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SQUALIUS ANATOLICUS (BOGUTSKAYA, 1997) (PISCES, CYPRINIDAE)’UN
SITOGENETIK ANALIZI

Sevgi UNAL

OZET

Bu c¢alisma, Beysehir Goli'nde yasayan Cyprinidae familyasma ait Squalius
anatolicus (Bogutskaya, 1997) (Pisces, Cyprinidae) tiiriiniin kromozom say1 ve

morfolojisini tespit etmek amaciyla yapilmustir.

Sitogenetik analizler i¢in; karyotip belirlemede Collares-Pereira (1992)’nin “Havada
Kurutma” teknigi, konstitiitif heterokromatin bolgelerin belirlenmesinde Sumner
(1972)’m  C-bantlama teknigi, niikleolus organizatér bolge (NOR)’lerin
belirlenmesinde ise Howell ve Black (1980)’in “a 1-step” teknigi kullanilmistir.
Diploid kromozom sayisi; 5 ¢ift metasentrik, 11 ¢ift submetasentrik, 5 ¢ift
subtelosentrik, 4 c¢ift akrosentrik olmak tizere 2n=50 ve kol sayis1 (NF)=82 olarak
bulunmustur. Esey kromozomu farklilasmasi gozlenmemistir. Cok sayida
kromozomun sentromerlerinde konstitiitif heterokromatin bolgeler tespit edilmistir.
Bir ¢ift biiyiik submetasentrik kromozomun kisa kollarinda NOR gozlenmistir.
Olgiimler sonucu homolog kromozomlarda NOR biiyiikliik heteromorfizmi

saptanmistir.

Arastirma sonucunda elde edilen bulgularin balik sitogenetigi ve filogenisine katki

saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Squalius anatolicus, kromozom, karyotip, niikkleolus organizator
bolge (NOR), konstitiitif heterokromatin



CYTOGENETIC ANALYSIS OF SQUALIUS ANATOLICUS (BOGUTSKAYA,
1997) (PISCES, CYPRINIDAE)

Sevgi UNAL

ABSTRACT

This study was carried out in order to determining chromosome number and
morphology of Squalius anatolicus (Bogutskaya, 1997) (Pisces, Cyprinidae)
belonging to Cyprinidae family in Lake Beysehir.

In cytogenetic analysis, the “Air Drying” technique of Collares-Pereira (1992) was
used for determining the karyotype. However, for determination of constitutive
heterochromatin regions the C-banding technique of Sumner (1972) and for
nucleolus organizer regions (NOR) determining the “a 1-step” technique of Howell
and Black (1980) were used. The diploid chromosome complement was 2n=50,
consisting of 5 pairs of metacentric, 11 pairs of submetacentric, 5 pairs of
subtelocentric, 4 pairs of acrocentric and the number of arms (NF) 82. Sex
chromosome differentiation was undetermined. C-bands were detected in the
centromer regions of many chromosomes. NOR was observed on the short arms of
one pairs of big sized submetacentric chromosomes. The results show that

heteromorphism in the size of NORs among the homologous chromosomes.

These findings are expected to provide contribution to fish cytogenetic and

phylogeny.

Key Words: Squalius anatolicus, chromosome, karyotype, nucleolus organizer

region (NOR), constitutive heterochromatin
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilan bazi1 simgeler ve kisaltmalar agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar

A
C-bantlama
Cl
Diploid
DNA
M

NF
NOR
RNA
RPM
SM

ST

Aciklama

Akrosentrik

Konstitiitif heterokromatin bantlama
Sentromer indeksi

Temel kromozom sayisinin iki kati kromozom
Deoksiribontikleik asit

Metasentrik

Kol sayisi, temel say1

Niikleolus organizator bolge
Riboniikleik asit

Dakikadaki donme hizi
Submetasentrik

Subtelosentrik



1.GIRIS

Bilimin var olmasini saglayan canli-cansiz faktorlerle birlikte diinya, yasam
zincirinde sayisiz tiirii barindirmaktadir. Diinyanin dortte ticlinilin sularla kapli oldugu
diistintildiigiinde bu tiirlerin biiyiik bir kisminin sucul form oldugu agiktir. Nitekim
omurgalilar arasinda tir bakimindan en kalabalik canli grubunu baliklar

olusturmaktadir. Bu nedenle insanoglu, baliklarla ¢esitli sebeplerle ilgilenmektedir.

Biyolojik zenginligi fazla olan su kaynaklarimizdaki su tirlinleri miktarmi
arttirabilmek icin bunlarin ortaya ¢ikarilmasi ve incelenmesi, insan gidasi olarak
tiketilen balik faunasinin ortaya ¢ikarilmasi acisindan gereklidir. Baliklarda
morfoloji ve fizyolojiyi inceleyen bilim dali ihtiyolojidir. Gen aktarimi, kromozom

yapisi ve karyolojisi ise sitogenetigin konusu olmustur.

Baliklar, belirli bir yatirim ve ¢aba karsilifinda gilinlimiizde ve gelecekte tiim
ilkelerin ekonomisine siirekli verim saglayan onemli kaynaklardandir. Ekonomiye
etkisinin yani sira asil 6nemi, insan beslenmesine yiiksek kaliteli hayvansal protein
sunmasinda aranmalidir. Beslenmenin, 6zellikle de dengeli beslenmenin bilincindeki
toplumlar hayvansal protein kaynaklarini daha da zenginlestirmek igin sulardan
yiiksek oranlarda yararlanilmasmin yollarmi siirekli aramakta, 6zellikle gelecege
bugiinden yatirim yapmaktadirlar. Baliklarin insan tiikketimine daha yiiksek oranlarda
sunulmasi, 6z kaynaklarin yipratilmadan akilci bir isletme anlayisiyla artan oranlarda
dogrudan insan gidas1 olarak kullanilmasma ve balik yetistiriciligine Oonem

verilmesine baglhidir (Hamalosmanoglu, 1997).

Baliklarda verimin arttirtlmasi canlinin bulundugu g¢evre sartlarina ve genetik
yapisina baghdir. Islah1 yapilacak canlinin genetik yapisinin iyi bilinmesi verimi
biiyiik oOlgiide arttiracaktir. Bu nedenle baliklar {izerine yapilacak sitogenetik
calismalar {iretimin arttirilmasi, baliklarin 1slah edilmesi ve kiiltiire alinmasi

konusunda biiyiik yarar saglayacaktir (Vicdanli, 2007).

Tiirkiye zoocografik agidan incelendiginde bir kita 6zelligi gostermektedir ve
tiir cesitliligi acisindan oldukca zengin bir iilkedir. Ozellikle i¢c sular ve burada

yasayan balik faunasi bakimindan zengin olan iilkemizde tathh su baliklarinin
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sistematiginde baz tiirlerin birbirlerine yakinliklar1 ve farkliliklar1 konusunda gesitli
sorunlar yasanmaktadir. Hangi konuda ¢alisilirsa calisilsin iizerinde inceleme yapilan
canliin ne oldugunun kesin olarak bilinmesi gerekir ve bu nedenle de tiir ayriminin

mutlaka net olarak yapilmasi gerekmektedir (Karahan, 2007).

Karyotip (kromozom sayr ve morfolojisi) analizleri son zamanlarda
ihtiyolojide kullanilmaya baglanan ve Ozellikle problem teskil eden taksonlarin
ayriminda basvurulan yollardan birisidir (Thorgaard ve Disney, 1990; Vicdanh
2007). Bugiin diinyada alt tiirler dahil yasayan balik tiirii sayisiin 24000
civarindadir (Al-Sabti, 1986; Rab, 1995). Bu tiirler arasinda birbirleri ile iliskili olan
tiirlerin kromozom say1 ve morfolojisi bakimindan farklilik oldugunda kromozom
analizleri tiirleri teshis etmede yararli olmaktadir. Kromozom sayr ve
morfolojisindeki benzerlik derecesi tilirler arasindaki kokensel iligkiyi Olgmede

kullanilabilmektedir (Thorgaard ve Disney, 1990).

Balik kromozomlariyla ilgili olarak yapilan caligmalarda tiirlerin evrimsel ve

taksonomik durumlar1 ile populasyon i¢i ve populasyonlar arasi varyasyonlar

hakkinda da 6nemli bilgiler elde edilmistir (Gaffaroglu, 2003).

Karyolojik ¢aligmalarin yararlar1 su sekilde siralanabilir; herhangi bir tiiriin
cografik varyasyonlariin belirlenmesinde, kromozom morfolojisi taksonomik
karakter olarak kullanilabilir. Tiirler orjinal tipten farkli ise, sistematik karigikliklart
cozmede, sistematik kategorilerin belirlenmesinde kullanilir. Boylece tiirler
arasindaki iliskilere acgiklik getirir. Karyotip analizleri tiir ve alt tiirlerin ayriminda,
taksonomik durumu tartismali olan taksonlarin durumuna agiklik getirmede yardimeci
olur. Ozellikle cinslerin yayilis alam igerisindeki tiir ve alt tiirler iizerinde yapilan
karyotipik caligmalar, taksonlar arasindaki ve taksonlar igerisindeki filogenetik
iligkilerin aydinlatilmasin1 saglar. Her hiicrede kromozom sayist oldukga iyi
muhafaza edilen bir karakteristik gibi goriildiigiinden, bir familyanin tiirleri arasinda
yakinhigin belirleyicisidir. Baliklarda sitogenetik caligmalar, kirlilik diizeyinin
belirlenmesinde biyolojik ayra¢ olarak kullanilir. Bdylece baligin ¢evresel
etkenlerden 6zellikle kirleticilerden ne 6lciide etkilendigi ortaya cikarilir. Karyolojik

karakterlerin kesfi, ekonomik 6nemi olan baliklardan daha ¢ok verim alinmasini



saglar. Baliklarda verimin yiikseltilebilmesi canlinin bulundugu g¢evre sartlarina ve
genetik yapisina baglidir. Boylece iiretimin arttirilmasi, baliklarin genetik 1slahi ve
kiltire alinmasi konusunda yararlar saglar. Tiirlin genetik potansiyellerinin
belirlenmesi, melezleme ¢alismalarinda kullanilabilecek alt yapmin meydana
getirilmesinde yardimci olur. Ayrica baliklarda yapay ginogenezis ve poliploid
olusturmak i¢in de kromozom c¢alismalarina ihtiyag duyulmaktadir (Ergene ve ark.,
1999; Gaffaroglu, 2003).

Baliklardaki karyolojik c¢alismalar memelilerin karyolojik ¢alismalarinda
karsilasilmayan bazi zorluklarla karsi karsiyadir. Bunun nedenleri ise, balik
kromozomlarinin memelilerinkine oranla oldukca kii¢iik ve daha ¢ok sayida olmast,
iyi kalitede kromozom dagilimlar1 elde edilememesi ve bu konuda standart bir
teknigin olmayisi olarak sdylenebilir (Kilig-Demirok, 2000). Dolayisiyla memelilerle
ilgili ¢aligmalar oldukca yogun olmasina ragmen, baliklar iizerindeki ¢aligmalar ¢ok
smmirhdir ve hala Tirkiye faunasinda yer alan pek ¢ok baligin Karyotipi
bilinmemektedir (Colak ve ark., 1985; Ulupinar ve Okumus, 2002 a,b; E. Goziikara
ve Cavas, 2004; Gaffaroglu ve Yiiksel, 2005, v.b).

Tatl su baliklarinin en biiyiik ailesi olan Cyprinidae tiyelerinin ¢gogu Tiirkiye
i¢ sularinda bulunmaktadir (Rab ve Collares-Pereira, 1995). Bu familyaya ait

Squalius cinsinin tilkemiz tatli sularinda tespit edilen tiirleri sunlardir:

Squalius lepidus (Heckel, 1843) Firat Nehri, Karasu Deresi’nde yayilis
gostermektedir (Turan ve ark., 2009).

Squalius orientalis (Heckel, 1846-49) populasyonlarinin Firat Nehri, Sirl
Deresi’nde yayilis gosterdigi bildirilmistir (Turan ve ark., 2009).

Squalius cii (Richardson, 1857) Manyas’in Kocacay Deresi’nde yayilis
gostermektedir (Turan ve ark., 2009).

Squalius pursakensis (Hanké, 1925) I¢ Anadolu Bolgesi'nde Kizilcahamam
Deresi’nde ve Sakarya Nehri’nde yayilis gostermektedir (Turan ve ark., 2009).



Squalius fellowesii Mugla, Esen Cayi’nda yayilis gostermektedir (Turan ve
ark., 2009).

Squalius anatolicus (Bogutskaya, 1997) Konya’da bulunan, kaynagini

Beysehir Golii’nden alan Sari6z Deresi’nde yayilis gostermektedir (Turan ve ark.,
2009).

Beysehir Goli’nde yapilan bu g¢alisma; Squalius anatolicus’un kromozom
sayisi, karyotipi, niikleolus organizator bolgeleri ve heterokromatin bdlgelerini tespit
etmek amaciyla gerceklestirilmistir. ilk kez bu calisma ile elde edilen veriler diger

tiirlerle karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Arastirma Konusu Familya, Altfamilya ve Tiire Ait Genel Bilgiler

Oncelikli olarak insan besini, daha sonra akvaryum balik¢ilig1 ve biyolojik
arastirmalar agisindan diinyanin en 6nemli tathi su balik tiirlerini igeren cyprinidler
tiir ve alttiir ¢esitliligi acisindan en zengin omurgali familyasidir. Familyada degisik
yapili ve birbirlerinden ¢ok farkli tiirler bulunmaktadir. Cyprinidler kismen yavas
akan ya da durgun olan sular tercih ederler. Besinlerini alg, biiyiik su bitkileri,
plankton, ¢amur i¢indeki organik maddeler ve kiigiik hayvanlar olusturur (Atalay,
2005). Bu familya bircok kaynakta 10 altfamilyaya ayrilmaktadir. Ancak,
altfamilyalarin sinirlar1 hala tam olarak belirlenememistir. Bu ayrimdaki genel
taksonomik kriterler dudaklarin sekli, biyiklarinin dizilimi ve sayisi, yutak kemikleri,
yutak dislerinin yapist ve dizilimi, birinci solungag¢ yayindaki solunga¢ dikeni sayisi
ve yapisi, hava kesesi, pullar, yiizgeglerin konumu ve omur yapilar1 gibi 6zelliklerdir
(Demirsoy, 1993). Cyprinidler ¢cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani
ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu zamanda bilhassa erkeklerinin daha parlak ve siisli bir
goriinim kazandigi, ozellikle bas ve viicutlar1 {izerinde beyaz renkli kiiclik lireme

tiiberkiillerinin meydana geldigi dikkat cekmektedir (Geldiay ve Balik, 2007).

Cyprinidlerin altfamilyasi olan Leuciscinae’nin siniflandirilmasinda gruplarin
morfolojik yapilarmin ve filogenetik iligkilerinin tam olarak anlasilabilmesi igin,
biyolojik 6nemleri ve bunlarin ¢evresel faktorler ile olan iligkilerinin ve birbirlerini
izleyen evrimsel gelisimlerinin ¢ok 1yi belirlenmesi gerekmektedir. Leuciscinae
altfamilyas: ile 1lgili yapilan biyolojik calismalarda beslenme veya {ireme
davraniglarina bagl olarak farkli yapilar gelistirdikleri diistiniilmektedir. Ciinkii bu
altfamilyaya ait gruplar, aktif yiiziiciidiirler ve genis bir beslenme cesitliligi
gosterirler (Atalay, 2005). Anadolu’da Leuciscinae altfamilyasinda, 17 cinse ait 54
tiir bulunmaktadir. Bu taksonlardan giinlimiize kadar belirlenen 19 tiir ve 7 alttiiriin
Anadolu’ya 6zgii oldugu bildirilmektedir (Bogutskaya, 1997). Son yillarda yeni

tiirlerin bulunmasiyla bu say1 olduk¢a artmistir.



Anadolu’daki Leuciscinae altfamilyasinin iiyelerinden biri olan Squalius
cinsi, genellikle Avrupa ve Bati Asya’ya dagilmis, orta biiyiikliikte baliklardan
olusmaktadir. Bu cins, Leuciscus’un morfolojik ve molekiiler bilgileri anlasilincaya
kadar Leuciscus olarak yer edinmstir. Anadolu’da hemen hemen her akarsuda
bulunmasina ragmen Squalius cinslerinin cins-seviye taksonomisi tam olarak
yapilamamistir. Anadolu’da ve komsu havzalardaki sadece birkag populasyon yeterli
detaylarla tanimlanmistir. Anadolu’dan tanimlanan birka¢ tiir sonradan Squalius
cephalus’un sinonimi olmustur ve bu tiirlerin baz1 dénemlerde Avrupa’nin tamamina
yayildig1 disiiniilmektedir. 40 yildir Giliney Avrupa’nin akuatik faunasini galigsan
aragtirmacilar, Akdeniz havzasindaki Squalius’un klasik (Kuzey Avrupa) literatiirde
sOylenenden daha ¢esitli oldugunu gostermektedirler. Son zamanlarda yapilan
molekiiler ¢alismalar bu morfolojik gézlemleri desteklemekte ve S. cephalus i¢indeki
farkli soylarin sayisin1 gostermektedir. Squalius cinsinin bazi tiirleri Dicle, Firat,
Kueik, Asi ve Beysehir drenajlarindan rapor edilmistir. Bogutskaya (1997) Beysehir
Goli havzasindaki populasyonlar1 S. anatolicus olarak tanimlamigtir (Turan ve ark.,

2009).

2.2. Baliklarda Kromozom Kaynaklari

Kromozom preparasyonlarinda aktif olarak béliinen dokular kullanilir. Bu
amacla baliklarda genellikle embriyonik dokular, solungaglar, bobregin bas kismi,
bagirsaklar ve pul epiteli gibi dokular boéliinen hiicrelerin  miikemmel

kaynaklaridirlar.

Ergin baliklardan elde edilen hiicre ve dokular, ergin memelilerinkine gore
daha iyi kiiltiir edilebilir. Ciinkii genellikle baliklarin biyolojisi geregi biiyiime, hayat

boyu devam eder ve kendini yenileme 6zelligine sahiptir.

Kiiltiirti daha kolay ve iyi olan ikinci doku tipi ise tercihen geng baliklardan
alinan ve olgunlagsmamis gonadlardir. Kiiltiirii yapilabilecek diger dokular ise; yiizme

kesesi, yiizgeg, bagirsak, kornea, solungag ve deridir.

1- Yiizgec ve pul: Yiizge¢ ve pul epiteli gibi dokular, hayvan feda edilmeksizin

kromozom ¢alismasi yapmak amaciyla olduk¢a uygundur. Bu dokulardan yapilacak



preparasyonlar genellikle milkemmel sayilabilecek metafaz yayimlart saglar. Bu
dokularin se¢ilmesi ile ilaveten kolsisin gibi ig ket vurucusu muamelesine tabi
tutulmaksizin kromozom ¢alismasi yapabilme avantaji da saglanmis olur.
Kromozomlarin fazla kasilmasi veya kromatitlerin muhtemel kirilma tehlikesi
yoktur. Yiizge¢ ve pullarin kullanilmasinin dezavantaji ise bu dokulardaki boliinen

hiicrelerin genellikle az sayida olmasidir.

2- Solungag: Bu dokudan kolsisin 6n muamelesi uygulanarak veya
uygulanmaksizin metafaz plaklar1 elde edilebilir. En iyi preparat yaymalar: temiz
sularda yasayan gen¢ baliklardan elde edilir. Ayrica solungaglar kromozom

calismalari i¢in bolca doku 6rnegi alinabilen organlardir.

3- Dalak, bobrek, karaciger ve bagirsak: Bu dokularin kullaniminda kolsisin
muamelesi zorunludur. Bu muamele, genellikle dokular islem gérmeden birkag saat
once sirt kas1 veya viicut bosluguna az miktarda kolsisin enjekte etmek suretiyle

uygulanir.

4- Kornea: Bazi arastirmacilar tarafindan kromozom caligmalarinda kornea ve
bag epitelyum doku kullanilmistir. Bu dokular gen¢ baliklarda ¢ok hizli boliiniirler
ve bolinme orani, gozii hasara ugratarak veya kolgisin 6n muamelesi ile daha da

arttirilabilir.

5- Embriyo: Bu hiicrelerden elde edilen kromozomlarin karyotipinin yapilmasi
onemlidir. Ancak, embriyolar1 elde etme, tiir ve cinsiyet tayininin zorluguna dikkat
cekilmistir. Kolsisin, metafaz sekillerinin sayisini arttirmakla birlikte kromozomlarin
analiz icin uygun olmayan piknotik yiginlar olusturmasina da neden olabilir. Bu
yiizden balik emriyolarindaki kromozom calismalarinda islemlerin kusursuzca ve

uzman kisiler tarafindan yapilmasi gerekmektedir.

6- Balikgik (fry): Frylerden iyi kromozom preparasyonlar1 yapilabildigi
kaydedilmis ve gesitli preparasyon teknikleri tavsiye edilmistir.

7- Gonad (ovaryum ve testis): Testislerden yapilan preparasyonlar kromozom

sayilarini belirlemede ayri bir avantaj saglar. Zira diploid ve haploid sayilarin her



ikisi de elde edilebilmektedir. Mayoz aktivitesi yumurtlama sezonundan kisa bir siire

once erkekte en yliksektir ve testis sperm ile dolu iken azalmaya baglar.

8- Doku kiiltirii: Doku kiiltiirii i¢in genellikle embriyo, yiizgeg, testis, ovaryum,
bobrek, dalak, karaciger ve ylizme keselerinden elde edilen dokular kullanilir. Doku
kiltiiriinde gerekli olan digestion ve santriflij islemlerinden sonra ekim igin yeterli
sayida hiicre elde etmek i¢in fazla miktarda dokuya ihtiya¢ duyulur. Kiiltiir sonuglari
organizmanin biyiikligiine ve yasina baglidir. Kiiltiir hiicrelerindeki kromozomlar

cok sayida ve en iyi kalitededir.

9- Lokosit kiiltiirii: Kromozom elde etmek i¢in en mitkemmel teknik olarak kan
l16kositlerinin kiiltlir edilmesi gosterilebilir. Bu teknik ilk kez 1960°da insan kanini
kiiltiir etmek i¢in kullanilmigtir. Daha sonra kuslar, stiriingenler ve kurbagalar gibi
diger organizmalardan elde edilen kanlar da basarili bir sekilde kiiltiir edilmistir.
Lokosit kiiltiirii yardimiyla rutin olarak yiliksek kalitede ve ¢ok sayida metafaz
sekilleri elde edilebilmesinden, baliklarin somatik hiicrelerinden kromozom
caligmalar1 yapmak amaci ile bu yontem digerlerinden daha uygun sayilabilir

(Ulupinar ve Alas 2002).

2.2.1. Baliklarda karyotip analizleri

Karsilastirmali sitoloji ve sitogenetigin gelismesi taksonomi ile evrimin
anlagilmasina biiytik katki saglamaktadir. Genel olarak familyalar, cinsler ve tiirler
farkl1 genetik sistemlerle karakterize olurlar. Kalitsal bir karakter olan karyotip,
tiirlerin taksonomik olarak ayirt edilmesine (sitotaksonomi) yardimci olur (Amemiya,
1986). Farkl tiirlerin karyotiplerinin incelenmesi canlilar arasindaki iligkilerin ortaya

¢ikmasini saglar (Yiksel, 1984; Yiiksel ve Giilkag, 1992).

Bazi tiirlerde yapilmis balik karyotip ¢alismalari su sekildedir;

Kore’den Ueno ve Ojima’nin 1984 yilinda Sarcocheilichthys czerskii, S.
variegatus, Phoxinus phoxinus, Moroco jouyi, Acheilognathus rhombeus,
Hemibarbus longirostris, Gonoprokopterus mylodon, Coreoleuciscus splendidus,

Microphysogobio longidorsalis, M. yaluensis ve Gobiobotia brevibarba Kore



Cyprinid tiirlerinde yaptiklar1 karyolojik ¢alismada su sonuglari kaydetmislerdir:
Sarcocheilichthys czerskii ve S. variegatus’da 9 ¢ift metasentrik (M), 16 ¢ift
submeta-subtelosentrik (SM-ST) kromozomun olusturdugu diploid kromozom sayisi
2n=50’dir. Phoxinus phoxinus 5 ¢ifti M, 17 ¢ifti SM-ST ve 3 cifti akrosentrik (A)
olan 50 diploid kromozomdan olusmaktadir. Moroco jouyi’nin karyotipini P.
phoxinus’un karyotipi ile ayni bulmuslardir. Acheilognathus rhombeus’un diploid
kromozom sayist 44 olmakla birlikte 5 ¢ift M, 10 ¢ift SM-ST ve 7 ¢ift A kromozom
tespit edilmistir. Hemibarbus longirostris’in diploid kromozom sayis1 50 olup, 8 ¢ift
M, 14 ¢ift SM-ST ve 3 ¢ift A kromozomdan olusmaktadir. Gonoprokopterus
mylodon‘da 6 ¢ift M, 14 ¢ift SM-ST ve 5 ¢ift A olmak {izere 2n=50’dir.
Coreoleuciscus splendidus’un diploid kromozom sayis1 50 olmakla birlikte 7 ¢ift M,
15 ¢ift SM-ST ve 3 ¢ift A kromozomdan olugmaktadir. Diploid kromozom sayist
2n=50 olan Microphysogobio longidorsalis’in karyotipinde 9 ¢ift M, 16 ¢ift SM-ST
kromozom tespit edilmistir. M. yaluensis’in Kkaryotipi M. longidorsalis’e
benzemektedir. G. brevibarba nin 4 ¢ift A, 6 ¢ift M ve 15 ¢ift SM-ST kromozom

iceren 2n=50 kromozomdan olustugu bulunmustur (Ueno ve Ojima, 1984).

Magtoon ve Arai (1989) 3 Cyprinid tiiriinde yaptiklari bir ¢alismada
Osteochilus hasselti’nin diploid kromozom sayisimi 2n=50; 30 M, 14 SM, 6
subtelosentrik (ST) ve kol sayis1 (NF)=94, O. vittatus’un diploid kromozom sayisini
2n=50; 16 M, 30 SM, 4 ST ve NF=96, Labiobarbus lineatus’un diploid kromozom
sayisini 2n=50; 20 M, 10 SM, 20 A ve NF=80 olarak bulmustur.

Aspius aspius’da kromozom morfolojisi 7 ¢ift M, 14 ¢ift SM, 4 ¢ift ST-A
olmak iizere 2n=50 ve NF=92 olarak bulunmustur (Rab ve ark., 1990).

Pseudaspius leptocephalus’da kromozom sayis1 2n=50; 7 ¢ift M, 13 ¢ift SM-
ST, 5 ¢ift subtelo-akrosentrik (ST-A) ve NF=90 olarak tespit edilmistir (Rab, 1991).

Avrupadaki Leuciscinae cyprinidlerinden Abramis, Alburnoides, Alburnus,
Anaecypris, Aspius, Blicca, Chondrostoma, Leucaspius, Leuciscus, Pelecus,
Phoxinus, Rutilus, Scardinius, Tropidophoxinellus ve Vimba cinslerinin kromozom

sayisinin 2n=50-52 ile karakterize oldugu ve karyotip morfolojilerinin 6-8 ¢ift M,



12-14 ¢ift SM ve 2-4 c¢ift ST-T kromozomdan olustugu tespit edilmistir.
Pachychilon, Pararhodeus ve Phoxinellus grubunun kromozom sayisinin 2n=50
oldugunu fakat karyotip morfolojilerinin bir dereceye kadar yukaridaki gruptan farkli
oldugunu bildirmislerdir. Ayni familya igerisinde diploid kromozom sayisi
farkliliklar1 karyotip evoliisyonu ile agiklanmaktadir. Robertsonian fiizyonla 2
akrosentrik kromozom birleserek kollu bir kromozomun meydana gelmesini saglar.
Bu mekanizma diploid kromozom sayisini azaltir ancak kol sayis1 daima sabit kalir.
Bu yolla karyotip evoliisyonu saglanir. Diger taraftan akrosentrik bir kromozomun
perisentrik inversiyonuyla metasentrik ya da submetasentrik kromozomlar meydana
gelir. Boylece de diploid kromozom sayis1 degismeksizin kol sayist artabilir. Kol
sayis1 birbirine yakin olan populasyonlar arasinda ¢ok yakin filogenetik iligski vardir

(Giilkag ve Yiiksel, 1989; Yiiksel, 1984).

Avrupa’da Gobio genusuyla temsil edilen Gobionine Cyprinidlerinin
kromozom sayisin1 2n=50, karyotip morfolojisini 12 ¢ift M, 12 ¢ift SM-ST ve 1 ¢ift
A olarak bulmuslardir (Rab ve Collares-Pereira, 1995).

Rab ve ark. (1995) Barbus ablabes’de kromozom sayisini 2n=50: 9 ¢ift M, 15
¢ift SM, 1 ¢ift ST-A ve NF=96 olarak bulmuslardir.

Pekol (1999) Leuciscus cephalus’da kromozom sayisini 2n=50: 18 M, 12 SM,
20 ST-A ve NF=80 bulmustur.

Rab ve ark. (2000) Raiamas steindachneri tizerinde yaptiklart karyolojik
calismada diploid kromozom sayisini1 2n=50, karyotip morfolojisini 8 ¢ift M, 15 ¢ift
SM ve 2 ¢ift ST olarak tespit etmislerdir.

Acanthobrama marmid’de kromozom sayis1 2n=50; 6 ¢ift M, 7 ¢ift SM, 9 ¢ift
ST, 3 ¢ift A ve NF=94, Chalcalburnus mossulensis’de kromozom sayis1 2n=50; 6
cift M, 8 ¢ift SM, 5 ¢ift ST, 6 ¢ift A ve NF=88 ve Cyprinion macrostomus’da
kromozom sayis1 2n=50; 3 ¢ift M, 12 ¢ift SM, 10 ¢ift ST, 4 ¢ift A ve NF=92 oldugu
bildirilmistir (Gaffaroglu, 2003).
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Alburnus heckeli (Battalgil, 1943)’de kromozom sayist 2n=50; 7 ¢ift M, 9 ¢ift
SM, 9 ¢ift A ve NF=82 olarak bulunmustur (Giil ve ark., 2004).

Kilig-Demirok ve Unlii (2004) Alburnoides bipunctatus’da kromozom
sayisint 2n=50; 16 M, 22 SM, 12 ST-A ve NF=88 olarak bulmuslardir.

Esmaeili ve Pravar (2006) Petroleuciscus persidis (Coad, 1981)’de
kromozom sayisint 2n=50; 29 M, 18 SM, 3 ST ve NF=97 bulmuslardir.

Sahoo ve ark. (2007) yaptiklar1 bir karyolojik ¢alisma sonucu Garra gotyla
gotyla’nin kromozom sayisin1 2n=50: 12 M, 8 SM, 8 ST, 22 telosentrik (T) ve
NF=70, G. kempi’nin 2n=50; 14 M, 14 SM, 10 ST, 12 T ve NF=78, G.
lissorhynchus’un 2n=50; 16 M, 16 SM, 6 ST, 12 T ve NF=82 olarak bulmuslardir.

Pseudophoxinus antalyae (Bogutskaya, 1992)’nin diploid kromozom
sayisinin 2n=50 oldugu, Karyotipinin ise 16 M + 14 SM + 12 ST + 8 A
kromozomdan olustugu ve NF=92 oldugu tespit edilmistir (Ergene ve ark., 2008).

Leuciscus idus’da kromozom sayisin1 2n=50: 10 M, 26 SM, 6 ST, 8 A ve
NF=86, L. cephalus’da kromozom sayisim1 2n=50: 10 M, 22 SM, 10 ST, 8 A ve
NF=82, L. leuciscus’da kromozom sayisin1 2n=50: 12 M, 24 SM, 8 ST, 6 A ve
NF=86 bulmuslardir (Boron ve ark., 2009).

Karahan ve ark. (2009) Garra rufa’nin 4 ilden 6rneklerini alarak yaptiklari
bir karyolojik ¢alismada; G. rufa Mersin populasyonunda disilerde 2n=50; 26 M +
10 SM + 8 ST + 6 A, NF=94; G. rufa Hatay populasyonunda disilerde 2n=46; 22 M
+12 SM + 8 ST + 4 A, NF=88 erkeklerde 22 M + 12 SM + 7 ST + 5 A, NF=87; G.
rufa Kahramanmaras populasyonunda disilerde 2n=46; 32 M + 6 SM + 6 ST + 2 A,
NF=90 erkeklerde 31 M + 6 SM + 6 ST + 3 A, NF=89 ve G. rufa Sivas
populasyonunda disilerde 2n=50; 28 M + 14 SM + 4 ST + 4 A, NF=96 olarak
kaydetmislerdir.

Monteiro ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada Iberochondrostoma almacai’

nin kromozom sayisinin 2n=50 ve NF=94, kromozom morfolojisinin 7 ¢ift M, 15 g¢ift
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SM-ST ve 3 ¢ift A oldugunu bildirmistir. Ayrica I. lusitanicum’un kromozom
sayisint 2n=50; 7 ¢ift M, 15 ¢ift SM-ST, 3 ¢ift A-T ve NF=94 olarak bulmuslardir.

2.2.2. C-bantlama

Kromozom kollar1, kromozoma 6zgii boyalarla farkli konsantrasyonda, her
bir kromozom igin karakteristik bir model olan agik ve koyu bantlar halinde
boyanirlar. Kromozomlarda en ¢ok calisilan iki bant tipi mevcut olup bunlar
heterokromatik ve 6kromatik bantlardir. Heterokromatin 6kromatik kisma gore farkli
bir yogunlasma/¢oziilme devresi gosteren kromatin kisimdir. Heterokromatin,
fakiltatif ve konstitlitif heterokromatin olmak {izere ikiye ayrilir. Fakiiltatif
heterokromatin, genomik kompozisyon bakimindan 6kromatinden farkli degildir.
Bazi durumlarda, okromatin ile ayni anda yogunlasma gosterirken bazen farkli
devrelerde yogunlasir. Konstitiitif heterokromatin ise, yogunlagsma devresi
Okromatinin  yogunlagsma  devresiyle siirekli  olarak  farklihik  gosteren
heterokromatindir. Genellikle ¢ok tekrarlayan DNA bakimindan zengin olup, baz
kompozisyonu bakimindan genomun geri kalan kismindan farklidir. Bu 6zellikleri,
konstitiitif heterokromatinin Giemsa gibi boyalarla ayirt edilmesini saglamaktadir.
Heterokromatinde repetitif yani tekrarlayan DNA dizileri mevcuttur. Arastirmacilar
Okaryotik genomun biiyiik bir kisminin repetitif DNA’dan yani belli bir diziden
olusan segmentin pes pese veya tek kopya DNA dizileri arasinda yiizlerce-binlerce
kez tekrarlanmasiyla olustugunu agiklamiglardir. Repetitif DNA iki kategoride
bulunur. Bunlardan biri dizilerin 100 baz ciftinden daha kisa fakat 10>-10" kez pes
pese tekrarlandigi, ¢ok tekrarlayan DNA’dir. Digeri ise en az 1000 baz cifti
uzunlugunda ve 10°-10* gibi orta derecede tekrarlayan DNA’dir. Bu DNA genom
icinde dagilmis halde bulunurken, ¢ok tekrarlayan DNA ise belli bolgelerde lokalize
olmustur. C-bantlar ile bu tipteki DNA bolgeleri belirlenmektedir. C-band1 olarak
bilinen konstitiitif heterokromatin bolgeleri kromozom markirlar olarak faydalidir.

Bu bantlarin dagilisi tiirler igin karakteristik bir 6zelliktir (Karasu, 2009).

Birgok C-bant metodu hafif asit muamelesi, baz denatiirasyonu ve sicak tuzda
inkiibasyona dayalidir. Genetik olarak durgun kromozom bdélgelerini boyayan bir

metoddur. C-bantlarin olusmasindan DNA denatiirasyonu ve re-annealing sorumlu
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tutulmaktadir. Balik kromozomlarindaki C-bantlamada {izerinde durulan ilk nokta
heterokromatinin varligi ve lokasyonudur. Birgok durumda C-bantlar kromozom
boyunca sentromerik ve telomerik bolgelerde dagilir. Ayrica, bu bantlar kromozom
kollar1 boyunca ve akrosentrik kromozomlarin kisa kolunda da gozlenebilmektedir.
C-bantlama homolog kromozomlar1 tanimlamada ve bircok durumda esey

kromozomlarin tanimlanmasinda yararhidir (Karasu, 2009).

Garra rufa tirGiniin  Mersin, Hatay, Kahramanmarag ve Sivas
populasyonlarinda Karahan ve Ergene (2009) tarafindan yapilan karyolojik
calismada G. rufa Mersin populasyonunun C-bant dizisinde 1. kromozom kolunda 3
bant bolgesi, 2., 4., 6., 9., 13. kromozom kollarinda 2 bant bdlgesi, 5., 7., 8., 11., 12,,
14., 15, 16., 17., 18., 19., 20., 22., 23. kromozom kollarinda 1 bant bolgesi; G. rufa
Hatay populasyonunda C-bantlama sonucu 1. kromozom kollarinda 4 bant bolgesi,
2., 4., 6., 12., 18. kromozom kollarinda 2 bant bdlgesi ve 9., 10., 11., 13., 14., 21.
kromozom kollarinda 1 bant bolgesi, 13. submetasentrik kromozomun uzun kolunda
oldukga biiylik bir heterokromatin bolge; G. rufa Kahramanmaras populasyonunda
C-bant pozitif heterokromatik bolgelerin sentromerik ve perisentromerik konumlu
oldugu, belirgin C-bant bdlgelerinin bircok kromozomun sentromerik bdlgelerinde,
1. ve 13. metasentrik kromozomun uzun kollarinin interstisyel bolgelerinde, 1.
kromozomun kollarinda 4 bant bdlgesi, 17. kromozomun kollarinda 3 bant bolgesi,
3.,5,6,8.,9, 10,11, 12., 13., 22. kromozom kollarinda 2 bant bdlgesi, 4., 7., 14.,
18., 20., 21. kromozom kollarinda 1 bant bolgesi ve en biiyiik heterokromatin
bolgesinin 14. metasentrik kromozom oldugu; G. rufa Sivas populasyonunda C-bant
pozitif heterokromatin bdlgelerinin sentromerik konumlu dagildigi, 1. kromozom
kollarinda 3 bant bolgesi, 2., 3., 4., 7., 9., 12., 13., 15,, 16., 17. kromozom kollarinda
2 bant bolgesi, 6., 10., 11., 18., 19., 22., 23., 24. kromozom kollarinda 1 bant bolgesi
tespit edilmistir (Karahan ve Ergene, 2009).

Leuciscus borysthenicus’un biitiin metasentrik kromozom ¢iftlerinde ve
submeta-subtelosentrik 4 g¢iftin (9., 11., 19. ve 22.) perisentromerik bdlgelerinde
heterokromatik bloklar tespit edilmistir (Rab, 1996). L. idus, L. cephalus ve L.
leuciscus’da ise kromozomlarin ¢ogunda sentromer bolgelerinde C-bant goriilmiistiir
(Boron ve ark., 2009).
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Aspius aspius’da en uzun subtelo-akrosentrik kromozom ¢iftinin kollarinin
ucunda C-bant goriilmiistiir (Rab ve Roth, 1990).

P. antalyae’de C-bantlh pozitif heterokromatik bolgelerin bir¢ok kromozomda
sentromerik olarak dagildigi gézlenmistir (Ergene ve ark., 2008).

Pereira ve ark.’larmin 2009 yilinda Pseudochondrostoma duriense, P.
polylepis ve Achondrostoma oligolepis tiirlerinde yaptiklart karyolojik ¢aligsma
sonucu 3 tiirde 1. subtelo-akrosentrik ve 1. submetasentrik kromozomlarin uzun
kollarinda ve bazi metasentrik ve submetasentrik kromozomlarin kisa kollarinda C-

bant tespit edilmistir (Pereira ve ark., 2009).

Iberchondrostoma  lusitanicum’da  heterokromatik  bolgeler, Samarra
orneklerindeki en biiyiik akrosentrik kromozom ciftinde 1 distal blok ve 2 biiyiik
submetasentrik kromozom ¢iftinde birkag kiigiik blok gibi bazi istisnalarla temelde

sentromerik bolgelere lokalize olmustur (Monteiro ve ark., 2009).
2.2.3. Niikleolus organizator bolge (NOR)

Canli hiicrede protein sentezi ribozomlarda yapilmaktadir. Bu nedenle
ribozomlara ve bir ribozom bileseni olan rRNA'ya biiyiikk capta gereksinim
duyulmaktadir. Bu bakimdan rRNA genlerinin genomda ¢ok sayida kopyasi
mevcuttur. Iste rRNA genlerinin gok sayida tekrarlandigi kromozomun bu bélgesine
cekirdekgik diizenleyici bolge ya da niikleolus organizator bolge denir. Bu bolge
cekirdeke¢igi olusturmak tizere bagl oldugu kromozomdan disariya dogru bir ilmek
olusturur. Boylece de yliksek oranda RNA iiretilir. Cekirdek¢ik kiire seklindedir,
yogun olarak graniiller, iplikg¢ikler, histon ve non-histon proteinler bulundurur.
Niikleolus organizator bolge (NOR) 6zel olarak boyanabilen bir bolgedir. Isig1 kirar,
bu o6zelliginden dolayr ¢ok belirgin bir sekilde goriiliir. Cekirdekcik farkl
kromozomlar {izerindeki NOR'larda yerlesmistir. Cekirdek¢ik hiicre boliinmesi
esnasinda kaybolur ve kromozomal NOR merkezleri sekillenir. NOR'un etrafini

yogun flamentler ¢evreler. Bu flamentlere pars fibrosa denir (Gaffaroglu, 2003).
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Kromozom {izerindeki 06zel isaretleyici konumu nedeniyle genel olarak
NOR’lar sistematik ve taksonomik isaretleyici olarak kullanilmistir. Kromozomlarda
bulunan NOR’lar giimiis nitrat ile yogun olarak boyanmaktadir. Bu bdlgeler
akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda ve satellitlerinde bulunmakta, koyu
kahverengi veya siyah tonunda boya almaktadir. Kromozomlar {izerinde glimiisle
boyanan NOR’larin 18S ve 28S ribozomal RNA genlerini gosterdigi diistinilmiistiir.
Tahmin edildigi tizere bir 6nceki interfazda kopyalanmistir. Giimiis boyama; NOR
ile ilgili nonhiston proteinin geg¢ici olarak iyonik giimiis ile baglanarak glimiisiin

indirgenmesi ile meydana gelen bir reaksiyondur (Pekol, 1999).

NOR boyama tip alaninda da kullanilmaktadir. Kromozomal NOR sayisinin
hiicresel aktivite durumunu veya bu hiicrelerin habis potansiyelini yansittig1

bildirilmistir (Pekol, 2000).

NOR genellikle kromozomun kisa kolunun ucunda bulunur. Ancak uzun
kolun ucunda, kromozomun ortasinda veya sentromere bitisik olarak da
bulunabilmektedir. Niikleolus organizatoér bolgenin populasyonlara, tiire, alttiire ve
hatta bireylere 6zgii yapisi, sayist ve morfolojisi olabilir. Bu 6zelliklerinden dolay1
NOR, varyasyonlarin karsilastirilmasinda, tiirlesmelerin belirlenmesinde ve izahinda
sik sik kullanilmaktadir. Kromozom say1 ve yapisindaki degisiklikler NOR say1 ve
yapisin1  degistirebilmektedir. Robertsonian translokasyonlarla NOR kayiplari
olabilmektedir. Cografik izolasyon nedeniyle gen aligverisi sinirli olan tiirlerde
karyotip ve NOR c¢esitliligi artmaktadir. Bu bakimdan bu tiirlerin kiigiik ancak izole
populasyonlarinda bile farkli karyotiplere rastlanmaktadir (Gaffaroglu, 2003).

Tir i¢i ve tirler arasti NOR heteromorfizminin dort katogoride

degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Bunlar;

a) Genom basina mutlak NOR sayisi,
b) NOR’larin pozisyon ve kromozomal yerlesimi,
¢) NOR’larin biiyiikligi,

d) Hiicre bagina aktif NOR’larin dagilimi.
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a” ve “b’nin tiirler arasi, “c” ve “d’nin tlr i¢i hetoromorfizmin

belirlenmesinde kullanildigi bildirilmistir (Pekol, 1999; Gaffaroglu, 2003).

Tiir ici NOR heteromorfizminin degerlendirildigi baska bir ¢aligmada tiir i¢i

NOR heteromorfizmi 3 tipte tanimlanmistir ki bunlar;

1. NOR boyu heteromorfizmi: Bu tipte homolog kromozomlarinin NOR
bolgeleri farkli biiyiikliiktedir.

2. NOR silinmesi: Iki homolog kromozomun bir tanesinde NOR silinmistir.

3. NOR aktivite heteromorfizmi (Pekol, 1999; Gaffaroglu, 2003).

Ug tip heteromorfizmden giimiis boyama teknigi ile NOR biiyiikliigii ve NOR
silinmesi ile ilgili heteromorfik durumlarin belirlenecegi rapor edilmistir. NOR
aktivite heteromorfizminin ise kromomiyosin A; (CMA3) gibi 6zel boyalar ile

belirlenebilecegi belirtilmistir (Amemiya ve Gold, 1986).

John ve ark.’lar1 1993 yilinda Labeo cinsinin L. rohita, L. calbasu ve L. bata
tirlerinde yaptiklari c¢alismada NOR’larin 3 tiirde de orta buylikliikteki
submetasentrik kromozomlarin kisa kollarinin u¢ kisimlarina yerlestigini tespit
etmislerdir. NOR’lar L. rohita ve L. bata’da 11. ¢ift kromozomda, L. calbasu’da 9.
cift kromozomda gozlenmistir (John ve ark., 1993).

Leuciscus borysthenicus’un orta biiyiikliikteki submeta-subtelosentrik 1 ¢ift

kromozomun kisa kollarinin ucunda NOR gozlenmistir (Rab ve ark. 1996a).

Garra rufa tliriiniin Mersin populasyonunda 15. submetasentrik kromozom
ciftinin terminal bolgesinde ve 20. ciftin subtelosentrik kromozom ¢iftinin kisa
kollarinda; Hatay populasyonunda 21. subtelosentrik kromozomun kisa kolunun
terminal  bolgesinde;  Kahramanmaras  populasyonunda  metasentrik X
kromozomunun kisa kolunda; Sivas populasyonunda 3., 4., 5., 9. metasentrik
kromozomlarin terminal bdlgesinde ve 17. submetasentrik kromozomun kisa

kollarinda Ag-NOR tespit edilmistir (Karahan ve Ergene, 2009).
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Iberchondrostoma almacai ve I. lusitanicum tiirlerinde yapilan karyolojik
calismada I. almacai’nin genellikle 2. submetasentrik kromozom ¢iftinde ve nadiren
de 1 kiigiik submetasentrik kromozom ¢iftinin kisa kollarinda NOR tespit edilmistir.
Ayrica bazi populasyon polimorfizmleri de bulunmustur: Arade 6rneklerinde 1-3
adet NOR ve Mira populasyonunda maksimum 2 adet NOR tespit edilmistir. I.
lusitanicum’da 2. submetasentrik ¢iftin ve 1 kiiciik submetasentrik ¢iftin kisa
kollarinda NOR gozlenmistir. Tiim populasyonda gozlenen varyasyonda 1-4 adet
kadar NOR olmasina ragmen istisnai Tejo 1 populasyonunda genellikle 3-4 adet
NOR tespit edilmistir (Monteiro ve ark., 2009).

Achondrostoma oligolepis’de c¢ogunlukla 3., 5. ve 6. submetasentrik
kromozom ¢iftlerinde, CMAj3; boyamanin verdigi 4-6 pozitif sinyalle NOR
belirlenmistir. Sinyallerin tamami1 5. Submetasentrik ¢ift hari¢ kromozomlarin kisa
kollarinda lokalize olmustur. Pseudochondrostoma duriense bireylerinin 3. ve 6.
kromozom ¢iftinin kisa kollarinda NOR tespit edilmistir. P. polylepis’de genellikle
sadece 1 kromozom giftinde (3. submetasentrik) NOR gozlenmistir (Pereira ve ark.,
2009).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma alanimn ozellikleri

Beysehir Golii, Tiirkiye nin ikinci biiyiik gélii olup i¢ Anadolu’nun batisina
yakin, Konya ile Isparta arasinda yer almaktadir. Deniz seviyesinden yiiksekligi 1121
m ve yiizolglimii 651 km? olan goliin kuzeybati-giineydogu dogrultusunda uzunlugu
50 km olup, buna dik dogrultudaki genisligi ise yaklasik 18-20 km arasindadir. Sulari

tatli olup, derinligi en ¢ok 10 m civarindadir. Kirlilik yok denecek kadar azdir.
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Harita 3.2. Orneklerin alindig1 yer ve arastirma alaninin ayrintisi
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3.1.2. Orneklerin toplanmasi ve degerlendirilmesi

Mayis 2010 ile Ekim 2010 tarihleri arasinda yapilan arazi calismalarinda,
Konya ili, Beysehir ilgesi, Yenice Koyl (37°52' kuzey, 31°35' dogu) (Harita 3.1,
Harita 3.2) civarindaki drenajdan 4 erkek ve 4 disi olmak iizere toplam 8 Squalius
anatolicus 6rnegi yakalandi (Resim 3.1). Balikgilar tarafindan ag ile yakalanan

ornekler akvaryum havalandirmali 6zel tasima bidonlari ile laboratuvara getirildi.

Resim 3.1. Squalius anatolicus (Bogutskaya, 1997)’un goriiniisii

3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

1. Fitohemaglutinin Cozeltisi: 0,1 g fitohemaglutinin 100 ml bidistile suda

¢oziilerek hazirlandi.

2. Kolsisin ¢ozeltisi: 0,1 g Kolsisin, 100 ml bidistile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

3. KCI ¢ozeltisi: 0,558 g potasyum kloriir 100 ml distile suya tamamlanarak

hazirlandi.

4. Fiksasyon ¢ozeltisi: 3 kisim metanol, 1 kisim asetik asit ile karistirilarak

hazirlandi.
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5. Soransan fosfat tamponu (pH 6,8, 0,01 M):

A stok ¢ozeltisi: Disodyum hidrojen fosfat (iki sulu)’tan 9,073 g tartildi,

distile suda ¢oziilerek son hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

B stok ¢ozeltisi: Potasyum dihidrojen fosfattan 11,879 g tartilarak son

hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Calisma ¢ozeltisi: 53,4 ml A stok ¢ozeltisi ile 46,6 ml B stok ¢ozeltisi
karistirildi.

6. Giemsa boya ¢ozeltisi: 20 ml Giemsa 80 ml Soéransan fosfat tamponu ile

karigtirilarak hazirlandi.

7. Dehidrasyon sivilari: 2 aseton banyosu, 1:1 oraninda aseton—ksilol

banyosu ve 2 ksilol banyosu.

8. Kolloidal gelistirici ¢ozelti: 2 g jelatin 100 ml deiyonize suya tamamlandi

ve lzerine 1 ml formik asit eklendi.

9. Sulu giimiis nitrat ¢ozeltisi: 1 g glimiis nitrat 2 g deiyonize suda eritildi ve

filtre kagid ile siiziilda.

10. Sodyum tiyosiyanat ¢ozeltisi: 5 g sodyum tiyosiilfat 100 ml distile suda
¢oOzildii.

11. HCI ¢ozeltisi (0,2 N): 1000 ml distile suya 16,6 ml hidroklorik asit

konularak hazirlandi.

12. Ba(OH), c¢ozeltisi: 5,3 g baryum hidroksit 100 ml distile su ile

karistirilarak hazirlandi.

13. 2XSSC ¢ozeltisi: 17,53 g sodyum kloriir (0,3 M) 100 ml bidistile suda,
8,823 g sodyum sitrat-iki hidrat bidistile suda ayr1 ayr1 ¢oziildii ve iki ¢ozelti
birbiriyle karigtirildi.
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3.2. Metodlar
3.2.1. Havada kurutma teknigi ve karyotip hazirlanmasi

Balik Orneklerinin  karyolojik analizi ig¢in Collares-Pereira (1992)’nin
“Havada Kurutma” teknigi kullanildi. Oncelikle baliklar laboratuvar ortamima uyum
saglamalar i¢in 1 hafta akvaryumda bekletildi. Baliklara intraperitonal olarak 1 g
viicut agirligi igin 0,01 ml, % 0,1°lik kolsisin enjekte edildi. Enjeksiyondan 2-2,5 saat
sonra baliklar disekte edildi. Baliklarin gonadlarindan esey tayini yapildi. Baliklarin
bobrek anteriyorlari ¢ikarilarak bir miktar 0,075 M KCI konulmus saat camlari
igerisinde bistiiri yardimi ile her 6rnek 5’er dakika siireyle kiyilarak homojenize
edildi. Elde edilen doku konik uglu santrifiij tiiplerine konuldu ve iyi bir siispansiyon
elde etmek i¢in tlipler vortekste karistirildi. Tiipler 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra tiipler 2000 RPM’de 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant, tiipiin dibinde toplanan hiicre yigminin dagilmamasina dikkat edilerek
pipetle atildi. Tiiplere taze olarak hazirlanmis ve +4°C’ye sogutulmus 3:1 oraninda
metanol-glasiyel asetik asit fiksatifinden (Carnoy ¢ozeltisi) 5 ml eklendi. Daha sonra
hiicrelerin fikse olmasi i¢in oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Fiksasyon siiresi
dolduktan sonra tiipler 1000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant yine
dikkatlice atildi, yerine 5 ml fiksatif eklendi. Bu yikama iglemi toplam olarak 5 kez
tekrarlandi. Son yikama isleminden sonra hiicreler 3 ml fiksatif i¢inde siispanse
edildi. Daha Onceden temizlenmis ve buzdolabinda +4 dereceye sogutulmus olan
lamlar tizerine hiicre slispansiyonu bir pipet yardimiyla damlatilarak her 6rnekten 10
preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar 1 giin siireyle kurumaya birakildi. 1. giin
sonunda preparatlarin bir kism1 pH 6,8’deki Soransan tamponuyla hazirlanmis %
10’luk Giemsa ¢ozeltisinde 15 dakika boyandi. Preparatlarin bir kismi ise giimiis
boyama i¢in ayrildi. Preparatlar, boyama islemini takiben her birinde 1 dakika
tutmak suretiyle 2 aseton, 1 ksilol-aseton ve 2 ksilol banyosundan gegirildi.

Hazirlanan preparatlar entellan ile kapatildi (Gaffaroglu, 2003).

Karyotip i¢in hazirlanan preparatlar, Leica DM LB arastirma mikroskobunda
tarand1 ve 100’liik objektifte metafaz alanlarinin fotograflart ¢ekildi. Kromozomlar,

fotograflar iizerinde dijital kumpasla 6l¢iilerek numaralandirildi. Daha sonra bir
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makas yardimi ile fotograftaki kromozomlar teker teker kesilerek Denver sistemine
gore diizenlendi. Kesilen kromozomlar sentromerleri hizasinda, kisa kollar iistte
kalacak sekilde, kromozom morfolojilerine gore gruplandirilarak resim kagidina
soldan saga, biiylikten kiigiige dogru eslestirilip yapistirildi. Sentromer indeksleri
(CI), kol oranlari, nispi uzunluklari, kol sayilar1 (temel say1) hesaplandi.
Kromozomlar Levan ve ark. (1964)’na gore siniflandirildi.

Sentromer indeksi asagidaki sekilde hesapland:

Kisa kol uzunlugu

Sentromer Indeksi (CI) = X 100

Kromozomun nispi uzunlugu

Kol oraninin hesaplanmasi su sekilde yapildi:

Kromozomun uzun kol uzunlugu

Kol oran1 =

Kromozomun kisa kol uzunlugu

Kromozomlardan kol orani; 1:1,1’den az olanlar metasentrik, kol orani; 1:1,1
ile 1: 1,9 aras1 olanlar submetasentrik, kol orani; 1:2 veya daha biiyiik olanlar
subtelosentrik, ikinci kolu goriilemeyenler akrosentrik/telosentrik (Cizelge 3.1.)
olarak degerlendirildi (Gaffaroglu, 2003). Calismamizda metasentrik ve
submetasentrik kromozomlar iki kollu, subtelosentrik ve akrosentrik kromozomlar

ise tek kollu olarak kabul edilip, kol sayis1 buna gore hesaplanmustir.

Nispi uzunluk ise su sekilde hesaplandi:

Kromozomun toplam uzunlugu

Nispi uzunluk = X 100

Haploid takimdaki kromozomlar1 toplam uzunlugu
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Cizelge 3.1. Sentromer pozisyonuna gore kromozomlarin siniflandirilmasi

Sentromer Pozisvonu Kromozom Kromozom Cl
y Tanimi Semboli Sinir1
Ortada Metasentrik M 46-49
Ortadan az kaymis Submetasentrik SM 36-45
Bir uca daha yakin Subtelosentrik ST 26-35
Ugta Akro(telo)sentrik A (T) 15-30

3.2.3. C-bantlama teknigi

Hazirlanmig olan preparatlara C-bantlama yapmak i¢in Sumner (1972)’in

teknigi kismen modifiye edilerek kullanildi.

1. Preparatlar oda sicakliginda sale igerisindeki 0,2 N HCI’de 60 dakika
bekletildi.

2. Preparatlar 50°C’de Ba(OH),’de 20 dakika inkiibe edildi.
3. Preparatlar 2XSSC’de 2 saat inkiibe edildi.

4. Inkiibasyondan sonra preparatlar pH 6,8’deki S&ransan tamponuyla
hazirlanmis % 10’luk Giemsa ¢ozeltisinde 10 dakika boyandi.

5. Yikanan ve kurutulan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi preparat

haline getirildi.

C-bant metodu uygulanan preparatlarin taranmasi yapildi. Uygun

metafazlarin fotograflart ¢ekildi ve C-bant pozitif olan kromozomlar isaretlendi.
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3.2.4. NOR boyama teknigi

Hazirlanmis olan preparatlardan glimiis boyama yapmak i¢in Howell ve

Black (1980)’in “a 1-step” teknigi kismen modifiye edilerek kullanildi.

1. Preparatlarin tizerine 70 mikrolitre kolloidal gelistirici ¢6zelti ve 140

mikrolitre sulu glimiis nitrat ¢ozeltisi damlatildu.
2. Preparatlarin iizeri lamelle kapatildiktan sonra 70°C’deki etiive konuldu.

3. Preparatin rengi altin kahverengiye doniisiince etiivden cikarildi ve

iizerindeki lamel kaldirildi (yaklasik 3 dakika).

4. Preparat once ¢esme suyunda daha sonra distile suda iyice yikandi ve

kurumaya birakildi.

5. Preparatlar pH 6,8’deki Soransan tamponuyla hazirlanmis % 10’luk
Giemsa boyasinda 15 dakika bekletildi.

6. Yikanan ve kurutulan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi preparat

haline getirildi.

NOR boyama i¢in daha 6nce hazirlanmis olan preparatlar bahsedildigi gibi
gliimiis boyama yontemiyle boyandiktan sonra, preparatlarin taranmasi yapilarak
NOR sayisinda giivenilirlik saglandi. NOR’lar sar1 boyanmis kromozomlar tizerinde
koyu boyali bolgeler halinde goriildii. Uygun metafazlarin fotograflari g¢ekildi ve

NOR tasiyan kromozomlar igaretlendi.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

Bu ¢alismada Beysehir Goli’nde yasayan Cyprinidae familyasina ait Squalius
anatolicus’un diploid kromozom sayisi, kol sayis1 ve kromozom morfolojisi tespit

edilmistir.
4.1.1. Karyotip analizi

Squalius anatolicus tiirtiniin Kkaryolojisini belirlemek amaciyla hazirlanan
preparatlardan toplam 411 metafaz plag incelenmistir. Incelenen metafaz plaklarinda
bu tiiriin diploid kromozom sayisinin 2n=50 oldugu tespit edilmistir. Kromozom
morfolojisinin 5 ¢ift M, 11 ¢ift SM, 5 cift ST, 4 ¢ift A kromozomdan olustugu ve
NF=82 oldugu net olarak bulunmustur (Cizelge 4.1., Sekil 4.1.). Esey kromozomlari

farklilasmasi1 goriilmemistir.

Cizelge 4.1. Squalius anatolicus’un karyotip analizi

. o Kromozom morfolojisi
Tiir Omek | Metafaz | Diploid say1 NE
say1st say1st (2n) M| SMIST!| A
Squalius 8 411 50 82 | 5| 11 | 5| 4
anatolicus
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Sekil 4.1. Squalius anatolicus’un metafaz plag: ve karyotipi
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4.1.2. C-bant analizi

C-bantlama ile bir¢ok kromozomun sentromerinde konstitiitif heterokromatin
bolge tespit edilmistir (Sekil 4.2.a, Sekil 4.2.b).
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Sekil 4.2.a. Squalius anatolicus’un C-bantli metafaz plag:

Sekil 4.2.b. Squalius anatolicusun C-bantli metafaz plagi
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4.1.3. NOR analizi

Bir ¢ift biliyilk submetasentrik kromozomun kisa kollarinda NOR
gbzlenmistir. Bu ¢iftlerden birinde NOR kromozomun kisa kolunun tamaminda
gozlenirken, digerinde kisa kolun sadece ucunda bulundugu tespit edilmistir. Glimtis
nitrat ile boyanmis 220 metafaz plagi incelenmistir. Bu incelemeler NOR’lardan
birinin digerinden her zaman biiyiik oldugunu gdstermistir. Olciimler sonucu, her
metafaz plagindaki NOR’lar arasi1 biyiikliik oraninin ortalamasi 1,6 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.3.a, Sekil 4.3.b ). Bazi1 metafazlarda ise dikkat g¢ekecek
sekilde NOR’lu kromozomlarin kars1 karsiya geldikleri gozlenmistir (Sekil 4.3.c).

Sekil 4.3.a. Squalius anatolicus’un metafaz plaginda NOR
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Sekil 4.3.c. Squalius anatolicus’un metafaz plaginda NOR
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4.2. Tartisma

Doadrio ve Carmona (1998), c¢alisma materyalimiz olan Squalius
anatolicus’un Leuciscus olarak bilinen cinsinin gegerli isminin Squalius oldugunu ve
Leuciscus’un Squalius’un sinonimi oldugunu yayinlamislardir. Bogutskaya (1997)
Beysehir Golii’nde yasayan Squalius populasyonunun Squalius cephalus’tan farkli
bir tir oldugunu belirtmis ve bu populasyonu Squalius anatolicus olarak

kaydetmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Squalius anatolicus’un kromozom sayisi 5 ¢ift M, 11
cift SM, 5 ¢ift ST, 4 ¢ift A olmak tlizere 2n=50 ve NF=82 olarak bulunmustur. Tiir ve
populasyon iginde, eseyler ve bireyler arasinda karyotip ¢esitliligine rastlanmamustir.
Takimdaki akrosentrik kromozomlarin sayist en az (4 ¢ift), submetasentrik

kromozomlarin sayisi ise en fazladir (11 ¢ift).

Rab ve Collares-Pereira (1995) Awvrupa Leuciscinae Cyprinidlerinin
kromozom sayisinin 2n=50-52 ile karakterize oldugunu, karyotip morfolojilerinin 6—
8 c¢ift M, 12-14 c¢ift SM ve 24 c¢ift ST-T kromozomdan olustugunu tespit
etmislerdir. Amemiya ve Gold (1990) ise Kuzey Amerika Cyprinidlerinin karyotip
morfolojisinde tiirlerin %90’ 1min diploid kromozom sayisinin 2n=50 oldugunu fakat
bu sayinin 48-52 arasinda ve diploid kromozom kol sayisinin da 80 ve 100 arasinda
degisebildigini belirlemislerdir. Cyprinidlerle ilgili bu belirleme diploid kromozom
say1s1 ve sentromerlerine gore kromozom gruplarinin takim igerisindeki dagilimi esas

alindiginda bizim bulgularimizi desteklemektedir.

Genel olarak cyprinidlerin karyotipi median pozisyondan terminal pozisyona
dogru kademeli bir sekilde kiigiilerek siralanir (Rab ve Collares-Pereira, 1995).

Bizim ¢aligmamizda da karyotip bu sekilde siralanmaistir.

Leuciscus tiirleri ile yapilan ¢alismalarda; Leuciscus borysthenicus’un diploid
kromozom sayis1 2n=50 olmak iizere 8 ¢ift M, 14 ¢ift SM-ST, 3 ¢ift A kromozomdan
olustugu ve NF=94 oldugu (Rab ve ark. 1996a), L. carotitertii’de 6 ¢ift M, 15 ¢ift
ST, 4 ¢ift A kromozom olmak tizere 2n=50, L. pyrenacius’da 6 ¢ift M, 16 ¢ift ST, 3

¢ift A kromozom olmak {izere 2n=50 oldugu ancak L. carotitertii kromozomlarinin
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stabilken L. pyrenacius kromozomlarinin degisken olabildigi (Collares-Pereira ve
ark., 1998), L. idus’ta kromozom sayisinin 2n=50; 5 ¢ift M, 13 ¢ift SM, 3 ¢ift ST, 4
cift A ve NF=86 oldugu, L. leuciscus’ta diploid kromozom sayisinin 6 gift M, 12 ¢ift
SM, 4 ¢ift ST, 3 ¢ift A olmak lizere 2n=50 ve NF=86 oldugu (Boron ve ark., 2009),
L. I. kirgisorum, L. schmidti ve L. bergi’de kromozom sayis1 2n=50; 9 ¢ift M, 11 gift
SM, 5 ¢ift A ve NF=90 oldugu tespit edilmistir (Mazik ve ark., 1986). Analiz edilen
Leuciscus tiirlerinin hepsinde metasentrik kromozom sayilari, L. leuciscus ve L. idus
cinslerinde ise takimdaki submetasentrik kromozomlarin diger kromozomlardan
fazla olmasi ve kol sayist bu galismada elde ettigimiz bulgular ile benzerlik
gostermektedir. L. cephalus tiiriinde ise farkli arastiricilar farkli bulgular saptamistir;
Al-Sabti (1986) 2n=50 olmak {izere, karyotip morfolojisini 17 ¢ift M-SM, 8 ¢ift ST-
T ve NF=84 olarak bulurken, Boron ve ark. (2009) 2n=50 olmak iizere, Karyotip
morfolojisini 5 ¢ift M, 11 ¢ift SM, 5 ¢ift ST, 4 cift A ve NF=82 olarak tespit
etmislerdir. Boron ve ark. (2009)’larinin ¢alismasindaki karyotip morfolojisi bizim
caligmamizla paralellik gostermektedir. Bu sonuglar Leuciscus cephalus ile Squalius

anatolicus’un ayn tiir olabilecegini diisiindiirmektedir.

Barbus kerstenii’de kromozom sayis1 2n=50, kromozom morfolojisi 17 ¢ift
M-SM, 8 ¢ift A ve NF=84, B. ablabes’de 2n=50; 9 ¢ift M, 15 ¢ift SM, 1 ¢ift ST-A ve
NF=96, B. macrops’ta 2n=50; 7 ¢ift M, 14 ¢ift SM, 4 ¢ift ST-A ve NF=92 olarak
tespit edilmistir (Rab ve ark., 1995). Bu ¢alisma B. kerstenii’nin kol sayis1 ve A
kromozomlariin azligi ile galismamizdaki bulgulara benzerken, B. macrops’da ST

ve A kromozomlarin ayr1 verilmemesi bakimindan farklilik gostermektedir.

Avrupa ile Rusya’da yasayan Aspius aspius’ta 7 ¢ift M, 14 ¢ift SM, 4 ¢ift ST-
A olmak tizere 2n=50 ve NF=92 olarak bulunmustur (Rab ve ark., 1990). Kromozom
morfolojisinde metasentrik ve subtelo-akrosentrik kromozom gruplarinin takimin en
az kromozom c¢iftlerine sahip olmasi bakimindan bizim ¢alismamiza benzemektedir.
Bununla birlikte bizim c¢alismamizda subtelosentrik ve akrosentrik kromozom

gruplarinin ayrimi yapilmaigtir.

Vervoort (1980)’un yaptig1 bir ¢alismada Caecobarbus geertsi’nin kromozom

sayist 2n=50, kromozom morfolojisi ise 6 ¢ift M, 14 cift SM ve 5 ¢ift ST olarak
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tespit edilmistir. Bu ¢aligmadaki SM kromozom sayisinin M ve ST kromozomlardan
fazla olmasi bulgularimiza benzerken, akrosentrik kromozom bulundurmamasi bizim

calismamiz ile farklilik géstermektedir.

Scardinus erythropthalmus’da kromozom sayist 2n=50 olmak iizere 24 ¢ift
M-SM ve 1 ¢ift M kromozomdan olustugu bulunmustur (Koehler ve ark., 1995). Bu
calismadaki kromozom sayist bulgularimizla ayni iken kromozom morfolojileri
farklilik  gostermektedir. Bizim ¢alismamizda ST ve A kromozomlar da

bulunmaktadir.

John ve ark. (1993)’lar1 Labeo tiiriinde yaptiklart bir c¢alismada Labeo
rohita’da 5 ¢ift M, 7 ¢ift SM, 3 ¢ift ST ve 10 ¢ift A kromozom olmak iizere 2n=50,
L. calbasu’da 5 ¢ift M, 5 ¢ift SM, 7 c¢ift ST ve 8 ¢ift A olmak iizere 2n=50, L.
bata’da ise 9 ¢ift M, 6 ¢ift SM, 4 ¢ift ST ve 6 ¢ift A olmak iizere 2n=50 olarak tespit
etmiglerdir. Bu ¢alismadaki kromozom morfolojileri, metasentrik, submetasentrik,
subtelosentrik ve akrosentrik kromozomlarin takim igindeki sayica dagilimlar
bakimindan bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir. Ancak bizim

calismamizda subtelosentrik kromozomlar akrosentrik kromozomlardan fazladir.

Gaffaroglu (2003) bazi cyprinid tiirlerinde yaptig1 karyolojik analizler sonucu
Acanthobrama marmid’in kromozom sayisinin 6 ¢ift M, 7 ¢ift SM, 9 ¢ift ST, 3 ¢ift A
olmak tizere 2n=50 ve NF=94 oldugunu, Chalcalburnus mossulensis’in kromozom
sayisint 2n=50 olmak iizere 6 ¢ift M, 8 cift SM, 5 cift ST, 6 ¢ift A kromozomdan
olustugunu ve NF=88 oldugunu, Cyprinion macrostomus’un kromozom sayisini 3
cift M, 12 ¢ift SM, 6 ¢ift ST, 4 ¢ift A olmak iizere 2n=50 ve NF=92 oldugunu tespit
etmistir.  Calisilan  Orneklerin  karyotip morfolojileri  bizim  bulgularimiza

benzemektedir.

Cyprinidae familyasinda ¢esitli kromozomal ¢aligmalara sik rastlansa da C-
bantlama ¢alismalar1 az sayidadir. C-bantlama ile belirlenen heterokromatin farklilig
cyprinidlerin kromozom evoliisyonunda ve tiirlerin farklilasmasinda kullanilabilir.
Sentromerik C-bantlar ti¢ farkli tipe ayrilir: Birinci tipteki sentromerik C-bantlar tim

kromozomlarda benzer biiyiikliiklerde bulunur. ikinci tipteki sentromerik C-bantlar
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cok az sayida kromozomda bulunur ya da kromozomlarin hig¢birinde bulunmaz.
Ucgiincii tipteki sentromerik C-bantlar ise birgok kromozomda bulunmaktadir. Ayrica
bu bantlar farkli biiyiikliige ve boyanabilme 06zelligine sahiptir. Birinci tip, ¢ok
sayida salmonid baliklarinda, Oryzias tiirlerinde, Fundulus tiirlerinde ve balistitlerde
goriilmiistiir. Tkinci tip baz1 Oryzias tiirlerinde, Beryx splendens’de rapor edilmistir.
Uciincii tip ise Conger myriaster, Anago anago ve Parapercis sexfasciata’da
gozlenmistir (Takai ve Ojima, 1988; Karasu, 2009). Bizim bulgularimizda C-bant
birgok kromozomun sentromer bolgesinde tespit edilmis olup tglincii tipe dahil

olmaktadir.

Leuciscus borysthenicus’un metasentrik kromozomlarinin hepsinde ve SM-
ST 4 kromozom giftinin (9., 11., 19. ve 22.) perisentromerik bolgelerinde (Rab,
1996); L. idus, L.cephalus ve L. leuciscus’da kromozomlarin ¢ogunun sentromer
bolgelerinde heterokromatik bloklar tespit edilmistir (Boron ve ark., 2009). Bizim
calisgmamiz C-bantlarin sentromer bolgesinde olmasi bakimindan Rab ve ark.
(1996b)’1n ¢alismasina, kromozomlarin ¢ogunda bulunmasi bakimindan ise Boron ve

ark. (2009)’larinin ¢alismasina benzemektedir.

Takai ve Ojima (1998)’nin 6 cyprinid tiriinde yaptigi C-bantlama
calismasinda; Zacco platypus’da biitiin kromozomlarin sentromer bolgelerinde; Z.
temmincki’de ¢ok sayida kromozom ¢iftinde, Z. platypus’a gore daha zayif boyali C-
bantlar gozlenmistir. Ischilcavia steenackeri’de bazi kromozomlarin sentromer
bolgelerinde C-bant gozlenmistir. Sarcocheilichthys variegatus’da en uzun
metasentrik kromozomun uzun Kkolunda ve bazi kromozomlarin sentromer
bolgelerinde C-banda rastlanmistir. Acheilognathus rhombeus’da biitiin metasentrik
kromozomlarin ve kii¢iik akrosentrik kromozomun sentromer kisimlarinda C-bantlar
belirlenmistir. Puntius conchonius’da biitiin kromozomlarin sentromerik kisimlarinin
C-bant igerdigi bildirilmistir. Bu ¢aligmanin genelinde oldugu gibi bizim

bulgularimizda da kromozomlarin ¢ogunda C-bant gézlenmistir.

Iberchondrostoma lusitanicum’da heterokromatik bolgeler, bazi istisnalar
disinda genel olarak bizim bulgularimizda oldugu gibi sentromerik bdlgelere lokalize

olmustur (Monteiro ve ark., 2009).
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NOR, genellikle subtelosentrik ve submetasentrik kromozomlarin kisa
kollarinin ucunda goriilmesine ragmen, bazen subtelosentrik ve submetasentrik
kromozomlarin uzun kollarinin ucunda, metasentrik ve akrosentrik kromozomlarin
kollarinda, ayrica telomer ile sentromerler arasinda, sentromere bitisik durumda
goriilebilmektedir (Galetti ve ark., 1984). Bizim c¢aligmamizda da NOR’larin
submetasentrik kromozomlarin kisa kollarinda bulunmasi Galetti ve ark.

(1984)’larinin ¢alismasini desteklemektedir.

Leuciscus borysthenicus’da orta Dbiyiikliikteki submeta-subtelosentrik
kromozomun kisa kollarinin ucunda (Rab ve ark. 1996a), L. idus’ta ise 2. en biiyiik
submetasentrik kromozom ¢iftinin uzun kolunda 1 ¢ift NOR gozlenmistir (Boron ve
ark., 2009). L. idus’ta NOR’larin submetasentrik kromozom ¢iftinde bulunmasi

bakimindan bizim bulgularimiza benzemektedir.

Amemiya ve Gold (1990) 7 Kuzey Amerikan Cyprinidinde NOR ¢alismasi
yapmustir. Notropis buchanani, N. maculatus, N. stramineus ve N. volucellus’da 1
¢ift NOR’un, orta biiyiikliikte submetasentrik bir kKromozomun ucuna, Pteronotropis
hubbsi’de biiyiik bir subtelo-akrosentrik kromozomun kisa kolunun ucuna yerlestigi
bulunmustur. P. signipinnis ve P. welaka’da ise NOR’un orta biiyiiklikteki
submetasentrik bir kromozomun kisa kolunun ucunda ve biiyiik bir subtelo-
akrosentrik kromozomun kisa kolunun ucunda 1 ¢ift bulunmasi bakimindan NOR

sayisinca bu ¢alisma ile aynidir.

Labeo rohita, L. calbasu ve L. bata’da 1 ¢ift NOR orta biiyiikliikte
submetasentrik kromozomun kisa kolunun ucunda lokalize oldugu tespit edilmistir
(John ve ark., 1993). Bu calismadaki Labeo tiirlerinde NOR’larin submetasentrik

kromozom iizerinde bulunmasi bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir.

Boron (1995b) Noemacheilus barbatulus’da 1 ¢ift NOR’u en biiyiik
metasentrik kromozomun ucunda goézlerken, Polonya’da yasayan Cobitis taenia’da
orta biiyiikliikkteki submetasentrik 1 ¢ift kromozomun kisa kollarinin ucunda

oldugunu tespit etmistir. Boron’un bu c¢aligmasindaki NOR sayilar1 bizim
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bulgularimizla ayni iken N. barbatulus NOR’larin bulundugu kromozom grubu

bakimindan farklilik gostermektedir.

Pseudochondrostoma polylepis’de genellikle sadece 1 ¢ift submetasentrik
kromozomda NOR gozlenmistir (Pereira ve ark., 2009). Bu calisma NOR sayis1 ve
NOR’un submetasentrik kromozom {izerinde bulunmasi bakimindan bizim

calismamiza oldukca benzemektedir.

Leporinus obtusidens ve L. striatus’un 1 biiyilk metasentrik ¢ift
homologunda; L. fredirici, L. octofasciatus ve L. lacustrite’nin biiyiik bir meta-
submetasentrik kromozom ¢iftinde; L. elongatus’un 5. (submetasentrik kromozomun
terminalinde), Leporellus vittatus’'un 6. (metasentrik kromozom), Schizodon
nasutus’un 12. kromozomunda (kii¢iik metasentrik kromozomun ucunda) NOR tespit
edilmistir. Analiz edilen biitiin tiirlerde 2 NOR gozlenmesine ragmen, NOR
biiyiikliigliinde baz1 varyasyonlar tespit edilmistir. Bazi bireylerde NOR,
homologunun 2 kati1 biiyiikliigiinde bulunmustur (Galetti ve ark., 1984). Bizim
calismamizda da 2 homolog kromozom arasinda biiyiiklik farki gozlenmistir ve
Ol¢iimler sonucu NOR’larin biiyiikliikk farki oraninin ortalamasi yaklagik olarak 1,6

olarak bulunmustur. Bu nedenle bu ¢alisma bulgularimizla benzer niteliktedir.

Yapilan NOR calismalarinda tilirler arasi, tiir i¢i hatta bireyler arasi
varyasyonlar olabildigi bildirilmistir. Hatta farkli homolog kromozomlar iizerinde
bulunan NOR’lar farkli biytiklikte olabilmektedir. Hatta bazi baliklarda aym
homolog kromozom iizerinde bulunan NOR’lar arasinda hemen hemen 2 katina
varan biiylikliik farkliliklar1 goriilebilir. NOR’larin bu dlgtide farklilik gostermesinin
sistron sayisindan ve transkripsiyonel aktivitedeki farkliliklardan kaynaklandig:

bildirilmektedir (Galetti ve ark., 1984).
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5. SONUC VE ONERILER

Canli biliminin en o6nemli dallarindan biri olan genetik, sitogenetik
caligmalarla tiirlesme ve populasyonlar arasi akrabalik iligkilerinin belirlenmesi;
kromozom evoliisyonu; dollenmeden itibaren olusacak yeni bireylerin doku, organ
yapisi ve isleyisinin genlerin kontroliinde olmasi ile; sistematik, taksonomi, anatomi
ve fizyoloji gibi alanlara katki saglamaktadir. Karyolojik c¢alismalar sonucu
kromozomal bozukluklarin tespit edilip nedenlerinin belirlenmesi de genetigin
konusudur. Biitiin bu g¢aligmalar teknolojinin bilimi desteklemesi ile dogruluk ve
giivenilirlik kazanmaktadir. Bu nedenle genetik calismalarda kullanilmak iizere
sitometri, elektroforez, sekans analizi, RFLP, RAPD, PCR ve kromozom bantlama
gibi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin her canli grubu i¢in uygulanabilirligi

farklilik gostermektedir.

Yiiksek omurgali gruplarinda, 6zellikle de memeliler {izerinde kromozomal
filogeni ¢alismalar1 uygulanmistir. Sistematik ve taksonomide kullanilan bu karyotip
uygulamalarinin amaci, her tiirin kromozom 6zelliklerini ortaya koyabilmektir.
Boylece tiirler arasindaki taksonomik farkliliklar karyotip ¢aligmalar1 ile agiga
cikarilmaktadir. Bu ¢aligmalar memeliler disinda bir¢ok canli grubunda uygulanmis

ve son yillarda da baliklar i¢in aktif bir alan olusturmustur (Gaffaroglu, 2003).

Kromozom analizi ile baliklar hakkinda evrimsel ve genetik bilgilere
ulasilabilmektedir. Elde edilen kromozomlarin sayis1 ve morfolojisi tiirlerin kolay bir
sekilde tanimlanmasinda, populasyon i¢i ve populasyonlar arasindaki yakin iligki ve
farkliliklarin ortaya konmasinda, populasyonlar arasi varyasyonlarin agiklanmasinda,
genetik kontrolde, balik yetistiriciligi ve genotoksikolojide birgok gelisme
saglamistir. Kromozom analizleri ise tiirler, alttiirler, populasyonlar i¢i ve arasi,
eseyler ve hatta bireyler arasi1 polimorfizmin tespitinde, ploidi ¢alismalarinda, kalitsal
hastaliklarin tespitinde ve akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Cevrenin zararl etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda karyotip ve bantlama teknikleri bir
indikator gibi kullanilmaktadir. Yani cevresel kirleticilerin canlilar tizerindeki
etkilerinin arastirilmasinda kromozomlar biyobelirtecler olarak kullanilabilmektedir.

Kanalizasyon atiklari, endiistriyel atiklar, tarim ilaglar1 ve agir metaller gibi ¢evresel
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kirleticiler; kromozom kayiplarina, kollarda agikliklara (gap), kardes kromatid
degismelerine (SCE), inversiyonlara, sentrik ve asentrik fiizyonlara ve anafazda

ayrilmama gibi kromozomal bozukluklara neden olabilmektedir (Gaffaroglu, 2003).

Sitogenetik calismalarda bantlama tenikleri kullanildiginda kromozomlarin
yapilar1 daha iyi belirlenebilmektedir. Bantlama teknikleri, kromozom sayis1 veya
kol sayis1 ayni olan tiirler arasinda ya da birbirine yakin olan o6zellikle tartismali
tirler arasinda kromozomal benzerlikler ve farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasinda
belirleyici rol oynamaktadir. Canlilardaki farkli karyotiplerin arastirilmasi ile tiirler,
cinsler ve baslica sistematik gruplarin evoliisyonunda kromozom mekanizmasinin rol
oynadig1 goriilmektedir (Gaffaroglu ve Yiiksel, 2005). Kromozomlari tanimayi
amaglayan yeni boyama yOntemlerine ragmen kromozom sayisinin yiiksek,
kromozomlarin ¢ok kiigiik olmasi, B kromozomlarinin ve mikrokromozomlarin
bulunabilmesi ve bilinmeyen nedenlerle 6zellikle G ve R bantlamada olumsuzluklar
gozlenmektedir (Gaffaroglu, 2003). Bunun yam sira bazi istisnalar disinda
kromozomlarda esey farklilagmasi olmamasi nedeni ile esey kromozomlari

belirlenememektedir.

Mevcut ¢alismada Giemsa boyama, C-bant ve AgNOR boyama ile birlikte
karyotip yapilmis ve kromozomlarda esey farklilasmasi gozlenmemistir. AgNOR
boyama ile homolog kromozomlarda ortaya ¢ikan NOR biiyiikliik farkinin belirli bir

sabiteye sahip oldugu belirlenmistir.

Pekol (1999)’un yaptig1 bir calisma gostermistir ki; NOR’larin biiyiikligii ve
hiicre basina aktif NOR’larin dagilimi1 degerlendirilerek tiir i¢i ve tiirler arasi
heteromorfizm belirlenebilmektedir. NOR biiyiikligii esasina gore bizim
calismamizda homolog kromozomlar iizerindeki NOR biiyiikliiklerinin farkli olmasi

nedeniyle tiir igi NOR heteromorfizmi gézlenmistir.

Tiir ici NOR heteromorfizminin degerlendirildigi bir ¢alismada ise tiir ici
NOR heteromorfizmi kapsaminda NOR boyu heteromorfizmi, NOR silinmesi ve
NOR aktivite heteromorfizmi esas almmistir (Pekol, 1999). NOR boyu

heteromorfizminin agiklamasi olan homolog kromozom NOR’larmin farkli
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biiyiikliikte olmasi ilkesine dayali olarak, bizim bulgularimizdaki NOR biiyiikliik

farki sabitesi, tiir i¢i NOR boyu heteromorfizmini gostermektedir.

Tespit ettigimiz NOR biiyiikliik heteromorfizmine duplikasyonun ya da
sistron sayisindaki farkliliklarin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Homolog
kromozomlardaki NOR aktivite farkliligit NOR biiyiikliikk heteromorfizmine neden
olabilir. Ancak yaptigimiz CMA3 boyama sonucu bu calismadaki heteromorfizmin
NOR aktivitesinden kaynaklanmadigi belirlenmistir (CMAj3; boyama tez calismasi
disinda yaptigimiz bir ¢alismadir).

Amemiya ve Gold (1990)’un Kuzey Amerika Cyprinidlerinde yaptiklart bir
calisma ise NOR'’larin metasentrik, submetasentrik, subtelosentrik ve akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarinin terminal bolgesinde, sentromer ile terminal bolge
arasinda kalan kisminda ve uzun kollarinin terminal bolgesinde tespiti ile NOR’larin
pozisyon ve kromozomal yerlesimi esasina dayali tiirler arasi kromozomal NOR

heteromorfizmine o6rnek teskil etmektedir.

Yaptigimiz  karyotip ¢aligmasindaki  kromozomlar, takim igerisinde
metasentrik, submetasentrik, subtelosentrik ve akrosentrik kromozom dagilimina
gore Boron ve ark. (2009)’nin Leuciscus cephalus’da saptadigi kromozomlarla
sayica ayni olarak tespit edilmistir. Doadrio ve Carmona (1998)’nin Leuciscus’un
Squalius’un sinonimi oldugunu belirttikleri yaymlari da esas alindiginda, bizim
calismamiz L. cephalus’un Squalius anatolicus’un sinonimi oldugunu kanitlar
niteliktedir.

Sadece morfolojik, anatomik ve biyokimyasal ozelliklere gore yapilan
caligmalarin taksonomik ve filogenetik agidan yeterli olmadigini, ayni cinse ait tiir ve
alttlirlerin ayirt edilmesinde ve aralarindaki akrabaliklarin belirlenmesinde karyolojik
caligmalarin ne kadar 6nemli oldugu bir kez daha ortaya konmustur (Gaffaroglu ve
Yiiksel, 2004).

Yaptigimiz karyolojik analiz sonucu Beysehir Golii'ne endemik olan tiiriin
genetik 6zelliklerinin ve karyotip karakterinin ilk kez belirlenmesi balik sitogenetigi

acisindan onem arz etmektedir. Ayrica bu ¢alismada kullanilan yontemlere ek olarak
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molekiiler calismalar ve farkli kromozom bantlamalar1 da sitogenetik ¢alismalarin

gelismesi icin faydali olacaktir.

Bu calismanin Cyprinidae familyasina ait tiir ve alttiirlerin taksonomi ve
tirlesmelerinin izahina ve Squalius tiirlerinde yapilacak sitogenetik ¢aligmalara 151k

tutacag diisiiniilmektedir.
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