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ÖZET 

 

Sığırlarda Swim-Up Yönteminin Embriyo Cinsiyet Oranına Etkisi  
 

Bu çalışmada sığırlarda swim-up yönteminde farklı inkübasyon sürelerinin yavru cinsiyet 

oranları üzerine etkisi araştırıldı. Oositler 5, 10 ve 15 dakikalık inkube edilmiş spermalarla 

döllenerek üç gruba ayrıldı. Her üç gruptan elde edilen 10’ar embriyonun cinsiyetleri PCR 

yöntemi ile belirlendi. Ayrıca kontrol olarak bir embriyo transfer ünitesinden alınan 10 

embriyonun cinsiyetleri de belirlendi. Birinci grupta hiç erkek embriyo belirlenemedi. İkinci 

grupta bir, üçüncü ve kontrol gruplarında ikişer tane erkek embriyo bulunduğu PCR işlemi ile 

belirlendi. PCR sonunda elde her üç deme grubundan elde edilen embriyoların cinsiyet 

oranları arasında istatistiki olarak fark bulunamadı. Bu çalışma sonunda swim up tekniğinin in 

vitro fertilizasyon yöntemiyle elde edilen sığır embriyolarının cinsiyet oranları üzerine etki 

ettiği düşünülmüştür. Ancak bu sonuçların güvenilirliğini test etmek için daha çok çalışma 

yapılması gerektiği düşünülmüştür. 

 

Anahtar Kelimeler: Sığır, in vitro fertilizasyon, preseleksiyon, PCR, swim-up 
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ABSTRACT 

 

The Effect of Swim-Up Technique on Embryo Sex Ration in Cattle 

 

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

embryos harvested in vitro was investigated. In vitro maturated oocytes were divided into 

three groups. In first, second and third groups oocytes were inseminated with semen 

incubated for 5, 10 and 15 minutes respectively. The sex ratio (male ratio) of 10 embryos for 

each groups were analyzed via PCR. Also sexing was performed to the embryos that obtained 

from an embryo transfer department were used as control. In the first group, male embryo 

could not be determined. In second group, one male embryo was determined. And in third and 

the control groups were determined two male embryos by the PCR process. PCR at the end of 

the experiment all three groups achieved a not significant difference between the sex ratio has 

been found. In conclusion it was detected in this study that the incubation times of swim up 

technique effects the sex ratio of in vitro harvested bovine 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.  GİRİŞ / AMAÇ VE KAPSAM 

 

Bu çalışmada çiftlik hayvanları yetiştiriciliğinde önemi gittikçe artan embriyo transferi 

yönteminde kullanılacak embriyolarda cinsiyet tayini Türkiye’de ilk kez yapılmıştır. Bu 

amaçla farklı sürelerde uygulanacak swim-up yöntemi sonrasında elde edilecek spermalar ile 

yapılan in virto fertilizasyondan elde edilen embriyoların cinsiyetlerinin PCR yöntemi ile 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu çalışmada elde dilen embriyoların cinsiyetlerinin PCR işlemi 

ile belirlenmesi sayesinde uygulanan farklı sürelerdeki swim-up uygulamalarının embriyo 

cinsiyeti üzerine etkisi araştırılmıştır.  

 

 

 

2. GENEL BİLGİLER 

 

Üremede canlı oluşumunun ilk adımı fertilizasyondur. Fertilizasyon sırasında döllenen 

yumurta sadece X kromozomu içerirken, döllemeyi gerçekleştirecek spermatozoonun X veya 

Y kromozomlarından birine sahip olması, doğacak yavrunun cinsiyetini belirlemektedir. Y 

kromozomuna sahip spermatozoon ile döllenen yumurtadan erkek, X kromozomuna sahip 

sperma ile döllenen yumurtadan ise dişi yavru elde edilmektedir. 

 

Yavru cinsiyet oranı, erkeklerin dişilere oranı, erkek yavru sayısının her 100 dişi yavruya 

oranı veya erkek yavru yüzdesi olarak tanımlanabilmektedir. Bununla birlikte, birincil, ikincil 

ve üçüncül cinsiyet oranı olarak da tanımlanmaktadır. Birincil cinsiyet oranı, fertilizasyon 

anında meydana gelen cinsiyet oranı olarak, ikincil cinsiyet oranı, doğum anında erkeklerin 

dişilere oranı olarak ve üçüncül cinsiyet oranı ise doğum sonrası yavruların belli bir yaşa 

geldikleri andaki cinsiyet oranları olarak tanımlanmaktadır (Demiral ve ark., 2007c).  

 

Memelilerde ikincil cinsiyet oranını; yavru sayısı, anne yaşı, beslenme, stres ve tohumlama 

zamanı gibi birçok faktör etkilemektedir. İnsan dışındaki memelilerde ikincil cinsiyet 

oranlarının değişmesinde etkin olan mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu 

durumun; spermada bulunan X ve Y kromozomlarını taşıyan spermatozoa oran, motilite ve 

erkek ile dişi embriyolarının implantasyon ve gelişim farkları ile açıklanabileceği 

düşünülmektedir (Adashi ve ark., 1998). 
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Çok eski yıllardan bu yana insanlarda cinsiyet tayini için tek taraflı orşidektomi gibi uygunsuz 

yöntemleri de içeren ampirik yöntemlerin kullanıldığı bilinmektedir. Gelişen teknolojiye 

paralel olarak insanlarda cinsiyet tayini, özellikle insanlarda yoğun olarak X kromozomuna 

bağlı olarak ortaya çıkabilen genetik hastalıkların eradikasyonu ve cinsiyet oranlarını 

dengelemek amacıyla yapılmaktadır (Seidel ve ark., 1999; Sureau C, 1999).  

 

İnsanlarda spermanın değişik manipülasyonlarının yavru cinsiyet oranları üzerine etkinliği 

hakkında farklı bildirimler mevcuttur. Özellikle spermada bulunan X ve Y kromozomu 

taşıyan spermatozoonların yüzme kabiliyetlerinin farklı olmasına dayalı bu yöntemler 

sonunda insanlarda etkin sonuçların alındığı bildirilmektedir (Khatamee ve ark., 1999). 

 

Memeli embriyolarında cinsiyetin erken dönemde belirlenmesi için çeşitli yöntemler 

kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları, karyotip (sitogenetik) analizi, erkek spesifik antijen 

analizi, erkek ve dişi embriyolar arasındaki metabolik farklılıkların belirlenmesi, 

ultrasonografi ile genital tüberkülün belirlenmesi ile cinsiyetin belirlenmesi ve polimeraz 

zincir reaksiyonu (PCR) gibi yöntemlerdir (Bredbacka ve ark., 1991).  

 

Sığırlarda ise yavru cinsiyet oranları üzerine yapılan in vitro çalışmalarda genelde 

fertilizasyon süresi, maturasyon süresi gibi faktörler araştırılmıştır (Dominko ve First, 1997). 

Oositlerin, maturasyon aşamasından sonra farklı zamanlarda (birinci polar cisimciğin 

atılmasından hemen sonra ve sekiz saat sonra) tohumlama yapılması ile elde edilen 

embriyoların cinsiyet oranları arasında (%50 ortalama cinsiyet dağılımına oranla) istatistikî 

olarak anlamlı fark tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Ayrıca, cinsiyet oranlarının tohumlama ve 

ilk yarılma (cleavage) aşamasının zamanına bağlı olduğunu bildirilmişlerdir. Buna benzer 

nitelikte, dondurulmuş boğa sperması ile 6 saatlik inkübasyon sonunda 9, 12, 18 saatlere 

oranla istatistiki olarak anlamlı düzeyde erkek embriyo elde ettiklerini bildirmiştir (Kochbar 

ve ark., 2003).  

 

Sığır yetiştiriciliğinde cinsiyet tayini yetiştiricilere önemli ekonomik katkı sağlayabilir. 

Yavrunun cinsiyetinin belirlenmesi amacıyla uygulanan yöntemler sonucu yavruların 

cinsiyetlerinin doğumu öncesinde ve hatta embriyonal yaşamın ilk aşamalarında 

belirlenebilmesi, işletmelerin kar payını arttırabilecektir. Süt sığırı yetiştiriciliği yapan 
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işletmelerde doğacak yavrular arasında dişi yavruların, besi sığırı yetiştiriciliği yapılan 

işletmelerde ise erkek yavruların sayısının çok olması işletmenin karlılığı için istenir. 

 

Ayrıca doğacak yavrunun cinsiyetinin belirlenmesi ıslah çalışmalarında önemli bir yer tutan 

ve uzun zaman isteyen, erkek hayvanların projenite testlerinde hem kaynak hem de zaman 

kaybının engellenmesinde önemli yer tutacaktır (Hohenboken ve ark., 1999). 

 

Son yıllarda in vitro teknikler ile cinsiyet tayininde önemli yol alınmıştır. Günümüzde insan 

ve hayvanlarda X ve Y kromozomu taşıyan spermatozoaların preseleksiyonu amacıyla pek 

çok değişik yöntem tarif edilmektedir. Bu teknikler albümin ve percoll gradient 

seperasyonları, sephadex kolonları, swim-up / modifiye swim-up prosedürleri ve flow 

sitometridir. Hayvanlarda preseleksiyon amacıyla en başarılı tekniğin flow sitometri olduğu 

bildirilmesine rağmen, bu sistem spermatozoaların boyanması ve özel bir ışık sisteminin 

(double-flourecent) kullanılması nedeniyle oldukça mutajeniktir ve cüce yavruların 

doğmasına neden olmaktadır. (Johnson ve ark., 1989). Bu yöntemle tavşanlarda yapılan bir 

çalışmada erkek yavru eldesinde % 81, dişi yavru eldesinde % 86 başarı elde edildiği 

bildirilmiştir (Johnson ve ark., 1989). Swim-up prosedürü ise pahalı laboratuar ve ekipman 

gerektirmemesi nedeniyle daha pratik ve ekonomik bir yöntem olarak öne çıkmaktadır. 

 

Swim-up prosedürü değişik kromozomal yapıya sahip spermatozoonların yüzme 

kabiliyetlerinin farklı olması ilkesini temel alarak cinsiyet tayinini gerçekleştirmektedir. 

Prosedürün başarısı üzerine farklı görüşler vardır. Bazı araştırıcılar bu yöntemlerin etkisiz 

olduğunu savunurken, bazıları ise bu yöntemlerin cinsiyet oranlarına etkili olduklarını 

savunmaktadırlar. Khatemee ve arkadaşlarının (1999) tarafından insanlar üzerinde yaptıkları 

bir çalışmada swim-up tekniği uygulanarak elde edilen yavruların spermalarla yapılan 

tohumlamalardan elde edilen dişi ve erkek çocuk sayılarının kontrol gruplarına oranla 

sırasıyla % 86,7 ve % 89,7 daha yüksek olduklarını bildirmişlerdir. Ancak düvelerde yapılan 

bir çalışmada ön seleksiyonu yapılmış spermalar ile yapılan tohumlamalardan elde edilen 

yavruların cinsiyet oranları ile kontrol gruplarından elde edilen yavruların cinsiyet oranları ile 

karşılaştırıldığında yavruların cinsiyet oranları arasında istatistiki olarak önemli bir farka 

rastlanılmadığı bildirilmiştir (Seidel ve Johnson, 1999). Embriyo cinsiyet oranlarının 

belirlendiği bazı in vitro çalışmalar da yapılmıştır. Dominko ve First (1996) tarafından 

yapılan bir çalışmada, mezbahadan elde edilen ovaryumlardan toplanan oositlerin maturasyon 
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aşamasından sonra farklı zamanlarda (birinci polar cisimciğin atılmasından hemen sonra ve 

sekiz saat sonra) tohumlama yapılması ile elde edilen embriyoların gelişim ve cinsiyet 

oranları arasında istatistiki olarak anlamlı bir fark tespit ettiklerini bildirmişlerdir. Yine aynı 

çalışmada elde edilen embriyoların cinsiyet oranlarının tohumlama zamanına ve ilk cleavage 

aşamasının zamanına bağlı olduğunu bildirilmiştir. Buna benzer nitelikte Kochbar ve 

arkadaşları (2003) iki farklı dondurulmuş boğa spermaları ile farklı sperma–oosit inkübasyon 

sürelerinde 6 saatlik inkübasyon sonunda elde edilen erkek embriyo oranlarının 9, 12, 18 

sürelere elde edilen erkek embriyo oranları arasında fark bulunmuş ve bu farkın istatistiki 

olarak önemli olduğu bildirilmiştir.  

 

Entansif sığır yetiştiriciliğinde yeni doğacak buzağılarda arzulanan cinsiyet, işletme amacına 

uyum göstermekte; sütçü işletmelerde dişi yavru istenirken, etçi işletmelerde talep erkek 

yavruya kaymaktadır. Yavrunun cinsiyeti üzerine suni tohumlama uygulamalarında kullanılan 

boğanın ve östrus başlangıcı ile tohumlama zamanı arasındaki sürenin etkisi olduğu 

bildirilmiştir (Rorie, 1999; Demiral ve ark., 2007). Bunun yanında, dünyada giderek 

yaygınlaşan ve ülkemizde de ilgi çeken dondurulmuş embriyo transferlerinde tohumlama 

sırasında gerçekleştirilecek herhangi bir çabanın yavru cinsiyeti üzerine etkisi olmayacağı 

açıktır. Ayrıca, swim-up yöntemiyle gerçekleştirilen preseleksiyonun cinsiyet tayinindeki 

başarısı konusunda insan hekimliğinde yapılmış çalışmalar olmasına rağmen evcil 

hayvanlarda gerçekleştirilmiş çalışmalar az sayıda ve sonuçları da çelişkilidir. 

 

Yapılan bu çalışmanın konusu, boğalarda swim-up prosedürünün sürelerini değiştirerek 

fertilizasyon öncesi X ve Y kromozomu taşıyan spermatozoonların ayrılmasını 

(preseleksiyon) ve elde edilen embriyoların cinsiyetlerinin PCR tekniği ile tayininin 

gerçekleştirilmesidir. 

 

Sığırlarda sperma manipülasyonlarının yavru cinsiyet oranları etkinliğini üzerine fazla 

çalışma yapılmamıştır. Bu çalışma ile in vitro olarak sığırlarda farklı sürelerde swim-up 

işlemi görmüş sperma ile embriyo cinsiyet oranlarını değiştirip-değiştirmediğinin araştırılması 

hedeflenmiş ve çalışma sonunda elde edilecek verilerin cinsiyet oranlarının ön seleksiyonu 

amaçlı yapılacak yeni çalışmalara ışık tutacağı düşünülmüştür. Yapılan bu çalışmada, boğa 

spermalarına uygulanan swim-up yönteminin zamana dayalı olarak cinsiyetin ön 

seleksiyonunda ki etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. İn Vitro Maturasyon (IVM) 

Ovaryumlar mezbahadan ve 30±2oC’de %0.9 NaCl içeren termoslarda laboratuara taşındı. 

Laboratuara getirilen ovaryumlar 30 oC’de musluk suyuyla yıkandı. Oositler 2-8 mm’lik 

folliküllerden 18 gauge’luk iğnelerle vakum sistemi kullanarak toplandı. Aspire edilen 

folliküler sıvı, 100 mm’lik petri kaplarında stereomikroskop altında oda ısısında incelendi. 

Oositlerden en az 3 sıra kumulus hücre katmanına ve homojen stoplazmaya sahip olanlar 

seçilerek 3 kez TL-HEPES’te yıkandı ve mature edilmek üzere her 10 oosit mineral yağ ile 

kaplanmış 50 µl’lik doku kültürü medyumuna (TCM) -199 damlalarına aktarıldı. TCM-199 

kullanılacağı gün 0.2 mM Na-piruvat, 0.5 µg/ml follikül stimüle edici hormon (FSH), 5 µg/ml 

luteinleştirici hormon (LH), %10 fötal buzağı serumu (FCS; Gibco/Invitrogen) ve 25 µg/ml 

gentamisin ilave edildi. Maturayon damlalarına aktarılan oositler 39 oC’de %5 CO2’li etüvde 

24 saat boyunca inkübe edildiler. Bu inkübasyon koşulları IVF ve in vitro kültür (IVC) içinde 

aynıydı.  

 

3.2. Spermanın Hazırlanması ve İn Vitro Fertilizasyon (IVF) 

Dondurulmuş boğa sperması 35 Co’de 30 saniye süre ile çözdürüldü. Çözüm sonunda, 

spermalar TALP solüsyonu ile 1/1 (v/v) sulandırılacak santrifüj edilerek üst süpernatant 

atıldıktan sonra tekrar 1/1 oranında TALP solüsyonu ile sulandırılarak yıkama işlemine 

yapıldı.  

 

Yıkama işlemi yapılan spermalar 2 ml sp TALP içeren tüplerin tabanına yerleştirilerek 5, 10 

ve 15 dakika süre ile inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda penetrasyonun gerçekleştiği 

üst 1 ml lik kısım alındı. Canlı spermatozoa içeren pellet alınarak sperma konsantrasyonu 

hemositometrik yöntem ile belirlendi. Sperma 50x106/ml olacak şekilde TL-HEPES ile 

sulandırıldı. 

 

Mature edilen oositler 2 kez TL-HEPES’te yıkandı ve 10’lu oosit grupları mineral yağ ile 

kaplanmış 44 µl’lik fertilizasyon damlalarına transfer edildi. Fertilizasyon medyumu olarak 

hazırlanacağı gün 0.2 mM Na-piruvat, 6mg/ml yağ asidinden ari sığır serum albumini (BSA-

FAF) ve 25 µg/ml gentamisin ilave edilen modifiye edilmiş Tyrode bazlı medyum hazırlandı. 
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Mature edilen oositlerin aktarıldığı her bir fertilizasyon damlasına; her damlada final 

konsantrasyonu 1.0x106/ml olacak şekilde 2 µl sperma süspansiyonu, 2 µl PHE (20µM 

penisilamin, 10µM hipotaurin ve 1µM epinefrin) ve 2 µl heparin (2µg/ml) ilave edildi. 

Oositler ve sperma 24 saat birlikte inkübe edildiler. 

 

3.3. İn Vitro Kültür (IVC) 

Fertilizasyondan 24 saat sonra, 1.5 ml’lik eppendorf tüplerine aktarılan embriyolar en yüksek 

devirde 3 dakika boyunca kumulus hücrelerini uzaklaştırmak amacıyla vortekslendi. Kumulus 

hücreleri uzaklaştırılan embriyolar 3 kez TL-HEPES ile yıkanarak 25-30’luk gruplar halinde 

mineral yağ ile kaplanmış olan 50 µl’lik CR1aa kültür medyumuna aktarıldılar ve inkübatöre 

kaldırıldılar. Kültürün 3. gününde 4-8 hücreli embriyolar cinsiyet oranlarının belirlenmesi için 

toplandı ve ultra distile su içerisinde donduruldu. Cinsiyet tayini aşamasına kadar saklandı. 

 

3.4.      DNA İzolasyonu 

DNA izolasyonunda iki yöntem denendi. Bunlardan ilki Lopes ve arkadaşları (2001) 

tarafından önerilen cinsiyet tayini yapılacak embriyolardan kaynatma yöntemi ile DNA 

ekstraksiyonuydu. Bu yöntemle DNA izolasyonu için blastomer parçası veya blastomer 

alınarak steril bir ependorf tüpüne konulup 200 µl steril distile su eklendi. Hücrelerden 

DNA’nın elde edilmesi amacıyla, karışım 98 OC’de 10 dakika tutuldu. İşlemin sonunda 

karışım soğutularak denatüre olan proteinleri uzaklaştırmak amacıyla santrifüj yapıldı. 

Genomik DNA’nın bulunduğu düşünülen üstteki sıvıdan 5-10 µl alınarak PCR işleminde 

kullanıldı. 

 

İkinci denenen DNA ekstraksiyon yöntemi ise fenol-kloroform yöntemiydi. Bu yöntem için 

önce 100 µl içinde blastomer parçası veya blastomer bulunan sıvısı alınarak 1,5 ml’lik steril 

ependorf tüpüne konuldu. Bu sıvının üzerine 300 µl 1 X TNE solüsyonu, 30 µl Tris-HCl (pH 

8), 5 µl proteinaz K (10 mg/ml), 10 µl % 20’lik SDS solüsyonu eklenerek, iyice karıştırılarak 

bir gece 50 ºC’lik etüvde bekletildi. Etüvden çıkarılan örneklerin üzerine 445 µl fenol 

eklenerek 10 dakika karıştırılarak 3000 devirde 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 

üstteki sıvı kısım yeni bir steril ependorf tüpüne konularak üzerine fenol-kloroform (1/1) 

karışımından 445 µl eklendi. Karışım, tekrar 10 dakika karıştırılarak 10 dakika 3000 devirde 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda yine üstteki sıvı kısım ile dikkatlice, alttaki kısmı 

karışmayacak şekilde alınarak başka bir etiketli steril ependorf tüpüne konuldu. Alınan bu 
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sıvının üzerine 445 µl kloroform-izoamil alkol (24/1) ilave edilip tekrar 10 dakika karıştırıldı 

ve 3000 devirde 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda yine alttaki kısım karışmayacak 

şekilde, üstteki sıvı kısım dikkatlice alınıp başka bir steril ependorf tüpüne konulup üzerine –

20 ºC de saklanan saf etil alkolden 890 µl eklendi. Soğuk etil alkol eklendikten sonra ependorf 

tüpü DNA iplikçikleri kümeleşmesi beklendi. Kümeleşen DNA iplikçiklerinin tüpün dibine 

çökmesi için tüp 10 dakika 10000 devirde santrifüj yapılacak ve santrifüj sonunda üstteki 

alkol uzaklaştırılarak tüpün dibine çökmüş olan DNA peletinin üzerine bu sefer %70’lik etil 

alkolden 890 µl eklendi. Tekrar 10 dakika 10000 devirde santrifüj yapılarak santrifüj sonunda 

yine tüpün üstündeki alkol uzaklaştırıldı. Tüp içindeki alkolün tamamen uzaklaşması için tüp 

laminal flow’da kurumaya bırakıldı. Tamamen kuruyan ve içinde DNA bulunan tüpün üzerine 

100 µl TE buffer (10 mM Tris, 1mM EDTA pH 8,0) konularak tüp içerisindeki DNA 

peletinin çözülmesi amacıyla bir gece buzdolabında bekletildi. Ertesi gün DNA izolasyon 

işleminin başarılı olup olmadığının kontrol için örneklerden 2 µl alınarak % 1’lik agaroz jelde 

15 dakika elektroforez yapıldı. Elektroforez sonunda, eğer DNA izolasyonu başarılı ise jel 

ultra-viyole ışık veren görüntüleme sehpasında örneklerin yüklendiği kuyucuklarda flüoresan 

parıldama gözlendi. Daha sonra DNA elde edilen örnekler polimeraz zincir reaksiyonunda 

(PCR) kullanılmak için –20 ºC de saklandı. 

 

3.5. Çalışmada Kullanılan Primerler 

Sığır fötus ve embriyolarının cinsiyet tayinlerinde iki grup primer kullanıldı. Birinci primer 

seti Y- kromozomuna özgü olan oligonükleotid diğer grup ise PCR reaksiyonundan 

kaynaklanabilecek sorunların belirlenmesi için kullanılan otosomal sığır kromozomlarına ait 

DNA molekülüne simetrik (complementer) oligonükleotidlerdi. Bu primerlerin baz dizinleri 

şu şekildedir: Y-kromozomuna özgü sentetik oligonükleotidler 5’–TGG ACA TTG CCA 

CAA CCA TT–3’ ve 5’–GCT GAA TGC ACT GAG AGA GA–3’. Kontrol amacıyla 

kullanılan sentetik oligonükleotidler ise 5’–GCC CAA GTT GCT AAG CAC TC–3’ ve 5’–

GCA GAA CTA GAC TTC GGA GC–3’ olmak üzere 20 bp uzunluğunda 4 primer 

kullanılmıştır. 

 

3.6. PCR İşlemi 

Reaksiyon ısı düzenleme aletinde (thermocycler) yapıldı. PCR reaksiyonu için DNaz ve RNaz 

enzimlerinden arındırılmış 0,2 ml’lik ince cidarlı steril mikro tüpler kullanıldı. PCR’de 
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kullanılacak örnek sayısına göre tüm reaktifler buz üzerindeki bir tüpte karıştırılarak yine buz 

üzerindeki diğer tüplere eşit olarak dağıtıldı. 

 Her örnek için PCR’de kullanılan reaktifler ve miktarları: 

Steril dH2O    10 µl 

10 X PCR Bafır Solüsyonundan  10 µl 

25 mM MgCl    5 µl 

50 µM dNTP Mix   5 µl (Her birinden, dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 

0,2 µM Primer   5µl (Her birinden 5 µl) 

Taq DNA Polimeraz Enzimi  2 U 

Genomik DNA   1,5 µl, konduktan sonra, PCR işlemine yapıldı. 

 

Üzerine örneğe ait genomik DNA konan tüpler thermocyclere yerleştirilerek 94 OC’de 5 

dakika süren DNA denaturasyon işleminden sonra her bir döngüsü;  

94 OC’de 1 dakika 

60 OC’de 1 dakika 

72 OC’de 1 dakika, olacak şekilde 50 döngü yapıldı ve bu döngülerin bitiminde 72 OC’de 10 

dakika bekletilerek reaksiyona son verildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. İn Vitro Fertilizasyon ve Embriyo Eldesi 

Sunulan çalışmada, her bir uygulama grubunun oluşturulmasında kullanılan mature edilmiş 

oosit sayısı sırasıyla 21, 20, 22 dir. İn vitro fertilizasyon sonunda 48. saatte gruplarda 

bölünme elde edilmiş embriyo sayıları (2, 4 ve 8 hücreli) ise birinci grupta; 14, ikinci grupta; 

10 ve üçüncü grupta 18 olarak belirlendi. Embriyo kültürü sonunda (48. saatte) cinsiyetin 

belirlenmesi amacıyla her bir gruptan en az 10 embriyo ultra saf su içerisine konularak PCR 

ile embriyoların cinsiyetleri belirlenene kadar saklandı. Yapılan çalışmada her bir grup için en 

az 10 embriyoda cinsiyet tayini yapıldı. Birinci grupta 0, ikinci grupta 1 ve üçüncü grupta 2 

erkek embriyo elde edildiği belirlendi. 

 

 

 

Resim 1. Aspirasyon ile elde edilen oositler  

 

 

 

 

Resim 2. Oosit maturasyonu (kumulus ekspansiyonu) 

 



 15 

 

Resim 3. Fertilizasyon sonrası 2, 4 ve 8 blastomerli embriyolar 

 

 

Resim 4. Fertilizasyon sonrası 2, 4 ve 8 blastomerli embriyolar 

 

 

Resim 5. Fertilizasyon sonrası anormal ve normal embriyolar 
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4.2. PCR İşlemi 

Çalışma materyalini oluşturan 5, 10 ve 15 dakikalık swim up yöntemi uygulanan spermaların 

kullanılması ile elde edilen embriyoları ile 60 dakikalık swim up işleminin yapıldığı kontrol 

grubunu oluşturan spermaların kullanılarak elde edilen embriyoların cinsiyetleri PCR yöntemi 

belirlendi. İşlem sonunda kontrol grubunu oluşturan 10 embriyonun iki tanesinin erkek 

diğerlerinin ise dişi oldukları belirlendi. Beş dakikalık swim up işleminin yapıldığı grupta hiç 

erkek embriyo rastlanılmamışken, 10 dakikalık swim up işleminin yapıldığı grupta bir, 15 

dakikalık swim up işleminin yapıldığı grupta ise iki embriyonun erkek olduğu diğer 

embriyoların ise dişi oldukları belirlenmiştir. Yapılan ki kare testinde oluşturulan gruplar 

arasında bir fark görülmemiştir (p>0,05). 

 

 

Resim 6. PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jel elektroforezindeki görüntüleri (4: 100 bp’lik 

DNA merdiveni; 2: dişi kontrol; 3: erkek kontrol; 1, 6, 9: erkek embriyolara ait PCR ürünleri; 

5, 7, 8: dişi embriyolara ait PCR ürünleri). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Sığır yetiştiriciliğinde yetiştirme şekline göre istenen yavru cinsiyeti farklıdır. Süt sığırı 

yetiştiriciliği yapılan işletmelerde her yıl çeşitli nedenlerden dolayı ayıklanarak sürüden 

çıkartılan hayvanların yerine yenilerinin konulması gereklidir. Bu da iki yolla temin edilebilir; 

biricisi, dışarıdan başka işletmelerden hayvan temini, ikincisi ise her yıl işletmede doğan 

hayvanların ayıklanan hayvanların yerine konmasıdır. Sürüye dışarıdan hayvan alımı, alınan 

hayvanların genetik yapılarının bilinmemesi, hastalık nakli ve sürüye dışarıdan hayvan 

alımının maliyetinin yüksek olması nedeniyle tercih edilen bir yöntem değildir. Diğer 

taraftan, verim özelliklerinin bilindiği işletmedeki hayvanların dişi yavrularının işletmede 

sürü büyüklüğünün sabit kalması için kullanılması hem daha ucuz hem de daha az risk taşır. 

Bu nedenle süt sığırı işletmelerinde her yıl doğacak yavruların önemli bir kısmının dişi olması 

istenir. Bir sezonda ne kadar çok dişi yavru elde edilirse onlar içerisinden en iyilerin seçilerek 

popülasyonda hızlı bir genetik ilerleme sağlanabilir. Diğer taraftan pazar gereklerine göre et 

fiyatlarının yüksek olduğu dönemlerde ise doğan yavruların çoğunun erkek olması ve besiye 

alınması istenir. Bu sebeplerden dolayı doğacak yavruların cinsiyetlerinin doğumdan önce 

bilinmesi ve mümkünse yavruların cinsiyetlerine müdahale edebilmek hayvan yetiştiriciliği 

için önemlidir (Demiral ve ark., 2007a; Pala ve Tölü 2010) . 

 

Sığır işletmelerinde suni tohumlama ve embriyo transferi uygulamaları, sürü yönetimi 

açısından en güçlü teknikler haline gelmiştir. Sürülerde bu yöntemlerin kullanılması ile 

normal şartlarda çok uzun süreçlere ihtiyaç duyulan genetik ilerleme ve ıslah çalışmaları daha 

kısa süreçlere çekilebilmiştir (Kageyama ve ark., 2004). 

 

Islah çalışmalarında hızlı bir genetik ilerlemenin sağlanması için her geçen gün yeni 

yöntemlerin geliştirilerek çiftlik hayvanları yetiştiriciliğinde uygulama alanı bulması 

kaçınılmaz hale gelmiştir. Cinsiyet preseleksiyonu, işletmelerde ıslah ve genetik ilerlemenin 

hız kazanması açısından en önemli kilometre taşlarından biridir. Memelilerde yavru 

cinsiyetinin tahmini ve cinsiyet preseleksiyonu üzerine yapılan çalışma ve araştırmaların 

temeli 2500 yıl öncesine kadar dayanmaktadır. Cinsiyet preseleksiyonu işlemleri özellikle 

insanlarda cinsiyete bağlı kalıtsal hastalıkların engellenmesi amacıyla yapılmaya başlanmış ve 

geliştirilmiş bir uygulamadır. Yapılan çalışmalar ile yavru cinsiyet oranları üzerine etkin 

faktörler araştırılmıştır. Bu faktörler ana yaşı, doğum sayısı, yavru sayısı, beslenme, stres, 
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habitat kalitesi, doğum mevsimi, iklim değişiklikleri ve tohumlama zamanı gibi faktörlerdir. 

Tüm cinsiyet preseleksiyonu uygulamalarının temeli X ve Y kromozomu taşıyan 

spermatozoonların fiziksel ve fizyolojik özellikleri arasındaki farkların kullanılması temeline 

dayanmaktadır (Hylan 2007). 

 

Uzun süredir prenatal dönemde embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi, sığır yetiştiriciliğinin 

amaçlarından biri olmuştur (Kamimura ve ark., 1997). Burada iki yaklaşım mevcuttur. İlki 

döllenmenin gerçekleşmesi ile oluşan embriyolarda cinsiyet belirlenmesi, diğeri ise daha 

embriyo oluşmadan spermalara müdahale ederek oluşacak embriyolarda cinsiyetlerin önceden 

belirlenmesidir. Fertilizasyon sonrası oluşan embriyolarda cinsiyet belirlenmesi in vitro 

koşullarda elde edilen embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi ve gebe hayvanlarda uterusa 

implante olmuş embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi olarak iki şekilde yapılmaktadır. 

 

Sığır yetiştiriciliğinde embriyo transferinin yaygınlaşması ve embriyo transferinin, geliştirilen 

moleküler genetik yöntemler ile birleştirilmesi hayvanlarda üreme ve yetiştiriciliğin 

etkinliğini önemli ölçüde iyileştirmiştir (Hasler ve ark., 2002). Doğal şartlarda bir sığırdan 

reprodüktif yaşamı boyunca beş veya altı yavru alınabilirken bu sayı süper ovulasyon ve 

embriyo transferiyle artırılabilmektedir (Ekici ve ark., 2006). Son yirmi yılda içerisinde 

veteriner reprodüksiyon alanındaki ilerlemeler, embriyolara uterusa implante olmadan önce 

müdahale edilmesini olası kılmıştır. Sığırlarda rutin in vitro fertilizasyon uygulamalarında 

swim up yöntemi uygulaması yaklaşık bir saatlik inkübasyonları içermektedir (Chohan ve 

ark., 2004; Cesari ve ark., 2006). Swim-up uygulamalarında, X ve Y kromozomu taşıyan 

spermatozoonların; ağırlık farkı veya metabolizma hızlarının farklı olması nedeniyle yüzme 

hızlarının farklı olması hipotezi üzerine memelilerde yapılan bazı in vitro ve in vivo 

çalışmalar içerisinde bir biri ile çelişir nitelikte araştırmalar mevcuttur (De Jonge ve ark., 

1997; Khatamee ve ark., 1999; Manzur ve ark., 2004; Viloria ve ark., 2005; Yan ve ark., 

2006; Demiral ve ark., 2007c). İn vitro fertilizasyon uygulamalarından elde edilen 

embriyolardaki cinsiyet oranlarının araştırılması amaçlı birçok çalışma yapılmıştır (Alomar ve 

ark. 2008).  

 

Doksanlı yılların başında implantasyon öncesi embriyolarda cinsiyet belirlenerek, embriyo 

seçimi ilk kez ticari olarak sığır yetiştiriciliğine girmiştir (Kamimura ve ark 1997). Sığırlarda 

in vitro fertilizasyon uygulamalarında sperma separasyonu amaçlı birçok yöntem 
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kullanılmaktadır. Bu yöntemlerle sperma içerisinde bulunan seminal plazma, hücre artıkları 

ve ölü spermatozoonların uzaklaştırılması amaçlanmaktadır (Mendes ve ark., 2003; Cesari ve 

ark., 2006).  

 

Demiral ve arkadaşlarının (2007c) tavşanlarda swim-up işlemi uygulayarak elde ettikleri 

spermalarla yapılan tohumlamalarda; 15 dakikalık swim-up uygulanan spermlarla yapılan 

tohumlamalarla %33,3, 30 dakikalık inkubasyon ile elde edilen spermalarla yapılan 

tohumlamalarla %22,2, 45 dakikalık inkubasyonla elde edilen spermalarla yapılan 

tohumlamalardan ise %50 oranında gebelik elde etmişlerdir. Yapılan bu çalışmada birinci 

grupta fertilizasyon oluşma oranı %66,66, ikinci grupta %50 ve üçüncü grupta ise %81,81 

olarak belirlenmiştir. Aynı araştırıcılar uygulanan bu yöntemle elde edilen yavru 

cinsiyetlerinin değiştirilebileceğini bildirmişlerdir. Ancak sunulan çalışmada elde edilen 

sonuçlar sığırlarda in vitro embriyo üretiminde yapılan bu uygulamada cinsiyet açısından bir 

farklılık oluşmadığı belirlenmiştir. 

 

İnsanlarda östsrus senkronizasyonu ve swim-up yönteminin birlikte kullanıldığı bir çalışmada 

cinsiyet oranlarının istatistiki olarak anlamlı bir düzeyde değiştiği bildirilmiştir (Khatamme ve 

ark., 1999). Aynı şekilde tavşanlarda yapılan farklı sürelerde swim-up uygulaması sonunda 

elde edilen yavruların cinsiyet oranları arasında istatistiki olarak fark bulunduğu bildirilmiştir 

(Demiral ve ark., 2007c). Ancak insanlarda 15, 30, 45 ve 60 dakikalık inkubasyonlarla 

yapılan swim-up uygulamasından sonra üst ve alt kısımlardan elde edilen spermalarla yapılan 

tohumlalar sonucunda elde edilen 15 ve 60 dakikalık uygulamalardan elde edilen yavruların 

cinsiyetlerinde bir fark belirlenemediği bildirilmiştir. Yine aynı çalışmada 30 ve 45 dakikalık 

uygulamalardan elde edilen yavruların cinsiyetlerinde bir değişim olduğu ancak bu 

değişiminde istatistiki olarak anlamlı olmadığı bildirilmiştir (De Jonge ve ark., 1997). Yapılan 

bu çalışmada da in vitro fertilizasyon ile elde edilen embriyoların cinsiyetleri arasında 

istatistiki olarak bir fark bulunamamıştır. 

 

İmplantasyon öncesi embriyo cinsiyetlerinin belirlenmesi veya yüksek genetik performansa 

sahip hayvanlardan elde edilen, istenen cinsiyette embriyolar kullanılarak yapılan embriyo 

transferleri sürünün genetik yapısının daha kısa sürede iyileştirilmesine olanak verir (Kaygısız 

ve ark., 2003). Buda mevcut sürüde daha kısa sürede verim artışına olanak verir. 

Embriyoların cinsiyetlerinin belirlenmesi amacıyla kullanılan yöntemlerin maliyeti, 
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güvenilirliği, pratikliği ve uygulama için gereken zaman yöntem seçimde önemlidir (Weikard 

ve ark., 2001).  

 

Memelilerde embriyo cinsiyetinin belirlenmesinde, erken embriyonal gelişim aşamasında 

yapılan karyotip analizi, H-Y antijeninin kullanılması, erkek ve dişi embriyolar arasındaki 

metabolik farklılıklarının belirlenmesi ve son yıllarda Y kromozomuna özel primerler 

kullanılarak yapılan DNA analizi gibi çeşitli metotlar kullanılmaktadır (Lopes ve ark., 2001).  

 

Polimeraz zincir reaksiyonu tekniğinin keşfi sayesinde erkek cinsiyet kromozomuna özel 

primerler kullanılarak embriyoların cinsiyetlerinin belirlenmesi yaygın kullanılan bir araç 

olmuştur (Hirayama ve ark., 2004). Embriyodan alınan biyopsiyi takiben PCR ile cinsiyetin 

belirlenmesi iki saate başarılı bir şekilde yapılabilir. PCR ile embriyo cinsiyet belirleme 

yönteminin doğruluğu % 93-98 arasında olduğu bildirilmiştir (Hasler ve ark., 2002). Birçok 

araştırıcı yüksek duyarlılığı, kesinliği ve daha kısa sürede sonuç vermesi nedeniyle diğer 

teknikler yerine PCR’yi tercih ettiklerini bildirmişlerdir (Bredbacka, 2001). PCR ile yapılan 

cinsiyet belirleme işlemi biri amelogen ve ZFY genleri gibi erkeklere özel dizinler diğeri ise 

her iki cinsiyet için ortak olan lokusların belirlenmesine olanak veren iki primer seti 

kullanılarak yapılır (Almodin ve ark., 2005; Alves ve ark., 2003).  

 

Sığırlar ve diğer türlerde embriyoların cinsiyetlerinin belirlenmesi için kullanılacak genomik 

DNA ya 2-4 blastomer kadar küçük embriyolardan yada fötal sıvılardan elde edilebilir (Alves 

ve ark., 2003). Ancak cinsiyet belirlenmesi için dondurulmuş embriyo kullanılmasında 

embriyoların çözülmesinin canlığı azaltabileceği bildirilmektedir (Bredbacka, 2001). 

Döllenmenin şekillenmesi sonu oluşmuş embriyonun cinsiyetinin belirlenmesi durumunda 

artık embriyonun cinsiyetine bir müdahale imkânı kalmamaktadır. Bu embriyo ya embriyo 

transferi için kullanılır ya da embriyo implante olarak gebeliğin şekillendiği embriyolardır. 

Dondurulmuş embriyolarda ve taze embriyolarda embriyo cinsiyetinin belirlenmesi için DNA 

materyali olarak blastomerlerden en az birinin alınması gereklidir ki bu uygulama hücrenin 

alındığı embriyonun canlılığını düşürmektedir (Kamimura ve ark., 1997). Yapılan bu 

çalışmada farklı sürelerde swim-up işleminin uygulandığı spermalar kullanılarak yapılan in 

vitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolardan gerek ısıtma gerekse fenol-kloroform yöntemi 

ile başarılı bir şekilde DNA izole edilmiştir. İzole edilen DNA’lar kullanılarak PCR işlemi ile 

başarılı bir şekilde embriyoların cinsiyetleri belirlenebilmiştir. Isıtma işlemi ile elde edilen 
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DNA’lar kullanılarak yapılan PCR işlemi sonunda embriyoların cinsiyetleri beş saat içinde, 

fenol-kloroform yöntemi ile elde edilen DNA’lar ile yapılan PCR işlemi ile embriyoların 

cinsiyetleri 30 saat içinde kesin olarak belirlenebilmiştir. Dolayısıyla embriyolardan elde 

edilecek DNA’lar kullanılarak yapılacak çalışmalarda DNA izolasyonu için kaynatma 

yönteminin daha kullanışlı olduğu görülmüştür. Bu bulgunun embriyo DNA’ları kullanılarak 

yapılan çalışmalarla (Bredbacka, 2001; Lopes ve ark., 2001) uyumlu olduğu belirlenmiştir. 

Buda şu anda çiftlik hayvanları yetiştiriciliğinde pek fazla kullanım alanı olmamasına rağmen 

yakın gelecekte embriyo cinsiyetinin belirlenmesi ve PCR işleminin öneminin artacağına dair 

inancı güçlendirmektedir. 

 

Gebe hayvanda embriyonun cinsiyetinin belirlenmesi yönteminde ise yavruya ait hücreler 

amniosentez yöntemi ile yavru keselerine girilerek alınan amniyon sıvısından yapılır. Bu 

yöntemde uygulama esnasında ve uygulama sonrasında hijyen problemleri nedeniyle 

enfeksiyona ve aborta neden olabileceği için henüz veteriner hekimlikte yaygın olarak 

kullanılabilecek bir yöntem değildir (Makondo ve ark., 1997).  

 

Yukarıda bahsedilen yöntemlerin hepsi zigot oluştuktan sonra embriyonun cinsiyetinin 

belirlenmesi için kullanılan yöntemlerdir. Ancak bu yöntemlerden farklı olarak embriyonun 

cinsiyetine zigot oluşmadan önce müdahale etmeye olanak veren yöntemler vardır. 

Tohumlama öncesi spermalar X ve Y kromozomlarına ayrılırsa, bilinen cinsiyet kromozomu 

taşıyan spermalarla yapılacak tohumlama ile cinsiyeti önceden bilinen yavru elde edilebilir. 

Bu yöntemler farklı cinsiyet kromozomlarını taşıyan spermaların ayrılması esasına dayanır. X 

ve Y kromozomu taşıyan spermaların birbirinden ayrılması için santrifüj, elektroforez, 

çöktürme filtrasyon ve flov stimetri yöntemleri kullanılır (Demiral ve ark., 2007b). Fakat bu 

işlemler hem pahalı hem de işlem sonrası embriyonun motilite düşmektedir (Kaygısız ve ark., 

2003).  

 

Yapılan çalışmada farklı sürelerde çözdürülen spermalarla yapılan in vitro fertilizasyondan 

elde edilen embriyolarda cinsiyet oranlarında istatistiki olarak fark bulunamamıştır. Ancak 

yapılan bu çalışma çiftlik hayvanlarında yapılan ilk çalışma özelliğini taşımaktadır. İnsanlarda 

(Khatamme ve ark., 1999) ve tavşanlarda (Demiral ve ark., 2007c) yapılan swim-up yöntemi 

ve embriyo cinsiyeti arasındaki ilişki göz önünde tutulduğunda çiftlik hayvanlarında bu 

yöntemin uygulanabilirliği hakkında daha çok çalışma yapılması gerektiğini 
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düşündürtmektedir. Çünkü sahada çalışan veteriner hekimlerin, saha şartlarında yapacakları 

uygulamalarla yapacakları tohumlamalardan doğacak yavruların cinsiyetlerinin yüksek oranda 

doğru tahmin etmeleri işletmeler için önemlidir. Bu sayede işletmeler geleceklerin daha kolay 

planlayabileceklerdir. Bu nedenle yapılacak yeni çalışmalarla farklı swim up uygulamamaları 

ile elde edilecek embriyoların cinsiyet oranlarının değiştirilebileceği kanaatine varıldı. 

 

Yapılan bu çalışmada, ovaryumlar mezbahadan başarılı bir şekilde toplanmış, oositler 

toplanan ovaryumlardan başarılı bir şekilde toplanmıştır. Toplanan bu ovaryumlar in vitro 

maturasyonda kullanılmış, mature olan oositler başarılı bir şekilde in vitro fertilizasyonda 

kullanılmıştır. İn vitro fertilizasyonda kullanılacak spermalar başarılı bir şekilde çözdürülmüş 

ve yıkanmış, spermalara başarılı bir şekilde swim up işleminin uygulanılmıştır. Bu spermalar 

fertilizasyonda kullanılarak embriyo kültürü yapılmıştır. Elde edilen embriyolardan DNA 

izolasyonu yapılarak elde edilen DNA’lar polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) başarılı bir 

şekilde çoğaltılmıştır. PCR işlemi sonunda elde edilen ürünler agaroz jel elektroforezi ile 

incelenen embriyoların cinsiyetleri başarılı bir şekilde belirlemiştir. Çalışmada kullanılacak 

örnek sayısının artırılmasının ve çalışmanın in vitro ve in vivo olarak da yapılmanın, ayrıca 

elde edilecek sonuçların canlı materyalde kontrol edilmenin, çalışmanın başarısını ve 

güvenilirliğini artırabileceği düşünülmüştür. Bu amaçla benzer bir çalışmanın in vivo ve in 

vitro yapılması için daha fazla sayıda örneğin kullanılacağı bir ulusal proje düşünülmektedir. 
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