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Ozet: Sunulan galismada si§ir spermasinda uygulanan farkli swim-up inkiibasyon siirelerinin in vitro Gretilen embriyo-
larda cinsiyet oranina etkisi aragtirilmistir. in vitro mature edilen oositler i gruba ayrildi. Birinci, ikinci ve Uglnci grup-
taki mature oositler sirasiyla 5, 10 ve 15 dakika sire ile swim-up islemi yapilan spermalar ile fertilize edildi. Altmis daki-
ka sure ile inkibasyon yapilan spermalarla yapilan tohumlamadan elde edilen embriyolar kontrol grubu olarak kullanil-
di. Her bir gruptan elde edilen 10 embriyoda polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi kullanilarak cinsiyet (erkek
orani) orani belirlendi. ilk grupta hic erkek embriyo elde edilemedi. Ikinci grupta bir adet erkek embriyo elde edildi.
Uciincii ve kontrol gruplarinda ise iki adet erkek embriyo elde edildi. Sonug olarak bu galisma sonunda in vitro embriyo
Uretiminde farkli sirelerde swim-up yapilmasinin sidirlarda yavru cinsiyet orani Gzerine etkisi bulunamamistir. Daha
dogru sonuglarin alinmasi igin yeni in vivo ve in vitro ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cinsiyet preseleksiyonu, embriyo, sigir, swim-up

Effects of Sperm Separation by Swim-Up Method on Bovine Embryo Sex Ratio

Summary: This study investigates the effects of different swim-up incubation duration on the sex ratios of bovine
embryos harvested in vitro. In vitro maturated oocytes were divided into three groups. The mature oocytes in the first,
second and third groups were fertilized with sperms processed with swim-up method for 5, 10 and 15 minutes
respectively. The embryos produced through fertilization of sperms incubated for 60 minutes were used as the control
group. Through polymerase chain reaction (PCR) method, the sex ratios (male ratio) of 10 embryos obtained from
each group were determined. In the first group, there was no male embryo to have been obtained. In the second group
one male embryo was obtained. In the third group and the control group, there were two male embryos. In conclusion,
at the end of this study, applying swim-up methods for different duration for in vitro embryo production has been seen
to have no effect on the sex ratios of bovine embryos. To obtain more conclusive result, more in vivo and in vitro
studies are required.
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Girig Cok eski yillardan bu yana insanlar yavru cinsiyeti-
ni belirleme konusuna ilgi duymus ve bu amagla
tek tarafli orgidektomi gibi ampirik yéntemlerin de
bulundugu bir ¢cok yontemin denendigi bilinmekte-
dir. Gelisen teknolojiye paralel olarak insanlarda

cinsiyet tayini, 6zellikle X kromozomuna bagli ola-

Yavru cinsiyet orani; erkeklerin disilere orani, er-
kek sayisinin her 100 disi yavruya orani veya er-
kek yavru yuzdesi olarak tanimlanabilmektedir.
Bununla birlikte; birincil, ikincil ve Gglncll cinsiyet
orani olarak da tanimlanmaktadir. Birincil cinsiyet

orani, fertilizasyon aninda meydana gelen cinsiyet
orani, ikincil cinsiyet orani ise dogum aninda er-
keklerin digilere orani ve Uguncul cinsiyet orani ise
dogum sonrasi yavrularin belli bir yasa geldikleri
andaki cinsiyet oranlari olarak tanimlanmaktadir
(10).
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rak ortaya cikabilen genetik hastaliklarin eradikas-
yonu ve cinsiyet oranlarini dengelemek amaciyla
yapilmaktadir (26, 27).

insanlarda farkli sperma manipilasyonlarinin yav-
ru cinsiyet oranlari tizerine etkinligi hakkinda farkli
bildirimler mevcuttur. X ve Y kromozomu tasiyan
spermatozoonlarin yizme kabiliyetlerinin  farkh
olmasina dayali ydntemlerin insanlarda yavru cin-
siyetinin édnceden tahmininde etkili oldugu bildiril-
mistir (20).

Memelilerde, cinsiyetin mimkin oldugu kadar er-
ken belirlenmesi igin karyotip analizi, erkek spesifik
antijen analizi, erkek ve disi embriyolar arasindaki
metabolik farkhliklarin belirlenmesi, ultrasonografi

165



Sigir Spermasinda Swim-Up Yontemi...

kullanilarak embriyolarda genital ¢ikintinin gorul-
mesi ile cinsiyetin belirlenmesi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) gibi yontemler kullaniimaktadir
3,9).

Sigirlarda yavru cinsiyet oranlari lizerine yapilan in
vitro calismalarda ¢ogunlukla fertilizasyon suresi,
maturasyon suresi gibi faktorler arastiriimistir (11).
Oositlerin, maturasyon asamasindan sonra farkli
zamanlarda (birinci polar cisimcigin atiimasindan
hemen sonra ve sekiz saat sonra) fertilize edilmesi
ile elde edilen embriyolarin cinsiyet oranlari ara-
sinda (%50 ortalama cinsiyet dagilimina oranla)
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildigi bildiril-
mistir (22). Ayrica, cinsiyet oranlarinin tohumlama
ve ilk yariklanma (cleavage) asamasinin zamanina
bagl oldugu bildirilmigtir. Buna benzer nitelikte,
dondurulmus boga spermasi ile 6 saatlik
inkubasyon sonunda 9, 12 ve 18 saatlere oranla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde erkek embriyo
elde edildigi bildirilmistir (22).

Sigir yetistiriciliginde, yavrunun cinsiyetinin dogum
oncesinde ve hatta embriyonal yagsamin ilk asama-
larinda belirlenebilmesi igsletmelerin kar payini art-
tirabilecektir (8). Ayrica dogacak yavru cinsiyetinin
onceden belirlenmesi islah galismalarinda 6nemli
bir yer tutan ve uzun zaman isteyen, erkek damiz-
ik adaylarinin projeni test calismalarinda hem
kaynak hem de zaman kaybinin engellenmesinde
onemli yer tutabilecektir (15).

Son yillarda, memelilerde X ve Y kromozomu tasi-
yan spermatozoalarin preseleksiyonu amaciyla
pek cok degisik yontem gelistirilmistir. Bu teknikler
albimin ve percoll gradient seperasyonlari,
sefadeks kolonlari, swim-up/modifiye swim-up
prosedirleri ve flow sitometridir. Hayvanlarda
preseleksiyon amaciyla en basarili teknigin flow
sitometri oldugunun bildiriimesine ragmen, bu sis-
tem spermatozoalarin boyanmasi ve 6zel bir 1sik
sisteminin (double-flourecent) kullaniimasi nede-
niyle oldukga mutajeniktir ve clice yavrularin dog-
masina neden olabilmektedir (17). Bu yontemle
tavsanlarda yapilan bir gcalismada, ayrilan sperma-
larla yapilan tohumlamalarda erkek yavru elde
edilmesinde %81, disi yavru elde edilmesinde ise
%86 basari elde edildigi bildirilmistir (17). Swim-up
prosedurl pahali laboratuar ve ekipman gerektir-
memesi nedeniyle daha pratik ve ekonomik bir
yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (9). Ayrica diger
yontemler hem pahali hem de islem sonrasi sper-
manin motilitesi digmektedir (21).

Swim-up proseduri degisik kromozomal yapiya
sahip spermatozoonlarin yizme kabiliyetlerinin

farkli olmasi ilkesini temel alarak yavru cinsiyetinin
fertilizasyon sirasinda belirlenmesi esasina daya-
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nir. Bu ydntemin yavru cinsiyet oranlarina etkisi
hakkinda farkli gorusler vardir. Khatemee ve ark.
(20) tarafindan insanlar tzerinde yapilan bir ¢alis-
mada swim-up teknidi uygulanarak elde edilen
spermalarla yapilan tohumlamalardan dogan disi
ve erkek ¢ocuk sayilarinin kontrol gruplarina oran-
la sirasiyla %86.7 ve %89.7 daha yiksek oldukla-
rini bildirilmistir. Ancak, divelerde yapilan ¢alis-
malarda 6n seleksiyonu yapilmis spermalar ile
yapilan tohumlamalardan elde edilen yavrularin
cinsiyet oranlari ile kontrol gruplarindan elde edi-
len yavrularin cinsiyet oranlari ile kargilastirildigin-
da, yavrularin cinsiyet oranlari arasinda istatistik-
sel olarak énemli bir farka rastlaniimadidi bildiril-
mistir (17, 26).

Bu calismada, boga spermasinda swim-up prose-
darinin surelerini degistirerek fertilizasyon éncesi
X ve Y kromozomu tasiyan spermatozoonlarin
ayrihp ayriimadigini (preseleksiyon), bu spermalar
kullanilarak yapilan in vitro fertilizasyondan elde
edilen embriyolarin cinsiyetlerinin PZR teknigi ile
belirlenerek arastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

in Vitro Maturasyon (IVM): Calismada kullanila-
cak ovaryumlar mezbahada kesilen ineklerden
toplandi. Kesim sonunda toplanan ovaryumlar
30+2°C’de %0.9 NaCl iceren termoslarda laboratu-
ara tasindi. Laboratuara getirilen ovaryumlar 30-
35°C’'de ¢esme suyuyla yikandi. Oositler 2-8
mm’lik follikiillerden 18 gauge’luk ignelerle vakum
sistemi  kullanilarak toplandi. Aspire edilen
follikGler sivi, 100 mm’lik petri kaplarinda isitma
tablal stereo mikroskopta incelendi. Oositlerden
en az (¢ sira kumulus hicre katmanina ve homo-
jen sitoplazmaya sahip olanlar segilerek 3 kez TL-
HEPES'te yikandi ve mature edilmek tzere her 10
oosit mineral yag ile kaplanmig 50 pl’lik doku kaltu-
ri medyumuna (TCM-199) aktarildi. TCM-199
medyumuna kullanilacagi gun 0.2 mM Na-piruvat,
0.5 pg/ml follikiil stimile edici hormon (FSH), 5 ug/
ml luteinlestirici hormon (LH), %10’luk fotal buzagi
serumu (FCS; Gibco/Invitrogen) ve 25 ug/ml
gentamisin ilave edildi. Maturasyon damlalarina
aktarilan oositler 39°C’de %5 CO,'li etiivde 24 saat
boyunca inkibe edildi. Bu inkiibasyon kosullari in
vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiltir (IVC) igin-
de ayni sekilde uygulandi.

Spermanin  Hazirlanmasi ve In  Vitro
Fertilizasyon (IVF): Dondurulmus boga spermasi
35 °C’de 30 saniye slrede ¢ozdirlldi. C6zim
sonunda, spermalar Tyroe’s Albumine Lactate
Pyruvate (TALP) soltisyonu ile 1/1 (v/v) sulandiri-
larak santriftj edildi. Santrifiij sonunda stpernatant
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atildiktan sonra dipte kalan kisim tekrar 1/1 ora-
ninda TALP sollusyonu ile sulandirilarak yikama
islemi tamamlandi. Yikama islemi yapilan sperma-
lar 2 ml sperm TALP (sp-TALP) iceren tlplerin
tabanina yerlestirilerek 5, 10, 15 ve 60 (kontrol
grubu) dakika sure ile inkibasyona birakildi.
inkiibasyon sonunda sperm hiicrelerinin yiizdiigi
ust 1 ml'lik kisim alindi. Sperma konsantrasyonu
hemositometrik yontem ile belirlendi. Sperma
50x10%ml olacak sekilde TL-HEPES ile sulandiril-
di. Mature edilen oositler 2 kez TL-HEPES'te yI-
kandi ve 10’lu oosit gruplari mineral yag ile kaplan-
mis 44 pllik fertilizasyon damlalarina transfer edil-
di. Fertilizasyon medyumu taze olarak 0.2 mM Na-
piruvat, 6mg/ml yad asidinden ari sigir serum
albumini (BSA-FAF) ve 25 ug/ml gentamisin ilave
edilen modifiye edilmis Tyrode bazli medyumdur.
Mature edilen oositlerin aktarildigr  her bir
fertilizasyon damlasina, her damlada final konsant-
rasyonu 1.0x10%ml olacak sekilde 2 ul sperma
stispansiyonu, 2 yl PHE (20 uM penisilamin, 10
MM hipotaurin ve 1 uM epinefrin) ve 2 ul heparin (2
pg/ml) ilave edildi. Oositler ve sperma 24 saat bir-
likte inktbe edildi.

in Vitro Kiiltiir (IVC): Fertilizasyondan 24 saat
sonra, 1.5 ml'lik eppendorf tliplerine aktarilan emb-
riyolar en ylksek devirde 3 dakika boyunca
kumulus hdcrelerini  uzaklastirmak amaciyla
vortekslendi. Kumulus hucreleri uzaklastirilan
embriyolar 3 kez TL-HEPES ile yikanarak 20-
30’luk gruplar halinde mineral yag ile kaplanmis
50 ul'lik Charles Rosenkrans 1aa (CR1aa) kultir
medyumuna aktarildi ve inkiibatore kaldirildi. Kal-
tirin 3. glnunde 4-8 hicreli embriyolar cinsiyet
oranlarinin belirlenmesi icin her bir grup en az 10
adet olacak sekilde rastgele toplandi. Elde edilen
embriyolar ultra distile su i¢erisinde donduruldu ve
cinsiyet tayini asamasina kadar saklandi.

DNA izolasyonu: Elde edilen embriyolardan DNA,
Lopes ve ark. (23) tarafindan &nerilen kaynatma
yontemi ile izole edildi. Bu ydntemle embriyolar
98°C’de 10 dakika tutularak DNA izolasyonu yapil-
di. islem sonunda elde edilen genomik DNA’larin
bulundugu duastnulen Ustteki sividan 5 pl alinarak
PZR isleminde kullanildi.

Calismada Kullanilan Primerler: Sigir foétus ve
embriyolarinin cinsiyet tayinlerinde 20 bg¢ uzunlu-
gunda Y kromozomuna 6zgu ve PZR isleminin
calisip/calismadiginin kontrolu igin kontrol olmak
Uzere iki primer seti kullanildi. Kullanilan
primerlerin baz dizinleri: Y-kromozomuna 6zgu
primerler, 5-TGG ACA TTG CCA CAA CCA TT-
3’ ve 5-GCT GAA TGC ACT GAG AGA GA-3;
kontrol amaciyla kullanilan primerler ise 5—-GCC
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CAA GTT GCT AAG CAC TC-3’ ve 5-GCA GAA
CTA GAC TTC GGA GC-3’ dir.

PZR Islemi: Reaksiyon PZR cihazinda (termal
cycler) yapildi. PZR reaksiyonu her &rnek igin:
10 pl steril dH,O, 10 pl 10XPZR buffer soltisyonu,
5 pl 25 mM MgCl,, 50 mM dNTP mix 5 pl, 5ul 0.2
mM primer (her birinden 5 pl), 2 U (5 U/ pl) Taq
polimeraz ve 5 pyl genomik DNA olacak sekilde
hazirlanan karigimla yapildi. Hazirlanan karigsimin
PZR cihazinda yerlestirilerek 6nce 94°C’de 5 daki-
ka tutulduktan sonra her bir dongusi; 94°C’de 1
dakika, 60°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika ola-
cak sekilde 50 dongu yapildi. Son dongunin biti-
minde Ornekler 72°C’de 10 dakika tutularak reaksi-
yona son verildi.

istatistik Analiz: Cinsiyet dagilimlari bakimindan
kontrol grubuna goére deneme gruplarinin her biri
arasindaki istatistik degerlendirmeler Ki-kare
(Fisher Exact test) kullanilarak yapildi.

Bulgular

in Vitro Fertilizasyon ve Embriyo Eldesi: Sunu-
lan calismada, her bir uygulama grubunun olustu-
rulmasinda kullanilan mature edilmis oosit sayisi
sirasiyla 21, 20 ve 22'dir. in vitro fertilizasyon so-
nunda 48. saatte gruplarda bdlinme elde edilmis
embriyo sayilar (2, 4 ve 8 hicreli) ise birinci grup-
ta 14 (%66.7), ikinci grupta 10 (%50) ve Uguncl
grupta 18 (%81.8) olarak belirlendi. Embriyo kultu-
ri sonunda (48. saatte) cinsiyetin belirlenmesi
amaciyla her bir gruptan; rasgele segilen 10 embri-
yo ultra saf su igerisine konularak PZR ile embriyo-
larin cinsiyetleri belirlenene kadar saklandi. Yapi-
lan calismada her bir grup igin rasgele secilen 10
embriyoda cinsiyet tayini yapildi.

PZR Islemi: Calisma materyalini olusturan 5, 10
ve 15 dakikalik swim up yontemi uygulanan sper-
malarin kullaniimasi ile elde edilen embriyolar ile
60 dakikalik swim up isleminin yapildigi kontrol
grubunu olusturan spermalarin  kullaniimasiyla
elde edilen embriyolarin cinsiyetleri PZR yontemiy-
le belirlendi. Elde edilen PZR irinleri %2’lik
agaroz jel elektroforezi ile gorintilendi.

islem sonunda kontrol grubunu olusturan 10 emb-
riyonun iki tanesinin erkek digerlerinin ise disi ol-
duklan belirlendi. Erkek embriyolarda 141 ve 216
baz cifti (b¢) uzunlugunda iki bant, disi embriyolar-
da ise 216 bg¢'lik tek bant elde edildi. Bes dakikalik
swim up isleminin yapildigi grupta hi¢ erkek embri-
yoya rastlaniimamisken, 10 dakikalik swim up igle-
minin yapildigi grupta bir, 15 dakikalik swim up
isleminin  yapildigi grupta ise iki embriyonun
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Resim 1. Aspirasyon ile elde edilen oositler

Resim 2. Oosit maturasyonu (kumulus ekspansiyonu)

Resim 3. Fertilizasyon sonrasi 2, 4 ve 8 blastomerli embriyolar
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Resim 4. PZR Urlnlerinin %2’lik agaroz jel elektroforezindeki gérintuleri (4: 100 b¢’lik DNA merdiveni; 2: disi
kontrol; 3: erkek kontrol; 1, 6, 9: erkek embriyolara ait PZR Urinleri; 5, 7, 8: disi embriyolara ait PZR Grtnleri)

Tablo 1. Farkli swim-up uygulamalarindan elde edilen embriyolarin cinsiyet oranlari

Cinsiyet
Deneme Gruplari —— Sici Toplam
rke isi
0 10 10
5 dakika
% 0 100 100
n 1 9 10
10 dakika
% 10 90 100
n 2 8 10
15 dakika
% 20 80 100
n 2 8 10
Kontrol
% 20 80 100

erkek oldugu diger embriyolarin ise disi olduklari
belirlendi. Fischer Exact testi ile cinsiyet dagilimla-
ri bakimindan kontrol grubuna gére deneme grup-
larinin her biri arasindaki istatistik degerlendirme
sonucuna gore; kontrol grubunda elde edilen emb-
riyolarin cinsiyetleri ile 5, 10 ve 15 dakikalik swim-
up deneme gruplarindan elde edilen embriyo cinsi-
yetleri arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak
onemsiz bulundu (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Sunulan bu galisma ile farkli cinsiyet kromozomlari
tasiyan spermatozoonlarin sahip oldugu fiziksel
(agirhk) ve fizyolojik (hareket) 6zelliklerin kullanil-

masi ile yapilacak tohumlamalarda elde edilecek
primer cinsiyet oranlarinin farkli olmasi gerektigi
hipotezinin test edilmesi amaglanmistir. X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoonlarin yizme
hizlarinin farkli olmasindan dolay! yavru cinsiyet
oranlarinin degistirilebilecegine dair basarili so-
nuglar bildirilmistir (20).

Sut sigin yetistiriciliginde, her yil ¢esitli nedenler-
den dolayi ayiklanarak surtden g¢ikartilan hayvan-
larin yerine yenilerinin konulmasi gereklidir. Bu da
iki yolla temin edilebilir; biricisi, baska isletmeler-
den hayvan temini; ikincisi ise, her yil isletmede
dogan hayvanlarin, ayiklanan hayvanlarin yerine
konmasidir. Surlye disaridan hayvan alimi, alinan
hayvanlarin genetik yapilarinin bilinmemesi, hasta-
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ik nakli ve siriye disaridan hayvan aliminin mali-
yetinin ylksekligi gibi nedenlerden dolay tercih
edilen bir ydontem degildir. Diger taraftan, isletme-
deki hayvanlarin disi yavrularinin str bayuklagi-
nin sabit kalmasi igin kullaniimasi hem daha
ucuzdur hem de daha az risk tasir. Bu nedenle
Ozellikle sut sigir isletmelerinde her yil dogacak
yavrularin énemli bir kisminin disi olmasi istenir.
Diger taraftan pazar gereklerine gore et fiyatlarinin
ylksek oldugu donemlerde ise dogan yavrularin
cogunun erkek olmasi ve besiye alinmasi istenir.
Bu sebeplerden dolayi surilerde dogacak yavrula-
rin cinsiyet oranlarinin maniple edilmesi ve mim-
kiinse istenen cinsiyetteki yavru sayisinin artiril-
masi yetigtiriciler icin dnemlidir (8, 25) .

Sit sigin yetistiriciliginde suni tohumlama ve 6zel-
likle embriyo transferi uygulamalarinin bir 6rnek
surU olusturulmasi ve islah ¢alismalarinin sireleri-
ni kisaltmadaki 6nemi son yillarda hizla artmakta-
dir (18). Ciftlik hayvanlari yetistiriciliginde i1slah
calismalarinda hizli bir genetik ilerlemenin saglan-
masi i¢in her gegen gin daha etkili ve daha kisa
surede sonug verebilecek yontemler Uzerine cali-
stimaktadir. Cinsiyet preseleksiyonu, isletmelerde
Islah ve genetik ilerlemenin hiz kazanmasi agisin-
dan en 6nemli kilometre taslarindan biridir. Meme-
llerde yavru cinsiyetinin tahmini ve cinsiyet
preseleksiyonu Uzerine yapilan ¢alismalar 2500 yil
oncesine kadar  dayanmaktadir. Cinsiyet
preseleksiyonu islemleri 6zellikle insanlarda cinsi-
yete bagh kalitsal hastaliklarin engellenmesi ama-
clyla yapiimaya baslanmis ve gelistiriimis bir uygu-
lamadir. Yapilan ¢alismalar ile yavru cinsiyet oran-
lari Gzerine etkin faktorler arastiriimistir. Tim cinsi-
yet preseleksiyonu uygulamalarinin temeli X ve Y
kromozomu tagiyan spermatozoonlarin fiziksel ve
fizyolojik 6zellikleri arasindaki farklarin kullaniimasi
temeline dayanmaktadir (16).

Uzun suredir prenatal ddnemde embriyo cinsiyeti-
nin belirlenmesi sidir yetistiriciliginin dnemli amag-
larindan biri olmustur. Burada iki yaklasim mevcut-
tur. ilki déllenme sonucu olusan embriyolarda cin-
siyet belirlenmesi, digeri ise daha embriyo olusma-
dan spermalara midahale ederek olusacak embri-
yolarda cinsiyetlerin dnceden belirlenmesidir (19).

Sigir yetistiriciliginde embriyo transferi ve moleku-
ler genetik yontemlerin birlestirilmesi, Greme ve
yetistiriciligin etkinligini 6nemli dl¢lde iyilestirmistir
(13). Dogal sartlarda bir inekten reproduktif yasami
boyunca bes veya alti yavru alinabilirken bu sayi
stper ovulasyon ve embriyo transferiyle artirilabil-
mektedir (12). Veteriner reproduksiyon alanindaki
son gelismeler, embriyolara uterusa implante ol-
madan 6nce mudahale edilmesini olasi kilmigtir.
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Sigirlarda rutin in vitro fertilizasyon uygulamalarin-
da swim-up yontemi uygulamasi yaklasik bir saat-
lik inkubasyonu gerektirmektedir (5, 6). Swim-up
uygulamalarinda, X ve Y kromozomu tasiyan
spermatozoonlarin; agirlik farki veya metabolizma
hizlarinin farkli olmasi nedeniyle yizme hizlarinin
farkli olmasi hipotezine dayali olarak memelilerde
yapilan bazi in vitro ve in vivo ¢alismalardan farkl
sonuglar elde edilmistir (7, 10, 20, 24).

Demiral ve ark. (10) tavsanlarda swim-up islemi
uygulayarak elde ettikleri spermalarla yapilan to-
humlamalarda; 15 dakikalik swim-up uygulanan
spermalarla yapilan tohumlamalarla %33.30, 30
dakikalik inkubasyon ile elde edilen spermalarla
yapilan tohumlamalarla %22.20, 45 dakikalik
inkubasyonla elde edilen spermalarla yapilan to-
humlamalardan ise %50 oraninda gebelik elde
etmiglerdir. Yapilan bu calismada birinci grupta
fertilizasyon olusma orani %66.66, ikinci grupta %
50 ve Uglincu grupta ise %81.81 olarak belirlen-
migtir. Ayni arastiricilar uygulanan bu yontemle
elde edilen yavru cinsiyetlerinin degistirilebilecegini
bildirmislerdir (10). Sunulan ¢alismada elde edilen
sonuglara goére sigirlarda, in vitro embriyo Ureti-
minde yapilan farkli inkubasyon stireleri uygulanan
spermalarla yapilan in vitro fertilizasyon sonucu
elde edilen embriyolarin cinsiyetleri arasinda ista-
tistiksel bir farkliligin olusmadigi belirlenmistir. An-
cak dornek sayisinin arttinlldigr yeni in vitro ve in
vivo galismalarla daha kesin sonuglar alinabilecegi
dustntlmektedir.

Buna karsilik; insanlarda ovulasyon senkronizas-
yonu ve swim-up yonteminin birlikte kullanildigi bir
calismada cinsiyet oranlarinin istatistiksel olarak
anlaml bir dizeyde degistirilebildidi bildirilmistir
(20). Bunu destekler nitelikte, tavsanlarda yapilan
farkl strelerde swim-up uygulamasi sonunda elde
edilen yavrularin cinsiyet oranlari arasinda istatis-
tiksel olarak fark bulundugu bildirilmistir (10). An-
cak insanlarda 15, 30, 45 ve 60 dakikalik
inkubasyonlarla yapilan swim-up uygulamasindan
sonra 15 ve 60 dakikalik uygulamalardan elde
edilen yavrularin cinsiyetlerinde bir fark belirlene-
medigi, 30 ve 45 dakikalik uygulamalardan elde
edilen yavrularin cinsiyetlerinde bir degisim oldu-
gu; ancak, bu degisiminde istatistiksel olarak an-
lamli olmadid bildirilmistir (7). Yapilan bu ¢alisma-
da da in vitro fertilizasyon ile elde edilen sigir emb-
riyolarinin cinsiyetleri arasinda istatistiksel olarak
bir fark bulunamamistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tekniginin kesfi
sayesinde erkek cinsiyet kromozomuna &zel
primerler kullanilarak embriyolarin cinsiyetlerinin
belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir arag¢ ol-
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mustur (14). Alinan biyopsiyi takiben yapilan PZR
ile embriyo cinsiyetlerinin iki saatte ve % 93-98
dogrulukta belirlenebilecedi bildirilmistir (13). PZR
ile yapilan cinsiyet belirleme iglemi biri amelogen
ve ZFY genleri gibi Y kromozomuna 6zel digeri ise
her iki cinsiyet icin ortak olan lokuslarin belirlenme-
sine olanak veren iki primer seti kullanilarak yapilr
(1, 2). Sigirlar ve diger turlerde embriyolarin cinsi-
yetlerinin belirlenmesi icin kullanilacak genomik
DNA ya 2—4 blastomer kadar kiiglik embriyolardan
ya da fétal sivilardan elde edilebilir (2). Ancak cin-
siyet belirlenmesi igin dondurulmug embriyo kulla-
nilmasinin, embriyolarin canhligini azaltabilecegi
ve amnion sivisi aliminin ise, gebeligin devamini
ve anne sagligini tehdit edebilecegi bildirilmektedir

(4).

insan (20) ve tavsanlarda (10) yapilan swim-up
yontemi ve embriyo cinsiyeti arasindaki iliski gbz
Onitinde tutuldugunda ciftlik hayvanlarinda bu yén-
temin uygulanabilirliyi hakkinda daha ¢ok calisma
yapiimasi gerektidini distunltlmektedir. Yapilacak
yeni ¢alismalarla farkli swim-up uygulamalarn ile
elde edilecek embriyolarin cinsiyet oranlarinin de-
gistirilebilecegi dusunulmektedir.

Yapilan bu calismada farkli sirelerde swim-up
isleminin uygulandigi spermalar kullanilarak yapi-
lan in vitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolar-
dan kaynatma yontemi ile basarili bir sekilde DNA
izole edilmistir. izole edilen DNA'lar kullanilarak
yapilan PZR iglemi sonunda embriyolarin cinsiyet-
leri bes saat icinde belirlenebilmistir. Buda su anda
ciftlik hayvanlar yetistiriciliinde pek fazla kullanim
alani olmamasina ragmen, yakin gelecekte PZR
yontemi kullanilarak gerek transfer edilecek embri-
yolarin gerekse uterus i¢indeki embriyolarin cinsi-
yetlerinin belirlenmesi islemlerinin yayginlasacagi-
na dair inanci glclendirmektedir.
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