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OZET

Bu calismada Kura-Aras Havzasindan Orthrias angorae (Steindachner, 1897) (Fam
:Balitoridae)’nin  kromozomlarinin say1 ve yapilart incelenerek, karyotip analizi
yapilmistir. Bu caligmada kullanilan baliklar Kars ilindeki Kars Cayi’ndan serpme aglarla
yakalanarak laboratuara getirilmistir. Her bir gram viicut agirhigi i¢in 0,01 ml, %0,6’lik
kolsisin soliisyonu baliklarin karin bosluguna enjekte edilmis ve balik kesilmeden once
190 dakika beklenilmistir. Metafaz incelemeleri ile O.angorae’nin 2n=50 kromozoma
sahip oldugu belirlenmistir. Bunlarin karyotiplerinin 7 metasentrik, 7 submetasentrik ve 11
akrosentrik kromozom ¢iftinden (NF: 78) olustugu saptanmustir. Bu tiirde cinsiyete bagh
herhangi bir kromozom tesbit edilememistir.

Anahtar Kkelimeler : Kura-Aras Havzasi, Kars Cayi, Orthrias angorae, Balitoridae,

Karyotip
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ABSTRACT

In this study, chromosome numbers and the standard karyotypic details for the Angora
loach, Orthrias angorae (Steindachner, 1897) (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.angorae had 2n=50 chromosomes
by metaphase investigation. Their karyotypes were determined as being composed of 7
metacentric, 7 submetacentric and 11 acrocentric chromosome pairs with NF: 78 We were
unable to identify any sex-related chromosomes in these species.

Key words : Kura-Aras Basin, Kars Stream, Orthrias angorae, Balitoridae, Karyotype
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar
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1. GIRIS

Yeryliziinde yasayan birgok canli tiirii vardir. Bunlar kendi benzerlerini meydana
getirir. Ortaya ¢ikan yeni dol bireysel ve atasal 6zelliklere sahiptir. Bu benzerliklerin
aile i¢inde izlendigi ve eski ¢aglarda belli bir takim yorumlar yapildig1 bilinir. Iste bu
benzerliklere konu olan ana baba ozelliklerinin ¢ocuklara aktarilmasi olgusuna
"Kalitim" denir. Skolastik ¢agda bile kalitimla ilgili goriislerin ileri siiriildigiini
biliyoruz. Eflatun daha o zamanlar secilim yontemi ile insanin neslinin nasil
diizeltilebilecegini ortaya koymustur. Aristo ise kalitimin tasiyicisinin spermler
oldugunu belirtmistir. O spermanin viicudun her bolgesinde olusabildigini,
damarlarla testislere tagindigina inaniyordu. Viicudun her bdliimii bireyin olusumu
icin kendine diisen goérevi tasidig bilgi ile yerine getiriyordu. On dokuzuncu yy' da
Embriyo plazmast kurammin kurucusu olan August Weissmann'm, farenin
kuyrugunu kesip, onun birka¢ doliinii izleyerek, her yeni bireyin tekrar kuyruklu
dogdugunu gérmiistiir. Béylece kuyruk olusumunun kuyruga bagimsiz olarak ortaya
ciktigini belirtmistir. Bunun esey hiicrelerinin olustugu, embriyo plazmasindan
meydana geldigini ortaya koymustur. Insanm kalitima miidahalesi fikri olduk¢a
eskilere gitmektedir. Kultivasyonlarla &zelliklerin ~ degistirilebilecegi  fikri
yaygmlasinca evcil hayvanlarin iiretilebildigi bilinmektedir [1].

Cocuklar, yani dol, bazi hususlar bakimmdan ana babalarina gore farklhiliklara sahip
olabilirler. Bunlarin incelenip irdelenmesi, Kalitim Bilimi, ya da Genetik Bilimi" nin
ana gorev ve temelini olusturur [1].

Daha on sekizinci ve on dokuzuncu yiizyillarda yiiriitiilen diizenli kalitim ve 1slah
deneyleri sayesinde, Biyoloji'ye kalitimla ilgili birgok bilgi kazandirilmistir.
Mendel'in cagdaslar1 bazi kalitim kuram ve prensipleri hakkinda calismis ve
aragtirmalar ylirlitmiiglerdir. Kendisinden oncekilere gore, genetik biliminin temeli
sayilan kuramlar1 Gregor Mendel bulmus ve yiiriittiigii caprazlama deneylerinde elde
ettigi sayisal iligkiler ona Kalitim Yasalari'ni agiklama olanagi vermistir. Mendel
caligma objesi olarak tohum sekli, rengi, sap uzunlugu gibi Ozelliklere sahip
bezelyeleri se¢mistir, bu da kalitim yasalarin1 kesfetmesinde en Onemli etken
olmustur. Bir baska etken ise, onun inceledigi 6zelliklerin farkli kromozomlar (bu

giinkii bilgilerimizden anliyoruz ki) tizerinde lokalize olmasidir [1].



Yasamsal iglevler incelikli ve kesin bir sekilde isleyen bir seri bilgi aktarimlari ile
yuriitiiliir. Bir organizmanin DNA’smin genleri o organizmayi olusturmak i¢in
gerekli tiim bilgiyi igerir. Bu bilgi belirli bir gorevi olmayan tek bir hiicreden,
islevlerine gore farklilagmig hiicrelerin olusturdugu karmasik dokular ve organlar
topluluguna kadar gelisimi diizenler ve biyokimyasal olaylar1 idare eder.

Bu genetik bilgi aktarimi iki sekilde olur;

1-DNA’daki bilgiler hiicre yapimi ve dogrudan kimyasal olaylar i¢in kullanilir.

2-Bilgiler grubu kopya edilir ve yeni yavru hiicreye aktarilir.

Genetik ¢aligmalarinin son kirk yilda nereye kadar geldigini degerlendirmek oldukca
zordur.

Genetigin molekiiler temelleri iizerindeki benzeri goriilmemis buluslar ve ilerlemeler
bu alanda bir devrim etkisi yaratmistir. Bir organizmaya ait genler, hep birlikte
genom denilen bir ya da daha fazla kromozom lizerinde dogrusal bir sekilde organize
olmus fiziksel birimlerden olugsmaktadir [2].

Insan genetiginin temel prensiplerini anlamak icin hayat molekiili olan
DNA(deoksiriboniikleik asit)'y1 incelemeye baslamamiz zorunludur. DNA'nin
kromozomlarm i¢inde ve kalitsal ozellikle ilgili oldugu bilgisi 1860'dan bu yana
bilinmektedir. Kromozomlar DNA'nin asir1 kivrimlarla bulundugu paketgiklerdir.
Kromozomlar hiicrenin metafazindan sonra boliinmenin durdurulmasi ile goriiniir
hale getirilebilir [3].

Her Okaryotik kromozom bir tane ¢ok uzun ve dogrusal DNA molekiiliine sahiptir.
Bu DNA iizerinde yiizlerce ya da binlerce gen bulunur. Genler bir organizmanin
kalitimla kazandig1 Ozellikleri belirleyen birimlerdir. DNA molekiili  c¢esitli
proteinlerle bir arada bulunur. Bu proteinler, kromozom yapisinin devamliliginin
saglanmast ve gen aktivitesinin kontroline yardim ederler. Kromatin olarak
adlandirilan bu DNA-Protein kompleksi, ince, uzun bir iplik halinde organize
olmustur. Boliinmeye hazirlanan bir hiicre, DNA'sin1 eslediginde, kromatin
yogunlagir; Katlanma ve kivrilmalar sonucunca kromozomlarin boylar1 kisalir ve

kalinlagirlar. Boylece 151k mikroskobunda kromozomlar1 gozlemleyebiliriz [4].



Genetik (kalitim bilimi), canlilarda bir 6nceki bireyden bir sonraki bireye neyin nasil
gectigini arastiran bir bilim dalidir. Sitogenetik ise, kromozomlari, bunlarin ayrigim
ilkelerini incelemenin yaninda fenotiple olan iligkilerini de arastiran genetik dalidir.
Bugiin i¢in kromozomlar dogru olarak numaralandirilip (karyotiplenip) yapisal ve
sayisal degisiklikleri kolaylikla saptanabilmektedir. Kromozom elde etme ve
kromozomlar1 birbirinden ayirma tekniklerinin geligsmesi, 6zellikle bantlama
tekniklerinin ortaya ¢ikis1 sitogenetikte biiyilk atilimlara neden olmustur.
Sitogenetige olan ilginin artmasmin bir baska nedeni ise, bilhassa insanlarda
kongenital (nedeni ¢evresel 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 danigmanlik" artik ayri bir
ilgi ve uygulama alani olmustur [5].

Balik Yetistiriciligi konusunda ilk uygulamalar 1960’11 yillarin sonuna dogru
baslamistir.

Alman balik¢ilik biyologu B.Luis JACOBI’nin 1765 yilinda ilk kez alabaliklarda
yapay dollenmeyi basarmis olmasi ve bu c¢aligmalarn 1772 yilinda Duhamel
DUMONCBAU tarafindan nesredilmesi, balik yetistiriciliginde adeta bir devrime
neden olmustur. Yaklagik 80 yil sonra Rexy (1947) adli bilgin Amerika’dan getirilen
Gokkusag1 Alabaligint ayni yontemle ¢ogaltip, yaygin bir yetistirme materyali olarak
kullanilmalarin1 saglamalarini, balik yetistiriciligi konusunun yaygin ve bilingli
yayilmasina neden olmustur.

Tiirkiye’nin balik yetistiriciligi konusunda diger ¢iftlik hayvanlarmin yetistiriciligi
gibi geleneksel bir aligkanligi olmamasmin temel nedeni, Anadolu yarmmadasini
cevreleyen denizlerle, Anadolu’ya yayilmis bol akarsu ve c¢ok sayida golde c¢ok
cesitli balik tiirlerinin bulunusu ilkel yontemlerle de olsa buralarda tutulan baliklarin
niifusa fazlasiyla yetmesi.

Balik Yetistiriciligi gereksinmenin sonucu dogmustur ve baliklarin ¢ogaltilmalari ile
daha fazla hayvansal protein kazanilmistir [6].

Kromozom analizleri yardimiyla balikk populasyonlarmm genetik yapilarmin
belirlenmesi, populasyonlar arasi ve populasyon i¢i (hatta bireysel) kromozom

polimorfizminin tespiti hususunda yurt diginda yapilmis ¢ok sayida c¢alisma



mevcuttur. Ne var ki, lilkemizde bu konuda yapilmis ¢calisma yok denebilecek kadar

azdir. Oysa kromozom analizi

-Bahk¢ihk yonetimi ve yetistiricilikte: Kromozom manipulasyonu teknikleri,
poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya Ginogenezis yardimiyla-kisirlastirma,
yiiksek populasyonu 6nleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiyiime ve

hayatta kalma siiresini artirmada

-Su Kkirliligi gostergesi olarak: Baliklar su yoluyla tagman kirleticileri metabolize
edebilen, toplayabilen ve depolayabilen organizmalar olmasi nedeniyle ve
endiistriyel atiklar (kansorojen ve mutajen kimyasallar) ve radyasyonun balik

kromozomlarinda hatalara sebep olmasindan.

Resim 1. Lambda-cyhalothrin'e maruz birakilan Garra rufa'da mikroniikleus
olusumu gozlenmis eritrositler (ok ile gdsterilen) [7].

-Kromozomal hastahiklarin tesbitinde: Ornegin insanlarda; Mongolizm (Down
sendromu, Trizomi D13 sendromu, G21 trizomi sendromu), 13q eksiklik sendromu,
Turner sendromu, Klinefelter veya XXY sendromlarinin belirlenebilmesinden.

-Filogenetik iliski: Evrimsel iliskileri ortaya koyabilmesinden dolay1

kullanilabilmektedir. Ancak baliklarda kromozomal incelemeler (6zellikle




kromozom bantlama c¢aligmalar1) insanlardaki kadar ileri diizeye ulasmadigindan

evrim konusundaki bilgiler tartigmalidir.

Kirmez iy
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Cizelge 1. Sadece karyotipleri dikkate almarak yapilmis Kuzey-Bati Amerika
alabaliklarinin (Salmo) soy agaci [8].

Bugiin diinyada yaklasik 20.000 balik tiirii yasamaktadir. Bunlardan yaklasik 3000
tanesinin kromozom sayis1 belirlenmis ve karyotipleri yapilmistir. Sitogenetik
incelemelerin baliklarda da sistematik arastirmalara biiyiik katkilar saglayacagma
inanilmaktadwr. Karyotip c¢aligmalar1 tiir se¢iminde, verimli tiir {retiminin
yonlendirilmesinde ve sitotoksik kimyasallarin izlenebilmesinde Onemli katkilar

saglayacaktir [9].



Baliklarin normal karyotiplerinin bilinmesi, ¢esitli ¢evre kirleticilerinin besin
zincirinde Onemli bir yer tutan baliklarin kromozomlarindaki degisimleri de
saptamamiza olanak verecektir.

Ikinci diinya savasindan sonra endiistriyel kimyasallarm kullanimi artmistir. Cevresel
kirlenme direkt ya da indirekt olarak insanligi tehdit etmektedir. Endiistriyel
gelisimin bir sonucu olarak son yirmi yil icerisinde 50.000 kimyasal madde
iiretilmistir. Bu maddeler ekosistemi sedimentlere yigilarak ya da iist besin zincirini
etkileyerek bozmaktadirlar.

Sanayi ve evsel atiklar aritma tesislerinin yeterli miktarda olmadig1 tilkemizde direkt
olarak nehirlere ya da denizlere katilmaktadir. Kars ili bu konuda iyi bir 6rnek
olusturmaktadir. Sanayisi ¢ok gelismis olmasa da, sanayi ve evsel atiklar
kanalizasyonla Kars nehrine atilmaktadir.

Balik kromozomlar1 {izerine yapilan ve yapilacak c¢aligmalar ¢evresel kirlenmenin
insan sagligi tizerine etkileri bakimindan bir tiir “erken uyar1 sistemi” olabilecektir.
Balik kromozomlarmin say1 ve morfolojileri ilizerine yapilan ¢aligmalarin hibritleme
(melez) smiflandirma ve evrim arastirmalarina yararl oldugu belirlenmistir [10-15].
Balik kromozomlar1 ile ilgili genetik caligmalar ozellikle son elli yilda hizla
gelismigtir. Kromozom analizleri ¢alismalar1 baliklarin  gelisim basamaklarini
belirlemede, varyasyonlarin tespitinde ve genel olarak balik genetigine ait pek cok
soruyu aydinlatmada bize yardime1 olur. Kromozomlarin morfolojik goriiniimleri ve
sayilar1 varsa tiirler arasindaki evrimsel farkliliklar1 makro diizeyde gdrmemizi
saglar.

Bir tiire ait kromozomlarin sayisal ve morfolojik tespit edilmesi tiiriin alt tiirlerinden
ve cesitli ekolojik farklhiliklarm yarattig1 varyasyonlarindan farkini gosterir. Mitoz
metafazindaki hiicrelerle yapilan analizler, 6zel caligmalar ile metafaz plagindaki
kromozom seklinde kalitim materyalini incelememiz miimkiindiir [16].

Bugiine kadar yaklasik 1300 tathisu ve deniz baliginin karyotipleri ayrmtili olarak
calisilmigtir. Bu tip ¢aligmalar {ilkemiz i¢in heniiz yeni olup bu konuda yeterli
calisma bulunmamaktadir [17].

Kromozomlarin yapi ve tiplerinin belirlenmesinin yani sira restriksiyon enzimlerinin
uygulanisi temel genetik bilgilere de katkida bulunmaktadir [18].Hiicre boliinmesinin

detaylarinin anlasilmasinda kromozomlarin heterokromatin ve dkromatin iceriginin



belirlenmesi 6nemli bir siiregtir. Bilindigi gibi hiicre bdliinmesinde herhangi bir
bozukluk kansere giden bir olusumu baslatabilmektedir. Kromozomlar mitoz ve
mayoz boliinmelerin anafaz sathasinda kutuplara ¢ekilmektedir. Bu ¢ekilme islevi ig
ipliklerinin ~ kromozomlarin  sentromer  bolgelerine  tutunmasi olay1r ile
gerceklesmektedir. Fare ve insan hiicreleri iizerine bu konuda pek c¢ok c¢aligma
bulunmaktadir. Baliklarda ve diger canlilarda ise fazla ¢aligma yoktur. Restriksiyon
enzimleri belirli DNA dizilerini keserek kromozomlarda bant olusturabilmektedir.
Ornegin Alu I enzimi Anthrobacter luteus adli bakteriden elde edilmektedir ve
bakteri bu enzimi viriislere 6zellikle bakteriofajlara kars1 bir savunma mekanizmasi
olarak kullanmaktadir. Alu I enzimi kromozomlarda satellit DNA bdlgelerinin
belirlenmesinde yaygm olarak kullanilmaktadir. Satellit DNA sentromerlerde ve
heterokromatinin yapisinda bulunmaktadir [19, 20]. Baliklarda da gercekten hiicre
boliinmesi benzer bir siire¢ mi izlemektedir? Su ana kadar yapilan caligmalar
bitkilerde ve hayvanlarda hiicre boliinmesinin kabaca benzer asamalar igerdigini
gostermistir [19, 21].

Bu ¢aligma ile Kura-Aras Havzasinda yaygin olan Orthrias angoraenin kromozom
say1 ve tiplerinin belirlenmesi ve ad1 gegen tiiriin diger akraba tiirlerle kromozomal

acidan karsilagtirilmasi amacglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kullanilan Baliklar Uzerine Genel Bilgiler

Familya : Balitoridae

Genellikle hizli akan sularda yasayan kiigiik viicutlu baliklardir. Kayalara tutunmak
icin ventral yiizgecleri modifiye olmustur. Biiyilk emici agizlara sahiptirler.
Agizlariin etrafinda en az 3 ¢ift bryik bulunur ve 6zelligi ile cobitidae familyasina
benzerler. Bu familyanin 52 genusu ve 500'den fazla tiirii vardir [22].

Cins : Orthrias (HASSELT, 1823)

Viicut ig seklinde, rengi koyu kahverengi veya kahverengi-sar1 iizerinde benekler
bulunur. Agiz kenarlarinda bir ¢ift, iist dudakta ise iki ¢ift olmak lizere biyiklar1
mevcuttur. Gozlerin alt tarafinda diken bulunmaz. Dorsal yiizgecleri 6-18 dallanmis
151n ihtiva etmektedir. Kaudal yiizgec dis biikey, diiz ve derin catalli olabilmektedir.
Bazen sirtta dorsal ylizgecin gerisinde bir karina bulunur. Yiizme keseleri kemik bir

kapsiille tamamen oOrtiiliidiir [22].

Cizelge 2. Orthrias (Nemacheilus) tiirlerinde diagnostik 6zelliklerin karsilastirilmasi
[23].

Tiirler D A P A%
O.angorae II-111 7-8 s 19-10 [ 6-7
O.tschaiyssuensis 119 Irs 19-11 IT 6-7
O.tigris II-111 7-8 s 110-11 17
O.panthera II-111 7-8 Irs [110-11 I6
O.lendli 117-8 I s 19-10 I5-6
O.insignis I 8-9 s [9-10 IT 6-7
O.malapterurus I 7 Irs 110 7
O.argyrogramma I1I 8-9 Irs 19-10 I 5-7




Tiir : Orthrias angorae (Steindachner, 1897)

Viicut silindirik sekilli olup, ¢ok kii¢iik pullarla ortiilmiistiir. Kuyruksuz viicut boyu
viicut yiiksekliginin 5-6 kati, bag boyunun ise 4-4,5 katidir. Gozler kiigiik ve basin
iist tarafina dogru yerlesmistir. Gz ¢ap1 burun uzunlugunun 1,5-1,8 katidir ve asagi
yukar1 gozler aras1 mesafeye esittir. Pektoral yiizgecler ¢ok uzundur ve Ventral' lerin
iyice yakmma kadar uzanabilir. Burun iizerinden ¢ikan biyiklarin boylar1 asagi
yukar1 birbirlerine esittir ve gz ¢apindan 1-1,5 misli daha uzundur. Dorsal yiizgec,
burun ucuna ve kuyruk yiizgeci baslangicina esit mesafe bulunur. Kuyruk yiizgecinin
serbest kenar1 biliylik bir varyasyon gostermekte olup, bazi bireylerde diiz,
bazilarinda ise derinligi az ¢ok degisen bir girinti meydana getirir.

Renk ¢ok degisken olmakla beraber, genellikle gri-sar1 goriiniistedir. Viicudun sirt
bolgesinde ve yan taraflarinda, ¢esitli biiylikliikte ve gelisigiizel dagilmis olan
kahverengi-esmer benekler bulunur. Dorsal ve kaudal yiizgecler, cogu kez diizenli
seriler halinde yerlesmis ve kiiciik kahverengi noktalardan meydana gelmis enine
bantlarla siislenmistir. Diger yiizgecler ise, genellikle renksizdir. Maksimal viicut
uzunlugu 8-9 cm. kadardir.

Bu tiir, genellikle temiz ve serin olan nehir ve ¢aylarin bilhassa yavas akan cakilli-
kumlu zeminlerinde yasarsa da, bazen gollerin fazla derin olmayan kiy1 zonlarinda
da bulunur. Gececi Ozellikte olup giindiizleri daima taslar altinda gizlenen ve
sedenter olarak yasayan bir zemin baligidir. Temiz sulari tercih etmekle beraber,
pollusyona karsi da c¢ok dayanikli oldugundan, oksijenin eser halde bulundugu
ortamlarda bile uzun siire yasayabilir. Yumurtlama periyodu Mayis-Temmuz aylar1
arasina rastlar. Genellikle 5 cm. boyda iken cinsel olgunluga erisirler. Yumurtalar
cakillar, taglar ve bitki govdeleri iizerine yapistirilir. Baslica gidasini bentik

omurgasizlardan kurtlar ve bocek larvalari olusturur [23].



IIk bulunus yeri : Ankara civar1

Yerel ad1 : Copeti balig1

Resim 2. Copgii balig1 (Orthrias angorae, Steindachner, 1897) [22].

Tiir : Orthrias angora

e (Steindachner, 1897)

Diagnostik Ozellikleri :

D : II-I11 ; 7-8
A:1I;5

P:1;9-10
V:I;6-7.
Sistematikteki Yeri :
Regnum (Alem)
Subregnum (Alt alem) :
Phylum (Sube)
Subphylum (Alt sube) :
Superclass (Ust smif) :
Class (Simif)
Subclass (Alt sinif)
Superordo (Ust takim) :
Order (Takim)
Family (Aile)
Genus (Cins)
Species (Tiir)

:Animalia

Metazoa

: Chordata

Gnathostomata

Pisces

: Osteichthyes
: Actinopterygii

Teleostei

: Cypriniformes

: Balitoridae

: Orthrias

: Orthrias angorae (Steindachner, 1897) [24].
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2.2. Arastirma Orneklerinin Alindig1 Alanin Ozellikleri Ve Cevresinin J eolojisi

Genellikle Orta Miyosen’de Arabistan plakalar1 ile Avrasya plakasmnin carpigsmasi,
Tiirkiye neotektoniginin baglangici olarak kabul edilmektedir. Kitalarin ¢arpigmasi
ile Anadolu’nun 6zellikle Dogu Anadolu’nun sikismanin etkisinde kaldig1 ve bunun
sonucu olarak Kuzey Anadolu ve Dogu Anadolu doniisim faylarmnin olustugu
bununla birlikte Anadolu plakasinin batiya dogru hareket ettigi, kitalarin ¢arpmasi
sonucunda meydana gelen sikisma ortaminda c¢arpisma volkanitlerin olustugu
belirtilmektedir [25].

Bolgedeki yiikselmenin ve volkanizmanin etkisiyle Kalkankale formasyonunun
cokeldigi gollerin devamli olarak boyutlar1 degismis, bu bolgedeki séz konusu
gollerin bir kismi ve/veya tamami kapanarak diger tarafta yeni gol ve gdller olusarak
cokelme Alt Kuaterner’e kadar devam etmistir. Bu arada Dumanlidag Piroklastikleri,
Taskoprii andezit, dasit riyolitleri ile Melikler bazaltin1 olusturan faaliyetler de
gerceklesmistir. Bu faaliyetlerin {iriinii olan lav, tiif, aglomeralar bolgeye yayilmis ve
kismen s6z konusu goller de yayilarak Kalkankale formasyonu ile i¢ ige girik bir
durum almiglardir.

Pleistosen’de bdlgenin ylikselmesi sonucu Kalkankale formasyonu su yiizeyine
cikmis, bu esnada gelisen akarsularin ¢dkelleri Yolboyu formasyonunu meydana
getirmislerdir.

Calisma alaninin topografyasi asinma ile giiniimiiz topografyasina ulagsmis olup, bu
arada faaliyetteki akarsular vadi tabaninda aliivyonlar1 biriktirmis ve yamaclarda
erozyon sonucu yamag¢ molozu birikintileri olugsmustur [25]. Caligma alaninda yer
alan ¢okel kayaclardan Ust Miyosen yasli Horasan formasyonuna ait birimler
genelde yatay veya yataya yakin 5°-10° ile Giineydoguya egimli olup, orta-kalin
tabakalanma sunar.

MTA tarafindan yapilmig bolgesel ¢alismada, bolgede sikigsma tektoniginin etkisiyle,
volkanizmanin yaninda ¢ok sayida Kuzeydogu-Giineybati gidisli sag yanal dogrultu
atiml1 faylarin ve Kuzey-Giliney yonlii agilma catlaklarinin olugsmasina neden oldugu,
sag ve sol yanal atiml1 faylarin birbirlerini dik kestigi belirtilmistir [25].

O.angorae oOrnekleri Kars Cay1 (Kars)’ndan avlanmistir. Kars Cay1 farkli isimlerle

anilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar Sarikamis Cayi, Keke¢ Cayi,
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Katranli Cayi, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildrr Golayagi, Karahan Cayr ve
Tazekent Suyudur.

Uzunlugu 93 kilometre olan Kars Cay1’nin en uzun kolu Sarikamis Cayi'dir. Soganlt
Daglarinin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi, Sarikamis
ilcesini gectikten sonra Kars Cay1 adini alir. Kars Caymin su potansiyeli agisindan en
onemli kolu Keke¢ Cayidir. Katranli Cayr ve Bayburt Suyu ile birlestikten sonra
Selim Ilgesi Killik diizii mevkiinde Kars ¢ay1’na karisir. Bu noktadan itibaren dogu
yoniinde akisini siirdiiren Kars c¢ay1 Kars ilinin i¢cinden gecerek kuzeyden gelen
Susuz Cay1 ve Cildir Golii ayagimi da alarak Arpagay Baraji1 Goliine dokiiliir [25, 26].
Inceleme materyalimiz olan O.angorae yukarida da degindigimiz gibi Kura-Aras
Havzasi'nda yaygin bir tiirdir. Kura nehri Tiirkiye’den kaynaklanarak,
Transkatkasya olarak adlandirilan Giircistan ve Azerbaycan i¢inden gegen, yaklagik
1500 km uzunlugunda bir nehirdir. Hazar denizine dokiilmeden onceki 480 km
uzunlugundaki kismi deniz tasitlarmin seyri i¢in uygun bir 6zellik arz eder. Nehrin
kaynagi, Tiirkiye’nin kuzeydogusundaki bir dagdan kaynaklanan Kuru Cayi'dir.
Kuzeydogu yoniinde akip Giircistan topraklarma girer ve Gori sehrinin yakinindan
gectikten sonra giineydogu yoniinde akmaya devam eder. Sabirabat’ta, Aras'in
baslica kollar1 Kura nehrine katilwr. Kura nehri, Bakii sehrinin giineyinde Hazar
Denizine dokiiliir. Aras veya diger bir deyisle Araks nehri, Asya’nin giineybatisinda
Erzurum sehri smirlart igerisinden kaynaklanir. Tiirkiye’den kaynaklanan nehir
genelde dogu yoniinde akarak Ermenistan, daha sonra da Azerbaycan topraklarin
girer ve basglica kollar1 Kura nehrine katilarak Hazar denizine dokiiliir. Aras nehri;
Ermenistan-Tiirkiye, Ermenistan-iran ve Azerbaycan-iran arasindaki smirmn
sekillenmesinde onemli rol oynar. Aras nehrine katilan en 6nemli kollar 914 km

uzunlugundaki Hrazdan ve Qareh nehirleridir [27].
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Cizelge 3. Kars Cay1 Su Kalite Degerleri [25, 26].

Ozellikleri 01.07.2000 | 03.10.1994 |19.10.1994 [19.08.1964
Ph 8.59 8.06 8.34 8.20
ECxE 25 C 431 420 387 388
Toplam Katyon (me/It) 4.66 4.58 4.25 3.88
Na" 1.26 1.05 1.05 1.38
K" 0.11 0.13 0.10 0.00
Ca" "Mg"™ 3.29 3.40 3.10 2.50
Toplam Anyon (me/lt) 4.66 4.58 4.25 3.88
CO™; 0.84 0.16 0.62 1.60
HCO; 2.81 3.76 2.85 1.44
CI 0.62 0.42 0.42 0.48
S0,” 0.39 0.24 0.36 0.36
% Na 27.04 22.92 24.70 36.00
SAR 0.98 0.80 0.84 0.52
Sulama Suyu Sinifi C,Sy C,S) C,S) CySy
_——
f\/-:_{«-y:mh B " : -

Eskigecit B
¥ Bayburt

o 2 SELIM

Kammzikapri
Yolgepmez

Asboga

Akgakale

¥ KARS

4 Pasacayin

K. Catma

- By
Sahnalar 9

Arpagay Barajt $

2

Harita 1. Kars Cay1 haritas1 [22].
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Ardahan ve Kars il smirlari igerisinde kalan Cildir Gélii 123 km® alani ile Dogu
Anadolu Bolgesi'nin en biiylik tath su ve en biiylik ikinci goldiir. Deniz seviyesinden
1965 m yiiksekte bulunan goliin en derin noktasi 22 metre ve tektonik olusumlu bir
goldiir. Birgok dere ve pinarlarla beslenmekte olan goliin tek ¢iktisi kuzey batisinda
yer alan Ermenistan smirinda bulunan Arpagay’in kolu olan Telek Cayi'dir. En
biiyiik olan1 Akcakale harabelerinin yaninda yer alan adadir. G6l etrafinda ¢ok az
bitki Ortlisii geligmistir ancak golii cevreleyen otlaklarda yogun hayvancilik
yapilmaktadir.

Yilin dort mevsiminde yapilabilen balikgilik yore halki i¢in 6nemli bir ekonomik
gelir kaynagi teskil etmektedir. Golde balik¢ilik donemli bir insan aktivitesi olup,
kisin buz tutan gdlde kalin buz tabakasi kirilarak balik avlanmaktadir. Golde
yakalanan en onemli balik tiirii Sazan'dir (Cyprinus carpio). Ancak kurak gecen
mevsimlerde, gol seviyesi hizla ¢ekilmekte ve bu nedenle sazan gibi tiirlerin iiremesi
icin gerekli sazliklar daralmaktadir. Bununla beraber bir¢ok balik¢inin yasaklara

uymayarak kontrolsliz avlanmalar1 balik stoklarini olumsuz etkilemektedir.

Resim 3. Cildir G6lii'nde kis aylarinda sazan avi.

Goliin sadece kuzey batisinda seddeyle ayrilmig bataklik ve sulak cayirlar bulunur.
Genelde gol cevresi mera vasifli olup, sert bolge iklimi tarima olanak vermez. DSI
tarafindan golii beslemek amaci ile yapilan derivasyon tiinellerinin hem diger
havzalardaki kirlilik yiikiinii géle tagimasi, hem de hayvancilik agisindan ¢ok dnemli

cayrrlarm  kurumasma neden olmast mimkiindiir. Ayrica ingaati heniiz
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tamamlanmamis olan Kuzey derivasyonunun Cildir'm ¢ok onemli ¢ayirligi olan
Karagay ovasinin ot verimini ciddi boyutta etkilemesi s6z konusudur.

G0l ve cevresindeki tarim alanlarinda kullanilan tarimsal kimyasallarin (6zellikle de
yiikksek oranda azot igeren giibrenin) bilingsizce ve yorenin ekolojik ve iklimsel
kosullar1 g6z ardi edilerek kullanilmasmin g6l {izerindeki koti  etkileri
belirtilmektedir.

- Kontrolsiiz ve agir1 avlanma

- Erozyon

- Yiiksek besin girdisi Cildir Golii i¢in tehdit olusturmaktadir.

Golde asir1 bir kirlilik gézlenmemesine ragmen yine de artan bir evsel kirlilik goze
carpmaktadir. Adalardaki insan baskisinin artmasi bu alanlar1 kulugka i¢in kullanan
tirleri olumsuz etkilemektedir. Yapimi planlanan otel ise yeniden gdzden
gecirilmelidir. Son yillarda artan turizmle birlikte insan baskisi artmig ve turistik

tesisler inga edilmeye baslanmistir [28].
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Harita 2. Cildir Golii haritasi [29].

Gol Hakkinda Diger Bilgiler :

Konum Ardahan ili

Alan (ha) 12.350

Koordinatlar 410 03' N ve 430 15'E
Rakim (m) 1962

Maksimum derinlik (m) 22
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2.3. Kromozomlar Uzerine Genel Bilgiler

Genetik bilimi 1860’larda Gregor Mendel'in kendi yetistirdigi bezelyeler {lizerinde
calismalar ile basladi. Watson ve Crick isimli iki arastiricinin Deoksiriboniikleik
asidin yapisin1 kesfetmesi insan genom projesinin gegtigimiz giinlerde popiiler hale
gelmesinden sadece yarim yiizyill once gerceklesti. 1970’lerde DNA {izerindeki
belirli genlerin izole edilebildigi bu genlerin kesilip bigilebildigi ve yeniden
yapilandirildigir genetik miihendisligi uygulamalar1 basladi. 1980’lere gelindiginde
gen tedavisi glindeme geldi ve glinlimiiziin genom arastirmalar1 i¢in daha ileri bir
motivasyon olusturdu.

Hiicre ¢ekirdeginde bulunan bilesenlerin tiplerini agiga ¢ikarmak i¢in yapilan ilk
girisimler molekiiler biyolojide devrim yaratmistir.  1868'de Isvigreli geng
biyokimyac1 Freedrich Miescher proteinleri pargalamak igin pepsin ile bir hiicreyi
muamele ettiginde cekirdegin kiigiildiigiinii (biiziildiigiinii); ama esas itibari ile
bozulmadan kaldigmi gosterdi. Miescher peptit parcalanmaya karsi koyabilen bu
cekirdek materyalin bagka pek c¢ok ajanlarla muamele edildiginde proteinden
tamamen farkli davrandigin1 ve bir proteinde bulunmasi beklenen karbon, oksijen,
hidrojen ve azotun yan sira fosfor elementini de icerdigini gosterdi. Biitiin bunlar
cekirdegin ¢ok fazla miktarda protein ve tanimlanamayan proteinden farkl bilesikler
icerdigi sonucunu verdi. Miescher'in niiklein diye adlandirdigi proteinden farkl
yapilar o zamandan beri niikleik asitler olarak adlandirilmaktadwr. Daha ileri
arastirmalar hiicrelerin ¢esitli tipte niikleik asitler igerdigini ve hatta bazilarmnin
sadece ¢ekirdekte smirli olmadigint gosterdi. Miescher'in ¢alistig1 niikleik asit tipi
DNA (deoksriboniikleik asit) idi. 1914'te Alman kimyac1 Robert Feulgen niikleini
parlak kirmiziya boyayan bir yontem gelistirdi.

On y1l sonra Feulgen kendi teknigini tiim hiicreye uyguladiginda ¢ekirdek DNA'sinin
kromozomlarla smirli oldugunu goérdii. Feulgen'in yontemi hala uygulanmakta ve
cesitli  tipteki hiicrelerin  ¢ekirdeklerindeki DNA  miktarim1  6lgmek icin
kullanilmaktadir. Arastirmacilar belirli bir organizmanm biitiin somatik hiicrelerinin
(gamet olusturan germ hiicrelerinin digindaki hiicreler) -hatta diger bilesenlerinin
miktarinin oldukga farkli oldugu karaciger, bobrek, sinir ve kas gibi farkli dokulara
ait hiicrelerin somatik hiicrelerdekinin sadece yaris1 kadar DNA igerdigini kesin

olarak gostermislerdir [30].
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HUCRE SIKLUSU

OLUM
G,
DiFERENS'iY\ASYON /
||
RNA+Prot. FiAxProk
; sentezi
sentezi

DNA igerigi = 4n DNA igerigi = 2n

Sekil 1. Hiicre Siklusu.

Genellikle her hiicrenin yasam siiresinde bdliinme olmayan uzun bir interfaz evresi
ile bir vardir. Buna hiicre siklusu, hiicre ¢evrimi, hiicre periyodu gibi isimler verilir.
Hiicre siklusu her hiicre soyunda tekrarlanir ve siiresi c¢esitli hiicre tiplerinde
farklidir. Baz1 hiicrelerin hayat siiresi kisadir ve boliinme sik sik tekrarlanir. Bazi
hiicrelerde interfaz ¢ok uzun siirer ve bu hiicreler organizmanin yasami siiresince bir
daha boliinmezler (sinir hiicrelerinde oldugu gibi).

Bitki ve hayvanlarda hiicre boliinmesi ergin evreye kadar devam eder. Bundan sonra
boliinme ¢ok kisitli olarak hayvanlarda gametlerin olusumu sirasinda gonadlarda,
kan yapict dokularin hiicrelerinde, bitkilerde ve kdk meristem hiicrelerinde, ayrica
bitki ve hayvan hiicrelerinde yaralarin kapanmasi sirasinda yapilan hiicre

boliinmeleri  bigiminde siirer.
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Hiicre siklusu kural dis1 olarak zigotun ilk boliinmelerinde ¢ok kisadir, blastomerler
higbir biiyiime evresi ge¢irmeksizin yeniden boliiniirler.

G1 Periyodu : DNA sentezi i¢in gerekli malzemenin biriktirildigi evredir. Siiresi
cok degiskendir.

Hiicre siklusunun G1 fazmm belli bir noktasinda bazi hiicreler devamli olarak, bazi
hiicrelerde gecici olarak durdurulabilirler. Bu durdurulan hiicrelerin GO periyodunda
olduklar1 kabul edilir. GO0’dan tekrar G1 fazma giren hiicreler bundan sonra normal
hiicre siklusunu izlerler.

Hiicre siklusunda G1 fazinin olmamasi o kadar 6nemli olmayabilir. Oysa S faz1 ve M
(mitoz) faz1 olmadan devam eden bir hiicre siklusu diisiiniilemez.

S Periyodu : Hiicre S fazina girdiyse bir daha durdurulamaz ve olay mitoz
boliinmeye kadar devam eder. DNA’nin iki katina ¢iktig1 evredir. DNA sentezi S
fazinin baglangicinda durdurulursa hiicre mitoza gecemez.

G2 Periyodu : Mitoz boliinme baslayana kadar devam eder.

Biyokimyasal degisiklikler, mitoz boliinme sirasinda gelisecek olaylar icin (niikleus
zarinin parcalanmasi, kromatinin yogunlagsmasi ve bireysel kromozomlara degisimi,
niikleolusun kaybolmasi, hiicre yiizii elemanlarinin ve hiicre iskeletinin yeniden
olusturulmasi) hazirlik safthasidir. Bu nedenlerle G2 fazi 6nemli proteinlerin yogun
bir bicimde sentezlenme fazidir. Eger hiicre G2 fazinda iken protein sentezi
durdurulursa hiicre bdliinmez.

Replikasyon nedeniyle her kromozom iki DNA ¢ift sarmali i¢erir. Bunlarm her biri
bir kromatidi veya kardes kromozomu olusturur.

Mitoz boliinmenin tamamlanmasi i¢in gerekli zaman organizmaya, dokuya, dis ve i¢
kosullara bagl olarak degismekle birlikte genellikle mitoz boliinme 1 saat kadar
stirmektedir.

Doku kiiltiirlerinde 37 ‘C’da pek ¢ok hayvan hiicresi boliinmelerini 30-60 dakikada
tamamlar. Yiksek bitkiler genellikle diisiik 1sida boliindiikleri halde boliinme
periyodunun siiresi memeli hiicrelerinde oldugu kadardir. Yiiksek 1s1 mitozu
hizlandirir. Ornegin bitki hiicrelerinde hiicre béliinmesi 10°C’de 153 dakikada, buna
karsin 45°C’de 30 dakikada tamamlanir.

RNA sentezi, mitoz fazi disindaki hiicre ¢evrimi siiresince devamlidir. RNA

sentezinin mitoz sirasinda durdurulmas: biiyiik olasilikla kromozomlarin
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yogunlagsmas: sonucu DNA’nin transkripsiyon yapamamasmdandir. Buna karsin
prokaryotik hiicrelerde RNA sentezi mitoz boliinme ile birlikte biitiin hiicre
siklusunda siirekli olarak yapilir.
Protein sentezi ise biitiin interfaz siiresince devamlidir, ancak mitozun metafazinda
durdurulur [31].
2.4. Mitoz Boliinme
Boliinen hiicreden birbirinin aynisi olan iki yavru hiicre olusur ve boliinen hiicreye
ait hiicresel materyal esit olarak iki yavru hiicreye dagitilir. Mitoz boliinme tek
hiicrelilerde ¢ogalmay1 c¢ok hiicreli canlilarda biiyiimeyi ve yipranan kisimlarin
onarilmasini saglar. Bu nedenle mitoz bdliinmeye somatik hiicre boliinmesi de denir.
Zigottan embriyonun olugmasi sirasinda mitoz boliinmeler hizlidir.
Mitoz boliinme biitiin 6karyot organizmalarda birbirine benzer bi¢imde geligirse de
farkli organizmalarda bazi ayricaliklar bulunabilir. Bitki hiicrelerinde mitoz
boliinmede kutuplarda sentriyol ve asterler bulunmaz, ayrica mitoz bdliinme sonunda
olusan yavru hiicrelerin ayrilmasi hayvan hiicrelerindekinden daha karisiktir.
Mitoz boliinme interfazin sona ermesi ile baslar ve yeni bir interfazin baslamasi ile
son bulur. Mitoz boliinmede birbirini izleyen evreler profaz, metafaz, anafaz,
telofazdir. Bu evreler aslinda siireklidir, biri digerine karisir, aralarinda kesin
duraklamalar yoktur.

Hiicre boliinmesinde ¢ekirdek boliinmesine karyokinez,

sitoplazma boliinmesine sitokinez denir [31].
" PROFAZ : Hiicre kiiresel bir hal alir, hacmi, 15181 kirma

ozelligi, yiizey gerilimi ve akismazligi artar. Niikleus

" | icinde profaz kromozomlar1 ince uzun iplikler halinde

belirmeye baglar. Kromozomal iplikler niikleus iginde
gelisi glizel dagilirlar. Mitoz kromozomlarin yogunlasmaya baglamasi ile
belirginlesir. Yogunlasma kromatin materyalinin sik1 sarmal yapmas1 ve katlanmas1
bi¢ciminde ilerler. Her profaz kromozomu uzunlugu boyunca yan yana duran iki
kromatidten olusur. Profaz evresi ilerlerken kromatidler kisalip kalinlasir,
sentromerler goze carpar. Erken profazda kromozomlar biitiin niikleus i¢ine dagilir,
profaz ilerledik¢e niikleusun kenarlarma dogru ¢ekilirler ve niikleusun ortasi bos

kalir, niikleus zar1 parcalanmaya baslar. Kromozomlarmn kisalmas1 maksimuma erisir,
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her kromozomun iki kromatidden olustugu goriiliir. Niikleus disinda da ig iplikleri ve
asterler olugmaya baglar. Niikleusa yakin sitoplazma bdlgesinde iki ¢ift sentriyol
bulunur. Sentriyol ¢iftlerinin ¢evresinde ¢ok sayida kisa mikotiibiillerden olusan her
yone 1g1nsal uzanan ortak yap1 aster vardir. Birbirlerinden ayrilan sentriyol ¢iftlerinin
arasinda ig iplikleri olusumu baglar.

METAFAZ : Niikleus zarinin pargalanmaya baslayip

kaybolmasi ile niikleus materyali sitoplazmaya karigir

ve metafaz baglar. Niikleus zarinin kaybolmadigi
L5h. ! & mitoz boliinmeye protozoada rastlanir. Bu durumda
i \ L mitoz bdliinmenin biitiin evreleri niikleus zar1
kaybolmaksizin devam eder ve sona erer. Bu tiir
mitoz boliinmeye endomitoz denir.Artan
kromozomlar nedeniyle endoploid niikleuslar olusur. Niikleus zarmnin erimesi ile
hiicrenin merkezinde daha akiskan bir bolge goriilir ve kromozomlar ekvator
diizlemine dogru bagimsizca hareket ederler. Ekvatoral siralanma mekanizmasina
metakinez denir.
Kromozomlar ekvatoral diizleme 1snsal swralanir. Ekvator diizlemi sitoloji
calismalar1 i¢in ¢ok Onemlidir, ¢linkii kromozomlar en kolay sekilde burada
olduklarinda sayilabilmektedir ve bu nedenle kolsisin gibi mitozu metafazda
durduran ajanlar kullanilmaktadir. Ekvator diizleminde kiiclik kromozomlar ige
dogru, biiyiikk kromozomlar diga dogru dizilir. Kromozomlarin kinetokorundan
kutuplara uzanan ig ipliklerine kromozomal ig iplikleri denir.
ANAFAZ : Kromatidleri bir arada tutan sentromerlerin
biitiin  kromozomlarda aym1 anda  birbirlerinden
ayrilmalar1 ile kromozomlar1 ekvator diizleminde tutan
kuvvetler arasindaki denge bozulur ve serbest kalan

kromatidler =~ kinetokor  bolgesinden  baslayarak

birbirlerinden ayrilip karsi kutuplara dogru cekilmeye
baslarlar. Kromozomlarin kutuplarda kiimelesmeleri ile

telofaz baslar.
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TELOFAZ : Kromozomlarm kutuplara gociiniin sona
ermesi ile telofaz baglar, niikleus yeniden olusur.
Kromozomlar yavas yavag yogun goriiniislerini
kaybederler ve sarmal yapilar1 agilirken kromatin kitlesini

olustururlar. Yeni olusan yavru niikleuslarin sitoplazmaya

bakan yiizleri yiizleri ilizerinde yer yer niikleus zari
olusumu baglar, niikleolus olusur. Asterler azalmaya
baslar, telofaz sonunda tamamen kaybolur.

SITOKINEZ : Niikleus boliinmesini izler , ondan tamamen bagimsizdr.

Hayvan Hiicrelerinde Sitokinez : Telofazda ig iplikleri mikrotiibiilleri bozulup
kaybolmaya baslarken ekvator diizleminde interzonal mikrotiibiillerin siklastiklar1 ve
cevrelerinin vezikiillerle sarildig1 goriiliir. Bu olusan yapiya orta cisim denir. Ayni
anda hiicre yiiziiniin ekvator diizleminden igeri dogru sanki bir iplikle boguluyormus
gibi ¢cokmeye basladig1 goriiliir. Bu sikilma gittikce ilerler ve orta cisme varana kadar
devam eder. Bogumlanmanin tamamlanmasi ile yavru hiicrelerin birbirlerinden
ayrilmasi saglanir.

Ayrica bdliinen hiicrenin tam bogulma bolgesindeki plazma zarinin hemen altinda
cok ince mikroflamentlerden olusan bir sistem bulunmustur. Bu mikroflamentlerin
aktine benzer bir proteinden yapili olduklar1 gdsterilmistir. Ayrica aktin ve miyozin
antikorlar1 kullanilarak da hayvan hiicrelerinde sitokinezde olusan kasilgan halkada

bu iki kasilgan proteinin bulundugu gosterilmistir [3].

2.5. Baliklarda Kromozom Kaynaklarn

Kromozom preparasyonlarinda aktif olarak boliinen dokular kullanilir. Bu amagla
baliklarda genellikle embriyonik dokular, solungaglar, 6n bobrekler, bagirsaklar ve
pul epiteli gibi dokular boliinen hiicrelerin miikkemmel kaynaklaridirlar. Ayrica,
lenfosit ve fibroblastlarin kiiltiirleri de bdliinen hiicreler i¢in iyi bir kaynaktir.

Ergin baliklardan saglanan hiicre ve dokular, ergin memelilerinkine gore daha iyi
kiiltiir edilebilir. Ciinkii, genellikle baliklarin biyolojisi geregi, bliylime hayat boyu
devam eder ve kendini yenileme &zelligine sahiptir. Ornegin, yiizgecleri kesildiginde

yeniden olusabilir. Bununla beraber, embriyonik balik hiicreleri ¢ok daha iyi kiiltiir

edilebilirler.

22



Embriyonik doku, genellikle bakteriyolojik olarak steril olma, gizli viriise sahip olma
riskinin ¢ok diisiik olmasi, hiicre depo iiriinlerinin nispeten az olmasi ve hiicre
unsurlarinda ¢ok kiiciik bir farklilagsma olmas1 gibi avantajlara sahiptir. Dezavantaji
ise, Ozellikle bazi1 baliklarin ¢ok kiiciik olmasindan dolay1 doku elde edilecek kaslarin
cok kiiciik olmasidir. Ayrica, embriyolarin elde edilmesi, 6zellikle pelajik yumurta
birakan tiirlerde ¢ok zordur (6rnegin, bircok balik embriyosu yilin sadece belli bir
doneminde bulunabilir).

Kiiltiirii daha kolay ve iyi olan ikinci doku tipi ise tercihen geng baliklardan alinan ve
olgunlagsmamis gonadlardir. Clinkii, doku farklilig1 cok daha azdir ve ¢ok daha iyi
jerminal (olusum safhasindaki) dokuya sahiptir. Ovaryum, genellikle testisten daha
fazla tercih edilir ve tam olgunluk aninda kiiltiirii yapilabilecek bolca hiicre saglar.
Tam olgunlasmamis ovaryumdaki yumurta sarist ve kabuk en biiyiik kitleye sahiptir.
Gonad dokusu Kkiiltiirli, daha diigiikk seviyeli omurgalilar arasinda yaygin olarak
uygulanan bir yontemdir.

Kiiltiirii yapilabilecek diger dokular ise; ylizme kesesi, ylizgeg, bagirsak, kornea,
solungac ve deridir. Dalak ve bobrek gibi hematopoietik dokular da kiiltiir i¢in
uygundurlar. Kemikli baliklarin dolasim sistemlerindeki l6kositlerden kiiltiir kab1
yiizeylerine yapistirilarak ¢cok iyi monolayer hiicre kiiltiirleri olusturulabilir.

Wolf ve Quimby, stannius cisimcikleri ile basarili olamamalarina ragmen Lewis ve
MacNeal, hipofiz bezinden, McLimans pankreas dokularmdan alman hiicreleri
biiyiitebilmigslerdir. Bakteriyel kontaminasyon kontrol altina almabildigi takdirde
mide bagirsak dokular1 da tercih edilebilir [5, 32].

1) Yiizgec ve Pul : Kromozom c¢aligmasi i¢in doku se¢iminde, dncelikle organizmay1
Oldiirmenin gerekli olup olmadigina karar verilmelidir. Cogunlukla, son kararmn
verilmesinde baligin fiyati ve kolayca bulunup bulunmamasina gore karar verilir.
Yiizge¢ ve pul epiteli gibi dokular, hayvan o6ldiiriilmeden kromozom c¢aligmasi
yapmak amaciyla olduk¢a uygundur. Bu islem en aktif olan yiizgeglerin bir
kenarindan bir parca kesmek (genellikle bir kuyruk veya karin yiizgecleridir) veya
kuyruk sap1 bolgesinden birkac¢ pul ¢ekmek suretiyle kolaylikla gerceklestirilebilir.
[33]. Bu dokulardan yapilacak preparasyonlar, genellikle mitkkemmel sayilabilecek

metafaz yayimlari saglar.
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Resim 4. FEigenmannia virescens' in yiizge¢ epitelinden elde edilmis metafaz
yayilimi [34].

Bu dokularin seg¢ilmesiyle, ayrica kolsisin gibi ig ket vurucusu (i§ olusumunu
engelleyici) ile 6n muameleye tabi tutulmaksizin kromozom ¢alismasi yapabilme
avantajida saglanmis olur. Kromozomlarin fazla kasilmasi (biiziilmesi) veya
kromatidlerin muhtemel kirilma tehlikesi yoktur. Yiizge¢ ve pullarin kullanilmasmin
en Oonemli dezavantaji ise, bu dokulardaki bdliinen hiicrelerin genellikle az sayida
olmasidir.

Rejenere (yeniden olusturulmus) yiizgecten daha fazla metafaz sekilleri elde
edilebilir. Bu amagcla, sirt yiizgeci (dorsal yiizge¢) veya cift yiizgeclerin (pektoral ve
ventral yiizgegler) uclar1 kesilir ve iki ii¢ gilin sonra rejenerasyon isaretleri
gozlenilmeye baslanildiginda rejenere kisim islem amaciyla alinabilir. Sayet
organizmay1 Oldiirmek bir problem olusturmayacak ise, ylizge¢ ve pullardan doku
ornegi almadan Once birka¢g saat balik sulu bir ortamda kolsisin ile muamele
edilebilir.

Bu muamele mitotik indeksi Onemli derecede arttiracaktir. Yiizge¢ dokusunu

rejenere etmek ile birlikte kolsisin kullanmak suretiyle daha da fazla metafaz sekli
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elde edilebilir. Ancak, rejenerasyon isaretlerinin gériinmeye baslamasindan sonra ve
bu dokuya igslem uygulamadan yaklagik 5-6 saat kadar 6nce kolsisin ilave edilmis
olmalidr.

2) Solunga¢ : Kromozom elde etmek amaciyla solunga¢ epitelinin kullanimi ilk
olarak  McPhail ve Jones adli arastiricilar tarafindan gergeklestirilmistir. Bu
dokudan, kolsisin 6n muamelesi uygulanarak veya uygulanmaksizin da metafaz
sekilleri elde edilebilir. Bununla birlikte, kolsisin muamelesi, ¢ok sayida metafaz
yayilimlar1 saglamas1 bakimindan daha ¢ok tercih edilir. Bu dokulardan elde edilen
hiicreler, farkli flamentler iginde aktif ve sabit bolinme oranma sahiptirler.
Genellikle arastirmacilar, posterior solunga¢ yaymin daha diisik flamentleri ile
caligmayi tercih ederler. Fakat deneyler, bu bolgenin her zaman en aktif bolinme
mevkisi olmadigini da gostermektedir.

En iyi yayilimlar temiz sularda yasayan geng baliklardan elde edilir. Sayet wrmaklar,
kirli veya durgun iseler, deri ve solungaclar mukus veya yikmtilar ile kaplanmaig olur.
Lamlarin hazirlanmasinda, hiicrelerin zarar gérmemesi amaciyla, bu durum fazladan
bir islem olarak solungaglarin temizlenmesi gerekir. Ayrica solungaglar, kromozom

caligmalar1 i¢in bolca doku 6rnegi alinabilen organlardir. Bu amagla bir ¢ok balikta

4-7 ¢ift olan solungac¢ flamenti, yeterli materyali saglamaktadir.

Resim 5. Alburnus heckeli'nin solungag¢ epitelinden elde edilen metafaz evresindeki
kromozomlar [35].
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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 kaldirildigr merkezler ile baglantilidirlar. Bu dokularin
kullaniminda kolsisin muamelesi zorunludur. Bu muamele, genellikle dokular islem
gormeden birkag 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 tiiretilmislerdir. Ancak,

bagirsak dokusundan da iyi kromozom preparasyonlarinin yapilabilecegi

kaydedilmistir.

Resim 6. 2n=56 kromozomlu Clarias lazera'nin bobrek dokusundan elde edilen
metafaz yayilimi [36].

4) Kornea : Bazi arastirmacilar tarafindan kromozom ¢aligmalarinda kornea ve
conjunctial epitel doku kullanilmigtir. Bu dokular, gen¢ baliklarda ¢ok hizli
boliiniirler ve boliinme orani, gézii 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 boliindiigiinii gdstermektedir. Fakat bu hiicrelerden elde edilen
kromozomlarm karyotipinin yapilmasi1 6nemli bir meseledir.

Roberts [37], balik embriyolar1 ile caligmadaki birka¢ dezavantaji su sekilde

aciklamistir; Oncelikle, embriyolar1 elde etmek, tiir ve cinsiyet tayini yapmak zordur.
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Yapay dolleme bu zorluklara care bulmakla birlikte olgun gametlerin elde edilmesi
bir ¢ok balikta miimkiin olmayabilmektedir (bdylece embriyolar1 elde etme ihtimali
elimine edilmektedir). Diger bir zorluk, embriyonun biyilikligidir. Gergi,
salmonlarin déllenmis yumurtalar1 yeterince biiyiiktiir ve blastomerler islemden 6nce
yumurtadan kolaylikla ayrilabilir. Bununla beraber, kiigiik yumurtali baliklarda
blastomerlerin yumurta sarisindan uzaklastirilmalart oldukca zordur ve bu durum iyi
bir boyama islemine de engel olmaktadir. Ge¢ embriyolar ¢cok kolay ayrilabilirler,
fakat boliinen hiicrelerin sayisi oldukea azdir.

Kolsisin, metafaz goriilme oranini arttiracaktir, fakat kromozomlar analiz i¢in uygun
olmayan piknotik yigmlar olustururlar. Bu yilizden, balik embriyolarindaki
kromozom caligmalarinda islemlerin kusursuzca ve islem mahareti kazanmis kisiler
tarafindan yapilmasi gerekmektedir.

6) Gonad (Ovaryum ve Testis) : Mitoz ve mayoz boliinmeye ait sekillerin her ikisi
de testis materyallerinden elde edilebilir. Testislerden yapilan preparasyonlar
kromozom sayilarim1 belirlemede ayr1 bir avantaj saglar. Zira diploid ve haploid
sayilarin her ikisi de elde edilebilmektedir. Mayoz aktivitesi yumurtlama sezonundan
kisa bir siire Once erkekte en yiiksektir 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 biiylik oranda arttirir. Bununla beraber, bu islem poliploid hiicreler olugsma
ihtimali g6z oniinde tutularak kisa tutulmalidir.

7) Doku Kiiltiirii : Kromozom caligmalarinda yeterli sabir, zaman ve parasal agidan
yeterli kaynaklara sahip olunmugsa, kromozom elde etmek i¢in doku kiiltiirii metodu
da uygulanabilir.Baliklarda doku kiiltiirii kisa bir gegmise sahip olmasina ragmen bir
hayli iyi kalitede metafaz sekilleri aktif olarak boliinen fibrolastlardan in vitro
muamele yoluyla gergeklestirilmektedir. Doku kiiltiirii i¢in genellikle embriyo,
yiizgeg, testis, ovaryum, bobrek, dalak, karaciger ve yiizme keselerinden elde edilen
dokular kullanilabilir. Doku Kkiiltiirinde gerekli olan "sindirim" ve santrifiij
islemlerinden sonra ekim ic¢in yeterli sayida hiicre elde etmek i¢in olduk¢a fazla
miktarda dokuya ihtiya¢ duyulur. Kiiltiir sonuglar1 alinana kadar gegen siire,
kullanilan dokunun tipi yaninda organizmanin biiyiikliigiine ve yasina da baghdir. Bu

sire 6 giin ile 2 ay arasinda degisebilir. Kiiltlir hiicrelerinden elde edilen
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kromozomlar en iyi kalitededirler. Ayrica yayimlar bir hayli fazladir. Eski teknikler
hemen hemen standartlastirilmstir.

Roberts [38], tarafindan gerceklestirilen bu yontemde Sal/mo salar'in ovaryum
dokusundan kiiltiir hazirlanmigtir. Bu yontemde dalak, kalp ve testis dokusu
kullanilabilir.

Bu amaca en uygun besi ortam1 Eagle MEM (minimum essential medium)’dir. Bu
besiyerine glutamin, fotal dana serumu ve penisilin-streptomisin eklenir. Besiyeri 19
santigrat derece de inkiibe edilir. 1,5 ml. Kolsigin (10 pg/ml) kiiltiir ortamina eklenir.
10 dakika % 0,9 luk sodyum sitrat ile hipotonik uygulamasi yapilir. Hipotonik
santrifiijle almir ve % 1°lik asetoorseinle boyama yapilir. Daha sonra uygun metafaz
yayilimlarinin fotograflar ¢ekilir.

8) Lokosit Kiiltiirii : Kromozom elde etmek i¢cin en miikkemmel teknik olarak, kan
l6kositlerinin kiiltiir edilmesi gosterilebilir. Bu teknik ilk kez 1960°da insan kanini
kiiltiir etmek i¢in kullanilmistir. Daha sonra kuslar, siiriingenler ve kurbagagiller gibi
diger organizmalardan elde edilen kanlar da basarili bir sekilde kiiltiir edilmistir.
Lokositler, normal olarak hemopoietik dokuda ftiretilirler ve kanin viicutta dolagimi1
icinde degisime ugramazlar. Mitojen olarak adlandirilan bazi1 kimyasallarin
bulundugu durumlarda kirmizi kan hiicreleri aglutine olabilirlerken (yapisabilirken),
l6kositler tek bir boliinme gecgirmeye tesvik edilirler. Bu iglemler rutin olarak in vitro
olarak gergeklestirilebilirler. Mitojenler iki tiptirler. Bunlardan en yaygin
kullanilanlardan birisi PHA (phytohemaglutanin)’dir.

PHA, fasiilye (Phaseolus vulgaris)’den elde edilen bir ekstrattir. PHA, iki sekilde
elde edilebilir. PHA (M), olduk¢a 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¢cin bu miktarmn arttirilmasina ihtiya¢ duyulabilir. PHA (P)
ise, PHA (M)’den daha ¢ok saflastirilmis olup PHA (P)’nin hemaglutine islemi ve
mitoz uyarma kapasitesi bakimindan yaklagsik 5 kat daha tesirlidir.

En yeni mitojen, Pokeweeed Mitojeni (PWM)’dir. PWM, sekerci boyas1 (Phytolacca
americana)’dan elde edilen bir ekstraktir. Bu mitojen, blastojenik ve mitojeniklik
acidan memeli lokosit sistemindeki PHA’dan daha uygundur. Leuk-aglutinasyon
bakimmdan ise, PHA’dan daha azdwr. PWM’nin balik kan kiiltiiri ile iligkisi
kaydedilmemistir. Her iki bitkiden elde edilen ekstrakt, dogada mukoprotein olarak
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bulunurlar. Hiicredeki faaliyet tarzlar1 da heniiz bilinmemektedir. Bir¢ok arastirmaci,
muhtemelen monositlerin ve lenfositlerin yiizeyleriyle her hangi bir sekilde bir
antijen-anti body tarzinda tepki gosterdigi fikrine sahiptir
Yine bir¢ok arastirmaci, balik kan kiiltiiriinde basarili olmustur. Labat ve ark. [39],
ilk olarak Doga sazanindan (Cyprinus carpio) alinarak kiiltlir edilmis l6kositlerden
kromozom elde etmislerdir. Heckman ve Brubaker [40], Carassius auratus’un
l6kositlerinden kromozom preparasyonlart yapmiglardir. Daha sonra, Heckman ve
ark. [41], bu teknigin kullaniminda tiir se¢iminin basarili yapilmasi gerektigini
belirtmiglerdir. Ciinkii, Heckman ve Brubaker [40], tarafindan daha 6nce Onerilen
teknigi kullanarak, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ile bagarili
olamamiglar, daha sonra oksijen tansiyonunu arttrrmak suretiyle uygun sayida
yayilimlar elde edebilmiglerdir. Biitlin bu ii¢ durumda da ortak payda, PHA (M)’nin
tetraploid bir organizma ile kullanilmasidir.

Baker [42], deniz baligi olan Pleuronectes platessa’nin kan dolasimindaki

olgunlasmamis lokositlerinden kromozomlar elde etmek i¢in yeni bir metod

gelistirerek, bu teknigin diger deniz formlariyla da basartyla kullanilabilecegini
belirtmistir. Bu metotta mitojen kullanilmamig ve kromozomlar {i¢ saat i¢inde hasat
edilmislerdir.

Lokosit kiiltiirii yardimiyla rutin olarak yiiksek kalitede ve c¢ok sayida metafaz

sekilleri elde edilebilmesinden dolayi, baliklarin somatik hiicrelerinden kromozom

caligmalar1 yapmak amaciyla digerlerinde daha uygun sayilabilir.

2.6. Karyotip Calismalan Uzerine Genel Bilgiler

Denton [34],optimum berraklik (netlik) elde etmek i¢in bir prosediir 6nermistir. Bu

prosediir, baslangicta zaman kaybettirecektir, fakat birkag deneme sonunda daha

cabuk yapilabilecektir. Bu prosediir 6zellikle resim ¢ekilmeden 6nce uygulanmalidir.

S6z konusu prosediir, immersiyon yagi objektifi kullanilarak aydinlatma (Koehler

aydinlatma) sistemine sahip bir aragtirma mikroskobu i¢in gegerlidir.

1. Kondansator diyaframmi kapatilr ve saha (151k kaynagi) diyaframi acilir.
Kondansator diyaframimin kapali lifleri iizerindeki 151k flamentinin goriintiisii
odaklanir.

2. Mikroskop tablasi iizerine boyanmig kromozomlar: iceren bir lam konulur ve

immersiyon yagi ile bir goriintii elde edilir.
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3. Kondansator diyaframi acilir ve kiigiik bir 151k halkasi olusturacak sekilde saha

diyaframi kapatilir.

4. Kenarlar, keskin odakta olana kadar kondansator ayarlanir, daha sonra kenarlar
sahadan tam kayboluncaya kadar saha diyaframi acilir.

5. Okiiler uzaklastirilir ve sahanin yaklasik %.’i goriinecek kadar tabla alt1
kondansatdrii kapatilir. Sayet kondansator merkezden uzak ise, kondansatdr onun
kenarlar1 iizerinde yerlesmis merkezleme vidalar1 yardimiyla ayarlanabilir.

6. Okiileri tekrar yerine konulur ve 151k sahasmnm yogunlugu degistirilir.
Kondansator ve 151k kaynagi arasina konulan yesil bir filtre, goriinebilirligi
berraklig1 diizeltecek ve iyi bir fotograf ¢ekimi saglayacaktir. Sayet 151k ¢ok
parlak ise, notral yogunluk filtreleri kullanilmalidir.

Kriyojenik ¢caligmalar i¢in 6nerilen prosediir ise s0yledir:

1. Inceleme esnasmda memnuniyet verici kromozom yayimlar1 ile
karsilagildiginda, hiicrelerin  koordinatlar1 ilave acgiklamalar ile birlikte
kaydedilir.

2. Dogru bir sayim yapilabilmesi i¢in iyi kromozom yayimlarinin fotograflari
cekilir veya elle ¢izilir. Bir video monitoriinde de sayimlar yapilabilir. Ayrica,
monitOr lizerine bir asetat kalemi konularak, miirekkebi su ile silinebilir bir
kalem ile kromozomlar kopya edildikten sonra bu kopya iizerinde de sayimlar
gerceklestirilebilir.

3. Immersiyon yagi ile incelemeden sonra, lam iizerindeki yagin giderilmesi
amaciyla kurutma kagidi ile lam kurutulur.

Karyotipler, iyi yayilma gdsteren metafaz kromozomlarindan hazirlanir. Ancak, ayni

cekirdekteki benzer kromozomlar arasinda boyca esitlik varsa, bu takdirde zorlukla

karsilagilir. Bazen, bazi kromozomlar digerlerinden daha c¢ok kisalmis olabilir.

Boylece 6zellikle insan ve diger memelilerin kromozomlariyla karsilastirildiginda

zaten ¢ok kii¢iik olan balik kromozom 6l¢iimleri daha da zorlagir. Diger bir problem,

balik karyotiplerinin insanda veya diger hayvan tiirlerindeki gibi Ozdes
olmamalaridir. Bu nedenle, baliklardaki farkliliklar (polimorfizm) sadece tiirler
arasinda degil, bir balik tiirii icin de gozlemlenir. Dolayisiyla standart bir karyotipe

sahip degillerdir. Fakat, genel olarak karyotip prosediirii 2 yolla olur.
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1. Goz Karyotipi (Serbest el Cizimi): Gz karyotipi genellikle onemsenmez ve
nadiren kullanilir. Bu yontem, kromozomlarin direkt olarak goriiniislerinin
serbest el ile ¢izimidir. Cizimi takiben gesitli kromozom tipleri kagit ilizerine
centik isareti konularak hesaplanir ve gruplandirilir (Resim 7). Bdylece
aragtirmaci iyi yayilmayan kromozomlar1 daha iyi teshis etme imkanina sahip
olur. G6z karyotipleri, foto karyotip ile baglantili kullanildig1 zaman daha iyi
neticeler elde edilebilir. Gz karyotipi ayrica, her metafaz yayimini sik sik

fotograflamaya gitmeksizin kromozom sayimlarinin yapilmasini saglar.

A “3;}; :\f‘% Qéf_,:\' Saimo gairdners
KT NAT L Metafaz
*\;chq\ 7?5;3 44 msm+ 2st+15a yayilimi
b NF= 105

XX BK Xx X& X“ HK XX XK X3 xx 8}( metasentrik ve
XX Kx 38 KK xx a8 Ay S8 XX XX X)x submetasentrik

5{’ Subtelosentrik

AN AN AR AN AN AN AR A
AKkrosetrik

Resim 7. 2n=61 kromozomlu gokkusagi alabalifina ait metafaz yayilimi ve goz
karyotipi [43].

2. Foto-Karyotip: Fotokaryotip, bir hiicreden elde edilen metafaz yayimlarinin
cekilmis olan fotograflarindan kromozomlarin teker teker kesilerek belli bir
kurala gore diizenlenmesidir.

Incelenen olgularda sayisal ya da yapisal anomaliler tespit edildikten sonra
fotograf ¢ekimi yapilir. Karyotip analizlerini ve kromozom 6lgiimlerini yapmak i¢in
devamli veya yeni yapilmigs devamli olmayan preparatlardan faydalanilabilir. Bu
amagla, iyi yayilma gosteren, fazla biiziilmemis, kromozom morfolojileri iyi
goriilebilen, kromozomlar1 bir diizlem iizerinde bulunan en iyi somatik hiicreler
secilir.

Daha 6nce belirtildigi gibi, secilen hiicrelerin x1000 veya x1600 biiyiitmeli, fotograf
makinesi ile techiz edilmis bir mikroskoptan (6r. 35 mm’lik otomatik fotograf

makinesi donatilmis Zeiss mikroskop yardimiyla) 24x36 mm filmler iizerine
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fotograflar1 ¢ekilir. Kromozomlar ‘‘Distar 200 slide viewer (lam goriintiileyici)’’
kullanilarak sayilir. Kromozomlarin negatif filmleri, mikrofilme alinan yazilari
okumada kullanilan alete veya fotograf agrandizoriine konulur. Bu aletlerden masa
iizerindeki kagida yansiyan kromozomlarin goriintiilerince uglu bir kalem ile ¢izilir.
Kagit iizerinde onlarin kisa ve uzun kollarinin boylari mm olarak o6lgiiliir.
Kromozomlarin mikroskopta fotograflar1 cekilirken hakiki biiylitmenin ne kadar
oldugunu belirlemek icin bir objektif mikrometrenin de fotograflar1 cekilir.
Mikrometrenin negatif filmi ayni alete konularak 1 p’nin filmde ne kadar

biiyiitiildiigli bulunur. Boylece, kromozomlarin boylar1 pm olarak verilir.

Resim 8. 2n=50 kromozomlu Acanthalburnus microlepis’in foto-karyotipi [44].

Burada dikkat edilmesi gereken nokta, kromozomlarin boylar1 dlgiiliirken, ikincil
yapilar, sentromerler gibi boyanmayan ve uzakliklar1 degisiklik gosteren kisimlar
Ol¢iiniin disinda tutulur.

Ayni hiicre i¢cinde bulunan kromozom boylarmni birbirleri veya anaglar ilerideki
dolleri ile karsilastirmak i¢in kromozomlarin oransal boylart kullanilir. Ciinki,

oOlctilen her hiicrede kromozomlar diger hiicrenin kromozomlarindan az ¢ok farkli bir
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sekilde biiziilmiis olabilir. Halbuki, bir hiicrenin kromozomlari hemen hemen ayni
derecede biiziilmiis bulunabilir. Her ne kadar, ornekler alinirken, preparatlar
yapilirken ve diger biitiin islemlerde her preparata miimkiin oldugu oranda ayni
yontemler uygulanirsa da kromozom d&lgiilerinde deneylerin hatalarin1 tamamen
ortadan kaldirmak miimkiin degildir. Bu bakimdan, kromozomlarin boyu, hiicre
icindeki diger kromozomlarin toplam boylarma oranlanirsa, elde edilen oran
hiicreden hiicreye az bir degisim gosterir. Boylece bir hiicrenin kromozomlar1 diger
bir hiicre ile daha giivenli bir sekilde karsilastirilir. Oransal kromozom boylar1 ¢cok
sayida kromozomu olan hiicreler i¢cin bir katsayr ile carpilabilir. Boylece, c¢esitli
sayida kromozomlar: bulunan hiicreleri dogrudan dogruya karsilastirmak olanagi

bulunabilir.

OB= (KB/TB)x*50
Burada; OB: Bir kromozomun oransal boyu,

KB: Kromozomun boyu (c)

TB: Hiicredeki biitiin kromozomlarin toplam boyudur (T,).
Kromozom kolu indeksi; uzun kol boyunun kisa kol boyuna boliinmesi ve kisa kol
boyunun uzun kol boyuna boliinmesiyle elde edilebilir. Bu suretle, kromozomlarin
taniminda hangi kolun daha uzun oldugu ve sentromerlerinin yeri belirlenir.
Kromozomlarin oransal boyu ve kol indeksleri bir karyotipteki homolog
kromozomlarm belirlenmesinde kullanilabilir. Ozellikle, ¢ok sayida kromozomu
bulunan ve morfolojileri birbirine benzeyen kromozomlara sahip olan karyotiplerde
homolog kromozomlarin belirlenmesinde bu iki 6l¢iiniin kullanilmasi kolaylik saglar.
Karyotip ¢aligmalarinda 6rnegin, bir tiir icinde ve anaglar ile ilerideki doller arasinda
yapilan  karsilastirmalarda  kromozomlar  oransal boy smiflarna  gore
gruplandirilabilir. Anaglarm her birinde bes somatik hiicrede kromozom o6lgiileri
yapilir. Boylece, 2n kromozom yani bir kromozom ve bir de onun homologu olan,
ayni degerdeki iki kromozom O6l¢iilmiis olur. Bes hiicrede bir kromozom bes defa
oOlciiliir., bes defa da bu kromozomun homologu olan kromozom 6l¢iildiigline gore 10
kromozom 6l¢iisii elde edilmis olur. Hesaplar bu 10 kromozomun 6lgiileri lizerinden
yapilabilir. Yalniz, bir melezlemede F1’de kromozomlarin homologu bulunmadigi

zaman 10 ayri1 hiicrede kromozomlar dlgiilerek burada da 10 kromozom o6lgiisii
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tizerinden hesaplar yapilir. Amfidiploid de homolog kromozomlar tespit edilebilir.
Boylece 10 homolog kromozomun 6lgiisii esas alinarak istenilen deger bulunur.

Her kromozomun boyu, kisa kol ve uzun kol boylar1 daha evvel anlatilan yontem ile
kromozom sekillerinin ¢izildigi kagitlar iizerinde verniyerli kumpas veya bir cetvel
ile mm olarak mm’nin 0.1’ine kadar 6l¢iiliir. Bir kromozomun iki kol boyu toplamu,
kromozomun boyunu verir. Her kromozomun ayr1 ayr1 oransal boyu ve kol indeksleri
hesaplanir. Kol indeksleri ve oransal boylari1 birbirine yakin olanlar homolog
kromozomlar olarak belirlenir. Ayr1 bir cetvel hazirlanarak homolog kromozomlar
cetvelde birbirinin yanina getirilir. Simdi, 5 hiicrenin her birinde 6rnegin, en uzun
olan ikiser kromozoma (homolog kromozomlara) bir numara verilir. Sira ile diger
homolog kromozomlar da numaralandirilir. Sonra, ayn1 numaray1 (6rnegin 1 no) alan
5 ayr1 hiicredeki 10 homolog kromozomun kisa kollarinm boylar1 toplanip ortalamasi
alinarak 1 numarali kromozomun kisa kol boyu bulunur. Ayni yoldan gidilerek
kromozomun uzun kol boyu hesaplanir. Ortalama kisa ve uzun kol boylarmin
toplam1 bu kromozomun ortalama boyu olarak kabul edilir. Ger¢ek kromozom
boylar1 bu rakamlarin 10x100x3=3000’e (sayet okiiler 10%, objektif 100x ve
agrandizor 3x biiylitmeli ise) boliinmesi ile um olarak bulunur. 1 numarali 10
homolog kromozomun oransal boylar1 toplanip ortalamasi alinarak kol indeksleri
bulunur.

Eger bir melezleme yapilmis ise, o zaman anaglarin ve melezin (F;) kromozom
boylari, kromozomlarin oransal boylar1 ve kol indekslerine ait gizelgeler de ayni
sekilde hazirlanir. Karyogram yapmak i¢in homolog kromozomlarin fotograflari
esler halinde yan yana getirilmelidir. Bunun i¢in her hiicrenin ¢ok iyi ¢ekilmis
fotografi sec¢ilmelidir. Hiicrede biitiin kromozomlar kendi morfolojik 6zelliklerini
gostermelidir. Satellit, sentromerin yeri ve diger yapilar agik bir sekilde goriilmelidir.
Metafaz devresinde kromozomlar biiziilmiis olmamalidir. Ayn1 zamanda, heniiz tam
metafaz devresine erismemis uzun ince yapili kromozomlar1 olan hiicreler de bu
amagla kullanilamazlar. Bu segilen fotografta homolog kromozomlar bulunup
iizerlerine ayni numaralar yazilmahdir. 1 numarali en biliylk iki homolog
kromozomun fotografi kesilir, bir eksen ¢izilir. Kromozomlarin sentromerleri bu
eksen lizerine gelecek sekilde kagida yapistirilir. 2 numarali bir ¢ift homolog

kromozomun fotograflar1 da yan yana yapistirilarak ve bu islemlerin diger numara
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verilmis homolog kromozomlara uygulanmasi sureti ile bir bireye ait karyogram
hazirlanmis olur.

Bir balik karyotipi hazirlamak amaciyla Denton su metodu tavsiye etmektedir [34].

1. lyi segilebilirlikli (kontrasth) bir fotograf kagidindan kromozomlar tek tek kesilir.
Resim, miimkiin oldugu kadar netlik kayb1 olmaksizin biiyiik olmalidir. Ayrica, kol
Olctimlerini belirlemek i¢in, karyotip yapmak amactyla kromozom kesimi ve kontrol
icin licer adet resim bastirilmalidir. Makas kullanilmasiyla birlikte sert bir karton
parcaya resmi sabitlestirmek ve keskin bir sivri bistiiri ile kromozomlar1 kesmek
daha hizli ve kolaydir.

2. Kromozom kesimleri yapilir yapilmaz kayiplarin1 6nlemek i¢in bir tasiyiciya
(6rnegin; petri kutusu) konulur.

3. Uygun biiyiikliikte beyaz poster levha parcasi lizerine kromozomlar homolog
ciftler halinde diizenlenir. Kromozomlar, boy sirasina ve birbirine benzerliklerine
(homolog olma durumlarina) gore gruplandirilirlar (6rnegin; metasentriklerin hepsi
eslendirilir ve en biiyiikten en kiiglige dogru birlikte gruplandirilir). En sonda cinsiyet
kromozomlar1 veya tek kalan kromozomlar uygun olarak gruplandirilir.

4. Cok daha dogru diizenlemeler i¢in, her bir kromozom kumpas veya benzer bir alet
ile olciilmeli ve degerler her bir kesimin arkasinda kaydedilir. Olgiimler; tam
uzunluk, her bir kolun uzunlugu ve uzun kolun kisa kola bdliinmesiyle elde edilen
kol oranin1 (L/S) igerir. Akrosentrik kromozomlar i¢cin bu son deger sonsuz olarak
degerlendirilecektir. Kromozomlarm eslestirilme islemi ¢iplak gozle yapildig1 esnada
Olctimlerde yapilmali ve tarafsiz davranilmalidir.

5. Daha 6nce son sekli verilerek gruplandirilmis kromozomlar, iskogya isareti gibi
daha iyi diizenlenmis siralar haline getirilir. Kromozomlarin yerlerinin degismemesi
icin serit su ile hafif¢e 1slatilir. Biitiin kenarlar kapanir ve bas parmak ile bastirilarak
hava kabarciklar1 giderilir.

6. Her bir kromozomun goreceli uzunluklarimi p olarak gosterecek sekilde
kromozomlarm olusturdugu seritlere paralel olarak bir skala yerlestirilir. Bu skala,
mikroskoptaki en uzun kromozom Olciildiikten sonra fotograftaki ayni kromozom

oOlciiliip iki 6lclimii ayarlayan kromozomlar arasinda bir hat yerlestirilerek yapilir.

35



7. Son karyotipin fotografi c¢ekilebilir ve arzulanan herhangi bir biiyiiklige
basilabilir. Bu son fotografin biiyilitmesi, kromozomun ger¢ek uzunlugu ile mikron
olarak en uzun basilmis kromozomun uzunluguna b6lmek suretiyle belirlenir.

2.7. idiogram

Idiogram, sentromer pozisyonu ve uzunluk (boy) azalis sirasina gére kromozomlarin
haploid bir unsurunun sema halinde (diiz hatlar seklinde) diizenlenmesidir. Idiogram,
iki veya daha ¢ok organizma tiiriiniin Gzelliklerini karsilastrmada kullanishidir.
Idiogram hazirlamak igin, bir bireyin kromozomlarinin biiyiikten baslayarak kisa ve
uzun kol boylarmin ortalama degerleri bulunur. Kagida ¢izilen yatay eksen iizerine
belli bir oranda kromozomlarin ortalama kol boylarmni belirleyen 3-4 mm’lik kalin
dik ¢izgiler halinde kromozomlarin 6nce uzun kolu ¢izilir. Sonra, 1 mm kadar
sentromerin yerini belirleyen bir aralik birakilir. Ayni kalinliktaki ¢izgi ile devam
edilerek kromozomun kisa kolu belirtilir. 5 mm aralik birakilarak ikinci kromozomun
ayni kalinliktaki bir ¢izgi ile 6nce uzun kolu ¢izilir. Sonra 1 mm sentromer yeri
olarak bos birakilir. Ayni1 kalinlikta kisa kol belirlenir. Boylece, ¢izgi ile bireyin

biitiin kromozomlar1 ¢izilerek idiogram hazirlanir

Sekil 2. 2n=44 kromozomlu Garra rufa’nin haploid idiogrami [45].
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmada kullanilacak Orthrias angorae’nin temini i¢cin Kura-Aras Havzasinin
siirlart igerisinde bulunan Kars Cayi’na ve Cildir Golii'ne ilkbahar aylarindan
itibaren yaklasik 10 kez gidildi. Baliklar tutulurken zedelenmelerini dnlemek i¢in
diistik voltajli soker ve ¢evirme ag kullanildi. Baliklarin cinsiyet aywrimi gonad
analizi ile yapildi. Baliklar tutulduklar1 ortamdan alinir alinmaz, iginde bu ortamdaki
sudan bulunan bidonlara konarak, bidonlara oksijen baglandi. Ortalama agirliklar1 5-
10 gram, uzunluklar1 10 cm olan baliklara esey farki gézetmeden, viicut agirhiginin
her 1 gr i¢in 0.0006 gr Kolsisin (Colchicine) soliisyon halinde hazirlanarak
abdominal bosluktan enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra baliklar havalandirilmig
akvaryuma almmustir. Kolsisin verildikten yaklagik 3.5-4 saat sonra rejenerasyonun
yogun oldugu bdlgelerden biri olan solunga¢ epitel dokusu alinarak bistiiri
yardimiyla ufak parcalara ayrilmis ve deney tiiplerine konularak iizerlerine KCI
(0.046) soliisyonu eklenerek, oda 1sisinda 30-40 dakika tutulduktan sonra 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan atilarak hipotonik hiicrelerden
ayrilmustir. Fiksasyonu saglamak i¢in, 3:1 methanol:asetik asit karigimindan hiicreler
iizerine yaklasik 7 cc karistiric1 yardimiyla eklenerek ayni devir ve siireyle santrifiij
edilerek siipernatan atilmig, bu islem iki defa tekrarlanmigtir. Son santrifiij
isleminden sonra siipernatant’m biiyiik bir kismu atilip tiipiin taban kismimnda kalan 2-
3 cc’lik hiicre siispansiyonu iyice karistirilmistir. Hiicre silispansiyonunun, lamlar
iizerine yiliksekten 1-2 damla damlatilmak suretiyle yayilmasi saglanmustir.
Preparatlar havada kurutularak %5’ Giemsa boyasi olan Sorenson tamponu
icerisinde 20-30 dakika boyanmustir [5, 9]. Preparatlar mikroskopta incelenmis ve

uygun metafaz dagilimlarinin fotograflar1 ¢cekilmistir.
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Kullandigimiz ¢ozeltiler ve boya:

Kolsisin  : % 6’lik (Serva C22H25NO6)

Fiksatif  : Ug kistm Metanol (Merck), bir kisim glasial asedik asit (Carlo Erba)
Hipotonik :0.075-0.046 Molar KCI

Boya : pH: 6.8 Giemsa, yiizde 4-6 arasi.

Boyanma isleminde kullanilan tampon Onemlidir, genelde Giemsa ile birlikte
Sorenson ismi verilen bir tampon kullanilmaktadir.

Sorenson fosfat tampon ¢ozeltisi:

Bu ¢ozelti ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir bu igslem i¢in her iki ¢ozeltinin degisik

miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir.

Cozelti 1:
KHyPO4.oooeivieiiiiiie 9.1 gr
Bidistile su........cccceveeuneenne. 1000 ml.
Cozelti 2:
NagHPOy4...ovovviiiiiine 11.9 gr
Bidistile su........cccceveeunenne. 1000 ml

pH 5.6 i¢cin: Cozelti 1’den 100 ml, Cozelti 2 den 5 ml.

pH 6.0 i¢cin: Cozelti 1’den 100 ml, Cozelti 2 den 12.3 ml
pH 6.5 i¢in: Cozelti 1’den 100 ml, Cozelti 2 den 30 ml.

pH 6.8 i¢cin: Cozelti 1’den 100 ml, Cozelti 2 den 50 ml.

pH 7.2 i¢in: Cozelti 1’den 100 ml, Cozelti 2 den 70 ml. [9].
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4. BULGULAR

Baliklarm beslenmesinin ve su sicakliginin artirilmasiyla baliklarin aktivitelerinin ve
dolayistyla da mitoz boliinmelerin arttigit gdézlenmistir. Kromozom analizini
kolaylastirmak i¢in verilen kolsisinin (colchicine) enjeksiyonundan sonra, yaklasik
3,5-4 saat bekleme siiresinin en iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu siirenin az
olmas1 halinde metafaz alanlarmin azaldigi, uzadiginda ise metafaz alanlarinin
artmasma ragmen kromozom kollarinin kontrakte oldugu ve bunun sonucunda
analizlerin zorlastig1 gdzlenmistir. Kromozom analizleri yapmak icin kullanilan
solungac epitel hiicrelerinden yapilan preparatlarda yiiksek oranda mitoz bdliinme
elde edilmistir. Hipotonikle muameledeki siire 40-45 dakika olarak tespit edilip, bu
siirenin altinda yapilan islemlerde hiicrelerin yeterince sismedigi, siirenin iistiinde
yapilan denemelerde ise  hiicrelerin patlayarak kromozomlarm dagildigi
gozlemlenmistir. Preparatlarin hazirlanmasi esnasinda hiicre soliisyonunun lam
iizerine damlatma mesafesinin kromozomlarin dagiliminda 6nemli bir etken oldugu
gozlenmis, ortalama iyi olarak kabul edebilecegimiz mesafenin 10-15 cm civarinda
oldugu tespit edilmistir. Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda, Orthrias
angorae’dan elde edilen 78 adet metafaz dagilimindan uygun olanlarin fotografi
cekilerek gerekli degerlendirmeler yapilmistir. Cizelge 4’de goriildiigii gibi Orthrias

angorae’nin en yaygin karyotipi 2n=50 olarak % 91 oraninda bulunmustur.

Orthrias angorae (Steindachner, 1897)’nin solungac epitelinden elde edilen
kromozomlarm sayisal dagilimi1 incelendiginde 48 kromozomlu 2, 49 kromozomlu 2,
50 kromozomlu 71, 52 kromozomlu 3 adet olmak {izere toplam 78 adet metafaz
sayilmistir. Sonugta en yaygin karyotip 2n=50 olarak saptanmistir. Kromozomlarin
sentromer durumlart g6z Oniine alindiginda 7 adet metasentrik, 7 adet
submetasentrik, 11 adet akrosentrik kromozom c¢iftinden olustugu gézlemlenmis ve

kromozom kollar1 sayis1 (NF) :78 olarak saptanmustir.

Inceleme materyali olarak kullandiginiz balikdan elde edilen metafazlar yukarida da
deginildigi gibi farkli kromozom sayilarina sahiptir. Burada cesitli faktorler bu
sonucun elde edilmesinde etkili olabilmektedir. Caligma esnasinda islemlerin
yapilmas: esnasinda meydana gelen hatalar, bir metafazdan digerine kromozom

katilim1 sonucu bazi metafaz dagilimlarmmin sahip oldugu kromozom sayisinda artis
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gozlenirken, buna bagl olarak digerinde azalma olmaktadir. Bu nedenle bu tiir
hassas ve sonuglarin literatiir agisindan 6nemli olan ¢aligmalarda metafaz dagilimlar1
miimkiin oldugunca yeterli miktarda sayilarak sonuglarin saglikli bir bi¢cimde
alinmasi saglanmigtir.

Cizelge 4. Orthrias angorae (Steindachner, 1897)’nin Solungac¢ Epitelinden elde
edilen Kromozomlarin Sayisal Dagilima.

Chromosome number karyotype (2n=50)
Number of fish 48 49 50 52 total metaphases m sm a NF
1 1 5 6 14 14 22 78
2 6 2 8
3 1 7 8
4 3 3
5 7 7
6 1 5 6
7 6 6
8 4 4
9 4 4
10 1 3 4
11 5 1 6
12 3 3
13 5 5
14 3 3
15 5 5
Totals 2 2 71 3 78

m: Metasentrik sm: Submetasentrik a: Akrosentrik NF: Kromozom kollar1 sayis1
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Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda, Orthrias angorae’dan elde edilen 78
adet metafaz dagilimindan uygun olanlarin fotografi c¢ekilerek gerekli

degerlendirmeler yapilmistir. Cizelge 4’de goriildiigii gibi en yaygin karyotip 2n=50

olarak % 91 oraninda bulunmustur.
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Resim 9 a,b,c,d. Orthrias angorae’dan elde edilen metafaz kromozomlari.

T T

Resim 10. Orthrias angorae nin metafaz yayilimlarindan elde edilmis karyotipi.
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5. SONUC VE ONERILER

Canlilarda sitogenetik incelemelerle kromozomlarin elde edilme yontemleri oldukga
fazladir. Baliklarda insanlardaki gibi lenfosit kiiltlirii yoluyla ve kan hiicrelerinin
iretim yeri olan bobreklerin incelenmesi yOntemiyle kromozom elde
edilebilmektedir [9]. Onemli olan bélinmekte olan hiicreleri metafaz evresinde
yakalamaktir. Kromozomlarin net bir bigimde goriilebilmesi i¢in en pratik, en ucuz
ve en ¢abuk olan yontemin uygulanmasi gerekir.

Kromozom analizi i¢in organizmanin farkli dokular1 kullanilabilir. Nitekim baz1
arastiricilar bunun i¢in baliklar bobregini kullanmalarina karsin [12, 15] bazilar1 da
solungag epitel hiicrelerini aynit amagla kullanmiglardir [10, 11]. Bizde bu amagla
daha pratik ve ucuz olmasi bakimindan solunga¢ epitelinden yararlandik. Balik
solungag epitel hiicrelerinde ideal kromozom eldesi i¢in hipotonikte bekleme siiresini
30 dakika olarak belirledik. Halbuki Yamazaki bu siireyi bobrek dokusu igin 40
dakika olarak kullanmistir [12].

Nishikawa ve arkadaslar1 Avrupa, Amerika ve Japon yilan baliklarinin 3 tiiriinde de
kromozom sayismm 2n=38 oldugunu, karyotiplerinin ise 20 metasentrik-
submetasentrik ve 18 akrosentrik kromozom yapisinda oldugunu bildirmektedirler
[10]. Ayn1 arastirmacilar Cichlidae familyasindan bir tath su baligi olan Cichlasoma
citrinella’da ise kromozom sayismi 2n=48, karyotipinin 36 submetasentrik ve 12
akrosentrik kromozom yapisinda oldugunu bildirmislerdir [11]. Demirok ve Unlii
[17], Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla tirlerinin bobreklerinden elde
ettikleri preparatlar1 incelemeleri sonucunda C. frutta’nin diploid kromozom sayisini
2n=150 ve kromozom kollar1 sayismn1 NF=220 olarak, C.capoeta umbla’nin
kromozom sayisin1 2n=150 ve NF=236 olarak bulmuslardir. Hamalosmanoglu ve
Kuru, Kadife Baligi (7inca tinca)’nin kromozom sayisint 2n=48 ve ortalama
kromozom uzunlugunu 2.191 p olarak saptamislardir [46]. Pandey ve Lakra [47],
Clarias batrachus’un kromozom sayisini 2n=50, karyotipinin ise 8 metasentrik, 5
submetasentrik, 2 subtelosentrik ve 10 akrosentrik kromozomdan olustugunu
belirlemiglerdir

Balik kromozomlar1 mitoz boliinmenin fazla oldugu ve metafaz sathasinda bir 151k
mikroskobu yardimiyla ¢ok kolay goriilebilir ve ¢ok iyi tanimlanabilirler. Kromozom

preparasyonlarinin yapiminda temel yaklagim, metafazda boliinen hiicreleri arttirmak
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ve daha sonra gozlemek i¢in bir mikroskop lami ilizerinde metafaz hiicrelerinden
kromozomlar1 yaymaktir. Ayni prensipler insanlar dahil, diger memelilerle
calismalarda da gecerlidir [48, 49].

Boliinen hiicreleri metafazda durdurmak icin ¢esitli kimyasal maddeler kullanilir.
Kolsisin, kolsemid ve vinblastin siilfat’in hepsi ig ipligi olusumunu 6nlemek igin
kullanilabilir. Kullanilan kolsisin miktar1 diger canlilarda kullanilanlara oranla biraz
yiiksektir. Ornegin farelere [21], intraperitonal olarak 4 mg/kg kolsisin verilmesine
karsin, baliklarda 150 mg/kg’a kadar yiliksek dozlar kullanilmistir [11]. Kimyasal
maddeye maruz birakma siiresi 20 dakikadan 6-8 saate kadar uzatilabilir. Kisa siireli
muamelede metafaz sayisi az iken uzun siireli muamelede ise kromozomlarin asirt
yogunlagmasindan kaynaklanan biiziilmeler meydana gelebilmektedir. Nanda ve ark.
[50], yonteminde ise balik % 0.03’liikk kolsisin igeren suda 6-8 saat bekletilmistir.
Daha sonra, metafaz kromozomlarint birbirinden aymrmak i¢in hipotonikle
muameleye tabi tutulur. Bu muamele, hiicrenin kendi i¢indeki osmatik basingtan
daha diisiik basingli bir soliisyon (6rnegin; %1°lik sodyum sitrat veya %0.35-0.56’lik
KCI) ile hiicreleri agiga ¢ikarmayi ihtiva eder. Bu islemde, hiicreye su girer ve hiicre
siser. Boylece kromozomlar birbirinden ayrilir. Bu islemlerden sonra, hiicre ici
unsurlarin korunmasi amaciyla hiicreler fikse edilir. Fiksasyon i¢in, genellikle 3
kisim etanol veya metanol ve 1 kisim glasiyel asedik asit (Carnoy fiksatifi) kullanilir.
Fikse edilmis hiicreler bir mikroskop lami iizerinde yayilir ve boyanir, daha sonra bu
hiicrelerin metafaz kromozomlar1 151k mikroskobu ile incelenir.

Balik kromozomlarmin boyca kiiciik ve sayica fazla olmasi ve balik kromozomu
preparasyonlar1 i¢in standart bir teknigin olmamasi, sitogenetik, genotoksik
calismalarda ve diger amaglar icin balik kromozomlarinin kullanilmasini
zorlagtirmaktadir.

Glinlimiizde Agnatha (cenesiz baliklar), Chondrichthyes (kikirdakli baliklar) ve
Osteichthyes (kemikli baliklar) simniflarina dahil 20000-23000 civarinda balik tiirii
mevcuttur. Ancak, bunlardan yaklasik 3000 kadarinin kromozom sayilari
bilinmektedir. Salmoniformes takimina dahil baliklardan 299 tanesinin kromozom

say1s1, bunlardan 203 tanesinin de karyotipi tespit edilmistir.
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Bununla beraber, memeli sitogenetigindeki ve oOzellikle insanlar iizerindeki
sitogenetik caligmalarindaki ilerlemeler, benzer c¢alismalarin baliklarda da
yapilmasma yol agmis, balik kromozomu caligmalarinda gozle goriiliir bir artis

saglanmistir [9, 52].

Mezgit, sazan, yilan baligi, kaya baligi, kefal vb. gibi farkli baliklarda yapilan ¢ok
sayida kromozom ¢alismasi olmakla beraber {izerinde en ¢ok ¢aligilmig balik tiirii
gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)’dir [53-59]. Buna ragmen, bu tiiriin
kromozom yapilar1 heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bir¢ok husus, ancak daha ileri

sitogenetik yontemler ve kromozom bantlama caligmalariyla acikliga kavusacaktir.

Denton ve Gold baliklarda kromozom preparasyonu amaciyla, bobrek ve dalak gibi
yumusak organlar ile solungag, ylizgeg, pul ve korneadan alman epitel hiicrelerinin
kromozom c¢aligmalar: i¢in uygun oldugunu, testislerin de mayoz kromozomlarini
elde etmede uygun olmakla beraber, sadece aktif spermagonial ¢ogalma doneminde
kullanildiklarmi bildirmislerdir [34, 60]. Baliklarda kromozom preparasyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilan doku ve organlarin alinma yontemleri, fiksasyonu,
mikroskop altinda incelenmesi, fotograflarmin ¢ekilmesi gibi konularda ayrintili
bilgiler vermistir. Blaxhall, balik dokularindan kromozom preparasyonlar1 amaciyla
bir metot gelistirmistir [61]. McGurk ve Rivlin’de [62], kromozom 0&lgiimii ve

karyotip preparasyonunda kullanilabilecek BASIC bilgisayar programi hazirlamistir.
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Cizelge 5. Bazi balik tiirlerinin karyotip bilgileri [63].

Tir Kromozom sayis1 | Karyotip Kaynak
Alburnus alburnus 50 16m+6sm+10st 9
Chalcalburnus mossulensis |48 6m+10sm+8a 64
Capoeta capoeta umbla 144 42m+72sm+30t 67
Cyprinion macrostomum 48 15
Salmo gairdneri 60 18
Aphanius cypris 48 9
Bothus podas 38 12m+16sm+10st 65
Poecilia formosa 46 50
Coregonus albula 80 9
Cichlasoma citrinella | 48 36sm+12a 11
Acheilognathus tonkinensis |44 14m+14sm+8st+8a 9
Chalcalburnus tarichi 50 63
Leuciscus cephalus 50 43m+16st,t 9
Cyprinus carpio 98 50m+48t 9
Salmo trutta 80 20m+60t 9
Salvelinus fontinalis 84 66
Salvelinus alpinus 78 66

Baliklarda genel ve farkli baliklar icin gelistirilenlere ilave olarak, ozellikle
gokkusagi alabaliginda kromozom preparasyonu amaciyla Al-Sabti, Chourrout ve
Happe ve Lozano ve ark. [68-70], tarafindan direkt kromozom preparasyonu
metotlar1 gelistirilmis, iilkemizde ise bu konuda calisan ¢ok az sayida arastirmact
olup, Ulupmar ve Okumus [71], gokkusag: alabalig1 i¢cin mevcut direkt kromozom

preparasyonu metotlarini modifiye etmislerdir.
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Cizelge 6. Bazi1 balik takimlarinda yapilmig kromozom ¢aligmalarinda calisilan tiir

sayilar1 [72].

Takim Cahsilan tiir sayisi Takim Cahisilan
tiir sayisi

Petromyzontiformes 14 Gonorhynchiformes 1
Hexanchiformes 4 Cypriniformes 590
Squaliformes 3 Characiformes 356
Rajiformes 14 Siluriformes 329
Pristiformes 1 Salmoniformes 203
Torpenidiformes 6 Stomiatiformes 21
Mpyliobatiformes 17 Aulopiformes 3
Squatiniformes 2 Myctophiformes 8
Heterodontiformes 2 Amblyopsiformes 1
Orectolobiformes 1 Gobiesociformes 1
Lamniformes 1 Lophiiformes 1
Carcharhiniformes 24 Gadiformes 14
Chimaeriformes 2 Atheriniformes 58
Ceratodontiformes 1 Cyprinodontiformes 254
Lepidosireniformes 3 Beryciformes 8
Acipenceriformes 17 Zeiformes 1
Polypteriformes 7 Gasterosteiformes 11
Lepisosteiformes 2 Synbrachiformes 4
Amiiformes 1 Channiformes 7
Osteoglossiformes 11 Scorpaeniformes 83
Elopiformes 3 Perciformes 747
Anguilliformes 20 Pleuronectiformes 34
Clupeiformes 24 Tetraodontiformes 32
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Schreck ve Moyle (1990)’e gore [73], kromozom preparatlar1 hazirlamak igin
metafaz hiicrelerinin iyi bir kaynagi olan boliinen dokular (embriyonik
dokular,solungaclar, bobrekler, bagirsaklar, pul epitelleri ve fibroblastlar) tercih
edilmelidir.

Yamazaki bir alabalik tiirii olan Plecoqlossus altivelis’te kromozom sayismi 2n=56
olarak saptamustir [12]. Kromozom tiplerini 44 akrosentrik, 12 submetasentrik olarak
vermigstir. Colak ve ark. Beni Balig1 (Cyprinion macrostomum, Heckel 1843)’nin
kromozom sayisini 2n=48 olarak saptamistir [15]. Ergene ve ark. Clarias lazera’nin
18 metasentrik, 26 submetasentrik ve 12 akrosentrik kromozom olmak tizere 2n=56
kromozoma sahip oldugunu tespit etmislerdir [36].

Ileri canlilarin poliploidi olayina tolerans gdstermemelerine karsm baliklarda dogal
poliploidiye rastlamak olasidir [74]. Nanda ve arkadaslar1 [50] laboratuvarda
poliploid tiir olusturarak diploid tiirden farkli fenotipik olarak ne gibi sapmalar
gosterdigini incelemisler ve belirgin bir fark olmadigini belirlemislerdir. Cyprinidae
familyasmin incelenen ¢ogu tiiriinde kromozom sayist ¢ogunlukla 2n=50’dir. Ancak
Barbus ssp’de 2n=150 kromozom saptayan arastrmacilar bu baligin heksaploid
oldugunu belirtmislerdir [75].

Bu c¢alismada, mitotik inhibitor olan kolsisin, Rukhsana ve Malgorzata [76], Padilla
ve ark. [77], Giil ve ark. [64]’nin ¢aligmalar1 ile uyum gdstermektedir. Calisma
sirasinda intraperitonal enjeksiyonun, yeterli dozun baliga enjekte edilememesinden
dolay1 oldukga zor yapilabilmekte ve olumlu sonu¢ alinamamaktadir.

Evrimsel olarak ileri canlilarda kromozom morfolojisine dayali heterogametik esey
belirlenmesi yapilabilmesine karsin, baliklarda bazi istisnalar disinda esey
kromozomlarmin farkliliklar1 ayirt edilememektedir [65]. Ustelik baliklarda sicaklik
etkeni kullanilarak esey degisiklikleri yapay yolla gerceklestirilebilmektedir [78].
Oysa evrimsel olarak ileri canlilarda boyle bir 6rnege rastlamak olas1 degildir.
Calismamizda bu tiirde cinsiyete bagl herhangi bir kromozom tespit edilememistir.
Bu tiir sonuglar balik kromozomlari {izerindeki pek ¢ok ¢alismada da ayni olmaktadir
[9, 13, 17, 64, 65, 66, 79].

Balik kromozomlariin ¢ok kii¢lik ve sayilarinin fazla olmalari, cografik farkliliklar,
kromozom boyama ve bantlama yOntemleri, Olciimden dogan farkliliklar gibi

etkenlerden dolayr balik kromozomlar1 iizerinde yapilan karyotip, NOR ve diger
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bantlama g¢aligmalarinda bazi arastirmacilar farkli sonuglar bulabilmekte ve hatta
bazen istenilen netice elde edilememektedir.

Sadece morfolojik, anatomik ve biyokimyasal 6zelliklere gore yapilan ¢aligmalarin
taksonomik ve filogenetik acidan yeterli olmadigi, ayni cinse ait tiir ve alttiirlerin
ayit edilmesinde ve aralarindaki akrabaliklarin belirlenmesinde karyolojik
calismalarin ne kadar 6nemli oldugu, bu ¢alisma ile bir kez daha ortaya konmustur.
Bu alanlara yeni boyut getiren karyoloji ile bu sikintilarin biraz da olsa asilacagi
beklenmektedir [80].

Sonug olarak; karyotip caligmalarinda kaliteli metafazlarin elde edilebilmesi igin
uygulanan her asamanin kusursuzca yapilmasi gerekmektedir. Caligmanin herhangi
bir agamasinda dozun veya uygulama siiresinin yetersiz veya fazla olmasi sonuglarin
istenilen sekilde alimmasini zorlagtirmaktadir. Bu tiir ¢alismalarin birgok arastirici
tarafindan yapilmasi ile karsilastirma ve caligma yontemlerinin gelisimi saglanarak
en iyi sonuca ulasilmasi miimkiin olacaktir.

Kura-Aras Havzasinda yaygin bir balik olan Orthrias angorae tizerine kromozomal
bazda literatiir bilgileri yoktur. Bu ¢aligma ile lizerinde arastirma yapilan Orthrias
angorae nin kromozom say1 ve yapisi belirlenerek karyotipi yapilmis boylece iilke
ve diinya biliminin gelismesine katkida bulunarak diger ¢alismalara veri ve temel

olusturacagi inancindayim.
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