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OZET
YUKSEK LIiSANS TEZi
KURA-ARAS HAVZASINDAN Orthrias tigris (Heckel, 1843)’DE
KROMOZOMAL CALISMALAR

Berna KILIC

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danisman

Yrd. Dog. Dr. Siileyman GUL

Bu c¢alismada Kura-Aras Havzasindan Orthrias tigris (Heckel, 1843) (Fam :
Balitoridae)’in  kromozomlarinin sayt ve yapilart incelenerek, karyotip analizi
yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan baliklar Kars ilindeki Kars Cayi’ndan serpme
aglarla yakalanarak laboratuara getirilmistir. Her bir gram viicut agirligi 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.tigris’in
2n=50 kromozoma sahip oldugu belirlenmistir. Bunlarin karyotiplerinin 18
metasentrik, 18 submetasentrik ve 14 akrosentrik kromozom ¢iftinden (NF: 86)
olustugu saptanmustir. Bu tlirde cinsiyete bagli herhangi bir kromozom tesbit
edilememistir.

Anahtar kelimeler : Kura-Aras Havzasi, Kars Cayi, Orthrias tigris, Balitoridae,

Karyotip



SUMMARY
M. Sc

Karyotype analysis in Orthrias tigris (Heckel, 1843) from Kura-Aras river

basin

Berna KILIC

Kafkas University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biyology

Supervisor

Yrd. Dog. Dr. Siileyman GUL

In this study, chromosome numbers and the standard karyotypic details for the
Blackbrow bleak, Orthrias tigris (Heckel, 1843) (Fam: Balitoridae) from Kura-Aras
river basin were ascertained. The fish used in this study were caught with fishing nets
from the Kura-Aras river basin and taken to the laboratory. Fish 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
Orthrias tigris had 2n=50 chromosomes by metaphase investigation. Their
karyotypes were determined as being composed of 18 metacentric, 18 submetacentric
and 14 acrocentric chromosome pairs with NF: 86 We were unable to identify any
sex-related chromosomes in these species.

Key words : Kura-Aras Basin, Kars Stream, Orthrias tigris, Balitoridae, Karyotype
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TESEKKUR
Bu calismanin yiiksek lisans tez konusu olarak se¢iminde, yiiriitiilmesinde ve
sonuglandirilmasinda bana yol gosteren, bilgi ve yardimlarini esirgemeyen hocam,
Saymn  Yrd.Dog.Dr.Siilleyman GUL'e, calismay1 projelendirerek destekleyen
TUBITAK (105T319)a ve calismalarim sirasinda emegi gecen arkadaslarima

tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Cagdas genetik (kalitim) bilimi, Gregor Mendel'in kalitsal 6zelliklerin soylar
arasinda belli kurallara gore ve dnceden beklenen bir usulle taginan birim elemanlarla
saptandigini kesfetmesiyle ortaya ¢ikti (1).

Yasamsal islevler incelikli ve kesin bir sekilde isleyen bir seri bilgi
aktarimlar1 ile yiiriitiliir. Bir organizmanin DNA’sinin genleri o organizmayi
olusturmak i¢in gerekli tiim bilgiyi igerir. Bu bilgi belirli bir gorevi olmayan tek bir
hiicreden, islevlerine gore farklilagmis 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 caligmalarinin son kirk yilda nereye kadar geldigini degerlendirmek oldukca
zordur.

Genetigin molekiiler temelleri tlizerindeki 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 iizerinde dogrusal bir sekilde
organize olmus fiziksel birimlerden olugmaktadir.

1868’de lIsvicreli gen¢ biyokimyaci Freedrich Miescher proteinleri
parcalamak ic¢in pepsin ile bir hiicreyi muamele ettiginde ¢ekirdegin kiiciildiigiinii;
ama esas itibari ile bozulmadan kaldigin1 gdsterdi. Miescher’in ¢alistigi niikleik asit
tipi DNA (deoksiriboniikleikasit) idi. 1914’te Alman kimyaci Robert Feulgen
niikleini parlak kirmiziya boyayan bir yontem gelistirdi.

On yil sonra Feulgen kendi teknigini tiim hiicreye uyguladiginda cekirdek
DNA’sinin  kromozomlarda smnirli oldugunu gordii. Cesitli tipteki hiicrelerin
¢ekirdeklerindeki DNA miktarim1 6l¢gmek i¢in kullanilmaktadir. Arastirmacilar belirli
bir organizmanin biitlin somatik hiicrelerinin (gamet olusturan germ hiicrelerinin
disindaki hiicreler) -hatta diger bilesenlerinin miktarinin oldukg¢a farkli oldugu
karaciger, bobrek, sinir ve kas gibi farkli dokulara ait hiicrelerin somatik
hiicrelerdekinin sadece yaris1t kadar DNA igerdigini kesin olarak gostermislerdir (2).

Insan genetiginin temel prensiplerini anlamak icin hayat molekiilii olan
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DNA(deoksiribontikleik asit)'y1 incelemeye baslamamiz zorunludur. DNA'nin
kromozomlarin i¢cinde ve kalitsal ozellikle ilgili oldugu bilgisi 1860'dan bu yana
bilinmektedir. Kromozomlar DNA'nin asir1 kivrimlarla bulundugu paketciklerdir.
Kromozomlar hiicrenin metafazindan sonra boliinmenin durdurulmasi ile goriiniir
hale getirilebilir (3).

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 gelismesi, Ozellikle bantlama
tekniklerinin ortaya ¢ikis1 sitogenetikte biiylik 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 ¢alismalar, yani "genetik danismanlik" artik ayr1 bir
ilgi ve uygulama alani olmustur (4).

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 g¢alismalarin 1772 yilinda
Duhamel DUMONCBAU tarafindan nesredilmesi, balik yetistiriciliginde adeta bir
devrime neden olmustur. Yaklasik 80 y1l sonra Rexy (1947) adl1 bilgin Amerika’dan
getirilen Gokkusagir Alabaligini ayn1 yontemle c¢ogaltip, yaygin bir yetistirme
materyali olarak kullanilmalarin1 saglamalarini, balik yetistiriciligi konusunun
yaygin ve bilingli yayilmasina neden olmustur.

Tiirkiye’nin balik yetistiriciligi konusunda diger c¢iftlik hayvanlarinin
yetistiriciligi gibi geleneksel bir aligkanligi olmamasimin temel nedeni, Anadolu
yarimadasini ¢evreleyen denizlerle, Anadolu’ya yayilmis bol akarsu ve ¢ok sayida
gblde ¢ok ¢esitli balik tiirlerinin bulunusu ilkel yontemlerle de olsa buralarda tutulan
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baliklarin az da olsa niifusa fazlasiyla yetmesi.

Balik Yetistiriciligi gereksinmenin sonucu dogmustur ve baliklarin
cogaltilmalari ile daha fazla hayvansal protein kazanilmistir (5).

Kromozom analizleri yardimiyla balik populasyonlarinin genetik yapilarinin
belirlenmesi, populasyonlar arasi ve populasyon i¢i (hatta bireysel) kromozom
polimorfizminin tespiti hususunda yurt disinda yapilmis cok sayida calisma
mevcuttur. Ne var ki, iilkemizde bu konuda yapilmis ¢alisma yok denebilecek kadar
azdir. Oysa kromozom analizi;

-Balikgilik yonetimi ve yetistiricilikte (kromozom manipulasyonu teknikleri,
poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya Ginogenezis yardimiyla-kisirlastirma,
yiiksek populasyonu dnleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiyiime 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(kansorojen ve mutajen kimyasallar) ve radyasyonun balik

kromozomlarinda hatalara sebep olmasindan).
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Resim 1. Mersin Korfezinden yakalanan Mugil cephalus kan o&rneklerinde

mikroniikleus goriiniimii (6).
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Cizelge 1. Sadece karyotipleri dikkate alinarak yapilmis Kuzey-Bati Amerika
alabaliklarinin (Salmo) soy agaci (7).

Buglin diinyada yaklasik 20.000 balik tiirii yasamaktadir. Bunlardan yaklagik
3000 tanesinin kromozom sayis1 belirlenmis ve karyotipleri yapilmistir. Sitogenetik
incelemelerin baliklarda da sistematik aragtirmalara biiyiik katkilar saglayacagina
inanilmaktadir. Karyotip ¢alismalari tiir se¢iminde, verimli tiir iretiminin
yonlendirilmesin de ve sitotoksik kimyasallarin izlenebilmesinde 6nemli katkilar

saglayacaktir (8).



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

Ikinci diinya savasindan sonra endiistriyel kimyasallarm kullanimi artmustir.
Cevresel kirlenme direkt ya da indirekt olarak insanlig1 tehdit etmektedir. Endiistriyel
gelisimin bir sonucu olarak son yirmi yil igerisinde 50.000 kimyasal madde
tiretilmistir. Bu maddeler ekosistemi sedimentlere yigilarak ya da iist besin zincirini
etkileyerek bozmaktadirlar.

Sanayi ve evsel atiklar aritma tesislerinin yeterli miktarda olmadigi
tilkemizde direkt olarak nehirlere ya da denizlere katilmaktadir. Kars ili iyi bir 6rnegi
olusturmaktadir. Sanayisi c¢ok gelismis olmasada, sanayi ve evsel atiklar
kanalizasyonla Kars nehrine atilmaktadir.

Balik kromozomlar1 iizerine yapilan ve yapilacak calismalar ¢evresel
kirlenmenin insan sagligi lizerine etkileri bakimindan bir tiir “erken uyar1 sistemi”
olabilecektir.

Balik kromozomlarinin say1 ve morfolojileri iizerine yapilan c¢aligsmalarin
hibritleme (melez) simiflandirma ve evrim arastirmalarina yararli oldugu
belirlenmistir (9, 10).

Bugiine kadar yaklasik 1300 tatlisu ve deniz baliginin karyotipleri ayrintili
olarak calisilmistir. Bu tip ¢aligsmalar lilkemiz i¢in heniiz yeni olup bu konuda yeterli
calisma bulunmamaktadir (11).

Kromozomlarin yap1 ve tiplerinin belirlenmesinin yani sira restriksiyon
enzimlerinin uygulanis1 temel genetik bilgilere de katkida bulunmaktadir (12). Hiicre
boliinmesinin  detaylarinin  anlasilmasinda kromozomlarin heterokromatin = ve
Okromatin igeriginin belirlenmesi ©Onemli bir siirectir. Bilindigi gibi hiicre
boliinmesinde herhangi bir bozukluk kansere giden bir olusumu baslatabilmektedir.
Kromozomlar mitoz ve mayoz boliinmelerin anafaz sathasinda kutuplara
cekilmektedir. Bu ¢ekilme islevi ig ipliklerinin kromozomlarin sentromer bolgelerine
tutunmasi olayi ile gerceklesmektedir. Fare ve insan hiicreleri lizerine bu konuda pek
cok calisma bulunmaktadir. Baliklarda ve diger canlilarda ise fazla calisma yoktur.

Restriksiyon enzimleri belirli DNA dizilerini keserek kromozomlarda bant
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olusturabilmektedir. Ornegin Alu I enzimi Anthrobacter luteus adli bakteriden elde
edilmektedir ve bakteri bu enzimi virlislere Ozellikle bakteriofajlara karsi bir
savunma mekanizmasi olarak kullanmaktadir. Alu I enzimi kromozomlarda satellit
DNA bolgelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Satellit DNA
sentromerlerde ve heterokromatinin yapisinda bulunmaktadir (13, 14).

Baliklarda da gercekten hiicre boliinmesi benzer bir siire¢ mi izlemektedir?
Su ana kadar yapilan caligmalar bitkilerde ve hayvanlarda hiicre bdliinmesinin
kabaca benzer agamalar i¢erdigini gostermistir (13, 15).

Bu calisma ile Kura-Aras Havzasinda olan Orthrias tigris'in kromozom say1
ve tiplerinin belirlenmesi ve ad1 gegen tiirlin diger akraba tiirlerle kromozomal agidan

karsilastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kullamlan Baliklar Uzerine Genel Bilgiler

Familya : Balitoridae

Genellikle hizli akan sularda yasayan kiigiik viicutlu baliklardir. Kayalara
tutunmak igin ventral yiizgecleri modifiye olmustur. Biiyiik emici agizlara sahiptirler.
Agizlarinin etrafinda en az 3 cift biyik bulunur ve 6zelligi ile cobitidae familyasina
benzerler. Bu familyanin 52 genusu ve 500'den fazla tiirti vardir (16).

Cins : Orthrias (Heckel, 1843)

Viicut 1§ seklinde, rengi koyu kahverengi veya kahverengi-sar1 {izerinde
benekler bulunur. Agiz kenarlarinda bir cift, iist dudakta ise iki ¢ift olmak {iizere
biyiklar1 mevcuttur. Gozlerin alt tarafinda diken bulunmaz. Dorsal yiizgegleri 6-18
dallanmis 151n ihtiva etmektedir. Kaudal ylizge¢ dis biikey, diiz ve derin ¢atalli
olabilmektedir. Bazen sirtta dorsal yilizgecin gerisinde bir karina bulunur. Yiizme

keseleri kemik bir kapsiille tamamen ortiiliidiir (16).



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

(17).

Tiirler D A P v
O.angorae I1-111 7-8 s 19-10 I6-7
O.tschaiyssuensis 119 Irs 19-11 II 6-7
O.tigris II-111 7-8 s [110-11 17
O.panthera II-11I 7-8 Irs 110-11 I6
O.lendli I17-8 I s 19-10 I5-6
O.insignis 111 8-9 s 19-10 11 6-7
O.malapterurus I 7 Irs 110 17
O.argyrogramma 111 8-9 Irs 19-10 15-7

Tiir : Orthrias tigris (Heckel, 1843)

Genellikle viicudun 6n kismi ¢iplak, orta ve arka bolgeleri ise kiiclik pullarla
ortiiliidiir. L. lateral tam olup kuyruk yilizgecine kadar uzanir. Viicut uzunlugu, viicut
yiiksekliginin 5,5-6,5 kati kadardir. Kuyruk sapt uzunlugu asagi yukari maksimal
viicut yiiksekligine esittir. Kuyruk sapmin Dorsal tarafinda ve ozellikle sirt
ylizgecinin hemen gerisinde yer alan fakat her zaman belirgin sekilde goriilmeyen,
dere kivrintisindan olusmus zayif bir krista bulunur. Kuyruk yiizgecinin serbest
kenar1, yash bireylere diiz olmakla beraber, genclerde hafif¢e girintili olabilir.
Uzunlugu en fazla 11cm. civarindadir.

Viicut genel rengi sar1 veya gri - kahverengi olup, yan taraflarinda sayilar1 12-




15 arasinda degisen ve transversal olarak uzanan siyah renkli iri benekler vardir.
Dorsal ve Kaudal yiizgecler iizerinde ise enine 2-3 sira halinde seyreden koyu renkli
koyu bantlar goriiliir.

Anadolu'nun 6zellikle Dogu ve Giineydogu boélgelerine 6zgili olan bu tiir,
bilhassa Dicle, Firat, Kura, Aras, Ceyhan ve Asi nehirlerinden bilinmektedir (18).
IIk bulunus yeri : Halep
Yerel ad1 : Copeti balig

Resim 2. Copgii balig1 (Orthrias tigris, Heckel 1843) (16).
Tir : Orthrias tigris (Heckel, 1843)
Diagnostik Ozellikleri :

D :1I-1II; 7-8

A:ll;5

P:1;10-11

V:1;7 (18).
Sistematikteki Yeri :
Alem :Animalia
Alt alem :Metazoa
Sube :Chordata
Alt sube :Gnathostomata
Ust simf :Pisces
Smif : Osteichthyes
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Alt stmf : Actinopterygii

Ust takim : Teleostei

Takim : Cypriniformes

Aile : Balitoridae

Cins : Orthrias( Jordan and Fowler,1903)
Tir : Orthrias tigris (Heckel, 1843) (19).

2.2. Arastirma Orneklerinin Alindig1 Alanin Ozellikleri Ve Cevresinin Jeolojisi

Genellikle Orta Miyosen’de Arabistan plakalar1 ile Avrasya plakasinin
carpismasi, Tiirkiye neotektoniginin baslangici olarak kabul edilmektedir. Kitalarin
carpigmasi ile Anadolu’nun 6zellikle 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
carpmasi sonucunda meydana gelen sikisma ortaminda g¢arpisma volkanitlerin
olustugu belirtilmektedir (20).

Bolgedeki  yilikselmenin  ve  volkanizmanin  etkisiyle Kalkankale
formasyonunun ¢okeldigi gollerin devamli olarak boyutlar1 degismis, bir yerde s6z
konusu gollerin bir kism1 ve/veya tamami kapanarak diger tarafta yeni gol ve goller
olusarak c¢okelme Alt Kuaterner’e kadar devam etmistir. Bu arada Dumanlidag
Piroklastikleri, Taskoprii andezit, dasit riyolitleri ile Melikler bazaltini olusturan
faaliyetler de gerceklesmistir. Bu faaliyetlerin {irlinii olan lav, tiif, aglomeralar
bolgeye yayilmis ve kismen s6z konusu goller de yayilarak Kalkankale formasyonu
ile i¢ ige girik bir durum almiglardir.

Pleistosen’de bolgenin yiikselmesi sonucu Kalkankale formasyonu su
ylizeyine ¢ikmis, bu esnada gelisen akarsularin ¢okelleri Yolboyu formasyonunu
meydana getirmislerdir.

Calisma alaninin topografyasi aginma ile giinlimiiz topografyasina ulagsmis
olup, bu arada faaliyetteki akarsular vadi tabaninda allivyonlar1 biriktirmis ve
yamaglarda erozyon sonucu yama¢ molozu birikintileri olusmustur (20). Calisma

alaninda yer alan ¢okel kayaglardan Ust Miyosen yasl Horasan
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formasyonuna ait birimler genelde yatay veya yataya yakin 5°-10° ile Glineydoguya
egimli olup, orta-kalin tabakalanma sunar.

MTA tarafindan yapilmis bolgesel calismada, bolgede sikisma tektoniginin
etkisiyle, volkanizmanin yaninda ¢ok sayida Kuzeydogu-Giineybati gidisli sag yanal
dogrultu atimh faylarin ve Kuzey-Giiney yonlii acilma catlaklariin olugsmasina
neden oldugu, sag ve sol yanal atimli faylarin birbirlerini dik kestigi belirtilmistir
(20).

O.tigris Ornekleri Kars Cayr (Kars)’'ndan avlanmigtir. Kars Cayr farkli
isimlerle anilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar Sarikamis Cayi, Kekeg
Cayi, Katranli Cay1, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir Golayagi, Karahan Cay1 ve
Tazekent Suyudur.

Uzunlugu 93 kilometre olan Kars Cay1’nin en uzun kolu Sarikamig Cay1'dir.
Soganli Daglarimin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi,
Sarikamis ilgesini gectikten sonra Kars Cay1 adini alir. Kars Cayimin su potansiyeli
acisindan en Onemli kolu Keke¢ Cayidir. Katranli Cayir ve Bayburt Suyu ile
birlestikten sonra Selim Ilgesi Killik diizii mevkiinde Kars ¢ayi’na karisir. Bu
noktadan itibaren dogu yoOniinde akisimi siirdiiren Kars c¢ay1r Kars ilinin i¢inden
gecgerek kuzeyden gelen Susuz Cay1 ve Cildir Golii ayagini da alarak Arpacay Baraji
Goliine dokdiliir (20, 21).

Inceleme materyalimiz olan O.tigris yukarida da degindigimiz gibi Kura-Aras
Havzasi'nda bir tiirdiir. Kura nehri Tiirkiye’den kaynaklanarak, Transkafkasya olarak
adlandirilan Giircistan ve Azerbaycan i¢cinden gecen, yaklasik 1500 km uzunlugunda
bir nehirdir. Hazar denizine dokiilmeden 6nceki 480 km uzunlugundaki kismi deniz
tasitlarimin seyri i¢in uygun bir Ozellik arzeder. Nehrin kaynagi, Tiirkiye nin
kuzeydogusundaki bir dagdan kaynaklanan Kuru Cay1'dir. Kuzeydogu yoniinde akip
Giircistan topraklarina girer ve Gori sehrinin yakinindan gectikten sonra giineydogu
yoniinde akmaya devam eder. Sabirabat’ta, Aras'in baglica kollar1 Kura nehrine
katilir. Kura nehri, Bakii sehrinin giineyinde Hazar Denizine dokiiliir. Aras veya
diger bir deyisle Araks nehri, Asya’nin giineybatisinda Erzurum sehri sinirlari
igerisinden kaynaklanir. Tiirkiye’den kaynaklanan nehir genelde dogu ydniinde

akarak Ermenistan, daha sonra da Azerbaycan topraklarina
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girer ve baslica kollar1 Kura nehrine katilarak Hazar denizine dokiiliir. Aras nehri;

Ermenistan-Tiirkiye,

Ermenistan-Iran ve Azerbaycan-Iran arasindaki sinirin

sekillenmesinde 6nemli rol oynar. Aras nehrine katilan en onemli kollar 914 km

uzunlugundaki Hrazdan ve Qareh nehirleridir (22).

Cizelge 3. Kars Cay1 Su Kalite Degerleri (20, 21).

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/lt) 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-23 0.84 0.16 0.62 1.60
HCO3~ 2.81 3.76 2.85 1.44
Ccr 0.62 0.42 0.42 0.48
SO4-2 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 C2S1 C2S1 C2S1 C2S1
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Harita 1. Kars Cay1 haritas1 (16).
Ardahan ve Kars il smurlar icerisinde kalan Cildir Golii 123 km? alani ile

Dogu Anadolu Boélgesi'nin en biiyiik tatlh su ve en biiyiik ikinci goldiir. Deniz
seviyesinden 1965 m yiiksekte bulunan gdliin en derin noktas1 22 metre ve tektonik
olusumlu bir goldiir. Bircok dere ve pinarlarla beslenmekte olan goliin tek ¢iktisi
kuzey batisinda yer alan Ermenistan sinirinda bulunan Arpagay’in kolu olan Telek
Cayi'dir. En biiyilk olan1 Akgakale harabelerinin yaninda yer alan adadir. Gol
etrafinda cok az bitki Ortiisii gelismistir ancak golii ¢evreleyen otlaklarda yogun
hayvancilik yapilmaktadir.

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

uymayarak kontrolsiiz avlanmalar1 balik stoklarini olumsuz etkilemektedir.
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Resim 3. Cildir Golii'nde kis aylanda sazan avl.

Goliin sadece kuzey batisinda seddeyle ayrilmig bataklik ve sulak g¢ayirlar
bulunur. Genelde g6l g¢evresi mera vasifli olup, sert bdlge iklimi tarima olanak
vermez. DSI tarafindan golii beslemek amaci ile yapilan derivasyon tiinellerinin hem
diger havzalardaki kirlilik yiikiinii gole tasimasi, hem de hayvancilik acisindan ¢ok
onemli ¢ayirlarin kurumasina neden olmasi miimkiindiir. Ayrica insaati heniiz
tamamlanmamig olan Kuzey derivasyonunun Cildir'in ¢ok onemli cayirligi olan
Karagay ovasinin ot verimini ciddi boyutta etkilemesi s6z konusudur.

Go6l ve gevresindeki tarim alanlarinda kullanilan tarimsal kimyasallarin
(6zellikle de yiiksek oranda azot igeren giibrenin) bilingsizce ve yorenin ekolojik ve
iklimsel kosullar1 g6z ardi edilerek kullanilmasinin gol iizerindeki kotii etkileri
belirtilmektedir.

- Kontrolsiiz ve asir1 avlanma
- Erozyon
- Yiiksek besin girdisi Cildir G6lii i¢in tehdit olusturmaktadir.

Golde asirt bir kirlilik gdzlenmemesine ragmen yine de artan bir evsel
kirlilik goze carpmaktadir. Adalardaki insan baskisinin artmasi bu alanlar1 kulugka
icin kullanan tiirleri olumsuz etkilemektedir. Yapimi planlanan otel ise yeniden
gbzden gecirilmelidir. Son yillarda artan turizmle birlikte insan baskist artmis ve

turistik tesisler insa edilmeye baglanmistir.
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Harita 2. Cildir Golii haritas1 (23).
Gol Hakkinda Diger Bilgiler :

Konum Ardahan 1li

Alan (ha) 12.350

Koordinatlar 41003' N ve 430 15'E
Rakim (m) 1962

Maksimum derinlik (m) 22

2.3. Kromozomlar Uzerine Genel Bilgiler
Genetik bilimi 1860’larda Gregor Mendel'in kendi yetistirdigi bezelyeler
lizerinde c¢alismalar ile basladi. Watson ve Crick isimli iki arastiricinin

Deoksiriboniikleik asidin yapisini kesfetmesi insan genom projesinin gegtigimiz
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giinlerde popiiler hale gelmesinden sadece yarim yiizyil once gerceklesti. 1970’lerde
DNA iizerindeki belirli genlerin izole edilebildigi bu genlerin kesilip bigilebildigi ve
yeniden yapilandirildigi genetik miihendisligi uygulamalar1 bagladi. 1980’lere
gelindiginde gen tedavisi glindeme geldi ve giiniimiiziin genom arastirmalari i¢in
daha ileri bir motivasyon olusturdu.

Hiicre ¢ekirdeginde bulunan bilesenlerin tiplerini aciga ¢ikarmak i¢in yapilan
ilk girisimler molekiiler biyolojide devrim yaratmugstir. 1868'de Isvigreli geng
biyokimyaci Freedrich Miescher proteinleri pargalamak i¢in pepsin ile bir hiicreyi
muamele ettifinde cekirdegin kiiciildiigiinii (biiziildligiinii); ama esas itibari ile
bozulmadan kaldigin1 gdsterdi. Miescher peptit parcalanmaya karst koyabilen bu
cekirdek materyalin baska pek c¢ok ajanlarla muamele edildiginde proteinden
tamamen farkli davrandigini ve bir proteinde bulunmasi beklenen karbon, oksijen,
hidrojen ve azotun yam sira fosfor elementini de i¢erdigini gosterdi. Biitiin bunlar
cekirdegin ¢ok fazla miktarda protein ve tanimlanamayan proteinden farkl: bilesikler
icerdigi sonucunu verdi. Miescher'in niiklein diye adlandirdigi proteinden farkli
yapilar o zamandan beri niikleik asitler olarak adlandirilmaktadir. Daha ileri
arastirmalar hiicrelerin ¢esitli tipte niikleik asitler igerdigini ve hatta bazilarinin
sadece cekirdekte sinirli olmadigini gosterdi. Miescher'in ¢alistig1 niikleik asit tipi
DNA (deoksriboniikleik asit) idi. 1914'te Alman kimyaci1 Robert Feulgen niikleini
parlak kirmiziya boyayan bir yontem gelistirdi.

On yil sonra Feulgen kendi teknigini tiim hiicreye uyguladiginda ¢ekirdek
DNA'sinin kromozomlarla siirli oldugunu gordii. Feulgen'in yontemi hala
uygulanmakta ve cesitli tipteki hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA miktarin1 6lgmek
icin kullanilmaktadir. Arastirmacilar belirli bir organizmanin biitlin somatik
hiicrelerinin (gamet olusturan germ hiicrelerinin disindaki hiicreler) -hatta diger
bilesenlerinin miktarinin oldukca farkli oldugu karaciger, bobrek, sinir ve kas gibi
farkli dokulara ait hiicrelerin somatik hiicrelerdekinin sadece yaris1 kadar DNA

icerdigini kesin olarak gostermislerdir (24).
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DNA igerigi = 4n DNA icerigi = 2n

Sekil 1. Hiicre Siklusu.

2.4.Hiicre Siklusu

Genetik kontroliin 6nemli bir dilizeyi, hiicre siklusu sirasindaki iki evre
arasindaki birlesme yerlerinin kontrol noktasi hiicredeki ¢esitli durumlar1 ikaz ederek
bir monitdr gibi gdrev yapabilir. Bu monitdrler kontrol noktasinit gecerek hiicreyi
zarara sokabilecek ve zamanindan 6nce ortaya ¢ikartilan bir aktiviteyi anlayabilir (1).

Mitoz boliinmede amag ana hiicredeki kalitim materyalinin esit sekilde yavru
hiicrelere taksimidir. Bir hiicrelilerdeki amitoz béliinmede, hem ig iplikleri ise
karigmaz hem de kaliim materyali biiyiik bir olasilikla esit olmayan sekillerde
yavrulara verilir. Dinlenme sirasinda, kromozomlar boyanmaz, DNA miktar1 2n’dir
(G, evresi). Daha sonra DNA kendini esler, DNA miktar1 4n’dir. ince kromatit
iplikleri seklinde boyanirlar (S evresi). Ugiincii evre koyu boyanan kromozomlara
sahip, 4n’li (G, evresi)’dir. Son evresi ise mitoz boliinmenin gerceklestigi ve
kromozom sayisinin 2n’e indigi (M evresi)’dir (26). Hiicredeki tiim yapilarin
ikileserek, daha sonra iki yavru hiicreye verilmesini saglayan bu dongiiye ‘’Hiicre

Siklusu’’(=Hiicre Dongiisii) denir. Bir hiicre dongiisiinde biiylime ve boliinme diye
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birbirini izleyen iki evre vardir.

Bitki ve hayvanlarda hiicre dongiisiiniin tamamlanmasi yaklasik 20 saat kadar
siirer. Bu slirenin yaklagik bir saati mitoz boliinmeye ayrilmistir. Geri kalan siire
interfazdaki biliylime icin kullanilir. En uygun beslenme ve sicaklik kosullarinda
dahi, herhangi bir hiicre ¢esidinin boliinme siiresi sabittir. Uygun olmayan kosullarda
bu siire uzayabilir. Fakat hem hiicrenin optimumdan daha hizli biiyiimesini hem de
optimumdan daha hizli dongiistinii saglamak olanaksizdir (25).

Hazirhik Evresi

Kromozomlarin, eslerini interfazda meydana getirdigi 1950’11 yillarda
gbzlenmisti.

G, evresi: Tipik hiicre dongiisiinde bu evre yaklasik 8 saat kadar siirer.
Bununla beraber zaman olarak en degisken devre bu evredir. Ozellikle hiicre
dongiisii uzun olan hiicrelerde zamanin uzamasina bu evrenin uzun olmasi neden
olur. Buna karsin yumurta hiicresi gibi hiicre dongiisii cok kisa olanlarda, 6l¢iilebilir
bir Gj, yani dinlenme evresi yoktur. Bu evrenin uzunlugu hiicre ¢esitlerine gore,
birkag dakika, birka¢ saat, birkag¢ giin ya da birka¢ hafta olabilir. G, evresi siiresince
meydana gelen bazi1 vazgecilmez olaylar, hiicrenin hazirlik evresi dedigimiz evreye
ve daha sonra boliinmeye ge¢cmesini saglar. Ribozomlar ve diger organeller
cogaltilir.

G, evresinin sonlarina dogru hiicrelerin kenarlar incelir, kiris kirig olur ve
aktiflesir.

Bu evrede hiicre boliinmesi i¢in gerekli proteinler, diger maddeler ve ATP
sentezlenir. Ciinkii hiicre boliinmeye gectikten sonra metabolik islevlerinin ¢ogunu
durdurur. Ozellikle ig iplikleri icin gerekli proteinler bu evrede hazirlanmis olur.

S evresi: G| evresinin bitisini izler. Normal hiicrelerde yaklasik 6 saat kadar
siirer. Memeli hiicrelerinde bu siire 6-8 saat kadardir. Bu evrede ¢ekirdekteki DNA
miktar1 sadece iki katina ¢ikmaz, ayn1 zamanda her kromozomun eksiksiz bir esinin
yapilmasi saglanir. G, evresinde baslayan yassilasma daha da ilerler. Hiicre yiizeyi
diizgiinlesir.

Tiim kromozomlarin replikasyonu hemen hemen ayni zamanda sonlanir. Son

segmentin sentezlenmesi tamamlandigi zaman DNA replikasyonu gelecek hiicre
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dongiisiine kadar durdurulur. S- evresi gegirmeyen hiicre boliinmemez. S —evresi
geciren hiicre eninde sonunda bdliiniir. Insan kalp kasi hiicreleri G, evresinde
kalmaktadir. S- evresi gecirilmesine kargin boliinmezler.

Gy evresi: S cvresini izler. Yaklasik 4-4,5 saat kadar siirer. Memeli
hiicrelerinde bu siire 3-5 saat kadardir. S- evresindeki replikasyonlarla normal
sayinin iki katina ¢ikmig DNA iplik¢ikleri, mitozdaki taksimin dogru yiiriitiilmesi
icin, tiire 6zgii bir sekilde kisalarak, boyanabilir ve iyi goriiniir kromozomlar1 yapar.
Keza bu evrede hiicre bdliinmesine hazirlik olmasi i¢in protein sentezi artar. Hiicre
yluzeyi G; evresindekinden daha seyrek olmak iizere yine kabarciklar ve
mikrovilluslarla donatilir; keza hiicrede kalinlasma ve bir araya toplanma baslar.

Oziinde hiicre dongiisiinde iki onemli gecis vardir. Bunlardan biri
kromozomlarin sentezlenmeye baslandigi G, evresi ile S evresi arasinda, ikincisi ise
kromozomlarin yogunlastig1 ve mitoza basladigi G, evresi ile M evresi arasindadir.

M evresi : Mitoz boliinmenin baslangicini saptamak olanaksizdir. Fakat
hiicrede bazi degisiklikler olur; hiicre igerigi jel haline gecer, metabolizma durur,
¢ekirdegin hacmi hizla biiyiir. Kromatit iplikleri belirginlesir ve boyanmaya baslar.
G; evresinin tamamlanmasi, kromozomlarin tiirlere 06zgl sekil ve sayiyi
kazanmasiyla mitoz boliinmeye gegcilir. Isik mikroskobunda kromozomlar artik
rahatlikla goriilebilir. Bu siire yaklasik bir saat siirer. Bu evredeki hiicreler kiire
seklindedir ve etrafindaki cisimlere kuvvetlice baglanmamustir (25).

2.5. Mitoz Boliinme

Hiicre, biiyiikliik bakimindan belirli bir limite ulasti§i zaman, kuramsal olarak
ikiye boliinmesi gereklidir. Ciinkii hiicre genel olarak bir kiire seklinde diisiiniiliirse,
bitytimede hacim/yiizey orantis1 r° / r*dir. Yani hacim yarigapin kiipiiyle biiyiirken,
ylizeydeki biiylime yarigapin karesine bagimli kalir ve bir zaman sonra hiicrenin
ylzeyi gerek besin aligverisini gerek artik maddelerin atilimin1 ve gerekse gaz
aligverisini biitlin hiicreye saglayamayacak duruma gelir ve hiicre ylizeyini
biiyiitebilmek amaciyla boliinmeye baglar. Ayrica biiyliyen hiicrede sitoplazma
¢ekirdek orani biiyiidiigiinden ve ¢ekirdek etki alani siirli oldugundan bu durum
Oliime stiriikleyebilir, dolayisiyla hiicreyi boliinmeye zorlar. Bu boliinme, biiylimeyi,
rejenerasyonu ve dokularin yenilenmesini saglar. Hatta bdliinecek
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bliyiikliige ulasan Amip’in protoplazmasindan bir miktar kesersek boliinme durur ve
hayvan tekrar biiylimeye baslar. Bu ¢alisma sonsuz olarak devam ederse, hayvan
boliinmeden hayatta kalabilir. Bir hiicreli canlilarda mitoz ayn1 zamanda tliremeyi
saglamaktadir. Canlidan canliya ve ayni bireyde dokular arasindaki hiicrelerin
mitozla béliinme hizi tamamen farklidir. Ornegin bagirsak mukozasi, epidermis, kan
hiicreleri stirekli degismesine karsilik diger dokular belirli zamanlarda, sinir ve retine
hiicreleri ise dogumdan sonra hi¢ boliinmez (26).

Okaryot hiicrelerde birbirinden oldukca farkli olan, sik¢a birlikte meydana
gelen, fakat her zaman olmayan, iki boliinme islemi vardir: ¢ekirdegin boliinmesi ve
sitoplazmanin boliinmesi. Her biri tiiredigi ¢ekirdek ile ayn1 sayida kromozom igeren
iki yeni c¢ekirdek, mitoz(Yunanca mitos “’iplik’’ten tiiretilmistir) denen islemle
meydana getirilir. Sitoplazmanin bdliinmesi sitokinez olarak adlandirilir (28).

Haploid ve diploid hiicrelerde DNA ve kromozom duplikasyonundan sonra mitoz
meydana gelir (1).

Mitoz boliinme tek hiicrelilerde ¢ogalmay1 ¢ok hiicreli canlilarda biiyiimeyi

ve yipranan kisimlarin onarilmasini saglar. Zigottan embriyonun olusmasi sirasinda

mitoz boliinmeler hizlidir (29).
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INTERFAZ PROFAZ
(BASLAMNGICT)

Sekil 2.Mitoz Béliinmenin Interfaz ve Profaz baslangig evreleri (27).

Profaz : Hiicre, profaz sirasinda , ¢ekirdegini, iki kromozom takiminin kritik
Oonemi olan iki kardes hiicreye ayrilmasi isi i¢in hazirlar. Bir hayvan hiicresindeki iki
sentriyol, ¢ekirdekten =zit yoOnlerde uzaklastikca, baslangigta belirsiz olan
kromozomlar goriilebilen iplikcikler olarak yogunlagsmaya baslarlar. Giderek kisalip
kalinlasirlar ve daha kolay boyanirlar. Kromozomlar profaz baslarinda, ilk defa
goziiktiiklerinde, uzun ve ince birbirlerine girmis filamentler bi¢cimindedir; fakat evre
ilerledik¢e 1iyice kisalmis c¢ubuk benzeri yapilar olarak ayirt edilebilirler.
Kromozomlar belirginlestikce cekirdekcik belirsizlesir ve sik¢a, profazin sona
ermesiyle tamamen gozden kaybolur (28).

Oldukga yiiksek biiyiiltme ile bakildiginda, bir geg-profaz kromozomunun
birbirinin aym iki kromatitten olustugu acikca goriilebilir. Interfaz sirasinda
gergeklesen replikasyon sonucunda orijinal kromozomdaki DNA’dan birbirinin ayni
iki kopya olustugu icin, bir profaz kromozomunun kromatitleri genetik agidan
birbirinin aynisidir.

Kromozomlar: hiicre boliinmesi sirasinda birbirinden ayiran baglica yapi,
mitoz igi ileri profazda goriiniir hale gecer. Bir hayvan hiicresindeki sentriyoller,
birbirinden, ayrilmaya baglarken, her sentriyol ¢ifti yakininda bir mikrotiibiil sistemi
ortaya cikar ve tiim yonlere yayilir. Bu tiir uglu mikrotiibiil dizilerine aster denir. Bir
sentriyol cifti bir kutuba yaklasirken bazi mikrotiibiiller aksi yondeki sentriyol
ciftinden uzanan mikrotiibiillere tutunur ve bdylece, polar mikrotiibiiller olusturulur;
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asterler polar mikrotiibiiller ile birlikte sepet- benzeri igler meydana getirirler. Ileri
profazda, ¢ekirdek zar1 giderek kaybolur ve bazi aster mikrotiibiilleri her kromatidin
sentromeri iizerinde olusan ve kinetokorlar denen protein plaklarina baglanir.

Boylece kinetor mikrotiibiilleri sentromer ile kutuplar arasinda baglanti saglar.

iy iplilcilleri

PROFAZ PROMETAFAZ

Sekil 3. Mitoz Boliinmenin Profaz ve Prometafaz evreleri (27).

Metafaz : Metafaz evresinden Once, prometafaz olarak bilinen kisa bir donem
vardir. Baslangicta c¢ekirdekte tamamen rastgele bicimde daginik halde olan
kromozomlar ig ekvatoruna (ortasina) dogru hareket etmeye baslar. Bu hareket;
tubulin alt birimlerinin birbirine eklenmesiyle kinetokor mikrotiibiillerinin kendi
aster kutuplarindan itibaren biiyiiyebilme ve tubulin alt birimlerinin sindirildigi
kinetokor baglantilarinda biiziisebilmelerinden kaynaklanir.

Prometafazin sonuna gelindiginde, her kromozom esit bir bicimde her kutup
tarafindan ¢ekilmis durumdadir ve bdylece tam ortada konuslanmustir.

Kisa siiren metafaz sirasinda kromozomlar igin ekvator diizleminde siralanir
ve yandan bakildiginda ig ortasi boyunca bir hat olusturduklar1 goriiliir. Her ikiz
kromatit c¢iftinin sentromerleri birbirinden ayrildigi zaman metafaz sona erer. Artik
kromatit kendi sentromerine sahip bagimsiz bir kromozom haline gelmistir. Metafaz
sona erdiginde cekirdekteki bagimsiz kromozomlarin sayisi 2 katina ¢iktigi halde

genetik maddenin toplam miktar1 degismeden kalir (28).
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METAFAZ ANAFAZ

Sekil 4.Mitoz Boliinmenin Metafaz ve Anafaz evreleri (27).

Anafaz : Mitozun Onceki asamalar1 ¢ekirdegi anafaz sirasinda gerceklesen
onemli bir olaya hazirlar; iki tam kromozom setinin birbirinden ayrilmasi anafaz
basladiginda; bu ana kadar ikiz kromatitleri bir arada tutan sentromerler ayrilmistir.
Tek kromatit kromozomlari igeren bu iki yeni set simdi birbirinden ayrilmaya baslar
ve setlerden biri boylece, ig iplikciklerinin bulundugu bir kutuba giderken &teki
set(28) tam zit yondeki kutuba gider. Zit kutuplara dogru olan bu hareket iki bigimde
gergeklestirilir. Kromozomlar1 sanki karsilikli ¢ekilen bir iple siraya diziyormus gibi
yapan ayni islem ile bu kez tutunduklari kromozomla birlikte sentromerler kutuplara
dogru cekilebilmektedir.Bu sirada , boliinmekte olan hiicrenin zit uglarindan itibaren
uzanan polar mikrotubuller kendi aralarinda ¢apraz kopriiler meydana getirirler ve
kutuplar1 iterek birbirinden ayirirlar.Mikrotubuller bunu yaptiklar1 sirada boylari
uzar.Anafazin sonlarinda hiicre birbirinden iyice uzaklagsmis iki kromozom grubu
igerir ve bu iki grup kendi zit kutuplarndaki ig iplik¢igi kiimesine hemen hemen

ulagsmis durumdadir.
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TELOFAZ

Sekil 5. Mitoz Boliinmenin Telofaz evresi (27).

Telofaz : Telofaz tam olarak, profazin tersidir.Kutuplarina ulasmis olan iki
kromozom seti yeni cekirdek zarlari ile ¢evrilirig iplikgikleri kaybolurken
kromozomlar ¢oziilmeye baglar ve tekrar interfaz evresindeki bigimlerine
donerler.Cekirdekgikler giderek gozden yiterler.Sitokinez siklikla telofaz sirasinda
tamamlanir.Yeni ¢ekirdeklerin tamamen interfaz haline gegmesiyle telofaz sona erer
ve bdylece mitoz boliinme tamamlanir.Profazda ikiz kromatit kromozomlarin tek bir
setini iceren ¢ekirdek artik iki ¢ekirdek haline gelmistir ve bunlarin her biri sadece
bir tane tekli kromatit kromozomlar1 igermektedir.

Sitokinez: Bazi alglerde ve mantarlarda mitoz gegirildikten sonra sitokinez
olmaz ve sonositik bitki cisimcikleri olustururlar. Tohumlu bitkilerde ve belirli bazi
vaskiiler bitkilerde tiremenin belirli donemlerinde bu durum diizenli olarak ortaya
cikar. Sonositik cisimcik igeren birka¢ asagi omurgasiz hayvanda da yaygindir.
Bocek yumurtalarinin gelismelerinin  baslarinda, sitokinez olmadan gerceklesen
mitozla, sinirli miktardaki sitoplazmada yiizlerce ¢ekirdek meydana getirilir; daha
sonra bu sitoplazmanin sitokinezi ile kisa siirede pek ¢ok yeni hiicre olusturulur.

Hayvan Hiicrelerindeki Sitokinez

Bir hayvan hiicresinin bdliinmesi normal olarak, hiicreyi saran bir boliinme
yari@1 olusumu ile baglar. Sitokinez mitoz sirasinda meydana gediginde, yarigin
pozisyonunu genellikle, ekvator bolgesinde yarigin olustugu ig iplikgikleri belirler.
Bu yarik hiicreyi ve ig iplik¢igini bir ugtan obiiriine tamamen bolene dek
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derinlesmeye devam eder ve iki yeni hiicre meydana getirir. Boliinme bolgesindeki
aktin ve miyozin filamentleri kusaginin varligt mikrofilament aktivitesini
etkisizlestiren sitokalazin gibi ilaclarin sitokinezi durdurmasi bulgusu bu goriisi
desteklemektedir.

2.6. Kromozom Preparasyonunun Temel Prensipleri

Balik kromozomlar1 mitoz bdliinmenin fazla oldugu ve metafaz safthasinda bir
151k mikroskobu yardimiyla ¢ok kolay goriilebilir ve ¢ok iyi tanimlanabilir.

1-Mitotik Bir Engelleyici Ile On Muamele: Kolsisin, biitin mitoz
engelleyiciler arasinda en ¢ok kullamlamdir. ilk defa 1883°de Colchicum autumnale
bitkisinin koklerinden izole edilmis. Bir hiicredeki ig olusum mekanizmasini ortadan
kaldirir ve kromozomlar1 daha iyi inceleyebilme imkan1 olusur.

Diger mitoz engelleyiciler, kolsemid ve velban’dir. Kolsemid , kolsisinden
daha az toksik olup in vitro caligmalarda kolsisinden daha fazla miktarlarda
kullanilir. Velban ise diger ikisinden daha giigliidiir. Ayn1 zaman periyodu igin,
kolsemid ve velban’in her ikisi de kolsisinden biraz daha diisiik konsantrasyonlarda
tatbik edilirler.

Bu ii¢ mitoz engelleyici, ti¢ yolla baliklara tatbik edilebilir;

1-Biiytik tiirler i¢in, viicut agirhiginin her 10 graminda %0,01-0,1 ‘lik mitoz
engelleyicinin 0,1 ml’si kas dokusuna yavasca enjekte edilir.

2-Ayni1 konsantrasyon karin bosluguna i¢ organlara zarar vermeyecek sekilde enjekte
edilir.

3-Enjekte i¢in ¢ok kiiciik olan baliklar i¢inde mitotik engelleyici bulunan saf suda
birkag saat (3-8) saat yiizmeye birakilirlar.

2-Hipotonik Muamele: Doku baliktan alindiktan sonra yapilan bu islem;
hiicreleri sisirir ve kromozomlar1 dagitir. Muamele stiresi 7 dakika - 1 saat arasidir.
Bu siire sicaklik ve kullanilan dokunun yogunluguna bagli olarak degisir. Yiiksek
sicakliklarda islemin hiz1 artar ve hipotonik muamele siiresi azalir.

3-Fikzasyon (Tespit Etme):Fikzasyonun amaci; hiicre i¢i unsurlarin tahrif
edilmeden hiicreyi 6ldiirmektir. En ¢ok kullanilan1 3 metanol :1 glasiyal asetik asit
soliisyonudur. Kullanmadan 6nce taze hazirlanmalidir.

4-Lam Uzerinde Kromozomlarin Yayilmasi:
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-Havada kurutulmus ve ateste kurutulmus preparasyonlar
Hava-kurutma fikzatif ile muamele edilmis hiicrelerin lam iizerine damlatilip hava ile
kurutularak kromozomlarin yayilmasidir.
Thorgaard (1990)’da, sicak bir lamba altinda 90° lik bir agiyla lam iizerine
damlatmak suretiyle 1yi sonuglar elde etmistir.
Hiicreler lam iizerine damlatildiktan hemen sonra lam iizerine iiflemek suretiyle veya
bir tifleyici (kompresor)’den sicak hava uygulamak suretiyle kolayca yayilabilir.
Stispansiyon lam tizerine damlatilir, bunsen alevinden gegirilerek kurutulur.
-Kat1 Doku Preparasyonlari

5-Boyama :Aseto-orsein boyasi, genellikle %45°lik asetik asit i¢inde %l
veya 2’lik bir soliisyondur. Bir lamel altinda boyama siiresi yaklasik 10 dakika, bir
boyama kabinda 20 dakikadir. %4’liik bir Giemsa stok soliisyonu, pH’s1 6,4 olan
fosfat tamponunda hazirlanir. Feulgen, DNA’ya 6zgiidiir. Kromozomlar dnce Schift
belirteci ile muamele edilir. Preparasyon asetik asit i¢ine konulduktan sonra parlak
koyu kirmizi renk goézlenir. Zaman harcar ve bilesik niikleik asitlerin tayin
edilmesinde kullanilir.
in vivo Yontemler

1-Pul ve Yiizgec¢ Epiteli : Denton ve Howell(1969) tarafindan 6nerilen bu
yontemde balik 6ldiiriilmez.2-3gilin Once, rejenerasyon meydana gelmesi amaciyla
biitiin ylizgeclerin kenarlar1 kesilir. Yeni biiylime renk olarak daha agiktir ve ¢iplak
gozle kolaylikla fark edilirler (4).

2-Bobrek, Dalak, Solunga¢ Epiteli, Gonad (Ovaryum veya Testis),
Karaciger vd. : McPhail ve Jones (1966) tarafindan kemikli baliklarin

solungaglarindan kromozom elde etme tekniginde; balik 6ldiiriiliir.
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Resim 4. 2n=50 kromozomlu Cyprinion macrostomus’un bobrek dokusundan elde

edilmis metafaz kromozomlari (30).

Resim 5. 2n=48 kromozomlu Tinca tinca (L., 1758)'nin solungag¢ ve bdbrek
dokusunda calisilarak elde edilmis metafaz kromozomlar1 (31).
3-Yumurta (Embriyo) ve Larva : Roes (1967) ve Simon (1963 ve 1964)’de
28



farkli sekillerde kromozom gozlemlemislerdir.
in vitro Yéntemler
1-Besiyeri (Kiiltiir Ortami)

-Besinsel Faktorler

-Serum Ilaveleri

-Antibiyotikler

-Diger ilaveler

-pH
2-Stoklama ve Muhafaza

-Dondurma

-Diistik sicaklikta inkiibasyon
3-Doku elde etmek amaciyla baliklarin hazirlanmasi

-D1s Dokular

-Embriyolar

-I¢ Dokular
4-Primer veya Taze Monolayer Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

-Kemikli Tatli-su Baliklari

-Kemikli Deniz Baliklar1

-Keski Solungag¢li Deniz Baliklar1

-Cyclostomata
5-Primer Monolayer Kiiltiirle icin Tohum Yogunlugu
6-Monolayer Hiicre Kiiltiirlerinin Yayilmasi

-Mekanik Yayma

-Kimyasal Yayma

2.7. Baliklarda Kromozom Kaynaklar

Kromozom preparasyonlarinda aktif olarak béliinen dokular kullanilir. Bu
amagla baliklarda genellikle embriyonik dokular, solungaclar, 6n bdbrekler,
bagirsaklar ve pul epiteli gibi dokular boéliinen hiicrelerin - miikemmel
kaynaklaridirlar.

Ergin baliklardan saglanan hiicre ve dokular, ergin memelilerinkine gore daha
iyi kiiltiir edilebilir. Clinkii, genellikle baliklarin biyolojisi geregi, biiyiime hayat
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boyu devam eder ve kendini yenileme 6zelligine sahiptir.

Kiiltiirti daha kolay ve iyi olan ikinci doku tipi ise tercihen geng baliklardan
alinan ve olgunlagmamig gonadlardir.

Kiiltlirti yapilabilecek diger dokular ise; yiizme kesesi, ylizgeg, bagirsak,
kornea, solungag ve deridir.

1-Yiizge¢ ve Pul :Yiizge¢c ve pul epiteli gibi dokular, hayvan feda
edilmeksizin kromozom ¢alismasi yapmak amaciyla olduk¢a uygundur.

Bu dokulardan yapilacak preparasyonlar, genellikle miitkemmel sayilabilecek
metafaz yayimlar1 saglar. Bu dokularin seg¢ilmesiyle, ayrica kolsisin gibi ig ket
vurucusu ile muameleye tabi tutulmaksizin kromozom ¢alismasi yapabilme avantaji
da saglanmis olur. Kromozomlarin fazla kasilmasi veya kromatitlerin muhtemel
kirilma tehlikesi yoktur. Yiizge¢ ve pullarin kullanilmasinin dezavantaji ise, bu
dokulardaki boliinen hiicrelerin genellikle az sayida olmasi (4).

2-Solunga¢ : Bu dokudan, kolsisin 6n muamelesi uygulanarak veya
uygulanmaksizin da metafaz sekilleri elde edilebilir.

En iyi yayilimlar temiz sularda yasayan gen¢ baliklardan elde edilir. Sayet
irmaklar, kirli veya durgun iseler, deri ve solungaglar mukus veya yikintilar ile
kaplanmis olur. Lamlarin hazirlanmasinda, hiicrelerin zarar gérmemesi amaciyla, bu
durum fazladan bir islem olarak solungaglarin temizlenmesini gerektirir. Ayrica

solungaglar, kromozom g¢alismalari i¢in bolca doku 6rnegi alinabilen organlardir.
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Resim 6. Alburnus heckeli'nin solungag epitelinden elde edilen metafaz evresindeki
kromozomlar (32).

3-Dalak, Bobrek, Karaciger ve Bagirsak: Bu dokularin kullaniminda
kolsisin muamelesi zorunludur. Bu muamele, genellikle dokular islem gérmeden
birkag saat dnce sirt kasi veya viicut bosluguna az bir miktar kolgisin enjekte etmek
suretiyle uygulanir.

4-Kornea : Bazi aragtirmacilar tarafindan kromozom ¢alismalarinda kornea
ve conjunctial epitelyum doku kullanilmistir. Bu dokular, gen¢ baliklarda ¢ok hizli
boliiniirler ve boliinme orani, gozli hasara ugratmak veya kolsisin 6n muamelesi
suretiyle daha da arttirilabilir.

5-Embriyo : Bu hiicrelerden elde edilen kromozomlarin karyotipinin
yapilmasi 6nemli bir meseledir.

Roberts (1968) birka¢ dezavantaji su sekilde agiklamistir;
1-Embriyolar1 elde etmek ve tiir ve cinsiyet tayini yapmak zordur.
2-Embriyonun biiyiikligiidiir.

Kolsisin, metafaz sekillerinin sayisini arttiracaktir fakat kromozomlar analiz
icin uygun olmayan piknotik yiginlar olustururlar.Bu yiizden, balik embriyolarindaki
kromozom ¢alismalarinda islemlerin kusursuzca ve islem mahareti kazanmis kisiler
tarafindan yapilmasi gerekmektedir.
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6-Balik¢ilik (Fry) : Kligerman ve Bloom (1976) ve Gold (1974), frylerden
iyl kromozom preparasyonlar1 yapilabildigini kaydetmisler ve ¢esitli preparasyon
metotlar1 tavsiye etmislerdir.

7-Gonad (Ovaryum ve testis) : Testislerden yapilan preparasyonlar
kromozom sayilarin1 belirlemede ayr1 bir avantaj saglar, zira diploid ve haploid
sayilarin her ikisi de elde edilebilmektedir. Mayoz aktivitesi yumurtlama sezonundan
kisa bir siire 6nce erkekte en yliksektir ve testis sperm ile dolu iken azalmaya baslar.

8-Doku Kiiltiirii : Doku kiiltiirii icin genellikle embriyo, yiizgeg, testis,
ovaryum, bobrek, dalak, karaciger ve yiizme keselerinden elde edilen dokular
kullanilir. Doku kiiltiiriinde gerekli olan “’digestion’’ ve santrifiij islemlerinden sonra
ekim igin yeterli sayida hiicre elde etmek i¢in fazla miktarda dokuya ihtiya¢ duyulur.
Kiiltiir sonuglar1 organizmanin biiytikliigiine ve yasina baghdir. Kiiltiir hiicrelerindeki
kromozomlar en iyi kalitede ve fazladir. Balik hiicre ve dokularindan en iyi kiiltiir
yontemlerinden biri Wolf ve Quimby (1969) tarafindan sunulmustur (4).

9) Lokosit Kiiltiirii: Kromozom elde etmek i¢in en mitkemmel teknik olarak,
kan lokositlerinin kiiltiir edilmesi gosterilebilir. Bu teknik ilk kez 1960’da insan
kanim1 kiiltiir etmek i¢in kullanilmistir. Daha sonra kuglar, siirlingenler ve
kurbagagiller gibi diger organizmalardan elde edilen kanlar da basarili bir sekilde
kiiltiir edilmistir.

Lokositler, normal olarak hemopoietik dokuda iiretilirler ve kanin viicutta
dolagimi i¢inde degisime ugramazlar. Mitojen olarak adlandirilan bazi kimyasallarin
bulundugu durumlarda kirmizi kan hiicreleri aglutine olabilirlerken (yapisabilirken),
16kositler tek bir boliinme gecirmeye tesvik edilirler. Bu islemler rutin olarak in vitro
olarak gerceklestirilebilirler. 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), 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 ¢ok saflastirilmis olup PHA (P)’nin hemaglutine islemi ve
mitoz uyarma kapasitesi bakimindan yaklasik 5 kat daha tesirlidir.
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En yeni mitojen, Pokeweeed Mitojeni (PWM)’dir. PWM, sekerci boyasi
(Phytolacca americana)’dan elde edilen bir ekstraktir. Bu mitojen, blastojenik ve
mitojeniklik acidan memeli 16kosit sistemindeki PHA’dan daha uygundur. Leuk-
aglutinasyon bakimindan ise, PHA’dan daha azdir. PWM’nin balik kan kiiltiiri ile
iliskisi kaydedilmemistir. Her iki bitkiden elde edilen ekstrakt, dogada mukoprotein
olarak bulunurlar. Hiicredeki faaliyet tarzlar1 da heniiz bilinmemektedir. Bir¢ok
aragtirmaci, muhtemelen monositlerin ve lenfositlerin yiizeyleriyle her hangi bir
sekilde bir antijen-anti body tarzinda tepki gosterdigi fikrine sahiptir.

Yine bir¢ok arastirmaci, balik kan kiiltiirlinde basarili olmustur. Labat vd
(1967) (33) ilk olarak Doga sazanindan (Cyprinus carpio) alinarak kiiltiir edilmis
l6kositlerden kromozom elde etmislerdir. Heckman ve Brubaker (1970) (34),
Carassius auratus’un l6kositlerinden kromozom preparasyonlar1 yapmiglardir. Daha
sonra, Heckman vd. (1971) (35), bu teknigin kullaniminda tiir se¢iminin basarili
yapilmasi gerektigini belirtmislerdir. Ciinkli, Heckman ve Brubaker (1970) (34),
tarafindan daha 6nce onerilen teknigi kullanarak, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) ile bagarili olamamislar, daha sonra oksijen tansiyonunu arttirmak suretiyle
uygun sayida yayilimlar elde edebilmislerdir. Biitiin bu ii¢ durumda da ortak payda,
PHA (M)’ nin tetraploid bir organizma ile kullanilmasidir.

Baker (1972) (36), deniz baligi olan Pleuronectes platessa’nin kan
dolagimindaki olgunlagmamis 16kositlerinden kromozomlar elde etmek i¢in yeni bir
metod gelistirerek, bu teknigin diger deniz formlariyla da Dbasariyla
kullanilabilecegini belirtmistir. Bu metotta mitojen kullanilmamis ve kromozomlar
li¢ saat i¢cinde hasat edilmislerdir.

Lokosit kiiltiirii yardimiyla rutin olarak yiiksek kalitede ve ¢cok sayida metafaz
sekilleri elde edilebilmesinden dolayi, baliklarin somatik hiicrelerinden kromozom
caligmalar1 yapmak amaciyla digerlerinde daha uygun sayilabilir.

2.8. Karyotip Calismalar1 Uzerine Genel Bilgiler

Karyotipler, iyi yayillma gosteren metafaz kromozomlarindan hazirlanir.
Ancak, aymi c¢ekirdekteki benzer kromozomlar arasinda boyca esitlik varsa, bu
takdirde zorlukla karsilasilir. Bazen, bazi kromozomlar digerlerinden daha c¢ok
kisalmis olabilir. Boylece 6zellikle insan ve diger memelilerin kromozomlariyla
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karsilastirildiginda zaten ¢ok kiigiik olan balik kromozom 6l¢iimleri daha da zorlagir.
Diger bir problem, balik karyotiplerinin insanda veya diger hayvan tiirlerindeki gibi
0zdes olmamalaridir. Bu nedenle, baliklardaki farkliliklar (polimorfizm) sadece
tirler arasinda degil, bir balik tiirii i¢in de gdzlemlenir. Dolayisiyla standart bir
karyotipe sahip degillerdir. Fakat, genel olarak karyotip prosediirii 2 yolla olur.

1. Goz Karyotipi (Serbest el Cizimi): Gz karyotipi genellikle 6nemsenmez ve
nadiren kullanilir. Bu yontem, kromozomlarin direkt olarak goriiniislerinin
serbest el ile cizimidir. Cizimi takiben c¢esitli kromozom tipleri kagit {izerine
centik isareti konularak hesaplanir ve gruplandirilir. Boylece arastirmaci iyi
yayillmayan kromozomlar1 daha iyi teshis etme imk&nina sahip olur. Goz
karyotipleri, foto karyotip ile baglantili kullanildig1 zaman daha iyi neticeler
elde edilebilir. GOz karyotipi ayrica, her metafaz yaymmimi sik sik

fotograflamaya gitmeksizin kromozom sayimlarinin yapilmasini saglar.
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Resim 7. 2n=61 kromozomlu gokkusagi alabaligina ait metafaz yayilimi ve goz
karyotipi (37).

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 ¢cekimi yapilir. Karyotip analizlerini ve kromozom 6l¢timlerini yapmak
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icin devamli veya yeni yapilmis devamli olmayan preparatlardan
faydalanilabilir. Bu amagla, iyi yayilma gosteren, fazla biiziilmemis, kromozom
morfolojileri iyi goriilebilen, kromozomlari bir diizlem iizerinde bulunan en iyi
somatik hiicreler segilir. Daha Once 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  {izerine  fotograflar1  ¢ekilir.
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Resim 8. 2n=50 kromozomlu O.angorae’nin foto-karyotipi (38).

Bir balik karyotipi hazirlamak amaciyla Denton (1973) su metodu tavsiye
etmektedir (39).

1. lyi secilebilirlikli (kontrastli) bir fotograf kagidindan kromozomlar tek tek
kesilir. Resim, miimkiin oldugu kadar netlik kaybi olmaksizin biiyiikk olmalidir.
Ayrica, kol 6l¢iimlerini belirlemek i¢in, karyotip yapmak amaciyla kromozom kesimi
ve kontrol i¢in tiger adet resim bastirilmalidir. Makas kullanilmasiyla birlikte sert bir
karton parcaya resmi sabitlestirmek ve keskin bir sivri bistiiri ile kromozomlari
kesmek daha hizli ve kolaydir.

2. Kromozom kesimleri yapilir yapilmaz kayiplari1 Onlemek igin bir
tastyiciya ( petri kutusu gibi) konulur.

35



3. Uygun biyiikliikte beyaz poster levha parcasi iizerine kromozomlar
homolog ciftler halinde diizenlenir. Kromozomlar, boy sirasina ve birbirine
benzerliklerine (homolog olma durumlarina) gore gruplandirilirlar (Srnegin;
metasentriklerin hepsi eslendirilir ve en biiyiikten en kiigiige 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 dl¢iilmeli ve degerler her bir kesimin arkasinda kaydedilir. Olgiimler; tam
uzunluk, her bir kolun uzunlugu ve uzun kolun kisa kola béliinmesiyle elde edilen
kol oranmin1 (L/S) igerir. Akrosentrik kromozomlar icin bu son deger sonsuz olarak
degerlendirilecektir. Kromozomlarin eslestirilme islemi ¢iplak gozle yapildigi esnada
Olclimlerde yapilmali ve tarafsiz davranilmalidir.

5. Daha 6nce son sekli verilerek gruplandirilmis kromozomlar, Iskogya isareti
gibi daha 1iyi diizenlenmis siralar haline getirilir. Kromozomlarin yerlerinin
degismemesi icin serit su ile hafifce islatilir. Biitiin kenarlar kapanir ve bag parmak
ile bastirilarak hava kabarciklar1 giderilir.

6. Her bir kromozomun goreceli uzunluklarin1 p olarak gosterecek sekilde
kromozomlarin olusturdugu seritlere paralel olarak bir skala yerlestirilir. Bu skala,
mikroskoptaki en uzun kromozom O&lgiildiikten sonra fotograftaki ayni kromozom
oOl¢iiltip iki 6l¢limii ayarlayan kromozomlar arasinda bir hat yerlestirilerek yapilir.

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

2.9. Idiogram

T.H.Morgan ve &grencilerinin erken donemdeki arastirmalarindan, genetik
alanindaki genetik harita gibi en 6nemli kavramlar ortaya ¢ikmistir. Genetik harita,
kromozomlardaki genler arasinda bulunan yerel iligkileri tanimlar.

Genetik haritalama genetik analiz i¢in bircok bakimdan yararli olan bilgileri
saglar. Haritalama ile, bir fenotipi olusturmak i¢in birlikte isleyen genlerin aym
kromozomda bulunup bulunmadig1 séylenebilir (1).

Kromozomlarin benzer olanlar1 kesilip eslestirilip, ¢iftler halinde yeniden
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diizenlenirse elde edilen sekile karyotip yada "idiogram" denir (40).

Idiogram, sentromer pozisyonu ve uzunluk (boy) azalis sirasina gore

kromozomlarin haploid bir unsurunun sema halinde (diiz hatlar seklinde)

diizenlenmesidir. Idiogram, iki veya daha ¢ok organizma tiiriiniin &zelliklerini

karsilastirmada kullamshdir. Idiogram hazirlamak igin, bir bireyin kromozomlarinin

biiyiikten bagslayarak kisa ve uzun kol boylarinin ortalama degerleri bulunur. Kagida

cizilen yatay eksen tiizerine belli bir oranda kromozomlarin ortalama kol boylarini

belirleyen 3-4 mm’lik kalin dik ¢izgiler halinde kromozomlarin 6nce uzun kolu

cizilir. 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 biitlin kromozomlari ¢izilerek idiogram hazirlanir.

UUDoon
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U
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Sekil 6. 2n=48 kromozomlu Tinca tinca’nin haploid idiogrami (31).
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirmada kullanilacak Orthias tigris’in temini i¢in Kura-Aras Havzasinin
siirlart igerisinde bulunan Kars Cayi’na ve Cildir Golii'ne ilkbahar aylarindan
itibaren yaklasik 10 kez gidildi. Baliklar tutulurken zedelenmelerini 6nlemek icin
diisiik voltajli soker ve c¢evirme ag kullanildi. Baliklarin cinsiyet ayirimi gonad
analizi ile yapildi. Baliklar tutulduklar1 ortamdan alinir alinmaz, i¢inde bu ortamdaki
sudan bulunan bidonlara konarak, bidonlara oksijen baglandi. Ortalama agirliklart 5-
10 gram, uzunluklar1 10 cm olan baliklara esey farki gézetmeden, viicut agirliginin
her 1 gr i¢cin 0.0006 gr Kolsisin (Colchicine) soliisyon halinde hazirlanarak
abdominal bosluktan enjekte edilmistir. Enjeksiyondan sonra baliklar havalandirilmis
akvaryuma alinmistir. Kolsisin verildikten yaklasik 3.5-4 saat sonra rejenerasyonun
yogun oldugu bolgelerden biri olan solungac¢ epitel dokusu alinarak bistiiri
yardimiyla ufak pargalara 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
ayrilmistir. Fiksasyonu saglamak i¢in, 3:1 methanol:asetik asit karisimindan hiicreler
tizerine yaklasik 7 cc karistirict yardimiyla eklenerek ayni devir ve siireyle santrifiij
edilerek siipernatan atilmig, bu islem iki defa tekrarlanmistir. Son santrifiij
isleminden sonra siipernatan’in biiyiik bir kismi atilip tiipiin taban kisminda kalan 2-3
cc’lik hiicre silispansiyonu iyice karigtirllmigtir. Hiicre siispansiyonunun, lamlar
tizerine yiliksekten 1-2 damla damlatilmak suretiyle yayilmasi saglanmistir.
Preparatlar havada kurutularak %5’1i Giemsa boyasi olan Sorenson tamponu
icerisinde 20-30 dakika boyanmistir. Preparatlar mikroskopta incelenmis ve uygun
metafaz dagilimlarinin fotograflari ¢ekilmistir.

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, ylizde 4-6 arasi.
Boyanma isleminde kullanilan tampon 6nemlidir, genelde Giemsa ile birlikte
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Sorenson ismi verilen bir tampon kullanilmaktadir.
Sorenson fosfat tampon ¢ozeltisi:
Bu ¢ozelti ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir bu islem i¢in her iki ¢6zeltinin

degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir.

Cozelti 1:
KHyPOg4...cooovvviceeeeeienn, 9.1 gr
Bidistile su........cccceeeennee. 1000 ml.
Cozelti 2:
NaHPOygueoveeeeeeeieeeea 11.9 gr.
Bidistile st......cccceeiiennenne 1000 ml.

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

pH 6.0 i¢in: 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¢in: 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. (8).

39



4. BULGULAR

Baliklarin  beslenmesinin ve su sicakliginin artirilmasiyla baliklarin
aktivitelerinin ve dolayisiyla da mitoz bdliinmelerin arttig1 gézlenmistir. Kromozom
analizini kolaylagtirmak igin verilen kolsisinin (colchicine) enjeksiyonundan sonra,
yaklagik 3,5-4 saat bekleme siiresinin en iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Bu
siirenin az olmasi halinde metafaz alanlarinin azaldigi, uzadiginda ise metafaz
alanlarinin artmasina ragmen kromozom kollarmin sikica paketlendigi ve bunun
sonucunda analizlerin zorlagtigt gdzlenmistir. Kromozom analizleri yapmak ig¢in
kullanilan solungag epitel hiicrelerinden yapilan preparatlarda yiliksek oranda mitoz
boliinme elde edilmistir. Hipotonikle muameledeki siire 40-45 dakika olarak tespit
edilip, bu siirenin altinda yapilan islemlerde hiicrelerin yeterince sismedigi, siirenin
iistinde yapilan denemelerde ise hiicrelerin patlayarak kromozomlarin dagildig:
gozlemlenmistir. Preparatlarin hazirlanmasi esnasinda hiicre soliisyonunun lam
lizerine damlatma mesafesinin kromozomlarin dagiliminda 6nemli bir etken oldugu

gdzlenmis, ortalama iyi olarak kabul edebilecegimiz mesafenin 10-15 cm civarinda

oldugu tespit edilmistir. Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda, Orthrias
tigris’den elde edilen 73 adet metafaz dagilimindan uygun olanlarin fotografi
cekilerek gerekli degerlendirmeler yapilmistir. Tablo 5’de goriildiigii gibi Orthrias

tigris’nin en yaygin karyotipi 2n=50 olarak % 88 oraninda bulunmustur.

Orthrias tigris (Heckel, 1843)’nin solunga¢ epitelinden elde edilen
kromozomlarin sayisal dagilimi incelendiginde 48 kromozomlu 3, 49 kromozomlu 3,
50 kromozomlu 64, 51 kromozomlu 1 ve 52 kromozomlu 2 adet olmak iizere toplam
73 adet metafaz sayilmistir. Sonugta en yaygin karyotip 2n=50 olarak saptanmuistir.
Kromozomlarin sentromer durumlari goz 6niine alindiginda 18 adet metasentrik, 18
adet submetasentrik, 14 adet akrosentrik kromozom oldugu gozlemlenmis ve

kromozom kollar1 sayis1 (NF) 86 olarak saptanmistir.

Inceleme materyali olarak kullandigimiz balikdan elde edilen metafazlar

yukarida da deginildigi gibi farkli kromozom sayilarina sahiptir. Burada ¢esitli
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faktorler bu sonucun elde edilmesinde etkili olabilmektedir. Calisma esnasinda
islemlerin yapilmasi esnasinda meydana gelen hatalar, bir metafazdan digerine
kromozom katilimi sonucu bazi metafaz dagilimlarinin sahip oldugu kromozom
sayisinda artig gozlenirken, buna bagli olarak digerinde azalma olmaktadir. Bu
nedenle bu tiir hassas ve sonuclarin literatiir agisindan 6nemli olan ¢alismalarda
metafaz dagilimlart miimkiin oldugunca yeterli miktarda sayilarak sonuglarin saglikli

bir bi¢imde alinmas1 saglanmistir.

Cizelge 4. Orthrias tigris (Heckel, 1843)’nin Solunga¢ Epitelinden elde edilen

Kromozomlarin Sayisal Dagilima.

Kromozom sayisi Karyotip (2n=50)

Incelenen 48 49 50 51 52 Metafaz sayisi m sm a NF
Ornekler

1 1 4 5 16 14 20 80
2 5 1 6

3 6 6

4 2 5 7

5 1 6 7

6 5 5

7 3 1 4

8 1 5 6

9 5 5

10 2 1 3

11 2 2

12 4 4

13 3 3

14 1 5 6

15 4 4

Toplam 3 3 64 1 2 73

m: Metasentrik sm: Submetasentrik a: Akrosentrik NF: Kromozom kollar1 sayisi

41




Yapilan preparatlardaki inceleme sonucunda, Orthrias tigris'den elde edilen 73
adet metafaz dagilimindan uygun olanlarin fotografi ¢ekilerek  gerekli

degerlendirmeler yapilmistir. Cizelge 5’de goriildiigii gibi en yaygin karyotip 2n=50

olarak % 88 oraninda bulunmustur.
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Resim 9 a,b,c,d,e,f,g,h. Orthrias tigris’den elde edilen metafaz kromozomlari.

Res1m 10. Orthrzas tigris’in metafaz yaylllmlarlndan elde edllmls karyotipi.
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5. SONUC VE ONERILER

Canlilarda sitogenetik incelemelerle kromozomlarin elde edilme ydntemleri
oldukca fazladir. Baliklarda kan hiicrelerinin {iretim yeri olan bdbreklerin
incelenmesi yontemiyle kromozom elde edilebilmektedir (8). Onemli olan,
boliinmekte olan hiicreleri metafaz evresinde yakalamaktir. Kromozomlarin net bir
bicimde goriilebilmesi i¢cin en pratik, en ucuz ve en ¢abuk olan yOntemin
uygulanmasi gerekir.

Kromozom analizi i¢in organizmanin farkli dokular1 kullanilabilir. Nitekim
bazi arastiricilar bunun ig¢in baliklarin bdbregini kullanmalarina karsin (41, 10)
bazilar1 da solungag epitel hiicrelerini ayn1 amagla kullanmislardir (9, 42). 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 (1971) bu siireyi bobrek
dokusu i¢in 40 dakika olarak kullanmistir (41).

Balik kromozomlar1 mitoz béliinmenin fazla oldugu ve metafaz sathasinda bir
151k mikroskobu yardimiyla c¢ok kolay goriilebilir ve c¢ok iyi tanimlanabilirler.
Kromozom preparasyonlarinin yapiminda temel yaklasim, metafazda boliinen
hiicreleri arttirmak ve daha sonra gozlemek i¢in bir mikroskop lami iizerinde metafaz
hiicrelerinden kromozomlari yaymaktir. Ayni prensipler insanlar dahil, diger
memelilerle caligmalarda da gecerlidir (43, 44).

Boliinen hiicreleri metafazda durdurmak igin c¢esitli kimyasal maddeler
kullanilir. Kolsisin, kolsemid ve vinblastin siilfat’in hepsi ig ipligi olusumunu
onlemek i¢in kullanilabilir. Kullanilan kolsisin miktar1 diger canlilarda kullanilanlara
oranla biraz yiiksektir. Kimyasal maddeye maruz birakma siiresi 20 dakikadan 6-8
saate kadar uzatilabilir. Kisa siireli muamelede metafaz sayis1 az iken uzun siireli
muamelede ise kromozomlarin asir1 yogunlagmasindan kaynaklanan biiziilmeler
meydana gelebilmektedir. Nanda ve arkadaglarinin (45) yonteminde ise balik %
0.03’1liik kolsisin igeren suda 6-8 saat bekletilmistir. Daha sonra, metafaz
kromozomlarin1 birbirinden ayirmak i¢in hipotonikle muameleye tabi tutulur. Bu
muamele, hiicrenin kendi icindeki osmatik basingtan daha diisiik basingli bir
soliisyon (6rnegin; %1°lik sodyum sitrat veya %0.35-0.56’1ik KCI) ile hiicreleri
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aciga cikarmayi ihtiva eder. Bu islemde, hiicreye su girer ve hiicre siser. Boylece
kromozomlar birbirinden ayrilir. Bu islemlerden sonra, hiicre i¢i unsurlarin
korunmasi amaciyla hiicreler fiske edilir. Fiksasyon i¢in, genellikle 3 kisim etanol
veya metanol ve 1 kisim glasiyel asedik asit (Carnoy fiksatifi) kullanilir. Fiske
edilmis hiicreler bir mikroskop lami {izerinde yayilir ve boyanir, daha sonra bu
hiicrelerin metafaz kromozomlari 151k mikroskobu ile incelenir.

Balik kromozomlarmin boyca kii¢iilk ve sayica fazla olmasi ve balik
kromozomu preparasyonlari i¢in standart bir teknigin olmamasi, sitogenetik,
genotoksik ¢alismalarda ve diger amaclar i¢in balik kromozomlarinin kullanilmasini
zorlagtirmaktadir.

Bununla beraber, memeli sitogenetigindeki ve 6zellikle insanlar iizerindeki
sitogenetik calismalarindaki ilerlemeler, benzer c¢alismalarin baliklarda da
yapilmasma yol a¢mis, balik kromozomu calismalarinda goézle goriiliir bir artis

saglanmigtir (46, 8).
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Tir

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

Cizelge 5. Bazi1 balik tiirlerinin karyotip bilgileri (47).
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Cizelge 6. Baz1 balik takimlarinda yapilmis kromozom caligmalarinda c¢alisilan tiir

sayilar1 (48).
Takim Calsilan tiir sayisi Takim Calsilan 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
Myliobatiformes 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

Schreck ve Moyle (1990)’e gore (49), kromozom preparatlart hazirlamak i¢in

metafaz hiicrelerinin iyi bir kaynagi olan boliinen dokular (embriyonik dokular,
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solungaclar, bobrekler, bagirsaklar, pul epitelleri ve fibroblastlar) tercih edilmelidir.

Bu calismada, mitotik inhibitor olan kolsisin, Rukhsana ve Malgorzata (50),
Padilla ve ark. (51), Giil ve ark. (52)’nin g¢aligmalar1 ile uyum gostermektedir.
Calisma sirasinda intraperitonal enjeksiyonun, yeterli dozun baliga enjekte
edilememesinden dolayr olduk¢a zor yapilabilmekte ve olumlu sonug
allmamamaktadir.

Evrimsel olarak ileri canlilarda kromozom morfolojisine dayali heterogametik
esey belirlenmesi yapilabilmesine karsin, baliklarda bazi istisnalar disinda esey
kromozomlarmin farkliliklar1 ayirt edilememektedir (53). Ustelik baliklarda sicaklik
etkeni kullanilarak esey degisiklikleri yapay yolla gergeklestirilebilmektedir (54).

Balikeilik ¢alismalarinin ekonomik agidan verimli olmasi, bu ¢alismalarin
bilimsel olarak planlanmasina ve yonlendirilmesine baglidir. Balik¢ilik biyolojisi
caligmalarinda temel amag, hem populasyonun siirekliligini, hem de yliksek av
verimliligini saglayacak sekilde avlanmanin diizenlenmesidir. Bunun i¢in, dncelikle
baligin bulundugu ortamda biiylime 6zelliklerinin iyi bir sekilde degerlendirilmesi
gereklidir (55).

Ornekler iizerinde yapilan karyotipik incelemelerde, kromozom takiminda
esey kromozomu farklilagmasi olmadigi i¢in tespit edilememistir. Tiirkiye’deki diger
arastiricilar (10, 11) tarafindan da esey kromozomlari belirlenememistir. Ayrica B
kromozomlar1 ya da mikrozoma rastlanmamustir. En biiylik kromozom ile en kii¢iik
kromozom arasindaki biiytikliik farki diger canli gruplarina nazaran ¢ok azdir.

Balik kromozomlarinin ¢ok kiigiik ve sayilarinin fazla olmalari, cografik
farkliliklar, kromozom boyama ve bantlama yontemleri, 6l¢iimden dogan farkliliklar
gibi etkenlerden dolay1 balik kromozomlari iizerinde yapilan karyotip, NOB ve diger
bantlama ¢aligmalarinda bazi aragtirmacilar farkli sonuglar bulabilmekte ve hatta
bazen istenilen netice elde edilememektedir.

Sadece morfolojik, anatomik ve biyokimyasal 6zelliklere gore yapilan
caligsmalarin taksonomik ve filogenetik acidan yeterli olmadigi, ayni cinse ait tiir ve

alttlirlerin ayirt edilmesinde ve aralarindaki akrabaliklarin belirlenmesinde karyolojik
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caligmalarin 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 (30).

Sonug olarak; baliklar iizerinde yapilan ¢alismalar da ¢ok dikkatli olunmali.
Her asamada kullanilan doz ve siirenin az ya da ¢ok olmasi istenilen sonuglar1 almay1
zorlagtirmaktadir. En iyi sonuca ulasmak bir ¢ok arastirmacinin degisik yontemleri

uygulamasi ve gelistirmesiyle miimkiindiir.

Kura-Aras Havzasinda olan balik Orthrias tigris izerine kromozomal bazda
literatiir bilgileri yoktur. Bu ¢alisma ile iizerinde arastirma yapilan Orthrias tigris
kromozom say1 ve yapisi belirlenerek karyotipi yapilmis bdylece iilke ve diinya
biliminin gelismesine katki da bulunarak diger calismalara temel olusturacagi

inancindayim.
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