Eveil Hayvanlarda Emhrio Nakli

Erol ALACAM *

Embrio nakli, fekonde olmug ve normal olarak gelismesine devam eden ovum'-
un verici hayvanin oviduct veya uterusundan alinarak diger bir hayvana transferi ola-
rak tamimlanabilir. Ancak yontemin ekonomik olabilmesi i¢in hormon enjeksiyonla-
11 ile ovaryumlarda birden fazla sayida follikiil gelistirilip, ovulasyon yaptinlmasi ge-
reklidir. Boylece yilkksek verimli bir hayvandan bir batinda ve ilk kusakta, genetik
olarak anamin tiim verim ozelliklerini tasiyan, ¢ok sayida yavru elde edilmesi miim-
kiin olmaktadir, :

Embrio nakli sonuclanna bakilarak cazip bir ydntem olarak gorilmekle
birlikte ¢ok iyi bir organizasyon ve deneyime gereksinim gostermektedir. tyi ve plan-
l1 bir grup ¢aligmas ile bagarih sonu¢ alinmasi miimkiindiir. Literatiirlerde bagan ora-
m taze embrio ile ortalama % 70 ve dondurulmug embrio ile % 55 olarak bildirilmek-
tedir,

Biz bu yazida embrio naklinin genetik ve ekonomik ydnlerine daha fazla de-
ginmeden, biiyiik ve kiiciikk ruminantlarda uygulanma y6ntemini gézden gecirmeyi
amacladik.

1. VERICI VE TASIYICI HAY VANLARIN SECIMi:

Verici (donor) hayvanlann iistiin genotip ozelliklerinin yanisira fertilitesi nor-
mal hayvanlar arasindan se¢ilmesi nemlidir. Tagtyic1 hayvanlannda verimlen diigiik
olabilmekle beraber fenotip olarak vericilere yakin, iyi geligmig, normal besili, ferti-
litesi iyi, sikluslan diizgiin ve belirgin olmahdir. Materyalin se¢iminden sonra gerek
verici gerekse alicilarin en az bir, iki siklusu izlenerek siireleri ve ovaryumlardaki
fonksiyonel yapilanin durumu kontrol edilmelidir. Bu muayeneler ineklerde rektal
palpasyonla kolaylkla yapilabilir. Kiigiik ruminantlarda ise kogullar elveriyor ise
endoskopi ile ovaryumlar gozlenebildigi gibi siiriiye arayici kog veya teke katilarak
Ostriisler izlenip, sikluslann siiresi buna gore hesaplanabilir.
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2. VERICI Vi TASIYICILARIN SINKRONIZASYONU VE
SUPEROVULASYON:

{striis ve ovulasyonun istenen zamana gore planlanmasi geklinde tanimlanabi-
len sinkronizasyon, ozellikle belirli ve az sayida materyalle galisilan kosullarda
mutizka uygulanmasi gerekli bir yontemdir. Tagiyic1 olarak ¢ok sayida hayvan
bulunabilirse bunlar arasindan verici ile aym giinde Ostriis gosterenler secilip, sin-
kronizasyon gerekmeyebilir.

Gerek vericilerin gerekse tasiyicillann sinkronizasyonu ya progestagenlerin,
oral, deri alti1 implant, kas i¢i enjeksiyon veya vaginal siingerler biciminde uygulan-
masl ile ya da PGF, a veya analoglarinin kas ici, uterus ici enjekte edilmesiyle yapi-
lir. Progestagenlerle ostriis ve ovulasyon istenen siire geciktirilebilirken, prostaglan-
dinler ile fonksiyonel corpus luteum ortadan kaldinlarak kisa siirede bir follikii
gelismesi ve Ostriis saglanabilir. Ineklerde rektal palpasyon ile corpus luteumun
kolaylkla belirlenebilmesi nedeniyle PGF, a veya analoglarinin 25-35 mg. dozlarda
kas ici yolla enjekte edilmesi en pratik yontem olarak kabul edilmektedir. Pro-
Ostriis, Ostriis veya meadstriis donemindeki ineklerde ise 11 giin ara ile iki enjeksiyon
yapilmasi gerekir. Ostriis son enjeksiyonu izleyen 2-5 giin i¢inde gekillenir.
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Sekil: 1
Inekte seksiiel siklus sirasindaki hormonal diizen ve
prostaglandinlerin uygulanma zamanlar:

Kiiciik ruminantlarda ise progesteron emdirilmig siingerler (40-60 mg) vagina-
ya uygulanp, 13-16 giin burada birakilirlarsa, siingerlerin ¢ikartilmasini izleyen 36-
48. saatler icinde Ostriisler sekillenir. Sinkronizasyon i¢in prostaglandinler ¢ift en-
jeksiyon geklinde (7.5 mg) dozda uygulanabilirse de kiiciik ruminantlar icin siinger
uygulamalan daha pratik ve ucuz olmaktadir.

Embrio nakli i¢in alic1 ve vericiler arasindaki sinkronizasyon farki + 24 saati
gegmemelidir. .
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Ovaryumlarda ¢ok sayida follikiil gelistirilmesi ve ovulasyonun saglanmasi sek-
linde tanimlayabilecegimiz siiperovulasyon ise gonadotropik hormonlann enjeksiyo-
nu ile saglanr. Bu amagla PMSG (Gebe kisrak serumu) ineklerde 2000 + 500 IU,
kii¢iik ruminantlarda 1200-1300 IU dozda kullanilabilir.

PMSG, ineklerde vericinin sinkronize edilmedigi dogal siklusun 16. giiniinde,
prostaglandinler kullanilmigsa son enjeksiyondan 4048 saat nce enjekte edilir.
Kiiciik ruminantlarda ise siingerlerin ¢ikartiimasindan veya son prostaglandin uygu-
lamasindan 24 saat once verilir. Siiperfollikiilasyon i¢in FSH hormonu da kullanila-
bilir. Ancak yan dmrii kisa bir hormon oldugundan son progesteron uygulamasin-
dan bir giin 6nceden baglayarak 12 saat ara ile 3 giin bokinmiig dozlarda enjeksiyonu
- gerekmektedir. '

Boylece gonadotropin enjeksiyonlan ile ortalama 8-12 ovulasyon saglanabil-
mektedir.

3. TOHUMLAMA:

Gerek verici gerekse tagiyicilarin Ostriis gosterip gostermedikleri 6zenle izlen-
dikten sonra sira vericinin tohumlanmasina gelir. ineklerde dogal agim ile eniyi so-
nuclar alinmaktadir. Bu durum spermanm nitelik ve nicelifinin yanisira ostriisiin iyi
olarak belirlenmesine de bag'dir. Suni tohumlama yapilacaksa Gstriis ve sonrasinda
12 saat ara ile ¢ift doz kullanilarak iki defa tohumlama yapilmas: yeterli olur.

Kiigiik ruminantlarda ise dogal agimn yapiliyorsa hayvanlarda seksiiel istek so-
na erene kadar 12 saat ara ile agim yapilmasi gerekir. Aragtirmadan median cizgiden
yapilan laparatomiden sonra 0.01-0.02 ml. spermanin dogrudan cornu uterilere, ute-
1o tubal noktanm 3-4 cm. gerisinden, verilmesi ile en iyi sonuclann alindifini goster-
mektedir.

4. EMBRIOLARIN ELDE EDILMESI:

Ineklerde embriolan elde etmek i¢in en uygun yoéntem uterusun vaginal yolla
yikanmasidir. Embriolarin 3-5 giinlerde ¢ogunlukla 4. giinden sonra, uterusa indigi
gozoniinde tutulmahdir. Gerek uterusun yilkanmasi gerekse nakledilene kadar emb-
riolarin saklanmasi icin degigik vasatlar kullamlmaktadir. Bunlar arasinda "'Zengin-
lestirilmis fosfat buffer (PBS) (Whittingam PB, ) * vasat1 olduk¢a sik kullanilmakta-
dir. Bu vasat hazirlandiktan sonra deep-freeze de dondurularak 3 ay kadar saklana-
bilir. Kullanilacag: zaman 30-37°C ye isitilmahdar.

ineklerde uterusun yikanmast icin iki veya ii¢ kanall foley kateteri en sik kul-
lanilmaktadir. Bu kateterler rekto vaginal yontemle cervix uteri kanalindan geciri-
lerek uterusa sokulurlar. Yikanacak kornu uterinin u¢ kismina kadar itildikten son-
ra, verilen siv1 vasatin sadece kateter aracihi ile geri alinabilmesi i¢in, ucundaki
balon hava verilerek sigirilir. Boylece kateterin ucu uterusun cidarlan arasinda siki-
sir. Daha sonra her defasinda 50 ml. vasat kullanilarak her iki cornu uteri ayn ayn
500'er ml. vasat ile yikanir., Sivimin geri alinmasi sirasinda rektumdaki elle cornu
uteriler hafifce yukan kaldinlarak ve hafif masajlar yapilarak sivinin akis kolaylag-
tirilmig olunur,
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Sekil: 2
Ineklerde kornu uterilerin yikanmasi

Koyunlarda ise uterusun yikanmasi laparatomi ile yapilir. Median cizgiden ya-
pilan ensizyondan sonra uterus disan alinarak oviduct'un serbest ucuna cam bir ka-
niil yerlestirilir. Daha sonra utero tubal noktamin 4-5 cm. uzagindan kiit bir i§ne
ile uterusa girilerek 10 ml. vasat lumene enjekte edilir. Vasatin geriye dogru akmasi-
n1 engellemek iizere bifurkasyon noktasindan uterusa bir barsak pensi uygulanabilir.
Daha sonra uterus duvarina yapilan 6zenli masaj hareketleri ile uterustaki siv1 ovi-
duct'tan gegirilip ucundaki kanul yardimiyla bir petri kutusunda toplanir. Aym is-
lemler diger kornuda da tekrarlanir.

Uteruslanin yikanmasindan sonra lumenine bir miktar antibiyotik verilmesi
koruyucu olarak faydah olur.

Elde edilen yikantilar steril cam meziirler veya petriler icinde 30 dakika kadar
dinlenmeye birakilir. Bu arada embriolar afirhklar: nedeniyle dibe ¢okerler.

5. EMBRIOLARIN DEGERLENDIRILMESI:

Meziirlerin iist kismindaki vasat bir pipet ile cekilerek alinabilir. Kalan dip ki-
simdaki vasat saat cam bicimindeki gukur camlara veya ufak petri kutularina dag-
tilarak Stereo mikroskopta X12-X50 biiyiltmelerde kontrol edilir. Mikroskopta sap-
tanan embriolar teker teker, ucuna tiberkiilin ginngasi ilistirilmig ince pastér pipet-
leri ile alinarak ayn kaptaki taze vasat i¢cinde toplanirlar. Yikantilardaki embriolarm
tamam toplandiktan sonra embriolann degerlendirilmesine gecilir. Degerlendirme
morfolojik olarak yapilir. Déllenmemis olanlar kolaylikla ayirt edilebilir. Tablo: 1
de giinlere gre embriolann morfolojik zellikleri verilmigtir.

Fekonde olmug ve bolinmelerini normal olarak siirdiiren embriolar nakil ama-

ci ile kullanilabilirler. Embrio naklinde embriolann degerlendirilmesi basany: etki-
lemesi yoniinden ¢ok énemlidir.
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Tablo: 1
Embriolarin Morfolojik Ozellikleri (Giinlere gére)

Toplama Giinii inek Koyun. :Keci
2 2 hiiereli |  2-4 hiiereli | 1-2 hiicreli
g 4 hiicreli '8 hiicreli | 4-8 hiicreli
4 8-20 " 8-20 "
5 16 hiicreli Erken morula| Erken morula
6 Morula Geg¢ morula | Morula
7 Erken . Sarkan Gec¢ morula
blastocyst blastocyst

Sekil: 3
Degisik dénemdeki inek embriolar:
a) 4 hiicreli (3. giin), b) 16 hiicreli (5. giin)
¢) Morula (6. giin), d) A¢ilan blastocyst (10. giin).

6. EMBRIOLARIN TASIYICILARA NAKLI:

Nakil islemi ineklerde operatif veya operatif olmayan yontemlerle yapilabil-

mektedir. Koyunlarda ise operatif nakil en saghkhsidir. N
ineklerde operatif yontemde aghk cukurlufunun biraz gerisinden diisey bir

ensizyonla laparatomi yapilarak pelvis boslugunda yer alan uterus miimkiin oldugun-
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ca digan cekilir. Corpus luteumu tagiyan ovaryum tarafindaki komu uterinin ug kis-
muna kiit bir igne ile delik agilir. Buradan pastor pipeti igine 0.2 ml. vasatla birlikte
alinan embrio uterus lumenine yavagca enjekte edilir. Operatif olmayan yontemde
ise embrio, mini payetlere veya uygun uzunluktaki polietilen sondalara ahndiktan
sonra suni tohumlama gmngas: veya Gzel bir madeni kateter ile cervix uteri kanalin-
dan gecirilip kornunun u¢ kismina birakilir. Embrionun nakli sirasinda icinde bulun-
dugu vasat miktan 0.2-0.5 ml. olmalidir. Aksi takdirde uterus kontraksiyon yaparak
embrioyu digan atar. Nakilden sonra hayvana progesteron enjeksiyonu yapilmas:
yararh olur.

Kiigiik ruminantlarda ise nakil operatif yontemle yapilir. Median cizgiden ya-
pilan ensizyonla kann bogluguna girilip, uterus digsan ahndiktan sonra pastor pipe-
tine alman embrio ineklerde yapildi1 gibi komu uterinin ucuna dogru enjekte edi-
lir. .

Gerek biiyik gerekse kii¢iikk ruminantlarda embriolar 5. giinde uterustan top-
lanarak yine uterusa nakledilirlerse en iyi sonuglan vermektedirler. Daha erken do-
nemde oviduct'tan toplanan embriolar ise operatif yontemle oviduct'a nakledilme-
lidirler.

Boylece nakiller yapildiktan sonra izleyen ilk ostriis zamaninda nakil yapilan
tagiyicilann izlenmesi ve uygun zamanlarda yapilan gebelik muayeneleri ile gebelik-
lerin aragtirlmasi yerinde olur. Vericiler ise 2-3 ay ara ile birkac defa iistiiste siiper-
ovulasyon ve toplama icin kullamlabilirler.
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