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Gebe hayvanlarda dogacak yavrularin cinsiyetlerinin dnceden belirlenebilmesi
yetistiricilikte bircok avantaji beraberinde getirmektedir. Cinsiyetin tayini, et veya siit
Uretimi yapan isletmelerin Uretim stratejilerinin 6nceden belirlenmesini sagladig
gibi, biyoteknolojik (suni tohumlama, embriyo transferi, in vitro fertilizasyon gibi)
programlarinin da &nceden planlanmasini kolaylastirmaktadir. isletmelerde cesitli
yontemlerle dogacak yavrunun cinsiyetinin dnceden belirlenmesi ve hatta istenilen
cinsiyette yavru elde edilmesi isletmelerle birlikte tlke hayvancihiginda islah ve
genetik ilerlemenin hiz kazanmasini saglamaktadir. Glinlimuzde, cinsiyeti belirlenmis
sperma kullanilarak istenilen cinsiyette yavru elde edilebilmektedir ve prenatal
embriyonik ya da fotal cinsiyetin belirlenmesine yonelik calismalar spermatozoa,
embriyo ve fotusler tizerinde degisik yontemler uygulanarak gerceklestiriimektedir.

ABSTRACT

The ability to predetermine the sex of offspring in pregnant animals brings with it
many advantages in breeding. Gender identification facilitates the planning of
biotechnological (artificial insemination, embryo transfer, in vitro fertilization)
programs in advance, as well as allowing the production strategies of businesses that
produce meat or milk to be predetermined. Pre-determination of the sex of the
offspring by various methods in the enterprises and even obtaining the offspring in
the desired sex ensures that the breeding and genetic progress of the animal
husbandry is accelerated in that enterprise. Today, genders can be obtained by sex-
determined sperm method and the studies for determining prenatal embryonic or
fetal sex are performed by applying different methods on spermatozoa, embryo and
fetuses.

gerceklesmistir. Androjenlerin  embriyonal hayatta
cinsiyet gelisimi lzerine etkileri ilk defa 1947'de ortaya

cok eski tarihlerden bu yana insanligin merak konusu
olmustur. Bu konu Uzerine (retilen teorilerin kokeni
3.000 yil 6ncesine dayanmaktadir. Ornegin, M.O. 384-
322 yillan arasinda yasamis olan Aristo, cevresel
kosullarin cinsiyet tayini (zerine etkili oldugunu
savunmustur. Sicak ve kuru rahimde gelisen yavrunun
erkek, soguk ve nemli rahimde gelisen yavrunun ise
disi olacagina inanmistir. Ancak, 20. ylzyilin basinda
kromozomlarin cinsiyet tayini Uzerindeki rollerinin
kesfiyle birlikte memelilerde cinsiyetin cevresel
kosullarca belirlendigi tezi clritilmis ve UGcilnci
ceyreginde ise Y kromozomunun erkek cinsiyeti
olusumundaki roli bulunmustur. Gectigimiz ylzyilhn
sonunda ise ‘Y kromozomu Uzerinde cinsiyet
belirleyen bolge’ adi verilen “SRY” geninin (Sex
Determining region Y gene) izolasyonu

konulmus  olmasina ragmen  konuyla ilgili
fizyopatolojik bulgular ve androjenlerin 6zellikle
beyinde cinsel davranislari diizenleyen mekanizmaya
olan etkileri son 10 yildir Uzerinde yodun calisilan
konulardir (Mittwoch, 2005).

Cinsiyet Gelisiminin Genetik ve Hormonal

Kontrolii

Genetik yapi, i¢ ve dis cinsel organ yapisi ile
belirlenen cinsiyeti yalnizca tek bir baslk altinda
incelemek vyeterli degildir. Cinsiyeti belirleyen
ozellikler oldukg¢a karmasik ve ¢ok yonla faktorlerin rol
oynadigi, kendi aralarinda da etkilesim gosteren
gelisim surecleridir. Cinsel farklilasmanin temel amaci,
herhangi bir erkek ya da disiye 6zgi fiziksel ya da
davranigsal ozelliklerin gelisimi ve organizmalarda
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cinsel Ureme olusmasina izin vermek icin gerekli
anatomi ve fizyolojidir (Wilhelm ve ark., 2007).

Embriyonal dénemin normal cinsiyet gelisim
sirecinde 3 o6nemli adim gerceklesmektedir. Bu
adimlar;

Kromozomal olarak cinsiyetin tanimlanmasi: XX
veya XY cinsiyet kromozomunun  olusumu
fertilizasyon sirasinda meydana gelmekte ve primer
germ hiicresini taglyan hiicrelerin mitoz bélinmesi ile
devam etmektedir (George ve Wilson, 1988).
Memelilerde fertilizasyonu gerceklestirebilecek olan
spermatozoonlarin yarisi tek bir X kromozomu ve
diger vyansi da bir Y kromozomu igerir.
Spermatozoonlarin  aksine ovumlar sadece X
kromozomuna sahiptirler. X kromozomuna sahip olan
spermatozoon ile fertilizasyonu gerceklesen ovumdan
gelisen canh disi bir hayvan olurken (XX), Y
kromozomuna sahip spermatozoonla fertilize olan
ovumdan gelisen canli ise erkek (XY) cinsiyete sahip
olur. Cinsiyetin kromozomlar tarafindan belirlenmesi,
genotipik cinsiyet belirlenmesi olarak tanimlanir ve bu
tanimlamada bireyin cinsiyeti, cinsiyet kromozomlari
Uzerindeki genler tarafindan gergeklestirilir (McGeady
ve ark.,, 2011).

Gonadal cinsiyetin gelisimi: Erken embriyonal
donemde gonadlar farkllasmamis olup bu dénem
“indifferent Dénem” olarak adlandinimaktadir. Eger
cinsiyet kromozomlari XX ise; indifferent gonad
ilerleyen donemde ovaryumlara donlismekte, XY ise;
testisler gelismektedir. Bu donemde testislerin gelisimi
Y kromozomunda bulunan SRY gen bolgesi tarafindan
kontrol edilmektedir. 1960'larda memeli
kromozomunun karyotiplendirilmesiyle ilgili
tekniklerin gelisimiyle birlikte, memelilerde testisin
gelisiminden sorumlu kromozomun Y kromozomu

oldugu saptanmistir. Canli genotipinde kag¢ tane X
kromozomu olursa olsun, Y kromozomunun varliginda
canli erkek, yoklugunda ise disi olarak gelisecektir
(George ve Wilson, 1988). Ancak 1990 yilinda “sex
reversal syndrome” (zit cinsiyet sendromu) adi verilen
bir hastaliga sahip, genotipik ve fenotipik cinsiyetleri
zit bireylerin incelenmesi ile konu yeni bir boyut
kazanmistir. Bu hastaliga sahip bireylerin XY
kromozomlu olmalarina ragmen tamamen disi olarak
gelistiklerinin ~ gozlenmesiyle  birlikte,  cinsiyeti
belirleyen asil faktériin tamamiyla Y kromozomunun
degil, Y kromozomu (zerinde bulunan “hareketli bir
gen parcas!” oldugu kesfedilmistir. Testis gelisiminden
sorumlu olan bu gene “Y kromozomu (zerinde
cinsiyet belirleyen boélge” (Sex determining region Y
gene) SRY adi verilmistir. SRY, Y kromozomunun kisa
kolu lizerinde “pseodoautosomal region 1” (PAR1) adi
verilen bolgeye c¢ok yakin bir pozisyonda
bulunmaktadir. PAR1 adi verilen bdlge mayoz
bolinmenin profaz | asamasinda “crossing over”
dedigimiz gen degisimi olayinin en siklikla
gerceklestigi bolgedir ve bazen SRY'nin de gen
degisimine katilmasi s6z konusu olur. Bu nedenle
embriyo XY kromozomuna sahip olmasina ragmen
SRY'yi kaybettigi icin disi olarak, XX kromozomuna
sahip bir embriyo ise SRY'yi kazandigi icin erkek olarak
gelisecektir (Seda ve ark., 2006). SRY geni, SRY gen
transkripti olan TDF'yi (Testis Determining Factor: TDF)
Ureterek gonadlarin testis yoninde farklilasmasini
indliklemekte iken SRY geni ve SRY gen transkriptinin
olmadigi durumda bipotansiyel gonadlar ovaryum
olarak gelismektedirler (George ve Wilson, 1988). Sekil
1'de erkek ve disi Ureme sistemlerinin gelistigi
embriyonik taslaklar sunulmustur (McGeady ve ark.,
2011).

Embriyonik Yapi

Erkek Ureme Sisteminde Olusan Yapi

Disi Ureme Sisteminde Olusan Yapi

Primordial cinsiyet hiicreleri
Gonad

Cinsiyet Kordonlari
Mezonefroz tlpgukleri
Mezonefroz kanali
Paramezonefroz kanali
Urogenitalis

Spermatozoonlar
Testis

Ductuli eferentesler

Testisin eklentisi, uterus maskulinus

Tuberkulum genitalis Penisin govdesi

Urogenital kivrimlar
dokular

Genital siskinlikler Skrotum

Tubulus seminiferus kontortuslar, Sertoli hicreleri
Epididimis, ductus deferens, vezikiila seminalis

Uretranin pars pelvinasi, prostat bezi, glandula
bulbo uretralis, Gretranin pars penisi

Uretranin pars penis kisminin ventralini saran

Ovumlar

Ovaryum

Folikul hiicreleri

Epooforon, paraoforon

Gartner kanali

Tuba uterina ve vaginanin craniali
Vestibulum ve buradaki bezler

Klitoris

Labiumlar ve vulva

Sekil 1. Erkek ve disi Greme sistemlerinin gelistigi embriyonik taslaklar (McGeady ve ark., 2011’ den uyarlanmistir).
Figure 1. Embryonic draft that develops the male and female reproductive systems
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Sekil 2. Memelilerde cinsel fenotip gelisimi (Wilhelm ve ark., 2007'den uyarlanmistir).

Figure 2. Sexual phenotype development in mammals

Fenotipik cinsiyet gelisimi: Gonadlarin cinsiyet
kromozomlarina gbére ovaryum veya testislere
farkhlasmasinin ardindan internal ve eksternal genital
kanalin olusumu baslamaktadir. Memelilerde cinsel
fenotip gelisimi Sekil 2'de gosterilmistir (Wilhelm ve
ark., 2007).

Erkek genital kanalin farklilasmasi ve dis genital
organlarin gelismesi testislerde bulunan Sertoli
hiicreleri tarafindan Uretilen Anti-Mullerian hormon
(AMH) ve Leydig hucreleri tarafindan uretilen
testosteron sayesinde olmaktadir. Gonadlarin testis
yoniinde farklilasmasiyla AMH hormon, Miiller
kanalinin  gelisimi durdurmakta ve testosteron
hormonunun etkisiyle Wolf kanalinin  gelisimi
uyariimakta ve boylece erkek genital kanal
gelismektedir (Gurler ve Kaymaz, 2013). Leydig
hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron, 5a-
rediktazin etkisiyle dihidrotestosterona donustirul-
mekte ve erkek dis genital organlarinin farklilasmasi
baslatilarak testislerde devam eden epididimis, duktus
deferens ve vezikiila seminalis gibi cift halindeki erkek
genital kanal sistemi kisimlarinin  farklilagmasi
saglanmaktadir (Troedsson ve Madill, 2004).

Erkek genital kanalinin  gelisimi, erkeklik
hormonlari etkisi altinda gerceklesen aktif bir
strecken, disi genital kanalinin gelisimi, erkeklik
hormonlarinin yoklugunda kendiliginden gerceklesen
pasif bir stire¢ olarak tanimlanmaktadir (Troedsson ve
Madill, 2004). Gonadlarin ovaryum yoniinde
farkhlasmasi  durumunda ortamda testosteron
bulunmayacagindan Wolf kanali korelir ve AMH
salgilanmayacagi icin Miller kanali geliserek uterus ve
ovidukt'u meydana getirir.  Disi embriyoda fotal
ovaryumlardaki  folikller  hucrelerden  (primitif

graniiloza hiicreleri) ve plasentadan Ostrojen ve
progesteron hormonlari salinmasina ragmen, bu
hormonlarin embriyonal dénemde cinsiyet gelisimi
Uzerine belirleyici etkileri bulunmamaktadir. Nitekim
aromataz enzimi etkinligi 6nlenmek suretiyle dstrojen
sentezinin engellendigi disi fare embriyolarinda, disi
genital kanalinin eksiksiz gelistigi gozlemlenmistir.

Ayni  sekilde Midller kanali Uzerindeki 6strojen
reseptorleri  bloke edilmesinin  de disi fare
embriyolarinda, disi genital kanalinin gelisimini
engellemedigi saptanmistir. Fakat ostrojen

reseptorleri bloke edilmis disi fare fotiisunda ireme
kanali tam olgunlasamadigi icin kisirhk
gozlemlenmistir. Buradan 0Ostrojenin, disi genital
kanalinin olusumu icin degilse bile olgunlasmasi ve
fonksiyonel hale gelmesi icin gerekli oldugu sonucuna
varilmistir (Troedsson ve Madill, 2004). Normal cinsiyet
farklilasma sirecinin herhangi bir basamaginda
meydana gelen her tirli anormallik durumunda
interseksualite ya da hermafrodizm olarak adlandirilan
gonadal cinsiyet anomalileri ortaya cikabilmektedir
(Gurler ve Kaymaz, 2013).

Cinsiyetin Tayini

Son yillarda, hayvancilik alaninda yavru verimini
gelistirmek icin  kullanilan  farkh  biyoteknolojik
gelismelerden siklikla yararlaniimaktadir. S6z konusu
biyoteknolojik gelismelerden 6ne c¢ikan teknikler
arasinda sperma, embriyo ve fotiista cinsiyetin ileri
teknikler kullanilarak  belirlenmesi ve cinsiyeti
belirlenmis sperma ile in vivo ya da in vitro kosullarda
embriyo Uretimi yapilmasi gibi biyoteknolojiler
bulunmaktadir (Gosalvez ve ark., 2011).

Cinsiyet tayini uygulamalarinin temeli X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoonlarin fiziksel ve
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fizyolojik o©zellikleri arasindaki farklarin kullanilimasi
esasina dayanmaktadir. Uzun slredir prenatal
dénemde embriyo cinsiyetinin belirlenebilmesi sigir
yetistiriciliginin onemli amaclarindan biri olmustur.
Burada iki yaklasim mevcuttur. Birincisi, fertilizasyon
sonucu olusan embriyolarda cinsiyetin belirlenmesi,
digeri ise daha embriyo olusmadan spermalara
mudahale ederek olusacak embriyolarda cinsiyetlerin
onceden belirlenebilmesidir (Kamimura ve ark., 1997).

Spermada Cinsiyet Tayini ve Cinsiyet Belirleme
Yontemleri

Hayvancilik sektoriinde arzu edilen, dogacak
yavruda istenilen cinsiyetin olusturulmasi ve sahip
olunan faydaya gore artan et ve sit ihtiyacini
karsilamaktir ve sonug olarak sektore ekonomik fayda
saglanmaktadir.  Spermada  cinsiyetin  Onceden
belirlenmesi ile hayvansal tretim endustrilerinde de
onemli ekonomik yararlar saglanmaktadir. Ge¢miste, X
ve Y kromozoma sahip spermatozoonlari ayirmak igin
sedimentasyon, filtrasyon, santriflij, ylzdirme (swim
up/down), elektroforez, sperma medyumundaki pH
degisiklikleri, immdinolojik teknikler ve motilite
kriterleri, viskozite, basing degisiklikleri gibi farkhliklara
dayanan cesitli yontemler kullaniimistir. Bazilar umut
verici sonuglar gostermistir, ancak bilimsel gecerlilige
ve basariya sahip olamamiglardir. Gunimduzde ise
yaygin ve en basarili olarak 6nerilen Flow Sitometri
yontemi ile spermatozoonlarin cinsiyetleri belirlenerek
kullanima sunulmakta ve yiliksek diizeyde istenilen
fayda saglanabilmektedir (Bhalakiya ve ark., 2018).

Yogunluk ozelliklerine dayali santrifiij yontemi:
Yapilan calismalarda X kromozomu ve Y kromozomu
taslyan boga spermatozoasi arasindaki yogunluk farki
sadece 0.0007 gr/cm3 olarak tespit edilmistir
(Meistrich, 1982). Cinsiyetin tayinine bu acidan
bakildiginda spermatozoondaki kromozomal
yogunluk Ozelliginin spermanin cinsiyet tayininde bir
kriter olarak kullaniminin uygun ve kullanish bir
teknoloji olamayacadi seklinde degerlendirmeler
yapilmistir (Meistrich, 1982; Sharma ve Sharma, 2016).

Laminar akis altinda yiizdiirme ydéntemi: SOz
konusu yonteme goére Y kromozomu tasiyan
spermatozoonlarin akan ortamin bir sitununda X
kromozomu tasiyan spermatozoonlara oranla daha
farkh ve daha hizli yizdugina bildirilmistir. Ancak bu
yontem sisteme yerlestirilen toplam spermatozoonun
miktarinin  sadece %10'unun tekrar kullanilabilir
olmasindan dolay sisteme yeterli diizeyde cevap
verememesinden dolayi tercih edilmemektedir (Sarkar
ve ark., 1984).

Serbest akis elektroforezi yontemi: Bu yontemin
prensibi, X kromozomu tasiyan spermatozoon ile Y

kromozomu tasiyan spermatozoonun yiizeyindeki
elektrik  yuklerinin ~ farkli  olmasi  olasiligina
dayandiriimakta ve spermatozoonlar iki ayri sinifa
ayirmak icin elektriksel bir alan kullanilmaktadir
(Kaneko ve ark., 1984). Ancak bu yontem kullanilarak
ayrilan spermatozoonlar ile yapilan tohumlamalar
hayal kirkhgr yaratan sonuclar vermistir. Yapilan bir
denemede, 1185 hayvanin kullanildigi uygulama
sonucunda bu yontem ile elde edilen X kromozomu
tasiyan sperma kullanilarak yapilan tohumlamalarda
%50,4 disi buzagi dogum orani bulunmustur. Bu oran,
normal sartlarda herhangi bir mudahalenin
yapilmadigi spermalarla yapilan tohumlamalardan
elde edilen sonuglardan farkli degildir. Bu yontemin
bir diger dezavantaji ise elektroforeze tabi tutulduktan
sonra  spermanin  motilitesinde  ve  genetik
materyalinde olusan anomali ve olumsuzluklardir
(Blottener ve ark., 1983).

Karsi akim galvanik ayirma yoéntemi: Her
spermatozoon, boyut, sekil, kiitle, 6zgil agirhk ve
hiicre ile stispansiyon ortami arasindaki yogunluk farki
gibi fiziksel kuvvetlerden etkilenecek bireysel bir
¢Okelme hizina sahiptir. Bu faktorler g6z oniine
alindiginda uygun bir mikro-amper (yA) akim
uygulanarak Y kromozomu tasiyan spermatozoonun
elektrotun anot ucuna ve X kromozomu taslyan
spermatozoonun ise elektrotun katot ucuna
cekilebilecegi bir prensip ile calismakta olan sistem
olarak tanimlanabilir (Bhattacharya ve ark. 1977).
Ancak, bu yontemin de daha Once bahsi gecen
yontemlere benzer sekilde cinsiyet oranlarinin
belirlenmesinde anlamli  bir basari ve degisiklik
meydana getirmedigi saptanmistir (Foote, 1985).

Bas bélgesi hacimsel farklarina dayali yontem:
Mikroskop kullanarak ve beraberinde goriintiileme
yaparak spermatozoonlarin DNA’sini tasiyan bas
bolgesinin bulyikligine gore X ve Y kromozomu
taslyan memeli spermatozoonlarini ayirma esasina
dayanmaktadir.  Ancak  spermatozoonun  bas
bolgesinin  hacmine dayali olarak ayrilan cinsiyeti
belirlenmis spermatozoon teorik degerlerde %80'i
gecmemektedir. Spermada cinsiyet tayini icin bu
yonteme dayali olarak flow sitometre ve mikroskop
optikleri  kullanarak  modifiye yeni ydntemler
gelistirilmistir (Van Munster, 2002).

immiinolojik cinsiyet tayini: Freund’'un adjuvant
maddesi ile deri altindan sperma preparasyonlari
enjekte edilerek erkek ve disi tavsanlarin immunize
edilmesi, spermatozoon membran proteinlerine karsi
antikorlarin olusmasi saglanmistir. Disi tavsanlardan
elde edilen anti-sperm antiserumlari “anti-Y”, erkek
tavsanlardan elde edilen antiserumlar ise “anti-X"
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olarak kabul edilmistir. Sadece “anti-X” anti-
serumlarinin spermatozoanin agliitinasyonuna neden
oldugu, “anti-Y” antiserumlarinin ise spermatozoada
herhangi bir agliitinasyon gdstermedigi bulunmustur.
Aglutine sperma  populasyonu serbest ylzen
spermatozoonlardan filtrasyon ile ayrilarak serbest
ylzen spermatozoon populasyonu (potansiyel olarak
Y kromozomu tasiyan spermatozoonlar) izole
edilmistir. Sigir embriyolari, izole spermatozoon
popilasyonu kullanilarak in vitro olarak Gretilmis ve
blastosistlerden sitogenetik olarak cinsiyet
belirlemeleri yapilmistir. Sonuclarda, embriyolarin
%92'sinin cinsiyetinin erkek oldugu ve bu teknigin
sperma cinsiyet tayininde potansiyel yontemlerinden
biri oldugunu gostermistir. Ancak bu yontemin baska
deneylerle dogrulanmasi ve glvenilirliginin test
edilerek  dogrulanmasi gereklidir.  Yontemin
dezavantaji ise sadece Y kromozomu tasiyan
spermatozoonlari izole etmede basarili olmasidir, Y
kromozomu taslyan spermatozoonlari agliitine ederek
X kromozomu taslyan spermatozoonlarin ayrimi
saglanamamistir. Dolayisiyla, sadece erkek yavru
istenilen durumlarda tercih edilebilecek yontemlerden
birisi olarak kabul edilebilir (Blecher ve ark., 1999; Yang
ve ark., 2014).

Flow sitometre: insan spermatozoasinda X
kromozomu tasiyan spermatozoon ile Y kromozomu
taslyan spermatozoonun DNA icerigi arasindaki fark ilk
kez 1979 yilinda bildirilmistir (Otto ve ark., 1979). Daha
sonra bu prensipten yola cikilarak flow sitometrik
yontem ile erkek ve disi spermatozoonlar arasindaki
DNA icerik farki bircok evcil hayvan tirinde (boga,
domuz, kog, at, deve, tavsan, vs.) 6lcimlenebilmistir.
Konu ile ilgili olarak tespit edilen tiirlere 6zgii DNA
icerik farklari Cizelge 1'de belirtiimektedir (Sharma ve
Sharma, 2016). insan haricinde bircok tiirde flow
sitometrik yontem spermatozoon cinsiyet oranini

tayin etmek icin kullanilan en etkin yéntemdir. insan
spermleri daha cok koseli ve yodnlendirmeyi veya
ortama alismayi guiclestiren mermi seklindeki basi ile
yontemin kullanimina uygun olmadigi gibi ayni
zamanda X ve Y kromozomlari tasityan insan spermleri
arasindaki DNA farkinin %3’den az olmasi, analizdeki
hassasiyetin artmasini gerekli kilmakla birlikte, s6z
konusu yontemi de kullanigsiz olarak tanimlamaktadir
(Bearden ve ark. 2004). Diger tirlerde etkili olarak
kullaniimakta olan bu ydntem, memelilerin X ve Y
kromozomu tasiyan spermatozoonlari arasindaki DNA
icerigi farkinin tam olarak Oolcllmesi ile X ve Y
kromozomlarini tasiyan canl gametleri ayirmak icin
uygulanan  %85-90 dogruluk oranina sahiptir
(Johnson, 2000; Maxwell ve ark. 2004). Spermanin
cinsiyet belirleme yontemlerindeki gelismeler de iki
onemli nokta Uzerinde durulmaktadir. Birincisi birim
zamanda cinsiyeti belirlenmis spermatozoon sayisinin
arttinlmasi, ikincisi ise spermaya minimum zarar veren
yontemlerin bulunmasidir (Demirci, 2014).

Flow sitometre yonteminde, erkek damizliktan
alinan spermatozoa spesifik bir bisbenzimidazole
DNA-baglayici  boyasi  olan  Hoechst 33342
(Calbiochem, La Jolla, CA) ile bir saat siiresince
boyanir. Bu boyanmis spermatozoa sivi  bir
slispansiyon icerisinde basin¢li  bir sekilde flow
sitometrenin tlipl icerisine konulur. Tip icerisine
giren spermatozoonlar tiipiin egim verilmis ucundan
disart cikarken kaplama sivisi icerisine yonlendirilir.
Spermatozoa suspansiyonu ve kaplama sivisi ikisi
birlikte tiptin 76 mikronluk ¢ikis ucundan ayrilirken bu
yontem spermatozoonlarin laminar akis istikametini
korur. Boyanmis spermatozoonlar kisa dalga boylu bir
lazer isinina (Innova 90-5 Argon-ion laser. Coherent,
Palo Alto, CA) maruz birakildigi zaman parlak mavi
floresan 15191 yayarlar.

Cizelge 1. Erkek ve disi spermatozoonlar arasindaki DNA icerigi farki (Sharma ve Sharma 2016’dan uyarlanmigtir).

Table 1. DNA content difference between male and female spermatozoa

Tiir X ve Y kromozomu tasiyan spermatozoonlarin DNA  Kaynakg¢a
icerik farki (%)

Sigir 38 Garner et al., 1983; Garner, 2001, 2006; Johnson and Welch, 1999;
Johnson, 2000

Manda 3.6 Johnson, 2000; Lu et al., 2006

Kog 4.2 Johnson, 1995, 2000

Keci 44 Parilla et al 2004

At 3.7 Johnson, 2000

Domuz 3.6 Johnson, 2000

insan 2.8 Johnson, 2000

Tavsan 3.0 Johnson, 2000

Deve 3.3 Johnson, 2000

Bizon 3.6 Johnson, 2000

Yak 3.6 Johnson, 2000
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Daha buyuk DNA icerigi nedeniyle boyanmis olan
X kromozomu taslyan spermatozoonlar, Y kromozomu
taslyan spermatozoonlardan daha parlak bir floresan
1stk yaymaktadirlar. Bu yayilan floresandaki fark bir
fotomultiplikator (1sil cogaltici) tlp tarafindan 6lcilir
ve analog formattan dijital yani sayisal formata
donistarilip bir frekans dagilimi olarak sonugclar
bilgisayardan alinir. En fazla DNA icerigini 6l¢gmek icin
sisteme gicli bir bilgisayar kurulur. Fakat tim
spermatozoonlar foto multiplikator tlpl icerisinden
sivi akigi ile birlikte gecgerken kesin olarak
belirlenemez. Spermatozoonlari ihtiva eden akinti
cihazin bosalma deliginden disari cikarken ayrn
damlaciklar olusturmalar icin ylksek frekansta,
yaklasik saniyede 90.000 defa titrestirilir. Bitiin
damlaciklar spermatozoon ihtiva etmemesine ragmen
dedektor tarafindan temin edilen DNA icerigi bilgisine
bagl olarak pozitif veya negatif bir ylkle ylklenirler.
Birden daha fazla spermatozoon ihtiva eden
damlaciklara ise yik uygulanmaz. Daha sonra aksi
yukli saptirici levhalar tek akintryr 3 akintiya ayirir.
Pozitif olarak yuklenmis X kromozomuna sahip
spermatozoonlari tasiyan damlaciklar negatif yukli
saptirma levhasi tarafina, negatif olarak yiklenmis Y
kromozomuna sahip spermatozoonlari  tasiyan
damlaciklar ise pozitif yikli saptirma levhasi tarafina
yonlendirilir. Birden fazla spermatozoon tasiyan veya
cinsiyeti belirlenmemis spermatozoonlan tasiyan
yuklenmemis damlaciklar ise hi¢ bir tarafa sapmadan
direkt olarak ¢c6p boélimine gider (Johnson, 1992;
Bearden ve ark., 2004). Sonuc olarak saniyede toplam
20.000 spermatozoon cihazdan gecer ve her bir
cinsiyet icin  saniyede takriben 4.000 canh
spermatozoon eszamanli olarak aynlabilir. Bugtnku
gecerli sistem yaklasik olarak her bir cinsiyet icin saatte
10-13x10° canli spermatozoon (retebilmektedir
(Johnson, 1992).

Genellikle cinsiyeti belirlenmis spermatozoon-
lardan 0.25 cm3/2-6 milyon spermatozoon konularak
hazirlanmis payetler kullanilarak yapilan tohumlama-
lardan yeterli dolverimi alinmaktadir. Cinsiyeti
belirlenmis dondurulmus sperma kullanilarak suni
tohumlama uygulamasi ile ilk yavru 1999 yilinda elde
edilmistir (Garner, 2006). Flow sitometri yonteminin
spermanin cinsiyet tayinindeki etkinligine ragmen, bu
yontemin pahali bir donanim gerektirmesi, islem
suresinin uzun olmasi, UGretim maliyetlerinin yiiksek
olmasi ve elde edilen doélverimi oranlarinin disik
olmasi gibi nedenlerden sahada uygulanabilirligi
tartisiilmaktadir. Ayrica bu yodntemde islem goren
spermanin yaklasik %70’'lik kismi hasar (genetik
materyal, DNA hasari) goérmekte olup ancak %0.2 -

%0.4 oraninda bir geri kazanim s6z konusudur

(Weigel, 2003).

Swim-up (Yiizdiirme)  yéntemi: Swim-up
prosediiri  degisik kromozomal yapiya sahip
spermatozoonlarin ylizme kabiliyetlerinin farkli olmasi
prensibini temel alarak yavru cinsiyetinin fertilizasyon
sirasinda belirlenmesi esasina dayanir. Swim-up
uygulamalarinda X ve Y kromozomu tasiyan
spermatozoonlarin agirlik farki veya metabolizma
hizlarinin farkli olmasi nedeniyle ylizme hizlarinin da
farkhlik arz etmesi hipotezine dayali olarak
memelilerde yapilan calismalardan farkli sonuglar elde
edildigi bildirilmistir (Khatamee ve ark., 1999; Demiral
ve ark., 2007). Yapilan bir calismada swim-up teknigi
uygulanarak elde edilen spermalarla yapilan
tohumlamalardan dogan disi ve erkek c¢ocuk
sayilarinin kontrol gruplarina oranla sirasiyla %86.7 ve
%89.7 daha yuksek olduklarini bildirilmistir (Khatamee
ve ark., 1999). Bir diger calismada tavsanlarda swim-up
islemi uygulayarak elde ettikleri spermalarla yapilan
tohumlamalarda; 15 dakikalik swim-up uygulanan
spermalarla yapilan tohumlamalardan 9%33.30; 30
dakikalik inkubasyon ile elde edilen spermalarla
yapilan tohumlamalardan %22.20 ve 45 dakikahk
inkubasyonla elde edilen spermalarla yapilan
tohumlamalardan ise %50 oraninda gebelik elde
edildigi bildirilmistir. Yapilan bu calismada birinci
grupta fertilizasyon olusma orani %66.66, ikinci grupta

%50 ve Uglincli grupta ise %81.81 olarak
belirlenmistir. ~ Ayni  arastiricilar  uygulanan  bu
yontemle elde edilen yavru cinsiyetlerinin

degistirilebilecegini bildirmislerdir (Demiral ve ark.,
2007). Ancak, divelerde yapilan c¢alismalarda ©n
seleksiyonu  yapilmis  spermalar ile  yapilan
tohumlamalardan elde edilen yavrularin cinsiyet
oranlari ile kontrol gruplarindan elde edilen yavrularin
cinsiyet oranlari karsilastinldiginda, yavrularin cinsiyet
oranlari arasinda istatistiksel olarak o6nemli bir
farkhhga rastlanilmadigi bildirilmistir (Seidel ve ark.,
1999). insan (Khatamee ve ark.,, 1999) ve tavsanlarda
(Demiral ve ark., 2007) yapilan swim-up yontemi ve
embriyo cinsiyeti arasindaki iliski g6z 6nunde
tutuldugunda ciftlik hayvanlarinda bu ydntemin
uygulanabilirligi hakkinda daha cok calisma yapilmasi

gerektigini  dustnilmektedir.  Yapilacak  yeni
calismalarla farkh swim-up uygulamalarn ile elde
edilecek embriyolarin cinsiyet oranlarinin
degistirilebilecegi diistinilmektedir.

Embriyoda Cinsiyetin Tayini

Son zamanlarda gelistirilmis  olan  bircok

reproduiktif biyoteknoloji sayesinde spermada oldugu
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gibi embriyolar icin de cinsiyetin belirlenmesinin
mumkin oldugu bildirilmistir. Embriyoda cinsiyet
tayini icin cesitli yontemler mevcut olup, bu amacla en
¢ok invaziv ve non-invaziv yontemler kullaniimaktadir
(Wakchaure ve ark., 2015).

invaziv yéntemler ile embriyoda cinsiyetin tayini

Sitogenetik yéntem: Embriyodan biyopsiyle sinirli
saylda hiicre alinmaktadir ve bu hicrelerin mitoz
bolinmedeki hicre bdlinmesini  durdurmak igin
metafaz bloke edici bir madde (Colcemid gibi)
bulundurulan besi yerlerinde kultiire edilir. Bu besi
yerlerinde gelismeye birakilan hiicrelerde
kromozomlar birbirlerinden aynlirlar. Lam ({zerine
aktarilan hicreler fikse edilip, DNA'ya spesifik boyalar
kullanilarak (Hoechst, PI, Giemsa gibi) boyandiktan
sonra fléresan mikroskopta incelenirler. Metafaz
asamasinda gelismesi  durdurulmus hiicrelerde
kromozom ayrintisi analiz edilebilmektedir. Bu
analizde cinsiyet teshisi icin iki tane X kromozomu
veya bir tane Y kromozomunun goriilmesi yeterli
olmaktadir (King, 1984; Leibo ve Rall, 1987). Bu
yontem ile embriyolarin transfer edilmeden 6nce
kromozomal  anormallikleri  belirlenebilmektedir.
Metodun dogruluk orani %100’e c¢ok yakin olarak
bildirilmektedir. Cinsiyetin belirlenebilmesi icin 20
ng’'dan daha az DNA o6rnegi yeterli olabilmektedir.
Ayrica reaktifler ucuz ve elde edilmesi kolaydir. Ancak
bu yontem sirasinda embriyolarin canllik ve gebelik
orani manipilasyonlara bagh olarak azalabilmektedir
(Kitiyanant ve ark., 2000).

Cinsiyet kromatini'nin (Barr cisimcigi) identifikas-
yonu: Bu ydntemde cinsiyetin belirlenmesi Barr
cisimcigi'nin gorilmesi esasina dayanmaktadir. Barr
cisimcigi, sadece disilerdeki somatik hucrelerde
gorilen inaktif bir X kromozomudur. Fakat ¢cogu tiriin
embriyolarinda  stoplazmanin  graniler  yapisi
nedeniyle Barr cisimciginin gorilmesi zorlasmaktadir.
Bu nedenle bu ybntem tavsan embriyolarinin
cinsiyetlendirilmesinde kullanilabilmektedir
(Wakchaure ve ark., 2015). Ayrica bu cisimcigin
goriilebilmesi hiicre siklusuna bagh oldugu icin cok
sayidaki hicreleri kapsayan biyopsiye de ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yilizden uygulama embriyonal
erken donem ile sinirh olmaktadir. Bu ydntemde
cinsiyeti dogru olarak belirleme orani oldukca yiiksek
olmasina karsilik, kullanilan 5-6 gilinlik tavsan
embriyolarinin yasama gticii de cok zayif olmaktadir.
Bununla  birlikte, henliz  Barr  cisimciginin
sekillenmedigi donemlerde yapilacak kontrollerde,
disi embriyolar yanhshkla erkek olarak
degerlendirilebilmektedir (King, 1991).

Y kromozomuna 6zel DNA probu teknigi kullanimi:
Bu yontem Y-kromozomu Uzerindeki komplementar

yapi olan DNA fragmentlerinin kullanilmasi prensibine
dayanmaktadir. Erkek cinsiyete 6zel DNA problarinin
kullanilmasiyla sigir embriyolarinda %100 dogruluk
oraniyla cinsiyetin saptanabilecegdini bildirilmistir (Ellis
ve ark., 1989). Y-spesifik prob teknigi embriyodan az
sayida hiicrenin biyopsisi sonrasinda proteinazlarla
DNA'nin acida ¢ikarilmasini ve daha sonra radyoaktif
olarak etiketlenmis Y-kromozom spesifik prob ile
hibritlenmesini kapsamaktadir. Pozitif hibridizasyon
sonuglari Y kromozomunun varligini ve dolayisiyla
erkek kromozom cinsiyetini gostermektedir. Y-spesifik
prob ile 30 saat icerisinde sigir embriyolarinin cinsiyet
tayini saglanmaktadir (Leonard ve ark., 1987).

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) metodu: Polimeraz
zincir reaksiyon metodu (PZR), spesifik DNA
zincirlerinin enzimatik sentezi icin gelistirilmis in vitro
bir metottur. Bircok arastirmaci sigir, at, koyun, fare ve
insan embriyolarinda PZR kullanarak cinsiyetin
saptanabilecedini ifade etmislerdir. Polimeraz zincir
reaksiyonu tekniginin kesfi sayesinde erkek cinsiyet
kromozomuna 6zel primerler kullanilarak embriyolarin
cinsiyetlerinin belirlenmesi yaygin olarak kullanilan bir
ara¢ olmustur. Biyopsi yapilarak alinan blastomer
hiicreleri, icerisinde eritme sollisyonu bulunan PZR
tiplerine aktarilmaktadir. PZR yontemiyle, gerek in
vivo gerekse in vitro sartlarda Uretilen embriyolarda X
ve Y kromozomlarinin amplifikasyonu ile embriyonun
cinsiyet tayini kisa siirede ve yiiksek givenirlilikte
(%95) tespit edilebilmektedir (Bredbacka ve ark.,
1991).

Non-invaziv yontemler ile embriyoda cinsiyetin
tayini

X kromozomuna bagh enzim aktivasyonlarinin
saptanmasi:  Memeli hayvanlarda homogametik
cinsiyet iki X kromozomu tasirken (XX), heterogametik
cinsiyet tek bir X kromozomu tasimaktadir (XY)
(McGeady ve ark, 2011). Bu durumda, X
kromozomuna bagli belirli enzimlerin hiicresel
konsantrasyonu disilerde erkeklere gore iki kat fazla
olmaktadir. Buna dayanarak fare embriyolarinda
cinsiyet tayini icin X kromozomuna bagli enzim
aktivasyonlarinin belirlenmesi yontemi gelistirilmistir.
Metodun ana hedefi sliperovulasyon sonrasi, morula
ve blastosist safhasinda bulunan fare embriyolarinda,
X kromozomuna kodlanmis enzimlerin (Glukoz 6-
fosfat-dehidrogenaz (G-6-PD),
Hypoxanthinephosphoriboxyl-Transferase)
arastirlmasina dayanmaktadir (Niemann ve Meinecke,
1993).

immiinolojik yéntem (HY antijeninin belirlenmesi):
Cinsiyete spesifik antijenin immunolojik olarak ortaya
konulmasi embriyoda cinsiyetin non-invaziv olarak
belirlenmesine imkan tanimaktadir. Bu antijen ilk
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olarak, erkek farelerden alinan deri parcalarinin disi
farelere transplante edildiginde, bu graftlarin disi
fareler tarafindan reddedilmesiyle anlasilmistir. Diger
tim kombinasyonlarda (erkek erkek, disi-disi, disi-
erkek) ise bu ret olayr gériilmemektedir (Niemann ve
Meinecke, 1993). Bu sekilde, erkek cinsiyete spesifik
antijenin varligi anlasiimis, bu antijene Y kromozomu
Uzerinde bulundugu icin de “Histocompatibility-Y"
veya “H-Y antijeni” adi verilmistir. Hemen hemen tim
tirlerin  (>%70) erkek cinsiyetlerinde, somatik
hiicrelerinde bulunan H-Y antijenini embriyolar
Gzerinde belirlemek icin sitolitik ve immunofluoresans
yontemler gelistirilmistir (Anderson, 1987).

Embriyonik gelisim dénemine gére metabolik aktivite
farkhhiklaninin -~ saptanmasi:  Arastirmalar  erkek
embriyolarin  disi embriyolara gére daha hizli
gelistigini gostermektedir. Buna goére, ayni anda
fertilize oldugu kabul edilen embriyolarin gelisme
hizlarina bakarak, bu embriyolari disi veya erkek olarak
siniflandirmak miimkin olabilmektedir (Avery ve ark.,
1991). Yapilan bir calismada, tohumlamadan sonraki 8.
glinde hatched blastosist donemindeki embriyolarin
blyluk cogunlugunun erkek oldugunu, ayrica erkek
embriyolarin disilere gére daha cok hiicreye sahip
olduklarini  bildirmektedirler. Ancak cinsiyet ile
embriyolarin gelisme hizlan arasindaki bu korelasyon
her  zaman dogru olmamaktadir. Clnka
siperovulasyonun  gerceklestirildigi  hayvanlarda,
ovulasyonlar uzun bir doneme sarkmakta (10-12 saat),
tam ovulasyon zamanlari da bilinmemektedir. Bu
nedenle, in vivo sartlarda Uretilen embriyolarda, belirli
gelisme donemlerindeki bolinme hizlarina goére
embriyonik cinsiyet teshisi relatif olarak stpheli
olmaktadir. Ancak, bu ydntem in vitro kosullarda
Uretilen ve gelisim asamalari rahathkla
goOzlemlenebilen embriyolarda basariyla uygulanabilir
kabul edilmektedir (Niemann ve Meinecke, 1993; Xu
ve ark., 1992).

Fotuste Cinsiyetin Tayini
Gebelik sekillendikten sonra, fotls vasitasiyla

prenatal cinsiyetin belirlenmesi amniosentez ve
ultrasonografi ile yapilabilmektedir.

Amniosentez ile fotal cinsiyetin belirlenmesi:
Gebelikte, uterus lizerinden yavru zarlari gecilerek,
fotlisu icerisinde barindiran siviya ulasilip, 6rnek sivi
alinmasi islemine “amniosentez” denilmektedir.
Amniosentez, vaginal yolla veya aclk cukurlugundan
uygulanan 6zel ignelerle ya da laparotomi ile uterusa
ulasilarak 20-25 ml miktarindaki foétal sivinin aspire
edilmesi seklinde yapilmaktadir (Alagam ve ark., 1991).
Amniosentez ile kazanilan amnion sivisi ile

fertilizasyondan yaklasik 7-20 hafta sonra sitolojik,
biyokimyasal veya endokrinolojik ydntemler ile
(testikiiler androjenin belirlenmesi) fétiisun cinsiyeti
belirlenebilmektedir (Leibo ve Rall, 1987; Kamimura ve
ark., 1997).

Ultrasonografi ile fotal cinsiyetin belirlenmesi:
Ultrasonografi tekniginin diger yontemlere gore en
onemli avantaji, her turli saha sartlarinda
uygulanabilme ve c¢abuk sonu¢ verme &zelliginin
olmasidir. Ginimuzde gebelik tanisinda en yaygin
olarak kullanilan yontem ultrasonografidir (Akkose ve
Cebi Sen, 2019). Bu metot intra-uterin ortamda fétal
skrotum, meme bagi surglnleri veya fotal genital
cikintilarin  (penis, preputium, vulva ve clitoris)
yerlesimlerinin  gorlntllenmesi  esasina  gore
degerlendirilmektedir (Stroud, 1996). Fétal genital
cikintilar (Tuberkulum genitale) erkek cinsiyette penis,
preputium, disilerde ise vulva ve Kklitoris ‘dir. Bu
cikintilar gebeligin henliz 45. gliniinde gelismekte,
ancak her iki cinsiyette de bu dénemde arka
ekstremiteler arasinda lokalize olmaktadir. Fotal
cinsiyet tayini genital cikintilarin lokalizasyonuna gore
yapilacaksa, en uygun zamanin gebeligin 55-60.
glinleri arasi oldugunu belirtilmektedir (Curran ve
Ginther, 1991). Skrotum ve meme basi suirginleri ile
fotal cinsiyet belirlenecekse tohumlamadan sonraki
73-120. gunler arasini tavsiye etmektedir (Miller ve
Winkowski, 1986). Tim cinsiyet organlarinin birlikte
gozlemlenmesiyle yapilacak cinsiyet teshisinde
gebeligin 55- 120. glnleri arasini 6nermektedirler
(Wideman, 1989).

SONUC

Spermada, embriyoda ve fotlsta cesitli
yontemlerle cinsiyet kontrollerinin saglanmasi, hem
bilimsel hem de pratik acdan biyik vyarar
saglamaktadir. Ulkemiz hayvan yetistiricilerinin yeterli
dizeyde bilinglendirilmesi, tesvik edilmesi ve bu
tekniklerin sahaya aktarilmasi tGlkemiz hayvanciligina
ve ekonomisine 6nemli katkilar sunacagi kacinilmaz
bir gercektir. Etci ve sltci amach yetistiriciliklerde
dogacak olan bir yavrunun cinsiyetinin 6nceden
belirlenebilir olmasi isletmelerin Gretim ve ekonomik
stratejilerinin olusturabilmesi icin olduk¢a dnemli bir
faktordir. Cinsiyeti belirlenmis sperma kullanilarak
et¢ci sigir isletmelerinde erkek hayvan yetistirme
programlan oldukca fayda saglayabilirken, siitci tipi
isletmelerde disi hayvan yetistirme programlari
kullanilabilir.  Ayrica embriyolarin  veya fotiisun
cinsiyetlerinin de dnceden belirlenebilmesiyle isletme
tipine uygun program izlenebilmektedir.
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