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OZET

S rlarda Swim-Up Yodnteminin Embriyo Cinsiyet Oran na Etkisi

Bu c¢al mada s rlarda swim-up yonteminde farkl inkibasyon sinel® yavru cinsiyet
oranlar Uzerine etkisi arbr |d . Oositler 5, 10 ve 15 dakikal k inkube edil spermalarla
dollenerek tg¢ gruba ayrId . Her G¢ gruptan eldéeadl0’ar embriyonun cinsiyetleri PCR
yontemi ile belirlendi. Ayr ca kontrol olarak birmdriyo transfer Gnitesinden al nan 10
embriyonun cinsiyetleri de belirlendi. Birinci grigphi¢ erkek embriyo belirlenemedkinci
grupta bir, t¢linct ve kontrol gruplar nda &i tane erkek embriyo bulunduPCR ilemi ile
belirlendi. PCR sonunda elde her G¢ deme gruburelde edilen embriyolar n cinsiyet
oranlar aras nda istatistiki olarak fark bulunam#& ¢cal ma sonunda swim up tekimin in
vitro fertilizasyon yontemiyle elde edilen g embriyolar n n cinsiyet oranlar Uzerine etki
etti i dU Gndlmutur. Ancak bu sonuclar n givenilirini test etmek icin daha ¢ok caha

yap Imas gerektii di Gnulmda tar.

Anahtar Kelimeler: S r, in vitro fertilizasyon, preseleksiyon, PCR, swup



ABSTRACT

The Effect of Swim-Up Technique on Embryo Sex Ratioin Cattle

In present study the effect of different swim ugubation times on sex ratio of bovine

embryos harvested in vitro was investigated. Imovihaturated oocytes were divided into
three groups. In first, second and third groupsytesc were inseminated with semen
incubated for 5, 10 and 15 minutes respectively 3éx ratio (male ratio) of 10 embryos for
each groups were analyzed via PCR. Also sexingpsgsrmed to the embryos that obtained
from an embryo transfer department were used asatoin the first group, male embryo

could not be determined. In second group, one eraleryo was determined. And in third and
the control groups were determined two male embbyothe PCR process. PCR at the end of
the experiment all three groups achieved a noifsignt difference between the sex ratio has
been found. In conclusion it was detected in thislys that the incubation times of swim up

technique effects the sex ratio of in vitro haredsbovine embryos. Further studies are

required to obtain more satisfactory results.

Key Words: Bovine,in vitro fertilization, PCR, preselection, swim-up
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1. GR [AMAC VE KAPSAM

Bu cal mada ciftlik hayvanlar vyetiiricili inde 6nemi gittikce artan embriyo transferi
yonteminde kullan lacak embriyolarda cinsiyet tayirirkiye'de ilk kez yapImtr. Bu
amagla farkl sirelerde uygulanacak swim-up yontsomras nda elde edilecek spermalar ile
yap lan in virto fertilizasyondan elde edilen enybtar n cinsiyetlerinin PCR yodntemi ile
belirlenmesi amaclannt r. Bu ¢cal mada elde dilen embriyolar n cinsiyetlerinin PCRiini

ile belirlenmesi sayesinde uygulanan farkl sudg&r swim-up uygulamalar n n embriyo

cinsiyeti tUzerine etkisi ararIm tr.

2. GENELB LG LER

Uremede canl olwmunun ilk ad m fertilizasyondur. Fertilizasyonras nda déllenen

yumurta sadece X kromozomu icerirken, déllemeycgkle tirecek spermatozoonun X veya
Y kromozomlar ndan birine sahip olmas, docak yavrunun cinsiyetini belirlemektedir. Y
kromozomuna sahip spermatozoon ile déllenen yurdartaerkek, X kromozomuna sahip

sperma ile dollenen yumurtadan ise gavru elde edilmektedir.

Yavru cinsiyet oran, erkeklerin diere oran, erkek yavru say s nn her 100i diavruya
oran veya erkek yavru yuzdesi olarak tan mlanaéitradir. Bununla birlikte, birincil, ikincil
ve Ucuncil cinsiyet oran olarak da tan mlanmaktaBirincil cinsiyet oran, fertilizasyon
an nda meydana gelen cinsiyet oran olarak, ikiomikiyet oran , doum an nda erkeklerin
di ilere oran olarak ve ucuncil cinsiyet oran ise wa sonras yavrular n belli bir ya

geldikleri andaki cinsiyet oranlar olarak tan miaaktad r (Demiral ve ark., 2007c).

Memelilerde ikincil cinsiyet oran n; yavru say &inne ya, beslenme, stres ve tohumlama
zaman gibi bircok faktor etkilemektedirnsan d ndaki memelilerde ikincil cinsiyet
oranlar n n dei mesinde etkin olan mekanizmalar tam olarak aydlalatm tr. Bu
durumun; spermada bulunan X ve Y kromozomlar ny&mn spermatozoa oran, motilite ve
erkek ile dii embriyolar nn implantasyon ve gain farklar ile acg klanabilece

di Untlmektedir (Adashi ve ark., 1998).



Cok eski y llardan bu yana insanlarda cinsiyetriaigin tek tarafl oridektomi gibi uygunsuz
yontemleri de iceren ampirik yontemlerin kullan Id bilinmektedir. Gelien teknolojiye

paralel olarak insanlarda cinsiyet tayini, 6zelikhsanlarda yaun olarak X kromozomuna
bal olarak ortaya ¢ kabilen genetik hastal klar nagikasyonu ve cinsiyet oranlar n
dengelemek amac yla yap Imaktad r (Seidel ve &%¥99; Sureau C, 1999).

nsanlarda sperman n delk maniptlasyonlar n n yavru cinsiyet oranlar (iner etkinli i
hakk nda farkl bildirimler mevcuttur. Ozellikle spnada bulunan X ve Y kromozomu
ta yan spermatozoonlar n yizme kabiliyetlerinin farkdimas na dayal bu yodntemler

sonunda insanlarda etkin sonuclar n al ndildiriimektedir (Khatamee ve ark., 1999).

Memeli embriyolar nda cinsiyetin erken donemde remimesi icin catli yontemler
kullan Imaktad r. Bunlardan baz lar, karyotip (glenetik) analizi, erkek spesifik antijen
analizi, erkek ve di embriyolar aras ndaki metabolik farkllklarn lb&enmesi,
ultrasonografi ile genital tiberkdlin belirlenmeld cinsiyetin belirlenmesi ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi yontemlerdir (Bredbaake ark., 1991).

S rlarda ise yavru cinsiyet oranlar Uzerine yap lam vitro cal malarda genelde
fertilizasyon siresi, maturasyon suresi gibi fale@baratrIm tr (Dominko ve First, 1997).
Oositlerin, maturasyon amas ndan sonra farkl zamanlarda (birinci polasineti in
atImas ndan hemen sonra ve sekiz saat sonra) temanyapImas ile elde edilen
embriyolar n cinsiyet oranlar aras nda (%50 orsacinsiyet dal m na oranla) istatistiki
olarak anlaml fark tespit ettiklerini bildirmerdir. Ayr ca, cinsiyet oranlar n n tohumlama ve
ilk yar Ima (cleavage) amas n n zaman na bla oldu unu bildirilmi lerdir. Buna benzer
nitelikte, dondurulmu bo a spermas ile 6 saatlik inkiibasyon sonunda 9,182saatlere
oranla istatistiki olarak anlaml dizeyde erkek egwelde ettiklerini bildirmitir (Kochbar
ve ark., 2003).

S r yetitiricili inde cinsiyet tayini yettiricilere 6nemli ekonomik katk s&ayabilir.
Yavrunun cinsiyetinin belirlenmesi amac yla uygwan yontemler sonucu yavrularn
cinsiyetlerinin  doumu o©Oncesinde ve hatta embriyonal amn ik aamalar nda

belirlenebilmesi, iletmelerin kar payn artt rabilecektir. Sut $ yeti tiricili i yapan



I letmelerde doacak yavrular aras nda diyavrularn, besi s r vyeti tiricili i yap lan
I letmelerde ise erkek yavrular n say s n n ¢cok olnndstmenin karl | igin istenir.

Ayr ca do acak yavrunun cinsiyetinin belirlenmesi slah gabklar nda énemli bir yer tutan
ve uzun zaman isteyen, erkek hayvanlar n projeeterinde hem kaynak hem de zaman
kayb n n engellenmesinde dnemli yer tutacakt r (éfdtoken ve ark., 1999).

Son y llarda in vitro teknikler ile cinsiyet taymile 6nemli yol al nmtr. GUnimuzde insan
ve hayvanlarda X ve Y kromozomu tgan spermatozoalar n preseleksiyonu amac yla pek
¢cok dei ik yontem tarif edilmektedir. Bu teknikler albumiwve percoll gradient
seperasyonlar, sephadex kolonlar, swim-up / nigaifswim-up prosedurleri ve flow
sitometridir. Hayvanlarda preseleksiyon amac ylabarar | tekni in flow sitometri olduu
bildirilmesine ramen, bu sistem spermatozoalar n boyanmas ve drel k sisteminin
(double-flourecent) kullanlmas nedeniyle oldukgautajeniktir ve clce yavrularn
do mas na neden olmaktad r. (Johnson ve ark., 1989)ydhtemle tavanlarda yap lan bir
cal mada erkek yavru eldesinde % 81,idyavru eldesinde % 86 bar elde edildii
bildirilmi tir (Johnson ve ark., 1989). Swim-up prosediripabkal laboratuar ve ekipman

gerektirmemesi nedeniyle daha pratik ve ekonomilydintem olarak 6ne ¢ kmaktad r.

Swim-up prosediri deik kromozomal yapya sahip spermatozoonlarn ylzme
kabiliyetlerinin farkl olmas ilkesini temel aldtacinsiyet tayinini gerceklgéirmektedir.
Prosedurin bars Gzerine farkl gorder vardr. Baz ardrclar bu yontemlerin etkisiz
oldu unu savunurken, bazlar ise bu yontemlerin cirtsigeanlar na etkili olduklar n
savunmaktad rlar. Khatemee ve arkddan n (1999) taraf ndan insanlar tzerinde yapirkl
bir cal mada swim-up tekni uygulanarak elde edilen yavrular n spermalarla hga
tohumlamalardan elde edilen dive erkek cocuk saylarnn kontrol gruplar na rdea
sras yla % 86,7 ve % 89,7 daha yuksek oldukldsildirmi lerdir. Ancak duvelerde yap lan
bir cal mada 6n seleksiyonu yap Imspermalar ile yap lan tohumlamalardan elde edilen
yavrular n cinsiyet oranlar ile kontrol gruplarand elde edilen yavrular n cinsiyet oranlar ile
kar latrld nda yavrular n cinsiyet oranlar aras nda istddisblarak 6nemli bir farka
rastlan Imad  bildirilmi tir (Seidel ve Johnson, 1999). Embriyo cinsiyet nteian n
belirlendi i baz in vitro cal malar da yap Imtr. Dominko ve First (1996) taraf ndan

yap lan bir cal mada, mezbahadan elde edilen ovaryumlardan toplaositierin maturasyon



a amas ndan sonra farkl zamanlarda (birinci polameti in at Imas ndan hemen sonra ve
sekiz saat sonra) tohumlama yap Imas ile eldeerdémbriyolar n gelim ve cinsiyet
oranlar aras nda istatistiki olarak anlaml birkfaespit ettiklerini bildirmilerdir. Yine ayn

cal mada elde edilen embriyolar n cinsiyet oranlarthumlama zaman na ve ilk cleavage
aamasnn zamanna ba oldu unu bildirilmi tir. Buna benzer nitelikte Kochbar ve
arkadalar (2003) iki farkl dondurulmubo a spermalar ile farkl sperma—oosit inkiibasyon
surelerinde 6 saatlik inkibasyon sonunda elde rdikek embriyo oranlarnn 9, 12, 18
surelere elde edilen erkek embriyo oranlar aras fadk bulunmu ve bu fark n istatistiki

olarak 6nemli olduu bildirilmi tir.

Entansif s r yeti tiricili inde yeni doacak buzalarda arzulanan cinsiyet,letme amac na
uyum gostermekte; sutculetmelerde dii yavru istenirken, etci letmelerde talep erkek
yavruya kaymaktad r. Yavrunun cinsiyeti Uzerineigohumlama uygulamalar nda kullan lan
bo ann ve 0&strus b&angc ile tohumlama zaman aras ndaki sireninisetbldu u
bildirilmi tir (Rorie, 1999; Demiral ve ark., 2007). Bunun yala, dinyada giderek
yayg nlaan ve ulkemizde de ilgi ceken dondurulmembriyo transferlerinde tohumlama
s ras nda gerceklarilecek herhangi bir caban n yavru cinsiyeti limer etkisi olmayaca
ac ktr. Ayrca, swim-up yontemiyle gercekigilen preseleksiyonun cinsiyet tayinindeki
baars konusunda insan hekimhde yapIm c¢al malar olmasna ramen evcil

hayvanlarda gerceklgrilmi ¢cal malar az say da ve sonuclar da d¢elidir.

Yap lan bu calmann konusu, balarda swim-up prosedirinun sudrelerini idérerek
fertilizasyon oncesi X ve Y kromozomu tgan spermatozoonlarn ayrlmasn
(preseleksiyon) ve elde edilen embriyolar n cinggrgmin PCR teknii ile tayininin

gercekletiriimesidir.

S rlarda sperma manipulasyonlarnn yavru cinsiyeantar etkinliini Uzerine fazla
cal ma yapImamtr. Bu cal ma ile in vitro olarak s rlarda farkl surelerde swim-up
i lemi gbrmi sperma ile embriyo cinsiyet oranlar n deirip-de i tirmedi inin arat r Imas
hedeflenmi ve cal ma sonunda elde edilecek verilerin cinsiyet oranlarén seleksiyonu
amagl yap lacak yeni camalara k tutaca du Untlmdtdr. Yap lan bu ¢calmada, boa
spermalar na uygulanan swim-up yonteminin zamangaldaolarak cinsiyetin 6n

seleksiyonunda ki etkinlinin arat r Imas amaclanmtr.
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3.  GEREC VE YONTEMLER

3.1.  nVitro Maturasyon (IVM)

Ovaryumlar mezbahadan ve 30€2le %0.9 NaCl iceren termoslarda laboratuaranth.
Laboratuara getirilen ovaryumlar 3C€'de musluk suyuyla y kand . Oositler 2-8 mm’lik
folliktllerden 18 gauge’luk inelerle vakum sistemi kullanarak topland . Aspireilen
follikler sv, 100 mm’lik petri kaplar nda stersokroskop alt nda oda s s nda incelendi.
Oositlerden en az 3 sra kumulus hicre katman n&oraojen stoplazmaya sahip olanlar
secilerek 3 kez TL-HEPES'te y kand ve mature edHiniizere her 10 oosit mineral yde
kaplanm 50 [I'lik doku kdltiri medyumuna (TCM) -199 damlalar rétar Id . TCM-199
kullan laca gin 0.2 mM Na-piruvat, 0.5g/ml follikil stimtle edici hormon (FSH), 5g/ml
luteinle tirici hormon (LH), %10 fotal buza serumu (FCS; Gibco/Invitrogen) ve 29/ml
gentamisin ilave edildi. Maturayon damlalar na akaa oositler 39C’de %5 CQ'li etiivde
24 saat boyunca inktibe edildiler. Bu inktiibasyorukar IVF ve in vitro kaltir (IVC) icinde
aynyd.

3.2. Sperman n Haz rlanmas ven Vitro Fertilizasyon (IVF)

Dondurulmu bo a spermas 35 Wle 30 saniye sire ile ¢ozdurildi. Cézim sonunda,
spermalar TALP solisyonu ile 1/1 (v/v) suland rdkcsantriflij edilerek Ust stpernatant
at Id ktan sonra tekrar 1/1 orannda TALP solusyalau suland r larak y kama llemine
yapId .

Y kama i lemi yap lan spermalar 2 ml sp TALP iceren tUpldaban na yerldirilerek 5, 10
ve 15 dakika sure ile inkiibasyona b rak ladikiibasyon sonunda penetrasyonun gercekie
ust 1 ml lik ksm alnd. Canl spermatozoa icenagilet al narak sperma konsantrasyonu
hemositometrik yontem ile belirlendi. Sperma 50¥%a® olacak ekilde TL-HEPES ile

sulandrid .

Mature edilen oositler 2 kez TL-HEPES'te y kand 1@'lu oosit gruplar mineral yaile
kaplanm 44 [lik fertilizasyon damlalar na transfer edildi. E&izasyon medyumu olarak
haz rlanaca gin 0.2 mM Na-piruvat, 6mg/ml yaasidinden ari s r serum albumini (BSA-

FAF) ve 25 g/ml gentamisin ilave edilen modifiye edilmiyrode bazl medyum haz rland .
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Mature edilen oositlerin aktar Ild her bir fertilizasyon damlas na; her damlada Ifina
konsantrasyonu 1.0x3fnl olacak ekilde 2 | sperma siispansiyonu, 2 PHE (20 M
penisilamin, 10M hipotaurin ve 1M epinefrin) ve 2 | heparin (2g/ml) ilave edildi.

Oositler ve sperma 24 saat birlikte inkiibe edildile

3.3. n Vitro Kultur (IVC)

Fertilizasyondan 24 saat sonra, 1.5 ml’lik eppehtigslerine aktar lan embriyolar en yiuksek
devirde 3 dakika boyunca kumulus hicrelerini uzakimak amac yla vortekslendi. Kumulus
hicreleri uzakla r lan embriyolar 3 kez TL-HEPES ile y kanarak 264uk gruplar halinde
mineral ya ile kaplanm olan 50 I'lik CR1aa kultir medyumuna aktar Id lar ve inkiibee
kald r Id lar. Kultlrin 3. giniinde 4-8 hicreli enymiar cinsiyet oranlar n n belirlenmesi igin

topland ve ultra distile su icerisinde dondurul@insiyet tayini aamas na kadar sakland .

3.4. DNA zolasyonu

DNA izolasyonunda iki yontem denendi. Bunlardani ilkopes ve arkaddéar (2001)
taraf ndan Onerilen cinsiyet tayini yap lacak emblardan kaynatma yontemi ile DNA
ekstraksiyonuydu. Bu yontemle DNA izolasyonu icifadbomer parcas veya blastomer
al narak steril bir ependorf tipine konulup 200 steril distile su eklendi. Hlcrelerden
DNA'nn elde ediimesi amac yla, kam 98 °C'de 10 dakika tutuldu. lemin sonunda
kar m so utularak denatlre olan proteinleri uzaklamak amac yla santriflj yapId .
Genomik DNA’'n n bulunduu du dndlen dstteki svdan 5-161 al narak PCR ileminde
kullan Id .

kinci denenen DNA ekstraksiyon yontemi ise fenarkform yontemiydi. Bu yontem icin
once 100m icinde blastomer parcas veya blastomer bulunas sal narak 1,5 ml'lik steril
ependorf tipune konuldu. Bu s v n n tzerine 30Q X TNE soltsyonu, 30| Tris-HCI (pH
8), 5 | proteinaz K (10 mg/ml), 10l % 20’lik SDS soliisyonu eklenerek, iyice kar larak
bir gece 50 °C’lik etiivde bekletildi. Etivden ¢ kam 6rneklerin Gzerine 4451 fenol
eklenerek 10 dakika kat r larak 3000 devirde 10 dakika santriflj edil@antrifiij sonunda
ustteki sv ks m yeni bir steril ependorf tiptukenularak tzerine fenol-kloroform (1/1)
kar m ndan 445 | eklendi. Kar m, tekrar 10 dakika kat r larak 10 dakika 3000 devirde
santrifij edildi. Santrifij sonunda yine Usttekivsksm ile dikkatlice, alttaki k sm

kar mayacak ekilde al narak b&a bir etiketli steril ependorf tipine konuldu. Adn bu
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s v nn Uzerine 4451 kloroform-izoamil alkol (24/1) ilave edilip tekrd O dakika kartr Id
ve 3000 devirde 10 dakika santrifllj edildi. Sakfrsonunda yine alttaki k s m kamayacak
ekilde, Ustteki sv k s m dikkatlice al n p ba bir steril ependorf tipine konulup Uzerine —
20 °C de saklanan saf etil alkolden 8%@klendi. Souk etil alkol eklendikten sonra ependorf
tupu DNA iplikcikleri kiimelemesi beklendi. Kimelen DNA iplikgiklerinin tipin dibine
¢cokmesi icgin tip 10 dakika 10000 devirde santrifép lacak ve santrifij sonunda ustteki
alkol uzaklat r larak tapin dibine ¢cokmuolan DNA peletinin tGzerine bu sefer %70’lik etil
alkolden 890 | eklendi. Tekrar 10 dakika 10000 devirde santryf@ip larak santriflij sonunda
yine tupun ustindeki alkol uzakta Id . Tup igcindeki alkolin tamamen uzakfas icin tip
laminal flow’da kurumaya b rak Id . Tamamen kuruyanicinde DNA bulunan tipuin tzerine
100 | TE buffer (10 mM Tris, 1ImM EDTA pH 8,0) konularakip icerisindeki DNA
peletinin ¢dzulmesi amac yla bir gece buzdolab beéaletildi. Ertesi giin DNA izolasyon
I leminin baar | olup olmad n n kontrol i¢in drneklerden 2| al narak % 1’lik agaroz jelde
15 dakika elektroforez yap Id . Elektroforez sonané er DNA izolasyonu bar | ise jel
ultra-viyole k veren gorintileme sehpas nda orneklerin yuklerdiyucuklarda fliioresan
par Idama gozlendi. Daha sonra DNA elde edilen Kierepolimeraz zincir reaksiyonunda
(PCR) kullan Imak i¢in —20 °C de sakland .

3.5. Cal mada Kullan lan Primerler

S r fotus ve embriyolar n n cinsiyet tayinlerinde iggrup primer kullan Id . Birinci primer
seti Y- kromozomuna 06zgl olan oligonukleotid afi grup ise PCR reaksiyonundan
kaynaklanabilecek sorunlar n belirlenmesi igin &ollan otosomal sr kromozomlar na ait
DNA molekiline simetrik (complementer) oligonukledétrdi. Bu primerlerin baz dizinleri
u ekildedir: Y-kromozomuna 6zgu sentetik oligonukldwmr 5-TGG ACA TTG CCA
CAA CCA TT-3' ve 5-GCT GAA TGC ACT GAG AGA GA-3'.Kontrol amac yla
kullan lan sentetik oligonukleotidler ise 5-GCC 8AGTT GCT AAG CAC TC-3' ve 5'—
GCA GAA CTA GAC TTC GGA GC-3 olmak Uzere 20 bp wmhw unda 4 primer

kullanIm tr.

3.6. PCR lemi
Reaksiyon s dizenleme aletinde (thermocycler)lgag®’CR reaksiyonu i¢cin DNaz ve RNaz

enzimlerinden arndrim 0,2 ml'lik ince cidarl steril mikro tupler kullald. PCR’de
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kullan lacak 6rnek say s na gore tim reaktifler lbaerindeki bir tupte kart r larak yine buz
Uzerindeki dier tuplere dt olarak da tId .

Her 6rnek icin PCR’de kullan lan reaktifler ve raKar :

Steril dHO 10m

10 X PCR Baf r Soliisyonundan o

25 mM MgCl 5m

50 M dNTP Mix 5m (Her birinden, dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
0,2nM Primer 1 (Her birinden 5m)

Tag DNA Polimeraz Enzimi 2U

Genomik DNA 1,51, konduktan sonra, PCRlémine yap Id .

Uzerine 6rnee ait genomik DNA konan tiipler thermocyclere yditderek 94 °C'de 5
dakika siiren DNA denaturasyoteiminden sonra her bir dongusu;

94°C’de 1 dakika

60°C’de 1 dakika

72 °C'de 1 dakika, olacakekilde 50 déngii yap Id ve bu déngdilerin bitimin2°C'de 10

dakika bekletilerek reaksiyona son verildi.



14

4. BULGULAR

4.1. nVitro Fertilizasyon ve Embriyo Eldesi

Sunulan c¢almada, her bir uygulama grubunun diurulmas nda kullan lan mature edilmi
oosit says srasyla 21, 20, 22 din vitro fertilizasyon sonunda 48. saatte gruplarda
bolinme elde edilmiembriyo say lar (2, 4 ve 8 hiicreli) ise birinecugta; 14, ikinci grupta;
10 ve UgunclU grupta 18 olarak belirlendi. Embriyidtdrt sonunda (48. saatte) cinsiyetin
belirlenmesi amac yla her bir gruptan en az 10 &muohultra saf su icerisine konularak PCR
ile embriyolar n cinsiyetleri belirlenene kadar ksadd . Yap lan ¢almada her bir grup igin en
az 10 embriyoda cinsiyet tayini yap Id . Birinciugta O, ikinci grupta 1 ve tclnci grupta 2
erkek embriyo elde edildi belirlendi.

Resim 1. Aspirasyon ile elde edilen oositler

Resim 2. Oosit maturasyonu (kumulus ekspansiyonu)
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Resim 3. Fertilizasyon sonras 2, 4 ve 8 blastoneenbriyolar

Resim 4. Fertilizasyon sonras 2, 4 ve 8 blastaneenbriyolar

Resim 5. Fertilizasyon sonras anormal ve normdirgrolar
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4.2. PCR lemi

Cal ma materyalini oluuran 5, 10 ve 15 dakikal k swim up yontemi uygalarspermalar n
kullan Imas ile elde edilen embriyolar ile 60 ded k swim up ileminin yap Ild kontrol
grubunu oluturan spermalar n kullan larak elde edilen embayai cinsiyetleri PCR yontemi
belirlendi. lem sonunda kontrol grubunu oturan 10 embriyonun iki tanesinin erkek
di erlerinin ise dii olduklar belirlendi. Be dakikal k swim up ileminin yap Ild grupta hi¢
erkek embriyo rastlan Imanken, 10 dakikal k swim up lleminin yap Id grupta bir, 15
dakikal k swim up ileminin yapld grupta ise iki embriyonun erkek oldw di er
embriyolar n ise di olduklar belirlenmitir. Yap lan ki kare testinde olturulan gruplar
aras nda bir fark gérulmentir (p>0,05).

Resim 6. PCR drunlerinin %2’lik agaroz jel elektnadzindeki goruntileri (4: 100 bp’lik
DNA merdiveni; 2: dii kontrol; 3: erkek kontrol; 1, 6, 9: erkek embriga ait PCR Urdnleri;
5, 7, 8: dii embriyolara ait PCR urunleri).
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5. TARTI MA VE SONUC

S r yeti tiricili inde yetitirme ekline goére istenen yavru cinsiyeti farkldr. Ssit r
yeti tiricili i yap lan iletmelerde her y| céli nedenlerden dolay ay klanarak siriden
¢ kart lan hayvanlar n yerine yenilerinin konulmaereklidir. Bu da iki yolla temin edilebilir;
biricisi, d ar dan baka i letmelerden hayvan temini, ikincisi ise her yletimede doan
hayvanlar n ay klanan hayvanlar n yerine konmas 8iirtiye d ar dan hayvan al m, al nan
hayvanlar n genetik yap lar n n bilinmemesi, haktahakli ve siriiye dar dan hayvan
al mnn maliyetinin yiksek olmas nedeniyle tercddilen bir yontem deldir. Di er
taraftan, verim Ozelliklerinin bilindi i letmedeki hayvanlar n di yavrular n n iletmede
surd buyudklitnan sabit kalmas icin kullan Imas hem daha ucem de daha az risk ta

Bu nedenle st sr i letmelerinde her y | daacak yavrular n énemli bir k sm n n diolmas
istenir. Bir sezonda ne kadar ¢okidiavru elde edilirse onlar i¢erisinden en iyilesecilerek
popilasyonda h zl bir genetik ilerleme &mabilir. Di er taraftan pazar gereklerine gore et
fiyatlar n n yoksek olduu dénemlerde ise dan yavrular n counun erkek olmas ve besiye
al nmas istenir. Bu sebeplerden dolay dcak yavrular n cinsiyetlerinin damdan 6nce
bilinmesi ve mumkiinse yavrular n cinsiyetlerine ralidle edebilmek hayvan yéiricili i

icin 6nemlidir (Demiral ve ark., 2007a; Pala ve 1&010) .

S r i letmelerinde suni tohumlama ve embriyo transferguwlgmalar, surt yonetimi
ac sndan en guclu teknikler haline geltmi Sdrilerde bu yontemlerin kullan Imas ile
normal artlarda cok uzun sireclere ihtiya¢ duyulan geniégikeme ve slah ¢calmalar daha

k sa sureclere ¢ekilebilntir (Kageyama ve ark., 2004).

Islah cal malar nda hzl bir genetik ilerlemenin danmas igin her gegcen gin yeni
yontemlerin gelitirilerek ciftlik hayvanlar yetitiricili inde uygulama alan bulmas
kac n Imaz hale gelmiir. Cinsiyet preseleksiyonu,letmelerde slah ve genetik ilerlemenin
hz kazanmas ag¢sndan en Onemli kilometrelatandan biridir. Memelilerde yavru
cinsiyetinin tahmini ve cinsiyet preseleksiyonu fize yap lan calma ve ara rmalarn
temeli 2500 y| oncesine kadar dayanmaktad r. @atspreseleksiyonu lemleri 6zellikle
insanlarda cinsiyete bk kal tsal hastal klar n engellenmesi amac yla {mpya balanm ve
geli tirilmi  bir uygulamad r. Yap lan ¢amalar ile yavru cinsiyet oranlar Uzerine etkin
faktorler aratrIm tr. Bu faktorler ana ya, do um says, yavru say s, beslenme, stres,
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habitat kalitesi, doum mevsimi, iklim dei iklikleri ve tohumlama zaman gibi faktorlerdir.
TUum cinsiyet preseleksiyonu uygulamalarnn temeli ve Y kromozomu tayan
spermatozoonlar n fiziksel ve fizyolojik 6zellikiesiras ndaki farklar n kullan Imas temeline
dayanmaktad r (Hylan 2007).

Uzun suredir prenatal donemde embriyolarda cinsiyeelirlenmesi, s r yeti tiricili inin
amaclar ndan biri olmaur (Kamimura ve ark., 1997Burada iki yaklam mevcuttur. Iki
dollenmenin gerceklenesi ile oluan embriyolarda cinsiyet belirlenmesi, €ii ise daha
embriyo olumadan spermalara mudahale ederekamak embriyolarda cinsiyetlerin 6nceden
belirlenmesidir. Fertilizasyon sonras ahm embriyolarda cinsiyet belirlenmesi in vitro
ko ullarda elde edilen embriyolarda cinsiyetin behreesi ve gebe hayvanlarda uterusa

implante olmu embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi olarak ikkilde yap Imaktad r.

S ryeti tiricili inde embriyo transferinin yayg nlmas ve embriyo transferinin, geilrilen
molekiler genetik yontemler ile birkrilmesi hayvanlarda Ureme ve vyaificili in
etkinli ini dnemli 6lctde iyiletirmi tir (Hasler ve ark., 2002). Dal artlarda bir s rdan
reprodiktif yaam boyunca beveya alt yavru al nabilirken bu say siper ovytas ve
embriyo transferiyle artr labilmektedir (Ekici vark., 2006). Son yirmi ylda icerisinde
veteriner reprodiksiyon alan ndaki ilerlemeler, eiyddara uterusa implante olmadan 6nce
midahale edilmesini olas klInir. S rlarda rutin in vitro fertilizasyon uygulamalar ad
swim up yontemi uygulamas yaklk bir saatlik inkiibasyonlar icermektedir (Chohaa
ark., 2004; Cesari ve ark., 2006). Swim-up uygulamada, X ve Y kromozomu ta/an
spermatozoonlar n; al k fark veya metabolizma h zlar n n farkl olmanedeniyle ytizme
h zlarnn farkl olmas hipotezi lGzerine memelder yap lan baz in vitro ve in vivo
cal malar icerisinde bir biri ile celir nitelikte arat rmalar mevcuttur (De Jonge ve ark.,
1997; Khatamee ve ark., 1999; Manzur ve ark., 200ria ve ark., 2005; Yan ve ark.,
2006; Demiral ve ark., 2007c).n vitro fertilizasyon uygulamalar ndan elde edilen
embriyolardaki cinsiyet oranlar n n ata Imas amacl bir¢cok calma yap Im tr (Alomar ve
ark. 2008).

Doksanl yllarn banda implantasyon 6ncesi embriyolarda cinsiyetrieglerek, embriyo
secimi ilk kez ticari olarak sr yeti tiricili ine girmi tir (Kamimura ve ark 1997). Srlarda

in vitro fertilizasyon uygulamalar nda sperma seggonu amacl bircok yontem
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kullan Imaktad r. Bu yontemlerle sperma icerisinaddunan seminal plazma, hicre art klar
ve Olu spermatozoonlar n uzaldalmas amaclanmaktad r (Mendes ve ark., 2003a0eve
ark., 2006).

Demiral ve arkaddar nn (2007c) tavanlarda swim-up lemi uygulayarak elde ettikleri
spermalarla yap lan tohumlamalarda; 15 dakikal knswp uygulanan spermlarla yap lan
tohumlamalarla %33,3, 30 dakikal k inkubasyon il&lee edilen spermalarla yap lan
tohumlamalarla %22,2, 45 dakikal k inkubasyonla eel@édilen spermalarla yap lan
tohumlamalardan ise %50 oran nda gebelik elde &mdir. Yap lan bu ¢calmada birinci
grupta fertilizasyon oluna oran %66,66, ikinci grupta %50 ve tclncu grup&éa%381,81
olarak belirlenmitir. Ayn aratrclar uygulanan bu yontemle elde edilen yavru
cinsiyetlerinin dei tirilebilece ini bildirmi lerdir. Ancak sunulan caimada elde edilen
sonugclar s rlarda in vitro embriyo tretiminde yap lan bu uygmada cinsiyet a¢ s ndan bir
farkl | k olu mad belirlenmi tir.

nsanlarda ostsrus senkronizasyonu ve swim-up yoénieipirlikte kullan Id  bir cal mada
cinsiyet oranlar n n istatistiki olarak anlaml kitizeyde de ti i bildirilmi tir (Khatamme ve
ark., 1999). Ayn ekilde tavanlarda yap lan farkl sirelerde swim-up uygulanssunda
elde edilen yavrular n cinsiyet oranlar aras nstatistiki olarak fark bulundw bildirilmi tir
(Demiral ve ark., 2007c). Ancak insanlarda 15, 88, ve 60 dakikal k inkubasyonlarla
yap lan swim-up uygulamas ndan sonra st ve altrkesdan elde edilen spermalarla yap lan
tohumlalar sonucunda elde edilen 15 ve 60 dakikaydgulamalardan elde edilen yavrular n
cinsiyetlerinde bir fark belirlenemedibildirilmi tir. Yine ayn c¢al mada 30 ve 45 dakikal k
uygulamalardan elde edilen yavrularn cinsiyetidenbir dei im oldu u ancak bu
de i iminde istatistiki olarak anlaml olmad bildirilmi tir (De Jonge ve ark., 1997). Yap lan
bu cal mada da in vitro fertilizasyon ile elde edilen emblar n cinsiyetleri aras nda
istatistiki olarak bir fark bulunamant r.

mplantasyon 6ncesi embriyo cinsiyetlerinin belinesi veya yuksek genetik performansa
sahip hayvanlardan elde edilen, istenen cinsiyettdriyolar kullan larak yap lan embriyo
transferleri sturtiniin genetik yap s n n daha k sadiiyile tirilmesine olanak verir (Kayg s z
ve ark., 2003). Buda mevcut siride daha ksa suretén art na olanak verir.

Embriyolar n cinsiyetlerinin  belirlenmesi amac yl&ullan lan ydntemlerin maliyeti,
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gavenilirli i, pratikli i ve uygulama icin gereken zaman yontem secimdenbde (Weikard
ve ark., 2001).

Memelilerde embriyo cinsiyetinin belirlenmesindeken embriyonal gelim a amas nda
yap lan karyotip analizi, H-Y antijeninin kullan s , erkek ve di embriyolar aras ndaki
metabolik farkl | klar n n belirlenmesi ve son wlda Y kromozomuna 0zel primerler

kullan larak yap lan DNA analizi gibi ¢éli metotlar kullan Imaktad r (Lopes ve ark., 2001

Polimeraz zincir reaksiyonu tekmnin ke fi sayesinde erkek cinsiyet kromozomuna 06zel
primerler kullan larak embriyolar n cinsiyetlerinibelirlenmesi yayg n kullan lan bir ara¢
olmu tur (Hirayama ve ark.2004). Embriyodan al nan biyopsiyi takiben PCRadiesiyetin
belirlenmesi iki saate bar| bir ekilde yap labilir. PCR ile embriyo cinsiyet beéirhe
yonteminin dorulu u % 93-98 aras nda oldu bildirilmi tir (Hasler ve ark., 2002). Birgok
aratrc yuksek duyarll , kesinlii ve daha k sa surede sonu¢ vermesi nedeniylerdi
teknikler yerine PCR'yi tercih ettiklerini bildirmierdir (Bredbacka, 2001). PCR ile yap lan
cinsiyet belirleme lemi biri amelogen ve ZFY genleri gibi erkeklereebdizinler di eri ise
her iki cinsiyet icin ortak olan lokuslar n belinmesine olanak veren iki primer seti
kullan larak yap I r (Almodin ve ark., 2005; Alve ark., 2003).

S rlar ve di er turlerde embriyolar n cinsiyetlerinin belirlengnacin kullan lacak genomik
DNA ya 2-4 blastomer kadar kiictiik embriyolardan yiidal s v lardan elde edilebilir (Alves
ve ark., 2003). Ancak cinsiyet belirlenmesi icinndarulmu embriyo kullan Imas nda
embriyolar n  ¢Ozulmesinin canl azaltabilecei bildiriimektedir (Bredbacka, 2001).
Dollenmenin ekillenmesi sonu olumu embriyonun cinsiyetinin belirlenmesi durumunda
art kK embriyonun cinsiyetine bir miudahale imkaninkamaktad r. Bu embriyo ya embriyo
transferi icin kullan I r ya da embriyo implanteachk gebeliin ekillendi i embriyolard r.
Dondurulmu embriyolarda ve taze embriyolarda embriyo cinsnyetbelirlenmesi icin DNA
materyali olarak blastomerlerden en az birininraks gereklidir ki bu uygulama hiicrenin
alnd embriyonun canll n du Ormektedir (Kamimura ve ark., 1997). Yaplan bu
cal mada farkl surelerde swim-upleminin uyguland spermalar kullan larak yap lan in
vitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolardaergk s tma gerekse fenol-kloroform yontemi
ile baar| bir ekilde DNA izole edilmitir. zole edilen DNA’lar kullan larak PCRIemi ile

baar| bir ekilde embriyolar n cinsiyetleri belirlenebilntir. Is tma ilemi ile elde edilen
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DNA'lar kullan larak yap lan PCR lemi sonunda embriyolar n cinsiyetleri bsaat icinde,
fenol-kloroform yontemi ile elde edilen DNA’lar ilgap lan PCR iemi ile embriyolar n
cinsiyetleri 30 saat icinde kesin olarak belirleieb tir. Dolay s yla embriyolardan elde
edilecek DNA'lar kullan larak yap lacak camnalarda DNA izolasyonu icin kaynatma
yonteminin daha kullanl oldu u gorialmuttr. Bu bulgunun embriyo DNA’lar kullan larak
yap lan cal malarla (Bredbacka, 2001; Lopes ve ark., 2001) dyuoidu u belirlenmitir.
Buda u anda ciftlik hayvanlar yetiricili inde pek fazla kullan m alan olmamas namen
yak n gelecekte embriyo cinsiyetinin belirlenmesiRCR ileminin dneminin artacana dair

inanc guclendirmektedir.

Gebe hayvanda embriyonun cinsiyetinin belirlenmgsiteminde ise yavruya ait hicreler
amniosentez yontemi ile yavru keselerine girileedkhan amniyon sv s ndan yaplr. Bu
yontemde uygulama esnas nda ve uygulama sonrashijglan problemleri nedeniyle
enfeksiyona ve aborta neden olabilecegin heniz veteriner hekimlikte yaygn olarak
kullan labilecek bir ydontem dddir (Makondo ve ark., 1997).

Yukar da bahsedilen yontemlerin hepsi zigot tlitan sonra embriyonun cinsiyetinin
belirlenmesi icin kullan lan yontemlerdir. Ancak lygntemlerden farkl olarak embriyonun
cinsiyetine zigot olumadan ©Once muiudahale etmeye olanak veren yontended rv
Tohumlama 6ncesi spermalar X ve Y kromozomlar nd esa, bilinen cinsiyet kromozomu
ta yan spermalarla yap lacak tohumlama ile cinsiygtteden bilinen yavru elde edilebilir.
Bu yontemler farkl cinsiyet kromozomlar n tgan spermalar n ayr Imas esas na dayanr. X
ve Y kromozomu tayan spermalar n birbirinden ayrimas icin sairiif elektroforez,
coktirme filtrasyon ve flov stimetri yontemleri ka | r (Demiral ve ark., 2007b). Fakat bu

i lemler hem pahal hem ddem sonras embriyonun motilite diiektedir (Kayg s z ve ark.,
2003).

Yap lan cal mada farkl surelerde ¢ozdurilen spermalarla yapitavitro fertilizasyondan
elde edilen embriyolarda cinsiyet oranlar nda istiki olarak fark bulunamamtr. Ancak
yap lan bu ¢al ma ciftlik hayvanlar nda yap lan ilk cama 6zelli ini ta maktad r. nsanlarda
(Khatamme ve ark., 1999) ve tawnlarda (Demiral ve ark., 2007c) yap lan swim-uptgini
ve embriyo cinsiyeti aras ndaki ki g6z oninde tutuldwnda ciftlik hayvanlar nda bu

yontemin uygulanabilirlii  hakknda daha c¢ok caima vyaplmas gerektini
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du undurtmektedir. Clunkl sahada cah veteriner hekimlerin, sahartlar nda yapacaklar
uygulamalarla yapacaklar tohumlamalardanat@k yavrular n cinsiyetlerinin ytiksek oranda
do ru tahmin etmeleri letmeler icin 6nemlidir. Bu sayeddetmeler geleceklerin daha kolay
planlayabileceklerdir. Bu nedenle yap lacak yeni gaalarla farkl swim up uygulamamalar

ile elde edilecek embriyolar n cinsiyet oranlar dei tirilebilece i kanaatine var Id .

Yap lan bu calmada, ovaryumlar mezbahadan drd bir ekilde toplanm, oositler
toplanan ovaryumlardan ke | bir ekilde toplanmtr. Toplanan bu ovaryumlar in vitro
maturasyonda kullan Im, mature olan oositler bar| bir ekilde in vitro fertilizasyonda
kullan Im tr. n vitro fertilizasyonda kullan lacak spermalar &al bir ekilde ¢ozdirtlmu
ve y kanm , spermalara bar | bir ekilde swim up ileminin uygulan Im tr. Bu spermalar
fertilizasyonda kullan larak embriyo kdltirt yap Imr. Elde edilen embriyolardan DNA
izolasyonu yap larak elde edilen DNA'lar polimerancir reaksiyonunda (PCR) | bir
ekilde coaltlm tr. PCR ilemi sonunda elde edilen Urtnler agaroz jel elé&tezi ile
incelenen embriyolar n cinsiyetleri | bir ekilde belirlemitir. Cal mada kullan lacak
ornek say snn artrlmas nn ve ¢ahan n in vitro ve in vivo olarak da yap Iman n, aa
elde edilecek sonuglarn canl materyalde kontrdilngenin, ¢al mann baarsn ve

gavenilirli ini art rabilecei du Gnalmuatdr. Bu amagla benzer bir ¢ahan n in vivo ve in
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