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ONSOZ

Diinyada her yil milyarlarca civciv iiretimi yapilmaktadir. Sadece disi olan civcivler yumurta
tretiminde kullanildig: i¢in bu civceivlerin cinsiyetlerine gore ayrilmasi ve erkek olan civeivlerin
1skartaya cikarilmas1 gerekmektedir. Ancak erkek civcivlerin iskartaya ayrilmasi hem hayvan
sagligt hemde kaynaklarin israfi yoniinden ciddi bir problemdir (G. Steiner ve ark., 2011). Bu
nedenle disi ve erkek civcivlerin yumurta igerisindeyken siniflandirilmasi ekonomik agidan
onemlidir.

Bu smiflandirma problemini ¢6zebilmek i¢in bir makine 6grenimi algoritmasi olusturulmustur.
Bu algoritma iki kisimdan olugsmaktadir. Birinci kisimda girdi olarak kullanilan ultrasonografik
goriintlilerden faydalanilarak yumurtanin dollii olup olmadigina karar verilmektedir. Dolli olan
yumurtalar daha sonra cinsiyet ayrimma yardimeci olacak ikinci smiflandirma islemine
sokulmaktadirlar.

Bu ¢alismada siniflandirma yapmak amaciyla Lojistik Regresyon Algoritmasi tercih edilmistir.

Projemize desteklerinden 6tiirii NKU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ ne tesekkiir ederiz.
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OZET

Bu aragtirmada, tavuk yumurtalarinin erken embriyonal gelisiminin takip edilmesi ve cinsiyet
tahmininin ultrason yontemi ile ¢oziiliip ¢oziilemeyeceginin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu
amagla embriyolar, yumurta kabuguna =zarar vermeden, proje kapsaminda gelistirilen
gorlintiileme sistemi ile izlenmistir. Yumurtalardan alinan goriintiiler dollii/dolstiz ayrim, cinsiyet
tayini agisindan degerlendirilmistir. Ultrasonagrafi yontemi kullanilarak yapilan incelemelerde
aliman goriintiiler, bilgisayar ortamina aktarilarak, dollii yada dolsiiz olmasi ve embriyonel
donemdeki yasam sorunlarinin ¢oziimiinde kullanima olanak verecek bir yazilim gelistirilmistir.
Yazilim yardimiyla yumurtanin déllenip dollenemedigi konusunda karar verilebilmistir. Ancak
yeterli kaliteli goOriintliniin alinamamasi sebebiyle yazilimda erkek/disi ayrimi yapilamamustir.
Eger goriintii kalitesi arttirilarak organ tipi belirlenebilirse program yetenegi de arttirilabilecek ve

erkek/disi ayrim1 ortaya konabilecektir.



ABSTRACT

In this research, monitoring of early embryonic development of chicken eggs and possibility of
gender prediction is intended to be solved by using the ultrasound method. For this purpose, an
ultrasonography imaging system, which is developed at the project, monitored embryo. Images
taken from eggs are evaluated for fertilized / infertile distinction and in terms of sex
determination respectively. A software has been developed for making these determinations on
ultrasonography images. The distinction of fertilized / infertile eggs can be decided by software
successfully. However, images qualities are not sufficient to make sex determination. Designed
software can be improved in the future by rely on quality enhancement at images.



1.GIRiS

Diinya ¢apinda, yumurta tavuk¢ulugunda her yil milyarlarca civciv tiretilmektedir. Civcivlerin
kulugkadan sonra cinsiyet tayini yapilarak disi ve erkek olarak ayrilmasi gerekmektedir. Disi
civcivler yumurta Uretimi igin ayrilirken, erkek olanlar elden c¢ikartilmaktadir. Kanath
hayvanlarda cinsiyet ayriminda kullanilan davranislarin izlenmesi, morfometrik 6zelliklerdeki
farkliliklar, akustik cinsiyet ayrimi, laparoskopi, laparotomi, kloakal inceleme, disk: steroid
hormonlarina bakilarak cinsiyet tayini ve sitogenetik analiz gibi geleneksel metotlarin zaman

alic1, pahali ve bazen zarar verici olduguna dikkat ¢ekilmektedir (Morinha ve ark. 2012).

Giinlik civeivlerde cinsiyet ayrimi, 1920°li yillardan beri kloakanin birinci ve ikinci
kivrimlarinin tipik ozelliklerine gore yapilmaktadir. Dogru yapildiginda etkili bir teknik
olarak goriilmektedir. Ancak, hayvanlarin maniplasyonlar1 sirasinda 6liimler ve enfeksiyoz
etkenlerin bulastirilmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Kloakal cinsiyet ayrimindaki bazi
yetersizlikler nedeniyle, giinliik civcivlerin fenotipik goriintiilerinden faydalanilarak yapilan

cinsiyet ayrimi tercih edilmektedir. Bu amagla kanat tiiylerinin gelisim hizina bakilmaktadir.

Klasik yontemlerin dezavantajlarindan kac¢inmak icin kanatli hayvanlarda cinsiyet ayrimi
amaciyla molekiiler teknikler gelistirilmistir. DNA temelli metotlar kromozom spesifik

markerleri inceleyerek sonuca gitmektedir (Kulesa, 2014).

Yumurtanin i¢ kalitesini incelemek i¢in yumurtalara zarar vermeyen alet ve yontemlerin
kullanildig1 ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Bu calismalarin ¢ogunda tiiketime sunulan
yumurtalardaki kan lekeleri veya diger i¢ bozukluklar dikkate alinmistir (Patel ve ark. 1996;
Patel ve ark.1998; Schovenberg ve ark. 2003).

1.1.Kanath embriyosunu inceleme teknikleri

Kulugkalanacak yumurtalarin dollii olup olmadiklarinin 6nceden veya inkiibasyonun erken
asamasinda tespiti Onemlidir. Embriyo gelisimini izlemek i¢in ultrasonografi, manyetik
rezonans gorlintiileme, akustik rezonans sikligi ve ultrason gibi ticari olmayan arastirma

metotlar1 kullanilmaktadir (Coucke ve ark. 1997; Klein ve ark. 2002, Smith ve ark. 2008).
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Ultrasonografik teknikler siirekli gelismeye aciktir. Giincel gelismelerden bir tanesi ultrason
biyomikroskopi olarak isimlendirilen ve ¢ok yiiksek ¢oziiniirliikte in vivo mikro incelemeye
olanak saglayan tekniktir.

Giincel bir calismada, 55 MHz’lik gli¢ ceviriciye sahip (RMV 708) Vevo 770 sistemi
(Visualsonics, Inc., Toronto, Canada) ile aksiyal (30 mm) ve lateral (75 mm) ¢oziiniirliikte
tavuk embriyolar1 incelenmistir (Oosterbaan, 2012). Calismada embriyonun kalpteki kan akisi
detayma kadar gOriinti alinabildigi bildirilmigtir. Embriyo gelisim asamalarinin
incelenmesinde kullanilan bir diger teknik ise kalp ritminin incelenmesidir.

Kalp ritminin ontogenezi ve gelisimi, empedans kardiyogram (ICG), akustokardiyogram
(ACQG), allantoik arteriyal kan basinct ve elektrokardiyografi (ECG) yontemleriyle ortaya
konulabilmektedir (Andrewartha ve ark. 2011). Yumurtalardaki dolliiliik oranlar1 ve embriyo
gelisimini incelemek i¢in, genellikle goriintiileme sistemi ve bilgisayar analizinin bir pargasi
olarak, gelistirilen ticari metotlarin esasin1 151k transmisyonu ve spektral analiz
olusturmaktadir. Das ve Evans (1992a), makine goriis ve histogram analizini kullanarak,
inkiibasyonun 3. giiniinde %88-90 ve 4. giiniinde %96-100 dogrulukla dollii yumurta
gelisimini izlemislerdir. Aragtiricilar bagka bir ¢aligsmalarinda (Das ve Evans, 1992b), ayni
goriis sistemini kullanarak ancak sinir ag1 siniflandirma sistemi ile embriyo gelisimini, 2.
giinde %67, 3. ve 4. giinde %93 dogrulukla tespit etmislerdir. Bir baska goriintiileme sistemi
ile 2 151tk dalga boyu kullanilarak inkiibasyondan 4.5-5 giin sonra embriyo gelisimi
belirlenmistir (Bamelis ve ark. 2002). Kulugka kabinine transferi sirasinda, inkiibe edilen
yumurtalarmm 18. giinlinde gelisimini saptamak i¢in patentli bir goriintiileme sistemi
gelistirilmistir (Chalker ve ark. 2003). Yapilan bir 6n ¢aligmada hiperspektral goriintiileme ile
embriyo gelisiminin inkiibasyonun 3. giiniinde izlenebilecegi gosterilmistir (Smith ve ark.
2005).

Kanatli yumurtalarmin doélliiliik oranlari ve embriyo gelisimini incelemek i¢in hiperspektral
goriintiileme teknolojileri gelistirilmistir (Smith ve ark. 2005; Smith ve ark. 2008; Liu ve ark.
2013; Liu ve ark. 2014). Bu goriintiileme sisteminin yumurtalari1 ve embriyolar1 toplamak i¢in
uygun oldugu bildirilmektedir. Ancak, PCA/ MD modelinin kulugkalanmis broyler
yumurtalarim dolliiliikk ve erken gelisimini belirlemeye uygun olmadigir rapor edilmistir.
Inkiibasyon oncesinde erken gelisimi veya dolliililk oranlarin1 saptamak ic¢in daha fazla

teknige ihtiya¢ duyulmaktadir (Smith ve ark. 2008).
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Molekiiler Teknikler

Kanath hayvanlarin cinsiyetleri genetik olarak seks kromozomlarinca belirlenmektedir (ZZ
erkek ve ZW disi). Embriyonik yasam siiresince cinsiyet farkliligi, bir veya her iki cinsiyet
kromozomunu kontrol eden genlerce erkeklerde testis ve dislerde ovaryum olusumunu
sekillendirmektedir. Z-iligkili DMRT-1, erkeklerde cinsiyeti belirleyen en 6nemli gen oldugu
ileri siiriilmektedir. Disilerde ise heniiz tam olarak ortaya konulmasa da Fox/2 ve Rspol
genlerinin ovaryumun sekillenmesinde 6nemli olduklari belirtilmektedir (Chue ve Smith,
2011). Disilerde bulunan W kromozomu hedef almarak cinsiyet belirlenmesi
gerceklestirilmektedir. Ayrica gen haritalari, kopyalar ve proteinler genetik olarak
incelenmektedir (Huang ve ark. 2011).

Tiy ve doku DNA orneklerinden kromo-helikaz-DNA baglayic1 protein (CHD) geninin
incelenmesiyle cinsiyet ayrimi gerceklestirilebilmektedir. Erkek kanathilarda iki CHD-Z geni
(ZZ) bulunurken, disilerde tek CHD-Z geni (ZW) bulunmaktadir (Chen ve ark. 2012). Bu
amagla yaygin olarak kullanilan diger bir teknik ise yavas tiiylenme geninin (K)
belirlenmesidir. Disiler hizl1 tiiylenme geni, erkekler yavas tliylenme geni tasiyorsa, giinliik
civcivlerin kanatlarindaki ortii ve primer tiiyler incelenerek cinsiyet ayrimi yapilabilmektedir.
Bu yontem, kloakal yonteme gore daha ucuzdur ve fazlaca bir uzmanlik gerektirmez. Bazi
hatlardan gelen kanathilarda tily rengine gore cinsiyet ayrimi yapilabilmektedir. DOolli
yumurtalarin  blastodermindeki Z ve W kromozomlart incelenerek cinsiyet tayini
yapilabilmektedir. Blastoderm noktas1 manyetik rezonans goriintilleme ya da ultrasonografi
ile belirlendikten sonra 6rnekler alinabilmektedir. PCR ile cinsiyet belirlemede 4-400 hiicre

belirlenmistir (Lawrence ve ark. 2006).

Yumurta igerisinde cinsiyet ayirma teknigi: Konuyla ilgili calismalarda kalp ritmi gibi
fizyolojik 0Ozelliklerin degerlendirilmesi, PCR teknigiyle disilerdeki W kromozomunun
belirlenmesi ve niikleer manyetik rezonans ile anatomik olarak yumurtalik veya testislerin
farkliliklarina bakilmasi sonucunda cinsiyet ayrimi yapilabildigi bildirilmistir (Schovenberg,
2003).

Hayali goriintileme ve model tamima yontemleriyle cinsiyet ayrimi otomatik olarak
yapilabilmektedir. Aynm1 renk kanat tiiylerini aymrmak ve civcivlerin kanadindaki cinsiyet
tilylerini saptamak amactyla optik bir UW sistemi gelistirilmigtir. Kanat tiiyti model analizi ile
cinsiyeti belirleyebilmek i¢in damla analizi ve kivrim tanima modelleri tasarlanmustir.

Gorilintii isleme ve otomatik tily boliistiirme sistemleri i¢in net sinyaller olusturan optik
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sistemin verileri, kanat tliyleri arasinda bariz farkliliklar tespit etmistir. Kulugckadan sonra 100
civeiv lizerinde uygulanan testlerin sonucunda kivrim tanima ile disilerde %93, erkeklerde
%94 dogruluk oraninda cinsiyet belirlenmesi yapilmistir (Tiersch, 2003)

Akis sitometri teknigi ile Z ve X cinsiyet kromozomlar1 arasindaki mesafe Ol¢iilebilmektedir.
Horoz kromozomlar1 tavuklara gore %?2 daha fazla bolme icermektedir. Farkli hat ve soylar,
ortalama degeri farkli olan DNA ve farkli miktarda Z ve W kromozomuna sahiptir. Cok
sayida Ornek iizerinde ¢alisildiginda her hat ve soy i¢in ortalama bir genetik yap1 ve cinsiyet

belirlenebilmektedir (Nakamurai ve ark. 1990).

Allantoik siv1 icerisindeki dstrojenik bilesiklerin tespiti: Ostrojenler, canli organizmadaki
¢esitli dokularca iiretilen steroid hormonlardir. Ostrojen, disi memeli ve kanatlilarda normal
iireme organlarin gelismesi i¢in gereklidir. Endiistride kullanilan pek ¢ok kimyasal, 6strojenik
hormon 6&zelligine sahiptir ve g¢evresel Ostrojenler olarak isimlendirilmektedir. Cevresel
ostrojenler, kanatli hayvanlarda iireme organlarinin gelisimi ve fonksiyonlari iizerine olumsuz
etki etmektedir. Bisfenol A (BPA), plastik iirlinlerde bulunan ve en iyi bilinen bir gevresel
ostrojendir. Konuyla ilgili bir aragtirmada (Yigit ve Daglioglu, 2010), BPA ve sentetik
ostrojen dietilstilbesterol’lin tavuklarda in ovo uygulanmasinin embriyonik gelisimi olumsuz
etkiledigi gosterilmistir.

Kanatlilardaki cinsiyet belirleme mekanizmalar1 heniiz tam anlamiyla bilinmemesine ragmen,
deneysel olarak in ovo eksojen Ostrojen (ZZ-erkekte disilesme) veya aromatoz inhibitorleri
(ZW-diside erkeklesme) verilerek genetik seks tersine c¢evrilebilmektedir. Tavuk
embriyolarinda normal ve tersine ¢evrilmis gonadal seks farklilasmas1 sirasinda degisik testis
ve ovaryum spesifik marker genleri incelenmekle birlikte, cinsiyet farklilagmasinda seks
spesifik epigenetik markerlerin rolii detayl bir sekilde bilinmemektedir.

Giincel bir ¢aligmada (Ellis ve ark. 2012), tavuk embriyo gonodlarinin ovaryum 0&strojen
biyosentezi ve disilesmeyi belirleyen CYP19A1/aromatdoz promotorii ile olumlu sonuglar
almmigtir. Arastirmada, ZZ-erken tavuk embriyonik gonodlarin disilestirilmesinde farklh
gelisme asamalarinda yumurta saris1 i¢ine direkt olarak verilen emulsifiye ethynylestradiol ile
basar1 saglanmistir.

Kalsiyum homestazisinde rol oynayan kalsitonin (CALCA) hormonunun tiremeyle iliskili
oldugu ve ozellikle uterusta embriyo implantasyonu ic¢in bir marker gorevi istlendigi

gosterilmistir. Calca geninin tavuk ovaryumunda eksperese edildigi ve bu ekpresyonun
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follikiiler olgunlagmay1 veya gonodal steroid yonetimini degistirdigi ortaya konulmustur
(Krzysik-Walker ve ark. 2007).

Yumurta sarisindaki seks steroid hormonlarinin cinsiyet ayriminda kullanilabilecegi 6nceden
beri bilinmektedir (Goger ve Durmus, 2005). Hormon seviyeleri farkli tekniklerle
Olciilebilmektedir. Gelistirilen bir RIA ile testosteron sevilerindeki farklilik ortaya
konulmustur (Schwabl, 1993).

Yumurta i¢ine erken donemlerde verilen aromat6z inhibitorleri ile testosteron hormonunun
baskilandig1 ve disi civciv oranlar arttirilabildigi bildirilmistir. Konuyla ilgili gerceklestirilen
bir arastirmada selektif bir aromatdz inhibitorii olan vorozol’iin kulugkanin 6. giiniinde in ovo
olarak uygulanmasi sonucunda basarili sonuglar alinmistir. Calisma sonucunda elde edilen
civcivlerde T3 ve biiyiime hormonu seviyelerinde énemli diizeyde artis saglanirken, kesim
yaslarina ulasanlarda karin yaglarinda azalma belirlenmistir (Dewil ve ark. 1998).

Kulugkanin ilk giinlerinde yumurta sarisindaki steroidlerin incelenmesi ile cinsiyet ayriminin
yapilamadig1 bildirilmistir. Ancak inkiibasyonun 10. giiniinde alinan Orneklerde steroid
seviyelerinin erkek ve disiler arasinda fark gosterdigi ortaya konulmustur. Disilerin erkeklerle
karsilastirildiginda daha fazla Ostrojen seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir (Pilz ve ark.
2005).

Embrex’in gelistirdigi bir otomatik cinsiyet ayirma yonteminin esasini, yalnizca disilerin
allantoik sivilarinda bulunan Ostrojenik bilesiklerin tespiti olusturmaktadir. Piyasada ticari
olarak kullanilan RIA Kkitleri ile 17 giinliik broyler embriyolarinin allantoik sivilarindaki
Ostradiyol seviyesinin Olgiilemedigi veya 42 pg/ml’nin altinda oldugu bildirilmistir. Disi
embriyolarin allantoik sivilarindaki dstradiyol seviyesi 113-830 pg/ml civarindadir. Bu deger,
erkeklerde Olgiilenin en az 3 katidir. Konuyla ilgili gerceklestirilen bir ¢alismada, 490
allantoik sivi 6rnegi incelenmis ve Ostrojen seviyesinin kanatli hayvanlarda cinsiyet ayrimi
icin kullanilabilirligi ortaya konulmustur (Phelps ve ark. 2003).

Allantoik sivi1 igerisindeki Ostrojen, siilfat ve glukuronid bilesikleri halindedir. Ostrojeni
serbestlestirmek i¢in, allantoik s1vi glukuronidaz enzimi veya siilfat ile muamele edilmektedir.
Kulugka kosullari, hat ve siirli yasina bagli olarak 13-18 giinliik embriyolarin allontoik
stvilarinda Ostrojen varligia gore disi ve erkek ayrimi yapilabilmektedir.

Otomatik cinsiyet ayrimi i¢in gelistirilen canli sensor cihazi ile allantoik sivi igerisindeki
ostrojenik bilesikler belirlenebilmektedir. Canli sensor, E. coli beta-galaktosidaz ile dstrojen
elementlerinin baglanmasimi gerceklestirmektedir. Cihaz insan Ostrojen reseptori icin

belirleyici maya tasityan, genetik olarak degistirilmis mayalar1 etkilemektedir. Maya hiicreleri
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ayn1 zamanda E. coli glukuronidaz enzimini agiga ¢ikarmakta ve salgilamaktadir (Bu enzim,
ostrojen-glukuronidaz baglarini tutmaktadir). Allantoik sivi igerisinde Ostrojen-glukuronidaz
bilesiginden gelen dstrojen, glukuronidaz enzimi sayesinde serbestlesmektedir.

Ostrojen varliginda; 6strojen tutucular, dstrojene tepki veren elementleri ve haberci genin
kopyalamaya baglamaktadir. Allantoik sivi igerisindeki Ostrojen yogunlugu, haberci genlerin
seviyesi ile ilgilidir. Haberci genin bir {irlinii olan beta-galaktosidaz aktivitesi O-nitrofenil-
beta-D-galaktofirinasid (ONPG) ile mayadan etkilenerek, sar1 renkli sinyal veren iriinlerin
Ol¢iilmesine yardimci olmaktadir. Canli sensor, strojen igerisindeki femtemolor/pikomolar
seviyelerini belirleyebilmektedir. Bu cihaz ile 4 ml allantoik siv1 kullanilarak, disi ve erken
embriyolar ayirt edilebilmektedir. Genellikle, dl¢limlerde daha iyi sonug alabilmek i¢in, 20 ml
allantoik sivi kullanilmaktadir. Canli sensor ile laboratuvar sartlarinda gerceklestirilen

cinsiyet ayriminda %100 basar elde edilmistir (Liu ve Ngadi, 2013).

Allantoik sivimin alinmasi: Allantoik sivi kanatli embriyolari i¢in azot metabolizmasinda
gorev lstlenmektedir. Bu sivi kulugkanin 5. giiniinden itibaren olusmaya baslamaktadir.
Kulugkanin 13. giiniinde en yiiksek seviyelere ulagsmaktadir. Nem kaybina bagli olarak hacmi
azalmaktadir. Kulugkanin 18. giiniinde yumurta kabuk i¢ zari, dig zar1 ve korioallontoik
membran tarafindan yayilan allantoik sivinin miktar1 1-2 ml olabilmektedir. Embriyolu
yumurtada allantoik sivi dis ylizey ile tamamen sarilmis olmakla birlikte, yumurtanin {ist
kismindaki hava boslugunun altinda toplanmis olarak bulunmaktadir. Bu alandaki toplanma
yer¢ekimine, yumurta saris1 ve embriyo agirligina bagh olarak degiskenlik gostermektedir.
Hava boslugunun yumurtalar arasinda degiskenlik gdstermesi nedeniyle, yumurta dik
konumdayken dogru bir sekilde allantoik sivi 6rnegi almak zordur. Yercekimi allantoik
stvinin belirli bir bolgede birikmesini saglamaktadir. Yumurta yan ¢evrildiginde, allantoik sivi
ayni sekilde iist kisimda kabugun hemen altinda toplanmaktadir. Yumurta bu pozisyondayken
canli sensor ile 20 ml sivi 6rnegi alinabilmektedir. Embrex tarafindan gelistirilen bir makine
ile ticari broyler yumurtalarindan otomatik olarak allantoik sivi alinabilmektedir. Ornek
alinacak boliimiin uzunluguna, derinligine, ignenin tipine ve vakum oranina bagl olarak %96

oraninda basari ile optimum 6rnekleme yapilabilmektedir (Phelps ve ark. 2003).

Otomatik Cinsiyet Ayirma Modeli
Embrex tarafindan gelistirilen cihaz ile saatte yaklasik 5000 yumurtanin cinsiyet ayrimi

yapilabilmektedir. Makine bilgisayar agina bagl ii¢ boliimden olugsmaktadir. Birinci béliimde
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allantoik sivi 6rnegi alinmaktadir. Kulugkanin 15-21. giinlerinde kulugka makinesinden elle
toplanan yumurtalar, tasiyict bantlara aktarilmaktadir. Optik sensor ile dollii yumurtalar
belirlendikten sonra, yumurta yerlestiriciler vakumlu tutucular ile yumurtalar1 yan olarak
yerlestirmektedir. Sonra, igneler yumurtanin orta noktasindan ve uygun derinlikten 20 ml
allantoik sivi Ornegini almaktadir. Alinan sivi Ornekleri barkotlu plastik bdlmelere
aktarilmaktadir. Her bolmede yaklasik 2500 6rnek islenebilmektedir. Her bolmedeki kisimlar
yumurta tablalari ile ayni barkod numaralarina sahiptir. igneler, 6rnek alinmasindan sonra
temizlenmektedir. Yumurtalar, barkotlu yumurta tablalaria tekrar yerlestirilmektedir. Alinan
allantoik sivi 6rnek numaralar1 ile yumurta tablalarindaki barkod numaralar1 bilgisayarda
eslestirilerek analiz edilmektedir (Klein ve ark. 2002; Chalker ve ark. 2003; Phelps ve ark.
2003).

Ikinci kisimda otomatik tahliller yapilmaktadir. Ornekler bir tasiyict sistemle dagitict bas
altina yerlestirilmektedir. Dagitic1 bas her boliimiin igerisine 30 ml canli sensor belirleyici
eklemektedir. Belirleyici ekleme siiresi her boliim igin yaklasik 5-6 dakika slirmektedir.
Sonra, bolmeler ilerleyerek kontrollii odalarda yaklasik 4 saat beklemeye birakilmaktadir.
Biitiin  bolimlere otomatik olarak ONPG eklenerek renk olusumu i¢in 30 dakika
beklenmektedir. ACCD algilayici, tiim boliimleri tarayarak erkek ve disileri belirmektedir.
Alinan bilgiler yumurta tablalarina gonderilmektedir. Tastyicilardaki 6rnekler otomatik olarak
temizlenmekte ve dezenfekte edilerek tekrar kullanima sokulmaktadir. Ugiincii béliimde
yumurtalar cinsiyetlerine gore siralanmakta, erkek civcivli olanlar ayiklanip ve bosalan
yerlere disi civcivli yumurtalar yerlestirilmektedir. Disi yumurtalar bar kodlanarak, bilgiler

bilgisayara aktarilmaktadir (Chalker ve ark. 2003; Phelps ve ark. 2003).

Kuluckaya Etkisi

Otomatik cinsiyet ayirma isleminin kulucka ve civciv performansina etkisini incelemek
amactyla arastirmalar gergeklestirilmistir. Islemler sirasinda, allantoik sivi alinirken ve
inokulum yapilirken olmak iizere, yumurtalarda iki delik agilmaktadir. Bu islemlerin
kuluckaya etkilerini arastiran ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

[k ¢alismalarda, alman yumurta drneklerindeki delik kapatilmustir. Ticari broyler siiriilerinde
yapilan ¢alismada, yumurtalar kulugkanin 16. giiniinde delinerek tekrar kulugka makinesine
konulmustur. 19. giinde ise inovoject sistem ile yumurtaya inokulasyon yapilmistir. Bu iki

deneme sonuglarina gore 16. giinde agilan delik, kulugka sonuglarinda yaklasik %2’lik bir
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azalma olusturmustur. Deligin kapatilmasi kulugka sonuclarinin iyilesmesi lizerinde bir etki
yapmamistir (Phelps ve ark. 2003; Chue ve Smith 2011).

Son caligmalarda ticari kulugka sistemlerinde, yumurtanin 6rnek almak amaciyla delinen
kismmin dezenfeksiyonu iizerinde durulmaktadir. Bu kismin dezenfeksiyonu sonucu,
kulugkanin 16. giinlinde yumurtada agilan deligin kulugka sonuglarini olumsuz yodnde
etkilemedigi saptanmistir (Chalker ve ark. 2003; Phelps ve ark. 2003).

Saha caligmalarinda, Embrex sisteminin embriyolarda otomatik cinsiyet belirleme islemini
basarili bir sekilde yapabilecegi goOsterilmistir. Sistemde karsilagilan en Onemli sorun,
allantoik sivi alimirken, yumurta biiytikliigi ve sekline gére ayirim yapilamamasidir. Ticari
olarak kulucka randimani ve civciv performansina etkisi gdz ardi edilebilmektedir. Otomatik
cinsiyet ayirma makinesi ve canli sensor ile kuluckadaki civcivlerin cinsiyet ayrimi gilivenilir
bir sekilde yapilabilmektedir. Bu sistemin gelistirilmesiyle saatte 20.000-30.000 adet
yumurtanin cinsiyet ayrimi yapilabilecektir. Boylece, giinliik erkek civcivlerin imha edilmesi
yoniinde yumurtact isletmelere yapilan, hayvan haklartyla ilgili olumsuz elestirilerin dniine

gecilebilecektir (Chalker ve ark. 2003).

Yumurtadan cinsiyet tayininin avantajlar1 belirli basliklarda toplanabilir:
- Kulugkada civcivlerin cogunlugu ayrildigi i¢in zaman kazanilabilir.
- Kloakadan cinsiyet ayrimina gore civcivler daha az strese girerler.

- Cinsiyet belirleme islemleri sirasinda sekillenebilecek horizental bulagmalar

Onlenebilir.

-  Embriyonal hayattaki gelisim daha kolay takip edilerek, var olan patolojik

durumlara erken donemde miidahale edilebilir.

Embriyonal donemde erkek ve disi ayirimi yapilabildigi takdirde, yumurtact siiriilerde sadece

disi hayvanlarin yumurtadan ¢ikmasi saglanabilir.

Inkiibasyondan 6nce dolsiiz yumurtalarin tespiti ve uzaklastirilmasi, kulugkahane igin
maliyet verimliligi, daha iyi civciv kalitesi ve civcivlerin daha diisiik patojen kontaminasyonu
acisindan onem arz etmektedir. Is¢ilik maliyetlerinde artis ve kulugkalanabilirlikte diisiis
nedeniyle pratik olmamasina ragmen, inkiibasyonun ilk 3 gilinii boyunca dolsiiz, erken 6lmiis

veya cansiz embriyolarin uzaklastirilmasi inkiibasyon dncesi yumurtalari eksport eden 6zel
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kulugkahanelere bazi yararlar saglayabilmektedir. Bazi organlarin ya da degisimin gdzlenmesi

baz1 uygulamalar1 kolaylastiracak hem maliyeti diistirecek hem de islem hizini arttiracaktir.

Bu projenin amact kanatli hayvanlarda embriyonal gelisimin farkli asamalarinin
incelenmesinde ve cinsiyet tayininde kullanilmak iizere bir gorlntii isleme teknigi
gelistirimektir. Bu amacla ultrason goriintiileri elde edilerek embriyonal gelisim evre evre
ortaya konacak ve bazi organlarin belirlenebilirligi ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Bunu

ortaya koyarken bir yazilim ile sonraki ¢aligmalara veri toplanacaktir.
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2.GEREC VE YONTEM

Embriyolu yumurtalarin i¢indeki embriyonun gelisimini gdzlemlemek ,belirli bolge ve
organlar1 tanimlamak amaciyla ovoskop yardimiyla gozleizleme ve ultrason goriintii isleme

teknigi kullanilmustir.-r.

Bu amagla temin edilen embriyolu yumurtalar 38 de %70 nem altinda kulugka makinesinde
tutulmustur. Her uygulamada her yontem i¢in 3 er tekerriir yumurta toplamda 9 yumurtaya
kullanilmigtir. . Tiim denemeler i¢in ise 189 yumurta kullanilmistir.r. Bu 189 yumurtadan

toplam 1000 adet ultrason goriintiisii alinmistir.

Ovoskopla kontrol sirasinda gerekli durumlarda(gelisme geriligi olan embriyolar gibi)
yumurtalar kirillarak embriyonun gelisimi hakkinda rapor tutulmus ve siire¢ boyunca

fotograflar1 kaydedilmistir..

Embriyoluumurtalarin goriintiileri ultrason cihazina takilmis prob yardimiyla bilgisayar

ortamina alinmistir

Problar incelenen bolgeye ultrasonik ses dalgalari yollarlar. Bu ses dalgalar1 dokular
arasindan gecerek derinlere kadar ilerler. Dokunun 06zelliklerine gore ses dalgalarinin
ilerledigi derinlik farklidir. Ses dalgasi ilerleyebilecegi en u¢ noktaya carptiginda geri doner.
Bu doniis ultrasonun ana biriminde algilanir ve buraya geri donen ses dalgalar1 topluca
islenerek eszamanli bir goriintii ortaya c¢ikar, bu da monitérde izlenebilmektedir. Bu
goriintiiye ultrason goriintiisii ad1 verilir. Ultrason sabit goriintiisii printer vasitasiyla kagida
aktarilabilir, ya da tim eszamanli goriintiiler bilgisayar veya video gibi kayit sistemlerine

aktarilabilir.Bu paragrafa burada ihtiyag¢ yok gibi. Bunu konusalim.

Sekil 1.Ultrason 6l¢iim noktalari
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Bu amagla portatif bir ultrason cihazi ve buna bagli olan phased probdan kullanilmistir (Sekil
4). Olgiimler 3-10 MHz arasinda yapilmustir. Yumurtanin farkli noktalarindan (6 noktadan)
gorlintii alinmaya calisilmistir. Ancak ultrason sinyalleri kalsiyum yiizeyi gecemedigi i¢in,
yumurta igerisinde hava boslugunun oldugu bolge ovoskop yardimiyla tespit edilerek
disaridan kalemle isaretlenmisk burada yumurtaya zarar vermeden ultrason probunun
girebilecegi kadar bir delik agilmis ve olgiim gerceklestirilmistir (Sekil 2). Olgiim
gergeklestirildikten sonra bu acik kisim steril bir bantla kapatilarak yumurtalar tekrar kulugka
makinasina konulmus embriyolarin devam eden siiregte zarar gelisimini siirdiimesi

saglanmistir. (Steiner ve ark. 2011).

Ultrason Prob

i

Sekil 2. Ultrason 6l¢iim diizenegi

Déllenmis yumurta Sekil 3° teki yapiya sahiptir.

Germinal disc

Yolk Yumurta
Kabug
membrane abudd Kabuk Zan
. Yumurta . . .
Sekil 3. Sarisi Doéllenmis yumurta i¢

yapisi
Chalazae
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755 Element probe design wancated 1o Mmm

Sekil 4. Phased probe ve tarama alanm

Elde edilen bilgisayar goriintiileri bilgisayar programina aktarilmistir. Goriintiiler bilgisayarda
degerlendirilmistir. Tim gorintiiler ayn1 doneme ait yumurtalardan elde edilmistir. Makine
Ogrenimi algoritmasinda kullanilmak iizere ayni doneme ait yumurtalardan alinan 1000 adet
ultrasonografik goriintii 32x32 piksele (her bir resim 1024 pikselden olusmaktadir.)

diisiiriilerek olusturulan programda kullanilmistir.

Her bir resim, olustugu 1024 piksel lizerinde, herhangi bir islem yapilmaksizin dogrudan

siniflandirma algoritmasina girdi olarak kullanilmistir.

Bu smiflandirma problemini ¢dzebilmek i¢in bir makine Ogrenimi algoritmasi
olusturulmustur. Bu algoritma iki kisimdan olusmaktadir. Birinci kisimda girdi olarak

kullanilan ultrasonografik goriintiilerden faydalanilarak yumurtanin dolli olup olmadigina
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karar verilmektedir. DOllii olan yumurtalar daha sonra cinsiyet ayrimina yardimer olacak

ikinci siniflandirma islemine sokulmaktadirlar.

Bu calismada smiflandirma yapmak amaciyla Lojistik Regresyon Algoritmast tercih

edilmistir.

2.1. Lojistik Regresyon

Istatistikte lojistik regresyon, ayrica logit regresyon, logit model olarak ta bilinmektedir
(Freedman, 2009). Bagimli degiskenin kategorik oldugu durumlarda kullanilan bir regresyon

modelidir.

Lojistik regresyon 1958 yilinda istatistik¢i David Cox tarafindan gelistirilmistir (Walker ve
Duncan, 1962; Cox, 1958). Tkilik lojistik modeli bir veya birden fazla bagimli degiskene gore
ikili kategorik cikisin olasiligini (6rn. dolli/dolsiiz ve erkek/disi vb.) bulmak amaciyla
kullanilmaktadir. Lojistik regresyon kategorik bagimli degisken ile bagimsiz degiskenler
arasindaki iliskiyi lojistik fonksiyonunu kullanarak bulmaktadir (Sekil 5) .

1- —
/ T
."II‘)'J.
0.5
I_.I'
!Y."'.
/ !
| — | o | | |
-6 —4 -2 0 2 4 6

Sekil 5. Standart logit fonksiyonu g(f_); biitiin t, ler icin @ (f) = ([]1 1)

(1)

Yukaridaki formiil, standart logit fonksiyonu olarak isimlendirilmektedir. t bagimsiz

degiskenine gore, 0 ile 1 arasinda bir olasilik degeri tiretmektedir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Yumurtalarin igerisinde yer alan embriyonun gelisimini gézlemleyebilmek ve belirli bolge ve
organlarin tanimlanabilmesi amaciyla yumurtalar ovoskop yardimiyla goézle, (Sekil 6) ve

ultrason yontemi (Sekil 7) ile goriintii isleme teknigi kullanilmisgtir.

3.1. Lojistik Regrasyon

Yapilacak siniflandirmada hazirlanan sisteme ait akis Sekil 8 de goriilmektedir.

Kullanilacak toplam 1000 adet ultrason goriintiistiniin %80’ 1 egitim setinde %20’ si test
setinde kullanilmak tizere boliinmiistiir. Egitim setinde kullanilacak goriintiiler dncelikle dolli
ve dolsiiz daha sonra ise disi ve erkek ayrimimi yapan iki adet lojistik regresyonla
siniflandirma islemine tabi tutulmuglardir. Sistemin bagarisi hata matrisi ile ortaya

konulmustur (Sekil 8).

Makina 6grenim ve siiflandirma islemini yapmak i¢in Python programlama dili ve scikit-
learn kiittiphanesi kullanilmistir (Pedregosa ve ark. 2011). Asagida kullanilan jenerik program

goriilmektedir.

www. kuluckaclub.com

Sekil 6. Ovoskopla elde edilen goriintiiler
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6. Giin

10. Giin

12. Giin

14. Giin

Sekil 8. Sistemin genel akis diyagrami
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//Oncelikle ihtiya¢ duyulacak kiitiiphaneler ¢alisma ortamina cagrilmistir.
from IPython.display import Image

from sklearn import datasets

from sklearn.linear_model import LogisticRegression

from sklearn import metrics

from sklearn.cross_validation import train_test split

//32x32 boyutunda 1000 adet ultrason goriintiisii kullamlmistir.

X, y = datasets.make _classification(n_samples=1000, n_features=1024)

/IUltrason goriintiileri 0.8 egitim ve 0.2 test veri seti olarak ayrilmstir.

X train, X test,y_train, y test = train_test split(X, y, test_size=0.8, random_state=4)

/ILojistik regresyon modeli olusturulmus ve elde bulunan verilerle egitimi saglanmistir.

Logistic_model = LogisticRegression()

expected =y _test

Logistic model.fit(X train, y_train)

//Olusturulan lojistik regresyon modeli ile test veri seti iizerinde deneme yapilmistir.
predicted = Logistic_model.predict(X _test)

accuracy_score = metrics.accuracy_score(expected, predicted)

print "Model accuracy score is {}".format(accuracy_ score)

print metrics.confusion_matrix(expected, predicted)

Yumurtanin dollii veya dolsiz oldugunu bulmak amaciyla yapilan lojistik regresyon

siiflandirmasinda asagidaki hata matrisi bulunmustur (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Dollii/Dolsiiz Lojistik regrasyon siniflandirma

Tahmin Edilen Sinif
Dollii Dolsiiz
Gergek Smif Dolli 350 50
Dalstiz 56 344

Yukaridaki hata matrisine gore 350 dollii goriintii ve 344 dolsiiz goriintii dogru olarak tahmin
edilmis; 56 goriintli dolsiiz olmasina ragmen dolli, 50 goriintii ise dollii olmasina ragmen
dolsiiz olarak yanlis isaretlenmistir. Model basaris1 0.8675 olarak elde edilmistir.

Goriintiiniin dolli veya dolsiiz oldugu bulunduktan sonra dollii olarak isaretlenen goriintiiler
ikinci bir lojistik regresyon modeline sokularak disi veya erkek olduguna karar verilmeye

calisilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 1. Erkek/Disi Lojistik regrasyon siniflandirma

Tahmin Edilen Simif
Erkek Disi
Gergek Smif Erkek 202 148
Disi 256 194

Yukaridaki hata matrisine gore 202 erkek goriintii ve 194 disi goriintii dogru olarak tahmin
edilmis; 256 gorlintii disi olmasina ragmen erkek, 148 goriintii ise erkek olmasina ragmen disi
olarak yanlis isaretlenmistir. Model basaris1 0.495 olarak elde edilmistir. Tahmin islemi
rastgele olarak yapildiginda bu basar1 baz olarak 0.5 olarak bulunacagi i¢in elde edilen sonug

basarisiz olarak kabul edilmektedir.
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4.SONUC

Bu ¢alismada yumurtalar 151k altinda ovoskop yardimiylagézle dolli olup olmadilart ve
ilerleyen giinlerde embriyonun gelisimi incelenmistir. Ayni siirecte koordineli olarak ultrason
teknigi kullanilarak yumurta i¢ yapist ve embriyonun gelisimi de takip edilmis ve elde edilen
goriintiiler karsilastirilarak degerlendirilm stir.r. Ancak
ultrason tarafindan olusturulan dalgalarin yumurta kabugunu kiramamasi faydali goriintiilerin
alinmasin1  engellemistir.. Bu sorunu giderebilmek amaciyla birinci ultrasonla bakarken
ovoskop yardimiyla disaridan 151k destegi alinmistir. Bu katkiyumurtanin i¢ yapisit hakkinda
bir bilgi verse de yeterli olmamistir. Bu sebeple ikinci asamada yumurta hava kesesinden
kirilmig ve ultrason goriintiileri alinmaya calisilmistir.
Elde edilen goriintiilerde dollenip dollenmedigi konusunda karar verilebilirken ilerleyen
donemlerde gerek probumuzun yetersizligi gerekse goriintii kalitesi vb sebeplerle daha ileriye
gidilememistir.
Sonug¢ olarak bu yontem yumurtada embriyonun gelisimini takip ve embriyonal donemde
cinsiyet tespiti agisindan olumlu bir sonu¢ vermemistir. Bunun nedenileri;
- Kaullanilan ultrason probunun yumurta boyutlarina uygun olmamasi
- Yumurta igerisindeki civcivin hareketli olmasi sebebiyle uygun  ve saglikli
goriintiiniin elde edilememis olmast
- Elde edilen gorintiilerde disi ve erkek arasinda ayrim olusturacak organlarin
embriyonal haytin k ge¢ donemde olusmasi ve bu donemde de ultrason teknigi ile

goriintli almanin miimkiin olamamasi olarak degerlendirilmistir/gosterilebilir.

Ancak yapilan lojistik siniflandirma sonucu gelistirilen yazilim ile ultrason goriintiilerine
bakilarak bir yazilim gelistirilmistir. Yazilim yardimiyla yumurtanin déllenip doéllenemedigi
konusunda karar verilebilmistir. Ancak yeterli kaliteli goriintiiniin alinamamasi sebebiyle

yazilimda erkek/disi ayrimi yapilamamastir.

Eger goriintii kalitesi arttirilarak organ tipi belirlenebilirse program yetenegi de arttirilabilecek
ve erkek/disi ayrimi ortaya konabilecektir.Bunun i¢in daha ileri teknik ¢alismalarin yapilmasi

diistintilmektedir/planlanmaktadir.
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