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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ILGIN (CAVUSCU) GOLU’NDEKI ENDEMIK AKSEHIR TATLISU KEFALI,
SQUALIUS RECURVIROSTRIS (PISCES, CYPRINIDAE)’ iN
SITOGENETIK ANALIZi

Ahmed Sadeq Jaber DOORI

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Atilla ARSLAN
2019, 59 Sayfa

Jiiri

Prof. Dr. Atilla ARSLAN
Prof. Dr. Leyla KALYONCU
Prof. Dr. Musa DIKMENLI

Bu ¢alismada, Ilgin (Cavuscu) Golii ve havzasindaki akarsularda dagilis gosteren lokal endemik tiir
Aksehir tathisu kefali, Squalius recurvirostris’in standart giemsa boyama, gimiis nitrat (Ag-NOR)
boyama ve C-bantlama teknigi uygulanarak, ayrintili sitogenetik o6zellikleri arastirilmigtir. Diploid
kromozom sayis1 50 ve Karyotipinin 6 ¢ift metasentrik, 9 ¢ift submetasentrik, 5 ¢ift subtelosentrik ve 4
cift akrosentrik kromozom setinden olustugu tespit edilmistir. Disi bireylerde karyotip icerisinde bir cift
heteromorf kromozom tespit edilmistir. Bu farklilik erkek bireylerde gézlemlenmemistir. Bu nedenle disi
bireylerdeki heteromorf kromozom ¢iftinin ZZ/ZW sistemi ile ifade edilen cinsiyet kromozomu oldugu
belirlenmistir. Disi bireylerdeki Z kromozomu biiyiik akrosentrik ve W kromozomu ise orta biiyiiklitkte
submeta/subtelosentriktir. Disi bireylerde temel kromozom kol sayisi degeri NF=90 ve otozomal
kromozom kol sayis1 degeri NFa=88 olarak hesaplanmistir. Kromozom seti igerisinde, bazi iki kollu ve
akrosentrik kromozomlarin sentromer bolgesinde C-bantlar gézlemlenmistir. Bazi kromozomlarda ise
hafif sentromerik veya perisentromerik C-bantlar gozlemlenirken diger kromozom ciftlerinin C-negatif
oldugu tespit edilmistir. Calisilan popiilasyonlarda iki farkli aktif NOR tespit edilmistir. NOR’lardan

kolunun tamaminda tespit edilmistir. Tespit edilen aktif Ag-NOR’lar heteromorftur.

Anahtar Kelimeler: Aksehir Tatlisu Kefali, Kromozom, Karyotip, Tiirkiye
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CYTOGENETIC ANALYSIS OF ENDEMIC AKSEHIR CHUB, SQUALIUS
RECURVIROSTRIS (PISCES, CYPRINIDAE) IN ILGIN (CAVUSCU) LAKE
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In this study, llgin (Cavuscu) Lake and showing distribution in the basin, local endemic species
Aksehir freshwater chub detailed cytogenetic properties of Squalius recurvirostris were investigated by
standard giemsa staining, silver nitrate (Ag-NOR) staining and C-banding technique. The number of
diploid chromosomes was determined 50 and the karyotype consisted of 6 pairs of metacentric, 9 pairs of
submetacentric, 5 pairs of subtelocentric and 4 pairs of acrocentric chromosomes. A pair of
heteromorphic chromosomes within the karyotype were detected in female subjects. This difference was
not observed in male individuals. Therefore, the heteromorphic chromosome pair in female individuals
was determined to be the sex chromosome expressed by the ZZ/ZW system. The female Z chromosome is
large acrocentric and the W chromosome is medium-sized submeta/subtelocentric. In female subjects, the
basic chromosome number of arms was NF = 90 and the autosomal chromosome number of arms was
calculated as NFa = 88. Within the chromosome set C-bands were observed in the centromere region of
some bi-armed and acrocentric chromosomes. In some chromosomes, mild centromeric or
pericentromeric C-bands were observed, while other chromosome pairs were found to be C-negative.
Two different active NORs were detected in the studied populations. One of the NORs, was detected on
the entire long arm of one of the homologues of the bi-armed chromosome pair and the other on the short
arm of one of the homologues of the bi-armed chromosome pair. The active Ag-NORs detected are
heteromorphic.

Keywords: Aksehir Chub, Chromosome, Karyotype, Turkey
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1. GIRIS

Anadolu, gecmisteki jeolojik degisikliklerin ve klimatolojik 6zelliklerin yanisira
Asya ve Avrupa kitalar1 arasinda yer almasindan 6tiirii farkli kokenli canlilarin gegis
noktas1 konumundadir (Demirsoy, 2002). Tatli su baliklar1 agisindan bakildiginda, tiir
cesitliligindeki en bliylik etken Anadolu’nun Miyosen’e kadar su altinda kalmasi
gosterilebilir. Anadolu’nun Miyosenin baglarindan itibaren yiikselmeye baslamasi ile
birlikte, bogazlar sistemi ve dag siralar1 gibi yalitimlarin olugsmasi s6z konusu ¢esitli-
likte 6nemli rol oynamustir (Demirsoy, 2002). Miyosen’den itibaren olusmaya baslayan
Anadolu tatlisu balik faunasi ile ilgili olarak ilk ¢alisma, 1835 yilinda Abbot tarafindan
yapilmis ve bir¢ok yerli ve yabanci arastirici tarafindan giiniimiize kadar siirdiiriilmiistiir
(Baygelebi ve ark., 2015). Tirkiye tath su baliklar1 hakkinda bir ¢ok caligma mevcut
olmasina ragmen, bu calismalarin ¢ogunlugunu, fauna tespiti ve ticari degeri yliksek
olan tiirlerin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi hakkindaki ¢alismalar olusturmaktadir
(ilhan ve ark., 2014).

Tirkiye, tiir sayis1 ve gesitliligi géz oniinde bulunduruldugunda tek basina bir
kita 6zelligi gostermektedir. Tath su balik faunasi ve endemik tiir bakimindan olduk¢a
zengin olmasina karsin tiirler arasi ve tiir i¢i benzerlikler konusunda c¢esitli sorunlar
yasanmaktadir (Korkmaz, 2014).

Mevcut balik tiirlerinin sayisi1 kesin olarak belirlenmemistir. Bununla birlikte,
Linneaus, 1758 yilinda 478 tiirii tanimlamasindan bu yana kiiresel olarak tahminler
mevcuttur. Berra (2001), mevcut tiirlerin tamaminin tanimlanmasi halinde 31.500 balik
tirtiniin oldugunu ifade etmistir. Nelson ve ark. (2006) ise yasayan omurgali tiirlerinin
% 51’1inin (yaklasik 55.000) tath su ve tuzlu su baliklarinin olusturdugunu belirtmistir.
Tath su balig: tiirlerinin diinyanin sadece % 1’ini kapsayan g6l ve nehirlerde, tuzlu
sularda yasayan tiirlerin ise diinyanm % 70’ini kaplayan deniz ve okyanuslarda yasadigi
bilinmektedir. Sonug¢ olarak giiniimiizde, tiir ve alt tlir olmak lizere yasayan balik tiirii
sayisinin yaklagik 33.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Nelson ve ark., 2006;
Froese ve Pauly, 2015).

Kalitim {tniteleri olarak bilinen genler, hiicre c¢ekirdegindeki kromozomlar
icerisinde yer alir. Kromozomlar, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasinda temel
tastyict rolii listlenmektedir. Sitogenetik olarak adlandirilan bilim dali, kromozomlarin
yapilarini, sayisal ve yapisal degismelerini ve bu degismelerin nesilden nesile nasil

aktarildigini inceler (Emiroglu ve Biiriin, 2017). Bu ylizden taksonomik siniflandirmada



ve organizmalar arasindaki evrimsel iligkilerin anlagilmasinda ve arastirilmasinda
kromozomlar 6nemli bir rol oynamaktadir (Geng ve ark., 2013).

Insan ve primatlar arasindaki evrimsel iliskinin anlasiimasinda, tibbi genetik ve
gen haritalama c¢alismalarin1 aragtrmak i¢in kromozom bantlama teknikleri
kullanilmaya baslanmistir. Buna karsilik, bitkiler ve diger omurgali hayvanlar iizerinde
yapilan kromozom bantlama ¢aligmalarinda simnirli bir basar1 elde edilmistir (Greilhuber,
1977; Schempp ve Schmid, 1981; Hartley ve Horne, 1985).

Kromozomal calismalar, sistematik ve filogenetik calismalara 6nemli katkilar
sagladigindan dolay1r kromozomal ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Reddy ve John,
1986). Sitogenetik analizler sayesinde baliklarm genetigi ve evrimsel siiregleri hakkinda
onemli bilgiler elde edilmektedir (Esmaeili ve ark., 2010). Ciinkii kromozom sayis1 ve
morfolojisindeki farkliliklar ve benzerlikler ile tiirler arasindaki akrabalik derecesi tayin
edilmektedir (Cataudella ve ark., 1977).

Sistematik, filogenetik, yapay hibritlesme ve balik tiretimi gibi farkli alanlardaki
calismalarin diizenli olarak yiiriitiilebilmesi i¢in balik genetiginin iyi bilinmesi ve balik
kromozomlarmin uygun bir metotla elde edilmesi gerekmektedir. Balik
sitogenetigindeki ¢alismalar sayesinde, su Kirliligi belirlenmekte ve biyolojik gdsterge
olarak kullanilmaktadir (Karahan ve Ergene, 2010). Bu sebeple baliklardaki karyolojik
caligmalara ihtiya¢ duyulmustur (Al-Sabti ve ark., 1983; Kligerman, 1991; Turan ve
ark., 2005).

Memeli sitogenetigindeki basarili sonuglar, balik sitogenetigi c¢alismalarmin
artmasima ve gelismesine yardimci olmustur. 1960’dan beri balik sitogenetiginde yeni
metotlarin gelistirilmesine ¢alisilmistir (Turan ve ark., 2005). Fakat baliklar {izerinde
uygulanan karyolojik metotlarin yetersizligi ve 6zellikle de bantlama c¢aligmalarindaki
eksiklikler, memeli kromozomlarna oranla ¢ok kii¢iik ve sayica fazla olmasi gibi temel
sebeplerden dolayi istenilen basari elde edilememistir (Bolla, 1987; Gold ve ark., 1990;
Padilla ve ark., 1993; Giil ve ark., 2004).

Kromozomal analiz, balik populasyonlarinin genetik olarak ayrigmasi ve kiiltiir
balik¢iligr yetistiriciliginin siirdiiriilebilirligi i¢in 6nemli bir kaynaktir (Nur ve ark.,
2008; Felip ve ark., 2009). Balik kromozomlari iizerinde yapilan ¢aligmalarin hibritleme
(melezleme), taksonomik smiflandirma ve evrim siireclerinin arastirilmasina katki
sagladig1 da asikardir (Giil ve ark., 2003).

Karyotip, 0karyotik hiicredeki metafaz kromozom ¢iftlerinin belirli bir diizende

(say1, sekil, biiyiikliik, sentomer pozisyonu vs.) siralanmasidir. Karyotip, bir tiiriin



kromozom sayisi, cinsiyet kromozomlarmin tespiti ve kromozom anormallikleri
hakkinda bilgi verir (Saygun, 2005).

1990’11 yillara kadar birgok tiir ve alt tiirlin karyotipi yapilmis ve bu tarihten
itibaren karyoloji ¢aligmalar1 hiz kazanmistir. 1970’lerde 481 tiir/alttiir’iin; 1990’larda
yaklagik 1.318 tiir/alttiir’iin karyotipi ¢ikarilmistir. Simdiye kadar da 3.425 tiir/alttiir’in
kromozom sayisi tespit edilmistir (Klinkhardt ve ark., 1995; Arai, 2011).

Aksehir Tathisu Kefali olarak adlandirilan Squalius recurvirostris, Akargay
Havzasi, Eber, Aksehir ve Ilgin Golii havzasinda dagilis gosteren yerel endemik bir
tiirdiir (Ozulug ve Freyhof, 2011). Ilgin gdlii ve havzasinda yapilan bu calismada,
Squalius recurvirostris’in standart giemsa boyama, C-bantlama ve Ag-NOR bantlama
teknikleri ile sitogenetiginin arastirilmasi amaclanmustir. ilk kez bu calisma ile elde

edilen veriler diger tiirlerle karsilagtirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kromozom

Kromozom terimi, Yunanca’da chroma; renk ve soma: viicut kelimelerinden
tiremistir (Karol ve ark., 2000). Botanik¢i Hofmeister, 1840 yilinda ilk defa goriirken,
1888 yilinda Waldeyer boyayla kuvvetli bir sekilde boyanan bu yapilar igin
“kromozom” terimini kullanmustir (Temizkan, 1994).

Boliinmekte olan Okaryotik hiicre g¢ekirdegindeki interfaz evresinde kromatin
iplikler halinde bulunan ve bu ipliklerin kisalip kalinlagsmasiyla goriiniir vaziyete gegen
yap1 kromozom olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.1). Kromozom, her canli igin belirli
sekil, say1 ve yapida olan, karakterlerin olusumunda rol oynayan ve genlerin nesilden
nesile aktarilmasini saglayan, 6zel boyalarla boyanan, niikleik asit ve proteinden
meydana gelmis kompleks bir yapidir (Temizkan, 1994; Bilgin, 2004; Topaktas ve
Renciizogullari, 2010).

Kromozom yap1 olarak niikleik asit olarak adlandirilan DNA ve bazik yapiya
sahip histon proteinleri ve asidik yapiya sahip histon olmayan proteinlerden
olusmaktadir. Bahsedilen bu maddeler bir araya gelerek interfaz evresindeki kromatin

yapiy1 olusturur (Karol ve ark., 2000; Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Dugumiu Boigeler
NUKleozom DNA bir "Doncuk” Hcre bolunmeye haorianrken,
Olugturmmak i bir histon ir peotein skeles Gzerne
geurdedl eratin sarar adianmieg cOgumier 30 rem

Kalrdiinda iptk hain! aler

30 nen lplikgik
Gape 30 nm olan

“Dazi uzerindeki Boncuk taneen™ ::'"": ey
Yoduriagma oldugunda te yops bl

omatn P bir A Genindek)

Doncuk taneienne berger.

Sekil 2.1. Kromozomun yapisi ve kromatin iplik (Anonymus, 2018)



2.1.1. Kromozomun genel yapisi

Bir kromozomonun morfolojisini; sentromer, matriks, birincil bogum, ikincil
bogum, satellit ve telomer olarak adlandirilan kisimlar olugturmaktadir.

Sentromer: Kromozom kollarmin birbirine baglandigi bolge “sentromer" olarak
adlandirilir.  Sentromer, hiicre bolinmesi esnasinda kromatitlerin  birbirinden
ayrilmasindan sorumludur. Sentromeri olmayan kromozom hiicre boliinmesine
katilamaz (Akman, 1998)

Matriks: 1Izole hiicrelerde yapilan biyokimyasal ¢alismalarda, metafaz
kromatitlerinin i¢ kisminda orta eksenleri boyunca, esnek ve helezon yapabilen bir
yapmin olustugu ortaya konmustur. Bu yapit kromozom matriksi olarak ifade
edilmektedir (Emiroglu ve Biiriin, 2017).

Birincil bogum: Kromozomlardaki sentromerin bulundugu daralma
bolgeleridir. Kromozom kollarinin ag1 yapmasi ile ikincil bogumdan ayrilir (Demirsoy,
1991; Akman, 1998).

Ikincil bogum: Birincil kromozom disinda, sentromer disinda bir bogum daha
bulunur. Bu bogum “ikincil bogum”olarak bilinmektedir. Niiklolusun (¢ekirdekgik)
olustugu bolgelerde ikincil bogum tespit edildigi i¢in niikleoulus organize edici bolge

(NOR) olarak belirtilir (Topaktas ve Renctizogullari, 2010; Emiroglu ve Biiriin, 2017).

Kardes kromatidler

ikincil bogum

Birincil bogum
Sentromer

Sekil 2.2. Kromozomun genel yapis1 (Kiihn, 1967)



Satellit: ikincil bogum ile kromozom ucu arasinda kalan parcadir. Kromozom
capma esit veya kiigiik olabilir. Her kromozomda bulunmamakla birlikte satellit
bulunduran kromozomlara “SAT-kromozom” adi verilmektedir (Topaktas ve
Renciizogullari, 2010).

Telomer: Kromozomlarin, DNA ve protein igeren u¢ noktalaridir. Hiicrelerin
yaslanmasi, Mayoz I sathasinda homolog kromozomlarin ayrilmasi ve crossing-over

olay1 gibi ¢esitli faktorlerde rol oynamaktadir (Giineri ve ark., 2009).
2.1.2. Kromozomun ince yapisi

DNA makromolekiiliiniin proteinler ile olusturdugu 6zel yap1 kromatin olarak
adlandirilir. Interfaz safhasindaki kromozomlarm esas komponenti kromatindir ve
elektron mikroskobu ile gozlenebilmektedir. Hiicre bdliinmesinin metafaz sathasinda
kromatitler kisalip kalinlasarak kromozomlarin en belirgin halini olusturur (Demirsoy,
1995). Kromatin, Zubay ve Doty (1959) tarafindan yar1 saf formdaki dananm timiis
dokusundan izole edilerek saflastirilmis ve sonraki asamalarda gelistirilmistir. Fare
cigerinden izole edilmis kromatinin yapisinda histon proteinlerinin DNA’ya orani 1:1
iken, histon olmayan proteinlerin DNA’ya orani 0.61 olarak bilinmektedir. RNA miktar1
daha az olup RNA/DNA orani 0.1:1°dir (Bonner, 1979).

Olins ve Olins (1974), kromatinin boncuk seklindeki alt {initelerinin 100 A
capinda olduklarini ve bu alt {initeler arasinda yaklasik 40 baz ¢ifti (40 bp) uzunlukta
DNA oldugunu saptamiglardir. Ayni1 yil igerisinde Garrard ve ark. (1974) kromatinin
yapisini aydinlatan onemli bir kesifte bulunmus, H2A, H2B, H3 ve H4 histon
proteinlerinin yaklagik 1:1:1:1 oraninda olduklarmi ve bu histonlarin her birinden ikiser

tane olduklarini agiklamislardir (Bonner, 1979).

Nikleozom

Histon Oktameri

Sekil 2.3. Histon oktameri ve niikleozom olusumu (Anonymus, 2019)



Histonlar, arjinin ve lizin gibi bazik aminoasitlerce zengin oldugundan dolay1 asidik
DNA’ya sikica baglanabilmektedirler. Kromozomlarin yapisinda bes farkl: tipte histon
proteini vardir. Bunlar: HI, H2A, H2B, H3 ve H4’tiir. DNA ve bazik yapidaki bu
proteinler kompleks bir yap1 olusturarak dkaryotik hiicrenin alt iinitesi olan niikleozomu
olustururlar (Karol ve ark., 2000).

Kromatini olusturan niikleozom, iki alt birimden olusmaktadir. Ilk kisim
niikkleozom ¢ekirdegi olarak adlandirilan kompleks bir yapiya sahiptir. Sekil 2.3’de
sematik olarak gosterildigi gibi ortada dort histon proteininin ikiser tanesinden olusan
histon oktameri yer alir. Bunlarin etrafinda ise 146 bp uzunlugundaki DNA, helezon
seklinde 1.7 tur atar. ikinci bdlgede ¢esitli varyasyonlar gdsteren H1 histonu yer alir. Bu
histon, DNA molekiiliiniin niikleozom cekirdegiyle birlestigi ve tur sonrasi ayrildigi
kisimlar arasina tekrar yerlestigi ve diger proteinlerle birlikte kromatinin daha kondanse

duruma gectigi saptanmistir (Emiroglu ve Biirtin, 2017).

A

30 nm

1g£m

QDNA
£ Histon oktameri

.

H1 histonu
Nikleozom

B

H1 histonu

Sekil 2.4. DNA molekiiliiniin histon oktamerini ¢evreleyerek paketlenmesi (A) ve alt1 niikleozomun H1
histonlart ile birlite solenoid olarak toplanmasi (B) (Anonymus, 2019a)



DNA
Nukleozomlar
Matriks

Solenoid

Sekil 2.5. Solenoidlerin skaffolda (matrik) baglanarak donmesi (Anonymus, 2019a)

Niikleozom olusumundan sonra DNA’nin boyu yaklasik olarak 10 kat
kisalirken, kalinlig1 da 5 kat artis gostermektedir. Yaklasik 6 ile 120 kromozomun bir
araya gelmesiyle yeni katlanmalar olusur ve kromatin boyu daha da kisalarak fibrin ¢ap1
20 nm’ye ulasir. Hiicre boliinmesinin metafaz sathasina kadar bu kisalip kalinlasma
siirekli devam eder. Sonugta, DNA’nin boyu baslangictaki boyuna oranla 9.000 kat
daha kisalmis ve baslangigtaki kalinliginin 400 ile 1000 kat1 kadar artmistir (Topaktas

ve Renciizogullari, 2010)

Gift Sarmal DNA H0 |2nm

Kromatin Formu k}‘@ |10nm

Kromatin Iplik Agi

Uzamis Kromozom

Kondanse Kromozom

Mitotik Kromozom

Sekil 2.6. Kromatin yapist ve kondenzasyonu (Anonymus, 2019a)



2.1.3. Kromozomlarin sekli

Kromozomlarin morfolojik olarak aywrt edilmesinde, biytiklikleri, primer
bogumlarin yani sentromerin pozisyonu ve ikincil bogumun varligi gibi kriterler
onemlidir (Temizkan, 1994; Demirsoy, 1995). Kromozomal ¢alismalarm baslamasiyla,
kromozomlarmm mitoz boliinmenin sathalarinda kutuplara ¢ekildigi ve sentromer
bolgelerinin farklt oldugu anlasilmistir. Artan sitogenetik arastirmalar sonucunda,
aragtrmacilar arasindaki karigikhigi Onlemek amaciyla Levan ve ark. (1964),

kromozomlarin sentromer yerlerini belirtmede kullanilmak iizere ortak bir nomenklatiir

yayinlamiglardir.
PEVEEE I e
Median ~||» —<>—

<O <>
Median M D4

Sub-median ~|P 45- {} < >

sremnat | | S ey
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Sekil 2.7. Kromozomlarin somatik mitozda ig ipliklerine baglanma tipleri (Levan ve ark., 1964)

Levan ve ark. (1964), daha onceden kullanilan median (medyan), submedian
(submedyan), subterminal ve terminal terimlerini tercih etmekle birlikte median terimini
sadece kromozomun orta yerinde bulundugu i¢in degil ayn1 zamanda ortaya yakin
sentromerler i¢in de onermislerdir. Bu nedenle tam medyan i¢i “M”, medyan bolgede

olan i¢in “m” ile sembolize etmislerdir (Sekil 2.7).
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Cizelge 2.1. Sentromer pozisyonuna gore kromozom tipleri (Levan ve ark., 1964)

Sentromer Yeri Kol oram (q/p) Kromozom Tipi
Tam medyan 1.0 )
Metasentrik (M/m)
Medyan bolgede 10 - 1.7
Submedyan 1.7-30 Submetasentrik (sm)
Subterminal 3.0-70 Subtelosentrik (st)
Terminal bolgede 7.0- o Akrosentrik (a)
Tam terminal 0 Telosentrik (t)

Sentromer pozisyonlarma goére kromozomlar metasentrik, submetasentrik,
akrosentrik ve telosentrik olarak gruplandirilmaktadir (Giilkag, 1987). Metasentrik
kromozomda, sentromer kromozomun ortasinda ya da ortasina yakin konumdadir.
Kollar birbirine esittir. Submetasentrik kromozomda, sentromer kromozomun tam
ortasinda degildir. Kisa ve uzun kol olarak adlandirilan uzunluklari esit olmayan iki kol
bulunur. Akrosentrik kromozomda, sentromer bir uca daha yakindir. Telosentrik

kromozomda ise sentromer tam ug¢ pozisyondadir.

—> sentromenik

) ) —» perisentrik
—> Ikincil bogum .
) » —> sentromerik
—> intersitial
—» perisentrik —> sentromerik
—> sentromerik
— perisentrik e 4 lnterSItIal
—> subtelomerik .—»telomerik
@ telomerik \_/
Metasentrik Submetasentrik Subtelosentrik Akrosentrik

Sekil 2.8. Kromozom morfolojisi ve bantlarin pozisyonu i¢in kullanilan yaygin terminoloji (Hillis ve ark.,
1996)

2.1.4. Kromozomlarin sayisi

Kromozom sayist ve sekli, her canhi tiirline ozgldir ve degisiklik
gostermektedir. Bu sekil, say1 ve yapilar arasindaki farkliliklardan yola ¢ikarak tiirlerin
smiflandirilmast yapilmaktadir (Topaktas ve Rencilizogullari, 2010).

Bir organizmada hiicreden hiicreye hatta alt tiirler igerisindeki bireyden bireye
kromozom sayisi sabit olarak kalmaktadir. Gelismis yapilt canlilarin soma (viicut)

hiicrelerindeki kromozom sayis1 diploid (2n) iken mayoz boliinme sonucu olusan sperm
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ve ovumun kromozom sayisi haploid (n) olarak adlandirilir. Diploidlerde daima birer
¢ift bulunur ve bigimleri ayni olanlara “otozom” kromozom; bigimleri ayni veya
farkh olanlara da  “gonozom”  (esey kromozomlari) adi verilir. Otozomal
kromozomlar sayi ile ifade edilirken cinsiyet kromozomlar1 olan gonozomlar “X” ve
“Y” gibi harfler ile gosterilirler (Denton, 1973).

Bir tiirlin kromozom sayist genelde farklilik gdstermez. Fakat yapilan bazi
arastirmalarda bir tilire ait bireyler arasinda farkli kromozom sayilarmna rastlanilmistir.
Bu farklilik preparatlarm hazirlanisindan, incelemenin yetersiz olusundan ya da
kromozom morfolojisindeki  degisikliklerden  kaynaklanabilir. Bu  durumda
kromozomlarin diger 6zelliklerine basvurulabilir (Karsavuran, 1981).

Bitkilerde ve hayvanlarda kromozom sayismin c¢ok degiskenlik gdsterdigi
bilinmektedir. Kromozom sayisi ve DNA miktar1 ile canlinin gelismislik diizeyi
arasinda bir iliski bulunmamaktadir.

Hayvanlar alemindeki en diisiik kromozom sayisina, Avustralya karmnca tiirii
olan Myrmecia pilosula’nin erkeklerinde rastlanilmistir. Kromozom sayis1 2n=2 ve
somatik hiicrelerinde sadece bir kromozom bulunmaktadir (Crosland ve Crozier, 1986).
Bir nematod tiirii olarak bilinen Parascaris univalens ise 2n=2 kromozomludur (Goday
ve Pimpinelli, 1989). Hayvanlardaki en yiiksek kromozom sayisina sahip canli ise bir
protozoa olan Aulantha tiirii oldugu (2n=1600) bildirilmistir (Tyagi ve Pande, 2009).
Yine bir kelebek tiirii olan Lysandra atlantica’nin ise 2n=446 kromozoma sahip oldugu
bilinmektedir (Tyagi ve Pande, 2009).

Memelilerde en yiiksek kromozom sayisina sahip olan iki kemirgen tiirii
bilinmektedir. Birisi Venezuela’da yarisucul olan kemirgen Ichthyomys pittieri (2n=82)
(Schmid ve ark., 1988) iken bir digeri Giliney Amerika Col kemirgeni Tympanoctomys
barrerae’dir (2n=102) (Contreras ve ark., 1990).

Bitkilerde saptanmis en diisiik kromozom sayisi ise Angiospermlerde 2n=2
olarak ifade edilmektedir. Asteraceae tiirii olan Haplopappus gracilis ve Brachycome
dichromosomatica ile monokotiledon tiirler olan Zingeria biebersteiniana ve
Colpodium versicola 2n=4 kromozoma sahiptir (Bennett, 1998). Kromozom sayisi en
yiiksek bitki, egrelti otu olan Ophioglossum reticulatum’dur (2n=1262) (Tyagi ve
Pande, 2009). Endemik olan yagmur ormani palmiyesi Voaniola gerardii’nin diploid

kromozom sayis1 600 civarindadir (Bennett, 1998).
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Cizelge 2.2. Baz tiirlerin diploid kromozom sayis1 (Topaktag ve Renciizogullari, 2010)

Tiir i Kromozom Sayisi (2n)
Homo sapiens (Insan) 46
Pan troglodytes (Sempanze) 48
Bos taurus (Sigir) 60
Canis familaris (Kopek) 78
Felis domesticus (Kedi) 38
Equus cabalus (At) 64
Mus musculus (Ev faresi) 40
Apis mellifera (Bal ar1s1) 32
Musca domesticus (Karasinek) 12
Allium cepa (Sogan) 16
Hordeum vulgare (Arpa) 14
Zea mays (Misir) 20
Lycopersicum esculentum (Domates) 24
Phaseolus vulgaris (Fasulye) 22
Saccharomyces cerevisiae (Bira mayasi) 17 ve 34
Neurospora crassa (Ekmek mantarr) 7
Chlamydomonas reinhardtii (Yesil alg tiirii) 16

2.1.5. Kromozomlarin biiyiikliigii

Kromozomlarin morfolojik 6zellikleri mitozun metafaz ve anafazinda bireysel
olarak ortaya ¢ikar. Kromatitlerin kondenzasyonu sebebiyle kromozomlarin
uzunluklarinda 6nemli derecede degisiklikler meydana gelir (Sasaki, 1960).

Genel olarak metafaz sathasinda 6lgiileri iyi bilinen bir kromozomun biyiikligi
ya da uzunlugu o canlh tiri icin sabittir; fakat bir canlinin ¢esitli dokular: hatta ayni
doku igerisindeki gesitli hiicrelerinden elde edilen degerlerde bile farklar goriilebilir.

Bu farkliigin temel sebepleri, hiicrenin igerisinde bulundugu ortam veya
kosullar, hiicrenin mitoz ve mayozdaki farkli sathalar1 ve bu sathalarin baslangici ile
sonu ve hiicrenin bulundugu hipotonik sivinin yani teknigin etkisidir. Genellikle
kontraksiyon arttikga kromozomun boyu kisalr. Preparatin hazirlanmas: esnasinda
kromozomlarin preparata gomiilmelerindeki farkliliktan dolay: bir hiicreden bir hiicreye
kromozom gozlemlerinde farkliliklar olusur.

Kromozomlarin biyiiklikleri sabit olup uzunlugu 0,2- 50 pum, genisligi ise 0,2-2
um arasinda degismektedir. En biiyik insan kromozomu 6,8 en kiigiigii de 1,1 pm

uzunlugundadir (Levan ve ark., 1964).
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2.2. Karyotip

Karyoloji, hiicre genetigi hakkinda yapilan ¢aligmalarla ilgilenen bilim dalidir.
Karyotip terimi ise bir organizmanin kromozom sayisini, biiyiikliigiinii ve morfolojisini
hatta saptanmis diger ayirt edici 6zelliklerini kapsar (Emiroglu ve Biirtin, 2017). Diger
bir ifadeyle karyotip, bir tiirlin metafaz kromozomlarmin sekil, biiylklik ve
goriinlislerine gore siralanmasidir.

Karyotip incelemeleri, mitoz boliinmenin gorildigli yani aktif olarak
cogalabilen doku ve hiicrelerde yapilmaktadir. Karyotip analizi sayesinde tiirlin
kromozom sayisi, bazi tiirlerin cinsiyet kromozomlarinin tespiti, ayni tiir ve farkh tiirler
arasindaki  benzerlik ve farkliliklar ve kromozomal hastaliklarm  teshisi
yapilabilmektedir (Saygun, 2005; Ruhi, 2018). Bazi arastirmacilar, karyotip degisikligi
sonucunda hayvanlarda yeni tiirlerin olusumunun kromozomlarm morfolojik olarak
yeniden diizenlenmesi veya heterokromatindeki kantitatif degisiklikler sonucunda
meydana geldigini ifade etmektedir (Nadler, 1969; Savic ve Soldatovic, 1979; Yiiksel
ve Giilkag, 1990).

Karyotip formiiliiniin belirlenmesinde kromozomlarin sentromer yerleri esas
alinmaktadir. Buna bagl olarak bir kromozomun o6lgiilebilen ve tanimlanabilen iKi
0zelligi olan kromozom boyu ve sentromer indeksidir. Kromozomun boyu igerisinde
degerlendirilen o6zellikler sentromer indeksi, kol uzunlugu ve kromozomun nispi
uzunlugudur. Sentromer indeksi (CI) ve kol orani kromozomun kendi biiyiikligi
hakkinda bilgi verirken, nispi uzunluk kromozomun diger kromozomlarla olan

biiyiikliik iliskisini agiklamaktadir (Macgregor ve Varley, 1988).

Kisa kol uzunlugu Uzun kol uzunlugu
x 100 Kol orani =

Nispi uzunluk Kisa kol uzunlugu

CI

Kromozomun toplam uzunlugu

Nisbi uzunluk =
Haploid kromozomlarin toplam uzunlugu

Sekil 2.9. Kromozomal uzunlugun 6l¢iilmesi (Macgregor ve Varley, 1988)
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Hayvanlarin ¢esitli dokularindan elde edilen kromozom preparatlart standart
giemsa boyama, C- bantlama ve NOR bantlama gibi diger boyama teknikleriyle
boyandiktan sonra mikroskopta en kaliteli metafaz plaklarinin fotograflar1 ¢ekilerek
bilgisayar ortamina aktarilir. Kromozom 6l¢iimleri (sekil, boy, kol uzunlugu, NF degeri
vb.) ve karyotip analizi i¢in bilgisayara aktarilan metafaz fotograflari, ¢esitli programlar
vasitasiyla diizenlenir. Ideogram adi verilen semada, karyotipe ait kromozomlarmn
numaralar1 ve boy uzunluklari, kisa ve uzun kol degerleri gibi istatistiksel degerleri
olusturulur.

Karyotip sunumu, gorsel olarak farkli sekillerde yapilabilir. Basit olarak
kromozomlarm net olarak goriilebildigi metafaz kromozomlar1 fotograflanir. Bu
fotograf lizerindeki kromozomlar kesilerek kagit ilizerinde eslestirmesi yapilir. Diger bir
yontem olarak metafaz kromozomlar1 kagida cizilerek gruplandirma yapilabilir.

Karyotip diizenlemesi ¢esitli sekillerde yapilabilmektedir. Kromozomlar1 once
sentromer yerlerine (metasentrik, submetasentrik vb.) gore gruplandirma daha sonrada
bunlar1 kendi icerisinde biiyiiklilk sirasina koyma seklinde diizenlenebilir. Istenirse
kromozomlar biiyilikten kiigii§e sentromer hizasi1 ayni olacak sekilde bir ¢izgi tlizerinde
siralanabilir.  Genel olarak esey kromozomlar1 bulunan organizmalarin esey

kromozomlar1 en sona yerlestirelecek sekilde karyotip yapilir (Emiroglu ve Biiriin,

2017).
2.3. Kromozom Boyama ve Bantlama Yontemleri

Kromozomal analiz, sitogenetik ve tibbi caligmalar igin biiylik 6neme sahip bir
alan olmustur. Mikroskop altinda basit boyalar kullanilarak baslatilan normal ve
anormal kromozomlar1 inceleme teknikleri, gelistirilen farkli boyama yontemleriyle
daha da ileriye tasinmustir (Qaisar ve ark., 2017).

Kromozom bantlama teknikleri, kromozomlardaki yapisal farkliliklar1 ve
degismeleri, kromozomlarm tek diize boyanmalarma gore c¢ok daha iyi ortaya
koyabilmektedir  (Gill ve Kimber, 1974). Ozellikle memelilerde, bireysel
kromozomlarin taninmasi, kromozomal polimorfizm ve mutasyonlarin analiz
edilmesine yardimc1 olmustur (Schweizer ve Ehrendorfer, 1976). Bu yiizden bilgisayarl
imaj analiziyle birlestirilerek karyotip belirleme ve idiogram olusturmada ve molekiiler
teknikler  sayesinde  kromozom parga  degis-tokuslarmin  tanimlanmasinda
kullanilmaktadir (Xu ve Kasha, 1992; Bauchan ve Hossain, 2001).
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2.3.1. Standart giemsa boyama

Giemsa boyama teknigi, kimyager olan Gustav Giemsa tarafindan ilk olarak
sitma parazitinin patolojik olarak tanilanmasinda kullanilirken daha sonra Treponema
pallidum’un boyanmasi i¢in modifiye edilmistir (Giemsa, 1902; Giemsa, 1907; Barcia,
2007). Bazi arastirmacilar, fare kromozomlari {izerinde yaptiklari ¢alismalarda giemsa
boyamanin farkl 6zelliklerini kullanmislardir (Pardue ve Gall, 1970).

Kromozom iizerinde her kromozoma 6zgii agik ve koyu bantlar bulunmaktadir.
Bantlar, tripsin veya proteaz 6n muamelesinden sonra kromozomlarn giemsa ile
boyanmasi sonucunda elde edilmektedir. Bantlarin olustugu bolgelerde kromatin siki bir
sekilde kondenzasyon gosterir ve A-T yoniinden olduk¢a zengindir (Topaktas ve

Renciizogullari, 2010).
2.3.2. C-bantlama teknigi

Konstitutif kromatin ya da C-bantlama, Heitz tarafindan 1928 yilinda
kesfedilmis ve interfaz g¢ekirdeginde goriilen koyu bolgeler olarak ifade edilmistir.
Kromozom veya ¢ekirdek tlizerinde bulunan heterokromatin bolgelerin DNA’s1 siki1 bir
sekilde paketlenmistir. Koyu olan bolgeler heterokromatin agik olan bdlgeler ise
okromatin olarak adlandirilir. Okromatin yogunlugu az, erisilebilir ve genellikle daha
kolay kopyalanirken, heterokromatin tipik olarak yiiksek derecede yogunlastirilmis,
erisilemez ve niikleozomal dizilerce siralanmuistir (Huisinga ve ark., 2006; Grewal ve
Jia, 2007).

Heterokromatin bloklar (C-bantlar), tekrarlayan DNA dizilerini igerir ve aktif
degildir (Balicek ve ark., 1977). Bu sebepten dolay1r bu bloklarin bozulma ihtimali
diisiik ve nesiller boyu korunabilmektedir (Varley ve ark., 1980; Sperling ve ark., 1987).
C-bantlar kromozomun {iizerinde herhangi bir bolgede bulunabildigi fakat genelde
kromozomun sentromer bdlgesinde bulundugu ifade edilmektedir.

C-bantlama metodu, tiirlere ait kromozomlarin ayrintili olarak calisilmasi,
kromozomal tiir teshisi, bir tiiriin cinsiyet kromozomlarmin tespit edilmesi bakimmdan

onemli bir tekniktir (Haaf ve Schmid, 1984; Arslan ve Arslan, 2007).
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2.3.3. Ag-NOR boyama

1930’lu yillarda Heitz ve ardindan McClintock, mitotik kromozomlarin daha az
yogunluk gosteren bolgelerinin, ikincil daralma sayisi ve uzunluklari bakimindan
sayisal bir iligki i¢erisinde oldugunu gozlemlemis ve bugiin bu bolgelerin boyutlar1 ve
daralmalar1 ¢ekirdek¢ik organize edici bolge veya NOR olarak ifade edilmektedir
(Heitz, 1931; McClintock, 1934).

1960’11 yillara gelinceye kadar, NOR un 188, 5.8S ve 28S ribozomal RNA’larin1
kodlayan genleri igerdigi anlasilincaya kadar kesin olarak fonksiyonu belli degildi
(Ritossa ve Spiegelman, 1965; Birnstiel ve Chipchase, 1970). Daha sonra niikleolus’un,
bir hiicre ¢ekirdegindeki en belirgin yapt oldugu ve ribozomal RNA (rRNA)
trankskripsiyonu, rRNA 6n islemesi ve ribozom alt birimlerinin diizenlenmesi gibi
farkli gorevleri tistlendigi anlasilmistir (Lam ve ark., 2005). Niikleolus’un (¢ekirdekgik)
sadece cekirdek anatomisi olarak degerlendirilen genel kabuliin aksine 1960’11 yillarin
basinda gen etkisinin sitolojik ifadesi olarak adlandirilmasi sitogenetik biliminde biiyiik
bir bulusgsal ilerleme olarak kabul edilmistir (Pederson, 2011).

NOR bolgeleri heterokromatin bolgelerdir ve 15181 kirma 6zelliklerinden dolay1
kromozom preparatlar1 hazirlanarak NOR’lar, amonyak veya formik asit glimiis nitrat
boyama ile hizli ve net bir sekilde gorintiilenebilmektedir (Derenzini ve ark., 1998;
Gaffaroglu ve Yuksel, 2005). Giimiis boyama (Ag-NOR), histon olmayan proteinlerin
iyonik giimiise baglanmasi sonucunda giimiisiin indirgendigi reaksiyondur (Pekol,
1999). NOR’lar genelde kromozomun kisa kol ucunda goriiliir. Fakat uzun Kkol,
sentromere yakin bolgede ya da sentromer bolgesinde de goriilebilir (Gold ve ark.,
1990; Gaffaroglu, 2003).

NOR teknigi, taksonomik c¢aligmalarda, tiir ici ve tiirler arasi akrabaligin
belirlenmesinde ve gesitli kromozom varyasyonlarinda kullanilmaktadir (Gold ve Zoch,
1990). Tiirler aras1 heteromorfizmin belirlenmesinde; genomdaki mutlak NOR sayis1 ve
NOR’larmm  kromozomdaki pozisyonu ve yerlesimi degerlendirilirken tiir igi
heteromorfizmin degerlendirilmesinde NOR biiytlikligii ve hiicredeki aktif NOR’larin
dagilimi dikkate almmaktadir. Pekol (1999), NOR heteromorfizmini ii¢ farkl tipte
tanimlamistir; NOR  biiyiikliigi ya da NOR boyu heteromorfizminde homolog
kromozomlar farkli biiyiilikte NOR’lara sahiptir. NOR silinmesinde homolog

kromozomlarm birisinde NOR silinmistir. NOR aktivite heteromorfizmi.
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2.4. Cahisma Konusu Familya, Cins ve Tiir Hakkinda Genel Bilgiler

Cyprinidae (Sazangiller) familyasi, diinyadaki birgok tatlisu ekosistemlerinde

dagilis gosteren Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika ihtiyofaunasinin énemli bir
unsurunu olusturmaktadir (Nur ve ark., 2008; Ergene ve ark., 2010). Tirkiye tatlisu
ekosistemlerinde 31 familyaya ait 368 tiir dagilis gostermekte ve en baskin familya 188
tiir ile Cyprinidae familyasidir (Cicek ve ark., 2015).
Cyprinidae familyasi, icerdigi tiir c¢esitliligi sebebiyle filogenetigi tam olarak
aydmlatilamamistir. Familyanin “Acheilognathinae, Alburninae, Cultrinae, Cyprininae,
Gobioninae, Leuciscinae, Squaliobarbinae, Tincinae, and Xenocypridinae* alt
familyalarindan olustugu tahmin edilmektedir (Tang ve ark., 2010).

Bu familyadaki tiirlerin karakteristik 6zellikleri: ¢enelerinde dis benzeri yapilar
olan yutak dislerin bulunmasi, viicudun sirt kisminda daime tek dorsal yiizgecin varligi,
tam gelismemis mide yapisi, ylizme keselerinin varligi, sikloyit tipte pul yapis1 ve agiz
yapisiin yukariya doniik olmasidir (Geldiay ve Balik, 2009; Kuru, 2011). Cogu tiirler
siiriiler halinde yasar. Ureme donemi ilkbahar ve yaz olmak iizere iki mevsimdir. Ureme
déneminde parlak ve ¢ok daha siislii bir goriiniim alan erkekler dikkat ¢ekmektedir
(Geldiay ve Balik, 2009).

Genel olarak ekonomik degerlerinin yiiksek olmasi, genis adaptasyon
yetenekleri, hizli biiyiime, yapay yontemlerle dollenme ve suni yemlere aliskanlik
gostermeleri sebebiyle dogal yasam alanlar1 disindaki bir¢ok iilkeye siis ve akvaryum
balik¢ilig1 amaciyla tasinmistir (Geldiay ve Balik, 2009). Cyprinidae (Sazangiller)
familyasi igerisinde yer alan ve Anadolu’daki Leuciscinae altfamilyasinin liyelerinden
biri olan Squalius cinsi, tatlisu kefallerininde i¢inde bulundugu, Avrupa, Bati Asya ve
Kafkasya’ya dagilmis ve 45 tiir ile temsil edilen orta biiylikliikteki baliklardan
olusmaktadir (Durand ve ark., 2000; Sanjur ve ark., 2003; Ozulug ve Freyhof, 2011;
Siiliin, 2014). Anadolu’da ki akarsu, g6l ve barajlarin birgogunda bulunmasma ragmen
cins-seviye taksonomisi kesinlik kazanmanustir (Unal, 2011; Becer ve Sari, 2017). Bu
ylizden cins, morfolojik ve molekiiler bilgileri anlasilincaya kadar literatiirde Leuciscus

cinsi igerisinde yer almistir (Perea ve ark., 2010).



18

Cizelge 2.3. Anadolu’daki Squalius tiirlerinin dagilis alanlar1 (Cigek ve ark., 2015)

Squalius adanaensis Turan, Kottelat & Dogan, 2013

Squalius anatolicus Bogutskaya, 1997
Squalius aristotelis Ozulug & Freyhof, 2011
Squalius berak Heckel, 1843

Squalius borysthenicus Kessler, 1859

Squalius cappadocicus Ozulug & Freyhof, 2011

Squalius carinus Ozulug & Freyhof, 2011
Squalius cephaloides Battalgil, 1942
Squalius cephalus Linnaeus, 1758
Squalius cii Richardson, 1857

Squalius fellowesii Giinther, 1868
Squalius kosswigi Karaman, 1972

Squalius kottelati Turan, Yilmaz & Kaya, 2009

Squalius lepidus Heckel, 1843
Squalius orientalis Nordmann 1840

Squalius orpheus Kottelat & Economidis, 2006

Squalius pursakensis Hanko, 1925

Squalius recurvirostris Ozulug & Freyhof, 2011
Squalius seyhanensis Turan, Kottelat & Dogan, 2013

Squalius spurius Heckel, 1843
Squalius turcicus De Filippi, 1865

Seyhan Nehri
Beysehir Goli
Bat1 Anadolu
Asagi Firat Nehri Havzasi
Marmara ve Karadeniz Havzalar
Tuz Golii Havzasi
Isikl1 Gol Havzasi
Kuzey Armutlu Yarimadasi
Bati Anadolu
Kuzeybat1 Anadolu Su Havzalar1
Giineybat1 Anadolu
Tahtal1 Nehri
Asi, Firat ve Dicle Nehir Havzalar1
Asi, Firat ve Dicle Nehir Havzalar1
Dogu Anadolu, Aras Nehri Havzasi
Avrupa Karadeniz Havzalari
Sakarya Nehri Havzasi

Aksehir, Eber ve Ilgin Golii Havzalan
Zamanti Deresi, Seyhan Nehri Havzasi

Asi Nehir Havzasi
Kura ve Aras Nehir Havzalar1

Squalius recurvirostris, Aksehir, Eber ve Ilgm golleri havzasinda dagilis gosteren lokal

endemik bir tiirdiir (Ozulug ve Freyhof, 2011).
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Sekil 2.9. Squalius recurvirostris’in dagilig alan1 (IUCN, 2019)
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Squalius recurvirostris’in dis goriiniisii: viicut uzunlamasina basik, ventral ve dorsal
yiizeyler dis biikey; basi diiz ve burun sivri; agiz terminal pozisyonda ve ¢ene dort

koseli; bas ve gdvde sarimsi, periton siyahimsi renktedir (Ozulug ve Freyhof, 2011).
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Sekil 2.10. Squalius recurvirostris’in akvaryumdaki goriintiisii

Squalius recurvirostris’in sistematikteki yeri:
y

Kingdom (Alem) : Animalia (Hayvanlar)

Phylum (Sube) : Chordata (Kordalilar)

Classis (Sinif) - Actinopterygii (Isinsal Yiizgegliler)
Order (Takim) : Cypriniformes (Sazansilar)
Familia (Aile) : Cyprinidae (Sazangiller)

Genus (Cins) : Squalius (Bonaparte, 1837)
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Species (Tiir) : Squalius recurvirostris (Ozulug & Freyhof, 2011)
Holotip (Ilk bulundugu yer)  : Aksehir Golii (Ortakdy deresi)
Tiirkce Ada : Aksehir Tatlisu Kefali

2.5. Cyprinidae Familyasina Ait Tiirlerin Karyotip Calhismalan

Abramis cinsinin tek temsilcisi olan Abramis brama’nin Avrupa’daki farkli
lokalitelerdeki calismalarda diploid kromozom sayisi (2n) 50 ve 52 bulunmustur.
Polonya’daki ¢aligmada, karyotipi 7 ¢ift metasentrik, 11 ¢ift submetasentrik ve 7 gift
akrosentrik kromozom seklinde belirtilmistir. Temel kromozom kol sayis1 (NF) degeri
ise 82 olarak tespit edilmistir. En biiyliik kromozomun, tek kollu olan kromozom ¢iftinin
oldugu ifade edilmistir (Wolf ve ark., 1969; Nygren ve ark., 1975; Nahavandi ve ark.,
2001; Ocalewicz ve ark., 2004).

Tiirkiye’deki ¢alismalarda Acanthobrama marmid ve Acanthobrama mirabilis’in
kromozom sayis1 2n=50 bulunmustur. A. marmid’in karyotip formiilii 8 metasentik, 13
submetasentrik ve 5 subtelosentrik-akrosentrik kromozom ¢iftinden olusmaktadir
(Gaffaroglu ve ark., 2006). A. mirabilis’in karyotipinin 5 ¢ift metasentrik, 3 c¢ift
submetasentrik, 5 c¢ift subtelosentrik ve 12 cift akrosentrik kromozom ve NF=76
seklindedir (Uysal, 2011). Acanthobrama microlepis (Syn: Acanthalburnus
microlepis)’in 2n=50 olmak iizere karyotipi, Tirkiye popiilasyonu 8 metasentrik, 7
submetasentrik ve 10 akrosentrik; Ermenistan popiilasyonu ise 10 metasentrik, 14
submetasentrik ve 6 subtelosentrik-akrosentrik kromozom ¢ifti igermektedir. NF degeri
80 ve 88 olarak hesaplanmustir (Nur ve ark., 2008; Vasilyan ve ark., 2009). Her iKi
calismada da esey kromozomlari tespit edilememistir.

Dicle Nehri’ndeki Alburnoides bipunctatus un kromozom sayis1 2n=50 ve farkl
lokalitelerdeki c¢alismalarda karyotipi, Cek Cumhuriyetinde 8 metasentrik, 12
submetasentrik ve 8 subtelosentrik; 8 metasentrik, 12 submetasentrik ve 6
subtelosentrik-akrosentrik; iranda 7 metasentrik, 10 submetasentrik ve 8 akrosentrik-
telosentrik / 9 metasentrik, 14 submetasentrik ve 2 subtelosentrik-akrosentrik
seklindedir. NF degeri sirasiyla 96, 88, 84 ve 96°dir (Rab, 1981; Kilig-Neval ve Unlii,
2004; Nazari ve ark., 2010; Khosravanizadeh ve ark., 2013). Tiirkiye’deki ¢alismada,
cok sayidaki kromozomun sentromerinde C-bantlarin oldugu ve 1 ¢ift kromozomun kisa

kolunda ise NOR saptanmistir (Gaffaroglu ve ark., 2014a).
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Alburnus tiirlerinin kromozom sayisinin 2n=50 oldugu farkli caligmalarda
dogrulanmustir. Bu tiirlerden A. akili’nin karyotipi 9 metasentrik ve 16 submetasentrik
kromozom ¢ifti seklindedir (Arkhipchuk, 1999). Alburnus alburnus’un karyotipi 7
metasentrik, 13 submetasentrik ve 5 telosentrik-akrosentrik kromozom gifti igermekte
ve NF=90 olarak bulunmustur (Pourkazemi ve ark., 2011). Iran’daki calismada
Alburnus filippi'nin karyotipi 6 metasentrik, 9 submetasentrik, 4 subtelosentrik ve 6
akrosentrik kromozom ¢ifti i¢erdigi ve NF degerinin 88 oldugu bildirilmistir (Nazari ve
ark., 2010). Hazar Golii’'ndeki Alburnus tarichi (Syn: Chalcalburnus tarichi)’nin
karyolojik calismasinda karyotipinin 7 metasentrik, 9 submetasentrik ve 9 akrosentrik
kromozom ¢ifti seklinde oldugu anlasilmistir (Giil ve ark., 2004). Alburnus mossulensis
(Syn: Chalcalburnus mossulensis)’de 2n=50 ve karyotipinin 6 ¢metasentrik, 8
submetasentrik, 5 subtelosentrik ve 6 akrosentrik kromozom ¢iftinden olustugu
bildirilmis ve 2 ¢ift submetasentrik kromozomda NOR tespit edilmistir (Yiiksel ve
Gaffaroglu, 2008a). Inci kefali ya da Van balig1 olarak bilinen Alburnus tarichi’nin Van
Goli’nde yapilan ¢alismasinda karyotipinin 8 ¢ift metasentrik, 5 ¢ift ubmetasentrik ve
12 cift akrosentrik kromozomdan olustugu belirtilmistir. Ayrica bazi kromozomlarm
sentromer bdlgelerinde konstitiitif heterokromatin bolgeler tespit edilmistir (Yiiksel ve
Gaffaroglu, 2008a).

Barbus tiirleri iizerinde yapilan Kkaryolojik ¢alismalarda: B. capito’nun
kromozom sayis1 2n=100 oldugu ve karyotipini 6 metasentrik, 19 submetasentrik, 19
subtelosentrik ve 6 telosentrik kromozom ¢iftinin olusturdugu ifade edilmistir. NF=150
olarak saptanmustir (Geng ve ark., 2013). Asi Nehri’ndeki B. rajanorum, B. longiceps
ve B. capito pectoralis’in sitogenetik analizinde kromozom sayisi sirasiyla 125, 148 ve
150 olarak bulunmustur (Turan ve ark., 2005). Bir diger ¢alismada B. plebejus
lacerta’da 2n=48 ve karyotipi 16 metasentrik ve 8 akrosentrik kromozom ¢ifti
seklindedir (Ergene ve ark., 1998).

Blicca bjoerkna (Syn: Blicca bjoerkna transcaucasica)’nin Yugoslavya,
Romanya ve Iran’da yapilan karyolojik ¢alismada diploid kromozom sayisi 2n=50
olarak bulunmugstur. Karyotip formiilleri Yugoslavya’da 2n=8m+18sm+12st+12a ve
NF=88, Romanya’da 2n=14m+22sm+14a ve NF=86, Iran’da 2n=12m+20sm+18st ve
NF=100 seklindedir (Vujosevic ve ark., 1983; Luca ve ark., 2010).

Tiirkiye’ye endemik Capoeta antalyensis ve Capoeta baliki’nin sitogenetik
analizinin yapildig1 ¢aligsmada, her iki tiirlinde kromozom sayis1 2n=150 olarak tespit

edilmistir. C. antalyensis’in karyotipinin 42 metasentrik-submetasentrik ve 33
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subtelosentrik-akrosentrik (NF=234), C. baliki’nin ise 44 metasentrik-submetasentrik ve
31 subtelosentrik-akrosentrik (NF=238) kromozom ¢ifti igerdigi bildirilmistir (Ayata ve
ark., 2017). Iran’daki ¢aliymada Capoeta capoeta’nmn iki farkli bolgedeki
popiilasyonlarmin  2n=150 kromozoma sahip oldugu ve karyotip formiiliiniin
2n=24m+60sm+14st+52t (NF=234) ve 2n=24m+56sm+14st+56t (NF=230) seklinde
degiskenlik gosterdigi ifade edilmistir (Safar ve ark., 2000). Capoeta damascina’nin
sitogenetik analizinde diploid kromozom sayis1 Israil’deki ¢calisma da 2n=148 (2n=78m-
sm+32st+32a ve NF=258), Tiirkiye’deki ¢alisma da 2n=150 (2n=78m-sm+32st+38a ve
NF=238) olarak bulunmustur (Gorshkova ve ark., 2002; Unal, 2015). Dicle Nehri’ndeki
yapilan arastrma diploid kromozom sayist Capoeta trutta’nin 2n=150 (2n=70m-
sm+80st-a ve NF=220) ve Capoeta capoeta umbla’nin 2n=150 (2n=86m-sm+64st-a ve
NF=236) olarak tespit edilmistir (Kilig Demirok, 2000). Yapilan bu ¢alismalarda esey
kromozomlar1 ayirt edilememistir.

Tirkiye tathsularinda dagilis gosteren iki Carasobarbus tiiriiniin karyolojik
ozellikleri calisilmistir. Bu tiirlerden Carasobarbus luteus’un kromozom sayis1 2n=150,
Carasobarbus kosswigi (Syn: Kosswigobarbus kosswigi)’nin 148’dir. Karyotip
formiilleri C. luteus’un 2n=34m+54sm+14st+48a (NF=238) / 2n=84m-sm+66st-a
(NF=234) ve C. kosswigi’nin 2n=86m-sm+62st-a (NF=234) seklinde tespit edilmistir
(Kaya, 2009; Deger ve ark., 2011a; 2011b).

Havuz balig1 ve Cin Sazani olarak adlandirilan Carassius tiirlerinin sitogenetik
calismalar1 farkli lokalitelerde (Japonya, Tiirkiye, Yugoslavya) yapilmistir. Bu
tiirlerden: C. auratus’un diploid kromozom sayis1 (2n) Japonya’da 100, Tiirkiye’de 104
(2n=24m+34sm+46a ve NF=162) olarak bulunmustur. Yugoslavyadaki ¢alismada C.
auratus gibelio’nun kromozom sayisi 2n=160 (2n=14m+28sm+14st+90a) ve lokalitesi
bildirilmeyen iki farkli ¢alismada ise 2n=98 ve 150 bulunmustur (Raicu ve ark., 1972;
Vujosevic ve ark., 1983; Zhou ve Gui, 2002). Diger c¢alismalarda diploid kromozom
sayist C. carassius’da 2n=100 (2n=20m+36sm+44st-a) ve C. gibelio’da 2n=100
seklindedir (Knytl ve ark., 2013a; Knytl ve ark., 2013b).

Beysehir Goli’nde endemik Chondrostoma beysehirense’nin ilk defa yapilan
karyoloji ¢alismasinda diploid kromozom sayis1 2n=50 (NF=92) ve karyotipinin 5 ¢ift
metasentrik, 16 c¢ift submetasentik-subtelosentrik ve 4 cift akrosentik kromozomdan
olustugu tespit edilmistir. Altinca submetasentrik kromozomun kisa kolunda ikincil
bogum ve bu kromozom ¢iftinde NOR saptanmis ve C-pozitif oldugu anlagilmustir.

Esey kromozomlarinda morfolojik farklilagsma goriilmemistir (Arslan ve Giindogdu,
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2016). Kromozom sayisi, Iran’daki Chondrotoma regium’da ve Tiirkiye deki
Chondrostoma meandrense’de 2n=52 olarak saptanmistir. Karyotipinin C. regium’da 21
cift submetasentrik ve 5 ¢ift subtelosentrik (NF=58), C. meandrense’de 9 gift
metasentrik, 3 ¢ift submetasentrik, 3 ¢ift subtelosentrik ve 11 ¢ift akrosentrik (NF=82)
kromozom seklinde oldugu ifade edilmistir. Her iki tiirde de esey kromozomlari tespit
edilememistir (Esmaeili ve ark., 2010; Uysal, 2011).

Dogu Asya’ya 0zgli olan ve Ot sazani olarak bilinen Ctenopharyngodon
idella’nin  kromozom sayismin 2n=48 oldugu belirtilmistir. Karyotipinin 8 ¢ift
metasentrik ve 16 c¢ift submetasentrik (Liu, 1980), 10 c¢ift metasentrik, 8 c¢ift
submetasentrik ve 6 ¢ift subtelosentrik kromozomdan olustugu ifade edilmistir
(Nowruzfashkhami ve ark., 2002).

Cyprinion kais’in karyolojik 0Ozelliklerinin ilk defa arastirildigi calismada,
diploid kromozom sayis1 2n=50 ve karyotipi 8 ¢ift metasentrik ve 7 ¢ift submetasentrik,
3 ¢ift subtelosentrik ve 7 cift telosentrik (NF=86) kromozom seklinde tespit edildigi
bildirilmistir (Nasri ve ark., 2010). Tirkiye’deki ¢alismalarda Cyprinion macrostomum
(Syn: Cyprinion macrostomus)’un kromozom sayisi 2n=48 (4m+26sm+18st) ve NF=82;
2n=50 (6m+26sm+18st / 6m+24sm+12st+8t) ve NF=92 olarak tespit edilmistir (Colak
ve ark., 1985; Kilic Demirok, 2000; Muhammet ve Esref, 2004; Yilmaz ve ark., 2005;
Yiiksel ve Gaffaroglu, 2008b).

Kozmopolit bir tiir olan ve familyaya ismini veren Cyprinus carpio (Sazan)’in
sitogenetik analizleri hakkinda yapilan ¢alismalarin sayisi olduk¢a fazladir. Genel
itibariyle tiirlin kromozom sayis1 2n=98 ve 100 ve NF=148 ve 156 olarak tespit
edilmistir. Ukrayna’daki bir ¢alismada karyotipinin 13 ¢ift metasentrik, 15 ¢ift
submetasentrik, 15 ¢ift subtelosentrik ve 7 c¢ift telosentrik kromozomdan olustugu
saptanmustir. Esey kromozomlar1 ayirt edilememistir (Raicu ve ark., 1972; Wu ve Yang,
1980; Al-Sabti, 1986; Hamalosmanoglu ve Kuru, 2003; Wang ve ark., 2009).

Garra rufa’nin kromozom sayist 2n=44, 46, 48 ve 50 olmak lizere ayni veya
farkli lokalitelerde degiskenlik gosterdigi yapilan calismalarda tespit edilmistir.
Karyotip formiilleri: Almanya’da 2n=22m+20sm+2st-a; Tiirkiye’de 22m+20sm+2a ve
NF=85 / 2n=32m+6sm+6st+2a ve NF=90 / 2n= 28m+14sm+4st+4a ve NF=96; Iran’da
2n=34m+ 12sm+2t-a seklinde tespit edilmistir (Wolf ve ark., 1969; Goziikara ve Cavas,
2004; Karahan ve Ergene, 2009; Gorshkova ve ark., 2012; Nezameslami ve ark., 2015).
Savur Irmagi’ndaki Garra variabilis’in kromozom sayis1 2n=102 ve iki farkli karyotipi:
disi bireyde 42m+18sm+24st+18a (FN=186) ve erkek breyde 41m+18sm+24st+19a
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(NF=185) seklinde tespit edilmistir. Birgok kromozomda NOR tespit edilmis ve en
biiyiikk kromozomun submetasentrik oldugu ifade edilmistir (Karahan ve Ergene, 2010).

Seyhan Nehri’ndeki ¢alismada, Luciobarbus pectoralis’un diploid kromozom
sayist 2n=100 (20 metasentrik, 42 submetasentrik, 38 akrosentrik-telosentrik) olarak
bulurken NF degerinin 162 oldugunu ifade edilmistir. Bazi kromozomlarda
perisentromerik heterokromatin bloklar ve bir ¢ift submetasentrik kromozomun kisa
kolunun ucunda NOR tespit ettiklerini belirtmislerdir (Unal ve Gaffaroglu, 2016). Asi
Nehri’ndeki Luciobarbus longiceps (Syn: Barbus longiceps)’in kromozom sayisi
2n=148 olarak bildirilmistir (Turan ve ark., 2005).

Petroleuciscus borysthenicus (Syn: Leuciscus borysthenicus)’ un Cek
Cumhuriyeti’nde yapilan karyoloji ¢alismasinda; 2n=50 ve karyotipinin 8 ¢ift
metasentrik, 14 ¢ift submetasentrik ve 3 ¢ift subtelosentrik kromozom setinden olustugu
tespit edilmistir. NF degeri ise 94 olarak hesaplanmistir. Tiim metasentrik ve dort ¢ift
submetasentrik-subtelosentrik kromozomda heterokromatin bloklar tespit edilmistir
(Réb ve ark., 1996).

Phoxinus phoxinus’un yapilan farkli bolgelerde yapilan sitogenetik analizinde,
diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak bulunmustur (Labat ve ark., 1983; Ueno ve
Ojima, 1984). Karyotipi 4 metasentrik, 16 submetasentrik ve 5 akrosentrik-telosentrik
kromozom ¢ifti ve NF=90 seklindedir. C-bantlamada 7 ¢ift kromozomun sentromerinde
heterokromatin bdlgeler tespit edilmistir. Ayrica bir ¢ift metasentrik ve submetasentrik
kromozomun telomerinde NOR saptanmistir (Boron, 2001).

Pseudophoxinus tiirleri iizerinde yapilan Kkaryolojik ¢alismalarda tiirlerin
tamaminin kromozom sayis1 2n=50 olarak tespit edilmistir. Bu tiirlerin karyotipleri;
Pseudophoxinus antalyae’nin 8m+7sm+6st+4a ve NF=92 (Ergene ve ark., 2010);
Pseudophoxinus firati’nin 19m-sm+6st ve NF=88 (Karasu ve ark., 2011);
Pseudophoxinus elizavetae’nin 4m+17sm+4st ve NF=92 (Gaffaroglu ve ark., 2014);
Pseudophoxinus crassus ve Pseudophoxinus hittitorum’un sirasiyla 6m+15sm+4t-a ve
NF=92, 7m+13sm+5t-a ve NF=90 (Unal ve ark., 2014); Pseudophoxinus zekayi’nin
8m+13sm+4t-a ve NF=92 (Unal, 2015); Pseudophoxinus battalgilae, Pseudophoxinus
burduricus, Pseudophoxinus egridiri, Pseudophoxinus evliyae, Pseudophoxinus
fahrettini ve Pseudophoxinus maeandri’nin sirasiyla 8m+14sm+3t-a ve NF=94;
Im+13sm+3t-a ve NF=94; 7m+1l4sm+4t-a ve NF=92; 7m+15sm+3t-a ve NF=94;
8m+13sm+4t-a ve NF=92; Sm+16sm+4t-a ve NF=92 kromozom c¢ifti olarak ifade
etmislerdir (Ayata ve ark., 2016).
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Kizilirmak nehri’'nde yasayan Pseudorasbora parva’nin standart karyotip
analizinin yapildig1 calismada; 2n=50 ve Karyotipinin 7 ¢ift metasentrik, 10 ¢ift
submetasentrik ve 8 cift subtelosentrik kromozomdan olustugu bildirilmistir. NF degeri
100 olarak hesaplanmistir (Gaffaroglu ve ark., 2009). Japonya’daki calismada elde
edilen sonuglar: 2n=50 ve NF=100 (2n=36m+14sm) seklindedir (Ojima ve ark., 1972).

Rhodeus amarus’un Italya ve Polonya popiilasyonlarinin kromozom sayisi
2n=48 ve NF=76 olarak tespit edilmistir. Karyotip formiilii: Italya popiilasyonun da
2n=8m+20sm+20st; Polonya popiilasyonunda 2n=8m+20sm+20st-a seklindedir.
Italya’daki ¢alismada 7. kromozom ciftinin kisa kolunda NOR tespit edilmistir.
Polonya’daki calismada ise iki submetasentik kromozomun kisa kolunda NOR
saptanmustir (Libertini ve ark., 2008; Kirtiklis ve ark., 2014).

Rutilus rutilus’da kromozom sayis1 2n=50 ve karyotipinin 7 ¢ift metasentrik, 8
cift submetasentrik, 5 ¢ift subtelosentrik ve 5 ¢ift akrosentrik kromozomdan olustugu
belirtilmistir (Vujosevic ve ark., 1983).

Scardinius erythrophthalmus’un kromozom sayis1 2n=50 olarak tespit edilmistir.
Karyotip formiilii Italya’da 2n=20m+12sm+12st+6a; Romanya’da 2n=16m+28sm+8st-a
seklindedir. Italya’daki ¢alismada, submetasentrik kromozomun kisa kolunda NOR
saptanmustir (Bianco ve ark., 2004; Luca ve ark., 2010).

Tinca Tinca (Kadife Balig1)’nin sitogenetik ¢alismalarinda, diploid kromozom
sayisl Italya’da 2n=50 (2n=8m+12sm+10st+18a); Tirkiye’de 2n=48
(2n=12m+16st+20a / 2n=12m+20sm+16st ve NF=80) olarak tespit edilmistir
(Cataudella ve ark., 1977; Hamalosmanoglu ve Kuru, 2004; Arslan ve Taki, 2012).
Beysehir Golii’ndeki ¢alismada, kromozomlarin tamammnm iki kollu oldugu,
perisentromerik ve sentromerik C-bantlara sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica iki ¢ift
kromozomda heteromorf C-bantlar ve ii¢ nolu metasentrik kromozom ¢iftinde NOR
saptanmustir.

Vimba vimba ve Vimba melanops’un 2n=50 kromozo sayisina sahip oldugu ve
karyotipinin 5 ¢ift metasentrik, 14 c¢ift submetasentrik ve 3 c¢ift subtelosentrik
kromozom seti icerdigi ifade edilmistir. NF degeri 94 olarak saptanmistir (Rabova ve
ark., 2003).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismada kullanilan baliklar: Ilgin (Cavusgu) GoOlii, Sarayoni Besgoz
Kaynaklar1 ve Doganhisar’daki tatli su kaynaklarindan serpme ag ve balik kepgesi
yardimiyla  &rnekleme islemi  yapilmustir.  Ornekleme islemlerinde  yoredeki
balik¢ilardan yardim alinmistir. Squalius recurvirostris ornekleri, dogal yasam
alanlarindan alinarak bidonlar yardimiyla laboratuvar ortamima getirildikten sonra
havali akvaryuma alinarak karyolojisi c¢alisildi. Baliklarin cinsiyetleri, gonadlari

yardimiyla tespit edildi.

Sekil 3.1. Ilgin (Cavuscu) goliinden serpme aglar ile yakalan 6rnekler

Sekil 3.2. Doganhisar’da yakalanan 6rnek (A) ve tatli su kaynagi (B)
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Sekil 3.3. Sarayonii (Besgoz) goleti tizerinde kurulan alabalik tesisinden balik¢i kepgesi ile yakalanan
Squalius recurvirostris 6rnegi. Golet tizerine kurulmus alabalik tesisi (A) ve yakalanan 6rnek (B)
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3.2. Metot

Tutulduklar1 ortamdan alinan baliklar, i¢inde bu ortamdaki sudan bulunan
bidonlara konarak, bidonlara oksijen baglanmistir. Ortalama agirliklar1 120-180 gram,
uzunluklart 10-16 cm olan baliklara esey farki gozetilmeksizin, viicut agirhigmin her 1
gr i¢in 0.0006 gr Kolsisin (Colchicine) soliisyon halinde hazirlanarak abdominal
bosluktan enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra baliklar havalandirilmig akvaryuma
alimdi. Kolsisin verildikten yaklasik 3.5-4 saat sonra rejenerasyonun yogun oldugu
bobrek dokusu bistiiri yardimiyla alinarak ufak parcalara ayrildi ve deney tiiplerine
konularak iizerlerine KCI (0.046) soliisyonu ilave edildi. Oda 1sisinda 30-40 dakika
tutulduktan sonra 2000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatan atilarak
hipotonigin hiicrelerden ayrilmasi1 saglandi. Fiksasyonu saglamak ic¢in, 3:1
methanol:asetik asit karigimindan hiicreler tizerine yaklasik 7 cc karistirict yardimiyla
eklenerek ayni devir ve siireyle santrifiij edilerek siipernatan atilarak, bu islem iki defa
tekrarlandi. Son santrifiij isleminden sonra siipernatant’m biiyiik bir kismi atildi ve
tiiplin taban kisminda kalan 2-3 cc’lik hiicre siispansiyonu iyice karigtirildi. Hiicre
slispansiyonunun, lamlar iizerine yiiksekten 1-2 damla damlatilmak suretiyle yayilmasi
saglandi. Preparatlar havada kurutularak ve bazilar1 %5’lik Giemsa boyasi olan

Sorenson tamponu icerisinde 20-30 dakika boyand: (Reddy ve John, 1986).

3.2.1. Standart giemsa boyama
Preparatlarin boyanmasi i¢in 10 ml giemsa 90 ml séransan fosfat tamponu ile
karistirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlarin tamamu kurutulduktan sonra 10-15

dk %10’luk sorensan giemsa boya soliisyonunda bekletilmistir.
3.2.2. C-bantlama

Kullanilan ¢ozeltiler:

1) 0,2 N HCI: 0,7246 ml HCI 100 ml bidistile suya dilue edildi.

2) %>5’lik Ba(OH)2 (Baryum hidroksit): 5 g Ba(OH)2*8H,O 100 ml bidistile
suyla karistirildi. Karistirilan soliisyonlar, 37°C’de agz1 kapali olacak sekilde etiivde
saklandu.

c¢) 2XSSC (2X Standart tuzlu sitrat) soliisyonu: 1,7530 g NaCl (Sodyum kloriir)
100 ml bidistile suda ¢dziindii. 0,8823 g Na-Sitrat 100 ml bidistile suda ¢oziiniir. Iki

soliisyon birbiriyle karigtirildi.
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d) Soransan fosfat tamponu: 11,88 g HPO4 1.000 ml bidistile suda ¢Oziiniir
(Stok). 9,08 gr KH2HPO4 (Potasyum-di-hidrojen fosfat) 1.000 ml bidistile suda ¢oziiniir
(Stok). Behere once bir miktar Na,HPO;4 soliisyonu konur. Uzerine KH2HPO4 ilave
edilerek pH= 6,8’e ayarlandu.

¢) Boya soliisyonu: 49 ml S6ransan tamponu igine, 1 ml giemsa ilave edilerek
hazirlandu.

Yapilisi: C-bantlama, Sumner (1972)’m metoduna gore yapilmistir. Preparatlar
oda sicakliginda 1 saat 0,2 N HCI soliisyonu iginde bekletildiler. Preparatlar beher
icindeki distile suda 3-4 kez cevrildikten sonra c¢ikarildilar. 37°C’de etiivde saklanan
%35’lik Ba(OH). soliisyonu 100 ml’lik beherin i¢ine karistirilarak aktarildi. Beher
icindeki ayran goriimiindeki soliisyon 50°C’ye ayarlanan etiive konuldu ve soliisyonun
sicaklig1 50°C oluncaya etiivde bekletildi. Preparatlar beher i¢ine daldirildi ve 15 dk
beklendi. Beher i¢indeki distile suda g¢alkalandilar. Preparatlar, 60°C su banyosuna
yarim saat once konan ve iginde 2xSSC bulunan 100 ml’lik beher i¢inde 1 saat
bekletildi. Preparatlar beher i¢indeki distile suda ¢alkalama yapildiktan sonra 1,5 saat
%?2’lik giemsa boyasi ile boyandilar. Beher i¢cindeki distile suda calkalandilar ve havada

kurutuldular.
3.2.3. Ag-NOR boyama

Kullanilan ¢ozeltiler:

1) %50’lik Giimis Nitrat ¢ozeltisi: 1 g AgNOs, 2 ml distile su iginde ¢oziiniir.
Aliminyum folyo ile sarildi ve buzdolabinda (+4°C) sakland.

2) Amonyak ¢ozeltisi: 6,4 ml NHs, 3,6 ml su ile karistirilarak stok soliisyonu
hazirland:.

3) Amonyak-Giimiis Nitrat ¢ozeltisi: 0,5 gr AgNO3z fizerine stok amonyak
soliisyonundan 1,25 ml ilave edildi ve karistirildi. Aliminyum folyo ile sarildi, +4°C’de
sakland.

4) %35’lik Formaldehit ¢ozeltisi: 3,5 ml Formaldehit {izerine 6,5 ml distile su
ilave edilerek karistirilda.

Yapilisi: Howell ve Black (1980)’in “One-Step” metoduna gore yapilmistir.
Hazirlanan preparatlar 5-7 giin kadar bekletildikten sonra preparatin yayma olmayan bir
kosesine 140 ml %50’lik glimiis nitrat ¢ozeltisi, diger kosesine 70 ml koloidal

gelistirici, pipetle damlatilarak iki sivinin karigmasi saglanmistir. Yaymanin {izerine
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gelecek sekilde soliisyon iizerine lamel kapatildi ve 1siticida 70 °C’de 30 sn bekletilip
preparatin renginin altin-kahverengiye dondiigii gozlendi. Preparatlar 1sitic1 iizerinden
kaldirilip ve iizerindeki lamel alind1 ve preparatlar distile suda yikandi ve daha sonra
kurutma kagidi tizerine birakilarak kurumasi beklenmistir. Kuruduktan sonra iizerine
sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinden 1-2 ml damlatilip 20-30 sn bekletildikten sonra
preparatlar distile suda yikandi. %5’lik Giemsa ¢ozeltisinde 5 dk boyandiktan sonra
boyama islemini takiben lamlar, her birinde 30 sn tutulmak suretiyle 2 kez aseton, 1 kez
1/1 oranindaki aseton/ksilol ve 2 kez de ksilol ihtiva eden dehidrasyon banyolarindan
gecirildi. Banyo islemi tamamlandiktan sonra lamlar havada kurutuldu ve 1-2 damla

entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu ¢alismada, lokal endemik Aksehir Tatlisu Kefali Squalius recurvirostris’in

standart C ve NOR bantli karyotip 6zellikleri ilk defa bu calismada ortaya konmustur.
4.1, Standart Giemsa Boyama

Bu ¢alismada, Squalius recurvirostris’in diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak
tespit edilmistir. Kromozom seti igerisinde 6 ¢ift metasentrik, 9 ¢ift submetasentrik, 5
cift subtelosentrik ve 4 ¢ift akrosentrik kromozom tespit edilmistir. Gonadlar1 disi
olarak tespit edilen bireylere ait karyotip igerisinde bir ¢ift heteromorf kromozom tespit
edilmistir. Erkek bireylerde bu farklilik goriilmemistir. Bu nedenle disi bireylerdeki
heteromorf kromozom ¢ifti cinsiyet kromozomu oldugu belirlenmistir. Disi bireylerdeki
farkli morfolojiye sahip cinsiyet kromozomlarmin olmasi ZZ/ZW sisteminin oldugu
anlasilmaktadir. Calisilan disi bireylerde Z kromozomu biiylik akrosentrik ve W
kromozomu ise orta biyiiklikte submeta/subtelosentriktir. Bu nedenle bu tiiriin
otozomal kromozom kol sayis1 degeri NFa=88 olarak tespit edilmistir. Disi bireyler igin
NF degeri 90 olarak belirlenmistir.

- . N

Sekil 4.1. Squalius recurvirostris’in metafaz plag: (Ilgin popiilasyonu — Disi birey )
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Sekil 4.3. Squalius recurvirostris’in metafaz plagi (Doganhisar popiilasyonu — Erkek birey)
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Sekil 4.4. Squalius recurvirostris’in karyotipi (Doganhisar popiilasyonu — Erkek birey)
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4.2. C-bantlama

Aksehir tatlisu kefali’'nin C banth karyotipi Sekil 4.6’da gdosterilmistir.
Kromozom seti igerisindeki bazi iki kollu ve akrosentrik kromozomlarin sentromer
bolgesinde C-bantlar gozlemlenmistir. Bazi1 kromozomlarda ise hafif sentromerik veya
perisentromerik C-bantlar gozlemlenirken diger kromozom ciftlerinin C-negatif oldugu

tespit edilmigtir.

.

10 ym

Sekil 4.5. Squalius recurvirostris’in C-bantli metafaz plag: (Erkek birey)
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Sekil 4.6. Squalius recurvirostris’in C-bantli karyotipi (Erkek birey)
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4.3. Ag-NOR Boyama

Calisilan popiilasyonlarda iki farkli aktif Ag-NOR tespit edilmistir. Bu aktif
NOR’lardan bir tanesi iki kollu kromozom ¢iftinin homologlarindan bir tanesinin uzun

kolunun tamaminda ve digeri iki kollu kromozom ¢iftinin homoglarindan bir tanesinin

kisa kolunun tamaminda tespit edilmistir. Yani tespit edilen aktif Ag-NOR’lar
heteromorftur (Sekil 4.8).

— = 3
-“

10 ym

4

Sekil 4.7. Squalius recurvirostris’in giimiis nitrat bantli disi bireyin metafaz plagi (Oklar aktif NOR’lar1
gostermekte)
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Sekil 4.8. Squalius recurvirostris’in giimiis nitrat banth disi bireyin karyotipi (Oklar aktif NOR’lar1

gostermekte)
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Gliniimiize kadar baliklar tizerinde yapilan karyotip c¢alismalarmin biiyiik bir
cogunlugunu kemikli baliklar olan teleostlar olusturmaktadir. Cyprinidae familyasi,
teleostlar icerisinde en fazla karyotip c¢alisma yapilan familyadir. Yapilan karyotip
caligmalarda, Cyprinidae familyasina ait tiirlerin diploit kromozom sayisinin 40 ile 160
arasinda degiskenlik gosterdigi anlasilmaktadir. Karyolojisi ¢alisilan baliklarin ¢ok az
bir kism1 disinda eseysel kromozomlar1 morfolojik olarak tespit edilememistir (Jankun,
2004). Genetik, fizyolojik ve c¢evresel etmenler eseysel kromozomlarin tespitini
zorlagtiran temel faktorlerdir (Devlin ve Nagahama, 2002).

Ulkemizdeki balik karyolojisi ¢calismalar1 son 30 yil igerisinde artis gdstermistir.
Karyotipi yapilan tiirlerin biiyiik bir cogunlugunu Cyprinidae familyas1 olusturmaktadir
(Karahan ve Ergene, 2009; Arslan ve Taki, 2012; Gaffaroglu ve ark., 2013). Tiirkiye’de
dagilis gosteren ve Cyprinidae familyasini temsil eden 27 cinse ait 72 tiir ve alttiiriin
karyolojik ¢alismalar1 yapilmustir. Arastirmacilar, Squalius ve Leuciscus olarak
adlandirilan iki cinsin birbiriyle sinonim oldugunu ifade etmislerdir. Doadrio ve
Carmona (2006), Squalius anatolicus’un Leuciscus olarak ifade edilen cinsin sinonim
oldugunu ifade etmistir. Yayinlanan bir ¢alismada ise Bogustkaya (1997), Beysehir
Goli’ndeki Squalius anatolicus’un farkli bir popiilasyon oldugunu belirtmistir.

Squalius cephalus (Syn: Leuciscus cephalus)’un karyolojik ¢aligmalar1 farkli
lokalitelerden bildirilmis ve bu calismalarda kromozom sayisi 2n=50 olarak ifade
edilmistir. Pekol (1999), Squalius cephalus (Syn: Leuciscus cephalus)’un Beyler
populasyonunun 9 c¢ift metasentrik, 6 ¢ift submetasentrik, 10 ¢ift subtelosentrik;
Germegtepe popiilasyonunun 10 c¢ift metasentrik, 6 c¢ift submetasentrik, ve 9 ¢ift
subtelosentrik kromozom setinden olustugunu belirtmistir. Ilaveten S. cephalus’ta iic
farkli NOR fenotpinin oldugunu agiklamistir. Berberovic ve Sofradzija (1974) Bosna
Hersek popiilasyonlarinin 10 ¢ift metasentrik-submetasentrik ve 15 ¢ift akrosentrik;
Cataudella ve ark. (1974) Italya popiilasyonlarmin 8 ¢ift metasentrik, 6 cgift
submetasentrik, 6 ¢ift subtelosentrik ve 5 ¢ift akrosentrik; Hafez ve ark. (1978) Fransa
popiilasyonlarinin 9 ¢ift metasentrik, 10 ¢ift submetasentrik-subtelosentrik ve 6 g¢ift
akrosentrik; Bianco ve ark. (2004) italya popiilasyonlarmin 8 ¢ift metasentrik, 13 gift
submetasentrik, 4 ¢ift subtelosentrik-akrosentrik; Boron ve ark. (2009) Polonya
popiilasyonlarinin 5 ¢ift metasentrik, 11 ¢ift submetasentrik, 5 ¢ift subtelosentirk ve 4
cift akrosentrik; Kilic ve Sisman (2016) Tiirkiye popiilasyonlarmin 5 ¢ift metasentrik,
11 ¢ift submetasentrik, 5 ¢ift subtelosentirk ve 4 ¢ift akrosentrik kromozom ¢iftinden
olustugunu ifade etmislerdir. Pekol ve Arslan (2015) Beyler Baraji’ndaki Squalius
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cephalus (Syn: Leuciscus cephalus)’un NOR fenotipini subtelosentrik ya da akrosentrik
kromozomun kisa kollarinda oldugunu ifade etmistir. Boron ve ark. (2009) bir
submetasentrik kromozom ¢iftinin uzun kolunda ve bir subtelosentrik kromozom
ciftinin kisa kolunda aktif NOR tespit ettiklerini belirtmiglerdir. Yapilan bu ¢aligmada
aktif NOR’lar homomorf olarak tespit edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise aktif NOR’lar
heteromorf seklindedir.

Kilig Demirok (2000) S. orienthalis’in kromozom sayisin1 2n = 50, karyotipinin
7 cift metasentrik, 10 ¢ift submetasentrik, 8 ¢ift subtelosentrik-akrosentrik kromozom
setinden olustugunu ve temel kromozom kol sayisinin 84 oldugunu bildirmistir.

Unal ve Gaffaroglu (2016) Squalius seyhanensis’in kromozom sayismi 2n=50
(16 metasentik, 28 submetasentrik ve 6 akrosentrik-telosentrik) ve NF=94 olarak tespit
etmiglerdir. Bir ¢ift submetasentrik kromozomun kisa kolunun ucunda konstitiitif
heterokromatin tespit etmislerdir. Ayrica ii¢ farkli kromozom ¢iftinde NOR
saptanmigtir.

Unal (2011) Beysehir Golii'ndeki Squalius anatolicus’un kromozom sayisini
2n=50 ve NF degerini 82 olarak tespit etmistir. Cogu kromozomun sentromerinde C-
bantlar tespit etmistir. Bir ¢ift biiyiikk submetasentrik kromozomun kisa kolunda NOR
tespit ettigini ve homolog kromozomlarda NOR biiyiikliik heteromorfizmi oldugunu
ifade etmistir. Beysehir Golii’'ndeki bu ¢alisma ve bizim calisma alanimiz (Ilgm,
Doganhisar ve Sarayonii) gz oniine alindiginda elde ettigimiz sonuglar biiylik oranda

benzerlik gostermektedir.

Cizelge 5.1. Karyolojisi ¢alisilan Squalius tiirleri

Tiir 2n Karyotip Z W NF Kaynak
20M-SM+30A - - 70  Berberovic ve Sofradzija, 1974
16M+12SM+12ST+10A - - 78  Cataudella, 1977
18M+20SM-ST+12A - - 88 Hafez veark., 1988
Squalius cephalus 50 18M+12SM+20ST-A - - 80 Pekol, 1999
16M+26SM+8ST-A - - 92 Bianco ve ark., 2004
10M+22SM+10ST+10A - - 82  Boron ve ark., 2009
10M+22SM+10ST+8A - - 92  Kilig ve Sisman, 2016
Squalius anatolicus 50 10M+22SM+10ST+8A - - 82 Unal, 2011
Squalius orientalis 50 14M+20SM+16ST-A - - 84 Kilig Demirok, 2000
Squalius seyhanensis 50 16M+28SM+6ST-A - - 94 Unal ve Gaffaroglu, 2016

Squalius recurvirostris 50  12M+18SM+10ST+8A A S 90 Bucalisma

Réb ve ark. (1996), Leuciscinae alt familyas1 igerisindeki cyprinidlerin kromozom

sayisinin 2n=50-52 ve temel kromozom kol sayisi degerinin NF=80-100 arasinda
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degisiklik gosterdigini ifade etmistir. Bahsedilen degerler ile aragtirma sonuglarimizin
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Leucaspius delineatus’da kromozom sayisi 2n=50 olarak tespit edilmistir.
Giimiis nitrat boyamada, 23 nolu kromozomda NOR saptanmistir (Mayr ve ark., 1986).

Leucaspius idus’un kromozom sayisi Almanya’da 2n=52; Cek Cumhuriyeti’nde
2n=50 (38m-sm+12st-a ve NF=88 / 10m+26sm+6st+8a ve NF=86) tespit edilmistir
(Lueken ve Foerster, 1969; Hinegardner ve Rosen, 1972; Sofradzija, 1977; Boron ve
ark., 2009). En biyiik ikinci submetasentrik kromozomun uzun kollarimda aktif
NOR’larin tespit edildigi bildirilmistir.

Leuciscus tiirleri {izerinde yapilan ¢alismalarda, Leuciscus leuciscus’da
kromozom sayisi 2n=50 olmak {izere farkli ¢alismalarda karyotipi: 2n=40m-sm+10a ve
NF=90; 2n=16m+22sm+12a ve NF=88; 2n=12m+8st+t6a ve NF=86 seklindedir.
Kromozomlarm birgogunun sentromerinde ve NOR bolgelerinde C-bant tespit edildigi
ifade edilmistir (Hafez ve ark., 1978; Boron ve ark., 2009). Leuciscus aspius (Syn:
Aspius aspius)’'un kromozom sayist Isvecte 2n=52 (2Im+5a ve NF=94), Cek
Cumhuriyeti’nde 2n=50 (Sm+9sm+10st+6a ve NF=78 / 7m+14sm+4st-a ve NF=92)
olarak tespit edilmistir. En kii¢iik akrosentrik kromozom ¢iftinin uzun kollarinda NOR
tespit edilmistir (Nygren ve ark., 1975; Arefjev, 1988; Réab ve ark., 1990).

Cinsiyet araciliiyla iireme, ¢ok hiicreli organizmalarda nesiller arasinda genetik
bilginin aktarilmasinda yaygin bir temadir. Cinsel iireme, dollenme sirasinda iki
bireyden gelen gamet fiizyonunu igerir ve bu da bir zigot olusumuna yol acar. Gametler,
boyut ve bicim bakimindan benzer (izogami) veya farklidir (anizogami). Ayri
cinsiyetler olarak erkeklerin ve disilerin varligina yol agabilecek olan anizogamidir.

Cinsiyet ¢evre tarafindan belirlenebilir veya genetik olarak bir otozomda veya
cinsiyet kromozomlarinda bulunan bir veya daha fazla lokus tarafindan kontrol
edilebilir (Ellegren, 2011). Cinsiyet kromozomlari, Erkek heterogameti (digiler XX ve
erkekler XY'dir) ve disi heterogameti (disiler ZW ve erkekler ZZ'dir) seklinde iki
kalitim diizeninden birini alabilir.

Spermin cinsiyeti belirledigi XY cinsiyet belirleme sistemi ve X0 cinsiyet
belirleme sisteminin aksine, ZW sisteminde yumurta yavrularin cinsiyetini belirler.
Erkekler homojenik cinsiyettir (ZZ), disiler ise heterogametik cinsiyettir (ZW). Bu
sistemde, Z kromozomu daha biiyiiktiir ve XY sistemindeki X kromozomu gibi daha

fazla gen igerir (Devlin ve Nagahama, 2002).
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Kemikli baliklar iizerine yapilan arastirmalarda, cinsiyet belirleme bigimlerinde
dikkate deger bir cesitlilik gostermektedir. Memeliler XX-XY ve kuslar ZZ-ZW
cinsiyet kromozomlar1 ile nitelendirilirken, baliklarda hem morfolojik olarak farklilasan
hem de farklilagtirilmis homologlart igeren cinsiyet kromozomlari iizerinde kurucu
genetik ve poliojenik mekanizmalarin, gevresel etkilerin, hermafroditizmin ve tek
cinsiyeti iceren farkli kromozom sistemleri tanimlanmistir ve bu mekanizmalarin etkisi
yapilan bagimsiz ¢aligmalarda birgok kez ortaya ¢ikmistir (Nanda ve ark., 1992; Devlin
ve Nagahama, 2002; Mank ve Avise, 2009). Diger omurgali smiflart ile
karsilastirildiginda balik tiirlerinin cinsiyet kromozomlar: sitogenetigi ¢alisilan tiirlerin
yaklasik % 10'unda tespit edilmistir (Haaf ve Schmid, 1984; de Almeida Toledo ve
Foresti, 2001).

Bir popiilasyondaki bireyler arasindaki diger kromozom c¢iftleri ile benzer
farkliliklar bulunabilir ancak kromozom yapisindaki bu farkliliklar bir cinsiyetle sinirl
oldugunda, cinsiyet kromozomlarmm mevcudiyeti kuvvetle belirtilir. Bugiline kadar
sitolojik olarak tanimlanan baliklarda bulunan tiim cinsiyet kromozomlar1 bir cinsiyette
belirgin sekilde heteromorfiktir ve bu nedenle basit geleneksel boyama yontemleri ile
taninabilir (Begak, 1983). Karyotipik analiz, hangi cinsiyetin heterogametik oldugunu
ve hangisinin homogametik oldugunu ortaya koyar, boylelikle tiirlerin uyguladigi
cinsiyet belirleme mekanizmasi hakkinda bilgi verir (Devlin ve Nagahama, 2002).

Koehler ve ark. (1995) yapmis oldugu c¢alisma da, farkli Scardinius
erythrophthalmus bireylerinin cinsiyetini gonadlar1 yardimiyla tespit ederek erkek ve
disi olarak karyotipleme yapmustir. Karyotip formiillerini disi ve erkek bireylerde 48
metasentrik/submetasentrik seklinde tespit ettigini ve esey kromozomlarmin erkeklerde
bir cift biiylik metasentrik (ZZ), disilerde biiyiikk bir metasentrik ve kiigiik bir
akrosentrik (ZW) seklinde ifade etmistir.

Parise-Maltempi ve ark. (2007) Leporinus elongatus’un ZZ/ZW kromozom
sistemine sahip oldugunu ifade etmistir.

Diniz ve ark. (2008) kromozom sayist 2n=52 olan Characidae familyasindan bir
balik tiirii olan Triportheus nematurus'un erkek ve disi bireylerin ayni karyotip
formiiliine sahip oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, disiler bir ZZ / ZW cinsiyet
kromozom sistemini karakterize eden bir ¢ift farklilasmis heteromorfik kromozom
icerdigini ve Z kromozomunun biiyiik metasentrik kromozom oldugu ifade edilmistir.

Vujosevic ve ark. (1983) Squalius cephalus (Syn: Leuciscus cephalus)’un esey

kromozomlarmin ZZ/ZW kromozom sisteminde oldugunu ve W kromozomunun en
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biiyiik submetasentrik oldugunu ifade etmistir. Calismamizda, disi bireydeki W
kromozomunun submetasentrik/subtelosentrik olarak tespit edilmesi bahsedilen bu
calisma ile benzerlik gostermektedir.

Yapilan bu ¢aligmada, Squalius recurvirostris’in disi bireylerin karyotipinde
heteromorf bir ¢ift kromozom tespit edilmistir. Ancak erkek bireylerde bu farklilik
tespit edilememistir. Bu nedenle bu tiirlin esey kromozomlar1 ZZ/ZW sistemi ile ifade
edilebilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu sekildeki esey kromozom sistemi Tiirkiye’de ¢alisilan

tatlisu balik tiirlerinde ilk defa tespit edilmis olmasi 6nemli bir bulgudur. (Cizelge 5.1.).
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuclar

Yapilan bu ¢alismada, asagidaki sonuglar elde edilmistir:
1) Tlgin (Cavusgu) golii, Sarayonii ve Doganhisar’daki tatl su kaynaklarinda dagilis
gosteren ve lokal endemik tiir olan Squalius recurvirostris’in ayrintili karyolojik
ozellikleri ilk defa bu ¢alismada tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada, diger Squalius
tiirlerinden farkl olarak disi bireylerde bir ¢ift heteromorf kromozomun tespit edilmesi
ile esey kromozomlarinin ZZ/ZW sisteminde oldugu belirlenmistir. Bu sistemin kesin

olarak belirlenebilmesi i¢in molekiiler sitogenetik tekniklerden FISH uygulanabilir.

2) Mevcut literatiir verilerinden elde edilen bilgilere gore balik sitogenetigi
caligmalarinda standart giemsa boyamann siklikla tercih edildigi anlagilmaktadir. Diger
bantlama ve molekiiler sitogenetik (FISH vs.) tekniklerin de baliklarin karyolojik

calismalarinda uygulanmasi kesin sonuglara ulasma agisindan 6nemlidir.
5.2. Oneriler

Yaptigimiz karyolojik analiz sonucu Ilgm Golii ve havzasinda lokal endemik
olan tiirin sitogenetik 6zelliklerinin ilk kez belirlenmesi balik sitogenetigi agisindan
onem arz etmektedir. Bantlama ve molekiiler sitogenetik ¢alismalar, standart giemsa
boyamaya gore daha ayrintili ve giivenilir bilgiler verdiginden dolay1 bu tekniklerin
gelistirilmesi faydali olacaktir. Yapilan bu ¢alismanin, Cyprinidae familyasi igerisindeki
tir ve alt tiirlerin ayriminda faydali olabilecegi gibi Squalius tiirleri tizerinde yapilacak

sitogenetik caligmalara agiklik getirecegi diistiniilmektedir.
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