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Yesil Deniz Kaplumbagasi (Chelonia mydas) Yavrularinda Morfolojiye ve Molekiiler

Analize Dayal Cinsiyet Belirlenmesi

OZET

Deniz kaplumbagalarinda cinsiyet ve cinsiyetin oraninin bilinmesi onlarin yasam
Oykiisii icinde popiilasyon dinamiginin belirlenmesi ic¢in gerekli bir parametredir. Deniz
kaplumbagalarinda gen¢ ve yavru bireylerin cinsiyetlerini belirlemek giictiir. Bu nedenle
arastirmacilar yavru populasyonlarinda cinsiyet oranlarinin Olglilmesi igin farkli teknikler
kullanmaktadirlar. Bu projede, cinsiyetleri dnceden gonad histolojisi ile belirlenmis yesil
deniz kaplumbagasi (Chelonia mydas) yavrularinda, klasik morfometri, geometrik morfometri
ve molekiiler analiz yontemleri ile cinsiyetler aras1 farkin ortaya c¢ikarilmasi amaglanmistir.
Hatay ili Samandag kumsali ve Adana il Yumurtalik kumsallarinda, 2014, 2015 ve 2016 yil1
iireme sezonlarinda toplam 255 demorfe olmamis 6lii yavru kaplumbaga toplanmis ve
bunlarin 158 tanesinden gonad histolojisi sonucu cinsiyet tayini yapilabilmistir. Cinsiyet
tayini sonucu toplam 12 erkek ve 146 disi birey tespit edilmistir. Klasik morfometri
calismasinda, 12 erkek ve disiler arasindan rastgele se¢ilmis 12 disi yavrudan toplam 16
karakterin 6l¢iimii ve bu karakterlerin birbirene orani seklinde 20 oransal 6lgiim yapilmistir.
Bu sekilde toplam 36 karakter, ¢oklu varyans analizi (MANOVA), ayrimci fonksiyon analizi
(DFA) ve temel bilesenler analizi (PCA) ile analiz edilmistir. Klasik morfometri analizi
sonucunda cinsiyetler birbirlerinden ayrim gostermemistir. Ancak kuyruk uzunluklar1 ve
kuyruk uzunluklarimin diger ol¢limii alinan karakterlere oranlari, temel bilesenler analizinde
(PCA) istatistiksel olarak anlamli olmasada diger karakterlere gore gorsel olarak ayrilma
gostermistir. Geometrik morfometri analizi i¢in, kumsallardan sekilsel olarak bozulum
gostermemis ve yeni Olmiis yavrularin 3 farkli viicut bolgesinden (karapas, plastron ve
kuyruk) 23 cm uzakliktan fotograflar ¢ekilmis ve 2 disi yavrunun fotografi ¢cekilemedigi i¢in
10 erkek ve 10 disi yavru geometrik morfometri i¢in analiz edilmistir. Her {i¢ viicut
bolgesinden toplam 60 landmark noktas1 (36 karapas, 17 plastron, 7 kuyruk) belirlenmistir.
Her ti¢ viicut bolgesi ¢oklu varyans analizi (MANOVA), ayrimei fonksiyon analizi (DFA) ve
temel bilesenler analizi (PCA) ile analiz edilmis ve cinsiyetler karapas, plastron ve kuyruk
sekil farkliligi yoniinden birbirlerinden ayrilma gostermemistir. Ancak, kuyruk tizerinde ki
landmarklarin sekilsel farklili§i testinde, hem temel bilesenler analizi hem de ayrimci

fonksiyon analizi daha yiiksek oranda siniflandirma gostermistir.



Molekiiler analiz ¢alismasinda, AFLP (Artirilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) teknigi
ile cinsiyet belirtegleri tanimlanmaya c¢alisilmistir. Toplamda 55 farkli oligoniikleotid
kombinasyonu, cinsiyet temelli havuz stratejisi kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen bant
profillerine  bakildiginda; c¢alisma kapsaminda kullanmilan AFLP  oligoniikleotid
kombinasyonlarmin C. mydas orneklerinde cinsiyet ayrimimin yapilmasi igin kullanigh
olmadig1 anlasilmistir. Ancak bu ve benzer ¢alismalarin sonuglari dikkate alindiginda, C.
mydas'a 6zgii AFLP cinsiyet belirteglerinin tanimlanabilmesi veya durumunun tartisilabilmesi
icin daha fazla sayida primer kombinasyonu kullanilmasini 6nermekteyiz. Ayrica farklh
populasyonlar arasindaki olasi polimorfik AFLP belirteclerinin belirlenmesinin, cinsiyetler

arasi farkliliklarin test edilmesinde destek saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Geometrik Morfometri, AFLP, Cinsiyet Belirleme, Yesil Deniz

Kaplumbagasi, Samandag, Yumurtalik



ABSTRACT

Knowledge of the sex ratio of gender in sea turtles is a necessary parameter for
determining population dynamics within their life story. It is difficult to determine the sex of
hatchlings and juvenile in sea turtles. For this reason, researchers use different techniques to
determine sex and sex ratios in hatchlings. In this project, it is aimed to reveal the difference
between the sexes by classical morphometry, geometric morphometry and molecular analysis
methods in the green sea turtle (Chelonia mydas) hatchlings whose sexes were previously
determined by gonad histology. A total of 255 dead hatchlings that have not been
decompossed, have been collected during the 2014, 2015 and 2016 nesting seasons in
Samandag beach in Hatay and Yumurtalik beach in Adana. The gonad histologic resultant
genders could be determined from 158 of them. A total of 12 males and 146 females were
identified as a result of sex discrimination. In the classical morphometry study, a total of 16
characters were measured in randomly chosen 12 females and 12 males. Also, 20 proportional
measurements of 16 characters were performed as a one-to-one ratio. In this way, a total of 36
characters were analyzed by multiple variance analysis (MANOVA), discriminant function
analysis (DFA) and principal component analysis (PCA). As a result of classical
morphometry analysis, sexes did not distinguish between each other. However, even if the tail
lengths and ratios of tail lengths to other characters have not been statistically significant,
relative to other characters was showed differences in the analysis of principal components
(PCA). For the geometric morphometry analysis, photographs from newly dead hatchlings
without formal deformity on the beaches were taken from a distance of 23 cm from 3 different
body regions (carapace, plastron and tail), and 10 male and 10 female hatchlings were
analyzed for geometric morphometry because 2 female hatchlings could not be photographed.
A total of 60 landmark (36 carapaces, 17 plastrons, 7 tails) were identified from all three body
regions. All three body regions were analyzed by multiple variance analysis (MANOVA),
discriminant function analysis (DFA) and principal component analysis (PCA), and sex of
hatchlings not showed differ in terms of carapace, plastron and tail shape differences.
However, the landmarks on the tail, both the principal component analysis and the

discriminant function analysis showed a higher order classification.

In the molecular analysis methods, it was tried to define sex markers with AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) technique. A total of 55 different

oligonucleotide combinations were analyzed using gender based pool strategy. According to

Vi



the obtained tape profiles; it was understood that the AFLP oligonucleotide combinations
used in the study were not useful for gender discrimination in C. mydas specimens. However,
when we consider the results of these and similar studies, it is recommended that larger
numbers of primer combinations should be used for identification of sex-specific AFLP
markers and discussion of possible alternatives. We believe that identification of possible
polymorphic AFLP markers in different populations will support understanding of differences
between genders.

Key Words: Geometric Morphometry, AFLP, Gender Determination, Green Sea
Turtle, Samandag, Yumurtalik.
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1. GIRIS

Yasayan yedi deniz kaplumbagas: tiirlinden besi; Caretta caretta (Linnaeus, 1758),
Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Ertmochelys imbricata (Linnaeus, 1766), Lepidochelys
kempii (Garman, 1880) ve Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761) Akdeniz’de goriiliirken,
bunlardan sadece C. mydas ve C. caretta tiirleri Akdeniz sahillerinde diizenli olarak yuva
yaparlar (Groombridge, 1990). CITES (Nesli Tehlike Altinda Olan Yabani Hayvan ve Bitki
Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretine Iliskin S6zlesme) ve Bern Anlasmasi (1979) (Avrupa Dogal
Hayat1 ve Yasami1 Koruma Anlagmasi) ile koruma altinda olan her iki tiirde [IUCN (Diinya
Dogay1 Koruma Birligi) kirmiz1 listesinde (2000) kiiresel diizeyde “yakin gelecekte nesli
tilkenme tehlikesiyle karsi karsiya olan tiir”, Akdeniz altpopulasyonu i¢in C. mydas ayrica,
“kritik olarak tehlike altinda olup ¢ok yakin gelecekte nesli tilkenme tehlikesiyle kars1 karsiya
olan tiir” olarak listelenmistir. Eti, kemigi ve kabugu i¢in avlanan, yumurtlama alanlar1 olan
sahillerde agir turizm ve yerlesim baskisi altinda olan, balik¢1 aglarina takilan ve dogal
avcilarmin tehdidi altinda yasam savasi veren deniz kaplumbagalari, nesli tehlike altinda olan
tiirler icermesi ile bilimsel ilgiyi iizerine ¢ekmektedir. Bununla beraber, yiiz milyon yildan
daha uzun siiredir okyanuslarda yasamin siirdiiren ve dogal dengeye katkisin1 sunan deniz
kaplumbagalari, uzun yasam siireleri, gogmen dogasi, farkli habitatlarda gecirdigi yasam
safhalar1 ve ¢ok genis yayilim alanlar ile bilimsel cazibesi yiiksek fakat incelenmesi zor
tiirlerdendir. Deniz kaplumbagalar ile ilgili yapilan koruma uygulamalar1 genellikle esaret

altinda yetistirme ve yuva alanlartyla ilgili yapilan ¢alismalar1 kapsamaktadir.

Eseysel {iireyen canlilarda, bireyin cinsiyeti en onemli fenotipik ozelliktir. Bir
embriyonun, disi ya da erkek olarak farklilasmasi onun yasam Oykiisii, davranisi, fizyolojisi,
morfolojisi ve uyum giicii iizerinde Onemli sonuglar agiga cikarir. Populasyon igindeki
fenotipik varyasyonun en zengin kaynagi olan cinsiyetin tanimlanmasi 6zellikle ekoloji,

davranig, koruma ve genetik calismalarinda 6nemlidir. Bu nedenle cinsiyet gelisimini yoneten
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faktorler bilimsel ilginin odaginda olan 6nemli bir ¢alisma alanidir (Mittwoch, 2000; Warner,
2011). Siirlingenlerde cinsiyet belirleyici mekanizmalar, tamamen genetik kontrol altinda
olanlar ve embriyonik gelisim siirecinde ki sicaklik degisimine yiiksek oranda bagli olanlar
arasinda degisen alti kategoriye sokulmakla birlikte geleneksel olarak iki ana baslikta
toplanmaktadir. Bunlardan birincisi genetik faktorlerin (GCB); ikincisi ise ¢evresel faktorlerin
rol aldigi (CCB) cinsiyet belirleme mekanizmalaridir. Siiriingenlerde embriyonik gelisim
siiresinde sicakligin etkisi diger cevresel faktorlere gore daha cok hissedilir. Bu nedenle
sicaklik etkili cinsiyet belirleme mekanizmasi (SCB) siiriingenlerde en sik rastlanan CCB
yoludur. Karsilastirmali analizler, SCB’nin kaplumbagalar icin atasal durumu ifade ettigini
(Janzen ve Krenz, 2004; Organ ve Janes, 2008), GCB’nin ise en az 6 kez bagimsiz olarak
ortaya ¢iktigini gostermistir (Janzen ve Krenz, 2004). Yiiz kirk dokuz kaplumbaga tiiriine ait
karyotip verileri, sadece 8 tiirde heteromorfik cinsiyet kromozomu oldugunu agiga ¢ikarmistir
(Warner, 2011). Yapilan yumurta inkiibasyon deneylerinde ise tanimlanmis herhangi bir
cinsiyet kromozomu olmadigr halde cinsiyet olusumunda sicaklik etkisinin bulunmadig1 bazi
kaplumbaga tiirlerinin de oldugu gosterilmistir (Warner, 2011). Ancak test edilen tiirlerin
cogunda (%S81) SCB’nin temel mekanizma oldugunu gosteren deneysel kanitlar elde

edilmistir.

Deniz kaplumbagalar1 uzun omiirlii, ge¢ erginlesen ve tam ¢6ziilmemis karmasik bir
yasam hikayesine sahiptirler. Bundan dolayr yavru cinsiyet oranlarinin sonraki
populasyonlarda goriilecek sonuclari hesaplanamamakla birlikte yaygin bir etkiye sahip
olacagi bilinmektedir (Kaska vd.. 2006). Deniz kaplumbagalarinda cinsiyet tahmini ve
cinsiyet ayriminin yapilmasi ile ilgili calismalar yaklasik 35 yildir yapiliyor olmasina ragmen
tilkemizde bu konu ile ilgili c¢aligmalar 20 yil Oncesine dayanmaktadir. Deniz
kaplumbagalarinda cinsiyet ve cinsiyetin oraninin bilinmesi onlarin yasam Oykiisii i¢inde

popiilasyon dinamiginin belirlenmesi i¢in gerekli bir parametredir. Bununla birlikte yasam
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dongiileri i¢inde sicaklifa bagli cinsiyet degisimi (SCB) gostermelerinden dolayr kiiresel
iklim degisikliginden olumsuz etkilenebilirler ve bu var olan popiilasyonlar1 etkilemesinin
yaninda gelecekte ki popiilasyonu da etkileyebilir. Kiiresel iklim degisikligi sonucunda iireme
kumsallarinin cinsiyet oranlarinin bilinmesi tiirin gelecegi ve etkin koruma planinin ortaya
cikarilmasi i¢in Onemlidir. Ciinkii uzun donemli hayatta kalmalar1 hem disi hem de erkek
iretimine baghdir (Janzen, 1994). Diger siirlingenlerde oldugu gibi deniz kaplumbagalar
heteromorfik cinsiyet kromozomundan yoksun olup cinsiyetleri de yuva ¢evresinin sahip
oldugu fiziksel sartlardan sicakligin etkisi (SCB) ile sekillenmektedir ve cinsiyet ile kulugka
sicaklig1 arasinda Ki iligki, esik sicaklik derecesi ile karakterizedir (Kaska vd. 1998). Esik
sicaklik derecesi, esit oranda disi ve erkek bireylerin olugmasini saglayan sicakliktir.
Siirtingenlerde sicakliga bagl ti¢ tip cinsiyet degisimi goriilmektedir; 1-) Kulugka sicakligi
esik sicakligin altinda oldugu zaman erkek yavru olusumu (Deniz kaplumbagalari)
(Mrosovsky, 1994), 2-) Kulugka sicakligi esik sicakligin iistiinde oldugu zaman erkek yavru
olusumu (Kertenkele ve Amerikan timsahlar1) (Wagner, 1980), 3-) Kulugka sicakligi sadece
esik sicaklikta oldugu zaman erkek yavru olusumu (Leopar gekkolar ve timsahlar) (Gutzke ve
Paukstis, 1984). Yapilan arazi g¢alismalari dogal popiilasyonlarda yavru ve juvenil disi
cinsiyet oraninin 1:1’den (Wibbels vd., 1993) 9:1’e (disi:erkek) (Mrosovsky ve Provancha
1992) degistigini gostermektedir Yuva manipiilasyonlar1 yavrularin cinsiyet olusumunu
etkileyerek popiilasyon cinsiyet oranlarini degistirir. Cinsiyet oranlarini izlemek igin,
manipiile edilmis yuvalarda, yavrularin salinmadan Once cinsiyetlerinin tam olarak

belirlenmesi dogal cinsiyet oranlarinin korunmasi i¢in 6énemlidir (Hamann vd., 2010).

Deniz kaplumbagas1 yavrularinda cinsiyet belirlenmesi calismalarinda Diinya’da
degisik arastirmacilar tarafindan degisik metotlar ile arastiritlmistir. Bunlardan McCoy vd.
(1983) ve van der Heiden vd. (1985), Lepidochelys olivacae ve C. mydas tiirii deniz

kaplumbagas1 yavrularinda, dogrudan veya gliserin ile gonadlarin morfolojik yapisini
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gozlemleyerek, disi ve erkek yavru bireyler arasinda cinsiyet ayrimi yapmislardir. Bir bagka
cinsiyet ayirma ¢alismasi ise gonad histolojisi ile cinsiyet ayriminin yapilmasi olup en saglikli
cinsiyet ayrimi metodu olarak bilinmektedir ve bir¢ok arastirmaci tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir (Yntema ve Mrosovsky, 1980; Merchant-Larios vd., 1989; Godfrey ve
Mrosovsky, 2006). Kandaki plazma steroid yogunlugunun Radioimmunoassay (RIA) ile
Olclilmesi sonucunda cinsiyet tespiti yapmak deniz kaplumbaga yavrularinda son yillarda
yaygin olarak kullanilan bir metottur (Owens vd., 1978; Gross vd., 1995). Gonadlarin
dogrudan canli i¢inde gozlenmesi olarak bilinen laparoskopi, canli bireylerde ya da olii
bireylerde kullanimu ile ilgili arastirmalar mevcuttur. (van der Heiden vd., 1985; Valenzuela
vd., 2004). Michel-Morfin vd. (1995), Olive Ridley tiirii deniz kaplumbagasi yavrularinda
morfolojik olarak cinsiyet ayrimini arastirmislar ve karapas, plastron ve ylizgec
uzunluklarmin da iginde bulundugu 9 karakter yoniinden disi ile erkek yavrular arasinda
morfolojik farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Godley vd. (2002) deniz kaplumbagalarinin
erginlerine yonelik disi ve erkek bireyler arasinda morfolojik farkliklar1 ortaya koymus ve
erkeklerin disilere gore daha kiigiik oldugunu belirlemislerdir. Valenzuela vd. (2004) deniz
kaplumbagas1 olmayan tiirlerde disi ve erkek yavru bireyler arasinda geometrik morfolojik
farkliliklar1 aragtirmiglar ve her iki cinsiyet iginde karapas sekil benzerligi yoniinden 6nemli
farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Grossman vd. (2007), Brezilya kiyilarinda yetiskin disi
ve erkek yesil deniz kaplumbagalarinin morfolojik farkliliklarini arastirmiglar ve erkek
bireylerin disi bireylere gore daha kii¢iik oldugunu rapor etmislerdir. Ceriani ve Wyneken
(2008) deniz kaplumbagalarinda iireme sistemlerinin morfolojik karsilastirmasini yapmislar
ve ovaryumlarin testislere gore oransal olarak daha biiyiik oldugunu belirtmislerdir. Lubiana
ve Ferreira Junior (2009) Brezilya Banana Adasinda Podocnemis expansa kaplumbagasi
yavrularinda karapas sekil benzerligi yoniinden disi ve erkek yavrulari karsilagtirmiglar ve her

iki cinsiyet arasinda 6nemli farkliliklar belirlemislerdir.
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Cinsiyet tespitinde yukaridakilerden farkli bir yaklasim ise disi ve erkek yavru bireyler
arasinda ¢iplak gozle goriilmeyen morfolojik farkliliklarin olabilecegidir (Valenzuela vd.,
2004). Tipik olarak dogrusal dlgiimler alinmasi ve istatiksel farkliliklar ile disi ve erkek yavru
bireyler arasindaki bu farkliliklar1 ortaya koyulabilir (Valenzuela vd., 2004). Buna karsin bazi
arastirmacilar yavru ve geng kaplumbagalarda cinsiyet ayriminin yapilamamasinin en biiyiik
nedenini morfolojik farkliligin olmamasi ve bunun i¢in kullanilan bir teknigin bulunmamasi
olarak belirtmiglerdir (Lubiana ve Ferreira-Junior, 2009). Yavru bireyler arasinda morfolojik
yontem ile cinsiyet ayrimi L. olivecea deniz kaplumbagasi yavrularinda basariyla
kullanilmigtir (Michel-Morfin vd., 2001). Adi gegen bu ¢alismada her iki cinsiyet arasinda 9
morfolojik karakter bakamindan farklilik oldugu belirtilmistir. Benzer bulgular deniz
kaplumbagasi olmayan tiirler i¢inde bulunmustur. Valenzuela vd. (2004), Chrysemys picta ve
Podocnemis expansa tiirlerinde karapas sekil benzerligi yoniinden disi ve erkekleri
karsilastirmislar ve istatistiksel olarak 6nemli farklar bulmuslardir. Ancak deniz kaplumbagasi
olmayan bazi tiirlerde ise bu teknik kullanilamamistir (Burke vd., 1994; Hildebrand vd.,
1997). Yavrularda morfolojiye dayali cinsiyet ayriminin yapilmasi, verilerin analizi i¢in en iyi
istatistiksel yaklasimi tespit etmek ve morfolojik karsilastirmada en iyt metodu se¢cmek igin
onemlidir (Valenzuela vd., 2004). Siiriingenlerde yavrularin sahip oldugu biiytiklik, agirlik ve
vitellus miktar1 gibi karakterlerin kulucka cevresi ile iligkili olabilecegi ve kulugka cevresi,
disi ve erkek yavru bireylerin bu karakterlerine farkli etki yapiyor olabilecegi belirtilmistir
(Charnov ve Bull, 1977). Kulugka g¢evresinin manipule edilmesi sonucunda disi ve erkek
yavru bireylerin fenotipleri ile c¢evresel varyasyonlar arasinda bir interaksiyon olabilecegi
bilinmektedir. Reece vd. (2002), C. caretta yuvalarinda kulugka g¢evresinin, disi ve erkek
yavru bireylerin morfolojilerini farkli bir sekilde etkileyebilecegini belirtmislerdir. Disi ve
erkek yavru fenotipleri ile degisik cevresel etmenler (Sicaklik, nem vb.) arasinda bir etkilesim

bulunmaktadir (Reece vd., 2002). Glen vd. (2003) yapmis olduklar1 bir ¢alismada viicut



blytikliglniin kulugka sicakligindan etkilendigini vurgulamistir. Kulucka sicakligi cinsiyeti
belirledigi i¢in de (Yntema ve Mrosovsky, 1980) disi ve erkek yavru bireyler arasinda

morfolojik farkliliklar beklenebilir.

Bir¢ok alanda kullanilan geometrik morfometri, Orneklerin sahip oldugu sekilsel
farkliliklarin - belirlenmesi amaciyla, arastirmasi yapilan bireyler iizerindeki noktalarin
belirlenerek bilgisayar simulasyonlar1 ile bu noktalarin benzerlik ve farkliliklarinin ortaya
cikarilmasidir. Bu noktalarin isaretlenmesi i¢in biyolojik organizmalarda landmarklar
kullanilmakta ve formdan forma ger¢ek homolojiyi ifade etmektedirler. Landmark noktalari
yalnizca kendilerine ait lokasyonlara sahip olmamakla birlikte, arastirmada yer alan diger
formlarin her biriyle de ayn1 lokasyonlara sahiptirler (Bookstein, 1991). Landmark incelenen
objenin belirli bir 6zelligine uygun gelen iki veya ii¢ boyutlu uzayda bir noktadir (Lele ve
Richtsmeier, 2001). Landmarklar biiytikliik, sekil, dlcek ve oryantasyon ile ilgili gerekli
bilgileri sunmakta (Elewa, 2004) ve her bireyde ayni yerden se¢ilen homolog noktalar olup,
organizma iizerinde galisilacak bolgenin seklini betimleyebilecek sekilde ya da diger bir
deyisle sinirlariin birlesme ve ug¢ noktalarini gosterecek sekilde secilmektedir. Bu sekilde
klasik morfometriden farkli olarak bireyler arasinda sekilsel farkliliklar ortaya

cikarilabilmektedir.

Yavrularda cinsiyet belirleme i¢in ideal yontem; hizli, ekonomik, arazide
uygulanabilir, sadece 6lii yavrularda uygulanmayan, canli yavrularda ise yavruda en az strese
neden olanidir. Cinsiyet tayini i¢in yukarida anlatildigi gibi bir¢ok teknikler gelistirilmistir,
her birinin avantajli ve dezavantajli oldugu noktalar bulunmaktadir. Bu nedenle, teknik
secimi, finansal kisitlamalar ve mevcut teknik uzmanlar gibi faktorlerin yani sira izlenilen
arastirma sorusuna ve ihtiya¢ duyulan ¢6ziime dayali bir uzlasma gerektirmektedir (Mueller

ve Wolfenbarger, 1999). Mevcut tekniklerin yuva manipiilasyonu, agir invaziv uygulamalar,



Otenazi, uzun ve karmasik laboratuvar siiregleri ve pahali uygulamalar alternatif yontemler
gelistirilmesini motive etmektedir. Soruna ideal bir yaklasim sunan DNA parmak izi teknigi
olan ve Vos vd. (1995) tarafindan gelistirilmis AFLP’dir. AFLP teknigi ucuz, kolay, hizli bir
metot olup ayni anda yiizlerce anlamli genetik belirte¢ meydana getirmek i¢in kullanighdir
(Vos vd., 1995; Mueller ve Wolfenbarger, 1999; Basibiiyiik vd., 2000). Bu metot igin DNA
sekansinin 6nceden bilinmesine gerek yoktur. AFLP ile ayni1 anda birgok farklt DNA bdlgesi
taranabilir. Farkli bir ¢ok canli grubunda (bitki, hayvan, bakteri vb.) birbirine ¢ok yakin olan
ikiz tilirlerin ve hibrit tiirlerin teshisinde, populasyon yapis1 ve farklilasmalarinin
incelenmesinde tiir ve tiir alt1 seviyelerde, ebeveyn analizleri ve bireysel teshisler i¢cin AFLP
belirtegleri kullanishdirlar (Russell vd., 1997; Waugh vd., 1997; incirli vd., 2001; Innan vd.,
1999; Knorr vd., 2001; Li vd., 2002). AFLP ayrica ¢ok sayida farkli grupta cinsiyet belirleyici
marker olarak kullanigh oldugu bildirilmistir (Griffiths ve Orr, 1999; Felip vd., 2005). AFLP
teknigi, restriksiyon enzimlerle kesilen genomik DNA parcalarinin bir kisminin PZR ile secici
amplifikasyonuna dayanan bir metottur (Vos vd., 1995; Mueller ve Wolfenbarger, 1999;
Basibiiyiik vd., 2000). AFLP teknigi giicli ve giivenilirdir, ¢iinkii RFLP tekniginin
giivenirligi, PZR tekniginin giicii ile birlesmistir (Vos vd., 1995). Ideal olarak bu parmak izi
teknigi; sekans analizi, primer sentezi veya DNA problarinin karakterizasyonu agisindan
onceden arastirma yapilmasini gerektirmez (Vos vd., 1995). AFLP metodunun anahtar
ozelligi, genom {lizerinde rasgele dagilim gosteren bircok farkli DNA bdlgelerinin eszamanli
taramasini yapma kapasitesidir (Mueller ve Wolfenbarger, 1999). Hemen hemen sinirsiz
belirteg AFLP-PZR ile tiretildigi icin, (bir dizi degisik kombinasyonlarda primer kullanilarak)
her organizmanin genomundaki en kiiciik degisiklikler bile gozlenebilir. Tek niikleotid

degisikligi, poliakrilamid jelde veya otomatik genotipleyicilerle saptanabilir.

AFLP daha 6nce herhangi bir gen bolgesi iizerinden tanimlanmamis ve cinsiyet

olusumundan sorumlu olan olas1 gen bdlgelerinin tespitinde giivenilir bir alternatif sunar.
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Tim genom i¢inde dagilmis farkli bolgeleri es zamanl taranmasindan dolay1 kullanish bir
yoldur. AFLP ile cinsiyet belirleyici markerlarin taranmasi su sekilde gerceklestirilir: Erkek
ve disi bireylerden olusturulmus iki farkli DNA havuzundan farkli primer kombinasyonlari
kullanilarak AFLP fragmanlar1 ¢ogaltilir. Denatiire edici jelde goriintiilenen bant profilleri 3
farkli sekilde beklenir; (1) Her iki cinsiyette de olan, (2) sadece erkeklerde olan ve (3) sadece
disilerde olan. Sadece bir cinsiyette amplifiye olan fragmanlar o cinsiyete ait bir belirteg

olarak tanimlanir ve DNA dizi verileri olusturularak cinsiyet belirleyici 6zellikleri tartigilir.
Bu projenin amaci asagida maddeler halinde verilmistir;

. Gonad histolojisi ile cinsiyeti belirlenmis ve 6nceden morfolojik 6l¢iimleri
alinmig yesil deniz kaplumbagasi yavrularinin, disi ve erkek bireyleri arasinda Klasik

morfometri istatiksel analiz ile anlamli farkliliklarin olup olmadiginin test edilmesi,

. Gonad histolojisi ile cinsiyeti belirlenmis ve 6nceden dijital olarak fotograflar
cekilmis yesil deniz kaplumbagasi yavrularinin, disi ve erkek bireyleri arasinda geometrik

morfometri analizi ile aralarinda anlamli farkliliklarin olup olmadiginin test edilmesi,

. Gonad histolojisi ile cinsiyeti belirlenmis ve 6nceden doku 6rnegi alinmis yesil
deniz kaplumbagas: yavrulariin, disi ve erkek bireyleri arasinda DNA parmak 1zi teknigi

olan AFLP analizi ile anlamli farkliliklarin olup olmadiginin test edilmesi.



2. MATERYAL ve METOT
2.1. Proje Alani

Projenin arastirma alani, Yesil deniz kaplumbagalarinin 6nemli Yyuvalama
kumsallarindan olan Hatay ili Samandag kumsali ile Adana ili Yumurtalik Sugozii kumsalidir.
Samandag kumsali toplam 14 km uzunlugunda olup kumsal Kuzey - Giiney
dogrultusundadir. Kumsal Cevlik, Seyh-Hizir ve Meydan alt bolgeleri olmak iizere {i¢ alt
bolgeye ayrilarak arastirllmaktadir (Sekil 1). Yumurtalik Sugézii kumsalinin kumsal uzunlugu
toplam 3.4 km olup, batidan doguya dogru Akkum (1.4 km), Sugézii (1.0 km), Botas (0.6 km)
ve Hollanda (0.4 km) kumsallar1 olmak tizere dort alt bolgeden olusmaktadir (Sekil 1).
Birbirinden bagimsiz alt bolgelerde Akkum ile Sug6zii kumsallar1 arasinda 2,82 km, Sugdzii
ile Botas kumsallar1 arasinda 4,81 km mesafe bulunmaktadir. Botas ile Hollanda kumsallar1

arasinda ise 0,12 km gibi bir mesafe bulunmaktadir.
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Sekil 1. Samandag ve Sugézii Kumsallari (1: Akkum Kumsali 2: Sugozii Kumsali 3: Botas Kumsali 4: Hollanda Kumsali)
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2.2. Cinsiyet Tayini ve Gonad Histolojisi

Projenin temel hipotezini olusturan morfolojiye ve molekiiler analize dayali cinsiyet
tayini, onceden arazi ¢alismalari sirasinda ters yonelim gostermis ve yuva disinda yeni 6lmiis,
karapas bozulmasi olugsmamis, plastron kism1 diizgiin, egilme ve biikiilme olmamis yavrularin
toplanarak cinsiyetlerinin gonad histolojisi ile tespit etme fikrine dayanmaktadir. Kumsalda
Oli olarak bulunan ve yukarida belirtilen 6zelliklere sahip ve bozulma olmamis yavrular,
oncelikle geometrik morfometri analizi i¢in fotograflanmistir. Fotografi ¢ekilen her bireyin
klasik morfometri icin gerekli dlgiimleri alinmustir. Olgiimleri alman &rneklerin gonad
histolojisi i¢in bobrekleri gonadlar ile birlikte ¢ikarilmig ve formaldehit igerisine fikse
edilmistir. Bobrekleri ¢ikarilan 6rnegin sag 6n ylizgeci molekiiler analiz i¢in alinmis ve alkol
icerisine fikse edilmistir. Bu sekilde, dnceden hem morfolojik hem de molekiiler analiz igin
gerekli olan bilgiler elde edilmis ve toplanan yavru bireylerin cinsiyeti gonad histolojisi ile
tespit edilmistir. Cinsiyeti tespit edilen disi ve erkek Ornekler ayrilarak karsilastirmal
inceleme yapilabilmistir. Gonad histolojisi ile cinsiyet belirleme ¢alismasinda, fiksatifi
uzaklastirmak i¢in akan suda birakilan 6rnekler bu islem bittikten sonra yogunlugu derece
derece artan alkol serilerinden gecirilmis ve daha sonra kesik ucu asagiya gelecek sekilde
mikrotom ile 6 — 8 mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Ksilen banyosu ve hidrasyon
asamalarindan sonra; ¢ekirdegi 20-30 saniye Harris Hematoksilin ile boyanmis ve muslukta
yikandiktan sonra Eosin ile 20-30 saniye boyanmustir. Ksilen — Alkol serisinde 5 dakika
bekletildikten sonra dehidrasyon basamaklarindan gegirilmistir. Daha sonra kesitler lam
lizerine alinmis ve bir damla Entallen damlatilarak ve kesitleri kaplayacak biiyiikliikte hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde 45° aciyla lamelle kapatilip kurumaya birakilmistir. Histolojik

asamalar1 tamamlanan 6rnekler mikroskop altinda bagimsiz 3 uzman tarafindan incelenmistir.

11



Cinsiyetlerin birbirinden ayrimi Yntema ve Mrosovsky, (1980); Merchant-Larios vd. (1989);

Merchant-Larios, (1999) gore yapilmustir.
2.3. Klasik Morfometri Calismasi

Her iki iireme kumsalinin 2014, 2015 ve 2016 yili iireme sezonlarinda kumsalda
demorfe olmamis 6lii yavru kaplumbagalar toplanmistir. Toplam 255 6rnek toplanmis ve bu
orneklerin 158 tanesinden gonad histolojisi sonucu cinsiyet tayini yapilabilmistir. Cinsiyet
tayini sonucu toplam 12 erkek ve 146 disi birey tespit edilmistir. Dogrusal morfometri igin
her bir yavru kaplumbagadan alinan morfometrik 6l¢iimler asagida belirtilmis ve Sekil 2’de
gosterilmistir. Toplam 16 karakterin 6lglimii yapilmis ve bu karakterlerin birbirilerine orani
seklinde 20 oransal 6lglim yapilmistir. Bu sekilde toplam 36 karakterin dl¢iimii yapilmustir.
Dogrusal uzunluk ol¢timleri i¢in 0,1 mm hassasiyetinde milimetrik kumpas, egrisel uzunluk
Olctimleri icin elastik serit metre ve agirlik i¢in ise 0,1 g hassasiyetinde tart1 kullanilmistir.
Karakterlerin dl¢iimiinde daha 6nce uygulanan yontem kullanilmistir (Kamazaki ve Matsui,

1997; Ozdemir ve Tiirkozan, 2006).

Olgiimii yapilan karakterler; Dogru Karapas Boyu (DKB): Nukhal plakanin
ortasindan subrakaudal plakalarin ¢entigine kadar ki dogrusal uzunluk. Dogru Karapas Eni
(DKE): Karapasin en genis oldugu, sag ve sol marjinal plakalarin dis kenarindan gegen
dogrusal uzunluk. Egri Karapas Boyu (EKB): Nukhal plagin ortasindan subrakaudal
plakalarin ¢entigine kadar olan egri hattin uzunlugu. Egri Karapas Eni (EKE): Karapasin en
genis oldugu, sag ve sol marjinal plakalarin dis kenarindan gegen egri hattin uzunlugu. On
Yiizge¢ Uzunlugu (OYU): On yiizgeclerin humerus kemiginin omuz kemigine baglandig
noktadan en uzun parmak kemigi arasinda uzanan hattin uzunlugu. Ozellikle &l¢iim yapilirken
esnek olan yiizgecin seklinin bozulmamasina dikkat edilmistir. Her iki ©on yiizgeg

Olclilmiistir. Arka Yiizge¢ Uzunlugu (AYU): Arka yiizgeclerin femur kemiginin
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basnoktasindan en uzun parmak kemigi arasinda uzanan hattin uzunlugu. Ozellikle dl¢iim
yapilirken esnek olan yiizgecin seklinin bozulmamasina dikkat edilmistir. Her iki arka yiizgec
Olclilmiistiir. Toplam Kuyruk Uzunlugu (TKU): Plastronun bittigi yerin u¢ kismindan
kuyruk ucuna kadar uzanan hattin uzunlugu. Kloak - Kuyruk Ucu Uzunlugu (KKU):
Kloakin orta kismindan kuyruk ucuna kadar uzanan hattin uzunlugu. Plastron — Kloak Arasi
Uzunluk (PKU): Plastronun bittigi yerin u¢ kismindan kloakin orta kismina kadar uzanan
hattin uzunlugu. Viicut Derinligi (VD): Karapasin en yiiksek noktasindan plastrona paralel
uzanan dikey hattin uzunlugu. Bas Eni (BE): Basin en genis bolgesinde uzanan dogrusal
hattin uzunlugu. Bas Boyu (BB): Basin burun ucundan kafanin arka kisminda uzanan
supraoccipital kemigin son kisminin ¢ikinti yapti§i yer arasinda uzanan dogrusal hattin

uzunlugu. Bas Cevresi (BC): Basin en genis oldugu bolgenin dairesel uzunlugu.

Oransal karakterler; DKB/BE: Dogru karapas eninin bas enine orani. EKB/BE: Egri
karapas eninin bas enine orani. DKB/BB: Dogru karapas boyunun bas boyuna orani.
EKB/BB: Egri karapas boyunun bas boyuna orani. OYU/AYU: Her iki 6n yiizge¢in kendi
simetrisinde ki arka yiizgece orani. DKB/TKU: Dogru karapas boyunun toplam kuyruk
uzunluguna orani. EKB/TKU: Egri karapas boyunun toplam kuyruk uzunluguna orani.
DKE/TKU: Dogru karapas eninin toplam kuyruk uzunluguna orani. EKB/TKU: Egri
karapas eninin toplam kuyruk uzunluguna orani. AYU/TKU: Her iki arka yilizgecin toplam
kuyruk uzunluguna orani. AYU/KKU: Her iki arka yiizgecin kloak kuyruk ucu uzunluguna
orant. FLL/TTL: Her iki 6n ylizge¢ uzunlugunun toplam kuyruk uzunluguna orani.
DKB/KKU: Dogru karapas boyunun kloak kuyruk ucu uzunluguna orani. DKE/KKU: Dogru
karapas eninin kloak kuyruk ucu uzunluguna orani. EKB/KKU: Egri karapas boyunun kloak
kuyruk ucu uzunluguna orani. EKE/KKU: Egri karapas eninin kloak kuyruk ucu uzunluguna

orani.
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2.4. Geometrik Morfometri Calismasi

Toplam 10 disi ve 10 erkek yavru kaplumbaga kullanilmistir. Geometrik morfometri
icin U¢ viicut bolgesi (plastron, karapas ve kuyruk) kullanilmistir. Yavru kaplumbagalarin
belirli bir uzakliktan (23 cm) resimleri gekilip dijital ortama aktarilmistir. Her bir viicut
bolgesi i¢in 3-4 adet fotograf c¢ekilmistir. Landmarklar icin kullanilan resimler
fotograflanirken, ortamin 151k kalitesine, makinenin O6rnege paralel olmasina ve ayni
mesafeden fotograflanmasia ve Ornegin kum vb. maddelerden tam olarak temizlenmesine
0zen gosterilmistir. Ayrica karapas plak sapmasi gosteren veya herhangi bir {iyesi olmayan
orneklerin fotografi ¢ekilmemistir. Toplam 60 landmark tanimlanmig olup, bunlarin 36 tanesi
karapas tizerinde, 17 tanesi plastron iizerinde ve 7 tanesi kuyruk tizerindedir (Sekil 3). Her bir
ornegin landmarklar1 tpsDIG2 programinda isaretlenmistir (Rohlf, 2015). Daha sonra
landmarklar Microsoft Office metin belgesine aktarilmig, metin belgelerinde ki sayisal
koordinatlar MorpholJ (Klingenberg, 2011) paket programina aktarilarak istatistiksel analize
hazir hale getirilmistir. Paket programa aktarilan her bir veri seti i¢in, sliperimpozisyon,
translasyon, rotasyon ve skala degisiklikleri, Procrustes ile kaldirilmig (Rohlf ve Slice, 1990)
ve bir kovaryans matrisi olusturulmustur. Bu islemlerden sonra data setleri istatistiksel analize

hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3. Farkli viicut bdlgelerinden alinan landmark noktalari

2.5. Molekiiler Analiz Calismalari

Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Molekiiler ¢alismalarda kullanilan C. mydas doku ornekleri 2014-2015 {ireme
sezonunda toplanmistir (Cizelge 1). Doku ornekleri 6l yavrularin 6n sag yiizgeglerinden
steril bir makas yardimi ile alinmis ve dokular, DNA c¢alismalari igin, %96’lik etanol i¢inde
fikse edilerek saklanmistir. Laboratuvar ortamina getirilen orneklerin alkolleri periyodik
olarak degistirilerek oda kosullarinda saklanmaistir.

Cizelge 1. Molekiiler caligmada kullanilan C. mydas 6rnek bilgileri

Cinsiyet Yuva numarasi 2014 Yuva numarasi 2015
Disi S26, S29 S2,S7,S10
Erkek S5, S23 S1, S34
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Total Genomik DNA izolasyonu

Total genomik DNA izolasyonu, standart fenol-kloroform protein ¢oktiirme

protokoliinde (Hillis ve Moritz, 1990) baz1 iyilestirmeler yapilarak gergeklestirilmistir.

1. Ceker ocak altinda, alkolii uzaklastirilarak kurutulmus doku 6rneklerinden steril bir
makas yardimi ile 50 mg tartilarak etiketli temiz bir mikrosantrifiij tiipe aktarilir.

2. Tip igerisindeki doku tlizerine 500 uL STE (100 mM NacCl, 50 mM Tris ve 10 mM
EDTA, pH= 8.0) homojenizasyon tamponu ilave edilir. Doku, ince uglu, steril bir makas
yardimiyla STE tamponu igerisinde pargalanir.

3. Uzerine 25 uL proteinaz K (%10) ve 50 pL SDS (%10) eklenip, ara sira alt {ist
edilerek, 2 saat 55 °C’de inkiibe edilir.

4. Homojenat iizerine esit hacimde PCI (Fenol:Kloroform:izoamil alkol; 25:24:1)
eklenerek 10 dk alt iist edilerek inkiibe edilir. 12.800 g’de 5 dk santrifiij edilir. Mikropipetle
iist faz alinarak yeni bir tiipe aktarilir. Bu basamak tekrar edilir.

5. Ornek iizerine % 99 EtOH eklenerek, -20 °C’de yaklasik 30 dk bekletilir. Ornekler
12.800 g’de 1 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiirtiliir.

6. Alkol dokiilerek, tiiplerde kalan alkoliin buharlasmasi i¢in tiipler agz1 acik sekilde 37
°C’de kurumaya birakilir.

7. Pelet 100 puL 1xTE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 8.0) igerisinde ¢ozdiiriilerek,
-20 °C’de saklanur.

Genomik DNA’nin Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

Izolasyonu gerceklestirilen total genomik DNA 6rneklerinin konsantrasyon, saflik ve
kalitelerinin belirlenmesi, agaroz jel elektroforezi ile spektrofotomektrik yontemlerle

gerceklestirilmistir. DNA’nin konsantrasyonu ve safligit 260 ve 280 nm dalga boyundaki
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sogurumlar1 okunarak spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Okunan optik dansite (O.D.)

degerlerinden yararlanilarak asagidaki formiille DNA konsantrasyonu hesaplanmaistir:

CDNA =0.D. xS.K. x50

O.D. : Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri)
S.K. : Sulandirma katsayis1
50 : Cift iplikli DNA i¢in her absorbanstaki pg DNA miktar1
DNA’nin kalitesi ise % 0.8’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilenmistir (Sekil 4). Kantitesi ise bilinen bir DNA belirteci ile kiyaslanarak, tahmini

olarak belirlenmistir. DNA ¢6zeltileri, PZR uygulamalari i¢in 50 ng/uL’ye seyreltilmistir.

Sekil 4. Total genomik DNA agaroz jel (% 0.8) goriintiisii (Mavi etiketliler erkek bireyleri,

pembe etiketliler disi bireyleri temsil etmektedir. M: 100 bg)
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AFLP Reaksiyonu

AFLP fragmanlarinin DNA oOrneklerinden amplifikasyonunda Vos vd. (1995)
tarafindan gelistirilmis AFLP reaksiyon protokolii modifiye edilerek uygulanmistir.

AFLP reaksiyonu 3 adimda gerceklestirilmistir; (1) total genomik DNA’nin
sindirilmesi ve adaptorlerin ligasyonu, (2) olusan DNA pargalarinin se¢ici amplifikasyonu, (3)
secici olarak ¢ogaltilan DNA parcalarinin elektroforetik analizi.

Genomik DNA’nin Sindirilmesi

AFLP reaksiyonlarinin tamaminda erkek ve disi bireylere ait total genomik DNA
orneklerinden esit hacimlerde alinarak olusturulan havuzlar kullanildi. Genomik DNA (50
ng/ul) sindirim igin tizerine 10 U/uL EcoRIl ve Msel (Fermentas, MBI) restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ve 10 X Y*/TANGO tamponu (Fermentas, MBI; 33 mM Tris-asetat, 10
mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum asetat, 0.1 mg/mL BSA; pH: 7.9) karigtirilarak 3
saat 37°C’de inkiibe edildi. Sindirim sonrasi reaksiyon ortami 70°C’de 15 dk tutularak
enzimlerin inaktivasyonu saglandi.

Sindirimi gergeklestirilmis DNA fragmanlarinin iizerine, 1 pg/ul EcoRI adaptorii, 0.5
pg/ul. Msel adaptorii, 1 U/ul T4 DNA ligaz (Fermentas, MBI) ve 10x T4 DNA ligaz
tamponu (Fermentas, MBI; 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP
pH: 7.8; 25°C’de) eklendi. Karisim vortekslendi ve ¢ok kisa santrifiij edildi. Oda sicakliginda,
her saat bag1 karistirilarak 4 saat inkiibe edildi ve adaptorlerin ligasyonu gerceklestirildi.

Adaptorlerin hazirlanmasi

Calismada AFLP analizi i¢in primer ve adaptér olarak kullanilan biitiin
oligoniikleotidler HPLC saf olarak “Alpha DNA’dan” satin alind1.

Adaptorler, ayri oligoniikleotid zincirleri halinde satin alinarak laboratuvar ortaminda

bir araya getirildi. Adaptor karigimlari asagida verildigi oranlarda PZR tiipleri igerisinde
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hazirlanarak 65°C’de 10 dk, 37°C’de 10 dk ve 25°C’de 10 dk tutuldu ve Kullanilmak tizere -
20°C’de saklandi.
EcoRI adaptor (120 ligasyon i¢in)
v EcoRI-i oligoniikleotid (1 pg/uL) 3.4 uL
v EcoRI-ii oligoniikleotid (1 pg/uL) 3.0 uL
v' 10x tampon Y*/TANGO (Fermentas, MBI) 6.0 puL
v' dH,0 107.6 uL
Msel adaptor (120 ligasyon icin)
v Msel-i oligoniikleotid (0.5 pg/uL) 64 puL
v Msel-ii oligoniikleotid (0.5 pg/uL) 56 puL
v' 10x tampon Y*/TANGO (Fermentas, MBI) 7.0 pL
v dH,O 3 uL
Ligasyon i¢in kullanilan adaptorlerin DNA dizileri asagida verildigi gibidir:
v EcoRl:

5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA -5
v Msel:

5'- GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT -5

Sindirilmis DNA Fragmanlarinin Secici Amplifikasyonu
Kompleks genomlarin AFLP parmakizi analizi iki basamakli bir amplifikasyon
gerektirir (Vos vd., 1995). Ilk basamag1 olusturan preamplifikasyon {iriinii ikinci basamagi

olusturan segici amplifikasyon i¢in kalip DNA olarak kullanilir.
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Preamplifikasyon
Preamplifikasyon tek bir seg¢ici niikleotide sahip oligoniikleotid ¢ifti kullanilarak
calisir (Vos vd., 1995). Calismada kullanilan her iki preamplifikasyon primerine ait DNA
dizileri asagida gosterilmistir:
v" EcoRI + A oligoniikleotid;
5'-GAC TGC GTACCAATT CA
v" Msel + C oligoniikleotid;

5- GAT GAG TCC TGA GTAAC

Sindirilmis ve adaptorler baglanmis DNA ¢ozeltisi, 10x PZR [Fermentas, MBI; 100
mM Tris-HCI (pH: 8.8, 25°C’de) tamponu, 500 mM KCI, 0.8% Nonidet P40] tamponu, 5
U/uL Taq polimeraz (Fermentas, MBI), 100 uM dNTP mix (Fermentas, MBI), 25 mM MgCl,
(Fermentas, MBI), 50 ng/uL. ECORI+A oligo ve 50 ng/ul. Msel+C oligo iceren ¢dzelti, son
hacmi distile su ile 20 ulL’ye tamamlanarak DNA amplifiye edildi. PZR (Stuart, UK)
makinesi amplifikasyon igin; denatiirasyon 94°C’de 1 dk, annealing (primer baglanmasi)
56°C’de 1 dk ve extension (primerlerin uzamasi) 72°C’de 1 dk. 26 dongii siirecek sekilde
ayarlandi. Preamplifikasyon iirlinii 5 kat seyreltildi ve secici amplifikasyona kalip olarak
kullanilmak tizere +4°C’de saklanda.

Secici Amplifikasyon

AFLP se¢ici amplifikasyon primerleri 3 kisimdan olusur: cekirdek sekans, enzim
spesifik sekans (ENZ) ve segici uzatma (extension) (EXT) (Vos vd., 1995).

CORE ENZ EXT
EcoR 15'- GAC TGC GTA CC AATT CNNN -3

Mse | 5'- GAT GAG TCC TGA G TAA NNN -3'
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Calismada EcoRIl ve Msel primerleri rastgele ikili kombinasyonlar seklinde secilerek

kullanild: (Cizelge 2).

Cizelge 2. Calismada kullanilan primer kombinasyonlar1 ve dizileri

EcoRI*-P1 |5-GAC TGC CTA CCAATT CACC-3
EcoRI*-P2 |5-GAC TGC CTA CCAATT CACG-3'
EcoRI*-P3 |5-GAC TGC CTACCAATTCATT-3
EcoRI-P4 5-GAC TGC CTACCAATT CA AA-3 Msel-P1 |5-GAT GAG TCC TGA GTA AC AC-3'
EcoRI-P5 5-GACTGC CTACCAATT CAAT-3 Msel-P2 |5-GAT GAG TCC TGAGTA AC TG-3'
EcoRI-P6 5-GAC TGC CTACCAATT CAAG-3 Msel-P3 |5-GAT GAG TCC TGA GTA AC TA-3'
EcoRI-P7 5-GAC TGC CTACCAATT CACA-3 Msel-P4 |5-GAT GAG TCC TGA GTA AC GC-3'
EcoRI-P8 5-GACTGC CTACCAATTCATC-3 Msel-P5 |5-GAT GAG TCC TGA GTA AC GA-3'
EcoRI-P9 5-GAC TGC CTACCAATT CATA-3
EcoRI-P10 |5-GAC TGC CTA CCAATT CAGC-3'
EcoRI-P11 |5-GAC TGC CTACCAATT CAGT-3

Preamplifikasyon iirlinti, 5 kat sulandirilarak secici amplifikasyon i¢in kalip DNA olarak
kullanildi. Preamplifiye DNA, 10x PZR (Fermentas, MBI; 100mM Tris-HCI (pH: 8.8, 25°C’de),
500mM KCl, 0.8% Nonidet P40) tamponu, 5 U/uL Taq polimeraz (Fermentas, MBI)) tamponu,
100 uM dNTP mix (Fermentas, MBI), 25 mM MgCl, (Fermentas, MBI), 50 ng/uL. ECORI+ANN
oligo ve 50 ng/uL. Msel+CNN oligo iceren ¢ozelti son hacmi distile su ile 20 uL.’ye tamamlanarak
amplifiye edildi. Amplifikasyon i¢in; denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye, primer baglanmasi
60°C’de 30 saniye ve primerlerin uzamasi 72°C’de 2 dk, primer baglanma sicakligi her bir
dongiide 0.7 °C azaltilarak, 12 dongii; denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye, primer baglanmasi 56
°C’de 30 saniye ve primerlerin uzamast 72 °C’de 1 dk 23 dongii boyunca iki asamada

gerceklestirildi.

AFLP Fragmanlarinin Elektroforetik Analizi
AFLP fragmanlarinin PAGE analizi, etiketli (15) ve etiketsiz (40) oligoniikleotid

kombinasyonlar1 kullanilarak iki farkli sekilde gerceklestirildi.
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Ilkinde, 40 farkli etiketsiz primer kombinasyonu ile elde edilen secici amplifikasyon
tirtinleri tizerine 8 puL yiikleme tamponu (% 98 deiyonize formamid, ksilen siyanol FF, Bromfenol
blue, 0.5 M EDTA, pH: 8.0) eklenerek 90 °C’de 4 dk denatiire edildi ve daha sonra buz {lizerinde
hizl bir sekilde sogutuldu. Boya eklenmis PZR f{irtinleri, 1XTBE tamponu (10xTBE 0.089 M Tris,
0.089 M Borik asit ve 0.011 M EDTA, pH: 8.3) iginde, %_6’lik denatiire edici poliakrilamid jele
yiklendi. Jel matrisi % 40 akrilamid-bisakrilamid (19:1 akrilamid:bisakrilamid), 10xTBE
tamponu, 7.5 M iire kullanilarak hazirlandi. Vakum pompasi yardimiyla 10 dk ¢6zeltinin gazi
uzaklastirildi. Jel ¢ozeltisine % 10’luk APS ve TEMED eklenerek jel “ThermoEC160 DNA
sequencing system”, 35 x 45 cm jel aparati kullanilarak dokiildi. 4.5 - 6 pL 6rnek yiiklendi.
Elektroforez; “ThermoEC4000P (4000 V, 300mA, 300 W)” gii¢ kaynagi kullanilarak 75 W’ta 2
saat 20 dk ila 2 saat 50 dk uygulandi.

Jel, %10’luk glasiyel asetik asit igerisinde, karistirilarak 30 dk fikse edildi. Distile su ile 3
kez 3’er dk karistirilarak yikandi. Boyama ¢ozeltisi (% 0.1 AgNOgs, % 0.15 formaldehit- % 37)
icinde 45 dk karistirilarak boyandi. Jel distile su i¢ine batirilip ¢ikarildi. Distile sudan gegirilen jel
gelistirici ¢ozelti (% 3 Na,COg3, % 0.15 formaldehit- % 37, 400 puL sodyumtihosiilfat-10 mg/mL)
icerisinde bant gelisimi gozleninceye kadar karistirildi. Bant olusumu tamamlandigi sirada
gelistirici ¢oOzeltisinin lizerine fiksatif ¢ozeltisi eklendi. Kararmanin durmasi i¢in 15 dk
beklendi. Jel distile su ile yikandi, kurutuldu ve bantlarin okunmasi i¢in strecfilm ile
paketlendi. Disi ve erkek bant profilleri arasinda farkliliklarin olup olmadigi gozle kontrol

edildi.
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Sekil 5. Etiketsiz primerler kullanilan segici amplifikasyon {irlinlerinin native jel
gorlntiileri (Primer ¢iftleri soldan saga dogru Msel-1/EcoRI-6, Msel-2/EcoRI-7, Msel-
3/EcoRI-8, Msel-4/EcoRI-5, Msel-5/EcoRI-4, Msel-1/EcoRI1-10, Marker: 50 bg).

Diger bir ¢alismada ise secici amplifikasyon i¢in floresans etiketli primerler igeren 15
farkli; oligoniikleotid kombinasyonu denendi. Islemin basarili olup olmadigi denatiire edici
olmayan poliakrilamid jelde (native PAGE) (%40 Akrilamid-Bisakrilamid, 1xTris-Borik Asit-
EDTA, %10 Amonyumpersiilfat, TEMED) yiritiilerek, giimiis boyamayla goriintiilendi.
Zayif calisan primerler optimize edildi. Bu islemlerin ardindan hizmet alimi yoluyla
Macrogen Europa firmasinda fragment analizi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar (.fsa
dosyalar1) Geneious 7.0 programi kullanilarak agildi. Jel goriintiisii ve pikler (Sekil 6)

karsilastirilarak disi ve erkek bant profilleri arasinda farkliliklarin olup olmadigina bakildi.
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Sekil 6. Floresans boya etiketli ECORI segici primerleri ile g¢ogaltilmis AFLP

fragmanlari a) jel goriintiisii, b) pikler.

2.6. Verilerin Analizi

Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi “Levene Statistic” ile test edilmis ve
verilerin normal dagilim gosterdigi bulunmustur (P > 0,05). Klasik morfometri analizinde

cinsiyetler arasi1 morfometrik karakterlerin ¢oklu istatistiksel Onem diizeylerinin
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karsilastirilmasinda ¢oklu varyans analizi (MANOVA) kullanilmistir. Morfometrik karakterin
cinsiyete gore ayrilip ayrilmadigi Ayrime1 Fonksiyon Analizi (DFA) ile test edilmis ve bu test
ile kendi orijinal guruplarina gére smiflandirilma yapilmistir. Ayni1 zamanda veriler Temel
Bilesenler Analizine (PCA) tabi tutulmus ve verilerin sekilsel goriiniimiinde birinci ve ikinci
temel bilesenler kullanilmistir. Geometrik morfometri analizinde, Genel Procrustes Analiz
(GPA) uygulanmistir. Cinsiyetlerin sekilsel farkliliklarin karsilastirilmasinda Procrustes
ANAVO testi yapilmis, bu farkliliklarin istatistiksel olarak ayrilip ayrilmadigi Ayrimci
Fonksiyon Analizi ile test edilmistir. Ayrica Temel Bilesenler Analizi ile sekilsel goriiniim
elde edilmis ve bunun i¢in ilk iki Temel Bilesen kullanilmistir. Klasik morfometrik testleri
SPSS 17.0 ile analiz edilmis, geometrik morfometri analizi MorphoJ 1.02d ile analiz
edilmistir. Tanimlayici istatistikler ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerler olarak gosterilmistir. Erkek ve disi yavru bireylerin karsilatirlmasi yapilirken
dogrusal morfometri i¢in, gonad histolojisi sonucu erkek olarak tespit edilen 12 bireye
karsilik disi bireylerden rastgele 12 birey secilmis ve cinsiyetler arasi esit birey sayist ile
calistlmistir. Ayrica geometrik morfometri analizi i¢in cinsiyet tespiti yapilan 12 erkek
bireyden 2’sinin fotografi olmadigi i¢in 10 erkek ve rastgele se¢ilmis 10 disi birey ile

karsilatirma yapilmistir. Her iki analiz i¢in rastgele secilen disiler aynidir.

3. BULGULAR

3.1. Klasik Morfometri

Her iki tireme kumsalinda gonad histolojisi sonucu cinsiyeti belirlenen 12 erkek ve 12
disi bireylerden alinan Olclimler ve onlarin birbirlerine oranlarinin tanimlayict istatistigi

Cizelge 3’ te gosterilmistir.
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Cizelge 3. Dogrusal morfometri i¢in Olglimii alinan ve birbirlerine oranlanan

karakterlerin tanimlayici istatistigi

Karakter Cinsiyet N Ortalama SD Min Max
DKB Erkek 12 4,53 0,21 4,20 4,90
Disi 12 4,45 0,29 3,70 4,90
Toplam 24 4,49 0,25 3,70 4,90
DKE Erkek 12 3,48 0,25 3,00 3,90
Disi 12 3,55 0,36 2,90 4,50
Toplam 24 3,52 0,30 2,90 4,50
EKB Erkek 12 4,80 0,28 4,10 5,10
Disi 12 4,90 0,35 4,60 5,90
Toplam 24 4,85 0,32 4,10 5,90
EKE Erkek 12 4,00 0,14 3,80 4,30
Disi 12 4,01 0,09 3,90 4,20
Toplam 24 4,00 0,12 3,80 4,30
oyYu Erkek 12 4,33 0,83 3,46 6,50
Disi 12 4,21 0,33 3,67 4,90
Toplam 24 4,27 0,62 3,46 6,50
AYU Erkek 12 2,41 0,30 1,81 2,90
Disi 12 2,46 0,21 2,10 2,90
Toplam 24 2,44 0,25 1,81 2,90
TKU Erkek 12 1,23 0,22 0,92 1,60
Disi 12 1,31 0,25 0,90 1,70
Toplam 24 1,27 0,23 0,90 1,70
PKU Erkek 12 0,73 0,22 0,50 1,20
Disi 12 0,83 0,19 0,50 1,20
Toplam 24 0,78 0,20 0,50 1,20
KKU Erkek 12 0,49 0,12 0,27 0,70
Disi 12 0,48 0,12 0,35 0,80
Toplam 24 0,49 0,12 0,27 0,80
VD Erkek 12 1,61 0,18 1,30 2,00
Disi 12 1,73 0,17 1,40 2,00
Toplam 24 1,67 0,18 1,30 2,00
BB Erkek 12 2,03 0,09 1,90 2,20
Disi 12 2,14 0,19 2,00 2,70
Toplam 24 2,09 0,15 1,90 2,70
BE Erkek 12 1,45 0,08 1,30 1,60
Disi 12 1,41 0,08 1,30 1,60
Toplam 24 1,43 0,08 1,30 1,60
BC Erkek 12 4,92 0,21 4,50 5,20
Disi 12 4,91 0,09 4,70 5,00
Toplam 24 4,92 0,16 4,50 5,20
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AGIRLIK Erkek 12 16,94 2,41 15,00 22,40
Disi 12 17,80 2,31 13,50 20,60
Toplam 24 17,37 2,35 13,50 22,40
DKE/BE Erkek 12 2,40 0,14 2,20 2,60
Disi 12 2,52 0,27 2,10 3,20
Toplam 24 2,46 0,22 2,10 3,20
EKE/BE Erkek 12 2,76 0,18 2,50 3,10
Disi 12 2,86 0,18 2,40 3,20
Toplam 24 2,81 0,19 2,40 3,20
DKB/BB Erkek 12 2,21 0,10 2,00 2,40
Disi 12 2,10 0,24 1,40 2,30
Toplam 24 2,15 0,19 1,40 2,40
EKB/BB Erkek 12 2,35 0,15 2,20 2,70
Disi 12 2,30 0,25 1,70 2,80
Toplam 24 2,32 0,20 1,70 2,80
OYU/AYU Erkek 12 1,80 0,21 1,50 2,40
Disi 12 1,72 0,12 1,60 2,00
Toplam 24 1,76 0,17 1,50 2,40
DKE/TKU Erkek 12 2,90 0,51 2,20 3,90
Disi 12 2,80 0,66 2,10 3,80
Toplam 24 2,85 0,58 2,10 3,90
DKB/TKU Erkek 12 3,77 0,61 2,90 5,00
Disi 12 3,51 0,80 2,80 5,10
Toplam 24 3,64 0,71 2,80 5,10
EKE/TKU Erkek 12 3,32 0,55 2,50 4,30
Disi 12 3,17 0,69 2,40 4,60
Toplam 24 3,25 0,61 2,40 4,60
EKB/TKU Erkek 12 3,99 0,69 3,00 5,30
Disi 12 3,84 0,80 2,90 5,60
Toplam 24 3,91 0,74 2,90 5,60
AYU/TKU Erkek 12 2,00 0,25 1,60 2,50
Disi 12 1,92 0,35 1,50 2,70
Toplam 24 1,96 0,30 1,50 2,70
AYU/KKU Erkek 12 5,08 1,03 3,80 6,70
Disi 12 5,31 1,10 3,40 7,30
Toplam 24 5,20 1,05 3,40 7,30
OYU/TKU Erkek 12 3,55 0,56 2,80 5,00
Disi 12 3,27 0,51 2,50 4,30
Toplam 24 3,41 0,55 2,50 5,00
DKB/KKU Erkek 12 9,74 2,88 6,60 16,90
Disi 12 9,63 2,21 5,90 13,40
Toplam 24 9,68 2,51 5,90 16,90
DKE/KKU Erkek 12 7,50 2,30 5,00 13,20
Disi 12 7,70 1,92 4,50 11,30
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Toplam 24 7,60 2,08 4,50 13,20

EKB/KKU Erkek 12 10,29 3,04 7,10 18,10
Disi 12 10,64 2,70 6,10 14,80
Toplam 24 10,46 2,82 6,10 18,10
EKE/KKU Erkek 12 8,58 2,46 5,70 14,80
Disi 12 8,71 2,01 5,00 12,00
Toplam 24 8,65 2,20 5,00 14,80

Cinsiyetlerin 6l¢imii yapilan ve oranlanan karakterler bakimindan ¢oklu karsilastirma
(MANOVA) ile onemlilik diizeyi karsilastirilmasi yapildiginda cinsiyetler arasinda anlamli
bir farklilik bulunamamistir (Wilks” Lambda=0,106, df=21, P=0,215). Ayrica, cinsiyetler
aras1 karakterlerin istatistiksel olarak Onemlilik diizeylerinin tek yonlii varyans analizi ile
(ANOVA) Kkarsilastirlmasinda tiim morfolojik karakterler istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermemistir (P > 0,05). Disi ve erkek bireylerin sahip oldugu -36 morfolojik
karakter, cinsiyetler arasi ayrimci fonksiyon analizinde (DFA) capraz dogrulama (Cross-
validated Test) ile siniflandirma istatistigine tabi tutulmus ve birbirlerine benzerlik oranlar
bulunmugtur. Bu test sonucunda, erkek bireyler % 33,3 oranla kendi gurubuna dogru
simiflandirilirken, disi bireyler % 41,7 ile kendi gurubuna dogru siniflandirilmistir. Toplamda
tim guruplar % 37,5 oraninda benzerlik gostermistir. Kanonik ayrimer fonksiyon analizi
sonucu cinsiyetler % 95 giiven aralikli elips grafiginde ayrilma gdstermemis ve iist iiste

kiimelenmistir (Sekil 7).
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DF 2 .

DF 1

Sekil 7. Cinsiyetlerin % 95 giiven aralikli kanonik ayrimci fonksiyon analizinde

sekilsel goriintimii

Olgiimii yapilan ve oranlanan karakterler temel bilesenler analizine (PCA) tabi
tutulmus ve degiskenlerin daha az sayida ve bu degiskenlerin dogrusal bileseni olan yeni
degiskenler ile ifade edilmesi ve gorsellesmesi saglanmistir. Temel bilesenler analizi sonucu 7
temel bilesen elde edilmistir. Temel bilesenlerin sahip oldugu varyasyon yiizdelerine
bakildiginda, toplam varyansin % 30,7°si birinci temel bilesende (PC1), % 18,1°1 ikinci temel
bilesende (PC2) toplanmistir. Boylece ilk iki temel bilesen, toplam varyansi tek basina % 48,8
oraninda agiklamistir. Temel bilesenler analizi altinda degiskenler rotasyona tabii tutulduktan

sonra degerleri Cizelge 4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4. Degiskenlerin rotasyona tabii tutulduktan sonra temel bilesenler altindaki

degerleri (Rotasyon=Varimax, Kaiser normalizasyon)

PC1 PC2 PC3 PC 4 PC5 PC6 PC 7
EKE/TKU 0,931 0,291 -0,035 -0,182 -0,047 0,014 0,060

PKU -0,920 0,263 0,091 0,228 -0,042  -0,050 0,074
EKB/TKU 0,912 0,369 -0,070 0,021 0,023 -0,037 0,048
TKU -0,907  -0,257 0,059 0,294 0,011 -0,010 0,051

AYU/TKU 0,904 0,037 0,068 0,149 0,069 -0,125 -0,234
DKB/TKU 0,902 0,324 -0,178 -0,056 0,096 -0,125 0,044
DKE/TKU 0,855 0,321 0,326 -0,136 0,104 -0,056  -0,089
OYU/TKU 0,775 0,011 -0,034 0,170 0,118 0,527 -0,141
EKB/PKU 0,161 0,969 0,019 0,080 -0,027  -0,019 0,087
DKB/PKU 0,202 0,956 -0,085 0,001 0,032 -0,076 0,098
EKE/PKU 0,225 0,953 0,052 -0,108 -0,059 0,011 0,111
KKU -0,171  -0,933  -0,042 0,173 0,093 0,066  -0,028
AYU/KKU 0,029 0,920 0,153 0,203 -0,030 -0,112  -0,087
DKE/PKU 0,173 0,918 0,329 -0,038 0,025 -0,026  -0,023
BB -0,009 0,140 0,902 -0,151 0,082  -0,087 0,213
DKE -0,054 0,062 0,870 0,296 0,212  -0,044 -0,099
DKB/BB -0,063  -0,097  -0,800 0,461 0,090 -0,010 -0,033
DKE/BE -0,202 0,120 0,800 0,138 -0,374  -0,092 -0,134

EKB -0,112 0,192 0,025 0,831 0,031 0,065 0,219
EKB/BB -0,062 0,038 -0,611 0,707 -0,128 0,160  -0,053
AYU -0,340  -0,439 0,215 0,699 0,080 -0,085 -0,180
DKB -0,036 0,005 -0,380 0,639 0,310 -0,208 0,312
EKE/BE -0,041 0,032 0,037 0,068 -0,952 0,022 0,254
BE 0,174  -0,102 0,045 0,203 0,914 0,119 0,052
OYU/AYU -0,061 -0,006 -0,128 0,003 0,102 0,924 0,113
oYU -0,296  -0,348 0,044 0,549 0,132 0,631  -0,090
BC -0,091 0,245 0,237 0,243 0,322 -0,554 0,320
VD -0,197 0,008 -0,257 -0,055 -0,123  -0,332 0,701
EKE 0,159  -0,039 0,251 0,418 -0,214 0,308 0,668

AGIRLIK  -0,361 0,336 0,200 0,143 -0,004 0,140 0,602

Ozellikle hem dogru hem de egri karaps boyu ve eninin ve her iki yiizgecinde toplam

kuyruk uzunluguna orani birinci temel bilesen altinda agirlik gostermistir. Bununla birlikte,
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hem dogru hem de egri karapas boyu ve eninin plastron-kloak arasi uzunluga (PKU) oranlari
ikinci temel bilesende altinda toplanmistir. Morofolojik Kkarakterlerin birbirleri ile
korelasyonlar1 sonucu degiskenlerin azaltilarak temel bilesenler altinda toplanmasi sonucu,
kuyruk uzunluklar1 ve bunlarin karapas ve ylizgece oranlarinin diger morfolojik karakterlere
gore daha onemli oldugu gorilmiistir. Bu korelasyonlar morfolojik karakterlerin temel

bilesenler analizi sonucu vektorel gorniimlerinde agikga goriilmektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Morfolojik karakterlerin temel bilesenler analizi sonucu vektorel dagilimi
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3.2. Geometrik morfometri

Her iki tireme kumsalindan 10 erkek ve rastgele secilmis 10 disi 6rnek {i¢ farkl

viicut bolgesinden geometrik morfometri analizine tabi tutulmustur. Her ti¢ viicut bolgesinden

toplam 60 landmark belirlenerek cinsiyetler arasi geometrik morfometri bakimindan anlamli

farkliliklarin olup olmadigi test edilmistir. Karapas i¢in sadece 5 erkek ve 6 disinin karapas

fotografi ¢ekildiginden 11 birey karsilastirilmistir. Karapastan alinan toplam 36 landmarkin

dagilimi Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9. Disi ve erkek bireylerde karapasta secilen landmarklarin dagilimi

Her iki cinsiyetteki landmark noktalar1 Procrustes Shape ANOVA analizinde anlaml

farklilik gdstermemistir (F=0,89, df=68, P=0,7204). Ayrimci fonksiyon analizi sonucu
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cinsiyetler ayrilma gostermemis (P = 0,99) ve g¢apraz dogrulama (Cross-validated Test) ile
smiflandirma testinde her cinsiyet ortalama % 40,3 oraninda kendi gurubuna benzerlik
gostermistir. Erkek bireyler kendi gurubuna % 20 oraninda benzerlik gosterirken, disi bireyler
kendi gurubuna % 66,6 oraninda benzerlik gostermektelerdir. Karapas tizerinden landmark
segme yontemiyle yapilmis olan temel bilesenler analizinde, toplam 9 temel bilesen
iiretilmistir. Ik temel bilesen toplam varyansin % 50’sini agiklarken ikinci temel bilesen
toplam varyansin % 14’linli aciklamaktadir. Bu sekilde ilk iki temel bilesen toplam varyansin
% 64’tnii agiklamaktadir. Ancak, toplam varyan yiiksek oranda olmasina ragmen, % 95
giiven aralikli elipstik sekil grafiginde cinsiyetler ayrilmamis ve {ist {iste kiimelenmistir (Sekil
10). Ayn1 sonug kanonik varyasyon analizinde de (CVA) ortaya ¢ikmis ve cinsiyetler karapas

landmark noktalar1 bakimindan ayrim gostermemistir.

-0,03

Principal component 2

-0,06 T T T T T T T !
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 010 012

Principal component 1

Sekil 10. Temel bilesenler analizi sonucu erkek ve disi bireylerin karapas

landmarklarinin % 95 giiven aralikli elipstik sekil grafigi

Geometrik morfometri analizi i¢in plastrondan fotograflanan ve cinsiyeti belirlenen

10 disi ve 10 erkek bireyin landmark dagilimi Sekil 11°de gisterilmistir. Cinsiyetler,

34



plastrondaki landmark dagilima gore Procrustes Shape ANOVA analizinde anlamli farklilik

gostermemistir (F=0,29, df=30, P=0,5956).
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Sekil 11. Disi ve erkek bireylerde plastronda se¢ilen landmarklarin dagilimi

Ayrimer fonksiyon analizi sonucu cinsiyetler ayrilma gostermemis (P = 0,95) ve
capraz dogrulama (Cross-validated Test) ile siniflandirma testinde her cinsiyet ortalama % 45
oraninda kendi gurubuna benzerlik gostermistir. Erkek bireyler kendi gurubuna % 20
oraninda benzerlik gosterirken, disi bireyler % 70 oraninda benzerlik gostermektelerdir.
Plaston {izerinden landmark se¢gme yontemiyle yapilmis olan temel bilesenler analizinde,
toplam 19 temel bilesen iiretilmistir. Ilk temel bilesen toplam varyansin % 22,5’ini agiklarken
ikinci temel bilesen toplam varyansin % 21,7’sini agiklamaktadir. Bu sekilde ilk iki temel
bilesen toplam varyansin % 43,2’sini agiklamaktadir. Ancak, ilk iki temel bilesen altinda %

95 giiven aralikli elipstik sekil grafiginde cinsiyetler ayrilmamis ve iist iiste kiimelenmistir

35



(Sekil 12). Ayn1 sonug¢ kanonik varyasyon analizinde de (CVA) ortaya ¢ikmis ve cinsiyetler

plastron landmark noktalar1 bakimindan ayrim gostermemistir.
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Sekil 12. Temel bilesenler analizi sonucu erkek ve disi bireylerin plastron

landmarklarinin % 95 giiven aralikl elipstik sekil grafigi

Disi ve erkek bireylerin kuyruklarindan alinan toplam 7 landmarkin dagilimi sekil
13’te gosterilmistir. Cinsiyetler, kuyruktaki landmark dagilima gore Procrustes Shape

ANOVA analizinde anlamli farklilik géstermemistir (F=1,72, df=10, P=0,08).
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Sekil 13. Disi ve erkek bireylerde kuyrukta secilen landmarklarin dagilimi

Ayrimct fonksiyon analizi sonucu cinsiyetler ayrilma gostermemis (P = 0,58) ve
capraz dogrulama (Cross-validated Test) ile siniflandirma testinde her cinsiyet ortalama % 55
oraninda kendi gurubuna benzerlik gostermistir. Erkek bireyler kendi gurubuna % 60
oraninda benzerlik gosterirken, disi bireyler % 50 oraninda benzerlik gostermektelerdir.
Kuyruk tizerinden landmark se¢me yontemiyle yapilmis olan temel bilesenler analizinde,
toplam 10 temel bilesen iiretilmistir. Ilk temel bilesen toplam varyansin % 51,7’sini
aciklarken ikinci temel bilesen toplam varyansin % 22,5’ini agiklamaktadir. Bu sekilde ilk iki
temel bilesen toplam varyansin % 74,3’linli agiklamaktadir. Ancak, ilk iki temel bilesen
altinda % 95 giliven aralikli elipstik sekil grafiginde cinsiyetler ayrilmamis ve iist iiste
kiimelenmistir (Sekil 14). Ayni1 sonug¢ kanonik varyasyon analizinde de (CVA) ortaya ¢ikmis

ve cinsiyetler plastron landmark noktalari bakimindan ayrim gostermemistir.
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Sekil 14. Temel bilesenler analizi sonucu erkek ve disi bireylerin kuyruk

landmarklarinin % 95 giiven aralikli elipstik sekil grafigi
3.3. Molekiiler Analiz

Calisma kapsaminda toplamda 55 farkli primer cifti kullanilarak yapilan AFLP analizi
sonucunda disi ve erkek C. mydas ornekleri arasinda herhangi bir bant (fragman) farkliligina
rastlanmadi. Disi ve erkek cinsiyetlerine ait AFLP bant profilleri arasinda farklilik
gorilmemesi c¢alisilan primer ¢iftlerine ait bir cinsiyet belirteci olmadigi anlamina

gelmektedir.

4. TARTISMA VE SONUC

Hem klasik hem de geometrik morfometri analiz sonucunda cinsiyetler morfolojik
olarak farklilik géstermemistir. Ancak klasik morfometri sonuglarinda, kuyruk uzunluklart ve

kuyruk uzunluklarimin viicut bolgelerine orani (karapas, yiizge¢ ve bas) temel bilesenler
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analizinde 6nemli farkliliklar ortaya koymasina ragmen bu farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ vermemistir. Ayn1 zamanda geometrik morfometri sonuglar1 da gosterdiki
kuyruk {izerinden alinan landmarklarin analizi, plastron ve karapasa gore hem ayrimci
fonksiyon analizinde hem de temel bilesenler analizinde daha yiiksek ylizde deger

gostermistir.

Deniz kaplumbaga yavrularinda cinsiyetler arasit morfolojik farkliligin ve bu ayrim
icin kullanilan bir teknigin olmamasi, cinsiyet ayriminin yapilamamasinin en biiylik nedenini
olarak gosterilmektedir (Lubiana ve Ferreira Junior, 2009). Ancak ge¢cmis yillarda deniz
kaplumbaga tiirlerinden L. olivacea tiiriinde; karapas, plastron, 6n yiizge¢ uzunlugu ve bas
eninin de i¢inde bulundugu 9 morfolojik karakter bakimindan ayrimei fonksiyon analizi
sonucu (DFA) disi ve erkek yavru bireyler arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur (Michel-
Morfin vd., 2001). Benzer sekilde, Sonmez vd. (2016) yesil deniz kaplumbagasi yavrularinda
21 karakter bakimindan 3 karakterin, cinsiyetler arasinda anlamli farkliliklar gosterdigini ve
ozellikle plastron kloak arast1 mesafenin disi ve erkek ayriminda Onemli olacagini
belirtmislerdir. Onceki ¢aligsmalarda deniz kaplumbagalarinin yetiskin erkeklerinin disilerine
gore daha uzun kuyruga sahip oldugu belirtilmistir (Hendrickson, 1958; Wibbels vd., 1991).
Bu projede, klasik morfometri analizinde, temel bilesenler analizi (PCA) sonucu 3 farkli
kuyruk uzunlugunun karapas, ylizge¢ ve basa oranlari, anlamli olmasa da ayrim gostermistir.
Casele vd. (2005) C. caretta tiirii yetiskin deniz kaplumbagalarinda, disi ve erkek bireylerin
kuyruklar1 lizerinde 6 farkli ol¢iimii karsilastirmislardir. Plastron kuyruk arasi mesafenin
yetigkin disi ve erkek bireyleri ayirmada daha etkin oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 zamanda,
geng disi ve erkek C. caretta bireylerinin kuyruk uzunlugu karsilastirilmasinda, geng erkek
bireylerin daha uzun kuyruga sahip oldugu belirtilmistir (Wibbles vd., 1987). Bununla

birlikte, geng disi ve erkek C. caretta bireyleri arasinda kuyruk uzunlugunun dogru karapas
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uzunluguna orani bakimindan anlamli farkliliklar olabilecegi belirtilmistir (Wibbles vd.,
1987). Erkek bireylerin kuyruk uzunluklarinin ve viicudun farkli béliimlerine oranlarinin
farkliligi, yasamlarinin ilk yillarinda farklilik gostermeye baslamis olabilir. Ancak Wibbles
vd. (1987), gen¢ C. caretta bireylerinde, kuyruk uzunlugu ve dogru karapas genisliginin
boyuna oraninin (DKE/DKB), cinsiyet ayrimi igin iyi bir indikator olmadigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte, Delgado vd. (2010) geng C. caretta bireyleri tizerinde yaptiklar1 Klasik
morfometri karsilastirmasinda, toplam kuyruk uzunlugu, plastron-kloak arasi uzunluk, kloak-
kuyruk ucu uzunlugu, 6n ylizge¢c uzunlugu ve eni, bas eni ve dogru karapas boyunun
cinsiyetler arasinda anlamli farkliliklar olusturmadigini belirtmislerdir. Benzer sekilde deniz
kaplumbagasi1 olmayan tiirlerde de klasik morfometri karsilastirmasinda cinsiyetler arasi
anlaml farkliliklar tespit edilememistir. Hildebrand vd. (1997), Podocnemis expansa tatlisu
kaplumbagasi yavrularinda, karapas boyu ve eni, plastron uzunlugu, plastron kuyruk
uzunlugu, yiizge¢ ve bas uzunluklar1 gibi 25 morfolojik karakteri disi ve erkek yavrular
arasinda karsilastirmiglar ve her iki cinsiyetin farklilik gostermedigini bulmuslardir. Benzer
sonu¢ Gopherus agassizii tiiri kara kaplumbagalari iginde tespit edilmistir (Burke vd., 1994;
Boone ve Holt, 2001). Buna karsin, Bonnet vd. (2010), yetiskin Chelodina colliei ve
Mauremys leprosa tiirii tatlisu kaplumbagalarinda disilerin erkeklere gore daha biiyiik ve agir
oldugunu, ayn1 zamanda da erkeklerin daha kisa plastrona sahip oldugunu belirtmislerdir.
Ancak cinsiyetler arasindaki bu farklilik, deniz kaplumbagalarinda oldugu gibi yetiskinler
arasinda goriilmektedir. Ancak, Chelydra serpentina tiirii kara kaplumbagasi yavrularinda
cinsiyetler aras1 morfolojik farkliliklar tespit edilmistir. Erkek yavrular daha uzun plastrona ve

daha genis karapasa sahiptirler (Ceballos ve Valenzuela, 2011).

Dogrusal olgtimler olciilerek yapilan ve geleneksel klasik morfolojiye gore daha

dogru sonuglar veren geometrik morfoloji lizerine olan ¢alismalar, genelde iki boyutlu kanat
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yapisinin gorintiilenebildigi insecta sinifi tizerinde yogunlagsmasina ragmen (Aytekin vd.,
2007), baliklar (Telli, 2008), kertenkeleler (Bruner vd., 2005; Kaliontzoupoulou vd., 2007)
tatlisu ve kara kaplumbagalar1 (Valenzuela vd. 2004; Depecker vd., 2006; Rivera ve Claude,
2008) ile ilgili ¢alismalara da rastlanmaktadir. Bu ¢alismalarda, organizmalarin filogeni, disi-
erkek farkliligi, farkli cografi bolgeler arasi degisimler gibi konular incelenmistir. Deniz
kaplumbagalari ile ilgili geometrik morfometri ¢alismalari sinirlidir (Tiirkecan 2010; Ferreira
Junior vd., 2011; Casele vd., 2017). Bu g¢alismalar ise daha ¢ok C. caretta tiirii deniz
kaplumbagasi {izerine ger¢eklesmistir. Ferreira Junior vd. (2011) kulugku siireleri tizerinden
yola ¢ikarak tahmin ettikleri disi ve erkek yavru bireyleri, karapas ve plaston sekil farklilig
yoniinden geometrik morfometri analizi ile karsilastirmislardir. Karapas ve plastron iizerinden
belirledikleri landmark noktalarin1 temel bilesenler analizi (PCA) ve ayrimci fonksiyon
analizi (DFA) ile karsilastirdiklarinda, karapas i¢in guruplarin % 84,7 ve plastron i¢in % 77,8
oraninda kendi gurubuna dogru smiflandiginit ve MANOVA ile her iki gurubun anlamli bir
sekilde birbirinden ayrildigin1 belirtmiglerdir. Ancak, cinsiyet tahmini i¢in kullandiklar
pivotal kulugka siiresi, metedolojik problemleride beraberinde getirmistir. Ciinkii pivotal
kulugka siiresi cinsiyet tayininden ¢ok tahmini bir deger sunmakta ve ayrica kulucka siiresi
cevresel faktorlerden de etkilenmektedir. Benzer bir sekilde, Tiirkecan (2010), Akyatan
kumsalinda denize uzakliklar1 farkli olan 5 yuvadan (40 metre ve 20 metre) ¢ikis yapan 48
yavrunun kuyruk {izerinden belirledigi 5 landmark noktasinin sekilsel farkliligini incelemistir.
Coklu karsilastirma (MANOVA) ile 6nemlilik diizey karsilagtirmasinda denize uzakliklari
farkli olan yuvalarin anlamli farkliliklar gosterdigi yazar tarafindan belirtilmistir. Ancak
kanonik varyasyon analizinde (CVA) yuvalar ayrim gostermemistir. Tirkecan (2010)
tarafindan, denize uzakliklar1 farkli ve dolayisiyla sicakliklari farkli olabilecek yuvalardan

cikan yavrularin, kuyruk sekilleri bakimindan farklilik gosterdigi belirtilmistir. Deniz
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kaplumbagas1 disindaki kaplumbaga tiirleri i¢inde geometrik morfometri karsilastirilmasi
yapilmis ve cinsiyetler arasi karapas sekil farkliliginin oldugu belirtilmistir. Valenzuela vd.
(2004) tarafindan, Kolombiya’da P. expansa ve Chrysemys picta tiirii tatlisu kaplumbaga
yavrularinda karapas iizerinden belirledikleri 30 landmark noktasini farkli istatistiksel
yontemler ile cinsiyetler arasinda karsilagtirmislardir. Coklu karsilastirma (MANOVA) ile
onemlilik diizey karsilastirmasinda her iki tiir icin cinsiyetler arasinda karapas sekil
farkliliginin istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar gosterdigi belirtilmistir. Ayrica her tiir i¢in
cinsiyetlerin ayriminda ti¢ farkli istatistiksel yontem kullanmislar (K-ortalamalar yontemi,
coklu lojistik regrasyon ve ayrimci fonksiyon analizi) ve her {ic yontemde de cinsiyetler,
karapas sekil benzerligi yoniinden anlamli olarak ayrilmistir. Ayrica ii¢ yontemin etkinligini
degerlendirilmis ve ayrimci fonkisiyon analizinin, cinsiyetleri ayirmada en etkin oldugu
belirtilmistir (Valenzuela vd., 2004) Bu projede de cinsiyetlerin ayriminda, ayrimci
fonksiyon analizi kullanilmistir. Ancak, Valenzuela vd. (2004), erkek ve disi karapaslari
arasinda en ¢ok degisen varyasyonu elde eden tanisal dogrusal dlglimlerin bir alt kiimesini
bulamadiklarin1 belirtmislerdir. Buna karsin cinsiyetler arasinda karapasin anal bolgesinin
daha anlamli farkliliklar gosterdigi belirtilmistir. Brezilya’da, P. expansa tiiri icin benzer
bulgular, Lubiana ve Ferreira Junior (2009) tarafindan da bulunmustur. Karapas sekil
benzerligi yoniinden disi ve erkek bireyler birbirlerinden anlamli bir sekilde ayrilmislardir.
Benzer bir sekilde, Ceballos ve Valenzuela (2011) tarafindan, C. serpentina tiirii kara
kaplumbagas1 yavrular1 karapas ve plastron sekil farkliligi yoniinden incelenmis ve

cinsiyetlerin plastron sekil farklilig1 yoniinden anlamli bir sekilde ayrildigini belirtmislerdir.

AFLP parmakizi teknigi kullanilarak C. mydas orneklerine ait cinsiyet belirteglerinin
belirlenmesine yonelik bu ¢alismada kullanilan primer kombinasyonlarinin nispeten az (n =

55) sayist bir dezavantaj gibi goriinmektedir. Ancak daha kiiciik sayida primer
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kombinasyonlarinin uygulandigi- bazi ¢alismalarda cinsiyete 6zgii belirtecler gelistirilmisken
[(Agarwall vd., 2011; n = 16) (Ma vd., 2010; n = 64), (Koshimizu vd., 2010; n = 64)], daha
yiiksek primer kombinasyonlar1 kullanildigi diger bir ¢ok ¢alismada cinsiyete 6zgii belirtegleri
tanimlamakta basarisiz olunmustur [Sriphairoj vd. 2007; n = 570), (Wuertz vd., 2006; n =

128-396), (Felip vd, 2005; n = 486)].

Bazi aragtirmacilara (Kovacs vd, 2001; Brunelli ve Thorgaard, 2004; Felip vd., 2005)
gore, cinsiyete Ozgili belirteglerin tanimlanmasinin basarisi, biiylik oranda bir cinsiyet
kromozomunun varligina baglidir. Ancak hedef tiirlerde bazen kromozomal olmayan genetik
cinsiyet belirleme mekanizmalarinada (Griffiths vd., 2000) rastlanir. Bu nedenle c¢alisma
kapsaminda cinsiyete bagli belirteclerin belirlenememesi, C. mydas igin cinsiyet
kromozomlarinin bulunmamasi kaynakli olabilir. Wuertz vd.'ne (2006) gore, cinsiyet
belirteglerinin tamimlanamamasmin diger nedeni de, arastirilan organizmada cinsiyet

belirleme sisteminin bir gen dozaj etkisi temelinde islemesindendir.

Elde edilen sonuglara ve literatiirde yer alan yukaridaki gerekgelere dayanarak, C.
mydas orneklerinde cinsiyet belirteglerinin durumuna iligkin tam bir yargiya varmak igin
coklu AFLP primer kombinasyonlarinin arastirilmasini Oneriyoruz. Ayrica diger gen
ekspresyonu ve gen dozaj ¢aligmalarininda paralel ¢aligmalar olarak yiiriitiilmesi gerektigini

diistinmekteyiz.

Sonug olarak bazi tatlisu, kara ve deniz kaplumbagalasi yavrularinda tespit edilen hem
klasik hem de geometrik morfometri ayrimi, yesil deniz kaplumbagas1 yavrularinda tespit
edilememistir. Bunun nedenleri arasinda diisiik ornek sayisinin olmasi olabilecegi gibi,
belkide disi ve erkek yesil deniz kaplumbagasi yavrulari morfolojik olarak farklilik

gostermemektedirler. Ilerki ¢alismalarda, benzer calismalarin, sabit sicaklik degerleri altinda

43



elde edilen cinsiyetler ile daha yiiksek sayida 6rnek ve daha farkli karakterlerin ve landmark
noktalarinin belirlenerek yapilmasi, diger kaplumbaga tiirlerinde ortaya g¢ikan morfolojik
farkliligin deniz kaplumbagalari i¢inde ortaya ¢ikmasini saglayabilir. Ayrica, molekiiler analiz
sonucunda, bu g¢alisma primer kombinasyonlarinin se¢imi igin ileriki arastirmalara rehberlik

edecektir.
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