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KUMES HAYVANLARI ve DiGER KANATLI
TURLERINDE MOLEKULER YONTEMLERLE ESEY
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1. GIRIS

Kanatli hayvanlarda bireylerin cinsiyetinin bilinmesi ekoloji, evrimsel biyo-
loji, 1slah ve koruma ¢alismalari i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadir (Fridolfsson &
Ellegren, 1999). Benzer bir bigimde ticari kiimes hayvani yetistiriciliginde de siirii
yonetimi ve ilgili ciftlestirme planlamalarinin yapilabilmesi, koruma siiriilerinde
elde tutulacak erkek ve disi sayisinin planlamasi veya risk altinda bulunan sinirl
sayidaki popiilasyonlarin esey dengesinin takibi bakimindan olduk¢a 6nemlidir.
Eseysel olgunlukta morfolojik ayrim gosteren (dimorfik) kanatl: tiirlerinde cinsi-
yet ayrimi yapmak oldukga kolaydir. Ancak bazi kanatl: tiirlerinde eseysel olgun-
luk yasina kadar, bazilarinda ise eseysel olgunluk sonrasinda dahi eseyler mono-
morfik ozellikte olup erkek ve disi bireyler arasinda belirgin bir morfolojik fark
gozlenememektedir. Nitekim diinya tizerindeki kus tiirlerinin %50’sinin sekstiel
bakimdan monomorfik karakterde oldugu bilinmektedir (Griffits & ark., 1998)

Kiimes hayvanlarinin cinsiyetleri hakkinda eseysel olgunluk yasindan énce
bilgi sahibi olunabilmesi isletme maliyeti bakimindan olduk¢a énemlidir. Ozel-
likle ticari yumurta tavugu yetistiriciliginde tek bir eseyde yapilan yumurta iire-
timinde kulugka sonrasi erkek civcivlerin erken donemde saptanmasi ve iiretim
prosesinden ¢ikarilmasi harcanan zaman, tiikettirilecek yem, bakim ve yonetim
masraflar1 bakimindan 6nemli kazanglar saglamaktadir. Bunun yaninda son yil-
larda popiilaritesi giderek artan hobi ve siis kuslarinin yetistiriciliginde de cin-
siyetin erken donemde belirlenmesi damizliga ayrilacak bireylerin belirlenmesi
i¢in olduk¢a dnemlidir. Yine benzer bir sekilde dogadaki popiilasyonlarin erkek/
disi oranlarinin takibi veya nesli titkenmekte olan tiirler i¢in elde birakilacak fa-
milyalarin erkek ve disi sayisina gore planlanmasi bakimindan cinsiyet tayini ¢ok
onemlidir. Bu kapsamda fenotipik olarak seksiiel fark gostermeyen ve ekonomik
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onem tasiyan kanatls tiirlerinin erken yas doneminde cinsiyet ayrimina olanak
saglayan molekiiler yontemler tartisilacaktir

2. KANATLILARDA CiNSIYET AYRIMI YONTEMLERI

Tasidig1 6nem sebebiyle kanathi hayvanlarin cinsiyetlerinin eseysel olgunluk
doneminden 6nce tespiti i¢in bugiine kadar bir¢ok yontem gelistirilmistir. Elde
edilen civcivlerin hizli ve yavas tiiylenme hizina gore yapilan otosex yontemi (Tie-
mao & Xiangpin, 1989), ¢apraz kalitim esasina dayali tily rengine gore esey tayini
yontemi, esey organlarini inceleyerek yapilan vent/kloaka yontemi (Homma &
ark., 1966), disi ve erkeklerin ¢ikardiklar: ses ayrimina gore cinsiyet tayini yonte-
mi (Volodin & ark., 2009) gibi geleneksel yontemler konusunda uzman personele
ihtiyag duyulmasi ve yiiksek hata payi sebebiyle pek ekonomik tercihler degildir.
Geleneksel yontemler disinda ayrica yiiksek egitimli personeller tarafindan uy-
gulanabilen ultrasonografi, flowsitometri, kizil 6tesi spektroskopik goriintiileme
ve laparoskopik goriintiileme gibi cinsiyet ayrim yontemleri de bulunmaktadir
(Dhanasekaran & ark., 2016). Tiim bu yontemlere alternatif olarak molekiiler ge-
netikte kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tabanl: tek iplikli konfor-
masyon polimorfizmi (SSCP), restriksiyon enzimleri kullanilarak yapilan frag-
ment biiytikliik analizi (RFLP), polimorfik DNAnin sansa bagh amplifikasyonu
(RAPD), amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS), cinsiyete spesifik
metilasyon deseni, SYBR Green ve TagMan prob temelli ger¢ek zamanli PCR
yontemleri de kanatlilarda cinsiyet tayini amaciyla kullanilmaktadir (Rosenthal
& ark., 2010); Chen & ark., 2012; Morinha, 2012). PCR tabanli cinsiyet ayrimi
yontemleri kanatlilarin cinsiyet kromozomlar: {izerinde yer alan genlerin farkli-
liklarinin saptanmasina dayanan yontemlerdir.

Kanatlilarda cinsiyet tayininin PCR tabanli primerler kullanarak cinsiyet kro-
mozomlari tizerinde bulunan korunmus bazi gen bélgelerini ¢ogaltmak icin kali-
teli DNA orneklerine ihtiya¢ bulunmaktadir. Bir¢ok hayvan tiiriinde oldugu gibi
kanatlilarda da kandan DNA izolasyonu en yaygin yontemler arasindadir. Kanatl
eritrositlerinin ¢ekirdege sahip olmasi elde edilecek DNA miktarini da artirmakta-
dir. Ancak erken dénemde yapilacak cinsiyet tayinlerinde giinliik civcivlerden veya
embriyolardan kan almak pek tercih edilmeyen bir yontemdir. Bu gibi durumlarda
yumurta kabuguna bulasik amniyon sivist veya kan pihtisindan, tirnak par¢asindan,
bukkal sivilardan veya tityden DNA izolasyonu tercih edilmekte ve genomik DNA
kaynagina gore DNA izolasyon yontemleri farklilik gostermektedir. Izolasyon yon-
temlerinde genomik DNA kaynagina spesifik olarak hazirlanan 6zel izolasyon kitle-
ri, geleneksel izolasyon yontemleri olan fenol-kloroform yontemi (Sambrook & ark.,
1989) ve Chelex yontemine (Walsh & ark., 1991) gére daha maliyetli yontemlerdir.
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3. KANATLILARDA CINSIYET KROMOZOMLARI VE KORUNMUS
GENLER

Genellikle bir bireyin cinsiyeti genetik olarak sahip oldugu cinsiyet kromo-
zomlarindaki genlerin kontroliindedir. Cinsiyet kromozomlarinin yapilarinin in-
celendigi karyotip analizleri sonucunda kanatlilarin sahip oldugu kromozomal
yapilarinin memelilerden ¢ok farkli oldugu saptanmuistir. Bu bilgiler 15181nda kus-
larda (kanatlilar) memelilerin tersine disi bireyin heterogametik yapida oldugu ve
yine memelilerden (X ve Y kromozomlar1) farkl: olarak disilerin W ve Z kromo-
zomuna sahip oldugu erkek bireylerin ise Z ve Z kromozomlarina sahip homo-
gametik yapida oldugu saptanmistir (Kagami & ark., 1990; Kawai & ark., 2007).
Kanatlilarin cinsiyet kromozomlar bir ¢ift otozomdan evrimlesmistir. Bu islem
sirasinda W kromozomu {izerindeki bir¢ok gen kaybolmustur ve bu nedenden
otiirt W kromozomu evrimsel siiregte gen igerigini kaybetmeyen Z kromozomu-
na gore daha kiigtiktiir (Fridolfsson & ark., 1998). Z kromozomu makrokromo-
zomlar olarak adlandirilan biiyiik kromozom grubuna girer ve genellikle kromo-
zom 4 ve 5 gibi biiyiik kromozomlarla karistirilabilir. ola adi verilen ve genellikle
4 ve 5 kromozomlari ile karsilagtirilabilir. W kromozomu ise mikrokromozomlar
olarak adlandirilan kii¢iik kromozomlar: temsil etmektedir. Evrimsel siiregte ko-
runmus bir yapiya sahip olan Z kromozomuna karsin W kromozomu tizerindeki
gen bolgelerinin evrimsel siiregte ugradig: tahribat kanath tiirleri arasinda var-
yasyon gostermektedir (Zhou & ark., 2014). Bu nedenle kanatli tiirlerinde cinsiyet
kromozomlari iizerindeki gen bolgeleri i¢in tasarlanan primerler bazi kanatl tiir-
lerinde cinsiyetin belirlenmesine olanak tanirken bazi tiirlerde basarisiz olmak-
tadirlar.

Cinsiyet kromozomlari tizerinde bulunan bazi korunmus homolog gen bolge-
leri i¢in tasarlanmig PCR tabanli primerlerin kullanilmas: ile kanatlilarda eseysel
olgunluk dénemi 6ncesinde hizli, giivenilir ve ekonomik bir bicimde cinsiyet ta-
yini yapmak miimkiindiir. Kanatli hayvanlarin cinsiyet kromozomlari {izerinde
bulunan CHD (Kromo helikaz baglayic1 protein geni), ATP5A1 (ATP syntase),
GHR (biiyiime hormonu reseptorii), NTRK2 (norotropik tyrozin kinaz resep-
torii), PCKI (protein kinaz C inhibitorii), RPS6 (ribozomal protein S6), SPIN
(spindlin), TMOD (tropomodulin), ACO1/IREBP (¢6ziilebilir akonitaz/demir
elementi baglayici protein) ve UBAP2 genlerine iliskin oliigoniikleotid primerler
kanatlilarda cinsiyet ayriminda kullanilmaktadir (Tsuda & ark., 2007, Romanov
& ark., 2019) (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Kanatlilarda cinsiyet kromozomlari ile iligkili genler ve bu gen bolgeleri-

nin tespitinde kullanilan primerler.
Geri Primer (5’-3’)

Ilgili Gen Ileri Primer (5’-3’) Dizisi Dizisi

GGCAATBGADGTTT-
ATP5A1 GAARACTGGCACHGCWGARRTRTC- TSCCMGTCTGYCT.-
CTC
GTC
CCATTGGYCGKGGYCAGCRTGAGCT- GCRGACACATCACC-
SATYA MGCCTGYGTTTC
CGYCTKCTGGARAGAGCAGCBAA- CTGKTCWGAGATYT-
RATG TSCCMTCAGWCCTG
CHD1
AGATATTCTGGATCT-
P2/P3 TCTGCATCGCTAAATCCTTT GATAGTGA
CTCCCAAGGATGAG-
P2/P8 TCTGCATCGCTAAATCCTTT RAAYTG
ATTGAAATGATCCA-
2550F/2718R  GTTACTGATTCGTCTACGAGA GTGCTTG
12370L/1272H GAGAAACTGTGCAAAACAG N e
GCTCC
ACTTCTTTGTACTG-
GHR ATGGATCTTCGGCAKCTGYTGYTTA CAATTCATACTCCAG
AGATCTGGGTCA-
g(éCCCTGTSCAYCTTAACTGGACTCT— ATCCCTTTAATCTT-
TGGA
GCTAHGGCAK-
TGAGTTTATTGAGYTGGAYATWGAY- GATTTTGTTCAGT-
GA
TGG
TGYTGKGANGCCAG-
NTRK2 ATYCCWGTCATYGARAAYCCMCAGTA GTAVACCATDCC
TGYTGKGANGCCAG-
GABGAYTCWGCCAGYCCHCTSCAYCA GTAVACCATDCC
GGYTCYCKYTGC-
GGBGAYCCMCTCATCATGGTYTTTGA CARCANCCCAG-
CATST
CCAGGAGGCCARYB-
PKCI CACSATCTTYGGSAAGATYATCCGCA CAWYTGVCGACC
GGCCTCCTTCATT-
RPS6 GAAGCTHAAYATCTCTTTCCCWGCCA CTCTTTG
GGCCTCCTTCATT-
CACTGGCTGCCAGAAGCTCAT CTCTTTG
TCTAGGATGTYTT-
SPIN GCAGAATACAGCATGGATGG CACCAARTCRTAGAC
CTCTTCCTCACWAG-
TMOD CTRGAGAAATAYCGDGACCTGGATG GTCRTTGTTRTTC
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CATGCCMAGRATVG-
CTRGAGAAATAYCGDGACCTGGATG CWGCAATGTCACA
GGCATGCACACSYTSATGAGYAACCA- CTCTTCCTCACWAG-
GC GTCRTTGTTRTTC
CCYTTRAATCCTTG-
ACO1/IREBP GACAGYTTRCARAAGAATCARGAY CTINGYTCC
AGGTCTCCCTGNGT-
GTGCTCACYRTNACNAAGCACCT DATNGCYTC
UBAP2
CATTGGCAGCCTG-
166F/279R GGTGTACCGCCCTTGTTG GATTGAA
GAGGGCATGCTGAA-
815F/906R CCTGATATCAGTGGCTCTGTCTA AGGAGGTG

4. KANATLILARDA CHD GENI VE CINSIYET AYRIMI

Diinya iizerinde yaklasik 10000 kanatli tiiriiniin yasadig bilinmektedir. Bu
tiirlerin sahip olduklari cinsiyet kromozomu farkliliklari, baz: tiirler igin tiire spe-
sifik farkl1 gen primerlerinin dizayn edilmesini gerektirmektedir. CHD (Kromo
helikaz baglayic1 protein geni), evrimsel siire¢ boyunca ¢ogu kanatl: tiiriinde cin-
siyet kromozomlari tizerinde korunmus bir vaziyette bulunmaktadir. Cok sayi-
da kanath tiriintin cinsiyet kromozomlarinda bulunmasi nedeniyle kanatlilarin
molekiiler cinsiyet tayini i¢in tizerinde en ¢ok tercih edilen genlerden birisi CHD
genidir. CHD geni ilk olarak Griffiths & Tiwari (1995) tarafindan W kromozo-
mu {izerinde kesfedilirken, bu genin Z kromozomu iizerindeki bir baska kopyasi
(CHD1) daha sonra Griffiths & Korn (1997) tarafindan kegfedilmistir. Kanatlilara
ait CHD1 genleri, bir kromatin organizasyon degistirici (chromo) alani, bir SNF2
iligkili helikaz/ATPase alan1 ve bir DNA baglayici domainden olusan bir aileye
aittir; bu nedenle gen ismi CHD olarak kisaltilmistir (Fridolson & Ellegren, 2000).

CHD1 genleri kanatlilarda PCR tabanli cinsiyet tayininde farkli kanath tiirle-
rinde basarili bir bigimde sonug vermesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.
Kanatlilarin molekiiler cinsiyet tayininde kullanilan P2/P3, P2/P8, 1237L/1272H
ve 2550F/2718R CHD1 primerleri, CHD1 geninin intron bolgesini monitorlemek
i¢in dizayn edilmis spesifik primelerdir (Cizelge 1). CHD1 geni primerleri kulla-
nilarak PCR isleminde ¢ogaltilan CHD geninin Z (CHD1-Z) ve W (CHD1-W)
allellerine ait PCR iiriinleri jel elektroforezinde ayrisabilmekte ve bu farklilikla-
ra gore cinsiyet tayini yapilabilmektedir (Sekil 1). Teorik olarak, amplifiye edilen
CHD gen bolgesi ZZ homogametik yapidaki erkek bireylere ait PCR iiriinleri jel
goriintiisiinde tek bant olustururken, disi bireylere ait drneklerde ¢ift bant goriin-
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tiisti izlenebilmektedir (Sekil 1). CHD gen bolgesinin W kromozomu iizerindeki
intron bolgesinin dizi uzunlugu kus tiirlerinde farklilik gosterebilmektedir. Bu
nedenle PCR iiriinlerinin jel elektroforezinde fragman uzunluklarindan kaynak-
lanan bant farkliliklar1 gozlenebilir (Sekil 1). Genellikle Z ve W kromozomuna
6zgii fragman boyut farklar1 2550F/2718R igin 150-250 baz cifti, P2/P8 i¢in ise
10-80 baz cifti olarak belirtilmistir (Jensen & ark., 2003). Bir¢ok kanatl: tiiriinde
CHD1 geninin intron farkliliklarina gore basarili bir bicimde cinsiyet ayrimi ya-
pilabilirken 6rdeklerde, turnalarda, gulluklarda, dogangillerde ve atmacagillerde
2550F/2718R primerleri hem erkekte hem de diside tek bant goriintiisii verebil-
mektedir (Dubiec & ark., 2006). CHD geni ile yapilan PCR analizi sonras1 Z ve
W kromozomlar: arasindaki fragmanlarda boyut olarak bir fark goriilmez ancak
niikleotid dizisine gore heterojen bir durum s6z konusu ise bu gibi durumlarda
secilecek restriksiyon enzimlerinin elde edilen PCR iiriinlerine uygulanmasi so-
nucunda erkek ve disiye 6zgii bant goriintiileri elde edilebilir. Ornegin Avrasya
gullugunda CHD1 geninin P2/P8 primerleri fargman farklihig: gostermemektedir.
Bu durumda W kromozomunda bir ayrilma bélgesini tantyan, spesifik bir kesim
enzimi olan BshNI'nin PCR iiriinlerine uygulanmasi disilerde 3 erkeklerde 1 bant
goriintiilenmesine olanak tanir.

d Q ' Kanath Tird 1 it Kanath Tird 2 i
zw 22332233
B s e f e f e f e s s | e

CHD1Z CHD1Z CHD1Z

- - e Es <—CHD1Z
QdQ - - <«————CHDIW
=1

- - .. ..

HD1Z
HD1W

‘CHD geni 2550F/2718R primleri Elektroforez Goriintiisi

Sekil 1. CHD1 genine ait PCR tabanli primerlerin kanathlarda cinsiyet ayriminda kulla-
nilmast (Morinho & ark., 2012'den uyarlanmistir)

Bir¢ok kus tiiriinde W kromozomu (CHD1-W) ve Z kromozomu (CHD1-W)
tizerinde korunmus vaziyette bulunan CHD1 homolog geni bazi kanath tiirle-
rinde (6rnegin u¢amayan kanatlilar: devekusu, emu vb.) sadece W kromozomu
bulunmaktadir (Griffiths & Korn, 1997; Ellergen, 1996). Bu durumda ugamayan
kanatlilarda CHD geni ile cinsiyet ayrimi yapmak pek miimkiin degildir. Buna
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ragmen CHD genleri bir¢ok kanatl tiiriine uygulanabilmesi, diigitk maliyetli olu-
su, diigiik konsantrasyonlardaki DNA 6rneklerinde bile kesin sonug verebilme-
si gibi avantajlar1 nedeniyle en etkili molekiiler cinsiyet tayini yontemleri olarak
gosterilmektedir.

5. SONUC

Kanatli hayvanlarin cinsiyet ayriminin erken dénemde yapilabilmesi kiimes
hayvani yetistiriciliginde, Kanarya ve papagan gibi otiicii kuslarin yetistiriciligin-
de, hayvanat bahgesinde yetistirilen sinirli sayidaki nadir kus tiirlerinde oldukg¢a
onemlidir. Geleneksel cinsiyet ayrim yontemlerine gore biiyiik avantajlar saglayan
molekiiler cinsiyet tayini yontemleri son on bes yilda molekiiler genetikte kul-
lanilan yontemlerin gelistirilmesi ¢ok cesitli kus tiirlerinde cinsiyet tespitindeki
zorluklarin Gistesinden gelinmesine olanak saglamistir. Ozellikle PCR tabanl tek-
nolojilerdeki gelismeler, basit, hizli, hassas ve uygun maliyetli protokollerin gelis-
tirilmesine olanak saglamustir.

Bu boliimde kanatli hayvanlarin molekiiler yontemler ile kanatlilar i¢in cinsi-
yet tayininde evrensel bir belirteg olarak gosterilen CHD geni irdelenmistir. Ozel-
likle devekusu ve emu gibi ugamayan biiyiik kus tiirlerinde cinsiyet ayrimi CHD
geni kullanilarak yapilamasa da yakin gelecekte yeni nesil dizileme teknolojisinin
yayginlasmasi ve daha ekonomik hale gelmesi ile birlikte birgok kus tiiriiniin ge-
nom analizleri tamamlanmasi 6n goriilmektedir. Bu ¢aligmalar neticesinde tiim
kus taksonunu kapsayacak gen bolgelerinin analizi ve bu analizler dogrultusunda
daha genis kapsamli gen primerlerinin dizayn edilmesi miimkiin olacaktir. Boy-
lece yeni nesil dizileme teknolojisiyle gelistirilecek basit, hassas ve biiyiik 6lcekli
molekiiler cinsiyet ayrimi uygulamalari, ireme ve koruma biyolojisi ¢alismalart,
popiilasyon genetigi, ekoloji ve evrimsel biyoloji gibi konularda kanathlar tizerin-
de yapilacak galigmalarda biiyiik kolayliklar saglayacaktir.
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