigini, 38 giin arayla verilen 700 IU PMSG hormonunun ise ovulasyon
ortalamasimi 8.1’den 2.5%¢ diigiirdiigiini ileri siirmektedirler(63).

2.4. Vericilerin Tochumlanmasi

Embriyo nakli ¢aligmalarinda verici olarak kullanilan koyun ve
kegiler, dogal asim, sun’i tohumlama veya operatif yolla spermanin direkt
olarak conu uteri’lere verilmesi ile tohumlanabilirler(3,8,17,46,48,85). Siipe-
rovulasyon uygulanan verici hayvanlarin diger hayvanlara gore daha fazla
spermatozoit ile daha sik tohumlanmasi gerektigi bildirilmesine ragmen
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siiperovulasyon uygulanan verici hayvanlarda fertilizasyon oraninin, tedavi
girmeyen hayvanlarinkinden belirgin olarak daha az oldugu, bunun nedeni-
nin siiperovulasyon uygulanan koyun ve kecilerde spermatozoitlerin cervix
uteri’den gegiglerinin yavaglamasi, ovulasyonun tohumlamadan ¢ok sonra
meydana gelmesi, kusurlu oositler ve diger sebepler oldugu ileri siiriilmiig-
tiir(14,17,40,82). Verici hayvanlarda dogal tohumlama uygulanacaksa Ostru-
sun baglamasindan itibaren seksiiel istek bitene kadar 12 saat ara ile agim
yaptirilmast gerektigi ileri siirilmektedir(17,46,71,74). Sun’i tohumlama
uygulanacaksa Ostrusun baglamasindan itibaren 12-24 saat ara ile normal
tohumlama dozundan daha fazla spermatozoit iceren 0.2 ml sperma (400 x
106 motil spermatozoit) intra cervikal olarak verilmektedir(3,13,46). Aras-
tirmactlar tarafindan taze sperma ile yapilan sun’i tohumlamadan elde edi-
len fertilizasyon oraninin, donmug sperma ile elde edilenden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir(8,41). Koyun ve kegilerde verici hayvanlarin tohumlan-
masinda yiiksek bir fertilizasyon orani saglayabilmek igin en iyi yolun ope-
ratif tohumlama oldugu ileri siiriilmektedir(3,17,46,48,63). Sinkronizasyon
uygulanmig verici hayvanlarda progesteron tedavisinin bitiminden sonraki
2.giinde yapilan operatif tohumlamalarin daha bagarili sonuglar verdigi bil-
dirilmektedir(17,46). Arastiricilar operatif tohumlama ig¢in 0.5 mg/kg doz-
da adale igi verilen Rompun ile genel sedasyon saglandiktan sonra operas-
yon bélgesine infiltrasyon anestezisi uygulandifini ve bu iglemi takiben
median hat iizerinden laparatomi yaparak veya median hattin sag ve solun-
dan yaklagik 4 cm uzakliktan laparoskop uygulamak suretiyle karin boglugu-
na girildigini, karin bogluguna girildikten sonra 0.01-0.02 ml spermanin dog-
rudan cornu uteri’lere, utero-tubal noktanin 4-5 ¢cm cranial’inden verilmek
suretiyle operasyonun tamamlandigim bildirmiglerdir(46,51,85). Siiperovu-
lasyon tedavisinden sonra uygun zamanda yapilan cerrahi tohumlamanin
kizginlik gostermeyen verici hayvanlarin da tohumlanmasini sagladigi bildi-
rilmektedir(3,17,46,48,63).

Meinecke ve Wassmuth(60), siiperovulasyon tedavisi uyguladikla-
r1 verici koyunlara, ostrus gostermelerinden sonra 8 saat ara ile kog kattik-
larint ve % 64.4 fertilizasyon orani elde ettiklerini bildirmiglerdir.
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Davis ve ark.(27), siiperovulasyonu takiben dogal tohumlama
uyguladiklar: koyunlarda fertilizasyon oranini % 88 olarak tespit ettikleri-
ni buna karsilik Riddel ve ark.(76), uyguladiklar: dogal tohumlama sonucu
% 13.5 fertilizasyon orani elde ettiklerini bildirmektedirler.

Moore(63), operatif tohumlama ile % 90’1n {izerinde bagari elde
edilebilecegini ileri siirmekte iken Kiligoglu ve ark.(46), koyunlar iizerinde
yaptiklann bir caliygmada her 3 tohumlama ydntemini de uyguladiklarini,
dogal asim ile % 57.14, sun’i tohumlama ile % 57.14 ve operatif tohumla-
ma ile % 56 fertilizasyon orani elde ettiklerini bildirmislerdir.

2.5. Dollenmis Ovumlarin (Embrivo) Elde Edilmesi

Dollenmeden hemen sonra embriyolarin zona pellucida’larindan
ayrilma safhasindaki dénem ig¢inde kazamilabilmekte olduklar: ayrica kiz-
ginhigin baslangicindan itibaren embriyolarin elde edilme anina kadar
gegen siire uzadikca kazanilan embriyo sayisinin azalmakta oldugu, bunun
nedeninin ise genetik olarak yasayamayan embriyolarin erken 6liimii, pre-
matiire luteal regresyon ve embriyonun atilmas: olabilecegi ileri siiriilmek-
tedir(17). Embriyolar mezbahada kesilmig hayvanlardan veya kesilip ¢ikaril-
mug genital organlardan elde edilebildigi gibi saglam hayvanlarin oviduct
ya da cornu uteri’lerinden cerrahi veya cerrahi olmayan yontemlerle kaza-
nilmigtir(43,82). Bugiin i¢in yapilan embriyo nakli uygulamalarinda koyun
ve kecilerden embriyolarin kazanilmasi iglemi cerrahi yontemle yapilmakta-
dir(3,14,46,48). Doéllenmis ovumlarin koyun ve kegilerde uterusa 4.glinde
ulagt1f1 bildirilmektedir(8,14). Bu nedenle yapilan embriyo nakli ¢aligmala-
rinda embriyolar 3.giinde veya daha erken dénemde (8 adet veya daha az
blastomerli iken) oviduct’tan, 4 giinliik veya daha yashi embriyolar ise
(16-20 blastomerli) uterustan elde edilmiglerdir(3,17,46,82). Koyun ve keci-
lerde embriyolarin kazanilmas: iglemi cerrahi metodla yapilmaktadir ve
embriyolar, uygun bir sivinin (medium) oviduct’tan fimbria ovarica’ya dog-
ru veya utero-tubal birlegme yerinden oviduct’ta dogru yada cornu uteri’-
nin utero-tubal noktaya yakin kismindan uterusa dogru verilmesi ile elde
edilmektedir(8,40,82). Arastirtcilar kiig¢iik ruminant’larda uterus yikamasi-
nin, birbirinden pek az farkli birkag teknikle yapilabildigini, operasyon
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Oncesi hazirliklarin tamamlanmasini takiben anestezi altindaki hayvana
memelere miimkiin oldugunca yakin bir yerden manipulasyona baglamak
suretiyle median ¢izgi lizerinde bir ensizyon yapilarak karin bogluguna giril-
digini ve bunu takiben uterus ve ovarium’larin ensizyon hatti digina alina-
rak, oviduct’un ovarium tarafindaki serbest ucuna (fimbria ovarica) 2 mm
capinda 6zel bir katater yerlestirildigini, bu iglemden sonra utero-tubal
noktanin 4-5 cm cranial’inden kiit bir igne ile uterusa girilerek 10-20 ml
miktarindaki medium’un uterus liimenine enjekte edildigini ve bu arada da
medium’un geriye dogru akmasint engellemek igin bifurcatio uteri kismin-
da cornu uteri’ye yakin bir kisma baBirsak pensi konuldugunu veya isaret’
parmag ile bu bdlgeye basing uygulandigini, daha sonra uterus duvarina,
cornu uteri’lerin ug tarafina dogru yapilan masajlar ile uterus yitkantisinin
oviduct’tan gecirildigini ve bundan 6nce de fimbria’ya uygulanan katater
yardimt ile uterus yikantisinin petri kutularinda toplandigini aym iglemle-
rin diger cornu uteri’de de aynt sekilde tekrar edildigini bildirmektedir-
ler(3,17,46). Bu yontemle hem kazanilan ovum yiizdesinin arttift hem de
genital organlara az zarar verilmig olacagi ancak yine de post-operatif
doénemde oviduct’ta veya uterusta yapigmalar meydana gelebildigi, operas-
yon sonu yapigmalari en aza indirebilmek ig¢in uygulamalarin ¢ok dikkatli
yapilmast ve manipulasyon yapilan dokulara heparinli izotonik veya yiiksek
molekiillii yogun dekstran ile irrigasyon yapilmast gerektigi ileri siirlilmek-
tedir(82). Diger bir uterus yikama tekniinde ise cornu uteri’ye bifurcatio
uteri kisminda bir bagirsak pensi veya bag ve isaret parmagi ile basing
uygulandiktan sonra utero-tubal noktadan kiit bir igne ile 10 ml medi-
um’un uterus liimenine verildigi, cornu uteri iyice dolup gerildiginde bifur-
catio uteri’den 6zel bir kaniil ile uterus limenine girilerek uterus yikantisi-
mn bu kaniil aracithiiyla petri kutusuna alindi: ve ayn iglemlerin diger
cornu uteri’de de tekrar edildigi bildirilmektedir(17,82,83). Uterus yikama-
sindan sonra, uterusta kalabilecek embriyolar1 6ldiirmek ve olugabilecek
enfeksiyonlari 6nlemek amaciyla uterus igerisine bir miktar antibiyotik
verilmektedir(3,14,42). Embriyolarin operatif yontemler ile kazamldig: tiir-
lerde, uygun araliklarla ve genital organlara en az hasar verecek gekilde
6zenli ga11§1lsa'bile verici hayvanlarda fibréz yapigmalarin gsekillenecegi ve
yine uterus ve oviduct’tun ¢evre dokulara yapisabilecegi bu nedenle bu isle-
min yalnizca birkag¢ kez tekrar edilebilecegi soylenmektedir(14,82). Yapi-
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lan aragtirmalarda embriyolarin kazanilmas: ve nakile kadar kisa bir siire
saklanmasi amaciyla ¢ok ¢esitli yikama sivilari kullanilmakta olup heniiz
ideal bir yikama sivisinin kesfedilemedigi bildirilmektedir(14,43,55,77).

Mc Donald(55) Embriyolarin kazanilmas: ve saklanmasinda kulla-
nilan en iyi yikama sivisinin homolog kan serumu oldugunu ileri siirmiigtir.

Moore ve Rowson(59) Koyunlarda yaptiklar bir ¢aligmada medi-
um olarak 1000 IU/ml penicillin igeren, filtre edilmig steril koyun serumu
kullandiklarim bildirmektedirler. Embriyo nakli ¢aligmalarinda déllenmig
ovumlarin kazamlmasinda gesitli medium’lar kullanilmig ve bunlarin homo-
log serum (% 10-20) veya sigir serum albiimini (BSA, Bovin Serum Albu-
min, 3 mg/ml) ya da fétal devredeki buzaBi serumu (FCS, Fetal Calf
Serum) gibi bir protein kaynap: ile zenginlegtirilmig ayarli tuzlu solusyon
iceren medium’lar oldugu bildirilmistir(17,40,43,82). Protein ve enerji ige-
ren maddelerin blastocyst olusumuna kadar ki dénemde embriyo igin gerek-
li olmadig1 ancak blastocyst devresinde ve kiiltivasyon esnasinda zorunlu
oldugu ve enerji saglamak iizere medium’a glikoz veya mannoz katilabilece-
gi one siirilmektedir(77). Protein kayna®i olarak serum kullamlacak ise,
embriyolara zararh faktdrleri inaktive etmek igin 56 C’de 30 dakika 1siya
tutulmas: ve medium’a katilmadan 6nce 0.45 mikron ¢apinda delikleri olan
filtreden gecirilmesi gerektigi bildirilmistir(17). Cogu memelilerde intrase-
liler sivinin pH’st 7.2-7.3 oldugundan embriyolarin kazanilmas: ve kiiltive
edilmesinde kullanilan medium’larin da buna gore ayarlanmasi ve pH’nin
7-8 arasinda olmast ancak en iyi sonuglarin pH 7.2-7.6 arasinda oldugunda
alindig1l, bu amagla medium’larda pH indikatorii olarak 1-20 mg/It oranin-
da ilave edilen phenol red kullanildig! yine medium’un osmolitesinin sodi-
um chloriir konsantrasyonunun degistirilmesi ile 250 mOsm/kg’dan 320
mOsm/kg’a kadar degistirilebildigi ancak medium’un osmolitesinin 270-300
mOsm/kg arasinda oldugunda daha iyi sonuglar alindig1 ayrica medium’un
hazirlanmasinda gerekli esas madde suyun steril, bidistile, deiyonize olma-
st ve 0.2 mikron ¢apinda delikleri olan filtreden gecirilmesi gerektigi bildi-
rilmektedir(40,82). Antibiyotiklerin, medium’a tagiyict hayvanlara patogen
etkenlerin naklinden sakinmak ve yikama esnasinda bakteriyel kontaminas-
yonlardan embriyolari korumak amaciyla eklendigi, medium’un litresine
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genellikle 50 mg streptomycin sulfate ve 100.000 IU potassium penicillin G
ilave edildigi ancak diger antibiyotikler ve antifungal ajanlarinda siklikla
kullanildif1 yine medium’u bakterilerden arindirmak igin 0.45 mikron veya
daha kiigiik porlar: olan bir filtreden gegirmek gerektigi sonucuna varilmig-
t1r(10,14,40,63,82).

Bondurant(17) Antimikrobial madde ve protein kaynagi eklenme-
den 6nce PBS’in 0.3 ¢aplh delikleri olan filtreden gegirilmesi gerektigini ile-
ri siirmektedir. Filtre edilen medium’un, 3-4 giin i¢inde kullanilacak ise 5-8
C’de saklanabilecegi, dondurularak ise birkag ay muhafaza edilebilecegi
bildirilmistir(63). Embriyolarin kazanilmas: amaciyla kullanilan biyolojik
medium’lar igerisinde en yaygin olarak kullanilanin % 5-20 oraninda FCS
veya % 1-3 oraninda BSA ile zenginlestirilmis Dulbecco’nun modifiye
phosphate buffered saline (PBS)'oldugu bildirilmigtir(14,40,45,46,48,82).

Tervit ve ark.(85) Ankara ve Saanen kegilerinde yaptiklari embri-
yo nakli galismalarinda embriyolarin uterustan kazanilmasi i¢in % 10’luk
ke¢i serumu ile zenginlestirilmig Dulbecco’s PBS kullandiklarini bildirmek-
tedirler. Elde edilen uterus yikantilarinin, alindiklari cam petri kutular:
i¢inde degerlendirmeye kadar 1sis1 ayarlanabilen etiivde veya 1sitma tablasi
izerinde tutuldugu, 30 dakika kadar siiren bu dinlenme sirasinda embriyo-
larin agirliklar nedeniyle dibe ¢oktiikleri bildirilmistir(46). Koyun ve kegi
embriyolarinin in vitro kogullarda bikarbonat veya fosfat buffer medium’un-
da 37 C’de 1-2 giin, yavagca -4 C’ye kadar sogutulmak suretiyle 2-3 glinden
fazla bir siire kiiltive edilebilecegi bu durumun sinkronize edilmemis alici-
larin, gelismesi durdurulmus embriyolara yetigsmesine firsat yarattiini yine
koyun ve kec¢i embriyolarinn, sigir embriyolart i¢in kullanilan teknige ben-
zer bir uygulama ile sivi nitrojende derin dondurmaya tabi tutulabilecegi
bildirilmektedir(17).

2.6. Embrivolarin Morfolojik ve Islevsel Ozelliklerinin Degerlen-
dirilmesi

Embriyo naklinde basar: oraninin biiyiik dl¢iide kazanilan embri-
yolarin kalitesine bagli oldugu bu nedenle kazanilan embriyolarin degerlen-
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dirilmesinin ¢ok o6zenli bir gekilde yapilmasi gerektiZi bildirilmekte-
dir(3,39,82). Donorlardan elde edilen ve steril petri kutularina alinan ute-
rus yikantilarinin stereo mikroskopta x10-x15 biiylitmelerde komtrol edile-
rek embriyolarin arandigi, mikroskopta saptanan embriyolarin, mikropipet
tutucusu veya ucuna tiiberkiilin siringas1 adapte edilmis pastdr pipetleri
yardimiyla bulunduklar: ortamdan derhal uzaklagtirilarak yine steril, kii¢iik
petri kutular1 veya saat camlar: i¢inde taze Dulbecco’s PBS’e aktarildigi,
bu agamada medium’un daha yiiksek oranda FCS veya BSA icermesi gerek-
tigi, embriyolarin tamaminin toplandiktan sonra 40-200 biiyiitmelerde taze
kiiltiir medium’u iginde pastor pipeti ile hareket ettirilerek degerlendirildi-
gi bildirilmektedir(43,45,46,48). Koyun ve ke¢i embriyolarinin degerlendiril-
mesinde en pratik yolun morfolojik goriinlimlerine gére yapilan degerlen-
dirme oldugu ve degerlendirme esnasinda embriyolarin déllenmis, fertil ve
gelismekte olup olmadiklarinin arastirildi$: bildirilmistir(3,48). Kazanilan
embriyolarin gelisme safhalarinin, tohumlama ile kazanma zamani arasin-
daki siireye bagli oldupu, ke¢i embriyolarinin gelismesinin nispeten koyun
“embriyolarina benzedigi ancak hergiin i¢in bir boliinmelik gecikme olabile-
cegi ileri siiriilmektedir(17,40). Embriyolarin gelisme doénemlerinde pek
cok farkliliklarin oldugu ve bunlarin yagam gii¢lerine gére siniflandirilmasi-
nin biiylik tecriibe gerektirdigi, morfolojik olarak yapilan degerlendirmede,
normal embriyolarin saptanmasinda agsa@idaki 6zelliklerin; embriyolarin
normal biiyiikliikte ve daire (kiire) seklinde olmalari, blastomerterin kesif,
bir d6rnek ve zona pellucida icerisinde diizenli olmalari, sitoplazmanin gra-
niilli veya diizensiz parcali olmamasi, zona pellucida’nin katlanmig veya
burugmus olmamasi, perivitellin sahanin bog, sinirlarinin diizenli ve belir-
gin olmas! geklinde siralanabilecegi bildirilmekte, bununla birlikte ¢ekir-
deksiz partikiiller veya vakuoller i¢eren koyun embriyolarina sik rastlandi-
g1 ancak bunlarin varliginin embriyolarin yasamini ve geligmesini etkileme-
digi bu nedenle bu tip embriyolarin anormal degil atipik olarak isimlendi-
rildigi yine Ozellikle ke¢i embriyolarinda biyiik vakuollerin bulunabildigi
ve bunlarin da yasami ve geligmeyi etkilemedikleri bildirilmektedir(14,63).
Embriyolarin yaglarina gére uygun geligim doneminde olmalari, genellikle
erken donemde tek bdliinme gdsteren embriyolarin, normal olarak kabul
edildigi ancak toplanan embriyolarin degerlendirilmesi sirasinda, birden
fazla boliinme gdsteren embriyolar ¢ogunlukta ise o zaman tek bolinme
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gosteren embriyolarin giipheli olarak kabul edildigi ve bunlarin yasama
sanslarinin fazla olmadif sdéylenmektedir(17,63). Degerlendirme sirasinda
dollenmemis ovumlarin kolaylikla ayirt edilebildigi, fertil ve gelismekte
olan embriyolarin ise bunlardan ayr1 bir petri kutusu i¢ine alindigt arastiri-
cilar tarafindan bildirilmistir(17,45). Bir hiicreliden blastocyst safhasina
kadar olan embriyolarin uygun kosullarda transfer edildiklerinde gelisebil-
dikleri ancak embriyolarin ¢ok erken ve ¢ok ileri geligim safhalarinda basa-
r oranminin diistiigil, en yiiksek gebelik oraninin 8 hiicreliden blastocyst saf-
hasina kadar olan embriyolarin nakillerinden elde edildigi, ayrica yaslh
embriyolarin invitro uygulamalara karg: geng embriyolardan daha dayamkl
oldugu ileri stiriilmektedir(40,48,63).

2.7. Embriyvolarin Nakli

Bagarili bir embriyo nakli i¢in embriyonun gelisim dénemi ve ali-
cinin genital organlari arasinda iyi bir sinkronizasyonun gerekli oldugu,
sinkronizasyon farki sifirlarda 24 saatten fazla, koyun ve kegilerde 48 saat-
ten fazla oldugunda gebelik oranminin azaldifi, optimal sonuglarin alici ve
verici arasinda 12 saatlik sinkronizasyon fark: oldugunda alindig1 bildiril-
mektedir(40,43,82). Alict olarak kullanmilan kii¢iik ruminant’larda embriyo
naklinde yaygin olarak kullanilan yontemin, lokal veya genel anestezi altin-
daki hayvana laparatomi uygulanarak, genital organlarin ensizyon hattin-
dan digar1 alinip, 0.01-0.02 m! medium i¢inde pastor pipetine ¢ekilen embri-
‘'yonun, corpus luteum’a sahip ovarium tarafindaki oviduct’a, pipet fimbria
ovarica’dan yaklasik 2 cm kadar sokularak infundibulum igine ya da uteru-
sa, utero-tubal noktanin 3-5 cm cranial’ine 6nceden ucu kiit bir i3ne ile ute-
rus duvar: delindikten sonra pipet uterus liimenine sokularak verilmesi sek-
linde oldugu bildirilmektedir(3,17,40,48,82). Son yillarda koyun ve kegiler-
de aligilmig operatif yéntemler ile embriyo nakli uygulamalarinda bir alter-
natif olarak laparoskopi tekniginden de yararlanilabilecegi, bu amagla
kazanilan embriyolarin degerlendirilmesinden sonra fertil ve gelismekte
olanlarin alict hayvanlara laparatomi yapilmadan median hattin sagindan
ve solundan 4 cm uzaklikta iki adet kiigiik delik agilarak laparoskop ile
ovarium’da corpus luteum bulunan taraftaki cornu uteri’ye nakil edilebile-
cegi, bu teknikle nakil yapilan 54 alict koyundan 22 tanesinde gebelik elde
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edildigi bildirilmistir(85).

Qin ve Shu-li(69) koyunlarda kazanilan embriyolarin alicilara
naklinde yaygin olarak kullanilan laparatomi tekniginin zaman kaybina yol
actifi gibi post-operatif dénemde siklikla yapigmalara ve enfeksiyona
neden oldugunu, embriyo naklinin daha basit bir teknikle yapilabilecegini,
bu yonteme gdre tuberculum pubicum’un yaninda kasik bélgesindeki ope-
rasyon bdlgesinin dezenfeksiyonu yapildiktan sonra bir elle deri gerdirilip,
disi hayvanlart kisirlagtirmada kullanilan 6zel operasyon bigaf: ile 1.2-1.5
cm uzunlugunda bir ensizyon yapildifini, cornu uteri ve ovarium’larin iga-
ret parmag: veya ucu kivrik bir pens ile digariya alinip, embriyolarin ovi-
duct ya da cornu uteri’ye transfer edildigini daha sonra genital organlarin
dikkatlice abdominal bosluga itildigini, ensizyon hattimin kendi kendine
kapanabildigini, biitiin bu iglemlerin 3-5 dakika kadar siirdiigiinii, bu tek-
nikle yaptiklart 60 embriyo naklinde gebelik oranminin yaygin metodla elde
edilen sonuglara yakin oldugunu ve post-operatif donemde yapigma orani-
mn (% 9.1) yaygin metoda gore (% 27.78) cok daha az oldugunu bildirmek-
tedirler. Alicilarda embriyolarin nakil edilecegi reprodiiktif organin bolii-
miiniin embriyolarin yagina gore tayin edildigi, koyun ve kecilerde 6strusun
baglamasindan sonraki 3-4. giinde kazanilan embriyolarin (8 yada daha faz-
la blastomerli) uterusa transfer edilmesi gerektii ancak kegilerde 4.gilin-
den O8nce kazanilan embriyolarin (2 veya 8 blastomerli) oviduct’a transfer
edilmesinin daha uygun oldugu bildirilmistir(14,43). Uygun yere transfer
edildiginde embriyolarin yasam oraninin 2 giinliik olanlarda % 50, 3 giin-
lik ve daha yasghi embriyolarda % 70 oldugu, buna goére uterusa yapilan
nakillerde embriyolarin gelisme oraninin oviduct’a yapilanlara gére daha
yiiksek oldugu ileri siiriilmektedir(17,59,60,82). Birden fazla yavru yapan
irklarda alicilarin reprodiiktif organlarinin kapasitesine bagli olarak 2 veya
daha fazla embriyo transfer edilebildigi ancak tekli dogum yapan irklarda
alicilara ikiden fazla embriyo nakledildiginde perinatal yavru 6liimleri ora-
ninin yiiksek oldugu bildirilmigtir(45).

Bessoudo ve ark.(16) Ankara kegilerinde birer, ikiger ve lger
adet embriyo transferi yaptiklari alicilarda gebelik oranlarini kargilagtirdik-
larint ve en yiiksek gebelik oranini tek embriyo nakledilen alicilarda elde
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ettiklerini ileri stirmektedirler.

Kiessling ve ark.(45) Siit¢ii kegiler izerinde yaptiklari ¢caligmada
gebe kalan alicilarin oramnin transfer edilen embriyo gruplarina gore
% 43-63 arasinda defistigini, gebe kalan alicilarda yavru olarak gelisen
embriyolarin oraninin da % 56-76 arasinda oldufunu ve bu sonuglara gore
en iyi embriyo/alict oraminin 2 oldugunu bildirmiglerdir(40,63,82,84,85).
Tasiyici hayvanlarda embriyolarin yagsama oranlarimin erken gebelik teghisi
ile tespit edildigi ve bu oranin genellikle dogumla sonug¢lanan gergek gebe-
lik oranindan daha yliksek oldugu belirtilmigtir(82).

Walker ve ark.(85) Embriyo nakli iglemi uyguladiklart 54 alici
koyuna, nakilden yaklagpik 30 giin sonra laparoskopik muayene yaparak 22
tanesinde gebeligin olustugunu (% 41) ve bunlarin 16 tanesinin dogurdugu-
nu (% 30) tespit ettiklerini ileri siirmiiglerdir.

2.8. Tasiyicilarin Bakim

Embriyo naklinden sonra tagtyict hayvanlara, normal gebe hayvan-
lara gosterilen bakim ve beslenme kosullar: diginda 6zel bir bakimin gerek-
li olmadigi ve nakilden sonra ilk izleyen Ostrusta alicilarin dstrus gosterip
gostermediklerinin kontroliiniin gebeligin tanisi igin yararli olacag bildiril-
mistir(3,17,46,48). Ayrica koyun ve kegilerde gebeligin erken tamisi igin
Radio-Immuno Assay (RIA), ultrason, vaginal biyopsi, radiografi ve rektal
abdominal palpasyon tekniklerinin uygulandigi ve bu teknikler yardimiyla
nakilleri izleyen 18-60. giinler arasinda gebeligin saptanabilecegi aragtirma-
cilar tarafindan vurgulanmigtir(12,24,30,44,46,70). Kecilerde RIA metodu
ile erken gebelik teshisi igin 6rneklerin (plasma veya siit) ciftlegmeden son-
raki 21-23. giinlerde alinmas: dnerilmektedir(12). Rektal abdominal palpas-
‘'yon teknigi ile tecriibeli bir operatdr 65-70 giinliik gebeligi % 100 dogruluk-
la saptayabilir(30).

Richardson(70) koyunlarda 66 giinliik gebeligi radiografi ile % 78
dogrulukla 70 giinliik gebelikte, ¢ogul gebeligi % 22 dogrulukla saptadikla-

rin: ileri sirmektedirler.
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Walker ve ark.(85) laparoskopik teknikle embriyo nakli yaptikla-
r1 tagiyict koyunlarda gebelik teghisini de nakilden 30 giin sonra laparosko-
pik muayene ile yaptiklarint ve 54 koyundan 22 tanesinde gebeligin sekil-
lendiginin tespit edildigini bildirmektedirler.

Alagam ve ark.(5) koyunlarda ultrases dalgalar: ile 30-60 giinliik
gebeligi % 41.2, 60-90 giinlitk gebeligi % 54.5 dogruluk ile saptadiklarim
buna kargilik' Din¢ ve Giiler(28) koyunlarda gebeligi ayni teknikle, gebeli-
gin 35, 60, 75, 90, 105 ve 120. giinlerinde sirasiyla % 14, % 33, % 56, % 77,
% 95 ve % 100 oraninda dogru tespit ettiklerini ileri siirmektedirler. Cesit-
li aragtirictlar bugiine kadar koyun ve kegilerde uyguladiklart embriyo nak-
i teknigi ile % 40-80 oramnda gebelik elde ettiklerini bildirmektedir-
ler(8,39,45,58,59,60,85).

Maurer(54) Verici ve tasiyicilar arasindaki sinkronizasyon farki-
mn embriyolarin yagsam oranlari iizerine etkisini arastirdifini, alici ve veri-
ci arasinda -48, -24, 0 ve +24 saat sinkronizasyon fark: bulundugunda 5-8
giinlilk embriyolarin yasam oranlarimi sirasiyla 9% 37.1, % 38.8, % 28.2,
% 16.7 olarak tespit ettiklerini ileri siirmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calisma Haziran 1989 - Eyliil 1989 tarihleri arasinda Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Reprodiiksiyon Hastaliklari
Bilim Dali’'nda 19 adet Ankara kegisi lizerinde yiiriitiildi. Hayvanlar arasin-
da bir O0rnekliligi saglamak i¢in biitlin hayvanlar 1986 dogumlu olanlar ara-
sindan secildi, materyalin gelisme ve kondiisyonlar: arasinda 6nemli bir
fark yoktu. Canli agirliklar: ortalama 28 £ 1.34 kg olup daha once en az bir
kez gebe kalip, normal dogum yapmiglardi. Galigma sirasinda dogal asim
amaciyla kullanilmak {izere yaglari 2-3 arasinda degisen, agim yapabilen
fertil 2 adet Ankara ve 1 adet Kil tekesi olmak lizere toplam 3 adet teke
kullanildi.

Materyal olarak kullanilan hayvanlar ¢aligmanin baglamasindan
yaklasitk 8 ay kadar dnce temin edilerek ¢evreye uyumlari saglanmaya ¢ali-
stldi. Bu dénemde ayrica hayvanlara sistemik muayeneler uygulanarak ferti-
litelerini olumsuz ydnde etkileyecek herhangi bir entfeksiy6z hastalifin
bulunup bulunmadig1 arastirildi. Bu arada koruyucu amacgla diizenli parazi-
ter miicadele uygulanmaya baslandi. Hayvanlara 6zel bir 1s1 ve 151k rejimi
uygulanmadi. Kegiler caligmaya baglanmadan 6nce ve caligma boyunca
kapali bokslarda tutulup, giiniin belirli saatlerinde meraya ¢tkarildilar.
Mera déniisii hayvan basina 300-500 g. arasinda degisen konsantre koyun
yemi verildi. Kig aylarinda AD3E vitamin ile takviye edildiler.
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3.2, Metod
Caligmada kullanilan hayvanlar 9 adet verici, 10 adet de tagiyici
olarak kullanilmak {izere 2 gruba ayrildi. Caligmaya baglamadan O6nce

biitiin hayvanlarin andstrusta oldugu gozlendi.

3.2.1. Ostrus Sinkronizasyonu

Kullanilan malzeme ve ilaglar:

- Vaginal tampon: VERAMIX (Upjohn) (Medroxyprogesteron
acetate)

- Gebe kisrak serumu (PMSG): INTERGONAN (Vemie Veteri-
nar Chemie GmbH) (Her flakonda 1000 IU Pregnant mare serum gonadot-

ropin).

Kegiler 9 adet verici ve 10 adet tasiyict olmak lizere 2 gruba ayril-
di. Andstrus donemindeki hayvanlarda her seferinde 1 adet verici ve 1 adet
tasiyict hayvan sinkronizasyon iglemine (-24 saat) tabi tutuldular. Vaginal
tampon uygulamasi: Herbiri 60 mg medroxyprogesteron acetate emdirilmis
siingerler seklindeki vaginal tamponlar 6zel spekulumlar: ile vaginaya yer-
lestirildiler. Bu islemden 6nce kecilerin vulva ve perineal bolgesi antisep-
tik solusyon ile yikanarak temizlendi. Tamponlar yerlestirilmeden 6nce {ize-
rine koruyucu antiseptikli bir pomad siiriilerek boru geklindeki 6zel yapil-
mig spekulumlarina konuldu. Bir yardime: tarafindan hayvanin arka kismi
yukariya dogru kaldirilip, hayvan bu gekilde tespit edildikten sonra vulva
dudaklar1 agilarak spekulum vaginaya uygulandi. Spekulumun pistonuna
basing yapilarak tampon vaginanin cranial’ine birakildiktan sonra speku-
lum dikkatlice digariya alindi. Uygulama sirasinda tamponlara bagli naylon
iplerin vulva dudaklarinin diginda kalmas: saglandi. Uygulamadan sonraki
gitnlerde bu ipler gozlenerek tamponlarin diiglip diigmedigi kontrol edildi.
Tamponlar vaginada 18 giin siire ile tutuldular. Bu siirenin sonunda vulva
dudaklarindan sarkan iplerinden c¢ekilerek digart alindilar. Tamponlarin
cikarilmasindan 24 saat 6nce alici kegilere 500 IU PMSG adale i¢i uygulan-
“di. Alict ve verici kegilerde Ostrus, uygulamanin bitiminden baglanarak 6
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saat ara ile keciler arasinda arama tekeleri katilarak saptandi.

3.2.2. Siiperovulasyon Calismalari

Kullanilan flaclar

1- Gebe kisrak serumu (PMSG): INTERGONAN (Vemie Veteri-
nar Chemie GmbH) (Her flakonda 1000 IU Pegnant mare serum gonadot-
rophin)

2- Chorionic gonadotropin (LH): PREGNYL (Organon) (Her
ampulde 500 IU Chroionic gonadotrophin)

Siiperovulasyon ig¢in hormonal tedavi, 9 adet Ankara keg¢isine
uygulandi. Bu amagla ostrus sikluslar1 vaginal tampon ile sinkronize edilen
kecilere tamponlarin ¢ikarilmasindan bir giin énce PMSG hormonu 1200
IU dozda adale igi tek bir enjeksiyon seklinde uygulandi. Vaginal tampon-
larin ¢ikarilmasindan sonraki saatlerde 6strus gosteren kegilere tohumla-
may1 takiben 1000 IU dozda LH hormonu enjeksiyonu yapilarak ovulasyon
garanti altina alinmaya ¢aligildi. Tedavi sonrast elde edilen siiperovulasyon
sonuglari, cerrahi olarak uterusun yikanmasi sirasinda ovarium’lardaki cor-
pus luteum ve follikiiler tek tek sayilarak saptandi. Siiperovulasyon igin
uygulanan gonadotropinler ve dozlart Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Siiperovulasyon i¢in uygulanan gonadotropinler ve dozlari.

] 1 GONADOTROPIN'LER
Irk N Sinkronizasyon igin ;
uygulanan progesteron | Follikiler gelisme Ovulasyon
icin PMSG icin HCG
Ankara | 9 MAP Vaginal stingerle- | Tohumlamay!1
kegisi (18 gun boyunca) rin ¢ikarilmasindan takiben
24 saat oOnce 1000 IU
1200 U
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3.2.3. Tohumlama Calismalan

Verici olarak segilen ve siiperovulasyon tedavisi yapilan kegilerin
tohumlanmasinda libidosu ve fertilitesi kontrol edilmig 2 adet Ankara teke-
si ve bir adet Kil tekesi kullanildi. Tohumlama dogal agim yontemi ile ger-
geklestirildi. Bu amagla sinkronizasyon tedavisinin bitiminden baglanarak
Ostrus gOsteren kegiler Ostruslari sona erene kadar 12 saat ara ile kapali
bir boksta teke ile birlikte tabi tohumlamaya birakildilar.

3.2.4. Embriyolarin Kazanilmas: ve Degerlendirilmesi

Kullanilan malzeme: Stereo-mikroskop (10x-40x), etiiv (37 C),
sicak tabla (37 C), cam petri kutular1 (9 cm ¢apli), kii¢lik plastik petri kutu-
lar1 (3 cm g¢apli), plastik ve cam enjektdrler (10,20 ml), ucu kiitlestirilmis
12 gauge’lik enjektdr ignesi, polietilen yikama borular1 (20 cm uzunlugun-
da, ucuna infiltrasyon ignesi adapte edilmisg), mikropipet, mikropipet tutu-
cusu, cellulose acetate (Millipore) filtre (0.45 mikron) kullamildi (Resim

1).

Resim 1: Embriyolarin kazanilmasi ve degerlendirilmesinde kullanilan
malzeme
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Embriyolarin kazanilmast ve degerlendirilmesi iglemlerinde ute-
rusun yikanmasi ve embriyolarin kisa siire saklanmas: i¢in yararlanilan
BSA ile zenginlestirilmis Dulbecco’nun modifiye phosphate buffer saline
(PBS) ytkama sivisinin bilesimi Tablo 2’de verilmistir.

Yikama sivist hazirlandiktan sonra 0.45 mikron ¢apinda delikleri
olan Cellulose acetate (Millipore) filtreden siiziilerek sterilize edildi. Kul-
lanilincaya kadar -20 C’de saklandi. Stok solusyon olarak hazirlanan ve sak-
lanan yikama sivisina BSA, uterus yikamasi igleminde kullamilmadan kisa
bir siire 6nce katildi. Embriyolarin kazanilmasi islemi andstrus déneminde-
ki 9 adet kegi iizerine yapildi. Bu amagla sliperovulasyon tedavisi uygula-
nan ve tohumlama yapilan kecilerde, tohumlamay: takip eden 5-6. giinler-
de laparatomi yapilarak cornu uteri’ler yikandi. Uterus yikamasi yapilacak
kegiye Rompun 0.05 mg/kg dozda adale i¢i yapilarak genel sedasyon saglan-
diktan sonra Resim 2’de goriildligli gsekilde yatirilip, tespit edilerek operas-
yona hazirlandi. Lokal infiltrasyon anestezisi uygulanmasini takiben medi-
an ¢izgi lizerinde memelerin hemen Oniinden baglanarak yaklagik 10 cm
bityiikliiglinde bir ensizyon yap:ldi.

Tablo 2: Dulbecco’nun modifiye phosphate buffer saline (PBS)
yikama sivisi

. Yikama sivisinin igerdigi Miktari
kimyasal maddeler mg/lt
NaCl 8000
KClI 200
NaZHPO4.2H20 1150
MgC12.6H20 100
KH2PO 4 200
CaCl2 100
BSA (Bovine Serum Albumin) 20000
Glucose 1000
Gentamycin 1 ml
Pheno!l red I ml




Resim 2: Embriyolarin laparatomi ile kazanilmasi sirasinda hayvanlarin
yatig sekli.

Uterus karin boslugunda bulunup ensizyon hattindan digart dik-
katlice alindiktan sonra ovarium’lar iizerindeki follikill ve corpus luteum’-
lar tek tek sayilarak hayvanlarin siiperovulasyon tedavisine verdikleri
cevaplar saptand: (Resim 3).

Resim 3: Uterus yrtkamasi amaciyla cornu uteri’lerin ensizyon hattindan digary alinma-
st ve siiperovulasyon bulgularn.



27

Embriyolarin kazanilmas: i¢in uterusun yikanmasina baglanma-
dan Once bag ve isaret parmag: ile bifurcatio uteri’ye basing¢ uygulanarak
uterus limenine verilecek medium’un vaginaya ve diger cornu uteri’ye geg-
~mesi emgellendi(Sekil 1). Daha sonra ucu kiitlestirilmig bir enjektdr ignesi
ile uterus duvarr utero-tubal birlegme yerinden delinerek 20 ml medium
buradam yavag yavag uterus liimenine verildi (Resim 4). Cornu uteri iyice
dolup mterus duvar: gerildikten sonra arka kismina polietilen boru adapte
edilmig kalin, ucu sivri bir infiltrasyon ignesi ile bifurcatio uteri’den uterus
limenine girildi ve cornu uteri’ye uygulanan dzenli masaj hareketleri ile medi-
um’un kaniilden gegerek petri kutularinda toplanmas: sagland: (Resim 5).

Sekil 1:  Uterus yitkamas: sirasinda bifurcatio uteri’ye bag ve isaret parmagi ile basing
uygulanmasi ve medium’un uterus liimenine verilmesi.

Resim 4:  Uterus yikamasi igleminde medium’un vfero-tubal nokfadan uterus limeni-
ne verilmesi



Resim 5: Cornu uteri’lere yapilan masaj ile medium’un kaniilden gecirilerek petri
kutusuna akitilmasi.

Biitiin bu islemler diger cornu uteri’de de tekrar edildikten sonra
icerisine bir miktar antibiyotik verilen uterus yerine konulup karin boglugu
kapatildi. Verici hayvanlardan elde edilerek, steril petri kutularina alinan
uterus ytkantilart sicak tabla iizerinde yaklasik 30 dakika kadar bekletile-
rek embriyolarin dibe ¢okmesi saglandi. Daha sonra uterus yikantilari ste-
reo mikroskopta, 10x-40x biiylitmelerde kontrol edilerek embriyolar arandi
(Resim 6). Mikroskopta saptanan embriyolar, mikropipet tutucusu ucuna
adapte edilmig mikropipet yardimiyla bulunduklar: ortamdan derhal uzak-
lastirilarak yine steril, iginde 2 ml taze medium bulunan kiigiik petri kutula-
rina (3 cm ¢apli) aktarildi.
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Resim 6:Embriyolarin stereo mikrospta aranmasi ve degerlendirilmesi.

Toplanan embriyolar stereo mikroskopta 10x-40x biiyiitmelerde
morfalojik goriiniimlerine gére Normal (N) ve Dejenere (D) olmak iizere
degerlendirildiler. Trophoblast’lan ve i¢ hiicre kiimeleri kesif, zona pelluci-
da icerisinde diizenli, sitoplazmas: homojen, graniillii veya diizensiz pargali
olmayan embriyolar normal olarak nitelendirildi. Trophoblast’lar1 ve hiicre
i¢i kiimeleri aym dlgiide farklilagma ve geligme gostermeyen, sitoplazmas)
graniiflii veya diizensiz ve belirgin olmayan, katlanmis, burugmusg, yirtiimisg
ve normal yuvarlak yapisini yitirmig olan embriyolar dejenere olarak nite-

lendirildi.

3.2.5. Embrivolarin Tasivicy Hayvanlara Nakli

Kullanilan malzeme:

Operasyon aletleri, medium, mikropipet tutucusu ve pastor pipet-

leri.
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Embriyo nakli uygulamas: an6strus dénemindeki toplam 5 adet
Ankara kecisine yapildi. Degerlendirme sonucunda normal olarak nitelen-
dirilen embriyolar nakil i¢in kullanildi. Verici hayvanlardan kazanilan emb-
riyolar kisa bir siire i¢inde degerlendirilerek (yaklagik 60 dakika iginde)
tagtyict hayvanlara nakil edildiler. Tagiyict olarak kullamlacak kec¢i, Rom-
pun ile (0.05 mg/kg dozda adale igi) genel sedasyon saglandiktan sonra
yatirilip, dort ayagindan tespit edildikten sonra operasyon bdolgesinin trag
ve dezenfeksiyo‘nu yapildi (Resim 2). Daha sonra bolgeye lokal infiltrasyon
anestezisi uygulandiktan sonra median hat ilizerinde ve memelerin hemen
oniinden ba§1anafak yapilan ufak bir ensizyon ile laparatomi uygulandu.
Uterus ve ovarium’lar 6zenle ensizyon hattindan digari ¢ikarilip ovulasyon-
larin sekillenip sekillenmedigi kontrol edilerek corpus luteum bulunan ova-
rium tarafindaki cornu uteri saptandi. Nakledilecek embriyo 0.02 ml medi-
um i¢inde pastdr pipetine ¢ekildikten sonra, nakil yapilacak cornu uteri
once kiit bir igne ile delinip, pipetin ucu buradan uterusa sokuldu ve embri-
yo cornu uteri’nin cranial’ine dogru uterus liimenine verildi (Resim 7).
Nakil yapilan cornu uteri’deki delige kisa bir siire hafif¢ce basing yapilarak
olugabilecek bir kanama oOnlenirken bir yandan da kiigiik bir ihtimal de
olsa embriyo pastdr pipetinde kalabileceginden, nakilde kullanilan pastor
pipeti mikroskop altinda incelenerek embriyonun uterusa verilip verilmedi-
gi kontrol edildi. Uterus 6zenle karin boglungundaki yerine yerlestirildik-

ten sonra laparatomi yarasi kapatildu.

3.2.6. Tasivicilarin Bakimi

Andgstrus doneminde embriyo nakli yapilan tagiyict 5 adet Ankara
kegisi operasyonu izleyen giinlerde dikisler alinana kadar ayri bir boksta
tutuldular. Laparatomi dikigleri operasyonu takip eden 7.giinde alindi. Ope-
rasyonu izleyen 16-24. giinler arasinda teke katilarak tagiyict kegilerin
Ostrus gosterip gostermedikleri gebeligin saptanmasi yéniinden aragtirildi.
Ostrus gdstermeyen hayvanlarda gebeligin 70-90. giinlerinde rektal abdomi-

nal palpasyon teknigi uygulanarak gebelik sonuglar: saptandi. Gebelik siire-



since tastyict hayvanlara ozel bir bakim ve beslenme uygulanmadi.

Resim 7: Embriyonun tagiyict hayvana nakli
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada kullamilan hayvanlarin gergek andstrus déneminde
olup olmadiklarini aragtirmak amaciyla hormon uygulamalarina baglanma-
dan 6nce hayvanlarin arasina teke katilarak andstrusta olduklar: klinik ola-
rak belirlendi.

4,1, Sinkronizasyon

Anostrus doneminde MAP iceren vaginal slinger uygulanan Anka-
ra kecilerinde &struslar vericilerde uygulamanin bitiminden sonraki 36-72.
saatler, alicilarda ise uygulamanin bitiminden sonraki 48-72. saatler arasin-
da gorildi. Elde edilen sinkronizasyon bulgulary ile verici ve alicilar ara-
sindaki sinkronizasyon fark: ortalamasi Tablo 3’te verilmigtir.

Tablo 3: Sinkronizasyon sonuglar: ve sinkronizasyon fark: ortalamas:

Hormon Ostrus Ostrusun Ostrus Sinkronizasyon
uygulanan N gosterenlerin { gorualdagu orant % farki
hayvanlar sayisi saat ? (saat)
Vericiler 9 7 36-72 17

, 4.11

Alicilar 10 9 48-72 90




jos
»

Siinger uygulanan 19 hayvandan yalnizca S kegide suprasyon gekil-

lendigi goriildi ve stingeri diisen hayvana rastlanmadi.

4,2, Siiperovulasvon

Anoéstrus doneminde MAP igeren vaginal siinger uygulanarak
dstruslari sinkronize edilen 9 adet Ankara kegisine siingerlerin ¢ikarilma-
sindan 24 saat once adale i¢i 1200 IU dozda PMSG yapilarak siiperovulas-
yon uygulandi. Bu tedavi sonucu olugsan degisiklikler, uterus yikamasi sira-
sinda ovarium’lardaki fonksiyonel yapilar tek tek sayilarak saptandi (Re-
sim 8).

Resim §8: Siiperovulasyon sekillenmis ovarium.

Elde edilen stiperovulasyon bulgulari tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: Siiperovulasyon bulgulari,

Stuperovulasyon C.L. r Follikil Stiperovulasyonun
N i¢in uygulanan sayisi saylst bagar: orani
hormon ortalamast | ortalamasi (°0)
L 9 PMSG 8.88 5.22 38.8
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4.3. Tohumlama Bulgulari

Siiperovulasyon tedavisi uygulanan, embriyo elde edilecek kegile-
re dogal tohumlama uygulandi. Tohumlama ile saglanan fekondasyon orani
% 33.3 olarak saptandi.

4,4, Embrivolarin Toplanmas) ve Defierlendirilmesi

Dogal tohumlama ile tohumlanan 9 adet verici Ankara kecisine
ostrusu izleyen 6.glinde yapilan uterus yikamasi ile elde edilebilen embriyo-
lar ve degerlendirme 6zellikleri tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: Elde edilen embriyo sayis1 ve degerlendirme bulgulari.

Uterus yikamasi | Kazamlan | Kazamlan Transfer edilebili
yaptlan keci ovum embriyo errr}lbfi Ui T
sayist sayisi sayisli yo sayisi
9 30 15 15

Elde edilen embriyolardan normal olarak degerlendirilen bir
embriyo ile déllenmemis ve dejenere ovumlar resim 9 ve 10°da verilmigtir.

Resim 9: Normal geligmis, 6 giinliik canli bir keg¢i embriyosu.(63 x)
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Resim 10: Déllenmemis ve dejenere olmus ovumlar.(63 x)

4.5, Embrivo Nakli Bulgular:

Angstrus dénemindeki 5 Ankara kecisinin her birine 2 adet emb-
riyo nakil edildi. Nakil isleminden sonra 3 tagiyici hayvanda gebelik saptan-
d1 ve bunlardan 5 adet yavru elde edildi ancak sezeryan ile alinan 2 yavru
dogumdan kisa bir siire sonra 6ldi. Nakil sonucu elde edilen bulgular tab-

lo 6’da sunulmustur.

Tablo 6: Nakil Bulgulary.

Nakil yapilan
alic1 sayisi

Nakil edilen
embriyo sayis)

Gebe kalan
alict sayisi

Elde edilen
yavru saylsi

Basar1 oram
(%)

5

10

3

5

60




Transfer ¢caligmalarinda tasiyict olarak kullanilan Ankara kegileri
ile elde edilen oglaklar resim 11’de sunulmugtur.

!‘('. & 2 > - -

R S -

Resim 11: Tasiyrct Ankara kegileri ve elde edilen oglaklar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Embriyo nakli, giintimiizde genetik ilerlemenin en hizli gekilde
saglanmasi i¢in basta inek olmak i{izere koyun, keci, kisrak, kedi, képek
gibi evcil hayvanlar ile nesli tiikenmekte olan yabani hayvanlarda ve medi-
kal tipta yaygin olarak uygulanmaktadir(48,53). Koyun ve kegilerde embri-
yo nakli yGntemi bugtin i¢in 6ncelikle cerrahi yontemle gergeklestirilmekte-
dir(3,14,40,46,48,82). Bizim yapmig oldugumuz embriyo nakli caligmasinda
da cerrahi teknikten yararlanilmistir. Embriyo nakli ¢aligmalarinda kullani-
lacak tastyict ve verici hayvanlarin se¢iminin, naklin bagarisim bilyiik ol¢ii-
de etkiledigi, bu nedenle yapisal veya g(’irﬁlebilir bir bozuklugu olmayan en
az bir kez dogum yapmus, sikluslari diizenli, uygun yastaki hayvanlarin secil-.
mesi gerektigi bildirilmektedir(3,46). Sunulan bu ¢aligmada da tagiyict ve
verici hayvanlarin se¢iminde bu noktalara 6zen gosterilmig, ¢aligma mater-
yalintin sinirli sayida olmas: nedeniyle biitiin kegilere dstrus sinkronizasyo-
nu uygulanmigtir. Koyun ve kegilerde Ostrus sinkronizasyonu hem agim
sezonunda hem de andstrus déneminde kullamilabilen progestagenler ile
saglanabilmistir(3,35,46,47). Ostrusu geciktirip, ovulasyonu bloke ederek
etki eden progestagenler, verici ve tagiyict hayvanlarda ovariyel aktiviteyi
uyarmak amaciyla oral, deri alti implant, kas i¢i enjeksiyon veya vaginal
tamponlar seklinde uygulanmaktadir(7,26,46,48,55,66). Bununla birlikte
gerektiginde yetigtirici tarafindan da uygulanabilen ve kegilerde 17-22 giin
siireyle vaginada birakilan vaginal siingerlerin bu amagla kullanimlarinin
kolay, pratik ve etkili oldugu pek ¢ok aragtirmaci tarafindan bildirilmekte-
dir(1,19,32,63,81). Bizde ¢aliygmamizda hem bagarili sonuglar alinmas: hem
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de uygulama ve kontrol kolayhi1 nedeniyle 60 mg medroxyprogesteron ace-
tate iceren vaginal siingerleri 19 adet Tiftik kegisine 18 giin boyunca uygu-
ladik.

Kilicoglu ve ark.(46) ile Giiler(35) deneme sirasinda vaginal siin-
gerlerin az sayida da olsa kayboldugunu ayrica siingerlerin vaginadan ¢ika-
rilmast sirasinda birkac¢ hayvanin vaginasinda hafif bir suprasyon tespit
ettiklerini ancak bunun birkag¢ giin igerisinde tedavisiz iyilegtigini ve bu
durumun fertiliteyi olumsuz yonde etkilemedigini ileri siirmiiglerdir. Calig-
mamiz sirasinda siinger uygulanan 19 hayvandan higbirinde siingerler kendi-
liginden diigmemis sadece 5 tanesinde ¢ikarilma sirasinda hafif bir supras-
yon tespit edilmis ancak bunlar bir hafta igerisinde kendiliginden, tedavi-
siz iyilegmigtir. Andéstrus donemindeki koyun ve kecilerde progesteron
uygulamasimin bitiminden 48 saat dnce veya son progesteron tedavisinin
yapildigr giin PMSG’nin 250-750 1U kas i¢i kullanilmasi ayrica siirliye kog
veya teke katilmasi, 151 ve 151k ayarlamalar: yapilmasi ve kesif yemle beslen-
me uygulanmasinin §strus sinkronizasyonu ve fertilizasyon oranlarim artir-
dig1 bildirilmektedir(14,20,33,36,50). Calismamizda ise alici hayvanlara pro-
gesteron tedavisinin bitiminden 24 saat dnce 500 IU PMSG hormonu adale
i¢i uygulanmig ancak belirtilen diger uygulamalardan yararlanilmanmgtir,
Andstrustaki koyun ve kegilere MAP igeren vaginal siinger uygulanarak
yapilan ¢aligmalarda, tedavinin bitiminden sonraki 2-6 giin igerisinde sink-
ronize dstruslarin goriildiigi bildirilmektedir(3,18,84). Bizim yaptifimiz
caligmada ise dstruslar, tedavinin bitiminden sonraki 36-72. saatler arasin-
da goriilerek yapilan ¢aligmalarla uyum sagladif1 gozlenmigtir.

Follikiil stimiilan hormon veya kisrak serum gonadotropini enjek-
siyonlari ile koyun ve kegilerde hem andstrus doneminde hem de agim mev-
siminde ovarium’larda ¢ok sayida follikil geligtirilebilmekte ve ovulasyon-
lar saglanabilmektedir(40,43,48,61). Seksiiel sikluslari hormonal tedavi ile
sinkronize edilen koyun ve kegilere siiperovulasyon igin, progestagen uygu-
lamalarimin bitiminden 24 saat dénce PMSG’nin 1200-1500 IU arasindaki
dozlari uygulanmaktadir(17,22,76,84). Caligmamizda bu amagla 1200 IU
dozda PMSG’yi, vaginal siingerlerin gikarilmasindan 24 saat dnce uygula-
dik. Bir kisim arastirmactlar ise sliperovulasyon tedavisini takiben, geligen
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follikiillerdeki ovulasyon gansini artirmak i¢in hayvanlarin 6strus gosterdi-
gi glinlerde luteinize edici hormon verilmesinin gerekli oldugunu ileri siir-
mektedirler(6,14,55,63,82). Caliyjmamizda bizde vaginal tamponlarin ¢ikaril-
masindan sonraki saatlerde dstrus gosteren kegilere tohumlamadan hemen
sonra 1000 IU dozda LH enjeksiyonu yaparak ovulasyonlar1 garanti altina
almaya caligtik.

Embriyo nakli ¢aligmalarinda verici olarak kullanilacak koyun ve
kecilere, daha 6nceden fertilite kontrolll yapilmig ko¢ ve tekeler ile dogal
agim yaptirilabilecegi veya vaginal yolla sun’i tohumlama uygulanabilecedi
ya da operatif olarak spermanin dogrudan cornu uteri’lere verilebilecegi
bildirilmektedir(8,17,46,48,85). Tohumlama metodu olarak dogal agim segil-
mig ise Ostrusun baglamasindan itibaren seksiiel istek bitene kadar 12 saat
ara ile agim yaptirilmast gerektigi ileri siiriilmektedir(17,74).

Davis ve ark.(27) siiperovulasyon tedavisini takiben dogal tohum-
lama uyguladiklart koyunlarda fertilizasyon oranini % 88 olarak saptadikla-
rim1 buna karsilik Riddel ve ark.(76) bu oranit % 13.5 olarak tespit ettikleri-
ni bildirmektedirler. Caliymamizda ise embriyo elde edilecek verici kegile-
re dogal tohumlama uyguladik ve tohumlama ile saglanan fekondasyon ora-
mnt % 33.3 olarak saptadik. Koyun ve kegilerde déllenmis ovumlarin 4.giin-
de uterusa ulagtiklari bildirilmektedir(8,14). Buna bagli olarak embriyolar
3.giine kadar oviduct’un, 4.glinden itibaren uterusun yikanmasi ile elde edi-
lebilmektedirler(3,17,82). Aragtirmacilarin ¢ogu embriyolari, uterustan 4-7.
giinler arasinda yaptiklar: uterus yikamas: ile elde ettiklerini bildirmekte-
dirler(7,27,54,86). Kiigiik ruminant’larda uterus yikamasi, birbirinden pek
az farkh birkag¢ teknik kullanilarak cerrahi metodla yapilmaktadir(8,40,82).
Bizde bu ¢aligmamizda 9 adet verici Ankara kecisine &strusu izleyen 6.giin-
de laparatomi yaparak ve cornu uteri’leri ayr1 ayri yikayarak embriyolar:
kazanmaya caligtik.

Embriyolarin kazanilmasi ve nakile.kadar kisa bir siire saklanma-
st i¢in ¢ok ¢esitli yitkama sivilart kullamilmakta olup bu amagla kullanilan
biyolojik medium’lar igerisinde en yaygin olarak kullanilanin % 1-3 oranin-
da BSA ile zenginlestirilmig Dulbecco’nun modifie phosphate buffered sali-
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ne (PBS) oldugu bildirilmektedir(14,40,45). Bizde ¢aligmamizda embriyola-
rin kazanilmasi ve kisa bir siire saklanmasinda en uygun medium olan Dul-
becco’nun modifie phosphate buffered saline’i kullandik. Kazanilan embri-
yolarin geligme safhalarinin, tohumlama ile kazanilma zamani arasindaki
siireye bagli oldugu, kegi embriyolarinin geligmesinin koyun embriyolarina
gore bir giinlitk gecikme gosterebilecegi bildirilmektedir(17,40). Koyun ve
kegilerde dollenmeden sonraki saatlerde embriyolarin blastomer sayilari
grafik 1’de verilmigtir.

1
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Grafik 1: Koyun ve kec¢i embriyolarinin fertilizasyondan sonraki saatlerde

)(10).

blastomer sayilari. Koyun (-.-.-.-), Kegi (

Kazanilan embriyolar zona pellucida’larinin durumuna, blasto-
merlerinin sekline ve sayisina, hiicre i¢i kiimelerin gekil ve dagilimina ve
genel goriiniimlerine goére normal ve dejenere olarak degerlendirilmekte-
dir(14,63). Embriyolarin yaglarina gdre uygun gelisim déneminde olmalan
gerektigi, birden fazla boliinme gdsteren embriyolar ¢ogunlukta iken daha
az boliinme goésteren embriyolarin yagama ganslarinin pek fazia olmadigi
ancak ozellikle ke¢i embriyolarinda biiyiik vakuollerin varhifinin yagam ve
geligmeyi etkilemedigi bildirilmektedir(17,63). Bizim ¢aligmamizda ise elde
edilen 45 ovumun 30 tanesinin d6llenmemis ve dejenere oldugu, 15 tanesi-
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nin ise dollenmis ve geligmekte oldugu belirlenmis ve buna bagli olarak 30
ovum dejenere, 15 embriyo ise normal olarak degerlendirilmistir. Degerlen-
dirme sonucu nakil edilebilecek nitelikte olan embriyolarin, tagiyici olarak
kullanilacak koyun ve kecilere nakli laparoskopi tekniginden yararlanila-
rak yapilabilirse de bugiin i¢in yaygin olarak operatif yontem uygulanmak-
tadir(3,40,85). Sunulan ¢aliymada ise embriyolar §strustan sonraki 6.giinde
kazanilmig ve tasiyici hayvanlarin uteruslarina nakledilmistir. Arastirmaci-
lar verici ve tagiyici hayvanlarin genital organlari arasindaki sinkronizas-
yon farkinin basariy1 biyiik 6l¢iide etkiledigini ve kiigiik ruminant’larda bu
farkin 48 saatten fazla olmasi halinde gebelik oranimin 6nemli 6lgiide diis-
tigini bildirmektedirler(40,43,82). Calismamizda ise verici ve tagiyict hay-
vanlar arasinda iyi bir sinkronizasyon saglanmigtir.

Kiessling ve ark.(45) tekli dogum yapan irklarda tagiyict hayvanla-
ra ikiden fazla embriyo nakledildiginde erken embriyonik 6liim oraninin
yiksek oldugunu bildirmektedirler. Calismamiz sirasinda her tagiyici hayva-
na herbiri 0.2 ml medium iginde ikiger adet embriyo nakledildi.

Kiligoglu ve ark.(46,47) anostrus déneminde 60 mg MAP iceren
vaginal siinger uyguladiklari koyunlarin % 71.42’sinde, yine aym tedaviyi
uyguladiklar siitcli kegilerin % 96’sinda 6strusu saptadiklarint bildirmekte-
dirler. Biz bu caligmamizda ise sinkronizasyon oranini % 83.5 olarak sapta-
dik. Elde edilen sinkronizasyon orani Ainsworth ve ark.(1), Beck ve
ark.(15) ve Ozkoca(65) nin bulgularindan daha diigiik, Giiler(35) ile Kiligog-
lu ve ark.(47)’nin bulgulariyla benzerdir.

Nakil cahigmalarinda kullanilacak tasiyici ve verici hayvanlar ara-
sindaki sinkronizasyon farkinin t 24 saati gegmemesi gerektigi, bu siirenin t
12 saat olmasimin ideal olarak kabul edildigi bildirilmektedir(3,46,54,73).
Bu ¢aligmada ise verici ve tasiyicilar arasindaki sinkronizasyon farki 4.11
saat olarak saptanmigtir. Bu bulguyu embriyo nakli uygulamalar: igin baga-
ril1 olarak nitelendirmekteyiz.

Meinecke-Tillman ve Wassmuth(57) PMSG uyguladiklar:t koyun-
larda siiperovulasyonun basari oraninin % 90.9, ortalama ovulasyon sayisi-
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nin S oldugunu, Kiligoglu ve ark.(46) bu oranlarin ¢aligmalarinda % 100 ve
3.0 oldugunu bildirmektedirler. Bizim ¢aligmamizda ise siiperovulasyon yap-
tirdifimiz hayvanlardan elde etti§imiz basar1 orani % 89, ortalama ovulas-
yon sayist ise 8.9’dur.

Elde edilen % 33.3’liik fertilizasyon oraninin Riddel ve ark.(71)’-
nin bulgularindan yiiksek, Kiligcoglu ve ark.(46) ile Moore ve ark.(60)’nin
bulgularindan diigiik oldugu goézlenmisgtir. Bu durumun, Bearden ve Fugu-
ay(14), Hafez(40) ile Sugie ve ark.(82)’min caligmalarinda da belirtildigi
gibi siiperovulasyon uygulanan koyun ve kegilerde spermatozoitlerin cervix
uteri’den gecislerinin yavaglamasina ve gonadotropinlerin meydana getirdi-
gi oocyte bozulmalarina bagli oldugu kanisindayiz.

Yapilan caligmalarda elde edilen embriyolarin genellikle ovari-
um’larda bulunan corpus luteum’larin % 40-80’i kadar oldugu bildirilmekte-
dir(48,82). Bu ¢aligmamizda ise embriyo kazanma orani % 56 olarak saptan-
migtir. Buldufumuz bu sonucun yapilan difer caligmalara kiyasla biraz
distik oldugunu goézledik. Bu durumu, deneyim eksikligine ve uterusun
yikanmasi sirasinda bifurcatio uteri’ye yetersiz basing uygulanmas: sonucu
medium’un bir kisminin geriye dogru kagmasina baglamaktayiz.

Gesitli aragtiricilar bugiine kadar koyun ve kegilerde uyguladikla-
r1 embriyo nakli teknigi ile % 40-80 oraninda gebelik elde ettiklerini ve
gebe kalan tastyicilarda yavru olarak gelisen embriyo oranimin % 56-76 ara-
sinda degisebildigini saptamiglardir(8,39,45,58). Bizim yaptifimiz bu ¢alig-
mada ise 5 tasiyict hayvana nakil yapilmig, 3 tanesinde gebelik saglanmisg
(% 60) ve 5 canli yavru elde edilmistir. Ancak sezeryan ile alinan ikiz yav-
rular dogumdan kisa bir siire sonra 6lmiislerdir. Elde edilen bu gebelik ora-
nt Kilicoglu ve ark.(48), Walker ve ark.(85) ve Hanckok ve Hovel(39)in
bulgulanyla uyumludur.

Tastyict hayvanlarda nakil sonucu gebeligin olusup olugmadig:
ostrus kontrolii, RIA, ultrason, vaginal biyopsi, radiografi ve abdominal
palpasyon teknikleri ile nakilleri izleyen 18-60. giinler arasinda saptanabil-
mektedir(12,24,30,70). Alagam ve ark.(5) koyunlarda ultrason teknigi ile
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30-60 giinliik gebeligi % 41.2, 60-90 giinliik gebeligi % 54.5 dogrulukla sap-
tadiklarini buna kargilik Ding ve Giiler(28) ayni teknikle, gebeligir. 35, 60,
75, 90, 105 ve 120. giinlerinde sirasiyla % 14, % 33, % 56, % 77, % 95 ve
% 100 oraninda dogru tespit ettiklerini ileri siirmektedirler. Sunulan galis-
mada tasiyict hayvanlar nakilleri izleyen 16-24. giinlerde teke muayenesine
tabi tutulmusg, nakil yapilan S kegiden higbiri tekrar Gstrus géstermemisgtir.
Gebelikleri kesin olarak saptamak amaciyla nakilleri izleyen 70-90. giinler-
de abdominal palpasyon teknigi kullanilarak gebelikler saptanmigtir. Nakil
yapilan kegilerde digerlerinden farkli bakim ve beslenme kosgullar: uygulan-
mami§ ve operasyonu izleyen 30 giin boyunca ayri bélmede tutulmuglar
daha sonra diger hayvanlarin yanina katilmiglardir.

Sonug¢ olarak yaptifimiz ¢caligmadan elde ettigimiz bulgular ile
ayni amacla bugline kadar yapilan pek ¢ok calismanin 15151 altinda daha
genis bir materyal ile uygulanacak embriyo nakli tekniklerinin genetik
potansiyeli ¢ok iyi digilerin gen birikimlerinden azami diizeyde faydalanma-
y1 sa§layabilecegi ve kisa siirede istenilen genotipte hayvanlarin elde edile-
bilecegi bir teknik olmasi, Tirk tiftifinin kalitesinin ve hayvan bagina
diigen verimin kisa slirede artirilabilecegi, bu sayede iilke ekonomisine kat-
kida bulunulacagi, bu nedenle diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi koyun
ve kegi yetistiriciligi programlarinda da 6nemli bir y6ntem olacag diger
yandan da bu tiir caligmalarin in vitro fertilizasyon (IVF), mikromanipulas-
yon, cinsiyet tayini ve niikleer transplantasyon g¢alismalarina basamak teg-
kil edecegi kanisindayiz.
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6. 0ZET

Bu ¢aligmada andstrus doneminde bulunan 19 adet Ankara kegisi-
ne MAP igeren vaginal siingerler, PMSG ve HCG hormonlar uygulanip
sinkronizasyon, siiperovulasyon ve uterus yikamasi yapilarak verici hayvan-
lardan kazanilan embriyolarin tagtyicilara nakli ile bu iglemler sonucu olu-
san gebelik ve dogum oranlarimin aragtirilmasi amaglandu.

Caligmada 9 adet verici, 10 adet tasiyict olarak kullaniimak lizere
hayvanlar 2 gruba ayrildi, tohumlama igin ise 2 adet Ankara, 1 adet Kil
tekesi kullanildi. Sinkronizasyon amaciyla andstrustaki hayvanlara 18 giin
boyunca 60 mg MAP igeren vaginal siingerler uygulandi. Ostruslar stingerle-
rin ¢ikarilmasindan sonraki 36-72. saatler arasinda goriildili ve sinkronizas-
yon orani % 83.5 olarak saptandi. Siiperovulasyon i¢in 9 adet Ankara kegi-
sine progestagen tedavisinin bitiminden 24 saat dnce 1200 IU adale ici
PMSG enjekte edilip, ciftlegmeyi takiben her hayvana 1000 IU LH kas ici
yolla verildi. Elde edilen sonuglara gore siiperovulasyonun basari oram
% 89, ortalama ovulasyon sayisi ise 8.9 olarak saptandi.

Vericiler dogal asim yontemi ile tohumlandilar ve fekondasyon
orant da % 33.3 olarak saptandi. Embriyolar 6strusu izleyen 6.giinde verici
hayvanlara laparatomi yapilarak cornu uteri’lerin ayrt ayrt 20 ml Dulbec-
co’s PBS ile yikanmas: sonucu elde edilip stereo mikroskop ile uterus
yikantilarinda saptanan embriyolar morfolojik goriiniimlerine gére deger-
lendirildiler. 9 adet verici hayvanda yapilan uterus yikamasi sonucu 15 emb-
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riyo, 30 adet ovum elde edildi. Degerlendirmede, elde edilen 15 embriyo-
nun nakil edilebilir nitelikte olduguna karar verilerek, bunlarin 10 tanesi
her tasiyiciya 2 adet olmak iizere 5 tasiyict hayvana cerrahi y6ntem ile
nakil yapildi. Nakil sonucunda 3 tagiyicida gebelik elde edildi, 5 canh yav-
ru alindi ancak sezeryan yapilan bir tagiyict hayvanin ikiz yavrular: dogum-
dan kisa bir siire sonra o6ldiiler.
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7.SUMMARY

In this study, the object was to work on embryo transfer tecnique
in 19 anestrous Angora goats which were treated with vaginal sponges
MAP for synchronization of estrous and with PMSG and HCG for supero-
vulation. The embryos were recovered by flushing of the uterus and by
transférring them to the recipient goats the pregnancy and parturition
rates of the goats were investigated.

The goats used in this study were divided into two groups, one
containing 9 donors and the other 10 recipients and these goats were in
seminated by two Angora and one domestic bucks. For the synchronization
of estrous the anestrous goats were treated with 60 mg MAP containing
vaginal sponges for 18 days. The heats occured 36-72 hours after the remo-
val of the sponges and the percentage of the synchronization was estima-
ted % 83.5. For superovulation, the donors were treated with 1200 IU
PMSG (I.M.) 24 hours before the end of progestagen treatment. After
mating each doe was treated with 1000 IU LH (I.M.) According to the
results, the percentage of superovulation was % 89 and approximate num-
ber of ovulations were 8.9.

The donors were mated naturally and the percentage of feconda-
ticn was found as % 33.3. The embryos were recovered on the 6th day follo-
wing estrous. The recovery of the embryos were carried out by washing the
uterine horns with PBS after laparatomy operation. The embryos which
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were detected by a stereoscopic microscope were evaluated morphologi-
cally. 15 embryos and 30 ova were collected after the uterus flushing of 9
donors. These 15 embryos were found to be transferable. 10 of them were
transfered to S5 recipients as 2 embryos/donor. 3 of the reéipients were
pregnant after transfer and S alive kids born. The twins of one of the reci-
pients which had a cesarean section died in a short period.
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