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OZET

Bu c¢alismada Orthrias panthera (Heckel, 1843) (Fam: Balitoridae)’ nin
kromozomlarinin say1 ve yapilar1 incelenerek, karyotip analizi yapildi. Calismada
kullanilan baliklar Kura-Aras havzasindan elektro sokerle yakalanarak laboratuara
getirildi. Her bir gram viicut agirhg icin 0.01 ml, % 0,6’ lik kolsisin soliisyonu
baliklarin karin bosluguna enjekte edildi ve balik igsleme alinmadan 6nce 190 dakika
beklenildi. Metafaz incelemeleri sonucunda O. panthera 'nin 2n=50 kromozoma sahip
oldugu saptandi. Karyotip analizi sonucunda, bu balikta 7 metasentrik, 9 submetasentrik
ve 9 akrosentrik kromozom ¢iftinin (NF=82) oldugu belirlendi. Bu tiirde cinsiyete

bagli herhangi bir kromozom tespit edilemedi.

Anahtar sozciikler: Kura-Aras Havzasi, Orthrias panthera, Balitoridae, Karyotip

vi



SUMMARY

In this study, chromosome numbers and the standard karyotypic details for the Angora
loach, Orthrias panthera (Heckel, 1843) (Fam: Balitoridae) from Kura-Aras river
basin were ascertained. The fishs used in this study were caught with fishing nets from
the Kura-Aras river basin and taken to the laboratory. Fishes were injected
intraperitoneally (i.p.) with doses of 0.01 ml/g body weight of 0,6 % solution of
colchicine and left for 190 minutes before sacrification. It was determined that
O.panthera had 2n=50 chromosomes by metaphase investigation. Their karyotypes
were determined as being composed of 7 metacentric, 9 submetacentric and 9
acrocentric chromosome pairs with NF: 82. We were unable to identify any sex-related

chromosomes in these species.

Key words: Kura-Aras Basin, Orthrias panthera, Balitoridae, Karyotype
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1. GIRiS

Birbirine yakin ve morfolojik olarak ayirt edilemeyen tiir, alttiir ve izole olmus
gruplarin siiflandirilmasi i¢in yapilan sistematik calismalarda metrik ve meristik
karakterler bazen yetersiz kalmaktadir. Giinlimiizde bu yetersizliklerin giderilebilmesi
icin sitogenetik, molekiiler ve biyokimyasal alanlarda caligsmalar yapilmaktadir.
Memeliler iizerinde uygulanan karyotip ve kromozom bantlama teknikleri baliklar
lizerinde de uygulanarak kaliteli metafaz kromozomlar1 elde edilebilmektedir. Bu
durum, karyolojik analizlerin, klasik yoOntemlere dayanan sistematik c¢alismalari

tamamlayici nitelikte oldugunu gostermektedir [1].

Karyotip calismalari, tiir se¢ciminde, verimli tiir iretiminin yoOnlendirilmesinde ve
sitotoksik kimyasallarin izlenebilmesinde son derece dnemli katkilar saglamaktadir[2].
Cesitli ¢evre kirleticilerinin kromozomlar {izerindeki etkileri saptanarak besin zincirinde
onemli bir yer tutan balik tiirlerinin kromozomlarindaki degisimler de ortaya

cikarilabilmektedir.

Ulkemizde giiniimiize kadar baliklar {izerinde yapilan arastirmalarin basinda sistematik,

morfoloji, anatomi, balik hastaliklari, beslenme ve yetistiricilik caligmalar1 gelmektedir.

Yapilan calismalar daha ¢ok sistematik [3-5] agirlikli olmakla beraber biiyiime
performanslar1 ve yumurta verimliligi [6] lizerinde de yogunlagmistir. Sitogenetik [7—
15], biyokimyasal [16-21], toksikolojik [22] ve histolojik [23] alanlardaki ¢alismalar ise

daha az sayidadir.

Son 50 yilda balik kromozomlar1 ile ilgili genetik c¢alismalar hizli bir gelisim
gostermistir [24]. Kromozom analizi ¢aligmalar ile, baliklarin gelisim basamaklari,
tiirlerin filogenetik ve taksonomik durumlari, popiilasyon i¢i, popiilasyonlar arasi ve
eseyler arasi varyasyonlar hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir ve balik genetigine
ait pek ¢ok soru bu bilgiler sayesinde aydinlatilmistir. Ayrica bu bilgiler 6zellikle balik

sistematigi ve yetistiriciligi alaninda 6nemli gelismelere imkan saglamistir [14, 25, 26].

Kromozomlarin morfolojik goriiniimleri ve sayilari, varsa tiirler arasindaki evrimsel
farkliliklart makro diizeyde gOérmemizi saglamaktadir. Bir tiire ait kromozomlarin

sayisal ve morfolojik olarak tespit edilmesi, ¢esitli ekolojik farkliliklar sonucu ortaya



cikan varyasyonlarin neden oldugu tiir ve alttiirler arasindaki farkliliklar1 da gosterir.
Mitoz metafazindaki hiicrelerle yapilan analizler ve 06zel caligmalar ile metafaz

plagindaki kromozom seklinde kalitim materyalini incelememiz miimkiindiir [24].

Bir canlinin genetik yapisiin bilinmesi; o canlinin 1slahi, kiiltiirii ve melezlenmesinde
cesitli kolayliklar saglamaktadir. Su iiriinlerinde balik yetistiriciligi biiylik Oneme
sahiptir. Yetistiricilikte hizli bliylime yetenegine sahip, hastaliklara kars1 dayanikli ve
ortam sartlarina iyi uyum saglayabilen baliklar tercih edilmektedir. Bu amagcla balik
iiretiminde artis saglamak i¢in baliklarin genetik yapisinin bilinmesi ve uygun 1slah

yontemlerinin uygulanmasi gerekmektedir [27,28].

Ulkemiz, hem kiyr seritleri hem de i¢ sular1 agisindan olduk¢a zengin bir konuma
sahiptir. Ancak su iiriinleri igerisinde besin degeri yiiksek, saglikli, ucuz ve ekonomik
degeri oldukga fazla olan balik endiistrisi ve balik¢ilik iilkemizde istenilen diizeyde
gelismemistir. Bazi {ilkelerin sadece kiiltiir balik¢iligindan elde etmis olduklari {iretim,

tilkemizin yillik balik tiretiminden kat kat fazladir [27].

Diinyada ise bu amagcla yapilan 1slah c¢alismalar1 hizla devam etmekte ve Onemli
gelismeler kaydedilmektedir. Avrupa ve bilimsel agidan ileri diizeyde olan diger
iilkelerde uygulanan iist diizey genetik c¢alismalara (6rnegin, kromozom seti
manipiilasyonu ve gen transferi gibi) nazaran, ililkemizde kamu sektorii bu konuya
teknik eleman ve maddi yetersizliklerden dolay1 yeterince egilememis, 6zel sektor ise
bu konuda egitilememistir. Ozellikle balikgilik alaninda ¢iftlik stoklarmin bilinmeyen
genetik yapilar, ciftlikler arasi nakiller yoluyla i¢cinden ¢ikilmaz bir hal almistir. Bunun
nedeni, herhangi bir ¢iftligin diger bir ciftlikten genetik 6zellikleri bilinmeyen yumurta,
yavru ya da damizlik balik almasi ve daha sonra bunlar kendi ciftligindekiler ile

bilingsizce ¢iftlestirerek gerceklestirdigi bu islemleri kaydetmemesidir [28].

Halbuki dogadaki ve ciftlik stoklarindaki genetik yapinin bilinmesi; stok yonetimi
calismalarinda yeni stratejilerin gelistirilmesinde (gelecekte daha iyi stoklar elde

edilebilmesi ve mevcut genetik kaynaklarin korunmasi) son derece 6nemlidir [28].

Balik kromozomlariyla ilgili ¢alismalar uzun zamandan beri bir¢ok bilim adaminin

dikkatini ¢ekmistir. Bu alana olan ilgi sadece taksonomist ve balik bilimciler tarafindan



degil, ¢cevremizde mevcut genotoksik amillerin tespiti ve bunlarin etkileriyle ilgilenen
toksikologlarca da giderek artmaktadir. Bu caligmalar, g¢evresel kirlenmenin insan
saglig1 iizerine etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi bakimindan bir tiir erken uyari1 sistemi

niteligi tagimaktadir [28].

Tarimda kullanilan giibre ve miicadele ilaclar1 (pestisitler), hayvansal atik madde {ireten
ciftlikler, konutlar, sanayi kuruluglar1 ve enerji santrallerinden, i¢inde saglifa zararh
maddeler bulunan ve atik su olarak adlandirilan kirli sular ¢evreye verilmektedir.
Bunlar; yiizey sularmni ve yer alt1 sularin1 kirletmektedir. U¢ yan1 denizlerle ¢evrili olan
ve bir¢ok akarsuya sahip olan iilkemizde sanayi kuruluslarinin ¢ogu deniz ve akarsu

kiyilarinda bulunmaktadir.

Endiistriyel faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan atik sular ¢ogunlukla herhangi bir aritma
islemine tabi tutulmaksizin bu su ortamlarina birakilmaktadir. Yine evsel atiklar ayni
sekilde bu sulara karigmaktadir. Bunun yani sira gazlar, agir metaller ve radyoaktif
maddeler de bitki ve hayvanlarda birikerek besin zinciri yoluyla insanlara gegmektedir

[29].

Kirletici parametrelerin verdigi zararlari ortaya ¢ikarmak amaciyla canlilar ilizerinde
bircok arastirma yapilmistir. Bu etkiler, mikroniikleus yontemi ile klastojenik
(kromozom kirilmasi, asentrik fragmentlerin ya da multisentrik kromozomlarin
olusumu) ve angjenik (kromozomlarin anafazda kutuplara gidememesi ve ig iplikleri
tizerine etkiler) olarak ortaya ¢ikarilmaktadir [30]. Klastojenik ve andjenik ajanlarin yol
actig1 etkiler telofazdan sonra, yavru hiicrelerin esas ¢ekirdeklerinden daha kiigiik olan

bir ya da daha fazla mikroniikleus olusumuna yol agmaktadir.

Diinyada balik kromozom c¢alismalar1 ¢ok eski yillara dayanmasina karsin balik
sitogenetiginde heniiz istenilen basar1 elde edilememis ve Tibbi Genetigin oldukca
gerisinde kalmistir. Insanlarda kromozomal hastaliklarin teshisi yapilabilirken,
baliklarda hastalik konusunda kayda deger bir sonu¢ simdiye kadar saglanamamuistir.
Ancak balik kromozomlarmin boyca kiiclik, sayica fazla olmalar1 ve her baliga
uygulanabilecek standart bir metodun olmamasi bu basartyt Onemli dlgiide
etkilemektedir. Ulkemizde ise son birka¢ yildir ilgi duyulmaya baslanmis ancak bu
konudaki ¢aligmalar yetersiz kalmistir [28].



Bugiin i¢in, kromozomlar dogru olarak numaralandirilip (karyotiplenip, yapisal ve
sayisal degisiklikleri kolaylikla saptanabilmektedir. Kromozom elde etme ve
kromozomlar1 birbirinden ayirma tekniklerinin gelismesi, 06zellikle bantlama
tekniklerinin ortaya ¢ikisi sitogenetikte biiylik atilimlara neden olmustur. Sitogenetige
olan ilginin artmasinin bir baska nedeni ise, bilhassa insanlarda kongenital (nedeni
cevresel ya da kalitsal da olsa dogustan var olan) hastaliklarin dogumdan once
taninmasidir. Yine sonraki kusakta daha az zarar vermesini saglamak bakimindan
yapilan caligmalar, yani "genetik damismanlik" artik ayr1 bir ilgi ve uygulama alanmi

olmustur.
Ozetlemek gerekirse kromozom analizi;

- Balikg¢ilik yoOnetimi ve yetistiricilikte (kromozom manipulasyonu teknikleri,
poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya Ginogenezis yardimiyla-kisirlastirma, yiiksek
populasyonu dnleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiylime ve hayatta

kalma siiresini artirmada),

- Su kirliligi gostergesi olarak (baliklar su yoluyla tasman kirleticileri metabolize
edebilen, toplayabilen ve depolayabilen organizmalar olmasi nedeniyle ve endiistriyel
atiklar(kanserojen ve mutajen kimyasallar) ve radyasyonun balik kromozomlarinda
hatalara sebep olmasindan dolayr su kirliliginin tespiti i¢in balik analizleri

kullanilabilir),

- Kromozomal hastaliklarin tesbitinde (6rnegin insanlarda; Mongolizm (Down
sendromu, Trizomi D13 sendromu, G21 trizomi sendromu), 13q eksiklik sendromu,

Turner sendromu, Klinefelter veya XXY sendromlarinin belirlenebilmesinden),

- Filogenetik iliskinin belirlenmesinde (evrimsel iligkileri ortaya koyabilmesinden

dolay1) kullanilabilmektedir.

Ancak, baliklarda kromozomal incelemeler (6zellikle kromozom bantlama c¢aligmalari)
insanlardaki kadar ileri diizeye ulasmadigindan evrim konusundaki bilgiler tartigmalidir

[28].



Bugiin diinyada yaklasik 20.000-23.000 civarinda balik tiirinlin bulundugu tahmin
edilmektedir. Bunlardan yaklasik 3000 kadarinin kromozom sayilari belirlenmis ve
karyotip analizleri yapilmistir [31]. Sitogenetik incelemelerin baliklarda da sistematik

arastirmalara biiylik katkilar saglayacagina inanilmaktadir.

Tatlisu baliklar icerisinde en biiyiik familya Cyprinidae familyas1 olup, bu familya
diinya iizerinde oldukca genis bir dagilim gostermektedir. Ulkemizde de tath su
baliklarinin biiyiik bir kismi1 bu familyaya dahil olup yurdumuz i¢ sularinda s6z konusu

familyaya ait 108 tiir bulunmaktadir [27].

Bu calisma ile Kura-Aras Havzasi’nda yaygin olarak bulunan Orthrias panthera’nin
kromozom sayt ve tiplerini belirlenmesi ve adi gecen tiiriin diger akraba tiirlerle

kromozomal acidan karsilastirilmasi amag¢lanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Kullamilan Balik Uzerine Genel Bilgiler
Familya: Balitoridae

Genellikle hizl1 akan sularda yasayan kiiciik viicutlu baliklardir. Kayalara tutunmak igin
ventral yiizgecleri modifiye olmustur. Biiyiik emici agizlara sahiptirler. Agizlarinin
etrafinda en az 3 ¢ift biyik bulunur ve 6zelligi ile Cobitidae familyasina benzerler. Bu

familyanin 52 genusu ve 500'den fazla tiirii vardir [32].
Cins: Orthrias (Nemacheilus) (Jordan and Fowler, 1903)

Viicut ince uzun yapil ve silindirik sekilli olup, genellikle kiiciik pullarla ortiilii ise de,
bazen tamami veya belirli bolgeleri ¢iplak olabilir. Viicudun enine kesidi daima
yuvarlak veya c¢ok az oval olabilir. Agiz kiigiik, ventral konumlu ve etrafi nispeten iyi
gelismis dudaklarla cevrilidir. Ug ¢ift kisa biyik tasimakta olup, bunlardan iki ¢ifti
burun iizerinden, bir ¢ifti de agiz koselerinden ¢ikmaktadir. Ligne lateral tam, yarim
veya tamamen belirsiz olabilir. Go6zlerin altinda suborbiter dikenler bulunmaz. Hava
keseleri tamamen kemik bir kapsiille ¢evrelenmistir. Farinks disleri kiigiik, sivri ve
uclan hafif¢e kivriktir. Dorsal yiizgecleri 6-18 dallanmis 1s1n ihtiva etmektedir. Bazen
sirtta dorsal yiizgecin gerisinde bir karina bulunur. Kuyruk yiizgecinin serbest kenar1
diiz, yuvarlak ya da hafif girintili olabilir. Viicut rengi ve deseni yoniinden c¢ok biiyiik
varyasyonlar gosterir. Genellikle koyu kahverengi veya kahverengi-sar1 {izerine

benekler bulunur.

Asil yayilis alan1 Asya, Avrupa ve Habesistan olan bu cinsin Anadolu'da 8 tiirii
yasamaktadir. insan gidasi yoniinden memleketimiz i¢in herhangi bir ekonomik dnemi

yoktur [32,33].



Cizelge 2.1.1 Orthrias (Nemacheilus) tiirlerinde diagnostik 6zelliklerin karsilagtirilmasi

[34].

Tiirler D A P v

O .angorae II-11T 7-8 IIs 19-10 16-7
O. tschaiyssuensis JIIRY Irs 19-11 11 6-7
O. tigris II-1IT 7-8 Irs 110-11 17
O. panthera II-111 7-8 Irs 110-11 I6
O. lendli 117-8 11 s 19-10 15-6
O. insignis III 8-9 Irs 19-10 IT 6-7
O. malapterurus 7 Irs 110 17

O. argyrogramma 111 8-9 Irs 19-10 15-7

Tiir: Orthrias (Nemacheilus) panthera (Heckel, 1843)

Viicut yanlardan basilmig ve yiiksek yapili olup, uzunlugu maksimal yiiksekliginin 4,5—
5,8 kat1 kadardir. Viicudun 6n kismi ¢iplak, arka kismi ise, ¢cok kiigiik pullarla ortiiliidiir.
Ligne lateral tam olmayip ancak dorsal ylizge¢ kaidesinin ortasina kadar uzanabilir.
Kuyruk sapmin alt ve iist taraflarinda fazla gelismemis birer karina bulunur, dorsalin
serbest kenar1 diizdiir ve agag1 yukar1 ventrallerle ayn1 hizadan baglar. Kuyruk yiizgeci
geng ve yaslilarda farkli goriiniiste olup, genglerde daima igeriye dogru hafif girintili
oldugu halde, yash bireylerde bazen diiz bazen da hafif yuvarlak olabilir. Total viicut
boyu 6 cm kadardir [33].



Viicudun genel rengi sarimtirak beyaz olup, bas bolgesi ile yan taraflart ve sirt kismi
diizensiz sekilli ve adeta panter derisini andiran kahverengi beneklerle siislenmistir.

Karin tarafta ise bu benekler iyice azalir ve renk kirli-beyaz bir goriiniis kazanir.

Aslinda Mezopotamya orijinli olan bu tiir, Suriye, Urdiin, Liibnan ve Anadolu' da
yayilig gosterir. Memleketimizde bugiine kadar Golbasi (Malatya), Ceyhan nehri, Firat
nehri, Coruh nehri, Arag nehri, Asi nehri, Kars ¢ayi, Patnos ¢ayi, Tortum suyu, Pamuk
cayl, Calt1 suyu gibi Dogu ve Glineydogu Anadolu bdlgelerinin akarsularindan rapor
edilmislerdir [33].

ilk Bulunus Yeri: Sam (Suriye)

Yerel Adi: Copcii Balig

Resim 2.1.1 Orthrias panthera [33].

Diagnostik Ozellikleri:

D: 1I-1IT; 7-8
A1l S

P: I; 10-11
VI, 6



Sistematikteki Yeri [35]

Kingdom:

Phylum:

Sub Phylum:

Infra Phylum:

Super Class:
Class:

Sub Class:
Infra Class:
Super Order:

Order:

Super Family:

Family:

Sub Family:

Genus:

Species:

Animalia
Chordata
Vertebrata
Gnathostomata
Osteichthyes
Actinopterygii
Neopterygii
Teleostei
Ostariophysi
Cypriniformes
Cobitoidea
Balitoridae
Nemacheilinae

Orthrias

Orthrias panthera (Heckel, 1843) [36].



2.2 Arastirma Orneklerinin Alindigi Alanin Ozellikleri Ve Cevrenin Jeolojisi

Genellikle Orta Miyosen’de Arabistan plakalar1 ile Avrasya plakasinin ¢arpismasi,
Tirkiye neotektoniginin baglangici olarak kabul edilmektedir. Kitalarin ¢arpismasi ile
Anadolu’nun o6zellikle Dogu Anadolu’nun sikismanin etkisinde kaldigi ve bunun
sonucu olarak Kuzey Anadolu ve Dogu Anadolu doniisiim faylarinin olustugu bununla
birlikte Anadolu plakasinin batiya dogru hareket ettigi, kitalarin ¢arpmasi sonucunda

meydana gelen sikisma ortaminda ¢arpisma volkanitlerin olustugu belirtilmektedir [37].

Bolgedeki yiikselmenin ve volkanizmanin etkisiyle Kalkankale formasyonunun
cokeldigi gollerin devamli olarak boyutlar1 degismis, bir yerde s6z konusu gollerin bir
kism1 ve/veya tamami kapanarak diger tarafta yeni gol ve goller olusarak ¢okelme Alt
Kuaterner’e kadar devam etmistir. Bu arada Dumanlidag Piroklastikleri, Task&prii
andezit, dasit riyolitleri ile Melikler bazaltin1 olusturan faaliyetler de gerceklesmistir. Bu
faaliyetlerin iirlinii olan lav, tiif, aglomeralar bdlgeye yayilmis ve kismen séz konusu

goller de yayilarak Kalkankale formasyonu ile i¢ ige girik bir durum almislardir.

Pleistosen’ de bolgenin yiikselmesi sonucu Kalkankale formasyonu su yiizeyine ¢ikmis,
bu esnada gelisen akarsularin ¢okelleri yol boyu formasyonunu meydana getirmislerdir.
Calisma alaninin topografyasi asinma ile giiniimiiz topografyasina ulagsmis olup, bu
arada faaliyetteki akarsular vadi tabaninda aliivyonlar1 biriktirmis ve yamagclarda

erozyon sonucu yama¢ molozu birikintileri olusmustur.

Calisma alaninda yer alan ¢okel kayaglardan Ust Miyosen yasli Horasan formasyonuna
ait birimler genelde yatay veya yataya yakin 5°-10° ile Giineydoguya egimli olup, orta-

kalin tabakalanma sunar.

MTA tarafindan yapilmis bolgesel ¢alismada, bolgede sikisma tektoniginin etkisiyle,
volkanizmanin yaninda ¢ok sayida Kuzeydogu-Giineybati gidisli sag yanal dogrultu
atimhi faylarin ve Kuzey-Giiney yonlii agilma catlaklarinin olusmasina neden oldugu,

sag ve sol yanal atimli faylarin birbirlerini dik kestigi belirtilmistir [37].

Orthrias panthera Ornekleri Kars Cayi’ndan avlanmistir. Kars Cayr farkli isimlerle
anilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar Sarikamis Cayi1, Kekeg¢ Cay1, Katranl

Cay1, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir Gélayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyu’dur.
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Uzunlugu 93 kilometre olan Kars Cayi’nin en uzun kolu Sarikamis Cayi'dir. Soganl
Daglarinin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi, Sarikamis ilgesini
gectikten sonra Kars Cayr adini alir. Kars Caymin su potansiyeli agisindan en énemli
kolu Keke¢ Cayidir. Katranli Cay1 ve Bayburt Suyu ile birlestikten sonra Selim ilgesi
Killik diizii mevkiinde Kars Cay1’na karisir. Bu noktadan itibaren dogu yoniinde akisini
stirdiiren Kars Cay1 Kars ilinin i¢inden gecerek kuzeyden gelen Susuz Cay1 ve Cildir

GOl ayagini da alarak Arpagay Baraji Golii’ne dokiiliir [37,38].

Inceleme materyalimiz olan Orthrias panthera Kura-Aras Havzasi'nda yaygmn bir
tirdiir. Kura nehri Tiirkiye’den kaynaklanarak, Transkafkasya olarak adlandirilan
Glircistan ve Azerbaycan iginden gecen, yaklagik 1500 km uzunlugunda bir nehirdir.
Hazar Denizi’ne dokiilmeden onceki 480 km uzunlugundaki kismi deniz tasitlarinin
seyri i¢in uygun bir 6zellik arz eder. Nehrin kaynagi, Tiirkiye nin kuzeydogusundaki bir
dagdan kaynaklanan Kuru Cayi'dir. Kuzeydogu yoniinde akip Giircistan topraklarina
girer ve Gori sehrinin yakinindan gegtikten sonra giineydogu yoniinde akmaya devam
eder. Sabirabat’ta, Aras'in baslica kollar1 Kura nehrine katilir. Kura nehri, Bakii sehrinin
giineyinde Hazar Denizi’'ne dokiiliir. Aras veya diger bir deyisle Araks nehri, Asya’nin
giineybatisinda Erzurum sehri sinirlart  igerisinden  kaynaklanir. Tiirkiye’den
kaynaklanan nehir genelde dogu yoniinde akarak Ermenistan, daha sonra da Azerbaycan
topraklarina girer ve baslica kollar1 Kura nehrine katilarak Hazar denizine dokiiliir. Aras
nehri; Ermenistan-Tiirkiye, Ermenistan-Iran ve Azerbaycan-iran arasindaki sinirin
sekillenmesinde Onemli rol oynar. Aras nehrine katilan en o6nemli kollar 914 km

uzunlugundaki Hrazdan ve Qareh nehirleridir [39].
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Harita 2.2.1 Arastirma 6rneklerinin alindig1 istasyonlar1 gosteren harita [32]
2.3 Kromozomlar hakkinda Genel Bilgiler

Kalitimin temel kanunlar1 ilk kez 1865°te Gregor Mendel tarafindan atilmis ve o
tarihlerde bilim adamlar1 tarafindan yeterince destek bulamamistir. 19. ylizyilin
ortalarinda hiicre bdliinmesinin organizmalarin ¢ogalmasinda temel bir olay oldugu
kabul edildikten sonra hiicre, kalitm ve evollisyon kavramlar1 birbirleriyle
iliskilendirilmistir. Amerikali sitolog W.A. Cannon ve E.B. Wilson 1902—-1903 arasinda
genlerin ve kromozomlarin davraniglar1 arasindaki iliskiyi agiklamaya c¢alismiglardir

[40, 41].

Genetik materyal denildiginde ilk olarak kromozom terimi akla gelmektedir. Anne ve
babaya ait kalitsal karakterlerin agiklanmasinda veya bir sonraki dole aktarilmasinda
kromozomlar gorev almaktadir. Kromozomlar ilk kez hiicre boliinmesi arastirmalari

sirasinda 1880’11 yillarda kesfedilmistir. W. Waldeyer 1888 yilinda bazik boyalarla ¢ok
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fazla boyanma kabiliyetinde olan bu iplik¢iklere renkli cisim anlamina gelen kromozom

adin1 vermistir [42,43].

Boliinme halinde olmayan hiicrelerde, genetik materyal kromatin olarak adlandirilan
sekilsiz ve graniiler bir yap1 halindedir. Kromatinde bulunan proteinlerin bazilar1 yapisal
rol oynarken diger bir kismi1 gen ekspresyonunu diizenler. Kromatinin boncuk dizisini
andiran yogun spiral yaptig1 bolgeler kromomer olarak adlandirilir. Hiicre bdliinmesi
sirasinda hari¢, kromatin hiicre ¢ekirdegi i¢inde dagilmis vaziyettedir ve mikroskop
altinda olduk¢a homojen bir goriinlime sahiptir. Bununla birlikte, hiicre bdliiniirken
cekirdek materyali yogunlasir mikroskobik olarak goriilen kromozomlar belirir.
Kromozomlar en iyi hiicre boliinmesinin metafaz ve anafaz safhalarinda goriiliirler [42,

44, 45].

Kromozom

Kromatidler Kromatid Nikleus _

Telomer

. Baz Ciftleri
~
/

Sekil 2.3.1 DNA’nin bazik histon proteinleri ile kendi iizerine katlanarak metafaz

safhasindaki kromozomlara doniismesi [46].

13



Her tiir kendine 6zgii say1 ve morfolojiye sahip karakteristik kromozom yapisina

(karyotip) sahiptir.

Balik kromozomlar1 ile ilgili ¢alismalar son yillarda pek c¢ok arastirmaci tarafindan
yapilmistir. Gold ve digerleri [47], (1980); Vasil’yev [48], (1980); Sola ve digerleri
[49], (1981) ile Yu ve digerleri [50], (1984) pek cok tiir i¢in kromozom biiyiikliiklerini

ve sayilarini agikga ifade etmislerdir.

Blaxhall [51], (1975); Denton [52], (1973) ve Ojima [53], (1982) ise kromozom
preparasyonu hazirlama yontemleri ile ilgili ¢alismalariyla 6nemli gelismeleri bilim
diinyasina sunmuslardir. Ohno [54], (1974) ve Gold [55], (1979) balik kromozomlari ile

yaptiklari ¢alismalarin sonucunda evrim ve genetik baglantisini agik¢a gostermisglerdir.
2.4 Kromozom Morfolojisi

Kromozomlar iizerinde birbirinden farkli boyanma 6zelligine sahip iki ayr1 kisim vardir.
Bunlardan koyu boyanan bolgeler heterokromatin, acik boyanan bolgeler 6kromatin
olarak adlandirilir. Genetik olarak inaktif olan heterokromatin bolgeler sikica katlanmis

kromozom ipliklerinden olusmaktadir [44, 57].

Hiicre boliinmesinin metafaz evresi kromozomlarin en iyi gézlendigi ve incelendigi
evredir. Metafaz evresinde silindir seklinde goriilen kromozomlar en kisa ve en kalin
hallerinde olurlar ve tipik sekillerini gosterirler. Bu safhadaki bir kromozomda genel
olarak sentromer, primer bogum, sekonder bogum, telomer ve satellit kisimlar1 ayirt

edilebilir [56, 58].
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Sekondar bojum

- Matriks

Sentromer

Sekil 2.4.1 Kromozomlarin yapisi, a) Distan goriiniisii, b) Igten goriiniisii [56].

Sentromer: Primer bogumda yer alan ve kinetokor denilen kii¢iik bir graniil i¢eren
parlak agik bolgeye sentromer denir. Sentromer kromozomlarin ig ipliklerine
baglanmasinda ve kutuplara c¢ekilmesinde gorev alir. Sentromeri bulunmayan

kromozomlar hiicre boliinmesine katilamazlar ve yok olurlar [59].

Cogunlukla kromozomlar bir tane sentromer igerirler ve monosentriktirler. Bununla
beraber iki (disentrik) veya daha fazla sayida (polisentrik) sentromer igeren
kromozomlar oldugu gibi sentromeri biitiin kromozom boyunca yayilmis halde (diffiiz-
holosentrik) olan kromozomlara da rastlanmaktadir. Bu tip kromozomlar sopa seklinde
olurlar ve kromozomun uzun ekseni ig ipliginin uzun eksenine dik olarak, kromozomlar
ise birbirine paralel olarak diizenlenirler ve kutuplara bu sekilde cekilirler. Bazi
boceklerde (Hemiptera) ve Luzula adi verilen bir bitkide sentromeri bu tipte olan

kromozomlara rastlamak miimkiindiir [41,56].

Kromozomlar sentromerlerinin bulundugu yere gore 4 farkl sekilde goriiniirler:

15



a) Sentromeri ortada olan ve iki kolu birbirine esit uzunlukta olan kromozomlara
metasentrik kromozomlar denir. Hiicre boliinmesinin metafaz sathasinda V harfi

seklinde goriiniirler.

b) Sentromeri bir uca daha yakin olan ve bu nedenle iki kolunun uzunlugu birbirine esit
olmayan kromozomlara submetasentrik kromozomlar denir. Hiicre bdliinmesinin

metafaz safthasinda L harfi seklinde goriiniirler.

¢) Sentromeri bir uca ¢ok yakin olan ve kollarindan biri digerinden ¢ok kiigiik olan

kromozomlara akrosentrik kromozomlar denir.

d) Sentromerleri ugta bulunan ve ¢ubuksu bir yap1 gosteren kromozomlara telosentrik

kromozomlar denir [44,58].

Asagida konuyla ilgili sekil yer almaktadir:
L 4
L D

Sekil 2.4.2 Sentromerin yerine gore kromozom tipleri, A) Metasentrik, B)

Submetasentrik, C) Akrosentrik, D) Telosentrik [44].

Primer Bogum: Kromozomlarda sentromerin bulundugu daralma bolgesine primer
bogum (birincil bogum) denir. Primer bogum; kromozom kollarinin ag¢1 yapmasi ile

sekonder bogumlardan ayrilir [43, 56].

Sekonder Bogum: Bazi1 kromozomlarda primer bogum disinda ikinci bir bogum daha
bulunmaktadir. Bu bolgeye sekonder bogum denir. Sekonder bogumlar, r-RNA’larin

ve ¢ekirdekgiklerin olusumu ile ilgilidir. Bu nedenle sekonder bogumlara nukleolar
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bolge de denilmektedir. Genellikle her hiicrede sekonder bogum tasiyan en fazla iki

kromozom bulunur. Bu kromozomlara nukleolar kromozomlar denir [41].

Telomer: Kromozom kollarinin u¢ kismina telomer adi verilir. Telomerlerin en 6nemli
islevi; diger kromozomlar ile etkilestiginde kromozom uglarinin bozulmadan kalmasini
saglayarak kromozoma kararlilik vermektir. Cesitli kimyasal maddeler, X-1sinlar1 veya
ultraviyole 1sinlarinin etkisiyle kromozomlarda kopmalar meydana gelir. Bu kopan
parcalar koptuklar1 yere veya baska bir kromozomun kopmus kismina yapisabilmelerine
ragmen, kesinlikle bir kromozomun telomer kismina yapisamazlar. Bu durum
telomerlerin bir polariteye (kutuplasma) sahip olmalarindan ve bu nedenle kopan

parcalarin kendisine yapismasini 6nlemesinden kaynaklanmaktadir [43, 58].

Satellit: Bazi kromozomlarda, bir ugta yer alan ince bir flament ile kromozoma
baglanmis yuvarlak veya silindir bigiminde bir yap1 bulunmaktadir. Bu yapiya satellit
denir. Satellitin ¢ap1 kromozomun c¢apina esittir. Satellit bulunduran kromozomlara
SAT-kromozom adi verilmektedir Satelitin gorevi bilinmemekle birlikte DNA’dan

yapilmis oldugu ve 10 kadar baz ¢ifti tasidig1 anlasilmistir [43, 58].

Okaryotik hiicrelerde kromatin materyali DNA ve proteinlerden olusmus kompleks bir
yapt halinde niikleusa ait 6zellesmis bolgelerde yerlesmis olarak bulunurlar. Kromatinin
temel yapisal birimlerine niikleozom adi verilir. Bu yapt DNA ve histon proteinlerinin

birlesmesi ile meydana gelir [60].
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Sekil 2.4.3 DNA’nin metafaz kromozomu olusuncaya kadar ge¢irdigi organizasyon

asamalar1 [60].
2.5 Mitoz Boliinme

Hiicreler belli bir biiyiikliige ulastiktan sonra, hiicre yiizeyi, hiicrenin besin alinimi, artik
maddelerin atim1 ve gaz alis verisi gibi ihtiyaglarini karsilayamaz duruma gelir. Ciinki
hiicre bir kiire olarak diisliniiliirse, hacim yarigapin kiipiiyle, yiizey ise karesiyle dogru

orantil1 olarak biiylir.

Ayrica hiicre biiylidiikge sitoplazma / ¢ekirdek oranmi biiyliyeceginden, ¢ekirdegin etki
alam kiiciilecektir. Bu durum hiicre igin tehlikelidir. Bu nedenlerden dolayi hiicre,
yilizeyini artirmak ve sitoplazma / ¢ekirdek oranimi kiigiiltmek i¢in bdliinmeye baglar.
Hiicrenin hiicresel, materyalini esit olarak yavru hiicrelere aktardigi boliinme tipine

mitoz boliinme denir [61].

Mitoz boliinme; bir hiicreli canlilarda iiremeyi saglarken, cok hiicrelilerde zigottan
itibaren biiylimeyi ve gelismeyi saglar. Mitoz boliinme farkli hiicrelerde farkli siklikta

meydana gelmekle birlikte kas ve sinir hiicrelerinde goriilmez.
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Bir hiicrenin hayati interfaz evresi ve boliinme evresi olarak ikiye ayrilir ve buna Hiicre
Siklusu (Hiicre dongiisii) ad1 verilir. Interfaz evresinde hiicre, DNA replikasyonu igin
hazirlik yapar (Gl fazi), DNA’smi replike eder (S fazi) ve bdliinme sirasinda
metabolizma durdugu i¢in ATP depolayarak boliinmeye hazirlik yapar (G2 fazi).

Hiicre hazirlik evresi olan interfazdan ¢ikip, mitoz boliinmeye basladiginda 15181 kirma
giicli artar ve akiskanligini biiyiik 6l¢iide kaybeder. Sitoplazma jellesir. Cekirdek i¢inde
kromozomal proteinlerle birlesmis olan DNA, kromatin ipligi seklinde goriilmeye
baslar. Buna kromonema denir. Boliinme ilerledik¢e kromatin iplikleri kendi iizerine
kivrilarak kisalip kalinlasmaya devam eder. ince uzun yapili iken nukleus icine gelisi
giizel dagilan kromozomal iplikler, kisalip kalinlastikga nukleusun cevresine dogru
cekilirler ve nukleus zar1 pargalanir. Bu evrede kromozomlarin( kisalip kalinlagan
kromonemaya artik kromozom diyebiliriz) birbirine esit iki kromatidten olustugunu ve
bir sentromerle bir arada tutuldugunu gérmek miimkiindiir (Bu kromatidler, DNA’nin

replikasyonundan sonra olugmuslardir.) [61].

Nukleus zarinin parcalanmasiyla hiicrenin merkezi daha akiskan bir hal alir ve
kromozomlar merkeze dogru hareket ederek merkezde bir dizi olustururlar. Ekvatoral
tablada dizilen kromozomlar sentromerlerinde ki kinetokorlar1 ile ig ipliklerine

baglanirlar.

Daha sonra biitiin kromozomlarin kardes kromatidleri ayn1 anda birbirlerinden ayrilarak
kars1 kutuplara ¢ekilmeye baslarlar. Bu devreye kadar kisalip kalinlasmaya devam eden
kromozomlar; sentromerleri onde, kollar1 arkada olacak sekilde kutuplara cekilirler.
Kutuplara erisen kromozomlar spirallerini (katlanmalarini) ¢ézerek kromonema iplikleri
haline gelirler. Daha sonra bunlarin etrafinda nukleus zar1 sekillenmeye baglar. Bu arada
sitoplazma da ikiye bodliinmeye baglamistir. Sitoplazmanin da boliinmesinin
tamamlanmasiyla yavru hiicreler olusur. Bu yavru hiicreler birbirinin ve kendisini
olusturan anag hiicrelerin birer kopyasidir. Yeni olusan bu hiicreler artik birer yeni anag

hiicrelerdir ve bdliinme gerceklestirebilmek i¢in interfaz evresindedirler [61].

Mitoz béliinmenin baslangicini saptamak olanaksizdir. Fakat hiicrede bazi degisiklikler
olur; hiicre igerigi jel haline geger, metabolizma durur, ¢ekirdegin hacmi hizla biiytir.

Kromatid iplikleri belirginlesir ve boyanmaya baslar. G2 evresinin tamamlanmasi,
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kromozomlarin tiirlere 6zgii sekil ve sayiyr kazanmasiyla mitoz bolinmeye gegilir. Isik
mikroskobunda kromozomlar artik rahatlikla goriilebilir. Bu siire yaklagik bir saat siirer.
Bu evredeki hiicreler kiire seklindedir ve etrafindaki cisimlere kuvvetle baglanmamastir.

Mitoz boliinme; profaz, metafaz, anafaz ve telofaz diye dort evreye ayrilir [62]

Profaz: Baslangicinda ¢ekirdek i¢inde ince uzun kromatid iplikleri halinde goriinen
kromozomlar, yavas yavas helozon seklinde kivrilarak kalinlagmaya baslar ve
gorllebilir duruma gecer. Kalinlasma ve kisalma anafaza kadar devam edebilir. Bu
arada es kromozomlar birbirlerinden fark edilemeycek kadar sikica baghdirlar. Bu
evrede birbirine sentromerlerle baglanmis olarak duran kromozomlarin her birine
kromatid denir. Sentrozomlar ayrilarak her biri bir kutba gitmeye baglar ve aralarinda ig
iplikleri olusur. Profazin sonuna dogru ig iplikleri ile kromozomlar arasinda baglanti
kurulurken, sentrozomlardan hiicre zarina uzanan ig iplikleri de olusur ve ¢ekirdek zari

eriyerek kaybolur, kromozomlar sitoplazma igerisine dagilir.

Metafaz: Kromozomlar ¢ok kere bir ¢ember gibi, bazen de karisik olarak ekvatoral
diizlem iizerinde dizilirler. Genellikle kiigilk kromozomlar merkezde, biiylikler
cevrededir. Dizilis tiirlere 6zgl bir 6zellik gosterir. Kromozomlar esit olarak kutuplara

cekileceginden, ortada belirli bir denge kurulana kadar beklenilir [62].

Profaz: 30-60 dakika siirmesine karsilik, metafaz ancak 2-6 dakika siirer. Her bir
kromozomun sentromeri belirgin olarak ikiye boliiniir ve kromatidler tam olarak

birbirinden ayrilir.

Anafaz: Ekvatoral diizlemdeki kardes kromozomlar kutuplara bu evrede tasinirlar.
Kasilma 06zelligi olan sentrozomlarin ig iplikleri sayesinde kromozomlarin yarisi bir
kutba, diger yaris1 6biir kutba gider. Kromozomlarin kutuplara ulagmasiyla bu evre sona
erer. Bitki hiicrelerinde sentrozom bulunmadigi i¢in kromozomlarin tasinmasi
sitoplazma hareketleriyle ve sitoplazma kokenli 1§ ipliklerinin yardimiyla olur. Bu evre

de yaklasik olarak 3—15 dakika siirer [62].

Telofaz: Kromozomlar daha az boyanmaya baslar. Cekirdek zar1 yavas yavas olusur.
Kromozomlar uzayip incelmeye baslar. Boliinme acisindan ¢ekirdek dinlenmeye

gecerken, hiicre metabolizmasi aktif hale geger.
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Bu evrenin olusumu siirerken bir yandan da sitoplazma bogum yapmaya baglar. Ig
ipliklerine dik olarak bogumlanan sitoplazmanin o bolgede jel hale gecerek iki ogul
hiicrenin  Sitoplazmasini ayirdigini1 ileri siiren goriislerde vardir. Sitoplazmanin

bogumlanarak ayrilmasi silirecine sitokinez denir. Telofazin baslangicindan iki yeni

hiicrenin olustugu ana kadar gecen siire 30—-60 dakikadir [62].

2.6 Mitoz Onleyici Maddeler

Asagidaki c¢izelgede c¢esitli mitoz

gosterilmektedir.

Onleyici maddeler ve bunlarin islevleri

Cizelge 2.6.1 Mitoz 6nleyici maddeler ve iglevleri (62).

KOLSISIN Hiicredeki ig olusum mekanizmasini ortadan kaldirarak
anafazda kutuplarina dogru g¢ekilen kromozomlari
metafaz safhasinda durdurur.

KOLSEMID Ig olusum mekanizmasini durdurur.

ETOPOZID/TENIPOZID DNA Topoizomeraz Il enzimini inhibe eder. Akciger
kanserinde kullanilir ve kardiyotoksiktir.

VINBLASTIN Hodgkin tedavisinde kullamlir. Meme, bas-boyun
kanseri, koryokarsinoma, néroblastomada da kullanilir.

VINKRISTIN(ONCOVIN) Solid tiimérlerin tedavisinde kullanilir.

SISPLATIN Hiicre boliinmesini engelleyen ajanlara  benzer

biyokimyasal Ozelliklere sahiptir. Non-spesifik olarak
hiicre siklusunu etkileyerek DNA’da ¢apraz baglar

olusturur.

TAXOL/PAKLITAKSEL/DOSETAKSEL

Mikrotiibiil ~ sentezini, tiibilin  polimerizasyonunu

arttirarak stimiile eder.

EPIPODOFILOTOKSINLER(PODOFILOTOKSIN

ETOPOZID/TENIPOZID)

Podofilotoksin hari¢ mitoz zehiridir. Bu ilaglar, G2

donemine 6zgiidiirler.
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2.7 Baliklarda Kromozom Kaynaklar:

Baliklarda sitogenetik yontemlerin gelistirilmesiyle yiizge¢, pul ve solungag epiteli,
bagirsak epiteli, kan, fibroblast, embriyo, bobrek, dalak, gonadlar, kornea, beyin, hava
kesesi, karaciger, kas gibi biitiin doku ve organlardan kromozom elde edilebilmektedir.

Fakat bunun i¢in daha ¢ok hemapoietik organlar kullanilmaktadir [27].

Reddy [64], balik kromozomu preparasyonunu ve mitotik metafaz dagilimini biiyiik
Olclide arttiran bir yontem gelistirmistir. Bu yonteme gore, her bir 100 g viicut agirlig
i¢cin 0,5 ml % 0,01°lik kolsisin baliklara enjekte edilmis ve 3—4 saat beklenildikten sonra
kromozom preparatlar1 hazirlanmistir. Bu yontem ile bol miktarda metafaz plaklar1 elde

edilmistir.

Canlilarin erken hayat evrelerinde kromozom preparasyonu elde etmek igin
embriyolardan yararlanilabilmektedir. Bu evrede biitliin dokularda béliinme ¢ok hizli bir
sekilde gerceklesir. Bu nedenle mitoz uyaricilara gereksinim duyulmaz. Canlilarin
ploidi diizeyleri ve c¢evresel Kkirleticilerin genotoksik etkileri de bu yontemle

arastirilabilir [27].

Fenocchio ve arkadaglar1 [65], biiyiik balik 6rneklerinden aldiklar1 doku 6rneklerini, in
vitro kisa stireli kolsisin uygulamasina tabi tutup, havada kurutma teknigini uygulayarak

cok sayida ve kaliteli metafaz plaklari elde etmislerdir.

Hiicre kiiltiirti yontemi baliklarda uygulanan diger bir yontemdir. Bu yontem ile kiiltiirii
yapilan lenfositlerden ¢ok kaliteli ve bol miktarda metafaz elde edilebilmektedir. Ayrica

yiizgeg fibroblast kiiltlirii yontemiyle de 1yi sonuglar elde edilebilmektedir [66, 67].

G-bantlama ve C-bantlama teknikleri ile floresan boyama ve floresan hibridizasyon
teknikleri akraba ve yakin akraba, tiir ve alttiirler arasindaki kromozomal farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. G-bantlama, kromozomlar iizerindeki farklilagsmalar1
ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Omurgalilarda olduk¢a verimli bir teknik
olmasina ragmen bazi istisnalar diginda baliklarda iyi sonu¢ vermemektedir. Bu, balik

kromozomlarmin ¢ok daha kiiciik olmasindan ileri gelmektedir [68].
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C-bantlama teknigi ise, kromozomlardaki konstitiitif heterokromatin bodlgelerin tespit

edilmesinde kullanilan bir tekniktir [66].

Floresan boyama teknigi, kromozomlardaki A-T’ce zengin bolgelerin tespiti esasina

dayanir. Ozellikle filogenetik ¢alismalarda yararlanilan bir tekniktir [69].

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi, genellikle kii¢iik kromozomlarin
hibridizasyonunda kullanilmaktadir. Boylece baliklar arasindaki akrabalik iliskileri
ortaya ¢ikarilabilmektedir [69].

Restriksiyon endonukleaz bantlama tekniginde DNA’lar 06zgll restriksiyon
endonukleazlarla belli bolgelerden kesilerek (NOB, C- ya da G-bandi1 bolgeleri gibi)

karsilagtirmali olarak incelenmekte ve farkliliklar ortaya konulabilmektedir [65, 67].

Castro ve arkadaglar1 [70], baliklar ve amfibilerde aktivasyon durumuna bakmaksizin
NOB’ lan tespit etmek amaciyla kromomiyosin A3 / distamisin A (CMA3) boyama

yontemini gelistirmislerdir.

Diger taraftan Rab ve arkadaslari [71], balik kromozomlarini 1s1 ile denatiire edip,
propidium iodid ile boyadiklarinda, kromozomlar iizerindeki aktif NOB’lar1 belirleyen

bir yontem gelistirmislerdir.

Baliklarda, eritrosit hacimlerinin ve ¢ekirdekteki niikleolus sayilarinin karsilastirmasi ile

de ploidi seviyeleri tespit edilebilmektedir [27].

Tiim bu yontemler salt sonuglar vermemekle birlikte bazi hatalar ortaya
cikabilmektedir. Kromozom analizlerinde karsilasilan en biiylik sorun basit yontemlerin
uygulanmas1 sirasinda karsilasilan teknik zorluklardir. Preparasyon sonucunda elde
edilen kromozomlar1 fotograflamak ve karyotiplerini olusturma asamasinda da bazen

teknik sikintilar yasanabilir[24].

Balik kromozomlar1 mitoz metafaz plaginda 151k mikroskobu ile net olarak incelenebilir.
Bazi arastirmacilar basit yontemler kullanarak baliklar {izerinde ¢alismislardir. Balik
disinda diger hayvanlarla Macgregor ve Varley [72] ve insanlarla da Yunis [73], Priest

[74]’in caligmis olmasi 6teki ¢alismalara 6rnek olugturmustur.
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Kromozom preparasyonunda iyi bir sonu¢ almak i¢in metafaz hiicreleri kullanilir.
Embriyonik dokular, solungaclar, bobrekler, bagirsak ve pul epiteli sik¢a kullanilan ve

1yi sonug alian balik hiicre 6rnekleridir [24].

Balik kromozomlari, {izerine ayrintili c¢alismalarin  yapildigt insan ve fare

kromozomlartyla karsilastirildiginda daha kiigiiktiir ve elde edilmeleri daha giictiir.

Asagida baliklardan kromozom elde etmek i¢in kullanilan gesitli yontemlerden soz

edilmektedir:

1-Yiizge¢ ve Pul: Yiizgeg ve pul epiteli gibi dokular, kullanilacak balik 6rnegini feda
etmeden kromozom ¢aligmasi yapmak amaciyla olduk¢a uygundur. Bu islem en aktif
olan ylizgeclerin bir kenarindan bir parca kesmek (genellikle bir kuyruk veya karin
yiizgegleridir) veya kuyruk sapi bolgesinden birka¢ pul ¢ekmek suretiyle kolaylikla
gergeklestirilebilir [75].

Bu dokulardan yapilacak preparasyonlar, genelde miikemmel sayilabilecek metafaz
yayilimlar1 saglar. Ayrica kolsisin ile muameleye gerek kalmadan kromozom g¢alismasi
yapabilme avantaji da saglanmis olur. Kromozomlarin fazla kasilmasi veya
kromatidlerin muhtemel kirilma tehlikesi yoktur. Yiizge¢ ve pullarin kullanilmasinin
dezavantaji1 ise, bu dokularda boliinen hiicrelerin genellikle az sayida olmasidir. Ancak,
rejenere (yeniden olusturulmus) bir yilizgecten daha fazla metafaz sekilleri elde etmek
miimkiindiir. Bunun igin, sirt yiizgeci (dorsal yiizgeg) veya cift yiizgeglerin (pektoral ve
ventral ylizgecler) uglar1 kesilir ve birkag¢ giin sonra rejenerasyon isaretleri gézlenmeye
baslandiginda bu kisimlar islem amaciyla kullanilabilir. Sayet organizmayi 6ldiirmek bir
problem olusturmayacak ise, yiizge¢ ve pullardan doku 6rnegi almadan once balik,

birkag saat balik su ortaminda kolsisin ile muamele edilebilir.

Bu muamele, mitotik indeksi onemli derecede arttiracagi gibi yiizge¢ dokusu rejenere
olmus bir baliga kolsisinle muamele etmek de cok daha fazla metafaz plagi elde
edilmesine imkan saglar. Ancak, kosisin rejenerasyon isaretlerinin goriinmeye

baslamasindan sonra yaklagik 56 saat siireyle uygulanmalidir.
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Resim 2.7.1 Eigenmannia virescens'in yiizgeg epitelinden elde edilmis metafaz yayilimi

[76].

2-Solungac¢: Kromozom elde etmek amaciyla solungag epitelinin kullanimi ilk olarak
McPhail ve Jones adli arastiricilar tarafindan gerceklestirilmistir. Bu dokudan, kolsisin
on muamelesi uygulanarak veya uygulanmaksizin metafaz sekilleri elde edilebilir.
Bununla birlikte, kolsisin muamelesi, ¢ok sayida metafaz yayilimi saglamasi
bakimindan daha ¢ok tercih edilir. Bu dokulardan elde edilen hiicreler, farkli flamentler
icinde aktif ve sabit boliinme oranina sahiptirler. Genellikle arastirmacilar, posterior
solunga¢ yayinin daha diisiik flamentleri ile ¢aligmayi tercih ederler. Fakat deneyler, bu

bolgenin her zaman en aktif boliinme mevkisi olmadigin1 da géstermektedir.

En iyi yayilimlar temiz sularda yasayan genc baliklardan elde edilir. Sayet irmaklar,
kirli veya durgun ise, deri ve solungaglar mukus veya yikintilar ile kaplanmig olur.
Preparatlar hazirlanirken, hiicrelerin zarar gormemesi amaciyla, solungaclarin
temizlenmesi gerekir. Ayrica solungaglar, kromozom calismalari i¢in bolca doku 6rnegi
alinabilen organlardir. Bu amacla bir¢ok balikta 4—7 ¢ift olan solungag¢ flamenti yeterli

materyali saglamaktadir.
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Resim 2.7.2 Orthrias angorae’nin solungaglarindan elde edilen metafaz kromozomlari

[77].

3-Dalak, Bobrek, Karaciger ve Bagirsak: Dalak, bobrek ve karaciger de kromozom
elde etmek i¢in uygun dokulardir. Bunlar genellikle kan hiicrelerinin olusturuldugu veya
ortadan kaldirildigi merkezler ile baglantilidirlar. Bu dokularin kullaniminda kolsisin
muamelesi zorunludur. Bu muamele, genellikle dokular islem gérmeden birka¢ saat
once sirt kast veya viicut bosluguna az bir miktar kolsisin enjekte etmek suretiyle
uygulanir. Histolojik incelemeler, karacigerde bulunan mitoz sekillerinin parensimal
hiicrelerin neslinden geldigini gostermektedir. Dalak limfoid hiicrelerden, bobrekler ise
miyeloid hemopoietik unsurlardan tiiretilmiglerdir. Ancak, bagirsak dokusundan da iyi

kromozom preparasyonlarinin yapilabilecegi kaydedilmistir.
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Resim 2.7.3 Chalcalburnus mossulensis’ten elde edilen metafaz plagi [27]

4-Kornea: Bazi arastirmacilar tarafindan kromozom c¢alismalarinda kornea ve
conjunctial epitelyum doku kullanilmigtir. Bu dokular, gen¢ baliklarda ¢ok hizli
boliiniirler ve boliinme orani, gozlii hasara ugratmak veya kolsisin 6n muamelesi

suretiyle daha da arttirilabilir.

5-Embriyo: Kromozom preparasyonu i¢in kullanilan diger bir yap1 ise embriyolardir.
Embriyo hiicrelerinde metafaz sekillerinin bol olarak bulunmasi, bu hiicrelerin aktif
olarak boliindiigiintii gostermektedir. Fakat bu hiicrelerden elde edilen kromozomlarin

karyotipinin yapilmasi 6nemli bir meseledir.

Roberts [78], balik embriyolari ile c¢alismadaki birka¢ dezavantaji su sekilde

aciklamistir;

Oncelikle, embriyolar1 elde etmek, tiir ve cinsiyet tayini yapmak zordur. Yapay
dollenme bu zorluklara care bulmakla birlikte olgun gametlerin elde edilmesi birgok
balikta miimkiin olmayabilmektedir (bdylece embriyolar1 elde etme ihtimali elimine
edilmektedir). Diger bir zorluk, embriyonun biyiikligiidiir. Ger¢i, salmonlarin
dollenmis yumurtalar1 yeterince biiyliktiir ve blastomerler islemden 6nce yumurtadan
kolaylikla ayrilabilir. Ancak, kiicik yumurtali baliklarda blastomerlerin yumurta

sarisindan uzaklastirilmalar1 oldukc¢a zordur ve bu durum iyi bir boyama islemine de
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engel olmaktadir. Geng embriyolar ¢cok kolay ayrilabilirler, fakat boliinen hiicrelerin

sayist olduke¢a azdir.

Kolsisin, metafaz goriilme oranini arttiracaktir, fakat kromozomlar analiz i¢in uygun
olmayan piknotik yiginlar olustururlar. Bu yiizden, balik embriyolarindaki kromozom
calismalarinda islemlerin kusursuzca ve bu isi iyi yapabilen kisiler tarafindan yapilmasi

gerekmektedir.

6-Gonad (Ovaryum ve Testis): Mitoz ve mayoz bdliinmeye ait sekillerin her ikisi de
testis materyallerinden elde edilebilir. Testislerden yapilan preparasyonlar kromozom
sayilarin1 belirlemede ayr1 bir avantaj saglar. Hem diploid hem de haploid sayili
kromozomlar elde edilebilir. Mayoz aktivitesi, yumurtlama sezonundan kisa bir siire
once erkekte en yliksektir ve testis sperm ile dolu iken azalmaya baslar. Bazi tropik
baliklarda (Ornegin; Mollinesia sphenops) metafaz sekilleri y1l boyunca elde edilebilir.
Yukarida belirtildigi gibi, kolsisin enjeksiyonu metafaz goriilme oranini biiyiik oranda
arttirmaktadir, ancak bu islem poliploid hiicrelerin olusma ihtimali géz Oniinde

bulundurularak kisa tutulmalidir.

7-Doku Kiiltiirii: Kromozom c¢alismalarinda yeterli sabir, zaman ve yeterli maddi
imkanlar saglanmissa, kromozom elde etmek icin doku kiiltiiri metodu da
uygulanabilir. Baliklarda doku kiiltiirli yontemi kisa bir gegmise sahip olmasina ragmen,
oldukga kaliteli metafaz sekilleri aktif olarak boliinen fibrolastlardan in vitro muamele
yoluyla elde edilebilmektedir. Doku kiiltiirii i¢cin genellikle embriyo, yiizgec, testis,
ovaryum, bobrek, dalak, karaciger ve ylizme keselerinden elde edilen dokular
kullanilabilir. Doku kiiltiiriinde gerekli olan "sindirim" ve santrifiij islemlerinden sonra
ekim i¢in yeterli sayida hiicre elde etmek i¢in oldukca fazla miktarda dokuya ihtiyag
duyulur. Kiiltiir sonuglar1 alinana kadar gecen siire, kullanilan dokunun tipi yaninda
organizmanin biiyiiklii§iine ve yasina da baglidir. Bu silire 6 giin ile 2 ay arasinda
degisebilir. Kiiltlir hiicrelerinden elde edilen kromozomlar en iyi kalitededirler. Ayrica

yayilimlar bir hayli fazladir.

Roberts [79], tarafindan gergeklestirilen bu yontemde Salmo salar'in ovaryum
dokusundan Kkiiltiir hazirlanmistir. Bu yontemde dalak, kalp ve testis dokusu da

kullanilabilir.
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Bu amaca en uygun besi ortami Eagle MEM (minimum essential medium)’dir. Bu
besiyerine glutamin, fotal dana serumu ve penisilin-streptomisin eklenir. Besiyeri 19 °C’
de inkiibe edilir. 1,5 ml. Kolsigin (10 pg/ml) kiiltiir ortamina eklenir. 10 dakika %
0,9’Iuk sodyum sitrat ile hipotonik uygulamasi yapilir. Hipotonik santrifiijle alinir ve %
I’lik asetoorseinle boyama yapilir. Daha sonra uygun metafaz yayilimlarinin

fotograflar ¢ekilir.

9) Lokosit Kiiltiirii: Lokosit kiiltiir yontemi, kromozom elde etme yontemleri arasinda
en mitkemmeli olarak gosterilebilir. Bu teknik ilk kez 1960°ta insan kanin1 kiiltiir etmek
icin kullanilmigtir. Daha sonra kuslar, siiriingenler ve kurbagalar gibi diger

organizmalardan elde edilen kanlar da basaril1 bir sekilde kiiltiir edilmistir.

Lokositler, normal olarak hemopoietik dokuda {iretilirler ve kan viicutta dolasirken
degisime ugramazlar. Mitojen olarak adlandirilan bazi kimyasallarin bulundugu
durumlarda, kirmizi kan hiicreleri aglutinasyona ugrarken, I6kositler tek bir boliinme
gecirmeye tesvik edilirler. Bu islemler rutin olarak in vitro olarak gerceklestirilebilirler.
Mitojenler iki tiptirler. Bunlardan en yaygm kullanilanlardan birisi PHA
(phytohemaglutanin)’dir.

PHA, fasiilye (Phaseolus vulgaris)’den elde edilen bir ekstrattir. PHA, iki sekilde elde
edilebilir. PHA (M), oldukga saf olarak ekstrakte edilmis olup en yaygin kullanilanidir.
Normal olarak, bu mitojenin yaklasik 0,1 ml’si 5 ml kanda kullanilir. Bununla beraber,
baliklar i¢in bu miktarin arttirilmasina ihtiya¢ duyulabilir. PHA (P) ise, PHA (M)’den
daha cok saflastirilmis olup PHA (P)’nin hemaglutinasyon islemi ve mitoz uyarma

kapasitesi bakimindan yaklasik 5 kat daha tesirlidir.

En yeni mitojen, Pokeweeed Mitojeni (PWM)’dir. PWM, Sekerci Boyas1 (Phytolacca
americana)’ndan elde edilen bir ekstraktir. Bu mitojen, blastojenik ve mitojeniklik
acidan memeli lokosit sistemindeki PHA’ dan daha uygundur. Leuk-aglutinasyon
bakimindan ise, PHA’dan daha azdir. PWM’nin balik kan kiltiri ile iliskisi
kaydedilmemistir. Her iki bitkiden elde edilen ekstrakt, dogada mukoprotein olarak
bulunurlar. Hiicredeki faaliyet tarzlar1 da heniiz bilinmemektedir. Birgok arastirmaci,
muhtemelen monositlerin ve lenfositlerin yiizeyleriyle her hangi bir sekilde bir antijen-

anti body tarzinda tepki gosterdigi fikrine sahiptir.
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Yine bir¢ok arastirmaci, balik kan kiiltiiriinde basarili olmustur. Labat ve arkadaslari
[80], ilk olarak Doga sazanindan (Cyprinus carpio) aliarak kiiltiir edilmis 16kositlerden
kromozom elde etmislerdir. Heckman ve Brubaker [81], Carassius auratus’un
l16kositlerinden kromozom preparasyonlar1 yapmiglardir. Daha sonra, Heckman ve
arkadaglar1 [81], bu teknigin kullaniminda tiir se¢iminin basarili yapilmasi gerektigini
belirtmislerdir. Cilinkii Heckman ve Brubaker [81], tarafindan daha 6nce onerilen teknigi
kullanarak, Gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) ile basarili olamamiglar, daha
sonra oksijen tansiyonunu arttirmak suretiyle uygun sayida yayilimlar elde
edebilmigslerdir. Biitiin bu ii¢ durumda da ortak olan, PHA (M)’nin tetraploid bir

organizma ile kullanilmasidir.

Baker [82], bir deniz balig1 olan Pleuronectes platessa’nin kan dolasimindaki
olgunlagsmamis 16kositlerinden kromozomlar elde etmek icin yeni bir metot gelistirerek,
bu teknigin diger deniz formlariyla da basariyla kullanilabilecegini belirtmistir. Bu

metotta mitojen kullanilmamis ve kromozomlar ii¢ saat i¢inde hasat edilmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Orneklerin Toplanmas1 Ve Degerlendirilmesi

Ilkbahar aylarinda, Kura-Aras Havzasi'nda bulunan Kars Cayi’na yapilan arazi
caligmalarinda, arastirma bolgesinde bulunan, Balitoridae familyasina ait, Orthrias
panthera Ornekleri toplandi. Balik 6rneklerinin toplanmasinda diisiik voltajli soker ve
cevirme aglar kullanildi. Agdan cikarilan baliklar icerisinde alindigi yere ait suyun
bulundugu bidonlara kondu ve laboratuar ortamina getirildi. Burada baliklar
havalandirmali ve sicaklig1 ayarlanmis akvaryumlara yerlestirildi. Laboratuar ortamina

uyum saglayabilmeleri i¢in baliklar bir hafta akvaryumda bekletildi.
3.2 Kullamilan Kimyasal Madde Ve Cozeltilerin Hazirlanmasi
Kolsisin c¢ozeltisi: 0,6 g Kolsisin, 100 ml bidistile suda ¢6ziilerek hazirlandi.

Hipotonik (KCI ¢ozeltisi): 0.075-0.046 M KCl 100 ml distile suya tamamlanarak

hazirlandi.

Fiksasyon c¢ozeltisi (Carnoy fiksatifi): 3 kisim metanol, 1 kisim asetik asit ile

karistirilarak hazirlandi.

Sorenson fosfat tamponu: Boyama islemi i¢in genellikle Giemsa ile birlikte kullanilan
tampondur. 1ki farkli ¢dzeltinin degisik miktarlarda karistirilmasiyla istenilen pH

degerinde elde edilebilir.

Cozelti 1: Na,HPO, (Disodyum hidrojen fosfat)’ten 11,9 g tartilarak, distile suda

¢oziilerek son hacmi 1000 ml’ye tamamland.

Cozelti 2: KH,PO,4 (Potasyum dihidrojen fosfat)’ten 9,1 g tartilarak son hacmi distile su

ile 1000 m1’ye tamamlandi.

Giemsa boya c¢ozeltisi: Cozelti 1’den 1 kisim, ¢ozelti 2°den 2 kisim alinarak hazirlanan

tampon ¢ozeltisi ile Giemsa karistirilarak % 4-6’lik boya hazirlandi.

31



3.3 Havada Kurutma Teknigi ile Karyotip Hazirlanmasi

Baliklarin karyolojik analizlerinin yapilabilmesi i¢in asagidaki iglem basamaklari

uygulandz:

— Ortalama agirliklart 5-10 g olan baliklara esey farki gozetmeksizin her 1 g viicut
agirlhigr igin 0,0006 g Kolsisin, abdominal bosluktan enjekte edildi. Baliklar

havalandirilmis bir akvaryuma alindi ve 3,54 saat beklendi

— Baliklarin kafalarina vurularak soka girmeleri saglandi ve solungag epitel dokulari
cikarilarak bir miktar 0,046 M KCI konulmus saat cami igerisinde bistiiri yardimiyla

ufak parcalara ayrilarak homojenize edildi.

— Daha sonra homojenizat tliplere alinarak iizerine yine 0,046 M KCI eklenerek

vortekste karistirildr ve 37 °C’ de 30 dk beklendi.

— Daha sonra tiipler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Tiipiin dibinde toplanan hiicre

y1gminin dagilmamasina dikkat edilerek siipernatant kisim pipetle atildi.

— Tiiplere taze olarak hazirlanmis ve +4 °C’ de sogutulmus Carnoy fiksatifi, yaklasik 7
cc oraninda karistirici yardimiyla eklenerek ayni devir ve silirede yeniden santrifiij

edildi. Bu islem iki kez daha yinelendi

— Son santrifiij isleminden sonra siipernatant tabanda 2-3 cc’lik hiicre siispansiyonu

kalacak sekilde atildi.

— Siispansiyon iyice karigtirilarak bir pipet yardimiyla temizlenmis lamlar iizerine

damlatildi.
— Preparatlar havada kurutularak % 6’lik Giemsa ¢ozeltisinde 20-30 dk boyandi.

— Karyotip i¢in havada kurutma ydntemine gore hazirlanmis preparatlar, mikroskopta

incelenerek fotograflari ¢ekildi.
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4. BULGULAR

Bir karyotipi tanimlayabilmek i¢in kromozomlari ayri ayri gérmek ve gostermek
gerekir. Karyotipte, kromozomlar sentromer lokalizasyonuna gore ve biiyiikten kiiclige
dogru siralanarak gosterilir. Kromozomlarin ayr1 ayri en iyi goriildiigli preparatlardan
151k mikroskobunda biiyiik biiyiitmelerde fotograflari ¢ekilir. Fotograf lizerinden her bir
kromozom tek tek ayrilir. Kesilen pargalar biiyiikten kiigiige dogru dizilir. Ardindan
bliyiikliikleri ve sentromer konumlar1 dikkate alinarak homolog kromozom ciftleri

karyotip olarak hazirlanir.

Baliklarin aktivitelerinin beslenmeyle ve su sicakliginin yiikseltilmesiyle arttigi,
dolayistyla da mitotik aktivitenin de arttigi gézlenmistir. Kromozom analizinin bir
asamasi olan kolsisinle muamele siiresinin 3,5-4 saat olarak belirlenmesi ¢ok daha iyi
sonuglar elde edilmesine saglamistir. Bu siirenin az olmasi halinde metafaz alanlarinin
azaldig1, uzadiginda ise metafaz alanlarinin arttigi buna karsin kromozom kollarinin
kontrakte oldugu ve analizlerin zorlastigt goézlenmistir. Kromozom analizi ig¢in
kullanilan solunga¢ epitel hiicrelerinden yapilan preparatlarda yiiksek oranda mitoz
boliinme tespit edilmistir. Hipotonikle muamele stiresi 40-45 dakika olarak tespit edilip,
bu siirenin altinda yapilan islemlerde hiicrelerin yeterince sismedigi, siirenin daha uzun
tutulmas1 halinde ise hiicrelerin patlayarak kromozomlarin dagildigi gézlemlenmistir.
Preparatlarin  hazirlanmasi esnasinda hiicre soliisyonunun lam iizerine damlatma
mesafesinin kromozomlarin dagiliminda 6nemli bir etken oldugu gozlenmis, iyi olarak
kabul edebilecegimiz mesafenin ortalama 10—15 cm civarinda oldugu belirlenmistir.
Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda, Orthrias panthera’dan elde edilen
metafaz dagilimlarindan uygun olanlarin fotografi g¢ekilerek gerekli degerlendirmeler

yapilmustir.

Orthrias panthera (Heckel, 1843)’nin solunga¢ epitelinden elde edilen kromozomlarin
sentromer durumlar1 gdz Oniline alindiginda 7 metasentrik, 9 submetasentrik ve 9
akrosentrik kromozom ¢iftinin oldugu gézlenmis ve kromozom kollar1 sayis1 (NF=82)

olarak saptanmistir.

Inceleme materyali olarak kullandigimiz baliktan elde edilen metafazlar farkli

kromozom sayilarina sahiptir. Burada ¢esitli faktorler bu sonucun elde edilmesinde
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etkili olabilmektedir. Islem basamaklarinda meydana gelen hatalar yiiziinden, bir
metafazdan digerine kromozom katilimi, bunun sonucunda da bazi metafaz
dagilimlarinin kromozom sayisinda artig, digerinde ise azalma meydana geldigi
gozlenmistir. Bu nedenle bu tiir hassas ve sonuglar1 literatiir agisindan 6nemli olan
calismalarda metafaz dagilimlart miimkiin oldugunca yeterli miktarda sayilarak

sonuclarin saglikli bir bigimde alinmasi gerekmektedir.
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Resim 4.1 Orthrias panthera’nin solungag epitelinden elde edilen metafaz

kromozomlart (a).

(b)
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Sekil 4.2 Orthrias panthera nin karyotipi
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TARTISMA ve SONUC

Biyolojinin en 6énemli dallarindan biri olan sistematik, bir yandan diinyadaki biyolojik
cesitliligi agiklamaya calisirken bir yandan da biyolojinin diger dallariyla baglanti
kurulmasini saglamaktadir. Baliklar {izerine yapilan sistematik c¢aligmalar, baliklarin
birinci dereceden morfometrik 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Ancak, morfometrik
ozelliklerin yeterli olmadigi durumlarda, sistematik calismalara yardimci olmasi
amaciyla kromozom bantlama, sitometri, elektroforez gibi yeni metotlarin kullanilmasi
sistematigin hizla gelismesini saglamaktadir. DNA ile ilgili RFLP, sekans analizi, PCR
gibi yeni tekniklerin bulunmasiyla da molekiiler sistematik bugiinkii durumuna kadar

gelmistir.

Kromozomal ve molekiiler yontemler, morfolojik o6zellikleri ile ayirt edilemeyen
tartismal1 gruplar arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasinda belirleyici rol oynamaktadir.
Bu yontemler sayesinde morfolojik analizlerin yanitlayamadigi ¢ok sayida sorunun
yanitt bulunabilmistir. Ayrica kromozom sayt ve morfolojileri, metrik ve meristik
Ozellikler, paleantoloji, davranmis modelleri ve ekoloji c¢alismalariyla birlikte

kullanilabilmektedir [27].

Sistematik ve taksonomide kullanilan karyotip uygulamalarinin amaci, her tiiriin
kromozom 0zelliklerini ortaya koyabilmektir. Bu nedenle tiirler arasindaki taksonomik
farkliliklar karyotip calismalar ile aciklanmaya calisilmaktadir. Kromozomal filogeni
caligmalar yiiksek omurgali gruplarinda, 6zellikle de memeliler lizerinde uygulanmaistir.
Baliklarda ise karyolojinin taksonomi ve sistematige olan katkis1 daha diisiik bir
diizeyde kalmistir. Bunun nedenleri arasinda balik kromozomlarinin sayica fazla ve ¢cok
kiiciik olmasi, memelilerde uygulanan preparat hazirlama yontemlerinin baliklarda
uygulanamamas1 ya da uygulama esnasinda birtakim giigliiklerin ortaya c¢ikmasi
sayilabilir. Bununla birlikte balik kromozomlar1 ile ilgili yapilan aragtirmalar son
yillarda aktif bir alan olusturmustur. Kromozom analizi ile baliklar hakkinda evrimsel
ve genetik bilgilere ulasilabilmektedir. Elde edilen kromozomlarin sayis1 ve morfolojisi,
tiirlerin kolay bir sekilde tanimlanmasinda, popiilasyon ici ve popiilasyonlar arasindaki

yakin iliski ve farkliliklarin ortaya konmasinda kullanilmaktadir [66].
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Karsilagtirmali sitoloji ve sitogenetigin gelismesi evrimin anlasilmasina biiyiik l¢iide
yarar saglamaktadir. Ozellikle memelilerde, karyotip evoliisyonunun diploid kromozom
sayisinda azalma yoniinde olduguna inanilmaktadir. Canlilardaki farkli karyotiplerin
arastirilmasiyla tiirler, cinsler ve baslica sistematik gruplarin evoliisyonunda kromozom

mekanizmasinin rol oynadigi goriilmektedir [83].

Sitogenetik analizlerle canlilardan kromozom elde etme yontemleri oldukca fazladir.
Baliklarda insanlardaki gibi lenfosit kiiltiirii yoluyla ve kan hiicrelerinin {iretim yeri olan
bobreklerin incelenmesi yontemiyle kromozom elde edilebilmektedir [2]. Onemli olan
boliinmekte olan hiicreleri metafaz evresinde yakalayabilmek bunun i¢in pratik, cabuk

ve ucuz bir yontem uygulayabilmektir.

Fakat, baligin yas1 ve g¢evresel faktorler mitotik aktivitenin de8ismesine yol
acabilmektedir. Bu durum genellikle ¢ok sayida kromozoma sahip olan baliklarda
sitogenetik analizler i¢in bir dezavantajdir. Her teknigin her balik tiiri icin
uygulanabilecegini sdylemek dogru olmaz. Ciinkii baligin tiirii, bliyiikliigii, morfolojisi,
fizyolojisi, yasi, kullanilan doku gibi etkenler hangi yontemin izlenecegini, kullanilacak

¢oOzeltilerin doz ve stirelerinin nasil belirlenecegini bulmada olduk¢a 6nemlidir [27].

Direkt ve Kkiiltiir yontemleri, balik kromozomlarinin incelenmesine olanak veren
yontemlerdir. Direkt yontemlerde preparasyon olduke¢a kolaydir, fazla zaman almaz ve
ucuzdur; ancak, bu yontemlerle elde edilen metafazlar az ve kalitesiz olabilmektedir. /n
vitro yontemler sayesinde ise c¢ok fazla sayida metafaz elde edilebilir, kromozom
morfolojileri daha kalitelidir, canlinin o6ldiiriilmesine gerek yoktur ve aymi &rnek
defalarca kullanilabilir. Fakat in vitro yontemler zordur, ¢ok pahalidir, fazla zaman alir

ve kontaminasyon riski ytiksektir [84].

Kromozom analizi i¢in bazi arastirmacilar baliklarin bobrek dokularimi kullanirken [7,

87] bazilar1 da solungag epitel hiicrelerinden yararlanmislardir [85, 86].

Schreck ve Moyle’e gore [88], kromozom preparatlart hazirlamak icin metafaz
hiicrelerinin iyi bir kaynagi olan bdliinen dokular (embriyonik dokular, solungaglar,

bobrekler, bagirsaklar, pul epitelleri ve fibroblastlar) tercih edilmelidir.
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Mevcut calismada da, uygulanabilirligi daha kolay ve ucuz oldugundan solungag
epitelinden yararlanildi. Hipotonikle muamele siiresini 30 dk olarak belirlendi ve bu

siire¢ icerisinde kaliteli metafaz plaklari elde edildi.

Yamazaki, bobrek dokusundan kromozom elde etmek i¢in bu siireyi 40 dakika olarak
belirlemistir [87]. Bu durum, ayn1 canlimin farkli dokularinda hipotonikte bekletme

stiresinin farkli olabilecegini gostermektedir.

Kromozom preparasyonunda, mitoz boliinmenin fazla oldugu metafaz safhasinda
boliinen hiicre sayisi arttirilir ve mikroskop lami {izerine metafaz hiicre kromozomlari

yayilir. Boylece 151k mikroskobu kullanilarak kromozomlar kolayca gozlemlenebilir.

Kromozomlarin metafaz sathasinda tutulmasi i¢in canliya kolsisin, demekolsin,
kolsemid, vinblastin gibi kimyasal maddeler verilmektedir. Bu maddeler, hiicre
boliinmesinin metafaz evresinde ig iplikciklerinin yapitast olan mikrotiibiillerin
olusumunu engeller. Kromozomlar kutuplara ¢ekilemez ve bir arada bulunurlar. Bu
maddelerin asir1 dozda kullanilmasi kromozomlara zarar verebilir. Kromozomlarin ¢ok

fazla kasilmasina ve kiimelesmesine neden olabilir.

Cyprinus carpio’da yliksek doz kolsisin uygulamalarinda mikroniikleus frekansinin
arttigi gozlenmistir. Daha yliksek dozlar ise letaldir. Bu maddeler kromozom
kayiplarina veya kromozom artigina neden olabilmektedir. Bu ylizden kolsisinin dozuna
ve stiresine dikkat etmek ve hatta tlire gore ayarlamak gereklidir. Uzun siire kolsisin
uygulamasi poliploidiye sebep olur. Ayrica kromozom biiyiikliikleri de bu maddelerin

dozu ve siiresi ile degisebilir [27].

Kimyasal maddeye maruz birakma siiresi 20 dakikadan 6-8 saate kadar uzatilabilir. Kisa
stireli muamelede metafaz sayist az olmakta, uzun siireli muamelede ise kromozomlarin
asir1 yogunlagsmasindan kaynaklanan biiziilmeler meydana gelebilmektedir. Nanda ve
arkadaslar1 [89], kullandiklar1 yontemde baliklar1 % 0.03’liik kolsisin iceren suda 6—8

saat bekletmislerdir.

Bu calismada, mitotik inhibitor olan kolsisin, Rukhsana ve Malgorzata [90], Padilla ve
arkadaglar1 [91], Giil ve arkadaslar1 [13]’nin ¢alismalar1 ile uyum gostermektedir.

Calisma sirasinda Kolsisin, intraperitonal yoldan enjekte edilmektedir. Bu yontem
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bazen zor uygulanabilmekte; yeterli dozun baliga verilememesinden dolayr da olumlu

sonug alinamamaktadir.

Baliga kolsisin uygulanmasindan sonraki asama, metafaz kromozomlarini birbirinden
ayirmay1 saglayan hipotonik soliisyon ile isleme tabi tutmaktir. Bu soliisyonun 6zelligi,
hiicrenin sahip oldugu osmotik basingtan daha diisiik bir basinca sahip olmasi ve bu
sayede hiicreleri agiga ¢ikarabilmesidir. %1°lik sodyum sitrat ya da %0.35-0.56’1ik KCI
bu islem i¢in uygun soliisyonlardir. Hipotonikle muamele edilen bir hiicreye su girer ve

hiicre siser. Boylece kromozomlar birbirinden ayrilir.

Bu islemlerden sonra ise hiicreler fiksasyona tabi tutulur. Bunun i¢in, genellikle 3 kisim
etanol veya metanol ve 1 kisim glasiyel asetik asit (Carnoy fiksatifi) kullanilir. Fikse
edilen hiicreler bir mikroskop lami {izerinde yayilir ve boyanir, daha sonra bu hiicrelerin

metafaz kromozomlar1 151k mikroskobu ile incelenir.

Tiirkiye’deki ilk balik karyotip analizi Colak [7] tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada,
Sivas’in Kangal ilgesinde bulunan Topardic suyundan yakalanan Cyprinion
macrostomum’a ait 4 metasentrik, 26 submetasentrik ve 18 akrosentrik olmak iizere

toplam 2n=48 kromozom saptanmistir.

Nishikawa ve arkadaglar1 [85], Avrupa, Amerika ve Japon yilan baliklarinda kromozom
sayisinin 2n=38 oldugunu, karyotiplerinin ise 20 metasentrik-submetasentrik ve 18
akrosentrik kromozom oldugunu belirlemislerdir. Ayni arastirmacilar Cichlidae
familyasindan bir tath su balig1 olan Cichlasoma citrinella’da kromozom sayisini 2n=48
ve karyotipini 36 submetasentrik ve 12 akrosentrik kromozom yapisinda oldugunu

bildirmislerdir [86].

Giul ve arkadaslart [13], Kizilirmak’ta yasayan Chalcalburnus mossulensis’de
kromozom sayisin1 2n=48, kromozom morfolojisini 12 metasentrik, 20 submetasentrik

ve 16 akrosentrik kromozom olarak saptamislardir.

Tiifek [92], Gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus mykiss)’nin kromozom say1 ve
morfolojilerini incelemis ve 4 farkli karyotip (2n=58, 60, 61, 62) elde etmistir. 2n=60
karyotipi (22 ¢ift metasentrik-submetasentrik, 1 ¢ift subtelosentrik ve 7 ¢ift akrosentrik)

% 63-64 orani ile en yaygin karyotip olarak belirlenmistir. Ayrica tiir ici Robertsonian
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polimorfizm saptanmistir ve gokkusagi alabaliginda XX/XY esey sistemi gozlendigi
bildirilmigtir.

Sola ve arkadaslar1 [93], Dicentrarchus labrax ve D. punctatus’un kromozom sayilarini

2n=48 ve karyotiplerini 48 subtelosentrik-akrosentrik olarak bulmuslardir.

Sola ve arkadaslar1 [94], baska bir ¢alismalarinda Sicilya’dan topladiklar Seriola
dumerili’nin 2 submetasentrik, 46 subtelosentrik-akrosentrik olmak tizere kromozom

sayisini 2n=48 bulmuslardir.

Demirok ve Unlii [95], Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla tiirlerinin
bobreklerinden elde ettikleri preparatlarda C. frutta’nin diploid kromozom sayisini
2n=150 ve kromozom kollar1 sayisint NF=220 olarak, C.capoeta umbla’nin kromozom

sayisini 2n=150 ve NF=236 olarak bulmuslardir.

Ergene ve arkadaslar1 [10] tarafindan Erzurum’un cesitli bolgelerinden yakalanan
Barbus plejebus lacerta’nin kromozom sayist 2n=48, kromozom morfolojisi 32

metasentrik, 16 akrosentrik olarak bulunmustur.

Ergene ve Karahan [11], Cukurova Universitesi balik yetistirme istasyonuna ait Tilapia
rendalli’de kromozom sayisinin 2n=44, karyotipinin ise 2 metasentrik, 4 submetasentrik
ve 38 akrosentrik kromozom yapisinda oldugunu belirlemislerdir. 7. zilli tliriinde ise,
kromozom sayisini1 2n=44, kromozom morfolojisini de 4 metasentrik, 8 submetasentrik,

8 subtelosentrik ve 24 akrosentrik olarak tespit etmislerdir [12].

Hamalosmanoglu ve Kuru [96], Kadife Balig1 (Tinca tinca)’nin kromozom sayisini

2n=48 ve ortalama kromozom uzunlugunu 2.191 p olarak saptamislardir

Padilla ve arkadaslar1 [91], Tinca tinca lizerinde yaptiklar1 ¢calismada 16 metasentrik, 26

subtelosentrik ve 6 akrosentrik olmak {izere 2n=48 kromozom belirlemislerdir

Pandey ve Lakra [97], Clarias batrachus’un kromozom sayisini 2n=50, karyotipinin ise
8 metasentrik, 5 submetasentrik, 2 subtelosentrik ve 10 akrosentrik kromozomdan

olustugunu belirlemislerdir.

43



Sabti [98] yaptigi bir calismada, L. cephalus’un kromozom sayisini 2n=50; 34
metasentrik-submetasentrik, 16 subtelosentrik-telosentrik NF:84, Siluris glanis’in
kromozom sayisint 2n=48; 30 metasentrik-submetasentrik, 18 subtelosentrik-
akrosentrik ve NF:78 Tinca tinca’nin kromozom sayisini 2n=48; 30 metasentrik-
submetasentrik, 18 subtelosentrik-telosentrik ve NF:78, Cyprinus idella’nin ise 2n=48;

32 metasentrik-submetasentrik, 16 subtelosentrik-telosentrik ve NF 80,bulmustur.

Sabti [99], baska bir ¢alismasinda da, Leuciscus cephalus’un kromozom sayisini 2n=50,
kromozom morfolojisini 34 metasentrik-submetasentrik, 16 subtelosentrik-telosentrik

ve NF:84 olarak bulmustur.
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Cizelge 5.1 Bazi balik tiirlerinin karyotip bilgileri [100]

Tiir

Alburnus alburnus

Chalcalburnus mossulensis

Capoeta capoeta umbla

Cyprinion macrostomum

Salmo gairdneri

Aphanius cypris

Bothus podas

Poecilia formosa

Coregonus albula

Cichlasoma citrinella

Acheilognathus tonkinensis

Chalcalburnus tarichi

Leuciscus cephalus

Cyprinus carpio

Salmo trutta

Salvelinus fontinalis

Salvelinus alpinus

Kromozom sayisi

50

48

144

48

60

48

38

46

80

48

44

50

50

98

80

84

78

Karyotip

16m+6sm+10st

6m+10sm+8a

42m+72sm+30t

12m+16sm+10st

36sm+12a

14m+14sm+8st+8a

43m+16st,t

50m+48t

20m+60t

Kaynak

52

56

10

12

53

45

42

47

57

57




Balik kromozomlariyla yapilan taksonomik ve filogenetik ¢aligmalarla, populasyon igi
ve populasyonlar arasi varyasyonlarin agiklanmasinda, genetik kontrolde, balik
yetistiriciligi ve genotoksikolojide bircok gelisme saglanmistir. Kromozom analizleri;
tiirler, alttiirler, populasyonlar i¢i ve arasi, eseyler ve hatta bireyler arasi polimorfizmin
tespitinde, balik yetistiriciliginde, ploidi ¢calismalarinda, kalitsal hastaliklarin tespitinde

ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Sitogenetik ¢alismalarda, bantlama teknikleri de kullanildiginda kromozomlarin yapilari
daha 1yi belirlenebilir. Bantlama teknikleri, kromozom sayisi veya kol sayisi ayni olan
tirler arasinda, ya da birbirine yakin olan oOzellikle tartigmali tiirler arasinda
kromozomal benzerlikler ve farkliliklarin ortaya konmasinda belirleyici rol
oynamaktadir. Kromozomlar1 tanimayr amacglayan yeni boyama yontemleri
gelistirilmistir. Yine de, kromozom sayisinin yiiksek, kromozomlarin ¢ok kiiciik olmasi,
B kromozomlarinin ve mikrokromozomlarin bulunabilmesi ve bilinmeyen nedenlerle

ozellikle G- ve R-bantlamada olumsuzluklar gozlenmektedir [27].

Cevrenin zararl etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda karyotip ve bantlama teknikleri bir
indikator gibi kullanilmaktadir. Yani g¢evresel kirleticilerin canlilar iizerindeki
etkilerinin aragtirllmasinda kromozomlar biyobelirtegler olarak kullanilabilmektedir.
Kanalizasyon atiklari, endiistriyel atiklar, tarim ilaglar1 ve agir metaller gibi ¢evresel
kirleticiler; kromozom kayiplarina, kromozom kirilmalarina, kromozomlarda kol
kayiplarina, kollarda agikliklara (gap), kardes kromatid degismelerine (SCE),
inversiyonlara, sentrik ve asentrik fiizyonlara ve anafazda ayrilmama gibi kromozomal

bozukluklara neden olabilmektedir [27].

Canlinin evrimi ve tilir olusumu hakkinda kesin bir bilgiye sahip olmanin yolu canliya
ait genomun belirlenmesiyle miimkiindiir. Genetik bilgiye ulagmanin ilk adimi canliya
ait kromozom sayisin1 ve morfolojik 6zelliklerini gosteren bir karyotip olusturmaktir.
Tiire ait kromozomlarin morfolojik ozellikleri karyotipte agikca goriilebilmektedir.
Ikinci asama bantlama calismasi1 ve idiogram cizimleri olarak belirlenebilir. Ozellikle
idiogram c¢izimleri karyotipe biitliniiyle hakim olmamiz agisindan oldukc¢a O6nemlidir

[24].
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Kol sayis1 birbirine yakin olan popiilasyonlar arasinda ¢ok yakin filogenetik iliski vardir
Canlilardaki farkli karyotiplerin arastirilmasiyla tiirler, cinsler ve baslica sistematik

gruplarin evoliisyonunda kromozom mekanizmasinin rol oynadig1 goriilmektedir [101].

Evrimsel olarak ileri canlilarda kromozom morfolojisine dayali heterogametik esey
tespiti yapilabilmektedir. Ancak baliklarda bazi istisnalar diginda esey kromozomu
farkliliklar1 ayirt edilememektedir [102]. Ustelik baliklarda esey degisiklikleri sicaklik
etkeni kullanilarak yapay yolla gergeklestirilmektedir [103].

Balik¢ilik calismalarinin ekonomik acgidan verimli olmasi, bu c¢alismalarin bilimsel
olarak planlanmasina ve yonlendirilmesine baglidir. Balik¢ilik biyolojisi ¢caligmalarinda
temel amag, hem popiilasyonun siirekliligini, hem de yiiksek av verimliligini saglayacak
sekilde avlanmanin diizenlenmesidir. Bunun i¢in, 6ncelikle baligin bulundugu ortamda

bliylime 6zelliklerinin iyi bir sekilde degerlendirilmesi gereklidir [104].

Ormnekler iizerinde yapilan karyolojik analizler sonucu esey kromozomu  tespit
edilememistir. Tirkiye’deki diger arastiricilar [7, 15] tarafindan gergeklestirilen
caligmalarda da esey kromozomlarina rastlanmamistir. Ayrica B kromozomlar1 ve
mikrozom gibi yapilar da goriilmemistir. En biiyiik kromozom ile en kii¢iik kromozom

arasindaki biiytikliik fark: diger canli gruplarina nazaran ¢ok azdir.

Balik kromozomlarnin ¢ok kiigiik ve sayilarinin fazla olmalari, cografik farkliliklar,
kromozom boyama ve bantlama yontemleri, Ol¢iimden dogan farkliliklar gibi
etkenlerden dolay1r balik kromozomlar1 iizerinde yapilan karyotip, NOB ve diger
bantlama ¢alismalarinda bazi arastirmacilar farkli sonuglar bulabilmekte ve hatta bazen

istenilen netice elde edilememektedir.

Sadece morfolojik, anatomik ve biyokimyasal o6zelliklere gore yapilan ¢aligmalarin
taksonomik ve filogenetik agidan yeterli olmadigi, ayni cinse ait tiir ve alttiirlerin ayirt
edilmesinde ve aralarindaki akrabaliklarin belirlenmesinde karyolojik ¢alismalarin ne

kadar 6nemli oldugu, bir kez daha ortaya konmustur [1].

Sonug olarak; baliklar tizerinde yapilan karyolojik ¢aligmalarda ¢ok dikkatli olunmali ve

her islem basamagi eksiksiz olarak gergeklestirilmelidir. Kullanilan doz ve siirenin az ya
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da cok olmasi istenilen sonuclar1 elde etmeyi zorlastirmaktadir. En iyi sonuca ulagsmak

bir¢ok arastirmacinin degisik yontemleri uygulamasi ve gelistirmesiyle miimkiindiir.

Kura-Aras Havzasi’nda yaygin olarak bulunan Orthrias panthera hakkinda kromozomal
bazda literatiir bilgisi yoktur. Bu ¢alisma ile iizerinde arastirma yapilan Orthrias
panthera nin kromozom say1 ve yapisi belirlenerek, karyotipi yapilmistir. Calismada
yeni bir kromozom elde yontemi bulunmamistir. Orthrias panthera nin karyotipi, ayni
cinse ait, iki farkh tlirle karsilastirildiginda (Orthrias tigris ve Orthrias panthera), her
lic tiirin de kromozom sayist1 2n=50 olarak belirlenmis olup, Orthrias tigris’in
kromozom morfolojisi; 7 metasentrik, 7 submetasentrik, 11 akrosentrik kromozom ve
kromozom kol sayis1 (NF) :78, Orthrias tigris’in kromozom morfolojisi; 9 metasentrik,
9 submetasentrik ve 7 akrosentrik kromozom ve kromozom kol sayisi (NF: 86) olarak

saptanmustir [77, 105].
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