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Sex of one-day-old chicks are determined by feather characteristics (Iength or colour) of the breed
or line, or vent sexing by highly trained specialist. DNA-based methods are being developed to
accurately identify sex in early period of the chick embryos. One of these is the PCR method in
which primers are designed according to the sequences of poultry sex chromosomes (ZZ male and
ZW female). In this study, Xhol repeat sequence on the W chromosome and specific DNA
sequences of the 18S ribosomal gene were amplified by PCR using DNA obtained from amniotic
fluid of 10 day old embryos (n=30). On the band image of the gel PCR products, samples generating
a single band (256 bp) were determined as male and samples giving two bands (256 and 415 bp)
were determined as females. The gender determination in the early stages of the chick embryo can
be done accurately and fast by PCR method.
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Giinliik civcivlerin cinsiyet ayrimi, irka 6zgii tily rengi veya tily gelisim hizina bagl olarak ya da
ozel egitimli seksorler tarafindan kloaktan yapilmaktadir. Civeiv embriyosunun erken déneminde,
cinsiyetin dogru bir sekilde tanimlamasi icin DNA’ya dayali yontemler gelistirilmektedir. Bu
yontemlerden biri olan PCR tekniginde kanatli cinsiyet kromozomlarin dizilerine (ZZ erkek ve ZW
disi) gore dizayn edilen primerler kullanilir. Bu aragtirmada 10 giinliik embriyo (n=30) amniyotik
stvilarindan elde edilen DNA kullanilarak yapilan PCR g¢alismasinda W kromozomu iizerindeki
Xhol tekrar dizisi ve 18S ribozomal gene ait belirli bolgeler cogaltilmistir. Aragtirmamizda, PCR
tirlinlerinin agaroz jel elektroforez bant goriintiisiine gére tek bant (256 bg) veren ornekler erkek,
iki bant (256 ve 415 bg) veren Ornekler disi olarak belirlenmistir. PCR yontemi ile embriyonun
erken donemlerinde cinsiyet tespiti dogru ve hizl bir sekilde yapilabilmektedir.
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Giris

Tavukguluk sektoriinde, giinliik yastaki civcivlerin
cinsiyet ayrimi, 1slah ¢aligmalari ve {iretim igletmeleri
bakimindan  son  derece  Onemlidir.  Yumurta
tavukeulugunda yumurta iretimi i¢in disi civcivlerin
biyiitilmesi ve etlik pili¢ yetistiriciliginde erkek ve
disilerin ayr1 ayr yetistirilmesi cinsiyet ayriminin dnemini
ortaya koymaktadir (Tirkoglu ve Sarica, 2009). Ticari
tavuk yetistiriciliginde giinliik yastaki civcivlerde tiy
rengine (Yetisir, 2014), tiy gelisim hizina (Yetisir, 2014),
ayak rengine gore (Aksoy ve ark., 2002) cinsiyet tayini
yapilabildigi gibi 6zel egitimli seksorler tarafindan da
(kloaktan) (Goger, 2017) cinsiyet belirlenebilmektedir.
Embriyodan cinsiyet ayriminda ise Ostrojen seviyeleri
(Benowitz-Fredericks, 2005) ve cinsiyet krozomlarinin
tespiti (Goger, 2017) gibi farkli yontemler vardir. Erkek
civcivlerin belirlenmesinde zahmetli ve zaman alan bir
islem olan karyotipleme analizine alternatif olarak
gelistirilen yontemde, 5 ve 9 giin arasindaki civciv
embriyosundan gonad doku hiicreleri toplanarak, toplanan
bu dokulardan elde edilen DNA’lara Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) uygulamasi yapilmaktadir (Clinton ve
ark., 2001).

Civciv embriyosunda genital sirt (genital ridge) 3,5
giinliik yasta gbziikmeye baslarken 5,5 giinliik yasta testis
veya yumurtalik olugmaya baglar. Ancak embriyolarin
morfolojik olarak cinsiyetlerinin belirlenmesi 7,5 - 8. giine
kadar mimkiin degildir (Chue ve Smith, 2011).
Kanatlilarda homogametik cinsiyet (ZZ) erkek,
heterogametik cinsiyet (ZW) ise disidir. Kanatli gonad
gelisimi morfolojik olarak memelilere benzer olsa da
memelilerde Sry geni gibi cinsiyet farklilagmasindan
sorumlu olan bir gen kanatlilarda tespit edilememistir

Bu nedenle embriyo ve civcivlerde erken yasta, kesin
sonuglar verecek cinsiyet ayrimi yontemleri disilerde
bulunan W kromozom DNA dizilerine dayanan PCR
protokolleri kullanarak gelistirilmistir (Clinton ve ark.,
2001; Chue ve Smith, 2011). Griffiths ve ark. (1998)
tarafindan bildirilen yontemde W kromozomunda yer alan
CHD (chromo-helicase-DNA-binding)-W  ve Z
kromozomunda yer alan CHD-Z gen boélgesinde yapilan
PCR islemi sonuglarina gore giinliik yastaki civcivlerde
cinsiyet ayrimi yapilmaktadir. Bu metoda gore bircok
kanatli tiriinde korunmus olan CHD-W ve CHD-Z
genlerine 0zgili dizayn edilen primer ¢iftleri ile PCR
isleminde ¢ogaltilan PCR iirlinlerinin biiyiikliikleri agaroz
jelde belirlenerek, bant biiyilikliiklerine gore cinsiyet
ayrimini gergeklestirilmektir. Clinton ve ark. (2001), W
kromozomda yer alan Xhol geninin 415 baz ¢ifti (bg) bir
iiriindi ile 18S ribozomal geninin 256 bg’lik bir iiriiniinil
¢ogaltmak i¢in PCR protokolii dizayn ederek disi ve erkek
embriyolar1 basariyla cinsiyetlerini ayirmiglardir. Kalina
ve ark. (2012) giinliik civcivlerde cinsiyet ayrimi yapmak
icin W kromozomuna ve mitokondri sitokrom b (CYTB)
genine Ozgili iki primer ¢ifti kullanarak yaptigi PCR
calismasinda cinsiyetleri dogru olarak tespit etmislerdir.
Giinliik civcivlerin gonadlarindan alinan mesajci RNA
(mRNA) kullanarak gRT-PCR (kantitatif Real Time-PCR)
yontemi ile civcivlerin cinsiyetleri basariyla belirlenmistir
(Wan wve ark, 2017). Ayrica embriyolarin W
kromozomuna ve CR1 (common repeat sequence) genine
0zgli problar kullanarak yapilan FRET (Fluorescent

Resonance Energy Transfer- Floresans Rezonans Enerji
Transferi) teknigi ile cinsiyet ayrimi yapilmigtir (Clinton
ve ark., 2016).

Bu c¢alismanin amaci civciv embriyolarinda erken
donemde (10 giinliik embriyolarda) PCR ile cinsiyetin hizli
ve giivenli bir gekilde belirlenebildigini gdstermektir.

Materyal ve Yontem

Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarmmsal Biyoteknoloji Boliimii Molekiiler Genetik
Laboratuvari’nda  gergeklestirilen ¢aligmada Ankara
Tavukguluk Arastirma Enstitiisi’'nden (ATAE) temin
edilen 30 adet dollii tavuk yumurtasindan izole edilen
genomik (g) DNA’lar arastirma materyali olarak
kullanilmistir.  Kulugkanin 10. gilinlinde embriyolarin
gelisimi sonlandirilarak yumurtanin allantoik sivisindan
alinan o6rneklerden (0,25 ml) Fenol-Kloroform yontemi
kullamlarak gDNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen
gDNA’larin saflik ve miktarlar1 spektrofotometre (Thermo
Scientific NanoDrop 1000) ile kontrol edilmistir.
Arastirmada laboratuvarimizda daha Once yapilan
calismalarda kullanilan ergin 4 horoz ve 4 tavuktan alinan
kan 6rnekleri de kontrol amagli olarak kullanilmigtir. Elde
edilen gDNA’lar bdH,O iginde ¢ozdirilerek PCR
caligmalari yapilana kadar -20°C de saklanmistir.

PCR Calismast
Arastirmada, W kromozomu tizerindeki Xhol tekrar
dizisinin 415 bg¢’lik

(F: 5"CCCAAATATAACACGCTTCACT 37
R:5" GAAATGAATTATTTTCTGGCGAC 3")

ve 18S ribozomal gen tizerindeki 256 bg’lik

(F: 5" AGCTCTTTCTCGATTCCGTG 3';
R: 5" GGGTAGACACAAGCTGAGCC 3")

bolgeler Clinton ve ark. (2001) dizayn ettigi primerler
kullanilarak PCR ile amplifiye edilmistir. PCR karigimi, 25
pl toplam hacim igerisinde 1 U Taq DNA Polimeraz
(Fermentas), 10 X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, 500
mM KCI, pH. 8,8), 25 mM MgCl;, 200 uM dNTP
(Fermentas), Xhol primerlerin her birinden 1 pM, 18S
primerlerin herbirinden 0,5 uM ve 1 ul DNA (50-100 ng)
icerecek sekilde hazirlanmigtir. PCR sartlar; 94°C’de 3
dakika ilk denatiirasyon, 30 dongii 94°C’de 30 sn, 56°C’de
30 sn ve 72°C’de 30 sn ve son olarak, 72°C’de 5 dakikalik
son uzama olacak sekilde uygulanmistir. PCR iirtinleri
goriintiilenmesinde %1,5 agaroz jel kullanilmistir. Agaroz
jel, RedSafe ile boyandiktan sonra UV 1gik altinda
goriintiilenerek PCR iirlinlerinin biiytikliikleri
belirlenmistir.

Bulgular

ATAE kuluckahanesinde 10 giinliik gelisiminde olan
30 adet dollii tavuk yumurtasinin allontoik sivisindan
alman oOrneklerden elde edilen gDNA’lar ile yapilan
multipleks PCR iglemi sonucunda 415 bg¢ ve 256 bg

2



Kaya and Konucuk / Journal of Poultry Research, 16(1): 19-22, 2019

uzunlugunda PCR iriinleri elde edilmistir (Sekil 1).
Kanathilarda erkekler homogametik (ZZ) ve disiler
heterogametik (ZW) oldugundan 256 bg biiyiikliikteki
band (18S ribozomal gen) her iki cinsiyette goriilmekte,
415 bg bityiikligiindeki band (W kromozomu tizerindeki
Xhol tekrar dizisi tiriinii) ise sadece disilerde goriilmektedir

16 17 18 19 20 21

(Clinton ve ark., 2001). Bu bilgilere dayanarak Sekil 1°de
verilen band goriintiisiine gdre embriyolarin cinsiyet tayini
yapilmig, kontrol igin kullanilan ergin tavuk ve horoz
orneklerinde de ayni goriintii tespit edilerek, cinsiyetler
teyit edilmistir.

308 H-H T T

28 29

Sekil 1. PCR firiinlerinin agaroz jel goriintiisii.
Kanatlilarda erkekler (ZZ) ve disiler (ZW) oldugundan sadece 256 bg biiyiikliikteki banda sahip 6rnekler erkek; 256 be ve 415 b biiyiikligiindeki
bantlara sahip 6rnekler disi olarak tespit edilmistir. (L: DNA marker (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus-SM0243); 1-30
Embriyo 6rnekleri; H: Kontrol horoz DNA; T: Kontrol tavuk DNA); bg: baz gifti)

Figure 1. Agarose gel image of PCR products

Sonuc ve Tartisma

Memelilerdeki Sry geni gibi cinsiyet farklilagmasindan
sorumlu olan bir gen kanatlilarda hala belirlenememesine
ragmen kanatlilarda erkeklerin ZZ ve disilerin ZW
kromozomlarina sahip olmalarina dayali PCR ydntemleri
gelistirilmistir. Bu yontemlerde W kromozom DNA
dizilerine karsin Z kromozom veya diger kromozomlarda
bulunan DNA dizileri kullanilmaktadir. Bu dizilere gore
tasarlanmis primerler kullanarak yapilan PCR sonucunda
disi ve erkek orneklerden alman DNA’lardan farkli
biiyiikliikteki PCR dirlinleri g¢ogaltilir. Embriyo ve
civcivlerde cinsiyet tayini i¢in yapilan PCR ¢aligmalarinda
arastirmacilarin  bazilart W kromozomuna karsin Z
kromozomu dizisini kullanirken (Griffiths ve ark., 1998)
bagka arastirmacilar mitokondriyel dizisini (Kalina ve ark.,
2012) veya 18S ribozomal dizilerini (Clinton ve ark., 2001;
Wan ve ark., 2017; Turkyilmaz ve ark., 2010) tercih
etmiglerdir. Caligmamizda PCR sisteminin c¢alistigimi
gostermek ve yiiksek kopya sayisindan dolay1 W
kromozom dizilerine karsin S18 dizilerine gore yapilmis
primerler tercih edilmistir.

Bu ¢alismada embriyonun allantoik sivisindan alinan
dokularda kullanilarak PCR ydntemi ile cinsiyet tayini
yapilmistir. Bu amagla yapilan daha 6nceki ¢aligmalarda;

5,5 giinlik embriyonun allontoik sivisindan (Clinton ve
ark., 2001), 6 ve 12 giinliikk embriyo ile giinliik civcivlerin
gonad dokularindan (Wan ve ark., 2017), embriyonun
blastodermal hiicrelerinden (Naito ve ark., 2003) ve 7
giinliik embriyonun yumusak dokularmdan (Minematsu ve
ark., 2004) alinan doku 6rnekleri kullanilmugtir. Tiirkiye’de
kanatlilarda cinsiyet belirlemek i¢in PCR yoOntemini
kullanarak daha o©nce yapilan tek c¢alismada giinliik
civcivler dldiiriilerek koryoallantoik membran (KAM)’dan
ornek alarak PCR calismalar1 yiiriitiilmiis ve morfolojik
olarak  steromikroskop altinda giinliikk civcivlerin
cinsiyetlerini belirlemiglerdir (Turkyilmaz ve ark., 2010).
Bu calisma Tiirkiye’de tavuklarin embriyonik déneminde
cinsiyet tayini yapilan ilk ¢aligmadir.

Embriyonun allantoik sivisindan alman 0,25 ml
orneklerden DNA izole edilerek yapilan calismamizda
basarili sonuglar alimmigtir. Clinton ve ark. (Clinton ve
ark., 2001) embriyodan aldiklar1 allontoik sivisii
seyrelterek ve Haunshi ve ark. (Haunshi ve ark., 2008)
embriyo yumusak dokularindan aldiklar1 6rnekleri alkalin
yontemle hazirladiklart  soliisyonla yaptiklart PCR
calismalarinda benzer sonuglar almiglardir. Yapilan
caligmalar (Clinton ve ark., 2001; Haunshi ve ark., 2008)
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daha az doku orneginden DNA izole etmeden de PCR
¢aligmasindan sonug alinabilecegini gostermistir.

Bu g¢alismada tavuk embriyolarmin cinsiyetini
belirlemek i¢in yapilan PCR yontemi diger kanatlilar
iginde kullanmlabilir. Kalina ve ark. (2012) yetiskin tavuk,
hindi, siiliin ve kaz da Griffiths ve ark. (1998) tavuk, hind
biilbiilii, giivercin, kirlangig, baykus ornekleri ile yaptigi
PCR c¢alismasi ile cinsiyet ayrimini gerceklestirmiglerdir.

Modern kuluckahanelerde ¢ok sayida embriyolarin
hizlica ve dogru olarak cinsiyetlendirilmesi i¢in, PCR
uygun bir teknik oldugu goriilmektedir. Bu teknigin biiyiik
ticari isletmelerde kullanilabilmesi i¢in yumurtadaki
embriyolara zarar vermeden Oorneklerin alinmas1 ve PCR
reaksiyonlarinin kapsamli bir saflastirma ve sablon
DNA’smin nicellestirilmesi olmaksizin
gergeklestirilebilmesi arzu edilir.

Kulugkadaki civciv embriyolariin cinsiyeti 7,5 giinliik
ve sonrasi giinlerde embriyonik  gelismenin
sonlandirilmasindan ~ sonra  gonadlarin  morfolojik
muayenesiyle belirlenebilirken PCR yontemi ile daha
erken donemlerde embriyoya zarar vermeden alinan az
miktardaki doku Ornegi ile cinsiyet belirlenebilmektedir.
Gergeklestirilen ¢aligmada PCR yontemiyle 10 giinliik
embriyolarda  cinsiyet  belirlendigi  gibi  yapilan
¢aligmalarda 5,5 giinliik (Clinton ve ark., 2001), 6 giinliik
(Wan ve ark., 2017), 7 giinlik (Minematsu ve ark., 2004),
12 giinlik embriyonun (Wan ve ark., 2017) ve giinliik
civcivlerde (Clinton ve ark., 2001; Kalina ve ark., 2012;
Wan ve ark., 2017; Turkyilmaz ve ark., 2010; Haunshi ve
ark., 2008) cinsiyet tayini yapilabilecegi gosterilmistir.
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