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Donér ineklerde Yas ile Embriyo Kalitesi Arasindaki iliskinin
Saptanmasi
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Ozet

Calismada donor ineklerde (n=165), dondr yasi ile embriyo kalitesi arasindaki iliski arastirilmistir. Arastirmada Siyah Alaca donér
inekler yaslarina gore 3 gruba ayrilmistir. 1. grup yaslari 2-3 yas arasinda degisen 61 inekten olusurken, 2. grup yaslari 4-5 yas arasinda
degisen 28 inekten, 3. grup ta yaslari x>6 yas olan 76 inekten olusmustur. Calismada dondr inek yasi, transfer edilebilen embriyo sayi
ortalamasi ile toplam embriyo sayi ortalamasini istatistiki olarak etkilemis (P<0.05); transfer edilemeyen embriyo sayisi gruplar arasinda
onemli bulunmamistir (P>0.05). Calismada transfer edilebilen embriyo orani gruplarda %53.46-63.24 arasinda degisim gostermistir.
Denemede dondr ineklerde dondr yast ile transfer edilebilen embriyo arasinda (r=0.142) yine dondr yasi ile toplam embriyo arasinda
(r=-0.138) 6nemli bir iliski saptanmustir.

Anabhtar sézciikler: inek, Donér yasi, Embriyo kalitesi

The Determination of Relationship Between Age and
the Quality of Embryo of Donor Cows

Summary

The relationship between donor age in donor cows (n=165) and quality of embryos was examined in this study. According to
their donor age, the Holstein donors were divided into three groups. In the first group there were 61 donors between 2-3 years old;
in the second group, 28 donors between 4-5 years old; and in the third group, 76 donors between =6 years old. In the study, donor
cow age were affected transferable embryos and total embryo numbers statistically significant (P<0.05); not transferable embryos
in groups were not found statistically significant (P>0.05). The transferable embryo rate in groups was found between 53.46-63.24%
in the experiment. A significant correlation (r=0.142) was recorded, i.e. between donor age and transferable embryos; a significant
correlation was recorded (r=-0.138), i.e. between donor age and total embryos.
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GiRiS

Embriyo transferi bir dizi biyoteknolojik islemler dizi-
sidir. Embriyo transferinde hedef, yiksek genotipik ve
fenotipik kapasiteye sahip disi hayvanlardan (donor) elde
edilen yavru miktarini artirarak sirii 1slahinda genetik iler-
lemenin hizlandirimasidir. Bu konuda son yillarda yapi-
lan calismalara ragmen, bu teknigin sonuglar tahmin edi-
lememektedir '. Siperovulasyon ve embriyo transfer uy-
gulamalarinin birlikte yapilmasina ragmen, bu islemlerin

maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle surekli yeni yontem-
ler denenmekte veya var olan teknikler gelistirilmeye
cahsilmaktadir. Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi
MOET (Coklu yumurtlatma ve embriyo transferi) yontemi-
dir %, Turkiye'nin kendi kosullarina ve yetistiricinin talep-
lerine uygun, Tirkiye'de yetismis ve secilmis bogalardan
elde edilecek spermayi kendi lretecek duruma gelebil-
mesi bunun da en kisa siirede ve ucuz bir sekilde yapila-
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bilmesi icin MOET yonteminin kullanigh bir yontem ola-
bilecegi sdylenmistir . Dondr ineklerden istenilen miktar
ve kalitede embriyo elde edilmesi icin irk, yas, canli agirlik,
laktasyon sayisi, siit verimi, viicut kondlisyon skoru ve on-
ceki beslenme programlar dikkate alinmaldir ¢7. Geary &,
dondr yasinin embriyonik kayiplar tzerine etkili oldugunu
bildirirken; yapilan bir baska arastirmada donér inek ve
divelerin yasi ile embriyo kalitesi ve verimi arasindaki
iliski incelenmis °, geng diivelerin ineklerden daha iyi emb-
riyo Urettikleri ifade edilmistir. Szabari ve ark.”® donér ya-
sinin embriyo kalitesi lizerinde etkisinin oldugunu, Silva
ve ark." ise embriyo transferi yapilacagi zaman dikkate
alinmasi gereken temel faktériin donér hayvanin yasi ol-
dugunu bildirmistir. Bu ¢alismada laktasyondaki donor
ineklerde donor yasi ile embriyo kalitesi arasindaki iliski
arastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Donor hayvanlarda yas ile embriyo kalitesi arasindaki
iliskinin arastirildigr ve Adana Cukurova Tarimsal Aras-
tirma Enstitiisii Haciali isletmesinde bulunan biiyiikbas
hayvancilik tesislerinde gercgeklestirilen bu calismada
2008-2010 yillan arasinda isletmede yapilan 165 adet
embriyo transfer calismalari ele alinmistir. Arastirmada
Siyah alaca donor inekler yaslarina gore 3 gruba ayril-
mistir. 1. grup yaslar 2-3 yas arasinda degisen 61 inekten
olusurken, 2. grup yaslar 4-5 yas arasinda degisen 28,
3. grup ise yaslarn x=6 yas olan 76 inekten olusmustur.
Donor inekler diizenli 6strus aktivitesi gosteren, herhangi
bir hastaligi olmayan hayvanlar olup (jinekolojik muaye-
neleri ultrasonla yapilmistir 5 MHz, Honda HS-101V), tim
hayvanlara kesif yem, silaj, saman ve yonca verilmistir.

Embriyo kalitesinin saptanmasi, isletmede bulunan bi-
yoteknoloji laboratuvar’nda yapilmistir. Stiperovulasyon
amaciyla FSH, senkronizasyon amaciyla prostaglandin
(0.150 mg Dalmazin, Vetas, istanbul), uterus yikanmasi icin
hazir flash solusyonu (%1 CS buzagi serumu-sigma, Fotal
Bovine Serum Sigma F 9665 ve 125 mg kanamisin, Kanovet,
Vetas Veteriner ve Tarim ilaclan A.S.) embriyolan uterus-
tan toplamak amaciyla cift yonli foley kateteri kullanil-
mistir. Siperovulasyon programlarinda siklusu sifirlamak
icin (6ncesinde folikiler gelisimin senkronizasyonu ama-
ciyla) en ¢ok tercih edilen yontem olan kontrolli ilag
(progesteron) salinimi yapan gereclerin (CIDR) uygulamasi
(5 mg ostradiol (E)-17B + 100 mg progesteron) ile bu
uygulamayi takiben siklusun 8. giiniinden itibaren FSH
uygulanmaya baslanmis, 4 gilin stireyle sabah aksam ol-
mak Uzere ikiser kez, azalan (80:80 mg, 60:60 mg, 40:30
mg, 30:20 mg) olmak Uizere toplam 400 mg FSH, 4 gin
stire ile kas ici uygulanmistir. Arkasindan var olan korpus
luteumun, regresyonu ve ovulasyonun saglanmasi ama-
ayla siklusun 10. gliniinde PGF2a enjeksiyonu yapilmis,
enjeksiyonu takip eden 36-72. saatlerde 6strus gdsteren
hayvanlar tohumlanmis ve tohumlamay: takip eden 7
veya 8. glinde uterus yikamasi (flushing) yapilmistir. Bu

yolla siklusun 8-12. giinlerinde stiperovulasyona baslanan
yontemlerle embriyo elde edildigi bildirilmektedir 2.

Uterus yikanmasinda 1000 ml’lik laktath-ringer solis-
yonu (Ringer-Fleks, Eczacibasi-Baxter Hastane Uriinleri,
istanbul) kullanilmistir. Stereo mikroskop altinda embriyo-
larin tespiti yapilarak %20 CS + %0.4 BSA (Sidir serum al-
bumini) iceren PBS sollisyonu icerisine aktarilmistir. Ute-
rus yikamalari, ilk tohumlamayi izleyen 7. giinde gercek-
lestirilmistir. Bu amacla Uterus yikamasina baslamadan
énce 4-6 ml lokal anestezik (Adokain, SANOVEL ila¢ San.
ve Tic. A.S. Maslak/istanbul) soltiisyonu kullanilarak st
epidural anestezi yapilmistir. Yikama amaciyla 37°C sicak-
likta su banyosu ve icerisinde hazir soltiisyonu bulunan
sise, balon kateter(folley kateteri), uterusun bifurkasyo
noktasindan yaklasik olarak 5 cm ileride 15-20 ml hava ile
sisirilerek, ylkama solusyonu once kuigciik hacimler (50-70
ml) seklinde uterusa verilmistir. Arkasindan sivi akisinin
kendiliginden olmasi beklenmistir. Uterus kornusuna do-
lan siviyl bosaltmak amaciyla oncelikle uterus pelvis ca-
tist Uzerine cekilerek uygun bosalma pozisyonuna geti-
rilmis, sonra klips acilip, kornulara masaj yapilarak sivi-
nin kolaylikla bosaltilmasi temin edilmistir. Filtrasyon ama-
ayla 70 um genisliginde gozenekleri olan filtreler kulla-
nilmis, her yikanti 3 adet petri icerisine alinmis, bulunan
embriyolar kiltir medyumuna aktarilarak, oda sicakl-
ginda tutulmustur. Bulunan embriyolar kalite ve gelisim
safhalarina gore siniflandiriimistir 3. Embriyolarin kalitele-
rine gore siniflandirmasinda International Embryo Transfer
Society (IETS) kriterlerine gore kaliteleri ve gelisme evre-
leri belirlenmistir ', Belirlemede su kriterlere uyulmus-
tur: Cok lyi (birinci kalite): Embriyo kiire seklinde buyiik-
lGgu rengi ve yapisi tek diize hiicrelere sahip. lyi (ikinci.
kalite): Birkac vezikiil, dizensiz sekil ve disariya dogru
birkag ¢ikinti gibi 6nemsiz birkag kusurlara sahip embriyo.
Orta (Uglncl kalite): Kusurlan belirgin ancak fazla degil,
blastomerler disariya cikinti yapmis, vezikiilasyon ve bir-
kac adet dejenere hiicre bulunur. Zayif (dejenere): Kusur-
lar cok bariz. Cok sayida ¢ikinti yapan blastomerler, deje-
nere olmus hicreler, cok sayida buytk vezikiller bulunan
canli goriinimli embriyo kiimesi. Kalite 1, 2 ve 3 embriyo-
lar transfer edilebilir embriyo olarak tanimlanmistir.

istatistiki Analizler

Denemede elde edilen verilerin degerlendirilmesinde
tek yonll varyans analizi (ANOVA) kullanilarak SPSS ' is-
tatistiksel paket programinda analizleri yapilmistir. Do-
nor ineklerde yas ile toplam embriyo sayisi ve transfer
edilebilen embriyo sayisi arasindaki iliski regresyon denk-
lemi yardimiyla hesaplanmistir.

BULGULAR

Calismada, dondr inek yasi ile ilgili parametrelerin
oldugu Tablo 1 incelendiginde dondr yasinin transfer edi-
lebilen embriyo sayisina olan etkisinin istatistik yonden



Tablo 1. Dondr yasinin embriyo kalite 6l¢titlerine etkisi
Table 1. The effect of donor age on embryo quality characteristics
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Transfer Edilebilen

Transfer Edilemeyen

Toplam Embriyo Say1 Transfer Edilebilen Transfer Edilemeyen

Gruplar D;)aml)r Embriyo Sayi Ortalamasi Embriyo Sayi Ortalamasi Ortalamasi Embriyo Orani, Embriyo Orani,
# X£Sx X£Sx X£Sx % %
1. Grup 23 3.08+0.38* 2.49+0.35** 5.57+0.50* 53.46** 46.54%*
2.Grup 4-5 5.39+1.15 3.89+0.67 9.28+1.35 55.85 44.15
3. Grup X=6 4.47+0.48 2.79+0.37 7.26%0.57 63.24 36.76
Genel Ortalama 4.31+0.33 3.06+0.24 7.374£0.41 57.51 42.49
*[statistiki olarak Snemlidir (P<0.05), ** Istatistiki olarak 6nemsizdir (P>0.05)
tranedilir
O Observed
30,00 7] 0 .
Linear
20,004
Sekil 1. Yas ile transfer edilebilen embriyo
arasindaki iliski ve regresyon denklemi
(r=0.142.P=0.068; y;=2.724 + 0.666 X, + ;)
o 8 Fig 1. Correlation coefficient and regression
equation between age and transferable
0 0 embryos
o] o] Lo
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farkli oldugu goérilmistir (P<0.05). Denemede 2-3 yasin-
da olan 1. grubun, hayvan basina 3.08 olan transfer edi-
lebilen embriyo sayisi ortalamasinin, 2. grupta 5.39, 3.
grupta da 4.47 oldugu saptanmistir. Transfer edilemeyen
embriyo sayl ortalamasi gruplarda istatistiki bir farkhhk
olusturmamis (P>0.05); buna karsilik toplam embriyo sa-
yisi gruplarda istatistiki bir farkhlk yaratmistir (P<0.05).
Transfer edilebilen embriyo orani, 1. grupta %53.46, 2.
grupta %55.85, 3. grupta da %63.24 olarak bulunmus;
transfer edilemeyen embriyo orani da gruplarda herhangi
bir farklilik yaratmamistir (Tablo 1).

TARTISMA ve SONUC

Donor ineklerde dondr yasina bagh olarak transfer edi-
lebilen embriyo sayisi, transfer edilemeyen embriyo sayisi
ile toplam embriyo sayisina ait veriler Tablo 1'de goste-

rilmistir. Transfer edilebilen embriyo sayisi ortalamasi 2-3
yasindaki donor ineklerde 3.08+0.38 olarak bulunurken;
4-5 yagslar arasindaki yas grubunda bulunan ineklerde
5.39+1.15 ve x=6 yas grubundaki ineklerde de 4.47+0.48
olarak bulunmustur. Oliviera ve ark.", yash ineklerin emb-
riyo Uretimlerinin genc ineklerinkine gore daha az oldugu-
nu bildirirken; Silva ve ark." x>14 yastaki ineklerde; Malhi
ve ark.'®*da 13-16 yas araligindaki yasli ineklerde embriyo
Uretimlerinin gencg olanlara gore daha az oldugunu tespit
etmislerdir.

Toplam embriyo sayi ortalamasi gruplarda 5.57-9.28
arasinda degerler almis, istatistiki olarak gruplarda farkhhk
go6stermistir (P<0.05). Ortalama embriyo sayisi da 7.37
olarak tespit edilmis, gen¢ dondrlerde 5.57 olan toplam
embriyo sayisinin, orta yash ineklerde 9.28, yasli ineklerde
de 7.26 oldugu saptanmistir. Szabari ve ark.'”” dondr yasi-
nin farkli siperovulasyon uygulamalarindan etkilendigini,
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Toplam Embriyo

o Observed

Linear

Sekil 2. Yas ile toplam embriyo sayisi ara-
sindaki iliski ve regresyon denklemi

(r=-0.138,P=0.078; y;= 5328 + 0.791 x; + &)

Fig 2. Correlation coefficient and regression
equation between age and total embryo
number

(r=-0.138,P=0.078; y;= 5328 +0.791 x; + &)
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standart superovulasyon uygulamasinda yash olan hayvan-
larin embriyo sayisinin (7.7), geng¢ hayvanlarin embriyo sa-
yisindan (6.33) fazla oldugunu ifade etmiglerdir. Peixoto
ve ark.”’, maksimum yasayabilir embriyo sayisinin 8 yash
dondrlerden elde edildigini, bu Gstiinligin sebebinin ise
yumurtahgin olgunlasmasi oldugunu séylemislerdir. Bu ca-
lismada, transfer edilebilen embriyo orani gruplarda ista-
tistiki bir farkhhk yaratmamis (Tablo 1), 1. grupta %53.46, 2.
grupta %55.85, 3. grupta da %63.24 olarak bulunmustur.
Buna paralel olarak transfer edilemeyen embriyo orani da,
gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik yaratmamis, trans-
fer edilemeyen embriyo orani ortalama %42.49 olarak tes-
pit edilmistir (Tablo 1). Hasler ve ark.”’, 3-6 yas araligindaki
dondr ineklerin transfer edilebilen embriyo oranini %64.15
olarak bulurken; 7-10 yas arasinda %65.10; 11-14 yas ara-
sinda %54.64; 15 yas ve sonraki aralikta da %46.43 olarak
tespit etmislerdir.

Donoér ineklerde dondr yasi ile transfer edilebilen
embriyo arasindaki iliski,

Y =2.724+0.666X, +¢;

regresyon denklemi ile tahmin edilmis (Sekil 1) ve dondr
yasl ile transfer edilebilen embriyo arasinda pozitif bir ilis-
ki bulunmustur (r= 0.142, P=0.068). Bu konuda arastirma
yapan Lerner ve ark.??, yasin artmasi sonucu transfer edi-

lebilen embriyo sayisinda azalmanin oldugunu, istatis-
tiksel bir farklilasmanin olustugunu bildirmistir. Donor
ineklerde donor yasi ile toplam embriyo sayisi arasindaki
iliski,

y; =5.328+0.791x; +¢;

regresyon denklemi ile tahmin edilmis (Sekil 2) ve dondr
yasl ile toplam embriyo sayisi arasinda énemli bir iliski
bulunmustur (r=-0.138; P=0.078). Bu konuda yapilan bir
arastirmada dondr yasi ile toplam embriyo sayisi (y=14.24-
0.38x?, r=-0.39) ve embriyo kalitesi (y=7.66-0.25x?, r=-0.25)
arasin-da quadratik bir etkinin oldugu tespit edilmistir '".

Sonug olarak, dondr yasinin transfer edilebilen embriyo
sayisi ile toplam embriyo sayisina olan etkisinin énemli
oldugu (P<0.05), dondr yasi ile transfer edilemeyen emb-
riyo sayisi arasindaki iliskinin 6nemsiz oldugu (P>0.05)
saptanmistir. Calismada 4-5 yas araligindaki ineklerden
elde edilen transfer edilebilen embriyo sayisi ile toplam
embriyo sayisinin diger yas araligindaki gruplara gore da-
ha yiksek oldugu gorilmis olup, erken yaslardaki top-
lam embriyo sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir.
Transfer edilebilen embriyo orani x=6 yas grubundaki
ineklerde %63.24 bulunurken; transfer edilemeyen emb-
riyo orani 2-3 yas araligindaki ineklerde %46.54 olarak
tespit edilmistir.
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