Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin

Arastirilmasi

Investigation of the Response of Different Breeds to the Superovulation

Treatment
Ozet

Bu ¢alisma, siiperovulasyon programu uygulanan 3 farkli sigir wkinin (Simental, Siyah-Alaca
ve Esmer) siiperovulasyon uygulamasma verdikleri cevaplarin ve elde edilen embriyo
kalitelerinin karsilastirilmasi amaciyla yapildi. Calismada her irktan en az bir dogum yapmus
ayni yas ve kondisyonlara sahip inekler kullanildi. Her inege Ostrus siklusunun herhangi bir
doneminde 1.38 g progesteron igeren intravaginal CIDR (Pfizer Inc., New York, USA) 9 giin
siireyle uygulandi. Her inege progesteron uygulamasinin 7. giiniinden baglamak iizere giinde 2
defa, 4 giin boyunca toplam 400 mg i.m. FSH (PLUSET/Laboratorios Calier) uygulamasi
yapildi. Biitiin hayvanlara 5. FSH wuygulamasi ile birlikte 150 upg. d-choprostenol
(Dalmazin/Vetas) yapildi ve 6. FSH uygulamasi ile birlikte CIDR uzaklastirildi. Son FSH
uygulamasinin ardindan strus belirtilerinin 12. ve 24. saatlerinde suni tohumlama yapildi. Tlk
suni tohumlamadan 7 (yedi) giin sonra non-surgical yontemle uterus yikamasi yapilarak
embriyolar toplandi. Elde edilen sonuglara gére Simental irki ineklerin siiperovulasyon

uygulamasina olan cevabinin diger irklardan daha iyi oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Siiperovulasyon, Embriyo, Simental, Siyah Alaca, Esmer

Abstract

This study was carried out to compare three different breeds (Simmental, Holstein and Brown
Swiss) for the response to the superovulation program and embryo quality. Cows from each
breed which have given at least one birth and which are at the same age and conditions were
used. Regardless of the period of the oestrus cycle, intravaginal CIDR (Pfizer Inc., New York,
USA) implant including 1.38 g progesteron was applied to each cow and kept 9 days long. A
total of 400 mg i.m. FSH (PLUSET/Laboratorios Calier) was injected twice a day during 4
days from 7th day after implantation of CIDR to cows. All animals were injected 150 pg d-
choprostenol (Dalmazin/Vetas) together with 5th FSH injection, and right after 6th FSH
injection CIDR was removed. After the last FSH injection, in the 12th and 24th hours from the
beginning of oestrus, cows were inseminated. Seven days after first insemination, embryos
were collected via non-surgical uterine flushing. According to the results, superovulation
response was better in Simmental cows than the others. The best response for superovulation in

FSH hormone was also observed in Simmental breed cows.
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Giris

Embriyo transfer (ET) teknolojisi genetik ilerlemeyi
hizlandirmak ve yiiksek genetik kapasiteye sahip
donorlerden elde edilen yavru sayisini artirmak
amaciyla kullanilmaktadir (Baruselli vd, 2006; Biilbiil
vd, 2010; Mapletoft vd, 2002). Sigirlarda genetik
ilerleme ve yetistirme i¢in uzun siireglere ihtiyag vardir.
Embriyo transferi teknolojisi genetik ilerlemenin
stiresinin kisaltilmasi agisindan 6nemlidir (Nilchuen vd,
2011; Barati vd, 2006). Embriyo transferinin en 6nemli
ve vazgecilmez unsurlarmdan biri de
stiperovulasyondur. Siiperovulasyonun amaci, fazla
sayida follikiilleri baski altina alarak onlar1 ovulasyon
icin hazir hale getirmektir (Akyol vd, 2014). Sigirlarda
embriyo iiretim ¢alismalar1 yaygin olarak yapilmaktadir
(Quaresma vd, 2003). Siiperovulasyon ve embriyo
toplamak igin birgok farkli protokol olmasina ragmen,
bu protokoller son derece degisken sonuglari ortaya
koymaktadir (Silva vd, 2009). Bos Taurus’larda
stiperovulasyon basina ortalama 5-6 adet transfer
edilebilir embriyo elde edildigi bildirilmektedir (Hasler,

1992). Ineklerden bireysel olarak embriyo elde etme

oranlarinda  ¢ok  genis  degisiklerin  olmasi
siiperovulasyon  uygulamasimnin  dogal  olmayan
prosediiriinden  kaynaklanabilmektedir (Stroud ve

Hasler, 2006). Donér sigirlardan elde edilen embriyo

kalitesine, faktorlerin  etkili

bilinmektedir (Silva vd, 2009). i¢ faktorler arasinda 1rk,

ic ve dis oldugu
yetistirme, gonadotropinlere karsi bireysel duyarlilik,
yas, beslenme aligkanliklari ve saglik durumu etkili
olmaktadir (Akyol vd, 2014; Silva vd, 2009). Dis
faktorler arasinda FSH’nin degisik ticari preparatlarinin
mevsim

kullanilmasi, dozu,

sayilabilir (Kafi ve McGowan, 1997).

uygulama sekli ve
Bu calismada; Simental, Holsteyn ve Isvicre Esmeri

irklarin  sliperovulasyon uygulamalarina  verdikleri

cevaplarinin karsilagtirilmasi amaglanmstir.
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Materyal ve Metot
Her bir irktan en az bir dogum yapmis iicer bas dondr
inek embriyo elde etmek amaciyla kullanildi.
Calismada kullanilan donorler farkli zamanlarda birden
fazla defa kullanilmigtir. Siyah Alaca irkinda (H grubu)
11, Esmer wrkta (E grubu) 9 ve Simental irkinda (S
grubu) 12 uterus yikama islemi gergeklestirildi.
Calismada kullanilan hayvanlarin yasama ve verim
paylart hesaplandi. Tiim hayvanlara kuru yonca otu,
kuru cayir otu ve arpa samant ile birlikte konsantre yem
ile giinde iki defa beslendi. Su ise adlibitum olarak
verildi. Hayvanlar yar1 agik serbest sistem ahirlarda
barindirildilar. Biitin hayvanlara 0Ostrus siklusunun
donemine bakilmaksizin 9 giin sireyle 1.38 g
progesteron iceren intravaginal CIDR (Pfizer inc., New
York, USA) uygulandi ve bu uygulama zamani sifirinci
(0) giin olarak kabul edildi. Sigirlara CIDR takilmasini
takip eden 7. glinden itibaren dort giin boyunca giinde
iki kez azalan dozlarda sabah aksam (80:80 mg, 60:60
mg, 40:40 mg, 20:20 mg) olacak sekilde toplam 400
mg/i.m. FSH (Folltropin-V-Bioniche, Belleville,
Ontario Canada) uygulandi. Biitiin hayvanlara 5. FSH
birlikte

(Dalmazin/Vetag) uygulandi ve 6. FSH enjeksiyonu ile

enjeksiyonu ile 150 pg. d-kloprostenol

birlikte CIDR uzaklastirildi. Son FSH uygulamasinin
12. ve 24. saatlerinde inekler 2 kez tohumlandi. Suni
tohumlamadan sonraki 7. giinde %1 buzagi serumu
(CS) (N4762, SIGMA) ve antibiyotik (125 mg/l
Kanamisin)  igeren  laktath

ringer  sollisyonu

(Eczacibag1) ile uterus yikama islemi yapilarak

embriyolar toplandi. Uterus yikamasini takiben elde
edilen siiziintii laboratuvarda mikroskop altinda tarandi.
Bulunan embriyolar Phosfat Buffer Soliisyonu (PBS)
+ %20 CS + %04 Bovine Serum Albiimine (BSA)
(A9647) soliisyonu igerisine aktarilarak stereo
mikroskop altinda degerlendirilip kalite ve gelisim

safthalarina gore siiflandirildi. Elde edilen embriyolar
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IETS nin (Wright JM (1998), belirledigi kriterlere gore

kalite siniflandirmasi yapildu.

Bulgular

Calisma sonucunda siiperovulasyon uygulamasina
wklar bazinda elde edilen bulgular Tablo 1°de
verilmistir. Bu ¢alismada H grubunda 11, E grubunda 9
ve S grubunda 12 uterus yikama islemi gergeklestirildi.
Elde edilen korpus Iluteum sayilari, ovum-embriyo
kazanma, transfer edilebilir embriyo, dejenere embriyo

ve fertilize olmamis oosit degerleri; H grubunda

sirastyla  8.36£2.37, 70.65 (65/92), 3.27£2.05.
1.454£0.92, 1.18+1.28, E grubunda, 10.22+2.62, 95.65
(88/92),  3.66+2.67,  1.56+1.01, 4.33+1.14, S
grubunda, 15.92+2.27, 83.24 (159/191), 6.83+1.96,

3.33+0.88,  3.08+1.22 olarak tespit edildi. Irklar
arasinda CL sayis1 ve embriyo kazanma orani
bakimindan gruplar arasindaki farklililk  Snemli

bulunmustur (P<0.05). Transfer edilebilir embriyo ve
transfer edilemeyen embriyo bakimindan gruplar arasi
istatistik  olarak fark gdzlenmemistir  (P>0.05).
Hesaplamalarda one way anova kullanilmigtir. S
grubunda hayvan bagmna 15.9242.27 olan CL
ortalamasi, H grubundan elde edilen sonuglara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Geri kazanma
oranlart1 bakimindan Esmer 1rkin siiperovulasyonu
sonucunda tespit edilen kowrpus Iluteumlara ait
hiicrelerin biiytik bir ¢ogunlugunun elde edildigi (%
95.65) ve bu oranin diger 2 irka ait geri kazanimdan

yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

Tartisma
Bu ¢aligma 3 farkli sigir irkina uygulanan (Siyah Alaca,
Esmer ve Simental) siiperovulasyon programinin elde
edilen embriyo say1 ve kalitesi tizerindeki etkisini tespit
etmek amaciyla

gerceklestirildi. Sigirlarda

siiperovulasyon programini etkileyen ¢ok ¢esitli
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faktorler vardir. Bu faktorler arasinda en Onemlileri;
hayvanlarm irki ve yetistirildigi ¢evredir (Mapletoft vd,
2002). Cevresel faktorler arasinda; beslenme durumu,
iireme gegmisi, sezon, yetistirme tarzi ve ovaryumlarin
sirasindaki  durumlar1  siiperovulasyonu
(Mapletoft vd, 2002).

Embriyo iretimini sinirlayan temel faktorlerden biri,

uygulama
etkileyen faktorlerdendir

ticari olarak siiperovulasyon amaciyla kullanilan
gonadotropinlerin ovaryumlar {izerindeki etkisi ve
yeterli sayida oosit ovulasyonu saglamasidir (Kelly vd,
1997).

Demczuk vd, (1998) Simental irki ineklerde yaptiklar
calismada ortalama 9.8 adet transfer edilebilir embriyo
elde ettiklerini belirtmislerdir. Simental irki ineklerin
siiperovulasyonu amaciyla iki farkli FSH preparatinin
kullanildigr bir ¢calismada Pluset kullanilan grupta 7.56,
Pluset ve Folltropin birlikte kullanildigi grupta ise
ortalama 10.44 edilebilir

2004).

transfer embriyo elde

edilmistir (Nascimento, Bizim yaptigimiz
calismada FSH preparati olarak Folltropin kullanilmig
olup elde edilen transfer edilebilir embriyo sayisinin bu
caligmalardan diisiik oldugu gorilmistir. Biilbtl vd,
(2010)
calismalarinda ortalama 9.2 adet CI ve 4.5 adet transfer
edilebilir

Tarafimizdan yapilan ¢aligmada, bu c¢aligmaya yakin

Isvigre ~ Esmeri  sigirlarda  yaptiklart

embriyo elde edildigini bildirmislerdir.
sonuglar elde edilmistir. Detterer vd, (1997) 2 veya
daha fazla dogum yapmis Siyah Alaca irki ineklerde
yaptiklari calismalarinda elde ettikleri ortalama 9.23
adet embriyodan ortalama 4.46, adedinin, Viera vd,
(2014) Siyah Alaca irki ineklerde 10.6 hiicreden 7.5,
Hasler vd, (1981) 3-6 yas arasi Siyah Alaca ineklerde
ortalama 10.7 adet hiicreden 7.1 adedinin nakledilebilir
nitelikte oldugunu belirtmislerdir. Bizim yaptigimiz
arastirmada ise gerek ovaryum iizerindeki Cl sayis1 ve
gerekse transfer edilebilir kaliteli embriyo sayisi

bakimindan ilgili yazarlardan daha az bulunmustur.
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Diisiik olmasinin en 6nemli sebebinin yetistirme sartlari
ve beslemenin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Siyah Alaca irki sigirlarda yapilan bir
bagka caligmada siiperovulasyon basina ortalama 4.15
transfer edilebilir embriyo, 2.12 transfer edilemez
embriyo elde edildigi bildirilmistir (Hizli vd, 2012).
(MOET)

kapsaminda Misir’da yapilan caligmada Isve¢ Esmer’i

Multiple ovulasyon ve embryo transfer

ineklerin siiperovulasyon programina cevabinin Siyah
Alaca ineklerden daha iyi oldugu belirtilmistir (Hiissein
vd, 2014). Yine Amerikan Embriyo Transfer Birliginin
verilerine gore siiperovulasyon sonucu, et¢i irklarda

ortalama 6.6, siitcii irklarda ise 5.7 kaliteli embriyo elde

Siiperovulasyon Uygulamasina Farkl Irklarin Verdikleri Cevaplarin Arastirilmasi

edildigi bildirilmektedir (Hasler, 2010). Sunulan
calismada et¢i Ozelligi agir basan kombine irklardan
Simental ki ineklerden siiperovulasyon sonrasi elde
edilen sonuglarin diger iki wktan daha iyi oldugu
goriilmektedir. Ozellikle ortalama CL ve transfer
edilebilir embriyo sayilar1 bakimindan daha iyi sonuglar
alinmstir. Siiperovulasyon sonrasi elde edilen hiicre ve
embriyolarin geri kazanim orani ise Esmer irkta %95.65
gibi oldukga yiiksek bir oranda ¢ikmistir. Bu durumun
en biliylk sebebi olarak Esmer 1wk ineklerin
uteruslarinin  anatomik yapisinin maniiplasyonlarda
kolaylik

saglamasindan kaynaklandigi

disiiniilmektedir.

Tablo 1: Siiperovulasyon uygulamasi sonucu elde edilen veriler.
Table 1: The data obtained from superovulated application.

Siyah Alaca Esmer Simental
N 11 9 12
Toplam CL 92 92 191
Ortalama CL 8.36+2.37° 10.2242.62%  15.9242.272
Transfer edilebilir embriyo 36 33 82
Ortalama transfer edilebilir embriyo 3.27+£2.05 3.66+2.67 6.83£1.96
Dejenere embriyo 16 14 40
Ortalama dejenere embriyo 1.45+0.92 1.56+1.01 3.33+0.88
UFO 13 39 37
Ortalama UFO 1.18+1.28 4.33+]1.14 3.08+1.22
Toplam oosit ve embriyo 65 88 159
Geri kazanim orani (%) 70.65°¢ 95.652 83.240
Follikiil bulunma orani (%) 27.27 11.11 8.33

(P<0.05)

Sonuc¢
Sonug¢ olarak her ii¢ irkin embriyo transferi amaciyla

stiperovulasyonda kullanilabilecegi kanaati olusmustur.
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