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Ozet: Bu calismada, dondurulmus-cozindiriilmis embriyo transfer edilen ineklerde gebelik orani tizerine farkli Sstriis
senkronizasyon yontemlerinin etkilerinin karsilastirilmasi amaglandi. Bu amagla tasiyicilarin 6strisleri (n=50) iki farkli
yontemle senkronize edildi. Birinci gruptaki (PG grubu, n=24) tasiyicilara 11 gin ara ile 500 pg cloprostenol kas igi yolla
uygulandi. ikinci gruptaki (implant grubu, n=14) tasiyicilarin kulak derisi altina 10 giin siireyle 3 mg norgestomet iceren
implant yerlestirildi. Bununla birlikte ayni zamanda 3 mg norgestomet+5 mg Ostradiol valerate kas igi uygulandi.
Uygulamanin 9. giiniinde 500 pg cloprostenol kas igi enjekte edildi. Spontan 6strls gosteren inekler tiglincli grubu (Kontrol,
n=12) olusturdu. Embriyolar Ostris sonrasi 7. glinde epidural anestezi altinda korpus luteumun bulundugu taraftaki kornu
uteriye birakildi (8striis 0). Gebelik tespiti, 6striis sonrasi 30, 60 ve 90. giinlerde yapildi. Gebelik orani PG, implant ve Kontrol
gruplarinda 30. giinde sirasiyla %66.6, %64.3 ve %33.3 oldu. Embriyonik 6limler sadece 30-60. gilinler arasinda PG (n=4) ve
implant (n=2) gruplarinda belirlendi. Gruplar arasinda gebelik oranlari agisindan énemli farkllik belirlenmedi. Sonug olarak,
dogal oOstrus gosterenlere kiyasla senkronize edilen ineklerde daha yiiksek gebelik oranlari elde edildi ve iki farkh
senkronizasyon protokolu arasinda istatistik fark bulunamadi.

Anahtar kelimeler: Embriyo transferi, inek, Tasiyici senkronizasyonu

The Effect of Different Recipient Synchronisation Protocols on Pregnancy Rates in
Cryopreserved Embryo Transferred Cows

Abstract: The aim of this study was to compare the effect of different oestrus synchronisation protocols on pregnancy rates
in cryopreserved-thawed embryo transferred cows. For this purpose, the recipient animals’ oestruses (n=50) were
synchronised with two different synchronisation protocols. In the first group (Prostaglandin F2 alpha (PG) group, n=24), two
intramuscular administrations of 500 pg of cloprostenol were performed at 11-day interval. In the second group (implant
group, n=14), an ear implant containing 3 mg norgestomet was inserted subcutaneously in the ear of each cow for 10 days.
In addition, intramuscular form of 3 mg norgestomet+5 mg oestradiol valerate was admistrated at the same time. On d
9, 500 pg of cloprostenol (PG) was administered intramuscularly. In the third group (Control, n=12), cows exhibiting
spontaneous oestrus were included in the study. After synchronisation, embryos were transferred into the uterine horn
ipsilateral to the corpus luteum by epidural anesthesia on d 7 (oestrus= d 0). Pregnancy detection was performed on d 30,
60 and 90 after oestrus. Pregnancy rates were 66.6%, 64.3% and 33.3% on d 30 in groups PG, Implant and control,
respectively. Embryonic losses were detected only between d 30 and 60 in PG group (n=4) and Implant group (n=2). There
was no significant difference for pregnancy rates between groups. In conclusion, higher pregnancy rates were obtained in
synchronised cows than in controls, and there was no significant difference between synchronisation groups.

Key words: Cow, Embryo transfer, Recipient synchronisation.
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Kose ve ark.,

GIRi$

E

sirede arttirilmasi amaciyla kullanilan 6nemli bir
Bu

mbriyo transferi, ineklerde genetik ilerlemenin
hizlandirilmasi ve kaliteli damizhk sayisinin kisa
biyoteknolojik yontemdir. amaglarin
gerceklesebilmesi icin donérden alinan transfer
edilebilir nakledildikleri

yasamini surdirmesi ve gebelik siirecinin buzagi

embriyolarin uterusta

dogumuyla tamamlanmasi gerekir. Bu nedenle

embriyolarin  transfer  edilecegi  tasiyicilarin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (McMillan, 1998).
GCunku edilebilir  kalitede bir
embriyonun deneyimli bir tarafindan

taslyiclya transferi sonrasi gebeligin olusumu icin en

transfer olan

operator

o6nemli faktoriin secilen tastyicinin uygunlugu oldugu
belirtiimektedir (Hasler, 2004). Embriyo implante
oluncaya kadar gelisimini devam ettirebilmesi igin
uterus  endometriyumundan besleneceginden
embriyo transferinin basarisi igin taslyicinin 6stris
siklusunun embriyonun gelisim evresine uygun
olarak senkronize edilmesinin gerekliligi daha iyi
anlasilmaktadir (Sagirkaya, 2009). Bununla birlikte
dondurulup-¢éziindiiriilmis embriyolarin transferi
sonrasi elde edilen gebelik oraninin, taze embriyo
transferine goére daha dasik ve gebelik basina
ortalama maliyet daha yuksektir (Sagirkaya ve Bagis,
2003).

embriyolarin

Bu nedenle dondurulmus-¢oziindirilmuis

transferinde,  tasiyi-cinin  &stris

siklusunun senkronize edilmesinin gerekliligi ve
uygulanacak senkronizasyon protoko-liinin énemi
daha da artmaktadir (Bényei ve ark., 2006; Jones ve

Lamb, 2008).

ineklerde &striis siklusunun kontrolii amaciyla
uygulanan senkronizasyon yontemleri genel olarak
iki esasa dayanmaktadir. Bu yontemlerden birincisi
luteolitik ajanlar kullanilarak ovaryumlardaki luteal
yapinin lize edilerek luteal dénemin kisaltilmasidir.
Bu amagla prostaglandin F,, (PGF,,) ve sentetik
analoglari yaygin olarak kullaniimakta ve 10-14 gin
araliklarla iki prostaglandin uygulamalari daha ¢ok
tercih edilmektedir (Odde, 1990; Mapletoft ve ark.,

2009). ikinci ydntem ise gestagen uygulamasi ile kan

progesteron duzeyinin ylksek tutularak Ostris ve
ovulasyonlarin engellenmesi suretiyle luteal evrenin
uzatilmasidir (Odde, 1990; Ball ve Peters, 2004).

Bu uygulamalarda progesteron, siklik CL'den
kaynak-lanan asenkronizasyonun 6nline gecebilmek
ve Ostruslerin daha da toplulastirilabilmesi igin,
ve/veya sonunda

uygulamanin  baslangicinda

Ostradiol ve prostaglandin ile kombine edile-
bilmektedir (Ball ve Peters, 2004; Jones ve Lamb,
2008; Mapletoft ve ark., 2009). Gestagenlerin en
yaygin kullanilan formlarindan biri derialti implant
Granleridir (Alagam, 1997; Xu ve Burton, 1999;
Coyan, 2002). implant uygulamasinin baslangicinda
da siklik CL'nin
norgestomet+5 mg 6stradiol valerat iceren soliisyon

enjekte edilmektedir (Alagam, 1997; Bulbil ve

kontroli amaciyla 3 mg

Ataman, 2005). implantin uzaklastiriimasindan 24-
48 saat 6nce PG uygulamasi ile ostrislerin baslama

zamanindaki dagilim azaltilabilmektedir (Rathbone

ve ark., 1998). Genellikle kulak derisi altina
yerlestirilen implantlar bilesimindeki maddeler
nedeniyle  sitte kalinti  olusumuna neden

oldugundan diive ve laktasyonda olmayan ineklerde
kullanimi daha uygun oldugu bildirilmektedir (Ball ve
Peters, 2004).

Bu c¢alismada etilen glikolle dondurulmus-

¢ozdiirilmis birinci  kalite sigir embriyolarinin

transferinde tasiyicilara uygulanan 11 giin ara ile iki
kez PGF,, ve 10 giin sure ile kulak derisi altina

implant tarzinda progesteron uygulamalarinin

gebelik orani Uzerine etkilerinin, dogal ostrisleri
tespit edilen tasiyicilarda elde edilen gebelik orani

ile karsilastirilmasi amaclandi.

MATERYAL ve METOT

Calisma Bahri Dagdas Uluslararasi  Tarimsal

Arastirma Enstitisinde embriyo transferi amaciyla

olusturulan ¢ekirdek Brown Swiss sirlisiinde,

diiveler ve laktasyonda olmayan inekler {zerinde

gerceklestirildi. Hayvanlar enstitinin vyari acik
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barindirildi

durumlarina uygun olarak hayvan besleme birimince

sistemli  ahirlarinda ve fizyolojik
karma yem, yonca ve misir silajindan olusturulan
rasyon ile beslendi. Su ad libitum olarak verildi.

GCalismanin yapildigi dénemde siiriinin fertiliteyi

olumsuz etkileyen Bovine brucellosis, Bovine
vibriosis, Bovine leptospirosis, Bluetongue virus
infection, Mycobacterium tuberculosis, Enzootic

bovine leucosis, Infectious pustular vulvovaginitis
hastaliklari yoniinden ari oldugu yapilan laboratuvar

testleri ile dogrulandi.

GCalismanin  baslangicinda  tasiyicilara  genel
klinik muayene ve reprodiktif organlarin muayenesi
amaciyla rektal palpasyon ve ultrasonografik
muayene yapildi. Muayenelerde genital organlar
normal konumunda olan, ¢evresel dokulara yapisma
olmayan, uterus kornularinda herhangi anormal bir
durum (sivi birikimi, asimetri vb.) saptanmayan
Ostris siklusunun evresi
iki farkl

yontemle senkronize edildi. Dogal Ostriis gosteren

hayvanlarin  &strusleri,

dikkate alinmadan asagida agiklanan

ineklerden ise kontrol grubu olusturuldu. Ostriis

sonrasi 6. gln (Ostris=0. gin) tekrar rektal
palpasyon ve ultrasonografik muayene (5-7.5 MHz
rektal prob, Falko, Pie Medical, Hollanda) yapildi.
Muayenede uterus kornularinda herhangi anormal
bir durum (sivi birikimi, asimetri vb.) saptanmayan
ve ovaryumlarinda en az 2 cm ¢apinda CL’ye sahip

olan hayvanlar tasiyici olarak segildi.

Birinci gruptaki (PG grubu, n= 24) tasiyicilara

Ostris siklusunun dénemine bakilmaksizin 11 giin

ara ile iki kez 500 pg cloprostenol (PGFy;
Estru mate®, Essex Animal Health, Freisoythe,
Almanya) kas i¢ci uygulandi. ikinci  PGFy,

enjeksiyonunu izleyen 5 gin igerisinde 30 dakikalik
strelerle glinde 3 kez yapilan gbzlem yontemiyle

Ostrus gosterenler belirlendi ve kayitlari tutuldu.

14)

dénemine

ikinci gruptaki (implant grubu, n=

taslyicillara  ise  Ostris  siklusunun

bakilmaksizin 6 mg norgestomet iceren silikon
B.V.

aplikatort aracihgiyla

®
(Crestar , Intervet International,

Hollanda),

implant

Boxmeer, ozel

kulak derisi altina yerlestirildi ve 10 gin sureyle
burada tutuldu. implant uygulamasinin baslangi-
cinda 3 mg norgestomet ve 5 mg Ostradiol valerate
(Crestar®, Intervet International, B.V. Boxmeer,
Hollanda) iceren soliisyon kas ici enjekte edildi.
implantlarin gikariimasindan 24 saat énce PGF,, kas
ici enjekte edildi. PGF,, enjeksiyonunu izleyen 5 giin
grupta vyapildigi
yapilarak ostris gosterenler belirlendi.

suresince |. gibi Ostriis takibi
Ugiincii gruptaki inekler (Kontrol, n= 12) dogal

Ostriis gésteren taslyicilardan segildi.

Tastyicilara teknik sartnameye uygun olarak
yurt disindaki ticari bir sirketten (Sunshine Genetics
Inc., Whitewater, Wisconsin, USA) temin edilen
etilen glikolle dondurulmus birinci kalite 7 guinluk
edildi.

tastyicinin ostriis siklusunun 7. giininde dondr ve

embriyolar transfer Embriyo transferi
taslyicinin Ostris yaslari +12 saat araliginda olacak

sekilde  gergeklestirildi.  Tasiyicilara  transfer
isleminden 5 dakika 6nce bagirsaklarin peristaltik
hareketlerini azaltmak amaciyla Ust epidural
anestezi (3-5 ml lidokain HCI, Vilcain, Vilsan, Ankara,
uygulandi. hazirhginin

Tirkiye) Taslyicinin

tamamlanmasindan  sonra  embriyo  payetleri
¢Ozdirildi. Cozdirme islemi, sivi azot tankindan
alinan payetin 5-6 saniye havada tutulduktan sonra
25 °C'lik su banyosunda 25-30 sn tutulmasi ile
yapildi. Bu sirenin sonunda bir pens ile tutulan
payet kagit havlu ile kurulandiktan sonra transfer
kateterine yerlestirildi. Payetin isi ile kapatilan ucu
yere paralel olacak sekilde kesildikten sonra transfer
kihfi takildi. Embriyo CL’nin bulundugu taraftaki
kornu uterinin cranio-dorsal (1/3-1/2) bolimiine
birakildi. Transfer sonrasi payet mikroskop altinda
incelenerek embriyonun uterusa birakildigl teyit
edildi. Gebelik muayeneleri 30, 60 ve 90. giinlerde

ultrasonografik muayene ile belirlendi.

Calismada gruplarda elde edilen gebelik
oranlarinin ve gebelik kayiplarinin istatistiki yénden
karsilastirilmasi ki-kare testiyle (MINITAB, Release

12.1, Minitab Inc.) yapildi.
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BULGULAR

Sunulan g¢alismada 30, 60 ve 90. glinlerde bitiin
tastyicilardan elde edilen total gebelik oranlari
sirastyla %58.0 (29/50), %46.0 (23/50) ve %46.0
(23/50) olarak tespit edildi (Tablo 1). Buna gére
gebelik kayiplari 30-60. glinler arasinda %20.7 (n=6)
olmasina karsilik, 60-90. glnler arasinda gebelik
kaybi olusmadi. Senkronizasyon gruplarinda 30, 60

ve 90. giinlerde elde edilen gebelik oranlari Tablo
1’de Ozetlendi. Gruplarda tespit edilen gebelik
oranlari arasinda saptanan fark istatistiki agidan
onemli bulunmadi (p>0.05). Gebelik kayiplarinin
senkronizasyon metotlarina gore dagilimi ise Tablo
2’de verildi. Gebelik kayiplari agisindan gruplar

arasinda istatistiksel fark belirlenmedi (p>0.05).

Tablo 1. Gruplarda 30, 60 ve 90. giinlerde elde edilen gebelik oranlari (%).

Table 1. Pregnancy rates obtained on d 30, 60 and 90 in the groups (%).

Grup 30. glin 60. glin 90. glin

n (%) n (%) n (%)
PG 24 16/24  (66.7) 12/24  (50.0) 12/24  (50.0)
implant 14 9/14 (64.3) 7/14  (50.0) 7/14 (50.0)
Kontrol 12 4/12 (33.3) 4/12 (33.3) 4/12 (33.3)
Genel 50 29/50 (58.0) 23/50 (46.0) 23/50  (46.0)

istatistiksel farkhlik yoktur, P>0.05.

Tablo 2. Gruplarda 30-60 ve 60-90. giinler arasinda tespit edilen gebelik kayiplari.

Table 2. Pregnancy loss determined between d 30-60 and 60-90 in the groups.

30-60. glinler arasi  60-90. giinler arasi

Grup

(%) n (%)
PG 4/16 (25.0) 0/12 (0.0)
implant  2/9 (22.2) 0/7 (0.0)
Kontrol 0/4 (0.0) 0/4 (0.0)
Genel  6/29 (20.7) 0/0 (0.0)

istatistiksel farkllik yoktur, P>0.05.

TARTISMA

ineklerde embriyo transferi, yetistiricilik acisindan

onemli avantajlar saglamasina ragmen suni

tohumlama uygulamasina gore gebelik basina

ekonomik maliyeti olduk¢a yliksektir. Ekonomik

maliyetin dislrilmesi igin tastyicilarda gebe kalma

oraninin  ylkseltiimesi gerekmektedir. Transfer

edilebilir kalitede bir embriyonun deneyimli bir
uygulayici tarafindan transferi sonrasi elde edilecek

gebelik oranini  etkileyen en onemli faktor,

tastyicinin - uygunlugudur.  Tasiyicinin ~ Ostris

siklusunun yasi, embriyonun yasina ne kadar yakin
olursa gebeligin olusumu ve devamlilik ihtimali o

derece iyilesmektedir. Bu nedenle tasiyicilarin

Ostruslerinin =~ dogru  tespiti  siklus  yasinin

izlenebilmesi dolayisiyla elde edilecek gebelik orani

agisindan ¢ok énemlidir (Mapletoft ve ark., 2009).

Sunulan g¢alismada elde edilen gebelik
oranlarinin, bazi arastirmacilarin bildirdiklerinden
yuksek (Dochi ve ark., 1998; Nasser ve ark., 2004;
Bényei ve ark. 2006; Chebel 2008),
bazilarinin bildirdiklerinden disiik (Hasler, 2001;
Chagas E Silva ve ark., 2002; Purcell ve ark., 2005)
bazilarinin bildirdiklerine benzer (Dursun ve ark.,
2007; Chase ve ark., 2009; Bilbil ve ark., 2010;
2010)

Calismalarda elde edilen gebelik oranlari arasindaki

ve ark.,

Kirbas ve ark., oldugu belirlenmistir.

farkin, cesitli arastirmacilar tarafindan etilen glikolle
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direkt transfer metoduna

¢Ozdirilmiis embriyo transferinden elde edilen

gore dondurulmus-

gebelik oranini etkiledigi bildirilen embriyo kalitesi,
embriyonun gelisim evresi, embriyo dondurmada
kullanilan vasat, dondurma ve ¢6zdiirme prosediiri,
embriyo toplama-dondurma ve ¢o6zdiirme-transfer
arasindaki

siire, embriyo-taslyicinin 6stris vyasi,

transfer eden teknisyenin yetenegi, mevsim,
tastyicilarin bakim-besleme sartlari, irk, lokasyon, vb
faktorlerden etkilenmis olabilecegi bildirilmektedir
(Weaver ve ark., 1986; Spell ve ark., 2001; Looney ve
ark. 2006; Dursun ve ark., 2007; Chebel ve ark.,

2008).

ineklerde suni tohumlama ve embriyo transferi
ostras
Bu

amagla farkli senkronizasyon yontemleri uygulan-

uygulamalarini kolaylastirmak icin

senkronizasyonu siklikla tercih edilmektedir.
maktadir. Embriyo transferi uygulamalarinda
ostris
bir

tastyicinin

taslyicilara  yapilan senkronizasyonunun

amaci oOstrislerin - kisa zaman araliginda

toplulastirilmasi  yaninda siklusunun
senkronize edilerek embriyo transferi igin uygun
zamanin tespitine yonelik bir 6n hazirhk yapmaktir.
Ostriis embriyo  transferi

tespitine  dayali

uygulamalarinda  gebelik  oraninin  6strislerin
beklenilmesi nedeniyle 6striis tespitinin daha dogru
olabilecegi ve spontan 6strisler sonrasi elde edilen
daha yilksek olabilecegi

2010).

Ostris senkronizasyonuyla dogal oOstris tespitine

gebelik oranlarindan

belirtiimektedir (Hasler, Bununla birlikte
dayali transfer uygulamasina goére daha kisa zaman
daha

embriyo transferi uygulamasinin esas avantajinin

araliginda fazla gebelik saglanacagindan

gerceklesmesi miimkin olmaktadir. Ancak uygun
senkronizasyon protokoliiniin se¢imi, laktasyon ve
sayisl, yas, vicut kondisyon skoru, siklik aktivite

durumu, postpartum donem, surld bayuklGga,

uygulama mevsimi, mevcut is gicil, ekonomik

maliyet, senkronizasyon preparatlarinin ulasila-

bilirligi, uygulama kolaylgi, sliriiye ulasabilme

kolayligi (mera) vb. bir¢cok faktoriin kompleks

etkilesimlerine baghdir. Sunulan c¢alismada 30.

giinde PG grubunda elde edilen gebelik orani
(%66.67); PG’lerin kullanildigi calismalarin bazilari ile
benzer (Kubisch ve ark., 2004; Vargas ve ark., 2009;
Kizil ve ark. 2011), bazilarindan yiksek (Nogueira ve
ark., 2004; Hidalgo ve ark., 2004; Bényei ve ark.,
2006; Kirbas ve ark., 2010), bazilarindan ise dusik
(Purcell ve ark., 2005; Vasconcelos ve ark., 2006)
olarak tespit edildi. implant grubunda da benzer
sekilde belirtilen glinde elde edilen gebelik oraninin
(%50.0) bazi galismalarda bildirilenlerden yiksek
(Bényei ve ark., 2006; Rodrigues ve ark., 2010),
bazilarindan dislk (Scenna ve ark., 2005), bazilarina
ise benzer (Vargas ve ark., 2009) oldugu belirlendi.
Farkh senkronizasyon yontemlerinin karsilastirildigi
bir galismada ¢ift PG grubunda (%34.7) elde edilen
gebelik oraninin, tek PG (%41), Crestar (%45.1), CDIR
(%50) ve dogal ostris (%40.9) gruplarindan dusuk
oldugu, senkronize ve non-senkronize olarak
degerlendirildiginde gebelik oranlari arasinda fark
olusmadigi (%41.8 ve %40.9) bildirilmistir (Bényei ve
ark., 2006). Sunulan ¢alismada da degerlendirilen iki
senkronizasyon yonteminde elde edilen gebelik

oranlarinin benzer oldugu belirlendi.

ineklerde reprodiiktif verimliligi etkileyen en
onemli faktérlerden birisi embriyonal (gebeligin ilk
42-45. ginlerine kadar olan dénem) ve fotal
dénemde (embriyonal dénemin sonundan doguma
kadar olan dénem) olusan kayiplardir (Bech-Sabat ve
ark., 2008). Embriyonal dénemdeki kayiplarin ok
onemli bir kisminin (%47.5) gebeligin 28-42. ginleri
arasinda olustugu ifade edilmektedir (Diskin ve ark.,
2006). Fotal kayiplarin ise en fazla gebeligin 45-60.
%12'ye kadar

ulasabilecegi belirtilmektedir (Bech-Sabat ve ark.,

ginler arasinda olustugu ve
2008). Yapilan bir ¢calismada 6stris tespitine dayali
21-60. glinler

arasindaki gebelik kaybi %16.8, 60. giinden sonra

direkt embriyo transferi sonrasi
olusan fotal kayip orani ise %3.2 olarak bildirilmistir
(Chagas E Silva ve ark., 2002). Baska bir ¢alismada
ise 25-32. glinlerden 60-66. giinlere kadar olan
siirecte olusan gebelik kaybinin, c¢alismamizda

belirtilen orana yakin oldugu (%20.3) belirtilmistir
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2006).

dénemin sonunda gebelik kontroli

(Sartori ve ark., Sunulan  galismada,
embriyonal
yapilmamis ise de yukarida belirtilen ifadeler ve
calismamizda oldugu gibi, senkronizasyon yéntem-
lerinin gebelik kayiplarini etkilemedigi (Lépez-Gatius
ve ark., 2002; Santos ve ark., 2004) g6z Online
alindiginda, calismamizda 30-60. ginler arasinda
olusan gebelik kaybinin kabul edilebilir oldugu

distntlmektedir.

SONUC

Sonug olarak etilen glikolle direkt transfer amaciyla

dondurulmus embriyolarin transferi sonrasinda
oOstrusleri ¢ift doz PGF,, (11 gln ara ile) veya 10 giin
sireli progesteron salan kulak implanti uygula-
malariyla senkronize edilen tasiyicilarda dogal 6strus
gosterenlere kiyasla daha ylksek gebelik oranlari
elde edildi ve iki farkh senkronizasyon protokolu
arasinda istatistik fark bulunamadi (P>0.05). Bu
nedenle belirtilen amagla tasiyicilarin &struslerinin
¢ift doz PGF,, (11 glin ara ile) veya 10 glin sureli
progesteron salan kulak implanti uygulamalariyla

senkronize edilebilecegi kanisina varildi.
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