Ciftlik Hayvanlarinda Cinsiyetin
Denetimi



Cinsiyetin belirlenmesi

* Demokritus (MO: 470-
402)

e Sag testisten erkek, sol
testisten disi yavrularin
dinyaya geldigini ileri
surmustur.




Fotal yasamda cinsiyetin teshisi

e Ultrasanografi
cihaziyla yapilabilen
bir teshistir.

e Fotusta genital
cikintinin
pozisyonuna gore
cinsiyet tayin
edilebilir.

* Gebeligin 60-80.
gunlerinde % 99
isabetle cinsiyet
tahmin edilebilir.
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Embriyoda cinsiyet tayin

GuUnumuze kadar 5 farkli prensip ile cinsiyetin embriyoda erken
tahmini yapilmistir:

1. Sitogenetik yontem ile embriyonik cinsiyetin
belirlenmesi,

2. Immunolojik yontemle embriyonik cinsiyetin
belirlenmesi (HY antijeninin belirlenmesi),

3. X kromozomuna bagli enzim aktivasyonlarini
saptayarak embriyonik cinsiyetin belirlenmesi,

4. Embriyonik gelisim donemine gére embriyonik
cinsiyetin belirlenmesi (erkek ve disi embriyolar
arasindaki metabolik aktivite farkhliklarinin
saptanmasi),

5.Y kromozomuna 6zel DNA zincirlerinin kullaniimasiyla
embriyonik cinsiyetin belirlenmesi.
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Tavsanlarda inaktif X kromozomu olan Barr
cisimcigi goruntulenerek yapilabilir.

10-15 glnluk sigir embriyolarinda trofoblast
hlicre biyopsisi ile teshis

6-7 gunlik sigir embriyosunda biyopsi ile
sitogenetik teshis (basari % 60’in biraz
Uzerinde)

Mikro manipulasyonla 6-7 gunluk yastaki
embriyoyu bolGp bir yarisinda sitogenetik

analiz. Biyopsi ile alinan parca kultlre konarak
cogaltilir. Basari % 60 civarindadir.



Immunolojik Yontemle Embriyonik Cinsiyetin
Belirlenmesi (HY antijeninin belirlenmesi)

* Cinsiyete spesifik antijenin immunolojik olarak
ortaya konulmasi, embriyoda cinsiyetin
belirlenmesine imkan tanir.

* Bu antijen farelerde erkekten alinan deri
dokusu parcalarinin disiye nakledildiginde
dokunun reddedilmesi ile iliskilendirilerek
varhigi bulunmustur.



* Erkek farede bu antijen Y kromozomu Uzerinde
bulundugu icin Histocompatibility-Y veya H-Y
antijeni adi verilmistir.

* Pek cok turun erkek embriyolarinda bu
antijenin varligi immunofloresans ve sitolitik
yontemlerle saptanabilmektedir.



* Sitolitik yontem: Embriyolar H-Y antiserum ve
komplementi icerisine birakilir. H-Y antijenini
tasiyan erkek embriyolarin gelismeleri durur
veya hucrelerinde erimeler olusur.

* Bir bozukluk gozlenmeyen diger embriyolar
disi olarak degerlendirilir.

* Immunofloresans yontemi: Embriyolari
antikorla muamele ardindan ézel floresan
boyalarla boyamak suretiyle ortaya cikan renk
degqisikligi cinsiyet ayiriminda kullanilir.




X Kromozomuna Bagh Enzim Aktivasyonlarini
Saptayarak Embriyonik Cinsiyetin Belirlenmesi

* Disilerde, X-kromozomuna bagli belirli
enzimlerin hiicre konsantrasyonu ile
aktiviteleri erkeklerinkine gore iki kat fazla
olmaktadir.

* Morula ve blastosist safhasinda bulunan fare
embriyolarinda, X kromozomuna kodlanmis
enzimlerin (Glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz (G-
6-PD), Hypoxanthinephosphoriboxyl
Transferase) arastirilmasidir.



Y Kromozomuna Ozel DNA Zincirlerinin Kullanilmasiyla
Embriyonik Cinsiyetin Belirlenmesi

* Buyontemin esasi Y-kromozomu Ulzerindeki
komplementar yapi olan DNA-fragmentlerinin kullanilmasidir.
* Erkek cinsiyete 6zel DNA problarinin kullanilmasiyla sigirlarda
%100 dogruluk oraniyla cinsiyet saptanabilmektedir.
* Buydntem ile 6-7 gunlik inek embriyolarinda
e cinsiyet teshisiicin 3 asamali islem yapilir:
® Embriyodan hiicre alinmasi (biyopsi),
® Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
e Spesifik PCR fragmentinin elektroforetik olarak
belirlenmesi



* Biyopsi islemi, embriyolardan 100-200 buyutme
altinda, mikromanuplasyon ile 1-10 adet blastomer
alinmasini kapsar.

Biyopsi materyalinin alinmasindan

cinsiyet teshisine kadar 3-5 saat gecmektedir.

Bu durum embriyolarin taze transferini mimkun
kilar.



* Sigir, at,koyun, fare ve insan embriyolarinda
PCR kullanarak cinsiyeti saptamak mumkuindur.

" Yine gebe hayvanlardan alinan kan
orneklerinde de PCR teknigiyle erkek yavruya
ait genetik materyal ortaya konabilmektedir.



 PCR uygulamasindan sonra DNA cozeltisi

Agaroz jel icerisine aktarilarak elektroforez
islemine gecilir. Bu islemle, aranan sekanslar
diger proteinlerden ayirt edilir.

* Yaklastk 30-60 dakika sonra aranan gruplar

saptanabilmektedir.

* Erkek embriyo belirli bir Y-kromozomun
parcasina 0zel olan floresan band verir.



Cinsiyeti Belirlenmis Sperm

Biyoteknolojik gelismelerde gelinen son noktalardan biri de
cinsiyeti belirlenmis sperma uretimidir

Fertilizasyon sirasinda X kromozomu tasiyan ovum, X
kromozomu tasiyan sperm ile birlesirse disi (XX), Y
kromozomu ile birlesirse erkek buzagi (XY) olusacaktir.

Tohumlama oncesi spermler X ve Y kromozomlarina gore
ayrilir ise, bu spermler ile yapilan tohumlamalarda
embriyolarin cinsiyetleri de 6nceden belirlenmis olacaktir.

Santrifligasyon, elektroforez, sedimentasyon, filtrasyon,
muhafaza mediumundaki pH degisiklikleri, immunolojik
teknikler ve motilite kriterleri gibi yontemler kullanilmaktadir.



Ancak bu ydntemler ile elde edilen cinsiyeti belirlenmis
sperm oranlari bakimindan ciddi farkhiliklar vardir. Bu
tekniklerin pratikte kullanilmasinin pek guivenilir olmadig
bildirilmistir.

Sperm hucrelerinde cinsiyetin belirlenmesi icin ginimuzde
kullanilan en popller ve en ileri teknik Flow- Sitometri
yontemidir.

Bu yontemle % 90 oraninda arzu edilen cinsiyette yavru elde
etmek mimkundur

X ve Y kromozomlarini tasiyan spermlerin ayrilmasi esasina
dayanmaktadir.



Flow-Sitometri
Yontemin prensibi X kromozomu tasiyan spermin, Y
kromozomu tasiyan spermden yaklasik % 3-4 kadar daha fazla
DNA tasimasina dayanmaktadir.

Bu metotta DNA fluorochrome boya (HO33342) ile
boyanmakta ve lazer 1sig1 altindan gecirildiginde daha cok DNA
tastyan X kromozomu, Y kromozomuna goére daha parlak renk
vermektedir.

Flow-Sitometri ile yapilan siniflandirmada, basari bir 6lctide
islem hiza baglidir. Sigir spermleri icin ayirma hizi saniyede
3000 - 4000 canli spermatozoit tretimi olarak belirlenmistir.

Siniflandirma sirasinda yavas bir ayrim yapildiginda basari
orani % 93, hizli ayrimda ise basari % 87’e inmektedir.

Ayirma sonrasi spermlerin % 20’sinin kaybedilebilecegi dikkate
alinmahdir.






HO33342 STAINED SPERM




* |slem sirasinda spermde sekilsel bozulmalar ve
sperm sayisindaki azalmalar fertiliteyi
azaltabilmektedir.

* Ayirma islemi sirasinda meydana gelen

spermatozoa kayiplari nedeniyle
tohumlamada kullanilan dozdaki spermatozoa
sayisi daha azdir (2 milyon motil spermatozoa)

* Ayirma islemiile % 90 oraninda dogacak
buzaginin cinsiyeti belirlenebilmektedir.



* Cinsiyete gore ayrilmis sperma ile yapilan
tohumlamalarin basarisi, ayrilmamis normal
sperma ile yapilanin %80-90"1 kadardir, yani
basari daha dusuktur.

* ABD kosullarinda cinsiyeti ayrilmis spermin
doz fiyati normal sperma dozuna oranla 20-25
USD daha pahalidir.



 ABD’nin Wisconsin eyaletinde etci sigir
yetistiricilerinin suri yenileme amaciyla daha
cok disi sperma tercih ettigi gorulmustur.

* Erkek buzagi hedefleyenler ise pazara sunacagi

kasaplik hayvan sayisini artirma beklentisiyle
cinsiyeti ayrilmis sperma kullanmaktadir.



Spermada cinsiyet ayirrminda kullanilan
cihaz




