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Bircok otlict kus turinin yetigkinleri eseysel dimorfizm (yapisal farkliliklar) ve eseysel dikromatizm (renk farkhhgi)
gostermemektedir. Bu nedenle morfolojiye dayali esey tayini her zaman mimkin degildir. Bununla birlikte gelenek-
sel esey tayini yontemleri genellikle Greme donemindeki yetiskin bireyler icin kullaniimakta olup cinsiyeti morfolojik
olarak anlasilamayan yavru kuslar i¢in kullanilamamaktadir. MolekUler esey tayini yontemleri ise geleneksel yon-
temlere gore daha kolay ve bireyi éldirmeyen bir segenek sunmaktadir. Cinsiyet bilgisi davranis ekolojisi, koruma
biyolojisi ve populasyon biyolojisi konulu pek ¢ok galisma igin 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismanin amaci CHD gen-
leri kullanilarak uygulanan molekuler esey tayini yontemi hakkinda bilgi vermek, dikkat edilmesi gereken hususlari
belirtmek ve konunun énemini vurgulamaktir.

Anahtar Kelimeler: Molekller esey tayini, CHD genleri, Esey kromozomlari, Passeriformes

Molecular Sexing in Songbirds (Passeriformes) and its Importance
ABSTRACT

In many passerine species, adults do not show sexual dimorphism and sexual dichromatism. For this reason, exter-
nal morphology is not often used for sex determination. Furthermore, traditional sexing methods are often used for
adults in reproductive period and cannot be used for nestlings. Molecular sex determination provides an alternative
method which is easier than the traditional methods. In this manner, it is very important for many studies on behav-
ioural ecology, conservation biology and population biology. The purpose of this study is to provide information
about the molecular sex determination method using CHD genes, to specify matters to be considered and to em-
phasize the importance of the issue.

Keywords: Molecular sexing, CHD genes, Sex chromosomes, Passeriformes

GiRiS

Bir populasyondaki bireylerin cinsiyetlerinin bilinmesi
davranis ekolojisi, koruma biyolojisi ve populasyon
biyolojisi konulu pek ¢ok ¢alisma igin gereklidir. Morfo-
lojik farkliliklar eseylerin tanimlanmasina olanak saglar
ancak birgok o6tlcu kus turinin yetigkinleri eseysel

dimorfizm (yapisal farkliliklar) ve eseysel dikromatizm
(renk farkliligi) gdéstermez ve bu nedenle cinsiyetlerin
belirlenmesi zordur (Gosler, 2004, Jensen vd., 2003,
Price and Birch, 1996). Eseysel dimorfizm ve dikroma-
tizm gOsteren hemen her Otici kus turinde eseysel
farkhliklar tire 6zgl oldugu igin incelenen tirun iyi ta-
ninmasi ve arazi tecribesi gerekmektedir. Disilerde
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kulugka izinin olmasi, davranigsal farkliliklar, kloak
bdlgesinin incelenmesi, laparoskopi ve laparotomi yon-
temleri ile gonadlarin incelenmesi ve esey kromozomla-
rinin incelenmesi eseylerin belirlenmesinde kullanilan
diger yontemlerdir (Dubiec and Zagalska-Neubauer
2006, Ralph vd., 1993). Laparoskopi ve laparotomi gibi
cerrahi yéntemlerin kullaniimasi ve kloak bdlgesinin
incelenmesi sadece yetiskin kuslara uygulanabilmekte
ve daha cok Ureme ddénemindeki bireylerden dogru
sonu¢ alinabilmektedir (Smith, 2010). Bu islemlerin
uygulanmasi uzman personel gerektirmekte olup kigiik
vucut kitlesine sahip 6tucu kuslarda ise bireylerin telef
olmasina sebep olunabilmektedir. Benzer sekilde dav-
ranigsal farklar, morfometrik 6zelliklerin farkhhgr ve
disilerdeki kulugka izi de Greme donemindeki yetigkin
kuslar icin kullanilan yéntemlerdir. Yavrularda ise mor-
folojik olarak esey belirlenmesi oldukga zordur. Otiicii
kuslarin blyudk ¢odunlugunda yavrular yumurtadan
ciktiklari yil Gremezler ancak ikinci yillarinda Greme
potansiyeline sahip olurlar ve eseysel farkhliklari ortaya
¢ikar (Gill, 2007). Bu yuzden eriskinlige ulasmamis ve
ureme déneminde olmayan kuslarda yukarida bahsedi-
len yontemler esey tayininde kullanilamamaktadir. Bu
¢alismanin amaci Kromo helikaz DNA baglayici protein
genleri (CHD) kullanilarak 6tici kuslarda (Passerifor-
mes) uygulanan molekdler esey tayini yontemi hakkin-
da bilgi vermek, dikkat edilmesi gereken hususlari be-
lirtmek ve konunun énemini vurgulamaktir.

MOLEKULER ESEY TAYiNi

Kuslar, memelilere benzer bigimde iki esey kromozomu
tasirlar ancak memelilerin tersine digiler heterogametik
olup ZW kromozomlarini, erkekler ise homogametik
olup ZZ kromozomlarini tasirlar (Ellegren, 2001). Kro-
mozom yapilart memeli kromozomlarina benzer bigim-
de metasentriktir, mayozla ayrilirlar ve ug¢larinda sinap-
sisi saglayan sinaptomel komplekse sahiptirler. Ancak
ZW ve ZZ kromozomlari memelilerin esey kromozomla-
rina homolog degildir ve evrimsel surecleri farklidir
(Ellegren, 2000, Fridolfsson vd., 1998). Ratit (Struthio-
niformes) kuslar haricinde bitin kuglarda W ve Z kro-
mozomlari boyut bakimindan farklik géstermektedir. Z
kromozomu makrokromozom yapisinda uzun iken W
kromozomu mikrokromozom yapisinda ve kisadir (Te-
gelstrom and Ryttman, 1981, Stiglec vd., 2007). Bu
sekil farkhhgi kiltire alinacak hucrelerde esey kromo-
zomlarinin belirlenmesini ve boylelikle esey tayinini
mUmkuan kilar (Parker vd., 1991). Ancak esey kromo-
zomlarinin kiltirde tespiti kolay degildir ve populasyon
calismalarinda dérnek sayisi fazla oldugu igin uygulan-
mas! uzun zaman alirken maliyeti de yuksektir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR; PCR) tabanli uygu-
lamalarin ortaya gikmasi kuslarda esey tayini igin yeni
metodlarin gelistiriimesine olanak saglamistir. Kuglarda
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esey tayini igin RAPD, minisatalit, mikrosatalit, AFLP,
RFLP ve CHD genlerinin amplifikasyonu gibi yontemler
kullaniimaktadir (Cerit and Avanus 2007a, Cerit and
Avanus 2007b, Griffiths 2000a, Griffiths 2000b, Kim
vd., 2015). Bu yontemlerin her birinin kendine 6zgi
avantaj ve dezavantajlari olmakla birlikte uygulanabilir-
likleri taksona gore farkhlik gésterebilmektedir (Bozka-
ya vd., 2013, Kabasakal and Albayrak 2012, Turkyil-
maz, vd., 2010). Molekuler yontemlerin uygulanabilirlidi,
hizli sonug alinabilinmesi ve ¢ok sayida taksonda uygu-
lanabilmesi gibi avantajlari nedeniyle arastirmacilara
kolaylik saglamaktadir (Griffiths, 2000b).

Kromo helikaz DNA baglayici protein genleri (CHD) ile
esey tayini maliyetinin ucuz ve uygulanmasinin kolay
olusu, az miktarda DNA o6rneginden hizli sonug¢ alina-
bilmesi, pek ¢ok taksona uygulanabilmesi gibi avantaj-
lari nedeniyle oldukga kullanisli bir belirte¢ olup mole-
kiler esey tayini yontemleri arasinda 6ne gikmaktadir
(Griffiths, 2000b). CHD geni W Kromozomu Uzerinde
(CHD-W) tespit edilen ilk gen olup daha sonra Z Kro-
mozomu Uzerinde (CHD-Z) de bulundugu tespit edil-
mistir (Griffiths vd., 1997, Griffiths and Tiwari1995). Bu
gen Ratit kuslar (Struthioniformes) haricinde bitin
kuslarda hem W Kromozomu Uzerinde hem de Z kro-
mozomunda, ratitlerde ise sadece W kromozomu Uze-
rinde bulunur (Fridolfsson vd., 1998). Fonksiyonel bir
gendir ve evrimsel olarak korunmus (Fridolfsson ve
Ellegren 2000) olmasindan dolayi PZR tabanli molek{-
ler cinsiyet tayininde bu gen kullaniimaktadir.

ORNEK ALIMI VE DNA iZOLASYONU

Kuslarin eritrositlerinin gekirdekli olmasi nedeniyle DNA
ornekleri i¢in genellikle kan dokusu yogun olarak kulla-
nilmaktadir (Albayrak vd., 2012). Bu sayede az miktar-
da kandan bile yiksek miktarda DNA 6rnegi elde edile-
bilmektedir. Kuslardan kan érneginin alimi igin genellik-
le kanat venasi kullanilir. Genel olarak kan 6rnegi al-
manin herhangi bir zarara neden olmadidi énceki ca-
ismalarda (Lubjuhn vd., 1998, Sheldon vd., 2008; Al-
bayrak vd., 2012) belirtiimis olmasina karsin &zellikle
vucut kutlesi kiglik olan 6tuicu kus turlerinden ve yavru-
lardan alinan kan oldukg¢a dusuk miktarda olmali ve
dikkatli davranilmazsa bireyin telef olmasina sebep
olabilmektedir (Brown and Brown 2009). Bu nedenle
Ozellikle yavru kuslarla galisirken kan 6rnegi almak
yerine yeni gelisen teleklerden DNA izolasyonu igin
Orneklerinin alinmasi, bireylere verilecek zarari mini-
muma indirmektedir. Bununla birlikte kan érnegine gore
telek 6rneklerini almak hem daha kolay hem de daha
az zaman alir. Yavrulardan alinan telekler (6zellikle
kuyruk telekleri) gelismekte oldugu igin karyotip ya da
DNA eldesi icin oldukga fazla hicre icerir (Kabasakal,
2011). Yetiskinlerden alinan telekler ise yavrudan ali-
nan ya da kan orneklerindeki kadar olmasa da yeterli



Otiicii Kuglarda (Passeriformes) Molekiiler Cinsiyet Tayini ve Onemi

miktarda hicre igerir ve kullanighdir (Harvey vd., 2006,
Balkiz vd., 2007). Alinan érnek miktari sinirli oldugu igin
orneklerin muhafazasi ve 6rneklerden DNA eldesi igin
uygun yontemlerin secilmesi oldukga onemlidir (Taber-
let vd., 1999).

Orneklerinin muhafazasi igin kullanilan en yaygin tam-
ponlar % 96'lik etanol, EDTA ya da Arctander tamponu
(% 10 EDTA, %1TrisBase, % 0.5 NaF, % 0.5 Timol: pH
7.5; Arctander, 1988) ve Queen lisis tamponu (10 mM
Tris, 10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% n-
lauroylsarcosine: pH 7.5; Seutin ve ark., 1991) oldugu
soylenebilir. Bunlardan EDTA tamponu kan, telek ve
doku 6rneklerinin arazi kosullarinda uzun siire muhafa-
za edilmesine olanak sagladigi igin 6ne c¢ikmaktadir
(Kabasakal, 2011, Albayrak vd., 2012, Marzal and Al-
bayrak 2012). EDTA tamponu igerisindeki o6rnekler
DNA izolasyonuna kadar laboratuvar ortaminda +4
°C’de muhafaza edilebilir. Ancak uzun sire muhafaza
edilecekse -20 °C’de tutulmasi daha uygun olacaktir.
DNA izolasyonu igin gesitli firmalar tarafindan uretilen
DNA izolasyon kitleri (Thermo, Quigen, Fermentas vb.)
kullanilabilir. Kit kullanimi, manuel yéntemlere goére
daha hizl sonug¢ vermesi, uygulanmasi daha kolay
olusu, toksik maddeler icermemesi gibi 6zellikleriyle
arastirmacilara kolaylik saglamakla birlikte manuel
yéntemlere gore maliyeti daha ylksektir. Kit kullanimi-
nin bir diger olumsuz yani da elde edilen DNA miktari-
nin manuel yontemlere gére daha az olusudur. Bu ne-
denle DNA elde edilecek materyale badli olarak yonte-
min segilmesi ve uzun slre saklanmasi planlanan DNA
Ornekleri igin manuel ydntemlerin kullanilmasi daha

uygun olabilir. Manuel ydntemlerin en yaygin olarak
kullanilani  standart Fenol/Kloroform ydntemi oldugu
sOylenebilir (Sambrook vd., 1989). Bununla birlikte
tuzla ¢oktirme (Aljanabi and Martinez 1997) ve Chelex
(Walsh vd., 1991) yontemleri de kullanilabilir. DNA
izolasyonu telek orneklerinden yapilacaksa, oncelikle
telek Ust gdbek (superior umbilicus) kismindan kesile-
rek calamus kismi bir havan igerisinde veya lamel ize-
rinde makas ya da bistiri yardimiyla mimkin oldugun-
ca kuguk pargalara ayrilmaldir (Horvath vd., 2005). Bu
islemler esnasinda birkag damla B tamponu (25 mM
EDTA, 75 mM NaCl ve 10 mM TrisBase; pH = 7,5)
eklemek faydali olacaktir (Kabasakal, 2011).

PZR VE DNA ELEKTROFOREZI

Molekiler cinsiyet tayini yontemi, CHD genlerinin uy-
gun bir primer cifti kullanarak uygulanan PZR reaksi-
yonlari Urlnlerinin jel elektroforezi ile ayriimasi prensi-
bine dayanir (Kabasakal and Albayrak 2012, Griffiths
vd., 1998). CHD genleri kullanilarak esey tayini igin
tasarlanan primerler, genin kodlanmayan kismi olan
intron bolgesindeki 6zel dizilere yapisarak bir fragment
sentezine olanak saglayacak sekilde dizayn edilmistir
(Griffiths vd., 1998., Fridolfsson and Ellegren 1999,
Kahn vd., 1998; Tablo 1) W ve Z kromozomu fragment-
lerindeki boyut farklihidi nedeni (W intron boélgesi daha
uzundur) ile jel elektroforezinde erkek bireylere ait 6r-
neklerde tek bant (Z fragmenti), disilerindekinde ise gift
(W ve Z fragmentleri) bant gozlenir (Griffiths, 2000a;
Sekil 1).

Tablo 1. CHD genleri kullanilarak yapilan molekiler esey tayini icin tasarlanan primer cifti dizileri ve PZR trtna

uzunluklari.
Primerler Niikleotit dizileri PZR urunu Referans
uzunlugu
P2 5°- TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’
, , 300 - 400 bg Griffiths ve ark., 1998

P8 5°- CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3
1237L 5- GAGAAACTGTGCAAAACAG-3’
1272H  5- TCCAGAATATCTTCTGCTCC-3 200 - 300 be Kahn ve ark., 1998
2550F 5- GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3’

400 - 650 bg Fridolfsson and Ellegren 1999

2718R 5- ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3’
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PZRiiriinlerinin Jel Elektroforezinde goriintiilenmesi

Sekil 1. CHD geni kullanilarak uygulanan Molekuler
Esey Tayini Yontemi’'nin sematik gosterimi (Griffiths
2000a).

Ancak bazi istisnai durumlar da vardir. Ornegin 2550 F
ve 2718 R primerlerini bazi tirlerde hem erkek hem de
disi birey icin jel elektroforezinde tek bant sonucunu
verebilmektedir (Fridolfsson and Ellegren 1999). Ben-
zer durum P2 ve P8 primerleri igin de s6z konusu olabi-
lir. Bu durumda PZR UrUnlerinin Haelll gibi restriksiyon
enzimleri ile muamele edilerek kesilmesi sorunu ¢oze-
bilmektedir (Whittingham ve Dunn, 2000). Bununla
birlikte P2 ve P8 primerlerinin W ve Z kromozomu PZR
Urtnlerinin baz uzunlugu farki 10-80 baz cifti kadar
oldugundan Agoroz Jel’e gdére daha ylksek ¢dzunuarlik
saglayan Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kulla-
nilmasi daha uygun olabilir (Griffiths vd., 1998). Ayrica
1237L ve 1272H primerleri ayni intron boélgesini gogalt-
tig1 icin P2 ve P8 primerinin kontrol grubu olarak kulla-
nilabilir (Dubiec and Zagalska-Neubauer 2006). PZR
icin uygulanacak protokolde Oncelikle yazarlarin stan-
dart protokollerine uymakta fayda vardir. Daha sonra
PZR Grunlerinin Jel elektroforezindeki durumlarina gére
uzama sicakhginin 1-3°C artirilip ya da azaltilarak ve
MgCl, konsantrasyonunu degistirerek protokol stan-
dartlastirilabilir (Griffiths ve ark., 1998). Kabasakal and
Albayrak (2012) tarafindan Bulyik bastankara (Parus
major) yavrularinin cinsiyet oranlarinin belirlenmesine
yonelik galismada PZR yoéntemi igin P8 ve P2 primerleri
CHD-W ve CHD- Z genleri igin kullaniimis. PZR karigi-
mi: 100 ile 200 ng/ul genomik DNA, 0.5 pl (1 unit) her
bir primer (P2, P8), 0.2 pl (1 unit) Taq DNA Polimerase
(Fermentas), 0.2 pl (1 unit) NTP mix (Fermentas), 1 pl
MgCI2 (Fermentas), 2.5 yl 10X CL PCR Buffer (Invitro-
gen), 5 pl Q Solution (Invitrogen) ve total hacim 25 pl
oluncaya kadar steril dH,0. PZR programi; 95°C de 15
dakika ilkin denatirasyon, akabinde 45 déngl olacak
sekilde 94°C’de 30 saniye (denatlirasyon), 50°C’de 60
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saniye (eslesme) ve 72°C’de 60 saniye (uzama) ve
dongi sonuda 72°C’de 10 dakika son uzama ve 4°C’de
bekletme asamalarindan olusmaktadir. PZR Grlni
%3’lik agaroz jelde 80 V'ta 60 dakika yuritme ile go-
runtilenmektedir.

Klasik PZR uygulamalarinin yaninda Kantitatif PZR
uygulamalari yardimiyla da esey tayini yapmak mim-
kindur (Chang vd., 2008). Floresan boyalar kullanila-
rak uygulanan bu yéntem sayesinde Jel elektroforez
islemine gerek olmadigi igin klasik PZR’ una gére daha
hizli sonug alinmaktadir. Ancak Kantitatif PZR, Klasik
PZR’na gére maliyetinin daha yiksek olmasi nedeniyle
ornek sayisi fazla olan galismalar i¢in her zaman uygun
olmayabilir.

ESEY TAYINININ ONEMI

Bir populasyonda dort gesit esey orani goézlenir. Bunlar:
Birincil esey orani (dollenmeden sonra yumurtalardaki
erkeklerin disilere orani), ikincil esey orani (yumurtadan
cikan erkeklerin digilere orani), Uglncul esey orani
(juvenil erkeklerin disilere orani) ve doérdincil esey
orani (yetigkinlerin erkeklerin disilere orani) olup bir
poptilasyonda esey oranlarinin simetrik (50:50) olmasi
beklenir (Skalski ve ark., 2005). Esey oranlari Gzerine
dogal secilimin nasil etki ettigini ise esey dagilimlari
teorisi aciklamaktadir. Esey dagihimlan teorisine (sex
allocation) gore erkek ve disilerin Uretilmesi igin harca-
nan enerji ve zaman ile faydalarinin farkh oldugu du-
rumlarda asimetrik esey orani gozlenebilir. Ancak asi-
metrik (50:50° den farkh) esey oranlarinin anlamli ola-
bilmesi i¢cin uyumsal olmasi gerektigi belirtiimektedir
(Komdeur, 2004). Esey dagilimlari teorisi, ebeveynler
ne kadar erkek ve disi yavru Uretmelidir, ebeveynler
erkek ve digi yavrular igin ne kadar kaynak saglayabilir
sorularinin cevabini arar (Komdeur ve Pen, 2002). Bu
bakimdan esey dagilimlari ebeveynlerin dzelliklerinden
ve cevresel etmenlerden etkilenebilmektedir (Sheldon,
1998). Ebeveyn O&zelliklerinin ve cevresel etmenlerin
esey oranlarini nasil etkiledigini anlasilmasi igin birincil
esey oranlarinin belirlenmesi gerekir ki bu da ancak
molekuler esey tayini ydntemi ile mimkdn olur. Bu
bakimdan birincil esey oranlarinin belirlenmesi davra-
nis ekolojisi alaninda oldukga bulylk bir Sneme sahiptir.

Bir populasyonun esey oranlari ve esey dagilimlarinin
populasyonu nasil etkilediginin belirlenmesi ebeveynle-
rin reme deg@erleri ve uyum gugleri, yavrularin Gretim
potansiyeli, yavrularin hayatta kalmasini etkileyen fak-
torlerin eseye bagh olarak belirlenmesi gibi birey sevi-
yesindeki etmenlerin anlagiimasini saglarken; populas-
yon seviyesinde efektif populasyon buyukligunin belir-
lenmesi, populasyonun gevreye uyumu ve verimliliginin
anlasiimasi agisindan 6énemlidir (Skalski ve ark., 2005,
Frank, 1990). Bu bakimdan bir populasyonun esey
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oranlari, populasyonun gelecegini ve bulundugu ortama
adaptasyonunu gdsteren énemli gdstergelerden birisidir
ve koruma biyolojisi agisindan, 6zellikle populasyon
yogunlugu disik ve tikenme tehlikesinde olan tirler
icin oldukga 6nemlidir (Ewen ve ark., 2001, Wedekind,
2002, West, ve ark., 2000).

Esey oranlarinin koruma biyolojisinde kullanimina en
¢arpici érnek soyu tikenme tehlikesinde olan ve sade-
ce 54 bireyi bulunan Yeni Zelanda’ya endemik Kakapo
papagani (Strigops habroptila) populasyonudur. Turln
yavrularinin esey oranlari arastirmacilar tarafindan
belirlenmis ve yavru erkeklerin disilerden daha hizl
gelistikleri ve erginlige ulastiklar igin esey oranlarinin
giderek erkeklerden yone oldugu belirlenmistir. TUrln
korunmasi igin disi yavrular koruma gorevlileri tarafin-
dan beslenerek esey oraninin sabit kalmasi ve tlrin
neslinin devam etmesine katki saglanmistir (Robertson,
ve ark., 2006, Clout, ve ark., 2002).

SONUGLAR

Otiicti kuslarda molekdiler cinsiyet tayini yontemi igin
kullanilan CHD genleri ile cinsiyet tayini maliyetinin
ucuz ve uygulanmasinin kolay olusu, az miktarda DNA
ornedinden hizli sonug alinabilmesi gibi avantajlari
sayesinde kullanigh bir belirte¢ olup esey tayini gerekti-
ren pek ¢ok calisma igin arastirmacilarin oldukga kolay-
lik saglamaktadir. Yontem igin segilecek primerler aras-
tinlacak taksona uygunluguna goére belirlenmesi ve
gerektiginde birden fazla primer cifti kullanilmasi sonug-
larin dogrulugu icin 6nemli rol oynamaktadir. Molekduler
esey tayini 6zellikle agilmamis yumurtalar, yumurtadan
yeni ¢ikmig yavrular, erigkinlige ulasmamis ve eseye
bagli morfolojik farklihk gdstermeyen tirlerde bireyin
cinsiyetinin belirlenmesine olanak sagladigindan esey
oranlarinin hesaplanmasinda ve davranis ekolojisi,
koruma biyolojisi ve populasyon biyolojisi alanlarinda
oldukca kullanigli bir ydntemdir. Ayrica direkt canliya
temas edilmeden elde edilebilecek tuylerden DNA izo-
lasyonunun yapilabilmesi 6nemli bir avantajdir. Moleki-
ler Cinsiyet Tayini Ydntemi bir populasyonun esey
oranlarinin bilinmesine katki saglarken populasyonun
gecmisi, bugiini ve geleceginin anlasiimasina da katki
saglamaktadir.

KAYNAKLAR

Albayrak, T., Gonzalez, J., Drovetski, S. V., Wink, M.
(2012). Phylogeography and population structure of
Kruper’'s Nuthatch Sitta krueperi from Turkey based on
microsatellites and mitochondrial DNA. Journal of
Ornithology, 153(2), 405-411.

Aljanabi, S.M., Martinez 1. (1997). Universal and rapid salt-
extraction of high quality genomic DNA for PCR-based
techniques. Nucleic acids research, 25(22): 4692-4693.

146

Arctander, P., 1988. Comparative studies of avian DNA by
restriction fragment length polymorphism analysis:
Convenient procedures based on blood samples from live
birds. Journal of Ornithology, 129(2): 205-216.

Balkiz, O., Dano, S., Barbraud, C., Tekin, S., Ozesmi, U.,
Dindar, M., Béchet A. (2007). Sexing Greater flamingo
chicks from feather bulb DNA. Waterbirds, 30(3): 450-453.

Bozkaya, F., Gurler, $., Yertirk, M., Aydilek, N. (2013).
Isolation of DNA from embryo and chorio-allantoic
membranes and sexing by PCR in Japanese quail. British
poultry science, 54(1), 106-111.

Brown, MB., Brown C.R. (2009). Blood sampling reduces
annual survival in cliff swallows (Petrochelidon
pyrrhonota). The Auk, 126(4): 853-861.

Cerit, H., Avanus, K. (2007a). Sex determination by CHDW
and CHDZ genes of avian sex chromosomes in
Nymphicus hollandicus. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Sciences, 31(6): 371.

Cerit, H., Avanus, K. (2007b). Sex identification in avian
species using DNA typing methods. World's Poultry
Science Journal, 63(01): 91-100.

Chang, H.W., Cheng, C.A., Gu, DL., Chang, C.C., Su, S.H.,
Wen, C.H., Chou, Y.C., Chou, T.C., Yao, T.C,, TsaiC.L.,
Cheng, C.C. (2008). High-throughput avian molecular
sexing by SYBR green-based real-time PCR combined
with melting curve analysis. BMC biotechnology, 8(1): 12.

Clout, M.N., Clout, M.N. Elliott, G.P., Robertson, B.C. (2002).
Effects of supplementary feeding on the offspring sex
ratio of kakapo: a dilemma for the conservation of a
polygynous parrot. Biological Conservation, 107(1): 13-
18.

Dubiec, A., M Zagalska-Neubauer
techniques for sex identification
Letters, 43(1): 3-12.

Ellegren, H., (2000). Evolution of the avian sex chromosomes
and their role in sex determination. Trends in Ecology &
Evolution, 15(5): 188-192.

Ellegren, H., (2001). Hens, cocks and avian
determination. EMBO reports 2(3): 192-196.

Ewen, J.G., Clarke, R., Moysey, E., Boulton, R.L., Crozier,
R.H., Clarke M.F. (2001). Primary sex ratio bias in an
endangered cooperatively breeding bird, the black-eared
miner, and its implications for conservation. Biological
conservation, 101(2): 137-145.

Frank, S.A., (1990). Sex allocation theory for birds and
mammals. Annual Review of Ecology and Systematics,
21: 13-55.

Fridolfsson, A.-K., Cheng, H., Copeland, N.G., Jenkins, N.A.,
Liu, H.C., Raudsepp, T., Woodage, T., Chowdhary, B.,
Halverson, J., Ellegren, H. (1998). Evolution of the avian
sex chromosomes from an ancestral pair of autosomes.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
95(14): 8147-8152.

Fridolfsson, A.-K., Ellegren H. (2000). Molecular Evolution of
the Avian CHD1 Genes on the Z and W Sex
Chromosomes. Genetics, 155(4): 1903-1912.

Fridolfsson, A.K., Ellegren, H. (1999). A simple and universal
method for molecular sexing of non-ratite birds. Journal of
Avian Biology, 30(1): 116-121.

Gill, F., B., (2007). Ornithology. 3rd edition edNew York: W.
H. Freeman & Company Publishing. 758 p.

Gosler, A., (2004). Birds in the hand, in Bird ecology and
conservation: a handbook of techniques, W.J. Sutherland,

Molecular
Biological

(2006).
in birds.

sex



Kabasakal ve Albayrak

I. Newton, R. Green, Editors. Oxford University Press:
Oxford. p. 85-119.

Griffiths, R., (2000a). Sex Identification using DNA markers,
in Molecular Methods in Ecology, A.J. Baker, Editor,
Blackwell Science Ltd, Oxford, p. 295-322.

Griffiths, R., (2000b). Sex identification in birds. Seminars in
Avian and Exotic Pet Medicine, 9(1): 14-26.

Griffiths, R., Tiwari B (1995). Sex of the last wild Spix's
macaw. Nature, 375: 454-454.

Griffiths, R., RM Korn (1997). A CHD1 gene is Z chromosome
linked in the chicken Gallus domesticus. Gene, 197: 225-
229.

Griffiths, R., MIKE C. D., KATE O., ROBERT J.G.D. (1998). A
DNA test to sex most birds. Molecular Ecology, 7(8):
1071-1075.

Harvey, M.G., Bonter, D.N., Stenzler, L.M., Lovette, I.J.
(2006). A comparison of plucked feathers versus blood
samples as DNA sources for molecular sexing. Journal of
Field Ornithology, 77(2): 136-140.

Horvath, M.B., Martinez-Cruz, B., Negro, J.J., Kalmar, L.,
Godoy J.A. (2005). An overlooked DNA source for non-
invasive genetic analysis in birds. Journal of Avian
Biology, 36(1): 84-88.

Jensen, T., Pernasetti, F.M., Durrant, B. (2003). Conditions
for rapid sex determination in 47 avian species by PCR of
genomic DNA from blood, shell membrane blood vessels,
and feathers. Zoo Biology, 22(6): 561-571.

Kabasakal, B., (2011). Antalya Lutfi BlyUkyildinm Arastirma
Ormani’nda Yasayan Bastankara (Parus, Aves) Tirlerinin
Molekiler Cinsiyet Tayini Yontemiyle Cinsiyete Bagli
Ureme Bagarilari ve Olim Oranlarinin Belirlenmesi,
Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisi.

Kabasakal, B., Albayrak, T. (2012). Offspring sex ratios and
breeding success of a population of the Great Tit, Parus
major (Aves: Passeriformes). Zoology in the Middle East,
57(1), 27-34.

Kahn, N.W., John. J., Quinn, T.W. (1998). Chromosome-
specific intron size differences in the avian CHD gene
provide an efficient method for sex identification in birds.
The Auk: 1074-1078.

Kim, S. W., Choi, J. S., Sharma, N., Ko, Y. G., Do, VY. J,,
Byun, M., Seong, H.H., Park, S.B., Jeong, D. K. (2015). A
novel approach for determination of chicken sexing at an
early stage of development by using loop-mediated
isothermal amplification method. Turkish Journal of
Veterinary and Animal Sciences, 39(5), 583-588.

Komdeur, J., (2004). Sex-ratio manipulation, in Ecology and
evolution of cooperative breeding in birds, W.D. Koenig
J.L. Dickinson, Editors. Cambridge University Press, New
York, USA. 102-117 p.

Komdeur, J., Pen, I. (2002). Adaptive sex allocation in birds:
the complexities of linking theory and practice.
Philosophical Transactions of the Royal Society of
London. Series B: Biological Sciences, 357(1419): 373-
380.

Lubjuhn, T., Brin, J., Winkel, W., Muth, S. (1998). Effects of
Blood Sampling in Great Tits (Efecto de Tomar Muestras
de Sangre en Poecile major). Journal of Field Ornithology:
595-602.

MAKU FEBED 8(2): 142-147 (2017)

Marzal, A., Albayrak, T. (2012). Geographical variation of
haemosporidian parasites in Turkish populations of
Kruper's Nuthatch Sitta krueperi. Journal of Ornithology,
153(4), 1225-1231.

Parker, JS., Birkhead, TR. Joshua, SK., Taylor, S., Clark, ms.
(1991). Sex ratio in a population of guillemots Uria aalge
determined by chromosome analysis. Ibis, 133(4): 423-
426.

Price, T. Birch, G. L, (1996). Repeated Evolution of Sexual
Color Dimorphism in Passerine Birds. The Auk, 113(4):
842-848.

Ralph, C.J., Geupel, GR., Pyle, P., Martin, TE., DeSante, DF.

(1993). Handbook of field methods for monitoring
landbirds,: California, USA. 41 p.
Robertson, B.C., Elliott, GP., Eason, DK., Clout, MN.,

Gemmell, NJ. (2006). Sex allocation theory aids species
conservation. Biology letters, 2(2): 229.

Sambrook, J., Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrook, J.
(1989). Moleculer cloning: a labaratuary manualNew
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Seutin, G., White, BN., Boag, PT. (1991). Preservation of
avian blood and tissue samples for DNA analyses.
Canadian Journal of Zoology, 69(1): 82-90.

Sheldon, B.C., (1998). Recent studies of avian sex ratios.
Heredity, 80(4): 397-402.

Sheldon, L.D., Chin, EH., Gill, SA., Schmaltz, G., Newman,
AM., Soma, KK. (2008). Effects of blood collection on
wild birds: an update. Journal of Avian Biology, 39(4):
369-378.

Skalski, J.R., Ryding, KE., Millspsugh JJ. (2005). Wildlife
demography: analysis of sex, age, and count data:
Academic Press.

Smith, C.A., (2010). Sex determination in birds: a review.
EMU, 110: 364-377.

Stiglec, R., Ezaz T., Graves J.A.M. (2007). A new look at the
evolution of avian sex chromosomes. Cytogenetic and
Genome Research, 117(1-4): 103-109.

Taberlet, P., Waits, LP., Luikart, G. (1999). Noninvasive
genetic sampling: look before you leap. Trends in Ecology
& Evolution, 14(8): 323-327.

Tegelstréom, H., Ryttman, H. (1981). Chromosomes in birds
(Aves): evolutionary implications of macro and
microchromosome numbers and lengths. Hereditas,
94(2): 225-233.

Turkyilmaz, M. K., Karagenc, L., Fidan, E. (2010). Sexing of
newly-hatched chicks using DNA isolated from chorio-
allantoic membrane samples by polymerase chain
reaction in Denizli chicken. British poultry science, 51(4),
525-529.

Walsh, P.S., Walsh PS, Metzger DA, Higuchi R. (1991).
Chelex 100 as a medium for simple extraction of DNA for
PCR-based typing from forensic material. Biotechniques,
10(4): 506.

Wedekind, C., (2002). Manipulating sex ratios for
conservation: short term risks and long term benefits.
Animal Conservation, 5(1): 13-20.

West, S.A., Herre EA., Sheldon, B.C. (2000). The benefits of
allocating sex. Science, 290: 288-290.

Whittingham, L.A., Dunn, P.O. (2000). Offspring sex ratios in
tree swallows: females in better condition produce more
sons. Molecular Ecology, 9(8): 1123-1129.

147



