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TAVSANLARDA SWIiM-UP YONTEMININ YAVRU CINSIYET
ORANLARI UZERINE ETKISI*
The Effect of Swim-Up Technique on Sex Ratio of Newborns in Rabbits
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Ozet : Bu ¢alismada tavsanlarda swim-up yonteminde
farkly inkiibasyon siirelerinin yavru cinsiyet oranlar
tizerine etkisi arastirildi. Aragtirmada hayvan materyali
olarak; 108 adet disi, 8 adet erkek Yeni Zelanda Beyazi
tavsan kullanildi.

Sperma erkek tavsanlardan suni vagen yodntemi ile
alindi. Spermalara yikandiktan sonra, 15 (grup 1), 30
(grup 2) ve 45 (grup 3) dakika (dak) siire ile swim-up
yontemi uygulandi. Digi tavsanlar Swim-up gruplarinda
inkiibasyon (37.5 °C’de, % 5 CO;’li havada) sonunda
spermann tist 5 ’lik kismui ile, kontrol gruplarinda ise
spermanin tamami ile intrauterin yolla tohumland: (grup
1K, 2K, 3K). Tohumlama aminda disi tavsanlara
intramuskiiler (IM) yolla 0,0042 mg Buserelin asetat
(Receptal® Intervet, Germany) enjekte edildi. Yavru
cinsiyetleri dogum sonrasinda kaydedildi.

Gebelik oranlart 1, 2 ve 3. gruplarda sirasiyla % 33,33,
% 22,22 ve % 50 (p: 0,214); kontrol gruplarinda (grup
1K, 2K, 3K) ise % 50, % 44,44 ve % 44.44 olarak tespit
edildi (p: 0,928). Yavru cinsiyetleri % erkek oram olarak
degerlendirildiginde; 1., 2. ve 3. gruplarda sirasiyla %
65.7, % 30 ve % 51,7 (p: 0,038); kontrol gruplarinda ise
250,9, %46,7 ve % 37,50 olarak belirlendi (p: 0,480).
Sonug olarak tavsanlarda swim-up yéntemi uygulanan
spermalarda, kisa siireli inkiibasyon ve spermanmin iist
boliimiiniin kullamilmast ile yavru cinsiyet oranlarinin
degistirilebilecegi kanaatine varildi.
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Summary : The present study investigates the effect of
different incubation periods on gender ratios of
offspring in rabbits in the swim-up technique. 108
female and 8 male New Zealand White rabbits were
used in the study as an animal subject. Ejaculates
were collected from the male rabbits by using an
artificial vagen. The washed sperms were applied
using the swim-up technique for periods of 15
(groupl), 30 (group2), and 45 (group3) minutes.
Female rabbits were inseminated by the upper % part
of the semen in the swim-up groups (groups 1, 2 and
3), while the control groups were inseminated using
the whole semen (groups 1K, 2K and 3K) at the end of
incubation (at 37.5°C, under 5 % CO, in air) . Doses
were injected intramuscularly with 0.0042 mg
Buserelin asetat (Receptal® Intervet, Germany) at the
time of insemination. The sex ratios of offsprings were
recorded after parturitions. The pregnancy rates were
detected as 33.33%, 22.22 % and 50.00% (p=0.214)
in groups 1, 2, and 3 respectively. As for the control
groups, the pregnancy rates were 50.00%, 44.44%
and 44.44% (p=0.928) for groups 1K, 2K and 3K,
respectively. The male sex ratios of the newborns
were 65.70%, 30.00% and 51.70% (p=0.038) in
groups 1, 2 and 3 respectively. In the control groups
(IK, 2K and 3) the male sex ratios were 50.90%,
46.70% and 37.50% (p=0.480), respectively. It was
concluded that the sex ratio of offsprings in rabbits
could be manipulated in the swim-up technique by
using the upper part of the semen and applying a
shorter incubation period.

Key words: Rabbit, swim-up, sex ratio

Yavru cinsiyet orani; erkek yavrularin disi yavrula-
ra orani, erkek yavru sayisinin her 100 disi yavruya
orani veya erkeklerin yiizdesi olarak veya birincil,
ikincil ve igiinciil cinsiyet orani olarak tanimlan-
maktadir. Birincil cinsiyet orani, fertilizasyon anin-
da meydana gelen cinsiyet orani; ikincil cinsiyet

* Bu calisma IV.Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Kongresinde bildiri olarak sunulmus olup, Erciyes Universitesi
Arastirma Fonu Birimi tarafindan VA-03-07 nolu proje ile desteklenmigtir.
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orani, dogum aninda erkeklerin disilere oran1 ola-
rak ve tgiincill cinsiyet orani ise dogum sonrasi
yavrularin belli yasa geldikleri (puberta) andaki
cinsiyet oranlaridir (1). Memelilerde ikincil cinsi-
yet oranlarinin (ICO) iizerine etkin olan mekaniz-
malar tam olarak aydinlatilamamistir. Bu durumun;
spermada bulunan X ve Y kromozomlarii tagryan
spermatozoa orani, motilite ve erkek ile disi embri-
yolarinin implantasyon ve gelisim farklar1 gibi
genetik ve gevresel faktorlerin etkisi ile agiklanabi-
lecegi bildirilmektedir (1-3). Memeli hayvanlarda
ICO iizerine etkin oldugu diisiiniilen; anne yasi,
stres, mevsim, anne hormon diizeyleri, tohumlama
zamani ve servis sekli gibi faktorler iizerine birgok
calisma yapilmigtir (3-5).

Memelilerde cinsiyet oranlarinin degistirilmesinde
kullanilan tekniklerin temel prensibi, X ve Y kro-
mozomu tagtyan spermatozoonlar arasindaki farkli-
liklardir (6). Spermanin cinsiyete gore separasyonu
amaglt kullanilan reprodiiktif biyoteknolojiler;
elektroforez, immiinolojik  seleksiyon, flow
sitometri (Fluorescence Activated Cell Sorting)
(FS) ve self migrasyon (swim-up, swim-down)
yontemleri olarak siralanabilir. Self migrasyon
yontemlerinde, farkli cinsiyet kromozomlarina
sahip spermatozoanin yiizme kabiliyetleri ve
penetrasyon hizlarindan yararlanarak separasyon
islemi gergeklestirilir (5-7).

Sperma separasyonu ile yapilan cinsiyet 6n seleksi-
yonunda FS yontemi giliniimiizde en etkin yontem
olarak tanimlanmaktadir (8). Flow sitometri yonte-
minin cinsiyet separasyonunda etkinligi ispat edil-
mesine ragmen, uygulamada islem siiresinin uzun
olmasi, pahali bir donanim gerektirmesi, iiretim
maliyetlerinin  yiiksek olmast ve elde edilen
ddlveriminin diisiik olmasi gibi nedenlerden sahada
uygulanabilirligi tartismalidir (8—11). Ayrica FS ile
islem goren spermanin yaklagik % 70°lik kismi
hasar gormekte, ancak % 0,2 - % 0,4 oraninda bir
geri kazanim olmaktadir. Bu nedenle ticari olarak
ihtiyag duyulan (6rn: Amerika igin) giinlik gerek-
sinimin ancak % 0,5’1 karsilanabilmektedir (6, 8).

Ejekiilat igerisinde bulunan spermatozoanin cinsi-
yet oran1 her bireyde veya ayni bireye ait farkli
spermalarda esit dagilim gostermemektedir. Ayni
bogadan ayni anda veya araliklarla elde edilen

spermalar ile yapilan tohumlamalarda erkek yavru
orant % 16,1 - % 72,3 arasinda degiskenlik goster-
digi bildirilmektedir. Bu nedenle 1irk veya bireysel
olarak memelilerde cinsiyet 6n seleksiyonu soz
konusu degildir. Dolayisiyla ayn1 sperma icerisinde
bulunan farkli cinsiyet kromozomlarinin seleksiyo-
nu cinsiyet 6n seleksiyonu i¢in vazgegilmez bir
durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (12).

Sperma separasyonunda farkli cinsiyet kromozo-
muna sahip spermatozoanin yiizme kabiliyetlerinin
degisik olmasindan yola ¢ikilarak birgok arastirma
yapilmistir. Insanlarda yapilan bir caligmada,
spermatozoa hareketlerinin incelenmesi sonunda
spermatozoonlarin yer¢cekimine belli siirelerde kar-
st koyabildigi ve degisik yonlerde yiizme egilimin-
de oldugu ortaya konmustur. Daha hafif olan erkek
kromozomunun tasiyan spermatozoonlarin daha
hizli hareket edebilecegi ve yergekimi giiciine kars1
koyma durumunun farkli olmasi fikri ile yapilan
cinsiyet 6n seleksiyonu ¢alismalart da bulunmakta-
dir (13).

Bu arastirma ile memelilerde sperma separasyon
yontemlerinden swim-up ydnteminin cinsiyet oran-
lar1 iizerine etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Calismada 108 adet disi, 8 adet erkek, Yeni
Zellanda Beyazi tavsan kullanildi. Calisma boyun-
ca tavsanlar konsantre yem ve kuru yonca ile bes-
lendi. Calismada disi tavsanlar, spermaya uygula-
nan swim-up islem stirelerine gore (15, 30, 45 dak)
3 ayr gruba ayrildi (n=18), (grup 1, grup 2, grup
3). Her bir grup i¢in de ayn1 sekilde 3 kontrol gru-
bu olusturuldu (n=18), (grup 1K, grup 2K, grup
3K).

Spermalar suni vagen yontemi ile alindi ve miks
ejekiilat haline getirildi. Miks ejekiilatlar tris (313,
79 mM), sitrik asit (103, 07 mM), fruktoz (33, 3
mM) ig¢eren sulandirici ile sulandirildi (14). Sulan-
dirllmig spermalar swim-up islemi yapilmak {izere
laboratuara getirildi ve 2200 rpm (ratio per minute)
devirde, yedi dak siire ile santrifiij edilerek yikama
islemi yapildi. Yikanmis spermalar iki saat siire ile
37 C”de, % 5 CO,’li etiivde inkiibe edilmis SP-
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TALP ile 1/1 oraninda sulandirildi. Yikama sonrasi
sulandirilan sperma (1 ml) 1 ml SP-TALP altina
yerlestirildi. Tiim tiipler swim—up i¢in 15 (grup 1),
30 (grup 2), 45 (grup 3) dakika siire ile inkiibasyona
birakildi. Kontrol gruplarinda ise spermalar higbir
islem gormeden c¢alisma gruplarindaki siirelerde
inkiibasyonda bekletildi.

Inkubasyon sonunda, swim-up islemi uygulanmis
spermalarin, gruplara gore etiivden cikarildiktan
sonra tiipiin altinda kalan 1 ml’lik kisimlar1 atild1.
Ustte kalan kisim, 0,5 m1’lik miktar dozlarda tavsan-
larin intrauterin tohumlanmasinda kullanildi. To-
humlama sonrasi tavsanlara, IM yolla 0,0042 mg
Buserelin asetat, (Receptal” Intervet, Germany) uy-
gulandi. Tohumlamadan 15 giin sonra hayvanlarin
gebelik muayeneleri abdominal palpasyon yonte-
miyle yapildi. Gebe hayvanlar ayr1 kafeslere yerles-
tirildi. Dogum yapan hayvanlarin dogumdan 24 saat

Tablo I. Calisma gruplarinda elde edilen gebelik oranlari

Demiral OO, Bekyiirek T, Un M, Abay M, Atabay NO

sonra yavru sayilari ve cinsiyetleri belirlendi.

Calismada gebelik oranlar1 ve yavru cinsiyet oranla-
rimin karsilastirllmasinda, windows altinda ¢alisan
SPSS 11,0 hazir programi ile Pearson Ki Kare Testi
kullanild1. Farklilik bulunan gruplarda farkin hangi
gruptan kaynaklandiginin tespitinde yine Ki kare
testi yapildu.

BULGULAR

Calismada, denek gruplarinda ortalama % 35,18
gebelik orani ve toplam 115 (60 erkek, 55 disi) adet
yavru elde edildi. Kontrol gruplarinda ise ortalama
% 46,29 gebelik orani, toplam 132 (61 erkek, 71
disi) adet yavru elde edildi. Calisma ve kontrol
gruplarinda dogum bagma elde edilen yavru sayisi
sirasiyla ortalama 5, 52 ve 4, 88 olarak belirlendi.
Arastirma sonunda elde edilen veriler Tablo I, II, III
ve IV’ de 6zetlendi.

Grapiar o1 o Cebelalman Gebsiaran
Grup 1 (15dak. inkiibasyon) 6 33,3

Grup 2 (30 dak. inkiibasyon) 4 22,2 3,086 0,214
Grup 3 (45 dak. inkiibasyon) 9 50

Tablo II. Kontrol gruplarinda elde edilen gebelik oranlari

Grapiar o1 Sobelaln | Gobslalmmyn Gbsiar
Grup 1K (15dak. inkiibasyon) 9 9 50

Grup 2K (30 dak. inkiibasyon) 8 10 44,4 0,149 0,928
Grup 3K (45 dak. inkiibasyon) 8 10 44,4
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Tablo I1I. Calisma grubu hayvanlarda dogan yavrularin cinsiyet oranlari

Gruplar (n:18) Erkseiiyifs::vru Diiia ﬁs\;ru Erke(};:;ram 7 p
Grup 1 (15dak. inkiibasyon) 23 12 65,7

Grup 2 (30 dak. inkiibasyon) 6 14 30° 6,519 0,038
Grup 3 (45 dak. inkiibasyon) 31 29 51,7%

“® Ayni siitunda farkls harfler istatistiksel olarak anlamlidur.

Tablo IV. Kontrol grubu hayvanlarda dogan yavrularin cinsiyet oranlari

Gruplar (n:18) Erkse;{yffsz:vru Diiia il:s‘;ru Erkil.;)(;ram 7 P

Grup 1K (15dak. inkiibasyon) 28 27 50,9

Grup 2K (30 dak. inkiibasyon) 21 24 46,7° 1,469 0,480
Grup 3K (45 dak. inkiibasyon) 12 20 37,5

TARTISMA Calisma gruplarinda, (grup 1, 2 ve 3) gebelik oran-

Cinsiyet 6n seleksiyonu insan hekimliginde en ¢ok
cinsiyetle iligkili olarak aktarilan genetik hastalik-
larin engellenmesi amaciyla yapilirken, veteriner
hekimligi alaninda tamamen ekonomik nedenlerle
on plana ¢ikmustir.

Sperma separasyonu ile yapilan cinsiyet 6n seleksi-
yonunda FS yontemi giiniimiizde en etkin yontem
olarak tanimlanmaktadir (8). Yontemin etkinligi
ispat edilmesine ragmen uygulamada; islem siiresi-
nin uzun olmasi, pahali bir donanim gerektirmesi,
iiretim maliyetlerinin yiiksek olmas1 ve dol verimi-
nin diisiik olmas1 nedeniyle sahada uygulanabilirli-
gi kasithdir (8-11). Bu nedenlerden dolay1 sahada
kolay uygulanabilen, etkin, ucuz ve dol verimini
etkilemeyecek yontem arayist siirmektedir.

Caligma ve kontrol gruplarinda elde edilen gebelik
oranlar1 a¢isindan kendi iglerinde ve aralarinda
istatistiki degerlendirmede anlamli fark belirlene-
memistir (p > 0,05).

lar1 sirastyla % 33, 3, %22,2 ve % 50, 0 olarak bu-
lundu (p > 0, 05). Aymi gruplar i¢in olusturulan
kontrol gruplarinda ise (grup 1K, 2K ve 3K’da)
gebelik oranlari sirasiyla % 50, 0, % 44,4 ve % 44,
4 olarak belirlendi (p > 0, 05). Grup 1’de spermanin
st kismu ile yapilan tohumlamalar sonunda elde
edilen gebelik oranlarinin grup 2’den yiiksek, grup
3’ten diigiikk olmasmin sperma inkiibasyon siireleri,
tohumlama dozu ve gruplardaki hayvanlarin dstrus
donemi farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisii-
niildii. Kontrol gruplarinda elde edilen gebelik oran-
larmin yiiksek olmasi yapilan tohumlamalarda to-
humlama dozunun hacme dayali olmasi nedeniyle,
kontrol gruplarindaki dozun separe edilen spermaya
oranla yiiksek olmasina baglandi.

Calismada, erkek yavru oranlari; ¢alisma gruplarin-
da (grupl, 2 ve 3) sirasiyla % 65,7, % 30 ve % 51,7
(p < 0,05); kontrol gruplarinda ise (grup 1K, 2K ve
3K da) sirastyla % 50,9, % 46,7, % 37,5 olarak be-
lirlendi ( p > 0, 05 ). Cinsiyet oranlarinin degisken-
liginin erkek kromozomu tasiyan spermatozoanin
hizli yiizdiigii hipotezine dayandig: diistintildii.
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Castellini ve arkadaslari(15) tavsanlar iizerine yap-
tiklar1 bir ¢alismada farkli motil spermatozoa ige-
ren dondurulmus sperma dozlar ile giftlesmeyi
kabul etmeye hazir ve hazir olmayan hayvanlarda,
doza bagimli olarak gebelik oranlarinin % 47,2 —
53,3 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Bunun
yaninda, ¢iftlesmeye hazir olan ve olmayan tavsan-
larda ise gebelik oranlarini sirasiyla % 58 ve % 7,8
olarak belirlemislerdir. Sunulan ¢alismada 6zellikle
kontrol gruplarinda elde edilen gebelik oranlarimin
genel ortalama olarak Castellini ve arkadaglarinin
(15) sonuglart ile uyumlu oldugu; ancak ¢aligma
grubunda elde edilen oranlarin Castellini ve arka-
daslarmin (15)’nin bildirdikleri oranlardan diisiik
oldugu goriildii. Yine ayni aragtirmacinin bildirdigi
ciftlesmeye hazir olmayan tavsanlardaki gebelik
oranlarinin ise bu ¢alismada elde edilen kontrol ve
calisma grubu gebelik oranlarindan diisiik oldugu
goriildii. Yapilan ¢alismada tavsanlarin tohumlan-
mas1 esnasinda hayvanlarin ciftlesmeye duyarl
olup olmadiklarina bakilmaksizin tohumlandikla-
rindan elde dilen gebelik oranlarmin kabul edilebi-
lir diizeyde oldugu diisiiniildii. Castellini ve arka-
daslar1 (15) ayni ¢alismada yavru sayilarini1 dogum
bagina ortalama 7,6 olarak bildirmislerdir. Bu ¢alis-
mada ise dogum basina yavru sayisi ¢alisma grup-
larinda ortalama 6,05, kontrol gruplarinda ise 5,28
olarak belirlendi. Gruplardaki dogum bagina ortala-
ma yavru sayilar arasindaki farkin; irk, bakim ve
beslenme farklarindan kaynaklanabilecegi diistintil-
dii.

Calisma gruplarinda; swim—up islemi uygulanmig
iist sperma fraksiyonu ile yapilan tohumlamalarda
elde edilen cinsiyet oranlarinin kendi aralarinda
karsilastirilmasi sonunda Onemli istatistiksel fark
(p<0,05) olusurken, ayni gruplar kendi kontrol
gruplari ile karsilastirildiklarinda istatistiksel agi-
dan bir fark belirlenmemistir.

Gruplar arasinda erkek yavru orani en yiiksek grup
1 de elde edilirken, en diisiik grup 2 de elde edildi
ve bu degerlerin normal olan % 50 erkek oranindan
sayisal olarak farkli oldugu bulundu. Ugiincii grup-
ta ve kontrol gruplarinda ise elde edilen erkek yav-
ru oraninin fizyolojik sinirlar igerisinde oldugu
gbzlendi.

Demiral OO, Bekyiirek T, Un M, Abay M, Atabay NO

Sunulan aragtirmada, ¢alisma ve kontrol gruplarinda
dogan yavrulardaki erkek oranlarinin farkli olmasi-
nin; sperma yiizme kabiliyetindeki farkliligin, siire
ve yergekimi etkisine bagli olarak cinsiyet oranlarin-
da degiskenlik yapmis olmasindan kaynaklandigi
diisiiniildii. Bunu destekler nitelikte, Makler ve arka-
daglar1 (13) yaptiklar1 ¢aligmada insan spermasi ile
swim-up ve swim-down yontemlerini karsilagtirdik-
larinda, yercekimi ve siire etkeninin sperma
separasyon yontemleri arasinda kalite agisindan bii-
yiik fark olusturdugunu bildirmistir.

Johnson ve arkadaslar1 (16); tavsanlarda FS yontemi
ile separe edilmis sperma ile yaptiklart bir ¢aligmada
spermay1 tasidiklart cinsiyet kromozomlarina gore
% 86 X ve % 81 Y seklinde saflastirabildiklerini ve
bu spermalarla yapilan intrauterin tohumlamalar
sonunda % 94 oraninda disi, % 81 oraninda erkek
yavru elde ettiklerini bildirmiglerdir. Yine ayn1 ¢alig-
mada gebelik oranlari ise % 21,41 — 31,25 olarak
belirlenmistir. Sunulan ¢alismada elde edilen cinsi-
yet oranlar1 Johnson ve arkadaslarinin (16) ¢alisma-
sindan daha diistiktiir. Bunun nedeninin kullanilan
yontem farklarindan kaynaklandigi kesindir. Sunu-
lan ¢alismada elde edilen gebelik oranlari ve dogum
basina diisen ortalama yavru sayilar1 daha yiiksektir.
Gebelik oranlarmin ve yavru sayisinin yiiksek olma-
sinin sperma dozu ve kalitesinden kaynaklanabilece-
§i diistiniildii.

Khatamee ve arkadaslar1 (17) insanlarda, ovulasyon
senkronizasyonu ve swim-up yontemiyle spermanin
iist ve alt fraksiyonlariin kullanilmasi sonunda yav-
ru cinsiyet oranlarinin anlamh diizeyde degistirilebi-
lecegini bildirmislerdir (% 89,2 kiz, % 86,7 erkek).
Tir farkliligi olmasina ragmen elde edilen cinsiyet
oranlarinin sunulan c¢alismada bildirilenden daha
ylksek oldugu goriilmiistiir. Caligmalar arasindaki
farkin, tilir ve spermaya yapilan uygulama farklilikla-
11 ile ovulasyon senkronizasyonundan kaynaklanmig
olabilecegi diistiniildii.

De Jonge ve arkadaslar1 (18) insan spermasinda 15,
30, 45 ve 60 dak’lik inkiibasyonlarla uyguladiklart
swim-up iglemi sonunda iist ve alt fraksiyonlardaki
X ve Y kromozom oranlarimi floresans in situ
hibridizasyon yontemi ile belirlemiglerdir. Calisma-
lar1 sonunda 15 ve 60. dak’larda X / Y kromozom
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oranlarimin istatistiki olarak degisiklik gostermedi-
gini ancak 30 ve 45 dak’lik inkiibasyonlar sonunda
bu oranlarin degistigini, ancak bu durumun biyolo-
jik ve klinik olarak anlam ifade etmedigini bildir-
mislerdir. Sunulan calismada elde edilen sonuclara
gore sayisal olarak erkek yavru oranlarindaki fark-
lihigin De Jonge ve arkadaglarinin (18) ¢alismala-
rinda elde ettikleri sonug ile uyumlu oldugu diisii-
niildii.

Rose ve Wong (19) yine insanlarda cinsiyet selek-
siyonu amagli yaptiklar1 bir arasgtirmada albumin
kolon yontemi ile separasyon islemi yapmuslar;
cinsiyet oranlarinda farklilik belirlerken De Jonge
ve arkadaglar1 (18) gibi separasyon sonunda sper-
malarda Florasan in situ hibridizasyon (FISH) yon-
temi ile baktiklart X/Y kromozom oranlarinda bir
degisiklige rastlamadiklarini bildirmislerdir. Bu-
nunla birlikte spermadaki kromozom oranlarinda
bir degisim olmadan cinsiyet oranlarinda degisim
olmasmni1 X kromozomu tagiyan spermatozoanin
inaktivasyonuna baglamiglardir. Bunu destekler
nitelikte Silverman ve arkadaslar1 (20) ise arastir-
malarinda aynm1 yontemin farkli bir teknikle uygu-
lanmast ve ovulasyon senkronizasyonu ile birlikte
kiz ¢ocuk oraninda artig oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak tavsanlarda swim-up ydntemi uygula-
nan spermalarda kisa siireli inkiibasyon ve istenilen
cinsiyete bagl olarak spermanin iist veya alt bolii-
miiniin kullanilmas: ile yavru cinsiyet oranlariin
degistirilebilecegi diistiniildii.
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