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Özet: Bu çalışmanın konusu, farklı dönemlerdeki in vivo sığır embriyolarının cinsiyetlerinin non elektroforetik PCR yön-
temi ile tespit edilerek, cinsiyet dağılımının ve bu dağılımın arasındaki farkların cinsiyetten etkilenip etkilenmediğinin
belirlenmesidir. Cinsiyet tayini amacıyla yedi günlük toplam 65 adet in vivo üretilmiş embriyo kullanıldı. Embriyo elde
etmek için rutin süperovulasyon yöntemleri kullanıldı. Tohumlamalardan yedi gün sonra cerrahi olmayan yöntemle
uterus yıkaması yapılarak embriyolar toplandı. Elde edilen embriyolar kalite değerlendirmesinin ardından cinsiyetleri
tespit edildi. Embriyoların trophektoderm kısmından mikro manipülatöre bağlı mikro bıçak ile %10-30 oranında bir par-
ça kesilerek biyopsi materyali alındı. Embriyodan biyopsi alma işlemi %20 FCS içeren D-PBS solüsyonu içerisinde
yapıldı. Alınan biyopsi parçaları, lizis ve denaturasyon işlemleri amacıyla PCR cihazına yerleştirildi. Lizisi takiben DNA
amplifikasyon işlemi 35 döngü olarak gerçekleştirildi. PCR cihazından çıkarılan tüpler, 302-312 nm dalga boyunda ışık
veren UV lamba altında incelendi. Pembe renk veren embriyo “erkek embriyo” olarak belirlendi. Cinsiyet tayini yapılan
embriyolardan kompakt morula aşamasında olan 30 embriyodan 14’ünün erkek (%46.7; 14/30), 16’sının dişi (%53.3;
16/30) cinsiyette; blastosist aşamasındaki 35 embriyodan 21’inin erkek (%60.0; 21/35), 14’ünün dişi (%40.0; 14/35)
cinsiyete sahip olduğu tespit edildi. Blastosist aşamasındaki erkeklerin oranının (%60.0) morula aşamasına (%46.7)
göre daha yüksek bulunmasına rağmen aralarındaki farklılık istatistik önemde bulunmamıştır (P>0.05).
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Investigation of Sex Distribution and the Effect of Sex to This Distribution on In Vivo
Produced Bovine Embryos at Different Stages

Summary: The objective of this study is to investigate whether sex distribution and the variance of this distribution are
affected by sex. Sex detection of in vivo produced bovine embryos at different stages was made using non-
electrophoretic PCR method. For sexing; in vivo derived day-seven 65 embryos were used. Embryos were obtained
from routine superovulation procedure. After seven days of artificial insemination; embryos were collected by
nonsurgical uterine flushing technique. The sex of the embryos was determined; following evaluation of the quality of
embryos. 10-30% of the trophectoderm of the embryo was excised with a micro blade attached to the micro
manipulator. Embryo biopsy procedure was carried out in D-PBS solution containing 20% FCS. The biopsy materials
were placed in PCR instrument for lysis and denaturation. After lysis period, DNA amplification process was carried out
in 35 cycles. The tubes taken out of the PCR instrument were inspected under UV illumination of 302-312 nm wave
length. Pink fluorescence indicates the presence of a male sample. As a result of the sex determination out of 30
embryos; 14 male (46.7%; 14/30), 16 female (53.3%; 16/30) were determined at compact morula stage, out of 35
embryos; 21 male (60.0%; 21/35), 14 female (40.0%; 14/35) were determined at blastocyst stage. Even though the rate
of males (60%) at blastocyst stage was higher than that at morula stage (46.7%), the difference was not found
statistically significant (P>0.05).
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Giriş

Cinsiyet tayini biyoteknolojik çalışmalarda da
avantaj sağlamaktadır. Yavru cinsiyetlerinin önce-
den bilinmesi, ileriye dönük suni tohumlama ve
embriyo transferi programının yapılmasını kolay-
laştırabilir (15). Günümüzde birçok reproduktif bi-

yoteknik geliştirilmiş ve uygulamaya aktarılmıştır.
Kullanılan bu biyoteknoloji sayesinde istenilen yön-
de verim artışı sağlanabilmektedir. Yeni kullanıl-
maya başlayan teknolojik yöntemlerden birisi de
cinsiyeti belirlenmiş embriyo üretimidir. Embriyoda
cinsiyet tayini amacıyla; H-Y antijeni saptanmasıy-
la cinsiyet tayini (18), floresan insitu hibridizasyon
(10), spermada X ve Y kromozomlarının tespiti
(flow cytometry) yoluyla cinsiyet tayini (13) gibi
yöntemler kullanılmıştır. PCR yöntemiyle, gerek in
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vivo gerekse in vitro şartlarda üretilen embriyolar-
da X ve Y kromozomlarının amplifikasyonu ile
embriyonun cinsiyet tayini kısa sürede ve yüksek
güvenirlilikte (%95) tespit edilebilmektedir (3, 11,
14). Cinsiyet tespitinin tek blastomerle %92, iki
blastomerle %94, üç blastomerle %96’nın üzerinde
bir isabetle gerçekleştirildiği bildirilmiştir (5, 7, 12).
Non-elektroforetik PCR yöntemi son yıllarda kulla-
nılmaya başlanan ve elektroforez kullanılan PCR
metoduna kıyasla daha kısa sürede ve ekonomik
bir şekilde sonuca ulaştıran, hatta elektroforez
kullanılmadığından bu aşamada olası DNA konta-
minasyonuna meydan vermeyen etkin bir yöntem-
dir (3, 5).
Cinsiyet tayini amacıyla embriyodan hücrelerin
biyopsi ile alınması gerekmekte ve işlem bir kaç
şekilde gerçekleştirilmektedir. Bunlar, blastomer
veya hücre aspirasyonu ve mikro biyopsi yöntem-
leridir. Embriyoda cinsiyet tayini son zamanlarda
ticari amaçlı olarak kullanılagelen bir yöntemdir (3,
4, 14, 16). İn vivo üretilen sığır embriyolarının taze
olarak transferlerinin yanında dondurularak sakla-
ma, cinsiyetlerinin belirlenerek transfer ve cinsiyeti
belirlenmiş bu embriyoların dondurularak saklan-
ması ve transferi işlemleri yaygın olarak kullanıl-
maktadır (2, 14).

Gereç ve Yöntem
İn vivo embriyo üretimi amacıyla 5 adet sığır kulla-
nılmıştır. Embriyo elde etmek amacıyla hayvanla-

rın seksüel siklusları dikkate alınmaksızın proges-
teron uygulaması yapılmış ve bu uygulama zama-
nı sıfır (0) olarak kabul edilmiştir. 7. günden itiba-
ren 4 gün süreyle azalan dozlarda sabah akşam
(100:100 IU, 75:75 IU, 50:50 IU, 25:25 IU) 500 IU
FSH ve 500 IU LH olacak şekilde Pluset (Calier,
İspanya) enjeksiyonu yapılmıştır. Dokuzuncu gün
sabah PGF2α enjeksiyonu yapılmış ve akşam pro-
gesteron uzaklaştırılmıştır. Sığırlara çift doz suni
tohumlama yapılmıştır. 18. günde yıkama işlemi
yapılarak embriyolar toplanmıştır. Uterus yıkama-
ları, tohumlamayı izleyen 7. günde gerçekleştiril-
miştir. Uterus yıkamasında elde edilen süzüntü
mikroskop altında taranmış ve bulunan embriyolar
PBS + %20 FCS + %0,4 BSA solüsyonu içerisine
aktarılarak kalite ve gelişim safhalarına göre sınıf-
landırılmıştır.
Embriyodan kesit alma işlemi %20 fötal buzağı
serumu ve 100 IU/mL kristalize penisilin G potas-
yum içeren D-PBS solüsyonunda gerçekleştirilmiş-
tir (6). 90 mm’lik petri içerisine bu solüsyondan 150
µL miktarında damlalar hazırlanmıştır. Embriyolar-
dan alınan parçalar cinsiyetinin belirlenmesi ama-
cıyla PCR cihazına yerleştirilmiştir. Embriyoların
kesme işlemini kolaylaştırmak maksadıyla embri-
yonun içinde bulunduğu petri kutusu tabanına bir-
kaç adet mikro çizgi atılmıştır (Şekil 1).

Bu çizgiler arasında embriyolar sabitlenmiş ve
kesim işlemi kolay bir şekilde yapılmıştır. Alınan
biyopsi materyali, 10 µL ampli-Y A-solüsyonu

Şekil 1. Petri kutusu tabanına atılan çizgiler ve embriyodan parça alınması
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(Finnzymes, Finlandiya) içeren reaksiyon tüpü
içerisine alınmış ve PCR cihazına yerleştirilmiştir
(Şekil 2).

Bu tüplerin yanına erkek ve dişi kontrolden oluşan
iki adet kontrol tüpü de yerleştirilmiştir. Kontrol

tüpleri içerisine ampli-Y A-solüsyonu ilave edilme-
miştir. Kesilen embriyolardan alınan örneklerin
tüplere yerleştirilmesinin ardından PCR cihazı ça-
lıştırılmıştır. Örneklere 55 oC’de 5 dakika lizis, 95
oC’de 5 dakika denaturasyon işlemi uygulanmıştır.
DNA amplifikasyon programının başlatılması ama-

Şekil 2. Embriyonun asıl kısmı ve alınan örnek.

Şekil 3. Embriyoların cinsiyetleri, pembe renk erkek, açık renk dişi embriyo
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cıyla cihazda bulunan her bir tüp içerisine kontrol
tüpleri de dâhil olmak üzere 15 µL ampli-Y B-
solüsyonu 94 oC’de ilave edilmiştir. B solüsyonu
ilavesi yapıldıktan sonra 10 döngü halinde 94
oC’de 20 saniye,  50 oC’de 40 saniye ve 75 oC’de
20 saniye ilk amplifikasyon işlemi yapılmıştır. Ar-
dından 96 oC’de 10 saniye, 60 oC’de 30 saniye, 75
oC’de 25 saniye ikinci amplifikasyon işlemi 35 dön-
gü olarak yapılmıştır. Bu işlemin ardından 75 oC’de
5 dakika final uzama işlemi yapılmış, bunun ardın-
dan tüplerin kontrol edilmesine kadar 4 oC’de bek-
letilmiştir.  PCR cihazından çıkarılan tüpler, 302-
312 nm dalga boyunda ışık veren UV lamba altın-
da incelenmiştir. UV ışıkta pembe renk veren emb-
riyo erkek cinsiyetli, renk vermeyen ise dişi cinsi-
yetli embriyo olarak saptanıp kayıt altına alınmıştır
(Şekil 3).

Bulgular

Cinsiyet tayini yapılan embriyolardan kompakt
morula aşamasında olan 30 embriyodan 14’ünün
erkek (%46.7; 14/30), 16’sının dişi (%53.3; 16/30)
cinsiyette, blastosist aşamasındaki 35 embriyodan
21’inin erkek (%60.0; 21/35), 14’ünün dişi (%40.0;
14/35) cinsiyete sahip olduğu tespit edilmiştir.
Blastosist aşamasında erkeklerin oranı (%60.0)
kompakt morula aşamasına (%46.7) göre daha
fazla olmuş ancak bu farklılık istatistik önemde
bulunmamıştır (P>0.05).

Tartışma ve Sonuç

Son yirmi yılda gerek in vitro, gerekse in vivo sığır
embriyolarının cinsiyetlerinin tespiti çeşitli yollarla
ve başarılı bir şekilde yapılagelmektedir. İn vivo
veya in vitro yöntemlerle elde edilen sığır embriyo-
larından erkek cinsiyetteki embriyoların dişi cinsi-
yetteki embriyolara oranla daha hızlı geliştiği araş-
tırıcılar tarafından bildirilmektedir (1, 5, 17). Bazı
araştırıcılar ise cinsiyet oranı ile embriyonun gelişi-
mi arasında bir ilişkinin olmadığını belirtmektedirler
(8). Kitiyanant ve ark. (9) in vitro olarak elde ettik-
leri iki hücreli sığır embriyoları üzerinde yaptıkları
çalışmalarında erken bölünen embriyoların çoğun-
luğunun erkek cinsiyete sahip olduğunu ve bu cin-
siyet oranının istatistiki açıdan önemli olduğunu
bildirmişlerdir. Yaptığımız çalışmada yedi günlük in
vivo sığır embriyolarından; erkek embriyoların ço-
ğunun blastosist aşamasında, dişi embriyoların ise
çoğunun kompakt morula aşamasında oldukları
tespit edildi. Yaptığımız çalışmada King ve
ark.’larının (8) tespit ettiği gibi, cinsiyet tayini yapı-
lan embriyolardan kompakt morula ve blastosist
aşamasındaki embriyoların cinsiyetleri açısından
oluşan farkın istatistiki açıdan önemli olmadığı
gözlendi.

Sonuç olarak, embriyonun cinsiyetinin in vivo sığır
embriyoların gelişimi ve kalitesi üzerine herhangi
bir etkisinin olmadığı görülmüştür. Sunulan çalış-
madan elde edilen bulgulara göre hızlı gelişen
embriyoların erkek veya yavaş gelişen embriyola-
rın dişi cinsiyette olduklarının söylenemeyeceği
kanısına varılmıştır.
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