~ SIGIRLARDA EMBRIYO0 TRANSFERi

Uzun villardan beri suni tohumlama
ile sigivlarin 1slalinda 6nemli mesafeler
alinmistir. Avim sekilde embrivo transferi
ile sigirlarin islaht dahada hizlandimlabi
lecektir. Embrive transferi, dollenmis ve
gelismekteki vumurtalarin vericl havvan-
lardan almip, ahcr veva tasivicilara ak
tarilmasi olarak tarif edilebiliv (Sekil : 1).

Cinsi olgunfuga ulasan havvanlarm
vumurtaliklarmda ¢ok savida cocvt bu
lunmaktadir. Ancak ve hayvanlarin dmiir-
lerinin kisa olmas1 ve yilda bir dogum
vapabilmeleri nedenivle bu oocvt'lerin cok
az1 kullamlabilmektediv. Embrivo nakli-
nin amaci, vidksek verimli imeklerden si-
perovulasvonlia bir defada bir cok vumur-
tanin fonksivonel hale getirilmesi, bovle-
ce viksek verimli bir anadan cok savida
dollenmis yumurta alhinip, bunlarin alict
hayvaniara nakli ile biviimelerinin sag-
lanmasidir.

VERICILERIN SECIMI ve
SUPEROVULASYON

Embriyo transferi icin verici secimin-
de genetik tstinliigii olan hayvanlar se-
cilir. Ayrica tireme kabiliveti, déilerinin
pazar degeri, havvanin saglik ve kondis-
von durumu dikkate ahnir. Verici hay-
vanlara vapilacak olan siiperovulasvonda;
inegin vasi, siit verimi, dogumdan sonraki
glinler ve gelecek estriis etkili olmaktadir,
Bunlara ilaveten. secilecek vericilerde sii-
perovulasyonla muameleden énce ard ar-
da gelen en az ikt kizginlik sikliisii takip
edilmelidir. Sayet herhangi bir diizensiz-
lik gbzlenirse, drnegin; kizgmmhgr sakin
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gecen havvanlar verici olarak kullanima-
malidir. Verict adaviarm ovulasvonu kont-
rol edilmelidir. Ivi sonug almak i¢in gii-
venilir ve dikkatli; vemleme ve idare sis-
temlert uvgulanmalidir.

Secilen vericive siiperovulasvon icin
1300-3000 LY. gebe kisrak serum gona-
dotropint (PMSG) bir defada uvgulanir.
Aviica son villarda cok daha ivi sonug
veren folikul gelistiren hermon FSH'nin
kullamilmasi vavginlasmistir.  Sliperovu-
lasvon icin FSH muamelesi, estris siklit
sintin 9-14 nct glnleri arasinda baslanl-
mahdir (Esirus = 0). FSH kas icerisine
4 glin tst Uste giinde iki defa olmak tize-
re azaltilarak sirasivla su miktarlarda en-
jekte edilir: 3-5, 44, 3-3 ve 2-2 mg. Bu
enjeksivonun baslangicindan 48 saat son-
ra her havvanin kas icerisine prostoglan-
din (PGF:) su sekilde verilmelidir: Saat

5
5

8'de 20 mg, 12’de 10 mg ve saat 17'de 10
mg tatbik edilir. Yukarda belirtilen me-
tod vanlizca et sigirlart icin uvgulanir.
Siit sigirlart ile calisildigy zaman stiper-
ovulasyon muamelesi icin takip edilen yol
ise : 7-7, 6-6, 3-5, 44 ve 3-3 mg FSH uv-
gulanir. FSH enjeksivonunun baslangicin-
dan 72 saat sonra kas icerisine PGF: su
dozlarda enjekte edilir. Sabah saat 8'de
20 mg, 12’de 10 mg ve 17'de 10 mg tat-
bik edilir (Betteridge, 1977; Sevinc 1984;
Shimohira 1934).

Siiperovulasvonla muamele sirasinda
havvanlarda siress minimum sevivede tu-
ulmalidir. Onun icin bu pervodta vemle-
me sistemleri ve idare metodlarimin degis-
tirilmemesi ve cok dikkatli hareket edil-
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mesi gerekir. Hormenal muamele esnasin-
da sonuclar veterince ivi olmazsa, toplam
dozlar gelecek muamelede artiriimalidar.
Artirma her bir FSH enjeksivonu i¢in |
mg olmahdir (Tablo I).

VERICILERDE SUNI TOHUMLAMA
ve EMBRIYONUN GERI ALINMASI

Sigirlarda en ivi sonug dogal asimla
elde edilmektedir. Ancak dondurulmus
sperma ilede oldukca ivi neticeler ahn-
maktadir. Verici havvanlar, PG enjeksi-
vonunun baslangicindan iki giin sonra
dondurulmus olarak muhafaza edilen
spermalar ile suni tohumlama vapilarak
déllenirler. Suni tohumlama esnasinda
6nemli bir nokta hastalik bulasmasinin
Onlenmesidir.

Siit sigirlarinda tohumlama 3 defa
sirasivla su saatlerde vapilir; sabah: 8,
Aksam : 17 ve ertesi glin Sabah: 8. Et
sigirfarinda ise iki defa olmak iizere 6g-
lenden sonra 14 ve ertesi giin sabah 8'de
yapilir. Vericilere suni tohumlama estriis
esnasinda yapilmakta olup, sayet estriis
belirtileri acik degilse tarif edilen prog-
ram uygulamasi durdurulur. Kizginligin
kontrolii, kizginhik dedektorii ile daha
saghkly belirlenebilmektedir.

Kizginhktan 7-8 giin sonra (estriis =0)
embriyolar vericilerden geri alnir. Bu-
nun igin verici hayvanlarin dn kismi yu-
karda olacak bir sekilde uygun bir diize:
nekte tutulurlar. Kuyruk baglanarak rek-
tum'daki diski bosaltilmalidir. Daha son-
ra verici hayvanlara % 2’lik lidocain 7 ml
olarak epidural anestezi yapilir. Epidural
anestezi son sagri omuru ile ilk kuyvruk
omurlar1 arasma yapilir. Epidural blo-
kaj'dan dolayi rektum hava ile siserse,
bu vakum pompas: ile bosaltilir. Vulva
ve vajina bir defa kullamlarak atlabilen
kagit havlular ile iyice temizlenmeli ve
% 70'lik alkol ile dezenfekte edilmelidir.
Daha sonra iki kanalli balon kateter suni
tohumlamada oldugu gibi rektal palpas-
von ile cervix icinden uterus govdesine
kadar sokulur. Oncelikle siiperovulasyo-
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nun daha cok oldugu uterus bovnuzuna
dogru kateter sokulmalidir. Katater ute-
rus bovnuzlarimim avrildigi gatal kisim-
dan 3 cun kadar ilerive verlestirilir. Bu
islem sirasinda uterusun varalanmamasi-
na dikkat edilmelidir. Dolavisivia kateter
diiz bir pozisvonda tutulmahdir. Balon
kateter 13-24 ml hava ile sisirilir. Bunun
icin 6nce 10 ml hava ile baslanir ve tek-
nisven balonda rahat bir genisleme his-
settigi slirece hava vernieve devam eder.
Diiveler icin 15-18 ml hava, ergin havvan-
lar icin ise 1822 ml kadar hava kullani-
lir. Sonuc olarak verilecek havaimn hacmi
uterus bovinuzlanmin buvikl/igiine bagh-
dir (Sekil : 2).

Balon veterince sisirildikten sonra
embriyolarin geri alinmas: icin uterus
bovnuzlar:, Tablo 2'de kompozisyonu ve-
riten Dulbecco’nun Fosfat Buffer Salina
(PBS) swisina glikoz, sigir serum albumi-
ni, sodvum purivat, penisilin, streptomi-
sin ve sifir serum ilavesi ile elde edilen
M-PBS swvist ile yikanir. Bunun icin tak-
riben 500 ml s1vi cam siseye konarak, si-
cak su icerisinde 37°C’ye kadar isitilir.
Sekil 3’de goruldugii gibi vikama sivisy
dolu olan sise vericinin vulvasindan 1 met-
re yukarida tutulur. Daha sonra giris tii-
pti katetere baglanarak sivi iceri verilir.
Birinci yikama swrasinda yalmzca 25-330
ml sivi, daha sonrakilerde ise 50 ml'ye
kadar artirilarak, uterus boynuzlan sivi
ile yikanirken ilk iki yikamada boynuz-
lara masaj vapilir. Yikama islemi uterus
bovnuzlarina her sivi verilisinden sonra
teknisyenin uterus boynuzlarimin birles-
tigi verden hafifce boynuzu tutarak yu-
kariva kaldirip verilen sivinin geri almma-
s1 saglamir. Teknisyen her yikama islemin-
den sonra maksimum sivimin geri ahina-
bilmesi i¢cin uterus boynuzlarmi hinerli
bir sekilde kullanmasi gerekir. Yikam:
islemi 3-7 defa tekrar edilir. Bu islem e~
nasinda yikama sivisi asagida bulunz
500 ml'lik silindirde toplamir. Aym isler
ler diger uterus boynuzu iginde tekra-
lamir (Shimohira, 1984).



Tablo: 2 — Embrivonun Geri Almmas: ve

2 - PRS'nin Kompozisvonu

Depolanmas: Icin Kullanilan

Unsurlar g/t
NaCl 8.00
KCL 0.20

PRBS (+) PBS (—)
KH.PO: .20
Na.HPOs 1.15
MgCL6H-0 0.10
Metal Tuzlar

CaCl: 0.1L
Na Purivat 0,034
Glukoz 1.00

Moditive
Sigir Serum Albuming
Unsuriar

Streptomisin
Si81r Serumu

3 60-4.00

100.000 1.U
100 Mg
O 20

73 4o 1y
Yikamn

conra silindir
kab'da teplansn sivr en oz 30 db bekle-
tilerelk toplanan embrivolarin dip kisma
cokmesi saglamir. Daha sonra alt 100 ml’
Lk kaso kalacak sekilde iist kismn s
vig1 tedrici olarak disariva ahnir. Geride
kalan vikama siwist 34 bivik petri ku-
tusuna aktarihr. Bu esnada silindir kabm
kenarlarinda embriyvo kalmavacak sekil-
de kenarlar vikanp temizleamelidir, Her
bir petri kutusundaki embrivolar, iki ve-
va daha fazla teknisven tarafindan stero
mikroskon altinda tamamen muavene edi-
fir.

Maavene edilen vetri kutulannda
embrivo gérildiigiinde, énceden hazirlan-
mis taze sivi ortamdan az bir miktar pas-
tor pipeti ile emilerck bu embrivonun et-
rafina dokilir. BSu arada kirmizr Lan
hiicraleri gibi c¢esitli partikitller disar1 ¢i-
kamhir. Hazirlanmis taze sivi ortam
(M-PBS + 9% 20 sitilmis siir serumu)
kiictik bir petri kutusuna konulur ve di-
ger tarafta bulunan embrivolar emilerek
burava aktarihir. Bivlece embriyvolar don-
durulmava sevk edilmeden &nce 3 saat
kadar oda sicakhginda rutulur ve embri-
volar simflandirilarak degeriendirilir.

EMBRIYOLARIN
ANIFLANDIRILMASE

Embrivolarin dederlerinin tavin edil-
wesi il emibrivo transfer isleminin ba-
savising etkiliven dnemli bir noktadir. Bi
tlin embrivolar, 10U veva 200’ kadar bu
yiilten mikroskopta incelenerek hiicrele-
rin gelisme devresi ve kaliteleri tele tek
tavin edilir.

a — Hiicrelerin Gelisme Sathalarn :
Verici havvanlardan toplanan embrivolar
farki: safhalarda olmaktadir. Herbir dev-
rede tinik morfolojik gbrintis sekil 4'de-
ki gibidir.

b — Kalite : Embrivolarn kalitesi;
sekil, renk. sayi, hiicrelerin yoguniugu,
suyu cikmis ihrac edilenlerin ve dejene-
re olmus hiicrelerin mikiar gibi paramet-
reler tarafmdan tayin edilir. Embrivo ka-
litesinde bu kriterler dikkate alinarak
sévle bir sumflama yapiir  (Shimohira,
1934).

A — Cok Iyi : Embrivonun her bir
devresinde tam morfolojik gelismeye sa-
hiptir.
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3 — fyi : Embrivolarda dnemsiz ek
siklikler vardir. Thrag edilmis birkag blas-
tomer ve diizensiz sekilli bir kac kabar
caik goriilebilir.

C — Orta: Embriveda 6nemli prob-
lemler olmamakla beraber, ihrac edilmis
blastomerlerin varh&, kabarciklar ve bir
miktar dejenere olmus hiicre goriiliir.

D — Zawif : Embrivoda siddetli prob-
lemler vardir. Thrac edilmis bir ¢ok blas-
tomer, dejenerce hilcreler, fazla miktarda
kabarciklar ve farkli hacimlarda hicre-
ler goruliir. Fakat embrive canli gdriin:
mektedir.

E — Transferde Kullanilmayan Emb-
rivo : Hiicrelerinin hepsi dejenere nlmus
ve dollenmemis embrivolacdir.

Embrivolarin kalite simflamast ¢ok
subjektiftir. Ancak smiflamada birinin
digerinden farkhihg bidinmelidir. Embri-
volar smiflanmirken mevcut biivuk farklh-
liklar gibi kiicuk farkhiliklar ve benzer-
likler ortaya ¢ikariimahdir.

ALICILARIN SECIMI VE

VERICILERLE

SINKRONIZASYONU

Basarili bir embrive transferi vapa-
bilmek icin ahicr ve vericiler arasinda en
fazla + 24 saatlik bir farkla kizginhklar
sinkronize edilmelidir. Bu durum tabi ola-

rak saglanabildigi gibi progesteron hor-

(PCY veva analoglarimin enjeksivonu ile
sadizr  (Betteridge, 1977; Shimolura,
1984; Kilicoglu ve Alacam, 1983).

Ssver aher PG ile sinkronize edile-
cekse kizginhgin baslangicimi takip edern
3-15 nci glinler arasinda kas igerisine 3
mg PG enjekte edilir. Bovlece 3 veva 4
giin sonra havvanlarda kizgimmhk gorilir.
Bu abcilarda kizemnhk baslamas: goral
duigtinde foiikiller kontrol edilir, ertesi
gtin sksam vumurtalama durumlari kont-
rol edilmelidir. Aliciva embrivo transferi
vapilmadan ir giin dnce (6. giin) Carpus
Lutesmun (CL) seklil kontrol edilir. Alic
adavi vumurtalamamissa veva ovulasvon
gecikme gosterivorsa o hayvan alici ola-
rak  kullamlmamalidir. Keza embriyo
transferinden onceki giin CL'un morfolo-
jisi wvgun bir durumla degilse bu hav-
vanlarda saf dist birakilmahdir (Kilicoglu
ve ark., 1984: Shimohira, 1984).

EMBRIYONUN TRANSFERI

Sigirlarda embrivo transferi ameli-
vatla veva amelivatsiz olarak gerceklesti-
rilebilmektedir.  Amelivatsiz
transferi igin vericilerden alinan embriyo-

embrivo

lar smiflandirilma isleminden sonra Tab-
lo 3’de kompozisyonu verilen soliisyon-
larda depolanirlar. Antibiyotik iceren bu
solitsyonlar Filitreden gegirilerek sterilize

monlar:  enjeksiyonlari, prostoglandin cdilmelidir.
Tabl> 3 — Cesitli Solitsyonlar ve Gerekli Miktarlar
Isitilmuas
Soliisyon A B C Serum
% 6,7 gliserol 3 ml 3 ml — —
% 3,3 gliserol 6 mi 6 ml — —_
0,3 M Siikroz — —_ 4 ml 1 ml

Soliisyon A : % 20 BS + M — PBS

40 ml M-PBS ve 10 ml sitilms sifir serumundan (BS) olus-

turulur.

Soliisyon B : % 10 gliserol soliisvonu

18 ml A soliisvonundan 2 ml gliserolden clusturulur.

Soliisyon C : Siikroz Soltisyonu

14,3 gr siikroz ve 80 ml oluncaya kadar soliisyon ilave edilir.




Soliisvonlardaki embrivolar plastik
pipete yerlestirilmeden dnce su islemier-
den gecirilmelidir (Shimohira, 1984).

t — M-PBS 4+ % 20 BS (Sizir Se-
rumu) soliisvonunda embrivolar vikanir.

2 — % 3,3'%iik gliserol soliisyonun-
dan 5 ml petri kutularina konularak emb-
rivolar burada 10 dk. tutulur.

3 — % 6,7'lik gliserol soliisvonun-
dan 3 ml diger petri kutularina konula-
rak, % 3,3'liik glisero! soliisvonunda bu-
lunan embrivolar bir pipet ile % 6,71k
gliserol soliisyonuna aktarihr ve burada
10 dk. bekletilir.

4 — Bu petri kutularindaki embrivo-
lar % 10'luk gliserol soliisvonu (5 mi)
bulunan petri kutularina aktarihp 20-30
dk. bekletilir.

Daha sonra peiri ketusundaki emb-
rivo 0,25 ml'lik plastik pipete tiberkilin
piringast  vasitasi ile asagidaki  sivayla
verlestirilir (Sekil, 3).

a — 2 cm 0,3 M'luk Siikroz
b — 0,5 ¢ hava kabarcig:

c -1 cm % 10'luk gliserol soliis-
yonu ve icerisinde embriyonun
birlikte yerlestirilmesi.

d — 8 em 0,3 M'luk siikroz

e -— Pamuk tikag islanincava kadar
hava emilir.

f — Pipetin son kismi 1s1 aracihig
ile miihiirlfenir.

Bu doldurma isleminden scnra emb-
rivo kisa slire icinde transfer edilecekse
hazirlanan pipet, plastik katetere verles-
tirilerek Cassou tabancasina takiir. Bu
arada embrivo transferi yapilacak inegin
{alicinin) onceden hazirlanmis diizenekte
vulva, vagina ve aniis bolgesi temizlenip
iyi bir sekilde dezenfekte edilir. Daha
sonra epidural anestezi (3-4 ml) yapilip,
kuyruk baglanir. Suni tohumlamada ol-
dugu gibi cervix'ten girilerek inegin ip-
siletaral (ovulasyonun yer aldifi vumur-

tabik tarafina) uterus bovnuzuna embrivo
aktariir (Bifurcation noktasindan  5-10
cm Oteve). Biitiin bu islemler steril sart-
larda vapimalidir. Embrivo transferi da-
ha sonra gerceklestirilecekse, hazirlanan
bu embrivolar dondurularak saklanabilir-
ler. Dondurma isleminde su sira takip
edilir.

I — Oda sicakligindaki pipetler so-
gutma makinasina verlestirilerek her da-
kikada -~1°C sogutularak, -7°C've kadar
distirtilir. Bu noktada 2 dk. beklenir.

2 — Swvi nitrojende sogutulan pens-
ler ile pipete verlestirilmis gliserol icin-
deki embrivolu kistmdan tutularak (emb-
rivodan uzak noktadan) buz kristalleri
teskil oluncaya kadar pens ile sogutulur.

3 — Embriyolu pipetler tekrar so-
gutma makinasma konur ve 8 dk. orada
tutulur. Daha sonra dakikada -0,3°C dis
sturiilerek -30°C'yve kadar sogutulur. Bu
noktzda 10 dk. bekletilir.

4 — Sonra sivi nitrojenle —196°Cve
hizla sosetularak boylece embrivolu pi-
petler sivi nitrojen icerisinde tutulurlar.

Dondurulan embriyolar asagida su-
nulan ¢ozilme yoluyla transfere hazir
duruma getirilir.

a — Embriyolu plastik pipetler sivi
nitrojenden cikarilarak 37°C deki su ban-
vosuna konulur. Burada 1 dk. bekletilir.

b — Embrivolu pipet dikey olarak
tutulur ve narikce sallanarak gliserol ve
siikroz bolmelerinin karismast saglamr.

-~ — Daha sonra tekrar pipetler su
banyosuna konulur ve 10 dk. dikey ola-
rak burada tutulur. Sonra disar1 almip
kurulanarak embrivo transferi yapmak

fizere kullanilir (Shimohira, 1984).

Netice Qlarak; Embrivo transfer tel-
niklerinin hem gelistirilmesi hem de ya'
amlastirtimasi ile kisa stirede arzu edilen
genotinleki hayvanlann biyiik miktarl
da elde edilmesi saglanacak ve bunun
Layvancilifim gelistirilmesine biivitk kat-

kilar olacaktir.
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i Hucre

Disllenme

2 Hicre
28-32 Saat

4L Hucre
45-50 Saat

% Hucre
60-70 Saat

16 Hucre
3-4 Gun

Morula

5-7 Gin

/ : ‘. X Blastosit

Uterus Boynuzu 7-8 Giin

Sekil 4, Embriyonun Devreleri

Sivi ortam icinde

Srvi embriyo Sivi Pamuk Tikac
v e £ i J
I 1\10/1' IM | J
1
Hava Kabarcidl T

itml lik Tiberkiloz Stiringas:

Sekil 5. Transfer i¢in 025 mi'lik pipet igine embriyonun yerlestirilmesi
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