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Farkli Dénemlerdeki in Vivo Uretilmis Sigir Embriyolarinda Cinsiyetin Dagiliminin
Belirlenmesi ve Cinsiyetin Bu Dagilima Etkisinin Arastiriimasi
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Ozet: Bu galismanin konusu, farkli dénemlerdeki in vivo si§ir embriyolarinin cinsiyetlerinin non elektroforetik PCR yon-
temi ile tespit edilerek, cinsiyet dagiliminin ve bu dagiimin arasindaki farklarin cinsiyetten etkilenip etkilenmediginin
belirlenmesidir. Cinsiyet tayini amaciyla yedi giinlik toplam 65 adet in vivo uretilmis embriyo kullanildi. Embriyo elde
etmek igin rutin stperovulasyon ydntemleri kullanildi. Tohumlamalardan yedi giin sonra cerrahi olmayan yoéntemle
uterus yikamasi yapilarak embriyolar toplandi. Elde edilen embriyolar kalite dederlendirmesinin ardindan cinsiyetleri
tespit edildi. Embriyolarin trophektoderm kismindan mikro manipilatére bagli mikro bigak ile %10-30 oraninda bir par-
¢a kesilerek biyopsi materyali alindi. Embriyodan biyopsi alma islemi %20 FCS igeren D-PBS sollsyonu igerisinde
yapildi. Alinan biyopsi pargalari, lizis ve denaturasyon islemleri amaciyla PCR cihazina yerlestirildi. Lizisi takiben DNA
amplifikasyon islemi 35 dongu olarak gerceklestirildi. PCR cihazindan ¢ikarilan tipler, 302-312 nm dalga boyunda isik
veren UV lamba altinda incelendi. Pembe renk veren embriyo “erkek embriyo” olarak belirlendi. Cinsiyet tayini yapilan
embriyolardan kompakt morula asamasinda olan 30 embriyodan 14’Unin erkek (%46.7; 14/30), 16’sinin disi (%53.3;
16/30) cinsiyette; blastosist asamasindaki 35 embriyodan 21’inin erkek (%60.0; 21/35), 14’Unin disi (%40.0; 14/35)
cinsiyete sahip oldugu tespit edildi. Blastosist asamasindaki erkeklerin oraninin (%60.0) morula agsamasina (%46.7)
gobre daha yuksek bulunmasina ragmen aralarindaki farkllik istatistik 6nemde bulunmamistir (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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Giris yoteknik gelistiriimis ve uygulamaya aktariimistir.
Kullanilan bu biyoteknoloji sayesinde istenilen yon-
de verim artisi saglanabilmektedir. Yeni kullanil-
maya bagslayan teknolojik yontemlerden birisi de
cinsiyeti belirlenmis embriyo Uretimidir. Embriyoda
cinsiyet tayini amaciyla; H-Y antijeni saptanmasiy-
la cinsiyet tayini (18), floresan insitu hibridizasyon
(10), spermada X ve Y kromozomlarinin tespiti

Cinsiyet tayini biyoteknolojik ¢alismalarda da
avantaj saglamaktadir. Yavru cinsiyetlerinin 6nce-
den bilinmesi, ileriye donik suni tohumlama ve
embriyo transferi programinin yapilmasini kolay-
lastirabilir (15). Ginimuzde birgok reproduktif bi-

Gelis Tarihi/Submission Date - 02.11.2012 (flow cytometry) yoluyla cinsiyet tayini (13) gibi
Kabul Tarihi/Accepted Date - 18.03.2013 yontemler kullaniimistir. PCR yontemiyle, gerek in
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vivo gerekse in vitro sartlarda Uretilen embriyolar-
da X ve Y kromozomlarinin amplifikasyonu ile
embriyonun cinsiyet tayini kisa surede ve ylksek
guvenirlilikte (%95) tespit edilebilmektedir (3, 11,
14). Cinsiyet tespitinin tek blastomerle %92, iki
blastomerle %94, ¢ blastomerle %96’nin lGzerinde
bir isabetle gerceklestirildigi bildirilmistir (5, 7, 12).
Non-elektroforetik PCR yontemi son yillarda kulla-
nilmaya baglanan ve elektroforez kullanilan PCR
metoduna kiyasla daha kisa strede ve ekonomik
bir sekilde sonuca ulagtiran, hatta elektroforez
kullanilmadigindan bu asamada olasi DNA konta-
minasyonuna meydan vermeyen etkin bir yontem-
dir (3, 5).

Cinsiyet tayini amaciyla embriyodan hucrelerin
biyopsi ile alinmasi gerekmekte ve iglem bir kag
sekilde gerceklestiriimektedir. Bunlar, blastomer
veya hiicre aspirasyonu ve mikro biyopsi yontem-
leridir. Embriyoda cinsiyet tayini son zamanlarda
ticari amacli olarak kullanilagelen bir yontemdir (3,
4,14, 16). In vivo Uretilen sigir embriyolarinin taze
olarak transferlerinin yaninda dondurularak sakla-
ma, cinsiyetlerinin belirlenerek transfer ve cinsiyeti
belirlenmis bu embriyolarin dondurularak saklan-
masi ve transferi islemleri yaygin olarak kullanil-
maktadir (2, 14).

Gereg ve Yontem

in vivo embriyo (retimi amaciyla 5 adet sigir kulla-
nilmistir. Embriyo elde etmek amaciyla hayvanla-
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rin sekslel sikluslari dikkate alinmaksizin proges-
teron uygulamasi yapilmis ve bu uygulama zama-
ni sifir (0) olarak kabul edilmistir. 7. glinden itiba-
ren 4 gun slreyle azalan dozlarda sabah aksam
(100:100 1U, 75:75 U, 50:50 U, 25:25 |U) 500 U
FSH ve 500 IU LH olacak sekilde Pluset (Calier,
ispanya) enjeksiyonu yapilmistir. Dokuzuncu giin
sabah PGF,a enjeksiyonu yapilmis ve aksam pro-
gesteron uzaklastirlmistir. Sigirlara c¢ift doz suni
tohumlama yapilmistir. 18. gliinde yikama islemi
yapilarak embriyolar toplanmistir. Uterus yikama-
lari, tohumlamay! izleyen 7. gunde gercgeklestiril-
mistir. Uterus ylkamasinda elde edilen suziintu
mikroskop altinda taranmis ve bulunan embriyolar
PBS + %20 FCS + %0,4 BSA sollsyonu igerisine
aktarilarak kalite ve gelisim safhalarina gére sinif-
landiriimigtir.

Embriyodan kesit alma islemi %20 fétal buzag
serumu ve 100 IU/mL kristalize penisilin G potas-
yum iceren D-PBS soliisyonunda gergeklestiriimis-
tir (6). 90 mm’lik petri igerisine bu soliisyondan 150
UL miktarinda damlalar hazirlanmistir. Embriyolar-
dan alinan pargalar cinsiyetinin belirlenmesi ama-
ciyla PCR cihazina yerlestirilmistir. Embriyolarin
kesme islemini kolaylastirmak maksadiyla embri-
yonun iginde bulundugu petri kutusu tabanina bir-
kag adet mikro ¢izgi atilmistir (Sekil 1).

Bu cizgiler arasinda embriyolar sabitlenmis ve
kesim iglemi kolay bir sekilde yapilmistir. Alinan
biyopsi materyali, 10 yL ampli-Y A-solisyonu

Sekil 1. Petri kutusu tabanina atilan gizgiler ve embriyodan parca alinmasi
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(Finnzymes, Finlandiya) iceren reaksiyon tipi
icerisine alinmis ve PCR cihazina yerlestiriimistir
(Sekil 2).

Bu tuplerin yanina erkek ve disi kontrolden olusan
iki adet kontrol tipu de yerlestiriimistir. Kontrol

T. KARASAHIN, M. SATILMIS, S. H.KIZIL, N. AKYOL

tupleri icerisine ampli-Y A-solUsyonu ilave edilme-
mistir. Kesilen embriyolardan alinan &rneklerin
tiplere yerlestiriimesinin ardindan PCR cihazi ¢a-
hstinimigtir. Orneklere 55 °C’de 5 dakika lizis, 95
°C’de 5 dakika denaturasyon islemi uygulanmstir.
DNA amplifikasyon programinin baslatiimasi ama-

Sekil 2. Embriyonun asil kismi ve alinan 6rnek.

Sekil 3. Embriyolarin cinsiyetleri, pembe renk erkek, agik renk disi embriyo
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ciyla cihazda bulunan her bir tlp igerisine kontrol
tipleri de dahil olmak Uzere 15 pL ampli-Y B-
solisyonu 94 °C’de ilave edilmistir. B sollisyonu
ilavesi yapildiktan sonra 10 dongu halinde 94
°C’de 20 saniye, 50 °C’de 40 saniye ve 75 °C'de
20 saniye ilk amplifikasyon islemi yapilmistir. Ar-
dindan 96 °C’de 10 saniye, 60 °C’de 30 saniye, 75
°C’de 25 saniye ikinci amplifikasyon iglemi 35 dén-
gu olarak yapilmistir. Bu iglemin ardindan 75 °C’de
5 dakika final uzama islemi yapilmis, bunun ardin-
dan tiplerin kontrol ediimesine kadar 4 °C’de bek-
letilmistir. PCR cihazindan ¢ikarilan tipler, 302-
312 nm dalga boyunda 1gik veren UV lamba altin-
da incelenmistir. UV isikta pembe renk veren emb-
riyo erkek cinsiyetli, renk vermeyen ise disi cinsi-
yetli embriyo olarak saptanip kayit altina alinmistir
(Sekil 3).

Bulgular

Cinsiyet tayini yapilan embriyolardan kompakt
morula asamasinda olan 30 embriyodan 14’inin
erkek (%46.7; 14/30), 16’sinin disi (%53.3; 16/30)
cinsiyette, blastosist agamasindaki 35 embriyodan
27’inin erkek (%60.0; 21/35), 14’Gnin disi (%40.0;
14/35) cinsiyete sahip oldugu tespit edilmistir.
Blastosist asamasinda erkeklerin orani (%60.0)
kompakt morula asamasina (%46.7) gore daha
fazla olmus ancak bu farklilik istatistik 6nemde
bulunmamistir (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Son yirmi yilda gerek in vitro, gerekse in vivo sigir
embriyolarinin cinsiyetlerinin tespiti ¢esitli yollarla
ve basarili bir sekilde yapilagelmektedir. in vivo
veya in vitro yontemlerle elde edilen sigir embriyo-
larindan erkek cinsiyetteki embriyolarin disi cinsi-
yetteki embriyolara oranla daha hizl gelistigi aras-
tiricilar tarafindan bildirilmektedir (1, 5, 17). Bazi
arastiricilar ise cinsiyet orani ile embriyonun gelisi-
mi arasinda bir iligkinin olmadigini belirtmektedirler
(8). Kitiyanant ve ark. (9) in vitro olarak elde ettik-
leri iki hucreli sigir embriyolari Uzerinde yaptiklari
calismalarinda erken boliinen embriyolarin gogun-
lugunun erkek cinsiyete sahip oldugunu ve bu cin-
siyet oraninin istatistiki agidan 6nemli oldugunu
bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢calismada yedi gunlik in
vivo sigir embriyolarindan; erkek embriyolarin ¢o-
gunun blastosist asamasinda, digi embriyolarin ise
¢ogunun kompakt morula asamasinda olduklari
tespit edildi. Yaptigimiz calismada King ve
ark.’larinin (8) tespit ettigi gibi, cinsiyet tayini yapi-
lan embriyolardan kompakt morula ve blastosist
asamasindaki embriyolarin cinsiyetleri agisindan
olusan farkin istatistiki agidan 6nemli olmadigi
gOzlendi.
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Sonug olarak, embriyonun cinsiyetinin in vivo sigir
embriyolarin gelisimi ve kalitesi lzerine herhangi
bir etkisinin olmadigi goérilmustir. Sunulan calis-
madan elde edilen bulgulara gére hizli gelisen
embriyolarin erkek veya yavas gelisen embriyola-
rin disi cinsiyette olduklarinin sdylenemeyecegi
kanisina variimistir.
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