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Tirkiye tatli su baliklar1 bakimindan oldukg¢a zengindir. Bunlarin i¢indeki bazi tiirlerin sistematigi
son zamanlarda degismistir. Bunlarda bir olan Turcichondrostoma fahirae daha onceleri farkli cinslerde
simiflandirilmasina ragmen, yapilan hem morfolojik hem de molekiiler ¢alismanin sonucunda
Turcichondrostoma’ya aktarilarak bu cins i¢inde resmilestirilmistir. Ancak bu zaman igerisinde tiiriin
karyolojik Ozellikleri ile ilgili herhangi bir arastirma mevcut degildi. Bu ¢aligmada, tiiriin karyotipini
incelemek icin Giemsa, C-, Ag-NOR ve CMA3 boyamalarini ve ¢oklu gen ailelerinin (5S ve 18S rDNA,
Ul ve U2 snDNA) ve telomerik tekrarlarin (TTAGGG)n kromozomal haritalamasini kullanildi. Analiz
edilen bireylerde diploid kromozom sayisinin (2n) diger 16sisinlerdeki gibi 50 oldugu, heteromorf bir ¢ifti
iceren karyotip yapisi, sentromerik ve perisentromerik kurucu heterokromatin, interstisyel telomerik
bdlgelerin yoklugu, heteromorfik dokuz nolu ¢iftteki 18S major rDNA yogunlugunun farkli oldugu ve buna
bitisik bir cift ve ayr1 iki ¢ift olmak tizere toplam {i¢ ¢ift 5S rDNA lokuslar1 ve tek bir ¢ift {izerinde birlikte
lokalize U1/U2 snDNA tandem tekrarlari tespit edilmistir. Ayrica en biiyiik akrosentrik ¢iftin g-kolunun
telomer bolgesindeki kurucu heterokromatin blogun varligi ve heteromorf dokuz numarali ¢iftteki major
(Ag-nitrat/CMA3 pozitif) rDNA bolgesi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar daha once g¢aligilmig
kababurun tirlerininkine karyotip ve bazi kurucu heterokromatin dagilimi bakimindan benzer bulunurken
(telomeric C-band harig), sadece sm bir ¢ift kromozomda plesiomorfik NOR karakterinin olmasi, major ve
minor rDNA sayis1 ve dagilimu ile U1/U2 snDNA tandem tekrarlar tespit edildigi kromozom morfolojisi
acisindan farkli bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglarin, Turcichondrostoma cinsin tanmimlanmasini
saglayan molekiiler analiz sonuglarinda oldugu gibi T. fahirae’nin diger kababurun balik tiirlerinden farkli
oldugunu gosteren isaretler tasiyabilecegini diisiinliyoruz. Bulgularimizin kanitlanmasi igin Tirkiye’deki
diger kababurun balik tiirleri ile ilgili benzer ¢alismalarin da yapilmasini dneriyoruz.

Anahtar Kelimeler: FISH, kromozom bantlama, rDNA, Tefenni kababurun baligi, telomerik, U1-
U2 snRNA
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Turkey is quite rich in terms of freshwater fish. The systematics of some species among them have
changed recently. One of them, Turcichondrostoma fahirae, was previously classified in different genera,
but as a result of both morphological and molecular studies, it was transferred to Turcichondrostoma and
formalized in this genus. However, no research on the karyological characteristics of the species was
available at that time. In this study, Giemsa, C-, Ag-NOR and CMAJ3 stains and chromosomal mapping of
multiple gene families (5S and 18S rDNA, U1l and U2 snDNA) and telomeric repeats (TTAGGG) were
used to examine the karyotype of the species. In the analyzed individuals, the diploid chromosome number
(2n) was 50 as in other leucines, the karyotype structure including a heteromorphic pair, centromeric and
pericentromeric constitutive heterochromatin, the absence of interstitial telomeric regions, the 18S major
rDNA density in the heteromorphic pair number nine was different, and a total of three pairs of 5S rDNA
loci, one pair adjacent to it and two separate pairs, and U1/U2 snDNA tandem repeats co-localized on a
single pair were detected. In addition, the presence of a constitutive heterochromatin block in the telomere
region of the g-arm of the largest acrocentric pair and the major (Ag-nitrate/CMAS3 positive) rDNA region
in the heteromorphic pair number nine were detected. The results obtained were found to be similar to those
of previously studied roughneck species in terms of karyotype and some constitutive heterochromatin
distribution (except for the telomeric C-band), but were found to be different in terms of chromosome
morphology, where only the sm pair had plesiomorphic NOR character, major and minor rDNA number
and distribution, and U1/U2 snDNA tandem repeats were detected. We believe that the results we obtained
may carry signs indicating that T. fahirae is different from other nase fish species, as in the molecular
analysis results that allowed the identification of the Turcichondrostoma genus. We recommend that similar
studies be conducted on other nase fish species in Turkey to prove our findings.

Keywords: FISH, kromozom banding, Tefenni nase, telomeric, rDNA, U1-U2 snRNA
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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HPO, : Hidrofosfat

KCI : Potasyum klorr

m : Metasentrik

N : Normalite

NaHPO, : Disodyum fosfat
NF : Temel kromozom kol sayis1
pH : Hidrojen giicu

sm : Submetasentrik

SSC: Sodyum Sitrat Salin

st : Subtelosentrik
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Kisaltmalar

pm : Mikrometre

bp : Baz cifti

CENP-A : Sentromer Protein A

CGH : Karsilastirmali Genomik In Situ Hibridizasyon
Cl : Sentromer Indeksi

CMA;3 : Kromamisin Az

COlI : Mitokondriyal Sitokrom C Oksidaz

DAPI : 4',6-Diamidino-2-Fenilindol

DNA : Deoksiribo Nukleik Asit

E.coli : Escherichia coli

EN : Nesli tehlike altinda

FISH : Floresan In-Situ Hibridizasyon

g: Gram

IncRNA : Kodlamayan Uzun Ribo Nukleik Asit
IUCN : Diinya Doga Ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi
km : Kilometre

m : Metre

mIiRNA : Mikro Ribo Nukleik Asit
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T. C. : Turkiye Cumhuriyeti



1. GIRIS

Genetik biliminin temelleri 1865 yilinda Greoger Mendel’in bezelyeler iistiinde
yaptig1 bir takim deneyler sonucunda atilmistir (Schacherer, 2016). Mendel bezelyeler
iistlinde gozlemlenebilir baz1 fiziksel 6zellikleri segmistir (tohumun burusuk veya diiz
olmasi gibi) ve bu o6zellikler iizerinden genetigin bir takim kurallarini olusturabilmistir
(Cooper ve ark., 2006). 1yi bir mendelci olarak bilinen Ingiliz biyolog William Bateson
(1861-1926) meslektasi Adam Sedgwick’e 1905 yilinda bir mektup yazmistir ve bu
mektupta ilk defa “genetik” kelimesini kullanmistir. Bateson, genetik kelimesini kalitim
ve c¢esitlilik bilimini tanimlamak amaciyla kullanmigtir. Bateson 1906 yilinda
Cambridge’de kendisi i¢in ayrilan koltuga “genetik” yazilmasini teklif etmistir. Bateson’a
ayrilan koltuga “Biyoloji Makam1” ismi verilmistir. 1906 yilinda gergeklesen ligiincii
uluslarasi hibritlesme konferansinda Bateson, tekrar Mendel kurallarina dayanan bilimin
“’Genetik’’ olarak adlandirilmasini teklif etmistir ve bu defa teklifi konferans katilimcilari
tarafindan kabul goérmiistiir. 1907°de yayimnlanan konferans raporuna ‘’Hibritlesme’’
kelimesi “Genetik” kelimesiyle yer degistirerek “Ugiincii Uluslarasi Genetik Konferans1”
olarak ge¢misti. Bu konferanslar hala devam etmektedir (Gayon, 2016). Zaman icerisinde
genetik bilimindeki yeni gelismeler sonucunda insanlarin da dahil oldugu canlilar alemine
ait kalitim bilimiyle igili anlayisimizin en 6nemli temelleri atilmistir (Schacherer, 2016).

Mendel yaptig1 deneylerde se¢mis oldugu 6zelligin tasiyicisi oldugunu diistindiigi
bir ¢ift kalitsal materyalin (genlerin) varligin1 saptamistir (Cooper ve ark., 2006).
Kromozoma ait bilgiler ise Isvigreli bilim insan1 Nageli’nin yaptig1 deneyler sonucunda
gozlemlenebilmistir. Nageli, bitki hiicre ¢ekirdeklerinde ipliksi varliklar gdzlemlemistir
ve bu ipligimsi varliklar “gegici sitoblastlar” olarak tanimlamistir (Kannan ve Zilfalil,
2009). Theodor Boveri 1880’lerde yaptig1 bir takim deneylerle kromozomlarin kalitim
maddesinin tasiyicist oldugunu kesfetmistir ve birgok sitoloji bilimiyle igilenen bilim
adamina Oncii olmustur. 1902 yilinda Sutton ve Boveri birbirlerinden bihaber sekilde
kromozom kalitim teorisini One siirmiislerdir (Balajee ve Hande, 2018). Artik 109.
yiizyilda genleri tasiyan yapilarin kesin olarak kromozomlar oldugu ortaya konmustur
(Cooper ve ark., 2006). “Kromozom” kelimesini ilk kez Waldeyer kullanmistir.
(chromos=Yunan dilinde renkler; soma= govde, kelimelerinden tiiretilmistir) (Kannan ve
Zilfalil, 2009). Kromozomlar niikleusun esasidir. Kromozomlar deoksiriboz niikleik
asitten (DNA) ve histon ismi verilen proteinlerden olusur. DNA, kalitim materyali olan

genleri iizerinde tasir. Okaryotlarda viicut hiicrelerinde bulunan kromozom sayis1 farkls



canlilarda degiskenlik gostermektedir ve cinsiyet belirleyici bir ¢ift kromozom
bulundururlar. Prokayotlarda ise durum farklidir ve hepsi tek bir halkasal kromozom
icerir (Balajee ve Hande, 2018).

Genetigin alt bilim dallarindan olan “Sitogenetik” terimi iki farkli bilim dalindan
tiiretilmistir. Sitogenetik biliminin yaraticisi olarak tamimlanan Walther Flemming
1870’lerde semenderin solungag ve yiizgeclerinden elde ettigi hiicrelerde kromozomlarin
mitoz boliinme anindaki hareketlerini gozlemlemek amaciyla anilin ile boyama yapmaistir.
Kromozomlar bazofilik boyalar1 tuttugundan Walther Flemming hiicre ¢ekirdeginde
ipligimsi maddeler incelemistir ve bu ipligimsi maddeleri kromatin diye tanimlamigtir
(Flemming, 1965). Sitogenetik bilimi, kromozomlarin genetigini, fiziksel durumunu ve
hiicre boliinmesi anindaki devinimini inceler. Sitogenetik biliminin kapsami igerisinde
aynt zamanda kromozomlarin durumunun organizma Tlzerinde fiziki Ozelliklere
yansimasi ve kromozomal ¢esitlilikler ve farklarin incelenmesi de vardir (Kannan ve
Zilfalil, 2009). Boveri ve Sutton’un 1902 yilindaki kromozom kalitim teorisinden itibaren
giinlimiize kadar pek ¢ok arastirma yapilmistir ve bu ¢alismalar sayesinde sitogenetik
biliminde oldukga énemli ivmeler kaydedilmistir. Glnlmuzdeki klasik ve molekiler
sitogenetik yaklagimlar tip alaninda hastaliklarin tanisinda, sayisal ve yapisal kromozom
anomalilerinin tespitinde kullanilmaktadir. Sitogenetigin calisma alaninda sistematik
aragtirmalar da yer almaktadir (Gold ve Zoch, 1990; Balajee ve Hande, 2018).

Baliklar, omurgali canlilar arasinda en fazla tiire sahip canli grubudur (Rab ve
ark., 2007). Yeryuziindeki omurgali canlilarin yarisindan fazlasim baliklar
olusturmaktadir. Yaklasik 60.000 farkli tiir balik oldugu belirtilmistir. Baliklar 500
milyon yil 6nce ortaya c¢ikmislardir ve diinyanin her yerine yayilmiglardir. Hem
yasadiklar1 cografya ve fiziksel 6zellikleri hem de hareketleri bakimindan bu yayilisla
beraber ¢ok fazla gesitlilik gostermislerdir. Bu ¢esitlilik baliklarin evrimini anlamay1 ve
siiflandirilmasini zorlagtirmis olsa bile onlarin taksonomisinin ¢aligilmasini hep cazip
kilmigtir (Nelson ve ark., 2016).

Balik arastirmalarinda kromozomal deneyler her zaman arastirmacilar icin merak
konusunu olmustur (Yoshio ve ark., 1966). Ancak bu ilgiye ragmen balik karyolojisi
calismakta olan bilim insanlar1 deneysel zorluklarla karsilasmislardir. Baliklarin bazi
fizyolojik ve biyolojik yapilarindan dolay1 metafaz plaklarinin elde edilmesi zordur. Bu
zorluklarin basinda baliklarin fazla sayida ve ¢ok minik kromozomlar tasimalari
gelmektedir. Ayrica baliklarin mevsimsel olarak hiicre boéliinmeleri her dénem ayni

olmamasi nedeniyle bir bagka metafaz sorununu meydana getirmektedir. Yine bir bagka
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zorluk sebebi ise baliklarin canli bir sekilde ¢alisma yapilacak laboratuvar ortamina
transferidir (Ayata ve ark., 2018). Tiim bu sebeplerden dolay1 baliklar iizerine galisma
yapan laboratuvarlar ve sitogenetik ¢alismalar sinirlidir (Rab ve ark., 2007).

Karyolojik calismalar, canlilarin genetik bilgileri ve evrimsel strecteki hikayeleri
hakkinda bize bilgi saglayabilir. Arastirilan balik tiirlerinin kromozomlartyla alakali bize
say1, biiyiiklik ve morfolojik 6zellikleri hakkinda temel bilgiler edinmemizi saglar.
Dahas1 bu ¢alismalar tiirlerin iyilestirilmesinde bir partenogenez bicimi olan jinogenezise
ve androgeneze olanak saglarken tiirler arasinda veya tiir iginde hibritlesme ¢alismalarina
imkan verir. Tiim bu nedenlerle baliklar iizerine olan kromozomal ¢aligmalar son yillarda
olduk¢a onemli bir ivme kazanmigtir (Dai ve Han, 2018). Bugiline kadar tanimlanmis
3425 balik tiiriiniin kromozomal analizi yapilmistir ancak yasayan balik tiirlerinin
yaklasik %90°1 kromozomal agidan degerlendirilmemistir (Chakrabarty, 2011).

Turkiye tatlisularinda yasayan teyit edilmis ve 2 sinif, 20 takim, 37 familya ve 97
cinse ait 427 tur bildirilmistir. S0z konusu tirlerin yaklasik %50’si (215 tiir) endemikir
(Cicek ve ark., 2023). Endemik tirler her tlke icin biylik 6nem arz eder ve bulundugu
ulkenin dogal mirasi olarak kabul edilirler. Endemik tiir; “bir taksonun diinya (izerinde
yalnizca belirli bir habitatta gorulmesidir” seklinde tarif edilebilir (Coad, 2005).
Turkiye’deki balik faunasinin takim seviyesinde en biyiigini 297 tir ile
Cypriniformes’ler olustururken familya seviyesinde ise en biyligini 126 tir ile
Leucisdae olusturmaktadir (Cicek ve ark., 2023).

Molekiiler sitogenetik, kromozomal yapiyr ve islevi analiz etmeye yoOnelik
teknikleriyle organizmalarin genetik planina iliskin derin bilgiler sunmaktadir. Suana
kadar Tefenni kababurun baligimin degisken taksonomisi esnasinda bile herhangi bir
karyolojik ozelligi mevcut degildir. Bu ¢alismada, Turcichondrostoma fahirae’deki
karyotip organizasyonunu derinlemesine incelemeyi ve geleneksel sitogenetik dzellikler
(Giemsa-, C-, Ag-NOR ve CMAgz boyamalari) ile birlikte 5S ve 18S rDNA, Ul ve U2
snDNA ve (TTAGGG)n tandem tekrarlarinin kromozomal haritalamasini ortaya
konulmasi amag¢lanmistir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, diger endemik tiirlerde
benzer analizler i¢in bir sablon sunarak Anadolu bolgesindeki genetik ¢esitliligin daha iy1

anlagilmasina katkida bulunacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Arastirma Konusu Familya, Cins ve Tiir Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Leuciscidae familyasi

Leuciscidae familyasi, Cypriniformes takiminin en ¢ok g¢esitlilik gosteren
familyalarindan biridir ve oldukga genis bir alanda dagilim gosterirler (Kiguk ve ark.,
2023). Fazla sayidaki arastirmalara ragmen evrimsel sirecleri ve aile icindeki
cesitlilikleri hakkinda alternatif hipotezler mevcuttur. Morfolojik olarak 7 adet alt aile,
osteolojik olarak 6 adet alt aileye sahiptirler. Alt familyalari; Pogonichthyinae,
Leuciscinae, Plagopterinae, Laviniinae, Phoxininae ve Pseudaspininae olarak
aciklanmaktadir. Leuciscidae familyasinin, molekiiler filogenetik siniflandirmasinda 358
taksondan olustugu bildirilmistir (Schonhuth ve ark., 2018; Kicuk ve ark., 2023).
Leuciscidae familyasi igin 100 cins ve 699 tiir siniflandirilmistir (Ron Fricke, 2024).
Biiyiikliikleri farklilik gosterse bile genelde kiigilik viicutlu baliklardir (Schénhuth ve ark.,
2018). Birgok balik arastirmacisi Leuciccidae familyasinin genis bir cogfaryada dagilim
gosterdigini ifade etmistir. Leucicidae familyasina dahil tiirler Kuzey Avrasya tatli su
kaynaklarmin énemli boyutta icerigini olusturur. Anadoluda Isfahan ve Kor nehri
havzalari, Dicle/Firat nehir havzalart ve Iran'in Hazar Denizi havzasinda yayilis
gosterirler. Diger bir deyisle Anadolu’nun bitiininde leucicidae familyasimnin tyeleri
gozlemlemek mumkindir (Coad, 1991; Esmaeili ve ark., 2014; Schonhuth ve ark., 2018;
Kiguk ve ark., 2023). Farkl1 habitatlarda ve genis cografyadaki yasam alanlarindan dolay1
besin zincirinin her diizeyinde olabilirler (Coad, 1991; Freyhof ve ark., 2006; Page ve
Burr, 2011). Leuciscidae familyasinin tiyeleri ac1 sulara karsi tolerans saglayamadiklari
icin tath sulara dagiliglar1 sinirlidir. Nehir havzalarinda jeomorfolojik bir olay (6rnegin;
deniz gerilmeleri, tektonik bir olay, kapma olayi) olmadigi miiddet¢ce gogler
kisitlanmaktadir. Bu nedenle Oncesinde izole olan havzalar arasinda yayillim
gostermektedirler. Leuciscidae familyasinin iiyelerinin dagilist ve yayilimi paleolitik
donemdeki havzalar ile ilgilidir. Zaman i¢indeki ¢ok degisken jeolojik olaylar goz 6niinde
bulunduruldugunda karmasik evrimsel stiregleri, rastgele kolonilesmeleri alandaki
geniglemeleri veya daralmalari dogrudan veya dolaylari olarak introgresyonun (gen

aktarimi) gostergesidir (Hughes ve ark., 2009).



2.1.2. Turcichondrostoma fahirae (Ladiges, 1960)

Ilk defa 1946 yilinda Curt Kosswig'in Baspmar (Kirkpinar) su kaynagindan
(Tefenni, Giineybati Anadolu) 6rnekleme yapmis ve s6z konusu tirt Ladiges (1960)
Phoxinellus fahirae olarak isimlendirmistir. Daha sonra yeniden bir diizenleme yapan
Bogutskaya (1992) calisma sonuglarina gore Ph. fahirae’yi Pseudophoxinus cinsi
igerisinde degerlendirmis ve Ps. fahirae olarak tanimlama yapmistir. Bogutskaya (2006)
yaptig1 ¢alismalarda Ps. fahirae’nin Pseudophoxinus cinsi disinda tutulmasi gerektigini
rapor ederek Chondrostoma cinsi igerisinde degerlendirerek C. fahirae olarak
isimlendirmistir. Son yapilan bir calisma ile Tefenni kababurun balik 6rneklerinin C.
fahirae’den morfolojik ve molekdler metodlarla ayrilmig (Bogutskaya, 1992; Bogutskaya
ve ark., 2006b; Turan ve ark., 2021) ve Turcichondrostoma cinsine alinmistir. T. fahirae
IUCN Tehdit Altindaki Turler Kirmizi Listesi igerisinde nesli tehlike altinda (EN) olarak
degerlendirilmistir (IUCN, 2020).

Chondrostoma cinslerinin taksonomisiyle alakali ¢alismalar hala devam
etmektedir ve heniiz siniflandirilmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Chondrostoma
cinsinin 7 alt soydan olustugu bildirilmistir. Daha sonra yapilan bir ¢calismada bu 7 soy
grubunu 6 cins igerisinde toplanmistir (Doadrio ve Carmona, 2004; Robalo ve ark., 2007)
(Cizelge 2.1, 2.2).

Cizelge 2.1. Chondrostoma cinsinin 7 soy grubu ve bulunduklar1 bolge (Doadrio ve Carmona, 2004)

BULUNDUKLARI BOLGE SOY GRUPLARININ iSIMLERI
Nasus

Avrupa ve Asya Soetta

Genei

Taksostoma

Lemmingi

Iber Yarimadast Polylepsis

Arcai

Cizelge 2.2. Soy gruplariin toplandiklart kababurun balik cinsleri (Robalo ve ark., 2007)

SOY GRUPLARI TOPLANDIKLARI CINS
Taksostoma Parachomndrostoma
Lemmingi Iberchondrostoma
Polylepsis Pseudochondrostoma
Arcaii Achondrostoma

Genei Protochondrostoma
Nasus-Soetta Chondrostoma




Dagihs Alami: Burdur ili Tefenni ilgesinin 16 km giiney tarafinda kalan
Karamusa koyii yaninda Dalaman nehrinin ve Degirmendere ¢ayinin kaynagini olusturan
Baspinar (Kirkpinar) su gozl ve Degirmendere c¢ayi ile Burdur’un Karamanli ilgesinde
bulunan Karamanli Baraj Goli ve Karatag gbliinde sinirli bir dagilim alanina sahiptir
(Sekil 2.1). Ancak uzun siiredir Degirmendere ¢ay1 ve Karatag golii arasinda su baglantist

yoktur ve bu sebeple gbldeki durum bilinmemektedir (Turan ve ark., 2021).
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Sekil 2.1. T. fahirae’nin dagilis alan1 (IUCN)

Taksonomi; T. fahirae’nin orijinal tanimi 1960 yilinda Ladiges tarafindan
Phoxinellus fahirae olarak yapilmistir. Epitet adi Tiirkiye Cumhuriyetinin ilk kadin
zoologu ve ihtiyologu Fahire Battalgazi’ye ithafen verilmistir. Fahire Battalgazi
Turkiye'deki birgok akarsu kaynagindan farkli balik faunalarini g¢alismis ve
isimlendirilmesini yapmustir. Ayrica balik koleksiyonlarmin olusturulmasi agisindan
yaptigi ¢alismalar biiyiilk 6nem arz etmektedir (Battalgil, 1940; 1944; Gaygusuz ve ark.,
2021).

T. fahirae 2021 yilinda yapilan ayrintili molekiiler ve morfolojik bir ¢alisma ile

diger cinslerden ayrilmistir. Morfolojik degerlendirmesinde; T. fahirae kiigiik bir balik
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olarak degerlendirilmistir (en ¢cok 135 mm boyutunda). Yapilan bu calismaya gore birinci
solunga¢ kemerinde diger Chondrostoma cinslerine gore daha az solungag¢ tirmigi
bulundurdugu ifade edilmistir. Yine bu ¢alismada Turcichondrostoma’nin premaksilla ve
dis kemiklerinin de diger Chondrostoma tiirlerinden farkli oldugu belirtilmistir.
Molekiler analizinde ise mtDNA COI ve cybt gen bdlgesi dizilerini kullanarak
Anadolu’daki bazi Chondrostoma tiirlerinin ayn1 gen dizileriyle bir karsilastirma yaparak
Turcichondrostoma’nin farkli bir cins oldugunu kaydetmislerdir (Turan ve ark., 2021).

Sekil 2.2. T. fahirae’nin genel goriintusi (orijinal)

Regnum : Animalia

Phylum : Chordata

Classis : Actinopterygii

Ordo : Cypriniformes

Familia : Leuciscidae

Genus : Turcichondrostoma
Species : T. fahirae Ladiges, 1960



2.2. Temel Kavramlar ve Kromozom
2.2.1. DNA’nin yapisi ve gen ifadesi

Kalitimin esas birimi olan gen, DNA’daki 06zel bir amioasit dizisini
kodlamaktadir. Gen ile ilgili bilgiler ilk defa 1865’de Genetik biliminin kurucusu olarak
kabul edilen Greaoger Mendel’in ¢aligmalar1 ile gilin yliziine ¢ikartilmigtir. Mendel
yaptig1 caligmalarda farkli karakterdeki bitkileri birbirleri ile ¢aprazlayarak
gozlemlenebilir karakterlerin sonraki soylara aktarimimi incelemistir (Huang ve ark.,
1996). DNA’nin ii¢ boyutlu yapisinin anlasilmasi Mendel’in ¢alismalarindan gok sonra
olmustur. James D. Watson 1951°de doktora sonrasi aragtirmaci olarak Cambridge
Universitesi’nde ¢alisirken DNA’nin yapisim arastirmustir. Francis H. C. Crick ise
1953°de yiiksek lisans 6grencisiyken DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 6nerecek kimyasal
deneyler yiiriitmiistiir. Rosalind Franklin ise 1951’de DNA molekiiliiniin disinda fosfat
yapilarinin bulundugunu x 1sinlar1 ile géstermistir. 1958’de Rosalind Franklin DNA’nin
yapisinin anlasilmasindaki ¢aligmalarinin énemini 6grenemeden 6lmiistiir. 1962 Nobel
Fizik ve Tip Odiiliinii Watson ve Crick DNA’nin ¢ift sarmal yapisini dogrulayan x 1s1n1
calismalarini yiiriiten Maurice Wilkins ile paylasmislardir (Levene ve Bass, 1931).

DNA (Deoksiriboz niikleik asit) cekirdekte bulunan ve kaliim gibi 6nemli bir
sorumlulugu olan materyaldir. Canlinin temel bilesenlerinden olan bir nikleik asit
truddr. NUkleik asitler niikleotid denilen birimlerden olusur. Nikelotidler ise bir fosfat
ve bu fosfata ester bagiyla baglanmis 5 karbonlu bir seker ve bu 5 karbonlu sekere glikozit
bagiyla baglanmig organik bir bazdan olusur. Nukleotidler birbirlerine fosfodiester
baglariyla baglanir ve bu bag bir niikleotidin 5° fosfat grubu ile diger niikleotidin 3’OH
grubu arasinda gergeklesir ve bu niikleik asitlerin belli bir yonde sentezlenmesini saglar.
Niikleotidler bu sekilde baglanarak oligoniikleotidleri olusturur. Oligoniikleotid yalnizca
birka¢ niikleotidin baglanmasiyla ortaya ¢ikan kisa polimerlerdir. DNA poliniikleotid
yapidadir yani binlerce veya milyonlarca niikleotidin fosfodiester bagiyla baglanip
polimerlesmesiyle meydana gelmistir. RNA (Ribonukleik asit) tipki DNA gibi
polinelikleotid yapida bir niikleik asit olup tek bir zincire ve 6 karbonlu bir sekere sahiptir.
Organik bazlarindan birisi DNA’dan farklidir ve Timin yerine Urasil igermektedir
(Cooper ve ark., 2006).
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Sekil 2.3. DNA cift sarmalinin yapisi (sekil BioRender.com ile olusturulmustur)

DNA’daki bilgi niikleotid zincirindeki bazlarin 6zel dizilimiyle ilgilidir. DNA iki
poliniikleotid zincirinin zit yonde dizildigi ¢ift sarmalli bir yapiya sahiptir ve bu iki zincir
organik bazlar arasindaki spesifik bir eslesme ile gergeklesir. Adenin Timin ile Guanin
Sitozin ile eslesir ve aralarindaki baglar ise hidrojen baglaridir (sekil 2.3). Bu spesifik
eslesmenin sonucu olarak nlkleik asitler kendi kendilerini kopyalayabilmektedirler,
cunku tek bir zincir sentezlenecek yeni zincire kalip gorevi gorebilmektedir. DNA bu
sayede yonetici molekiil olarak is goriir, ¢ilinkii hiicresel olaylarin bir cogunu diizenleyen
proteinlerin sentezini belirler (Cooper ve ark., 2006). Watson ve Crick, DNA ¢ift sarmali
modelini anlattiklarinda spesifik baz eslesmesinden 6tiirii DNA’nin tek bir zincirinin
DNA replikasyonu icin kalip gorevi iistelebilecegini diistindiiklerini de ifade etmislerdir
(Kunkel, 2004). Bu sekilde ger¢eklesen DNA eslenmesi yar1 korunumlu replikasyon
olarak tanimlanmistir. 1958 yilinda Matthew Meselson ve Frank Stahl yaptiklar1 basarili
deneyle yar1 korunumlu DNA eslesmesini gostermislerdir. Deney diizeneginin mantigi
DNA’nin yogunlugunun degistirilmesine dayanir. Escherichia coli, normal sartlarda
azotun hafif izotopu olan 14N kullanirken bu deneyde Meselson ve Stahl E.coli’leri
azotun agir izotop formu olan 15N igeren bir yerde iiretmislerdir. DNA yogunlugu

degistigi icin CsCl yogunluk gradienti ile farkli izotoplar1 igeren ortamlarda iiretilen



bakterilerden izole ettikleri DNA’da yogunluk farkini 6lgmiislerdir. 15N izotoplarini
bulunduran ortamda dretilen E.coli DNA’lar1 CsCl ¢ozeltisinde ¢okerek bir yogunluk
olustururken 14N izotoplarini bulunduran ortamda Uretilen E.coli’den izole edilen DNA
cOzeltiden hafif kalarak yukarida bir yogunluk olusturmustur. 15N izotoplar1 iceren DNA
ile birlestirilip tekrar replikasyon saglandiginda CsCl yogunluk gradientinde DNA ¢ozelti
ile ayn1 yogunlukta oldugu gozlemlenmistir. Yani agir DNA hafif DNA ile hibrit orta
yogunlukta bir DNA olusturmustur. Bu deney sonucunda DNA’nin bir zincirinin diger

zincire kalip olabilecegi gosterilmistir (Meselson ve Stahl, 1958; Cooper ve ark., 2006).

DNA’daki belirli bir proteini kodlamak igin siralanmig baz dizisi gen olarak
tanimlanabilir. Bagka bir ifadeyle genler organizmadaki bir¢ok metabolik olay1 enzimatik
olarak diizenleyen proteinlerin kodlanmasi i¢in 6zel dizileri tastyan DNA parcalaridir.
Genler DNA bazlar1 olan 4 adet bazin spesifik olarak dizilmesiyle meydana gelirken bu
dizilere gore ifadelenen proteinler 20 ¢esit aminoasitin dizilmesiyle meydana gelir.
Gendeki degisimin proteindeki ifadesinin gézlemlenebilir farkliligi 1957°de yapilan bir
deneyle ortaya konulmustur. Genetik olarak kalitilan bir hastalik olan orak hiicreli
aneminin bir tek aminoasit farkliligi ile ortaya ¢iktig1 gosterilmistir ve bu sekilde gen ve
protein arasindaki iliski ortaya konmustur. Okaryotik genler kodlanan ve kodlanmayan
bolgeler igerir, kodlanan bolgeler ekzon olarak adlandirilirken kodlanmayan bolgeler
intron olarak isimlendirilir ve bu bolgeler transkripsiyondan sonra kesilip ¢ikarilir, bu
olay molekdiler biyolojide splicing olarak tanimlanir. Bu bolgelerin bulunmadigi RNA
bolgesi olgunlasmis mRNA’dir ve sadece ekzonlari olusturan bu diziye gore gen ifadesi
gerceklesir (Cooper ve ark., 2006).

2.3. DNA-Gen Kromozom iliskisi ve Kromozomlarin Yapisi

Hiicrenin merkezi olarak kabul edilen ¢ekirdek bolgesini kalitim materyali olan
DNA olusturur. Belirli bir proteinin ifadelenmesi icin spesisik bir siralamayla dizilmis
olan genler kromozomlarin iizerinde bulunmaktadir. Kromozomlar hiicrede her zaman
gozlemlenemez, genelde hiicre dongiisii sirasinda mitotik evrenin metafaz asamasi
kromozomlarin en iyi gozlemlenebilir oldugu yerdir. Bu asamada kromozomlar en net
sekilde tanimlanip ayirt edilebilirler. Bu evrede kalitim materyali kisalip yogunlasir ve
kivrilarak kromozomlart meydana getirir (Schulz-Schaeffer, 1980; Cooper ve ark., 2006)
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Sekil 2.4. Hiicre icerisinde DNA’nin konumu, Kromatinin yapist ve kromozom (sekil BioRender.com ile

olusturulmustur)

2.3.1. Kromatin

Kromozomlar kimyasal olarak DNA ve proteinlerden olusmaktadir. DNA
ipliginin proteinler iizerine katlanmasiyla olusan yapiya kromatin ismi verilmektedir.
Yani DNA- protein kompleksinden olusan yapiya kromatin ismi verilir. Baz1 istisnai
durumlarda kromatinlerin proteinler disinda kiigiik miktarlarda RNA igerdigi de
gozlemlenmistir. 1959 yilinda Zubay ve Doty dana timusundan elde ettikleri dokulardan
saflastirmaya ¢alistiklar1 kromatin yapiy1r gozlemlemislerdir. Ancak kromatinin yap1 ve
islevinin tam olarak anlasilmasi i¢in farkli metot ve teknolojilere ihtiya¢ duyulmustur ve
bu ihtiyaclara X 1siniminin kirinimi, elektron mikroskopisi, atom mikroskopisi ve niikleer
manyetik rezonans spektroskopisi cevap olmustur ve kromatin ilerleyen yillarda gelisen
bu teknoloji ile tam olarak anlagilabilmistir. Bazi ¢aligmalar ile DNA, protein ve RNA
yogunluklari dl¢iilebilmistir, 6l¢iimler sonucunda kromatinin yogun miktarda DNA daha
az miktarda protein ve ¢ok az miktarda RNA igerdigini ortaya koymuslardir (Bonner,
1979; Woodcock, 2006). Kromatinin yapisinda bulunan ve negatif yiikli DNA
molekiikiiliine baglanmay1 saglayan proteinlere ‘’Histon’’ adi verilir. Histonlar bazik

amino asit (arjinin ve lizin ) icerikleriyle DNA molekulune afinite gosterirler. 5 tip histon
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proteini agiklanmistir ve bunlar H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak isimlendirilmistir.
Okaryotik canlilarin kromatinleri ¢ok fazla histon icermektedir ve genellikle birbirlerine
benzerlik gostermektedirler. Kromatinler histon olmayan proteinleri de icerir. Histon
olmayan proteinler organizmada gen ekspresyonu ve DNA’nin kopyalanmasi gibi farkli
olaylarda is gormektedirler. Kromatinin ana iinitesi olarak tanimlanabilen histonlarin ve
DNA’nin olusturdugu komplekse ‘’niukleozom’ denir. Niikkleozomlar1 1974 yilinda
yaptig1 deneyler ile Amerika’li bir bilim adami olan Roger Kornberg kesfetmistir.
Niikleozom yapisinda H2A, H2B, H3 ve H4 her biri ikiser adet olacak sekilde
“’Nukleozom Kor Partikull’” olusturur, olusan bu partikiil etrafinda DNA katlanarak
sarilir ve H1, kompleksi bir toka gibi DNA Uzerinden tutturur (Sekil 2.5) (Cooper ve ark.,
2006; Woodcock, 2006).

Niikleozom

Kor H2A, H2B, H3 VE

Partikiil H4 histonlarinin
olugturdugu
partikil her

birinden 2_ adet

Histon
Olmayan H
Protein T |

Created in BioRender.com bio

Sekil 2.5. Niikleozom kor partikili (sekil BioRender.com ile olusturulmustur)

Bu yap1 kromatozom olarak isimlendirilirken ayni zamanda kromatinin alt
birimini olusturan bir yapidir. Baglag DNA 50 baz ¢ifti uzunlugundadir. DNA’nin histon
proteinleri iizerine katlanmasi baglag DNA’y1 da igeren ortalama 10 nm biiyiikliigiinde
kromatin lifini meydana getirir. Elektron mikroskop goriintiisiinden yola ¢ikarak
DNA’nin bu sekilde katlanarak paket yapmast DNA boyunu 6 kat kisaltir. Bu paketler
daha da yogunlasip sarildiginda 30 nm boyundaki liflere doniisiir ve bu sekilde DNA

boyundaki kisalma 50 kata ulasabilir. Kromatin katlanmasinin seviyesi yasam siiresinin
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farkl1 evrelerinde degiskenlik gdsterebilmektedir. Bu yogunluk farki gen ifadesini
etkileyebildiginden hiicre i¢in dnemlidir. Hiicre dongiisii esnasinda interfaz durumundaki
hiicrede kromatin gevsektir kromatinin gevsek oldugu poziyon okromatin olarak
adlandirilir.  Bu poziyondaki kromatinde DNA eslenmesi ve transkripsiyon
gerceklesebilmektedir. Okromatinin tam tersi olarak DNA’nm daha siki paketlendigi
yerler heterokromatin olarak adlandirilir ve transkripsiyonel yonden pasif bolgelerdir,
burada gen ifadesi gozlenmez (Cooper ve ark., 2006; Woodcock ve Ghosh, 2010).

Hiicre dongsi sirasindaki metafaz asamasinda kromozomlar kisalip yogunlastig
icin yeni olusacak hiicrelere ayrilabilirler. Kromatin mitoz esnasinda kromozoma kadar
yogunlastig1 icin transkripyon gerceklesemez ve hiicrede gen ifadesi yoktur. Metafaz
asamasindaki hiicrede kromozomlar 151k mikroskobu ile goriintiilenebilir durumdadir.
Kromozomlarin 6kromatin ve heterokromatin bolgelerine 6zgii boya paternleri bulunur
ve boyama yapilabilir ya da in situ hibridizasyon yontemleri ile kromozomlar tzerindeki
belirli gen bdlgelerinin kromozom {izerindeki lokasyonlart veya sayilar1 floresan
Ozellikteki maddeler ile tespit edilebilir (Cooper ve ark., 2006).

DNA boyalar1 ile boyama yapilan interfaz cekirdeginin kromatininde bazi
bélgelerinin daha koyu bazi bolgelerinin ise daha agik renkte boyandigi gézlemlenebilir.
Daha yogun ve koyu boyanan bolgeler kromatinin daha siki paketlendigi kompakt
bolgelerdir ve heterokromatin olarak isimlendirilir. A¢ik boyanan kisimlar ise kromatinin

daha az yogun oldugu bolgelerdir ve 6kromatin olarak isimlendirilir (Heitz, 1931).
2.3.2. Sentromer

Kromozom {izerinde farkli lokasyonlarda bulunabilen ve hiicre bdliinmesinde
yeni olusan yavru hiicrelere dogru sayida kromozom dagitilmasinda goérevli olan 6zel
kromozom bolgesine sentromer denir. Klasik sitogenetikgiler tarafindan sentromer,
kromozom {izerinde bulunan ve kromozomun daraldigi birincil bogum olarak ifade
edilmektedir (Henikoff ve ark., 2001; Cooper ve ark., 2006). Molekuler sitogenetik
caligmalar i¢in sentromer bolgesi kromozom iizerindeki heterokromatin bolgeyi ifade
etmektedir (Talbert ve ark., 2002).

Hiicre dongiisiinilin interfaz asamasinda DNA replikasyonu gergeklesir ve DNA
iki kat1 miktara ¢ikar, bu sekilde her bir kromozom eslenmis olur. Hiicre dongiisiiniin
interfaz asamasi tamamlandiktan sonra mitoza hazirlanan hiicrede kromatin iplik

yogunlasir ve metafaz asamasinda her bir kromatitten birer kopya bulunur, bunlar
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sentromer bolgelerinden birbirlerine tutturulmus vaziyettedirler. Bu iki kromatit
birbirinin tamamen aynisidir ve ‘’kardes kromatit’” olarak isimlendirilirler. Sentromer
bolgesi kromozoma gore daha sikistirilmis bir bdlge olarak gézlemlenir. Mitoz
boliinmenin sonraki agamalarinda sentrozomda bulunan i iplikleri mikrotiibiillere
tutunarak hiicrenin kars1 kutuplarina kardes kromatitlerin ¢ekilerek ayrilmasini saglar.
Sentromerlerin bulundugu yerde bulunan kompleks proteinler ‘’kinetekor’” olarak
isimlendirilen kromozom yapilarini meydana getirir. Sentromerlere 6zel proteinler
baglanip ig ipliklerinin meydana geldigi yapiya kinetekor denir. Kinetekorlar ig iplikleri
ve mikrotiibiillerin tutunmasinda araci olarak gorev alir. Kinetokorlar kardes
kromatitlerin ayrismasinda ve yeni olusan hiicrelere boliinmesinde gorev alirlar (Cooper
ve ark., 2006).

Sentromer dizilerinin gérevleri ilk defa hiicre boliinmesi sirasindaki plazmidlerin
dagilimlarinin izlenmesi ile maya hiicrelerinde kesfedilmistir. Fonksiyonel olan
sentromer dizileri bulunduran plazmidi tasiyan maya hiicresinde plazmidler esit bir
bi¢imde dagilis gostermislerdir. Fonksiyonel sentromer dizileri bulunmayan plazmitler
yeni yavru hicrelere esit aktarilamamigslardir. Bu deneyler ile sentromerin gorevi
anlasilmistir. Bitki ve hayvanlarda sentromer dizileri ¢ogunlukla tekrar bolgelerinden
olusur ve heterokromatin yapidadir. Sentromer DNA ‘sindaki kromatinler normale gore
farklidir. Histon proteinlerinden olan H3 yerine H3 benzeri bir histon olan CENP-A
bulunur. Sentromer dizisinde bulunan CENP-A histonunun test edilen biitiin canlilarin
sentromer kromatininde var oldugu kaydedilmistir. CENP-A varligiyla kinetekor bagimli
proteinlerin iligkisi kurulur, bu sbeeple niikleozomlarda CENP-A bulundurulmasi
elzemdir ve bu sekilde CENP-A yeni olusan yavru hiicrelere esit miktarlarda dagitilirak
sentromerin kendine 6zgii kromatin yapist muhafaza edilmis olur (Cooper ve ark., 2006).

Sentromerlerdeki kendine 6zgii kromatin dogasi yeni olugsan yavru hiicrelere
aktarilir. DNA replikasyonunun olmadigi durumlarda da bu aktarim gergeklesir, bu bir
tip epigenetik kalitim 6rnegidir. Epigenetik kalitim, DNA’dan bagimsiz genetik bilginin
histon proteinleri tarafindan aktarilmasidir. Kromozomal DNA eslenmesiyle
niikleozomlar yeni olusan yavru hiicrelerre tasinir ve CENP-A igeren niikleozomlari

tastyan hiicreler sentromerin kromatin yapisint korumus olurlar (Cooper ve ark., 2006).
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2.3.2. Telomer

Okaryot hiicrelerin kromozom uglarinda bulunan tekrar dizileri “’telomer’” olarak
isimlendirilir. Telomer bolgesi heterokromatin yapida eksprese olmayan 6zellesmis bir
DNA dizisidir. Telomer bolgeleri diger DNA dizilerinden bagka bir fonksiyona ve yapisal
dizilise sahiptirler. Telomer 6ziinde ¢alismasi yapilan organizmalarda ayn1 yapida fakat
farkli tekrar diziligine sahip oldugu tespit edilmistir. Omurgali canlilarda telomer dizisi
“TTAGGG”’ seklinde iken tek hiicreli bir canli olan Tetrahymena’da “TTGGGG”’
seklindedir ve bu diziler yizlerce veya binlerce defa tekrar edilir. Telomer dizileri tek
iplikli bir 3> DNA ucuyla biter. Bir kisim canlinin telomerleri kromozom sonlarinda ilmek
yaparak kromozom sonlarini dejenerasyondan muhafaza eden bir protein bitlini olan
shelterinle birlesir. Telomerlerin kesfi yakin bir tarihe dayanmakta olup ilk kez 1970’li
yillarda ciliat kromozomlar1 iizerinde kesfedilmistir. Biyolojik olarak telomerler
kromozomlarin devamliligini ve replikasyonunda is goriirler. Ayni zamanda
kromozomlarin birlesmesini ve pargalanmasini dnlerler. Kromozomlar igin hem fiziksel
hemde biyolojik agidan elzemdirler (Shay ve ark., 1996; Achi ve ark., 2000; Kurtulus ve
Bozcuk, 2002; Wong ve Collins, 2003).

Telomerler lineer DNA parcalarinin eslenmesinde is goriir, DNA polimeraz
replike olmakta olan DNA pargasininin replikasyonunu devam ettirebilir, fakat lineer bir
DNA dizisinin u¢ kismindan replikasyonu baglatamaz. Lineer kromozom uglarin1t DNA
polimeraz replike edemez. Bu durumda telomeraz isimli enzimden s6z etmek gerekir.
Telomeraz enzimi ters transkripsiyon aktivitesi ile bu soruna cevap olmustur. Telomeraz
aktivitesi hicrenin émriinde ve Ureme yetenegini kontroliinde 6nemlidir. Telomeraz
aktivitesi kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak ifade edebilecegimiz bir hastalik olan kanser
hlcrelerinde oldukca yuksektir, bu nedenle sayisiz boliinmelerine karsin kromozom
uclar dejenerasyona ugramaz. Telomer dizileri ve telomeraz enzimi ile ilgili ¢aligsmalar

yaglanma ve kanser hastaliginda 6nem arz etmektedir (Cooper ve ark., 2006).

2.3.4. Kromozomlarin morfolojisi ve sentromer konumuna gore kromozomlarin

siiflandirilmasi

Kromzomlarin en giizel incelendigi asama mitoz-metafaz asamasidir. Bu asamada
kromozomlar yogunlasarak kisalip kalinlagirlar ve incelenebildikleri kromozom

formlarin1 alirlar. Ozel boyalar ile muamele edilen kromozom preparatlari 151k
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mikroskobu araciligiyla incelendiginde sentromerde bahsedilen primer bogum
iplikleri bu bdélgedeki kinetekorlara baglanir. Metafaz asamasinda kromozomlar
sentromer bolgelerinden birbirine tutturulmus iki kardes kromatit halindedir. Bu durum
monosentrik kromozomlar i¢in gegerlidir. Birden fazla sayida sentromer bdlgesi i¢eren
veya hi¢ sentromer bulundurmayan neosentrik kromozomlar da vardir (Emiroglu ve
Birin, 2020)

Her bir homolog kromozomda minimum bir adet sentromer disinda kalan
sekonder bogum mevcuttur. Sekonder bogumlar niikleolusun (¢ekirdekcik) oldugu
yerlerdir. Niikleolusu organize eden bdlge (niikleolus organizing region) yani kisaca
NOR olarak adlandirilir. Sekonder bogum ve kromozom u¢ kismi arasindaki bolgeye
satellit ismi verilir. Satellitleri Singh kromozom ¢apina gére mikrosatellit, makrosatellit
ve lineer satellit olmak iizere ii¢ gruba ayirmistir (Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Kromozomlarin morfolojilerine gore kategorize edilmesinde boyutlari,
sentromerin kromozom Uzerindeki lokalizasyonu ve sekonder boguma sahip olup
olmadiklar1 birer 6l¢iittiir (Naran, 1997).

Kromozomlarla ilgili ¢aligmalarda anafaz safhasinda sentromer bdlgesinden
kutuplara ¢ekilen kromatitlerin birbirlerinden farkli sekil almalar1 sentromer
lokalizasyonunun farkliligindan oldugunu diistindiirmiistiir (Emiroglu ve Biiriin, 2020).
Kromozom arastirmacilarinin ortak bir terminoloji kullanmasi amaciyla Levan ve
arkadaglar1 1964 yilinda bir isimlendirme yapmislardir. Bu isimlendirme sentromerin
kromozom iizerindeki lokalizasyonuna gore yapilmistir (Levan ve ark., 1964).

Sentromer, kromozomun konumuna gore kromozomu esit veya farkli boyutlarda
ikiye boler. Boliinen kisimlar kromozom kollar1 olarak tanimlanir. Uzun kalan kisima
uzun kol, kisa kalan kisima kisa kol denilmektedir (Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Karyotiplerin olusturulmasinda sentromer konumu ve kromozom kollar1 baz
almarak kol oram1 (q/p), sentromer indeksi (CI), ve bagil uzunluk (%)
hesaplanabilmektedir. Sentromer indeksi daha nadir kullanilirken, kol oram
karyotiplendirmede daha sik kullanilmaktadir. Bu ¢alismlar kromozom boyu hakkinda
fikir verir. Bagil uzunluk metafaz plagindaki tiim kromozomlarin bir diger kromozom ile
olan biiyiiklik farkidir (Macgregor, 1988). Karyotip hesaplamalarinda kullanilan
formiiller su sekilde gosterilebilir;

Kisa kol: p

Uzun kol: q
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Toplam kromozom boyu : p+g=—c¢
Uzun kolun kisa kola orani: g/p=r
Sentromer indeksi =p/c=i
Bagil uzunluk = ¢ / haploid kromozomlarin boylar1 toplam1 X 100
Bazi degerler bilindiginde kisa kol ve uzun kol hesaplanabilmektedir
c ve r degerlerinden yola ¢ikarak;
g=c.rir+l
p=c/r+l
c ve i degerlerindne yola ¢ikarak;
g = ¢(100-i)/100
p =1i.c/100

Sentromer bolgesinin kromozom uzerindeki lokalizasyonuna gére kromozomu
farkli boyutlarda bolebilir, bu boliinme 4 farkli sekilde siniflandirilmigtir (Sekil 2.7)
(Levan ve ark., 1964).

Kol orani (uzun Kol Boyu : Kisa Kol Boyu
r(a/p)

3 ] 00
(4:4) (5:3) (6:2) (7:1) (8:0)

Toplam Boy 8 Birim
|
[

— My SM—pe— Sl —pe— | —»

M T

Sentromerin Yeri

Created in BioRender.com bio

Sekil:2.6. sentromer pozisyonunun gesitliligi 4 esit bolgeye boliinmiistiir; metasentrik (m), submetasentrik
(sm), subtelosentrik (st) ve telosentrik (t); her bir bdlim tipik bir kromozomu goéstermektedir. M; medyan
noktayi, T; terminal noktay1 gostermektedir (Levan ve ark., 1964)
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Sentromerin konumuna gore kromozomlarin isimlendirilmesi su sekilde ifade
edilebilir; sentromer kromozomun medyan veya medyan bolgeye yakin yerinde ise
kromozom metasentriktir, kisa kolun ve uzun kolun birbirine esit oldugu kromozom
formunu temsil eder. Sentromer kromozomun submedyan bdlgesinde veya submedyan
bolgesine yakin ise subtelosentrik kromozom olarak tanimlanir, kisa kollar ve uzun
kollardan bahsedilir, sentromer kromozomda iist bolgeye yakindir ancak kisa kollar cok
net bir sekilde goriiliir (Sekil 2.6). Sentromer kromozomun terminal bdélgesinde ise
akrosentrik kromozom olarak tanimlanir, kisa kollardan s6z etmek miimkiin degildir ve
kisa kol ayirt edilemez. Sentromer kromozomun tam terminal bolgesinde lokalize ise
telosentrik kromozom olarak ifade edilmektedir yine burada da kisa kollar segilemez
(Emiroglu ve Biiriin, 2020).

comatidler sentromer ikincil
(primer bogum) satellit  (sekonder)

\ bogum
Kollari

e
i K
[ | I

Kromozom
METASENTRIK SUBMETASENTRIK SUBTELOSENTRIK AKROSENTRIK TELOSENTRIK

Created in BioRender.com bio

Sekil 2.7. Kromozom tizerinde Sentromerlerin yerine gére kromozomlarimn isimlendirilmesi (Chowdhury
ve ark., 2020)’den yararlanarak yeniden diizenlenmistir

2.3.5. Karyotip

Karyotip; bir canliya ait tiim kromozomlarin sayisal, boyutsal, morfolojik ve diger

belirlenmis spesifik ozelliklerini agiklayan bir sitogenetik terimidir. Kromozomlarin
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belirli bir dizende dizilmesi ve siralanmasidir (Altinordu ve ark., 2016; Emiroglu ve
Burun, 2020).

Karyotiplendirmede tipki kromozomlarin sayisinin belirlendigi hiicre dongiisii
sirasinda aktif boliinen doku ve hiicrelerden elde edilen preparatlardan yapilir. Hicreler
kromozom eldesi i¢in 6n isleme tabii olur. Kromozomlar tizerinde sentromer bolgelerinin
ayrimi i¢in de g¢esitli islemlere ihtiyag duyulabilir. En dogru kromozom sayimi
sentromerlerin sayilarak yapildigi sayim metodudur. Sentromerlerin net olmadig1 metafaz
plaklarindan da kromozom sayimi yapilabilir, fakat bunlar ¢ok givenilir sonuclar
vermeyebilir. En dogru ve giivenilir karyotip analizi i¢in kaliteli hazirlanmig
preparatlardan en secilebilir metafazlar secilmelidir (Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Karyotiplendirme yapilarak tiirlerin evrimlesmesindeki kaliplar veya kromozomal
hastaliklarin tespiti i¢cin kromozom haritalarinin olusturulmasinda kullanilabilir.
Karyotiplendirme islemi manuel metotlarla yapilirsa oldukca zahmetli ve zaman alici
olabilmektedir. Bilgisayar destekli goriintiileme sistemleri ile karyotiplendirme isi
hizlandirilarak verim arttirilabilir. Son donemlerde birgok sitogenetik arag gelistirildi,
ancak gelistirilen sitogenetik araclar daha c¢ok o&lclimleri hesaplamak amaciyla
gelistirilmistir. Kromozom hesaplamalart ve karyotiplendirme mikroskopa baglanan bir
bilgisayar ve gorlintiiyii aktaran kamera yardimi ile yapilmaktadir. Bu Olgimler ile
sentromer belirlenmesi, kromozom Kkollarinin boyunun hesabi, bu kol boylarindan
yararlanarak kromozom kollarinin orani1 ve toplam kromozom boylarinin hesabina
ulagilabilmektedir (Altinordu ve ark., 2016; Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Karyotiplendirme yaparken esas alinan sentromerin pozisyonudur. Sentromer
pozisyonuna gére kromozomlar dizilir. lkinci dikkat edilen nokta ise kromozom
boyutlaridir. Karyotiplendirmede sentromer pozisyonu belirlendikten sonra kendi
iclerinde boyutlar biiyiikten kiiclige dogru siralama yapilmaktadir. Esey kromozomlari
ayirt edilebiliyorsa sentromer ve boyut dikkate alinmadan karyotip analizinin sonuna
dizilmektedir. Karyotip sunumu yapilirken farkli gorsellestirmeler kullanilabilmektedir,
bunlar i¢in iki sitogenetik terim aciklanabilir;

Idiogram; kromozomlarin belirli bir dlgiide sematize edilerek sunulmasidir.

Karyogram; metafaz plaklarindan fotografanan kromozomlarin belirli bir diizende

gruplandirilarak sunulmasidir (Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Kromozom asimetrisinde sentromerin pozisyonu O6nemlidir. Sentromer
kromozomun ortasinda ise kollar birbirine esittir ve kromozom simetriktir. Sentromer

konumu kromozom ucuna dogru kaydik¢a asimetri artis gosterir. Tek bir karyotip
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analizindeki kromzomlarin asimetrisi intrakromozomal asimetri olarak isimlendirilir.
Karyotip asimetrisinin konusu daha genis olarak metasentrik ve submetasentrik
kromozomlarin boylarinin yakin oldugu karyotipler icin simetriktir. Karyotipteki
kromozomlarin birbirlerine gore boylar arttikga ya da sentromer konumu kromozom
ucuna kaydikga karyotip asimetriklesir (Emiroglu ve Biiriin, 2020)

Temel kromozom kol sayisi da karyotiplerde hesaplanabilir. Telosentrik ve
akrosentrik kromozomlar uygulamada tek kolludur, diger metasentrik submetasentrik ve
subtelosentrik kromozomlar iki kolludur. Genelde karyotip analizlerinde fondomental kol
sayist (NF) hesaplanir, NF bir karyotipteki tiim kromozomlarin kol sayisin1 belirtir
(Emiroglu ve Biiriin, 2020).

2.4. Kromozom Bantlama Teknikleri

Kromozomlar bazi spesifik boyalar ile boyandiklarinda kromatin yapilarindan
otiiri kendilerine has bir bantli goriintii olustururlar. Bu teknik sayesinde sayisal
farkliliklarin yaninda yapisal 6zellikleri de incelenerek homolog kromozom giftlerini
bulmak da kolaylasir. Karyotiplendirmeden farkli olarak bantlama i¢in mitozun erken
metafaz1 veya profaz safthasindaki hiicrelerin kromozomlar1 daha elverislidir. Metafaz
asamasindaki kromozomlar bazen ¢ok yogunlasip kisaldigi igin bantlar net bir bicimde
gozlemlenemeyebilir. Bu sekilde yapilan bantlama teknigine profaz bantlamasi
denilmekte ve tibbi genetikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazen oOn islemler
kullanilarak kromozom boylarinin kisalmasi engellenebilmekte ve daha fazla sayida bant
elde etmek miimkiin olabilmektedir. Bazi kromozom bantlama teknikleri su sekilde ifade
edilebilir;

Q Bantlama; floresan bir boya kullanarak kromozomlar (izerinde parlak ve mat
bantlar elde edilir, mat goziiken bolgeler Q bant olarak tanimlanir ve floresan bir
mikroskopta bu bantlar goruntulenebilir. Daha ¢ok insan esey kromozomu Y ig¢in
spesifiktir ve polimorfik bolgelerin tespitinde kullanilabilmektedir (Nussbaum ve ark.,
2005).

G Bantlama; kromozomlar Uzerinde bulunan proteinlerin tripsin enzimi ile
denatiire edilerek denatiirasyona ugrayan kromozomlar Giemsa ile boyanarak acgik ve
koyu bantlar olusturur. Q bantlardaki parlak bolgeler G bantlardaki koyu bolgelere denk
gelmektedir. Cok sik kullanilan bir bantlama teknigidir (Nussbaum ve ark., 2005).
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R Bantlama; G bantlamanin tersi olarak koyu boélgeler agik, agik bolgeler ise
koyu boyanir. Floresan 6zellikte bir boya kullanilir, daha sonra sicaklik ile diger boyalar
uygulanir. Agik renk boyalar R bantlardir ve G-C zengin bolgeyi ifade eder (Moore ve
Best, 2001).

T Bantlama; kromozomlarda telomerleri belirtmek igin telomer bdlgesinin
boyanmasidir (Dutrillaux, 1973; Emiroglu ve Biiriin, 2020).

Yukaridaki boyamalar disinda sitogenetik alaninda yaygin olarak Giemsa
boyama, AgNOR boyama ve C- bantlama siklikla kullanilmaktadir. Bunlar disinda
floresan boyalarin kullanildigt CMA3-DAPI boyama da klasik sitogenetigin alanidir.
Molekiiler sitogenetik galismalarda floresan problar kullanilarak in situ hibridizasyon
yontemlerinden yararlanilarak evrimsel siirecte marker olarak belirlenen 18S-5S rDNA
bolgeleri, U1-U2 bolgeleri ve telomerik problar ile telomer bdlgelerindeki
polimorfizimlerde FISH (Floresan in situ Hibridizasyon) teknikleri ile ortaya
konulabilmektedir. Bir diger in situ hibridizasyon yontemi olan CGH (Karsilastirmali
Genomik in situ Hibridizasyon) ile de sex kromozomlarindaki varyasyonlar ve turler
arasindaki genomik farklilasma ortaya konulabilmektedir (Sember ve ark., 2018a;
Sember ve ark., 2020a; Sember ve ark., 2020b; Sember ve ark., 2021; Stundlova ve ark.,
2022)

2.4.1. Giemsa boyama

Giemsa boyasini ilk defa Alman bakteriyolog ve kimyager bilim insan1 Gustov
Giemsa, sitma parazitinin histopatolojik olarak ayirt edilmesi i¢in uyarlayarak
kullanmigtir (Giemsa, 1907). Fakat kromatinlerin ve niikleer zarin Giemsa ile ¢ok iyi
boyanmasiyla histolojide ve sitogenetikte kullanimi yayginlasmistir (Barcia, 2007).
Giemsa boyama ¢ok temel bir yontemdir, sitogenetikte bilimin ilerlemesi ile cok yeni ve
guclu bantlama yontemleri (in situ hibridizisasyon yontemlerinden olan FISH ve CGH
gibi) ile ¢esitli ve ayrintili analizler yapilmasina olanak saglanmasina ragmen Giemsa
kromozomal ¢aligma alanindaki 6nemini korumaktadir (Dolan, 2011).

Sitogenetik ¢alisma alaninda Giemsa boyama ¢ok yaygin bir bigimde
kullanilmaktadir. Giemsa histolojide ve parazitoloji alaninda da yaygin bir kullanima

sahiptir (Disbrey ve Rack, 1970).
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2.4.2. Ag-NOR boyama

Niikleolus yani ¢ekirdeke¢ik, ¢ekirdegin i¢inde yer alan dinamik bir boliimdiir.
Sekli ve biiytikliigii hiicre boliinmesinin hiziyla iliskilidir. Kromozom iizerinde bu bdlge
sentromerden ayr1 olarak sekonder bogum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Niikleolus’un
gorevi ribozomal alt birimlerin olusturulmas: ve yerlesimidir. Niikleoller ve kromozom
arasindaki iliski ilk defa Heitz tarafindan ortaya konmustur. Bu bolge daha sonra
“nlkleolus organizing region” NOR (gekirdekgik diizenleyici bolge) olarak belirlenmistir
(Heitz, 1931; McClintock, 1934; Disbrey ve Rack, 1970; Arsham ve ark., 2017).

Bir niikleolus diizenleme bdlgesi, kromozomun interfazda niikleolus olusturan
0zel bir bolgesidir. Baska bir deyisle NOR, bir kromozoma ait ana r-RNA genlerini (18S
ve 28S rDNA) bulunduran bolgesidir. NOR'da bulunan genlerle ortaya ¢ikan, interfaz
evresinde goriilebilen bir yapidir. Dolayisiyla NOR, tanim geregi bir kromozomun
pargasidir. NOR, kromozomda rRNA'lari, bunlarin onciillerini ve spesifik ribozomal
proteinleri iceren bir kromozom bélgesidir (Warner, 1979).

Kromozom (zerindeki NOR’lar heterokromatin bélgelerdir. AQNOR boyama ile
bu bolgeler kromozom preparatlarinda gozlemlenebilmektedir. NOR iizerindeki histon
olmayan proteinler giimiise yiiksek afinite vererek giimiis iyonlarmi indirger ve
preparatlar Gizerinde siyah lekeler olarak gozlemlenirler. NOR kromozomda ¢ogunlukla
kisa kollarda gozlemlenirken bazen uzun kollarda da NOR gozlemlemek mimkundr.
Bunlar sentromere yakin veya sentromer Uzerinde bulunabilmektedir (Gold ve Zoch,
1990; Derenzini ve ark., 1998; Pekol, 1999; Gaffaroglu, 2003; Gaffaroglu ve Yuksel,
2005).

AgNOR boyama yoéntemiyle turler arasi akrabalik iliskileri ve tiir igindeki
kromozomal varyasyonlarin tespiti yapilabilmektedir (Gold ve Zoch, 1990). Turler
arasindaki heteromorfluk degerlendirilirken toplam (aktif-pasif) NOR sayis1 ve
kromozom {izerinde NOR‘un konumu dikkate alinirken; tlr i¢i heteromorflugun
degerlendirilmesinde sadece aktif NOR sayis1 ve NOR’un boyutu dikkate alinir (Pekol,
1999). NOR sayist balik sitotaksonomisinde yaygin olarak kullanilan bir sitotaksonomik
karakterdir. AQNOR boyama sadece transkripsiyonel olarak aktif rDNA genlerini yani
aktif NOR’lar1 gosteren bir yontemdir (Rabova ve ark., 2015).
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2.4.3. C-bantlama

C bantlama veya konstitif heterokromatin, 1928 yilinda Heitz tarafindan
bulunmustur. Heitz C bantlar1 interfaz asamasindaki hiicre ¢ekirdeginde goriilen koyu
yerler olarak belirtmistir. C bantta koyu goziiken yerler heterokromatin bélgelerdir ve
DNA’nin sik1 bir bicimde sarilip paketlendigi yerlerdir, 6kromatin ise tersi olarak daha
acik renkte goziikiir ve DNA’nin daha gevsek bir bigimde sarildig: yerlerdir (Huisinga ve
ark., 2006). Okaryot canlilarda heterokramtini gostermek amaciyla en ¢ok tercih edilen
yontemlerdendir (Sumner, 1972). Heterokromatin bélge gen ekspresyonu yoniinden
pasiftir ve tekrar bolgeleri icermektedir. Heterokromatin bolge tire spesifiktir ve yuksek
korunmus dizileri igerir. Heterokromatin bdlge kromozomda farkli yerlerde
bulunabilmektedir ama ¢ogunlukla sentromer bolgesinde yer alir (Balicek ve ark., 1977;
Varley ve ark., 1980; Sperling ve ark., 1987; Arslan ve Arslan, 2007).

Heterokromatin bdolgeler mitozun S fazinda diger bolgelerden daha sonra
eslenmektedirler. Heterokromatin boélgeler Adenin-Timin (A-T) bazlarmi daha ¢ok
icermektedirler. Heterokromatin bolge yiiksek derecede korunmus oldugu igin ayni tiiriin
kromozomlar1 iizerinde ayni lokalizasyonda godzlemlenmesi beklenir. Kromozomal
calismalarda C bantlama teknigi ile kromozal varyasyonlar (duplikasyon, delesyon,
iversiyon, translokasyon) tespit edilebilmektedir(\Varley ve ark., 1980; Sperling ve ark.,
1987)

2.4.4. CMA3-DAPI boyama

DAPI (4’6 diamidino-2-fenilindol) ilk defa Otto Dann’in laboratuvarinda
trypanosoma i¢in sentezlenen ¢ogu diamidin bilesiginden birisidir (Dann ve ark., 1971).
DAPI higbir zaman klinikte tedavi maksadiyla kullanilmadi, ancak 1975 yilinda
Williamso ve Fenneu DAPI’yi mitekondrial DNA izolasyonu i¢in kulland1 (Williamson
ve Fennell, 1975). Sonugta AT yoniinden zengin olan mitekondrial DNA’ya iyi baglanan
DAPI’nin baglanmadan sonra floresan ozelliinin arttifini gozlemlediler. Yapilan
deneylerde DAPI’nin DNaz’a duyarli oldugunu ancak RNaz i¢in duyarsiz oldugunu
kesfetmislerdir. Bir ¢alismada mikoplazma kontaminasyonunu géstermek i¢in DAPI ile
muamele edilen insan HeLa hiicrelerine DAPI uygulanmis ve yayinlanan hiicre
fotograflar1 biiyiik ilgi uyandirdi. Bu ¢aligmanin sonuglari nedeniyle DAPI’nin DNA
boyast olarak kullanilabilirligi bir¢ok bilim insani tarafindan arastirilmistir ve bu

caligmalar ile DAPI’nin DNA ig¢in bir florokrom olarak kullanilabilecegi anlagilmistir.
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(Russell ve ark., 1975; Grossgebauer ve ark., 1976; Hajduk, 1976; Jagielski ve ark., 1976;
Schweizer, 1976a; Schweizer ve Nagl, 1976).

Tek basima DAPI ile boyama yapildiginda kesin olarak boyandig
gbzlemlenmistir. Kromomisin, mitramisin veya distamisin ile kombine boyamalar
yapildiginda DAPI’nin AT agisindan zengin DNA dizilerine daha yiiksek afinite verdigi
gozlemlenmistir (Lin ve Alfi, 1976; Schweizer, 1976a; Schweizer, 1976b; Schweizer ve
Nagl, 1976; Schweizer ve ark., 1978; Schweizer ve ark., 1979).

Yapilan deneylerde GC (guanin-sitozin) yoénunden zengin dizilere daha ¢ok
afinite veren kromomisin A3 tercih edilebilmektedir (Van Dilla ve ark., 1983). CMAg-
DAPI boyama AgNOR boyamanin floresan boya ile bir kontroludir. CMAs pozitif
bolgeler NOR’u gostermektedir (Collares-Pereira ve Rab, 1999). AgNOR boyamada
sadece aktif NOR bolgeleri gozlenirken CMA3-DAPI boyama ile aktif-pasif tum NOR
bolgeleri gozlemlenebilmektedir (Gornung, 2013). Birgok balik arastirmacisi baliklar
uzerine hem AgNOR boyama hemde CMA3-DAPI boyama yapmistir (Arai, 2011;
Gornung, 2013).

2.5. FISH (Floresan in situ Hibridizasyon) Yontemi

In situ hibridizasyon yontemlerinden olan Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)
1982°de bilim insanlar1 tarafindan gelistirilmistir (Langer-Safer ve ark., 1982). in situ
hibridizasyon yontemlerinde radyo isaretli DNA veya RNA problart kullanilmaktaydi
ancak bu radyo etiketli problarin dezavantajli sayilacak baz1 6zellikleri vardi (radyolitik
bozunma ile beraber kimyasal kararsizlik, personel giivenligi endigesi ve imha
problemleri) buna istinadan floresan etiketli problarin iiretilmesi fikri ortaya ¢ikmistir.
Birkag arastirmaci grubu bu prosediirleri gelistirmeyi denemistir (Cheung ve ark., 1977;
Rudkin ve Stollar, 1977; Broker ve ark., 1978; Sodja ve Davidson, 1978; Bauman ve ark.,
1980; Bauman ve ark., 1981). FISH yontemi bir genetik analiz ¢esididir ve kromozom
haritalandirilmalarinda kullanilmaktadir. Molekiiler sitogenetikte karsimiza ¢ikan bu
yontem tek bir slayt Uzerinde birden fazla kromozom bélgesinin incelenmesine olanak
saglayarak klasik sitogenetik yontemlerden avantajli sayilabilmektedir. FISH yonteminde
etiketli DNA dizisi (prob) ve 6rnek arasinda bir hibritlesme gerceklesmektedir, bu sekilde
kromozom haritalar1 olusturulmakta ve incelemeler yapilabilmektedir. FISH yontemi ile
aktif olarak hali hazirda boliinmeyen hiicrelerde de gergeklestirilebilmektedir. Klasik

sitogenetik yontemlerde hiicre boliinmesi devam eden metafaz hiicrelerine ihtiyac
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duyulmaktadir. FISH yontemi sitogenetik agidan degerli sonuglar verse de problar dogru
etiketlenmeli ve uygun filtrelerde sonuglar analiz edilmelidir. Yanlis etiketli problar
yanlis sonuglar verebilecegi gibi zaman ve emek kaybina neden olabilmektedir (Holtke
ve Kessler, 1990; Ozdemir ve ark., 2015). 18S rDNA - 5S tDNA gen bolgeleri siklikla
sitotaksonomide kullanilan FISH temelli taksonomik karakterlerdir (Sember ve ark.,
2015; de Oliveira ve ark., 2019; Sember ve ark., 2020a; Sember ve ark., 2020b).

rRNA’lar1 kodlayan rDNA genleri 6karyot canlilarda majér ve mindr olmak iizere
iki farkli gen ailesi tarafindan diizenlenir. Her iki grup da tandem diziler iceren tek bir
transkripsiyon  boliimiiniin  farkli  kopyalarindan olusmaktadir. Major ailenin
transkripsiyon boliimi ana rRNA genleri olan ve NOR uzerinde lokalizasyon gosteren ve
santrifiijdeki ¢okelme hizlarina gore isimlendirilen 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerini
icermektedir. Mindr ailenin genleri ise genelde transkripsiyonel olarak aktif olmayan 5S
rRNA genlerini icermektedir ve farkli homolog kromozomlar iizerinde bulunmaktadir
(Drouin ve De Sa, 1995). Tiirden tiire farklilik gosteren rDNA dizileri, kromozomal
acidan 6nemli yerlerdir ve kromozom diizeyinde ve molekiiler anlamda genom evrimi
icin kiymetli bilgiler verir (Fontana ve ark., 2003).

Okaryotlarda ii¢ farkl tip polimeraz bulunur. RNA polimeraz I, ii¢ bilyiik rRNA
olan 18S, 5.8S ve 28S’in sentezlenmesinden sorumludur. Proteine doniisen genler olan
mRNA RNA Polimeraz II tarafindan sentezlenir ve ayn1 zamanda gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde is goren mikroRNA’larin (MiRNA) ve “kodlamayan uzun RNA”
(IncRNA)’larin transkripsiyonundan sorumludur. RNA polimeraz III, tagiyict ve kiigiik
ribozomal RNA (5S rRNA)’y1 transkribe etmektedir. Kii¢iik niikleer RNA’lar ve
sitoplazmik kiiciik RNA’lar RNA Polimeraz III tarafindan transkribe edilmektedir
(Cooper ve ark., 2006). Ayrica kendisine ait DNA’s1 bulunan mitekondri ve kloroplast
gibi organellerde bulunan RNA polimeraz bulundugu organele ait DNA’nin
transkripsiyonundan sorumludur (Cooper ve ark., 2006)

Ug polimeraz tiirii de 12-17 arasinda degisen birbirinden farkli alt iinitelerden
meydana gelen enzim kompleksleridir. Farkli promotorler ile galismalarina ve farkl
genlerin sentezinden sorumlu oOlmalarina ragmen birbirleriyle ve bakteri RNA
polimerazlar1 ile benzeyen yonleri bulunmaktadir. Bilhassa her okaryotik RNA
polimerazda da 9 adet korunmus alt {inite bulunur ve bu alt {initelerin bir kism1 bakteri
RNA polimerazindaki alt tniteler ile benzerlik gdstermektedir. Maya hucrelerindeki
RNA polimeraz II, bakteriyel RNA polimeraz ile dikkat ¢ekici bir sekilde benzerdir. Bu

benzerliklerden yola ¢ikarak; biitiin RNA polimerazlar 6ziinde korunmus diizenegi
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kullanarak DNA’y1 transkribe etmektedir diyebiliriz (Cooper ve ark., 2006).

U1-U2 gen bolgeleri balik karyosistematiginde kullanilan taksanomik bir
karakterdir ve FISH yontemiyle U1-U2 problar kullaniimaktadir (Cabral-de-Mello ve
ark., 2012; Sember ve ark., 2018b). Okaryotik canlilarda proteine doniisen mRNA’larin
intron bolgeleri kesilip ¢ikarilir ve ekzonlar birbirlerine birlestirilir. Bu kesilip-¢cikarma
islemi protein ve RNA’dan olusan bir kompleks olan splisizom mekanizmasi tarafindan
gergeklestirilir. Splisizom’un RNA kismini olusturan kii¢iik niikleer RNA (snRNA)
olarak isimlendirilen kisitm 5 tip snRNA’dan olusmaktadir. Bunlar kodlanmayan,
metabolik olarak stabil 5 tip U1, U2, U4, U5 ve U6 snRNA’lardir. Genelde 50-200 baz
ciftinden olusan snRNA’lar 6-10 adet protein ile birleserek splisizom RNA protein
kompleksi olan kugik nikleer ribonukleoprotein partikild (SnRNP)’ni meydana
getirirler ve bu kompleks MRNA islenmesinde kesip-ekleme yaparak is goriir. U4 ve U6
snRNA’lar bir tek snRNP molekiilii icinde birleserek biitiin halde is yaparken U1, U2 ve
US bir molekiil snRNP olarak is yaparlar (Cooper ve ark., 2006).

Splisizom kompleksi olusurken ilk 6nce pre-mRNA’nin 5’ kesip-ekleme
bolgesine Ul baglanir. Bu eslesme Ul snRNA dizisi ve 5’ kesip ekleme dizisinin
tamamlayicisidir ve bu sekilde baz eslesmesiyle baglanma gergeklesmis olur. Daha sonra
“’branch point™” olarak bilinen Tilrkge’ye ‘dallanma noktasi’” seklinde gevirebilecegimiz
bolgeye komplementer olan U2 baglanir. U4-U6 bir molekiil seklinde ve U5’e daha
Onceden birlesmis vaziyette 2 molekiil seklinde bir kompleks olusturur. Bu kompleksin
de baglanmasiyla intron bolgesi kivrilir, eksonlar birbirine yaklasir. U1 ve U4 sSnRNA’lar
splisizom kompleksinden ayrilir ve U6 tarafindan kesilip ekleme reaksiyonu enzimatik
olarak gergeklestirilir. Cikarilan intron degrede olur, snRNA’lar tekrar kullanilir (Cooper
ve ark., 2006; Cabral-de-Mello ve ark., 2012).

Telomer bolgeleri icin tasarlanan telomerik problarda FISH yéntemi ile evrimsel
stirecin analizinde kullanilabilmektedir (Sember ve ark., 2020b). Kromozomal yeniden

dizenlemelerin analizi igin telomerik problar tercih edilmektedir.

2.6. Turkiye’de ve Dunya’da Dagihs Gosteren Karyolojisi Cahsilmms Bazi

Leuciscidae Turleri

Leuciscidae familyasina ait tiirlerin 2n=50 diploid kromozom sayisina sahip
olmalari, karyotip analizlerinde gdzlemlenen iki kollu kromozom sayilarinin fazla olusu,

AgNOR boyamada bir ¢ift NOR g6zlemlenmesi bu turler igin karakteristik birer 6zelliktir
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(R&b, 1995; Rab ve ark., 2008; Pereira ve ark., 2009). Pseudophoxinus alii ve
Pseudophoxinus elizavetae Anadolu i¢in endemik balik tiirleridir. Yapilan sitogenetik
analizlerinde 2n=50 kromozom sayis1 tespit edilmistir. Karyotip analizlerinde P. alii igin
kromozom morfolojisi, 18 adet metasentrik kromozom, 24 adet submetasentrik
kromozom ve 8 adet subtelosentrik-akrosentrik kromozom siniflandirilirken P. elizavetae
icin kromozom morfolojisi, 8 adet metasentrik kromozom, 34 adet submetasentrik
kromozom ve 8 adet subtelosentrik-akrosentrik kromozom smiflandirilmistir. Her iki tir
icinde en buyik homolog kromozom subtelosentrik-akrosentrik siniftandir. P. alii i¢in C-
bantlar cogunda perisentrik bolgede lokalizeyken P. elizavetae’de bazi kromozomlarda
perisentrik bolgede C-bantlarin pozitif oldugu saptanmistir. Her iki tirde de coklu
NOR’lar tespit edilmistir (Gaffaroglu ve ark., 2022). Bir bagka ¢calismada CMA3-DAPI
boyama yapilarak P. elizavetae icin 4 adet CMAs3 pozitif sinyal gdzlemlenmistir (Ayata,
2020). Pseudophoxinus anatolicus tiirii i¢in yapilan karyolojik ¢calismada kromozom seti
2n=50 olarak tespit edilmistir. Kromozom morfolojisi 24 adet metasentrik, 16 adet
submetasentrik, 4 adet subtelosentrik ve 6 adet akrosentrik olarak siniflandirilmistir.
Karyotipte C- bantlar baz1 kromozomlarin sentromer bolgesinde gézlemlenmistir. 4 adet
kromozomun kisa kolunda NOR’lar tespit edilmistir ve sonuglarin diger Pseudophoxinus
tirleri ile benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (Doori ve Arslan, 2024).

Pseudophoxinus antalyae igin yapilan karyolojik ¢calismada kromozom seti 2n=50
olarak bildirilmistir. Yapilan calismaya gore kromozom morfolojisinin, 16 adet
metasentrik kromozom, 14 adet submetasentrik kromozom, 12 adet subtelosentrik
kromozom ve 8 adet akrosentrik kromozomdan olustugu ve biiyiik kromozom ¢iftinin ise
submetasentrik oldugu rapor edilmistir. Bir ¢ift NOR subtelosentrik kromozomun kisa
kolunda lokalize oldugu gézlemlenmistir (Ergene ve ark., 2010)

Pseudophoxinus battalgilae i¢in yapilan sitogenetik ¢alismaya gore kromozom
seti 2n=50 olarak tepit edilmistir. Kromozom morfolojisi 16 adet metasentrik kromozom,
28 adet submetasentrik kromozom ve 6 adet subtelosentrik-akrosentrik kromozom olarak
smiflandirilmistir.  Birkag  kromozom i¢in  sentromer bdlgelerinde  C-bantlar
gbozlemlenmistir. 4 adet submetasentrik kromozomun kisa kollar1 iizerinde NOR bdlgeleri
tespit edildigi bildirilmistir (Ayata ve ark., 2016).

Pseudophoxinus burduricus i¢in kromozom seti 2n=50 olarak bildirilmistir.
Kromozom morfolojisinin 18 adet metasentrik kromozom, 26 adet submetasentrik
kromozom ve 6 adet subtelosentrik-akrosentrik kromzomdan olustugu rapor edilmistir.

Kromozom bantlama tekniklerinde C-bantlar birkag kromozomun sentromer bolgesinde
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pozitif olarak degerlendirilmis ve AgNOR boyamada 2 adet kromozom Uzerinde NOR
bulundugu bildirilmistir (Ayata ve ark., 2016).

Pseudophoxinus crassus i¢in yapilan sitogenetik bir ¢alismada kromozom seti
2n=50 olarak tanimlanmistir. Yapilan karyotip analizinde kromozom morfolojisi 12 adet
metasentrik kromozom, 30 adet submetasentrik kromozom ve 8 adet submetasentrik-
akrsosentrik olarak rapor edilmistir. Ayni ¢alismayla kromozom bantlamalar1 yapilmis ve
C-bantlar icin bircok kromozomun perisentrik bolgesinde heterokromatin C bantlar
gozlemlenmistir. AgNOR bantlamasinda 1 ¢ift submetasentrik kromozomda NOR
kesfedilmistir (Unal ve ark., 2014).

Pseudophoxinus hittitorum’un yapilan karyolojik ¢alismasinda kromozom seti
2n=50 olarak belirtilmistir. Kromozom morfolojisi yapilan karyotip analizinde 14 adet
metasentrik kromozom, 26 adet submetasentrik kromozom ve 10 adet subtelosentrik-
akrosentrik kromozom olarak belirlenmistir. Klasik sitogenetik tekniklerden C-Bantlama
ve AgNOR bantlama yapilmis ve bircok kromozomun perisentrik bolgesinde C pozitif
bantlar tanimlanmustir. 1 ¢ift submetasentrik kromozom iizerinde sekonder boguma yakin
kisa kol iizerinde NOR bolgesi gozlemlenmistir (Unal ve ark., 2014). Yapilan bir diger
calismada CMA3-DAPI boyama da 4 adet CMAgz pozitif sinyal yakalanmistir (Ayata,
2020).

Pseudophoxinus evliyae kromozom seti diger Pseudophoxinus turlerine benzer
olarak 2n=50 olarak hesaplanmistir. Karyotip analizinde kromozom morfolojisi 14 adet
metasentrik kromozom, 30 adet submetasentrik kromozom ve 6 adet submetasentrik-
akrsosentrik kromozom olarak belirlenmistir. Yapilan klasik sitogenetik tekniklerde C-
bantlar baz1 kromozomlarin sentromer bolgesinde pozitif olarak degerlendirilmistir. NOR
bolgeleri 2 ¢ift submetasentrik kromozom {lizerinde ve telomerde lokalize oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica yapilan ¢alismada say1 lokalizasyon ve boyut agisindan NOR
polimorfizmi oldugu belirtilmistir (Ayata ve ark., 2016). Ayni ¢alismada Pseudophoxinus
fahrettini ve Pseudophoxinus meandri tirleri igin de sitogenetik analizler yapilmistir.
Kromozom seti P. fahrettini ve P. meandri igin 2n=50 olarak hesaplanmistir. Karyotip
analizlerinde P. fahrettini icin kromozom morfolojisi 16 adet metasentrik kromozom, 26
adet submetasentrik kromozom ve 8 adet subtelosentrik-akrsosentrik kromozom olarak
aciklanmistir. P. meandri kromozom morfolojisi 10 adet metasentrik kromozom, 32 adet
submetasentrik kromozom ve 8 adet subtelosentrik-akrosentrik kromozom olarak rapor
edilmistir. Yapilan kromozom bantlamalarinda her iki tiir i¢in de bazi kromozomlarin

sentromer bolgesinde C bantlar gozlemlenmistir. P. fahrettini i¢in yapilan AgNOR
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boyamada 1 ¢ift kromozomda NOR tespit edilirken P. meandri i¢in yapilan AgNOR
boyamada 2 ¢ift kromozomda NOR tespit edilmistir (Ayata ve ark., 2016).

Pseudophoxinus firati i¢in yapilan karyolojik ¢alismada kromozom seti 2n=50
olarak hesaplanmigtir. Kromozom morfolojisi 38 adet metasentrik-submetasentrik
kromozom ve 12 adet subtelosentrik, kromozom olarak agiklanmistir. Yapilan C
bantlama ¢alismasinda 6 adet kromozom iizerinde C pozitif heterokromatin tespit
edilmistir. AgNOR boyamasinda 4 adet kromozom iizerinde NOR go6zlemlenmistir
(Karasu, 2009). CMAz-DAPI boyamada 2 adet submetasentrik kromozomun kisa
kollarinin tamaminda CMA3 pozitif sinyal gozlemlendigi agiklanmistir (Ayata, 2020).

Pseudophoxinus zekayi’nin yapilan karyolojik caligmasinda kromozom seti
2n=50 olarak hesaplanmistir. Karyotip analizinde kromozom morfolojisinin 16 adet
metasentrik kromozom, 26 adet submetasentrik kromozom ve 8 adet subtelosentrik
kromozomdan olustugu agiklanmistir. Kromozom bantlama yontemlerinden AgNOR
boyama yapilan Orneklerde NOR’un sayisal polimorfizminin gozlemlendigi ifade
edilmistir ve NOR sayis1 1 ¢ift kromozom ile 2 ¢ift kromozom arasinda degiskenlik
gostermistir. Analiz edilen metafaz plaklarindan en sik gézlemlenen NOR sayis1 1 ¢ift
olarak belirtilmistir. C bantlarin baz1 kromozomlarda uzun kollarinda tespit edildigi ve
sentromer bélgesindeki C bantlarin perisentrik ve parasentrik lokalizasyonda oldugu
rapor edilmistir (Cizelge 2.3) (Unal ve Gaffaroglu, 2016).

Cizelge 2.3. Karyolojisi ¢alisilmis Pseudophoxinus trleri

P . DIPLOID KARYOTIP NF
TURISME | 1 (RoMOZOM SAYISI | FORMULU DEGER] | FAYNAK
P. firati 2n=50 38M, 12St 88 (Karasu, 2009)
_ 16M, 14Sm, 12St, 92 (Ergene ve ark.,
P. antalyae 2n=50 8A 2010)
P. crassus 2n=50 12M, 30Sm, 8St-A | 92 (Unal ve ark., 2014)
P. hittitorum 2n=50 14M, 26Sm, 10St-A | 90 (Unal ve ark., 2014)
P. battalgilae | 2n=50 16M, 28Sm, 6St-A | 94
P. burduricus | 2n=50 16M, 28Sm, 6St-A | 94 (Ayata ve ark
P. evliyae 2n=50 14M, 30Sm, 6St-A | 94 201’6) .
P. fahrettini 2n=50 16M, 26Sm, 8St-A | 92
P. meandri 2n=50 10M, 32Sm, 8St-A | 92
. _ 92 (Unal ve
P. zekayi 2n=50 16M, 26Sm, 8St Gaffaroglu, 2016)
P. alii 2n=50 18M, 24Sm,8St-A 92 (Gaffaroglu ve ark.,
P. elizavetae 2n=50 8M, 34Sm,8St-A 92 2022)
P anatolicus | 2n=50 24M, 16Sm, 4St, 94 (Doori ve Arslan,
6A 2024)

Parachondrostoma arrigonis’in yapilan karyolojik c¢alismasinda diploid

kromozom sayist 2n=50 olup karyotip analizinde kromozom morfolojisi 16 adet
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metasentrik kromozom, 28 adet submetasentrik-subtelosentrik kromozom ve 6 adet
subtelosentrik-akrosentrik olarak agiklanmigtir. Kromozom setinin en biiyiik kromozom
cifti karakteristik olarak subtelosentrik-akrosentrik olarak bildirilmistir. Erkek bireye ait
metafazlara uygulanan Ag-NOR boyama ve CMAs-DAPI boyamada iki orta boy
kromozomun kisa kolunun telomer bdlgesinde NOR tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmada
CMA; pozitif sinyallerin AgNOR pozitif bolgeye karsilik geldigi gézlemlenmistir. Disi
bireyde yapilan AgNOR boyamada 2 ¢ifti homolog kromozom olmak Uizere toplam 8 adet
kromozomun kisa kollarinin telomer bdlgesinde NOR tespit edilmistir. CMA3-DAPI
boyamada ise Ag-NOR boyamadaki NOR’lar (izerinde CMAg3 pozitif sinyal vermis,
ayrica bir bagka kromozom ¢iftinin sadece birinde uzun kolda CMAgz pozitif sinyal
gbzlemlenmistir (Kalous ve ark., 2008).

Avrupa’da 9 chondromisin tiirii igin karsilastirmali sitogenetik bir g¢alisma
yapilmistir. Achondrostoma arcasii (Steindachner, 1866), A. occidentale (Robalo,
Almada, Sousa-Santos, Moreira ve Doadrio, 2005), A. oligolepis (Robalo, Doadrio,
Almada ve Kottelat, 2005), Iberochondrostoma almacai (Coelho, Mesquita ve Collares-
Pereira, 2005), I. lemmingii (Steindachner, 1866), I. lusitanicum (Collares-Pereira,
1980), Pseudochondrostoma duriense (Coelho, 1985), P. polylepis (Steindachner, 1864)
ve P. willkommii (Steindachner, 1866) calismada yer alan balik tlrleridir. Tim tirler igin
diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak hesaplanmistir. Kromozom morfolojileri 12-14
adet metasentrik kromozom, 30-32 adet submetasentrik kromozom ve 6-8 adet
subtelosentrik-akrosentrik kromozom olarak 16sisin karyotip formuliyle uyum gosterdigi
ifade edilmistir. Kromozom setinin en biiyliik kromomozu 16sisin ile uyumlu olarak
subtelosentrik-akrosentrik  olarak  belirtilmistir.  FISH yontemi ile 6zellikle
Achondrostoma ve Iberchondrostoma cinslerinde 5S rDNA probunun subtelosentrik-
akrosentrik kromozomlarin terminalinde 4 ila 8 arasinda degisen sayida sinyal verdigi
tespit edilmis ve ¢alismada bildirilmistir. 45S rDNA probu submetasentrik
kromozomlarda 3 ile 6 sinyal tespit edildigi rapor edilmistir (Pereira ve ark., 2012).

Chondrostoma nasus i¢in yapilan sitogenetik bir ¢alismada tiiriin kromozom seti
2n=50 olarak hesaplanmistir. Kromozom morfolojileri 12 adet metasentrik kromozom,
32 adet submetasentrik kromozom ve 6 akrosentrik kromozom olarak ifade edilmistir.
Ayrica toplamda 20 bireyden 14’linde degisen boyutlarda submetasentrik olarak
degerlendirilen B kromozomu varligi rapor edilmis, bu 14 birey icinde 7 tanesi 1 adet B
kromozomu bulundurup kromozom seti 2n=51 iken diger 7 bireyde 2 adet B kromozomu

varlig1 tespit edilmis olup kromozom seti 2n=52 olarak aciklanmistir. Kromozom
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bantlama ydntemiyle elde edilen sonuclarda AQNOR boyama 2 ¢ift kromozom uzerinde
NOR gozlemlenmistir. CMA3 pozitif alanlar NOR’lara karsilik geldigi ifade edilmistir.
FISH yontemi ile elde edilen sonuglarda, 28S rDNA problar1 4 adet kromozomun kisa
kollar1 Uzerinde sinyal verirken, 5S rDNA problar1 2 adet submetasentrik kromozomun
kisa kollar1 tizerinde lokalize oldugu rapor edilmistir (Boron ve ark., 2020).

Chondrostoma beysehirense i¢in yapilan karyolojik ¢alismada diploid kromozom
sayist 2n=50 olarak hesaplanmistir. Kromozom morfolojisi karyotiplemede 10 adet
metasentrik kromozom, 32 adet submetasentrik-subtelosentrik kromozom ve 8 adet
akrosentrik kromozom olarak analiz edilmistir. Ayni caligmada yapilan klasik sitogenetik
yontemler ile C bantlar bazi kromozomlarin sentromerik ve perisentromerik bdlgelerinde
oldugu bildirilmistir. AgNOR boyamada bir ¢ift NOR submetasentrik kromozomun kisa
kolunda gozlemlenmistir. Submetasentrik bir kromozom ¢iftinde sekonder bogum
gbzlemlendigi rapor edilmistir (Arslan ve Giindogdu, 2016).

Chondrostoma regium i¢in yapilan sitogenetik bir ¢alismada C.regium’un diploid
kromozom sayist 2n=52 olarak hesaplanmistir. Karyotip analizinde kromozom
morfolojisi 42 adet submetasentrik kromozom ve 10 adet subtelosentrik kromozom olarak
rapor edilmistir (Esmaeili ve ark., 2010). Yapilan bir baska karyolojik calismada
C.regium i¢in diploid kromozom sayist 2n=50 olarak hesaplanmigtir. Kromozom
morfolojisi 18 adet metasentrik kromozom, 14 adet submetasentrik kromozom 2 adet
subtelosentrik kromozom ve 16 adet telosentrik kromozom olarak bildirilmistir (Yamag
ve Sisman, 2023). C.regium i¢in kromozom bantlama teknikleri hentiz litaratirde yoktur.

Chondrostoma soetta i¢in ayrintili bir sitogenetik analiz bulunmamakla beraber
diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak bildirilmistir (Cizelge 2.4) (Cataudella ve ark.,
1977).
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Cizelge 2.4. Karyolojisi ¢aligilmig Chondrostoma, Achondrostoma, Iberchondrostoma,
Pseudochondrostoma ve Parachondrostoma tiirleri

TUR iSMi 2n | KARYOTIP FORMULU | NF KAYNAK
C. phoxinus 2n=50 36M/SM+14ST/T 86 (Berberovi¢ ve ark., 1970)
C. soetta 2n=50 - - (Cataudella ve ark., 1977)
C. regium 2n=52 425m, 10St 94 (Esmaeili ve ark., 2010)
C. beysehirense 21=50 10M, 32Sm - St, 8A 92 (Arslan ve Giindogdu, 2016)
C. nasus 2n=50 12M, 32Sm, 6 St -A 94 (Boron ve ark., 2020)
A. arcasii 2n=50 16M, 30Sm, 2St -A 94
A. occidentale |, g, 12M, 32Sm, 6St -A 94
A.oligolepis | 50| 12Mm, 325m, 65t -A 94
lalmacal | 550 | 14m, 30Sm, 65t -A 94
s (Pereira ve ark., 2012)
I lemmingii | 5055 |  12M, 30Sm, 8t -A 92
| lusitanicum | o0 | 14m, 30Sm, 65t -A 94
Ps.duriense | 5 5 | 14Mm, 30Sm, 65t -A 94
Ps. polylepis | 550 | 14m, 30sm, 65t -A 94
Ps. willkommii | 2n=50 14M, 30Sm, 6St -A 94
P. arrigonis 2n=50 16M, 28Sm-St, 6St-A - (Kalous ve ark., 2008)

32




3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirma ortami ve orneklerin elde edilmesi

Balik o6rneklerinin elde edilmesi T.C. Tarim ve Orman Bakanligi’ndan alinan E-
21264211-288.04-4787989 sayili izin dahilinde belirtilen lokaliteden belirtilen tarihte
(20.05.2022) yapilmistir (Sekil 3.2). Balik 6rneklemesi akarsuyun si1g oldugu yerlerden
cevreye, ortamdaki diger canlilara ve hedef balik tiirline zarar verilmeden elektrosok
(samus 2000) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Elde edilen balik 6rnekleri su bidonlarinda
bir miktar suyla beraber pilli hava moturu kullanilarak ortamdaki ¢éziinmiis oksijen
desteklenerek caligma ortamina getirilmistir. Calisma ortamina ulagan balik 6rnekleri iyi
havalandirilmis ve dinlendirilmis cam akvaryum i¢ine alinmis ve ortam sartlarina adapte

olmalari i¢in ¢alisma oncesi 2-3 giin dinlendirilmistir.

Sekil 3.1. Balik 6rneklerinin elektrosok ile yakalanmasi (A). Balik 6rneklerinin su bidonlarina alinmasi
ve laboratuvar ortamina getirilmesi (B). Laboratuvar ortamina getirilen T. fahirae érnekleri (C). (orijinal)

Balik 6rneklemesi Burdur ili Tefenni ilgesi sinirlarinda yer alan Karamusa koyu
Bagpinar su géziinden yapilmistir. T. fahirae’nin lokal endemik bir tiir olmasi1 ve neslinin
tehlike altinda olmasi nedeniyle arastirma izninde de belirtildigi gibi 6 adet balik 6rnegi
alimmistir. Kirkpinar (Baspinar) su gozii Degirmendere ¢ayr ve Dalaman c¢ayinin
kaynagini olusturmaktadir. Dalaman ¢ay1 Giineybati Anadolu’nun en uzun ¢ayidir ve
yaklagik 185 km uzunlugundadir. Gay; Burdur, Denizli ve Mugla il sinirlarinda yer

almaktadir.
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Sekil 3.2. T. fahirae’nin tip lokalite haritasi. Fotograf elde edilen ve laboratuvarda karyolojik
preparasyonda kullanilan 6rneklerden birine aittir (QGIS ile olusturulmustur)

Burdur iline ait balik faunasi yapilan bir ¢alismayla aciklanmistir. Yapilan

calismaya gore Burdur il siirlarinda yer alan 13 balik familyasinin 34 taksonu rapor

edilmistir. 6 tiirlin Burdur i¢in endemik, 16 balik tiiriiniin ise Tiirkiye i¢in endemik oldugu

belirtilmistir (Gille ve ark., 2016).

Sekil:3.3. Kirkpinar Su Gozii’ne ait genel bir goriiniis (orijinal)
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3.2. YOontem
3.2.1. Balik orneklerinden metafaz plaklarinin elde edilmesi

Baliklar igin mitotik kromozomlarin elde edilmesinde dogrudan preparat
hazirlanmasindan uzun vadeli hicre kalturi yontemlerine kadar bircok metod
gelistirilmistir (Denton, 1973; Ojima, 1983; Alvarez ve ark., 1991). Gelistirilen bu
sitogenetik metodlar arasinda en kullanislt olan1 in vivo protokoller olmustur (Egozcue,
1971; Gold, 1974; Rivlin ve ark., 1985). Kromozomlar baliklarda ¢esitli dokulardan elde
edilebilmektedir. Hiicre kiiltiirli yoluyla elde edilen ¢aligsmalarda canlinin 6ldiiriilmesine
gerek kalmaz ancak hticre kilturu ve malzemeler sterilizasyon istedigi i¢in dezavantajli
sayilabilcek bir yontem olarak kabul edilebilir. Bobrek, dalak ve karaciger dokusundan
elde edilecek kromozom preparatlari igin canliya 6n islem olarak kolsisin enjeksiyonu
gereklidir. Bu islemden sonra canli disekte edilir. Baliklarda homoepotik gérevi iistlenen
doku bobrektir, bu sebeple balik sitogenetik ¢aligmalar1 genelde bobrek dokusundan elde

edilen kromozomlarla yapilmaktadir.
3.2.2. Karyolojik preparasyon

Arazi galismasi tamamlanan ve laboratuvar ortamina adapte edilen T. fahirae
ornekleri icin karyolojik preparasyon Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Omurgali
Hayvanlar Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

Karyolojik preparasyon Collares-Peraira’nin havada kurutma protokoliine gore
yapilmistir (Collares-Pereira, 1992). Baliklardan her biri tartilarak kolsisin miktari
hesaplanmaistir. Bireylerin viicut agirliginin 1gr’1i¢in 0.0006 gr kolsisin balik 6rneklerinin
dorsalinden insiilin enjektorii araciligiyla enjekte edilmistir. Kolsisinin etki etmesi igin 1-
1.5 saat baliklar akvaryuma alinarak canli olarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda balik
ornekleri disekte edilmistir. Bobrek dokusu dikkatli bir sekilde bistiirii ile disekte edilereck
pastor pipeti yardimiyla iginde KCI (%0.5) bulunan behere aktarilmistir ve 45 dk 37
°C’deki etlivde inkiibe edilerek hiicrelerin sismesi saglanmistir. Siire sonunda sisen
hiicrelerin bulundugu soliisyon falkon tiiplere alinmistir ve 900 rpm’de 7 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij tamamlandiktan sonra stpernatant pellete dokunulmadan dikkatli bir
sekilde ¢ekilerek atilmistir. Soguk metanol ve oda 1sisindaki asetik asit ile sirasiyla 3:1
oranda fiksatif hazirlanmistir ve pelletin iizerine 5 ml olacak sekilde eklenmistir. Pellet

pastor pipeti ile hava verilerek ¢ozdiiriilmiis ve soliisyon homojen hale gelene kadar bu
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isleme devam edilmistir. Homojen hale gelen solusyon 900 rpm’de 7 dakika santrif(j
edilmistir. Bu islem pellet yogunluguna gore 2 veya 3 defa tekrar edilmistir. Pellet
yogunlugu bobrek dokusunun miktarina bagli degiskenlik gosterebilmektedir. Son
santrifiij sonunda tiiplin dip kisminda 2-3 ml birakilarak siipernatant atilmistir. Pellet
pastor pipeti ile ¢oziilmiistiir ve hiicre stispansiyonu elde edilmistir. Damlatma islemi i¢in
lamlar temizlenmis, fiksasyon icgin temizlenen lamlar 10-15 sn sureyle -20 °C’de
bekletilmistir. Pastor pipeti ile bir miktar yukaridan hiicre siispansiyonu slayt basina 2-3

damla olacak sekilde gerceklestirilmistir.
3.2.3. Giemsa boyama

Hiicre silispansiyonu damlatilan slaytlar tamamen kuruduktan sonra boyama
islemi gerceklestirilmistir. %10 Giemsa ile boyama yapilmistir. 10 ml Giemsa 90 ml
sorensan olarak boya hazirlanmistir. Boya kiivetinin iizerine alinan slaytlar pastor pipeti
yardimiyla slayt {izerinde agik alan kalmayacak sekilde her slayt i¢in yaklasik 3 ml boya
olacak sekilde 10 dk boyama yapilmistir. Siire sonunda 6 adet saf su beherinden slaytlar
gegirilerek yikama yapilmis ve slaytlar oda 1sisinda kurumaya birakilmistir (Reddy ve
ark., 1987).
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Sekil 3.4. Karyolojik preparasyon (sekil BioRender.com ile olusturulmustur)

36



§ GIEMSA ILE
" STANDART
e \ BOYAMA

o 7 e

= HAVADA
E I KURUTMA
\\cﬂ‘"""!

V) TEMIZLENMIS LAM UZERINE
SUSPANSIYONUN DAMLATILMASI

P, M | .
\t, l ;
S v - ]
= |
/
SAF SU SERISINDEN
S~ HAVADA GECIREREK YIKAMA
METHAFAZ GORUNTULEME KURUTMA

PLAKLARININ
BIGISAYAR ORTAMINA

AKTARILMASI VE o
KARYOTIPLENDIRME Created in BioRender.com bio

Sekil 3.5. Hiicre siispansiyonun damlatilmasi ve giemsa boyama (sekil BioRender.com ile
olusturulmustur)

3.2.4. C-bantlama

Damlatma yapilan preparatlar damlatma giiniinden 7-10 gun sonra C bantlama
yapilmistir. C bantlama (Sumner, 1972)’a gore yapilmistir. Slaytlar 1 saat oda 1sisindaki
0.2N HCl igerisinde inkiibe edilmistir. Siire sonunda slaytlar 6 adet saf sudan gegirilip dik
bir bigcimde kurumaya birakilmistir. Kuruyan slaytlar 65 °C’ye 1sitilan %5°lik Ba(OH):
icerisine alinirak 15 dk 65 °C’deki etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda jar ters
cevrilerek slaytlarin diigmesine izin verilmeden Ba(OH), bosaltilmistir. Daha sonra 3 adet
saf su 1 adet 2XSSC+saf su, 2 adet 2XSSC igeren beherden slaytlar gegirilmistir. Slaytlar
daha onceden 65 °C’ye sitilan 2XSSC’ye alinip 3 saat 65 °C’deki etlivde inkibe
edilmistir. Siire sonunda slaytlar 6 adet saf su serisinden gecirilmistir. Daha sonra
sirastyla %70, %90°lik etanol serisinden gegirilen slaytlar %5 Giemsa ile 45 dk
boyanmistir (Sumner, 1972).

3.2.5. AgNOR boyama

AgNOR boyama islemi damlatma giiniinden sonraki 15. giinde yapilmistir ve
AgNOR boyama (Howell ve Black, 1980)’a gore gergeklestirilmistir.
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Calismaya baslamadan 6nce AgNOs (Glimiis Nitrat) giin 151gindan etkilendigi igin
erlen aliminyum folya ile kaplanmis ve c¢alisma ortami giin 1s1@indan muhafaza
edilmistir. %50 AgNOs ¢ozeltisi hazirlanmigtir (25 ml saf su i¢in 12,5 gr AgNOs tartilip
¢cOzililmiistiir).

Bu ¢0zelti 45 dk 57,5 °C’deki etiivde inkiibe edilmistir ve sonrasinda bir beher
tizerinde filtre kagidi huni bigiminde katlanarak koyulmustur ve %2’lik jelatin (25 ml saf
su + 0.5gr jelatin+250 pl formik ait) bu filtre kagidindan beher igerisine siiziilmiistiir.

Cozunmesi tamamlanan AgNOs ¢ozeltisi filtre kagidindan gegirilerek bir behere
stiziilmistiir. Siiziintii iizerine %2’lik jelatin+formik asit iceren ¢ozeltiden 12,5 mi
eklenmistir. Bu ¢ozelti giin 15181ndan muhafa edilerek coplin jara aktarilmistir ve slaytlar
coplin jara dikkatli bir bicimde yerlestirilmistir. Coplin jar 65 °C’deki etlivde 25 dk
inkiibe edilmistir. Siire sonunda preparatlar coplin jardan c¢ikarilarak 6 adet saf su
serisinden gegirilerek yikanmigtir. Slaytlarin arka tarafi bir pecete yardimiyla temizlenmis

ve slaytlar kurumaya birakilmistir (Howell ve Black, 1980).
3.2.6. CMA3/DAPI Boyama

Kromomisin A3 (CMAgz) (Abcam) ve florokrom DAPI (Abcam) boyama (Mayr
ve ark., 1985) ve (Sola ve ark., 1992) takip edilerek yapilmistir. Gerekli soliisyonlar
calisma giiniinden bir glin 6nce hazirlanmistir.

Mcllvain Buffer icin:

A: 60,87 gr Na;HPO4+12H20 tartilarak 850 ml distile suda ¢ozlilmiistiir.

B: 3,84 gr CsHgOy tartilarak 200 ml distile suda ¢ozlilmiistiir.

Mcllvain igin 823,5 ml A soliisyonundan, 176,5 ml B soliisyonundan alinarak
uygun bir sisede birlestirilmistir.

C: 500 ml Mcllvain tamponuna 2,17 gr MgCl>+6H.0 tartilarak C soliisyonu
hazirlanmstir.

D: 35 mg Metil Green tartilarak 100 ml Mcllvain igerisinde ¢oziilmiistiir.

CMAG/DAPI boyama yapilacak preparatlar sirastyla 2’ser dakika olacak sekilde
%70-%80-%100 etanol serilerinden gegirilmistir.

Etanol serisinden gecirilen preparatlar 37 °C’deki etiivde bir gece
yaslandirilmistir.

C sollisyonu bir coplin jara aktarilmistir ve yaslandirilmasi tamamlanan

preparatlar 10 dk bu soliisyonun igerisinde inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda slaytlar hibridizasyon kutusuna alinarak iizerlerine 150 ul
CMA;3 eklenerek lamel ile kapatilmistir ve 1siktan korunarak 15 dk oda 1sisinda inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda lameller uzaklastirilarak preparatlar Mcllvain igeren jara
alinarak yikama yapilmistir.

Yikamasi tamamlanan preparatlar icerisinde D sollisyonu bulunan coplin jara
alinarak oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda C soliisyonunda preparatlar icin yikama 2 defa yapilmustir.

Yikama sonrasinda 1 ml Mcllvain tamponu icerisinde 5 ul DAPI seyreltilerek
preparatlarin iistii kapanacak sekilde muamele edilmistir ve lamel ile preparat kapatilip
kenarlar1 tirnak cilasi ile sabitlenmistir.

Preparatlar 20 dk -20 °C’de inkibe edildikten sonra mikroskopta uygun filtrelerde

goriintiileme yapilmistir.

3.2.7. FISH Problarinin Tasarlanmasi ve FISH Kurulmasi
3.2.7.1. 5S rDNA bolgesi icin problarin hazirlanmasi

Tez calismasi i¢in kullanilan 5S rDNA, 18SrDNA, Ul ve U2 snDNA dizilerini
iceren plazmitler Cek Bilimler Akademisi Balik Genetigi Laboratuvari’ndan temin
edilmistir. Tez calismasinda kullanilan primer dizileri (Sember ve ark., 2020b) ‘da
yayimlanan diziler referans alinarak temin edilmistir. 5S rDNA bdlgesi i¢in problar PCR
reaksiyonu ile etiketlenmistir. 5S rDNA problarinin etiketenmesi i¢in kullanilan PCR
reaksiyonu Cizelge 3.1 ile gosterilmistir.

Cizelge 3.1. 5S rDNA problarmnin etiketlenmesi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu

PCR BiLESENLERI PCR KOSULLARI

1 pl 5S rDNA Plazmit 95°C’de 1’

2 ul leri primer 95 °C’de 30”’ %30
2 ul Geri primer TM °C’de 30"’

2 pl MgCl, 72°C’de 1’

5 ul Fluoromix (Dig-dUTP) 72°C’de 5’

5 ul 10x Taq Buffer 4 °C’de

0,5 ul Taq DNA polimeraz

x pl ddH,0 o~ ,

Total Reaksiyon: 50 pl 95 °Cdel
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PCR reaksiyonu sonrasinda PCR fiiriinleri %1°lik agaroz jelde yiritilmistiir. Jel
goriintiisii ile dogrulanan dizilerin piirifikasyonu DNA temizleme kiti kullanilarak kit
prosediirii takip edilerek yapilmistir. Her 100 pl PCR firiinii i¢in 200 ul DNA baglama
tamponu eklenerek karisim kitte bulunan ve iglerinde filtre ihtiva eden kolonlardan
stiziilmistiir. Stizme igleminin ardindan kolonlar iki kez yikama tamponu ile santrif(j
edilerek yikanmistir. Kolonlar temiz mikrosantriftj tlplerine gecirildikten sonra
DNA’nin kolonlardan ayrilarak mikrosantrifiij tiiplerinde toplanmasi i¢in, kolonlarin
tizerlerine 30 ul 10 mM Tris-HCI eklenerek 13000xg’de 1 dk santrifiij yapilmustir.
Temizlenen PCR drtnlerinin Nanodrop ile miktar tayini gergeklestirilmis ve elde edilen
problar 18S rDNA problari hazirlanana kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.7.2. 18S rDNA béolgesi i¢in problarin hazirlanmasi

18s rDNA bolgesi yaklasik 1800 bp’lik bir bdlge olmasindan dolayr prob
etiketlemesi “Nick Translasyon™ reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Nick translasyon
reaksiyonunda kalip olarak kullanilacak 18S rDNA DNA pargalarinin elde edilmesi i¢in

kullanilan PCR reaksiyonu Cizelge 3.2 ile gosterilmistir.

Cizelge 3.2. 18S rDNA problarinin etiketlenmesi i¢in kullanilan PCR reksiyonu

PCR BIiLESENLERI PCR KOSULLARI

1 pl 18S rDNA Plazmit 95°C’de 1’

2 ul leri primer 95 °C’de 30~

2 pl Geri primer TM °C’de 30"’ X30
2 ul MgCl, 72°C’de 1’

5 ul ANTP 72°C’de 5’

5 ul 10x Taq Buffer 4 °C’de

0,5 pul Taq DNA polimeraz

X ul ddH>0

Total Reaksiyon: 50 ul

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra PCR irilinleri %1°lik agaroz jelde
yurutllerek jel goriintiisii ile dogrulama gergeklestirilmistir. Dogrulanan ve nanodropta
miktar tayini gerceklestirilen diziler Nick Translasyon reaksiyonuna dahil edilmistir.

Reaksiyon 15 °C’de 1.5 saat boyunca inkiibe edilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. 18s rDNA problarinin etiketlenmesi igin kullanilan Nick Translasyon bileseneleri

Nick Translasyon Bilesenleri
4 ul PCR iiriinii

5 ul Fluoromix (Bio-dUTP)

5 ul NT Buffer

10 pl Enzim mix

X ul dH20

Total Hacim: 50 pl

3.2.7.3. 58 ve 18S rDNA prob karisimimin hazirlanmasi

Etiketlenmesi tamamlanan 18S ve 5S rDNA problarinin her birinden 100 ng/slayt
olacak sekilde hazirlanan prob karigimina 25 pg salmon sperm DNA’s1 eklendikten sonra
etanol presipitasyonu ile temizlenmistir. Bu amag i¢in prob karisiminin toplam hacmine
oranla 0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim etanol eklendikten sonra gece boyu -20
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra 14.000 rpm’de 4 °C’de 30
dakika santrifiij yapilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilip %70 etanol ile yikama
yapilarak tekrar 13.000 rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij yapilarak ve pellet

hibridizasyon tamponu i¢erisinde ¢oziilmiistiir.

3.2.7.4. Telomerik tekrar bolgeleri icin FISH problarinin hazirlanmasi

Telomer tekrarlarina yonelik problar (TTAGGG)s ve (CCCTAA)s primerleri
kullanilarak kurulan PCR reaksiyonu sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin nick

translasyon reaksiyonuna dahil edilerek etiketlenmesi ile elde edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Telomerik Problarin etiketlenmesi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu

PCR BIiLESENLERI PCR KOSULLARI

1 pl fleri primer 95 °C’de 1’

1 ul Geri primer 95 °C’de 30’

2 ul MgCl TM °C’de 30” X30
5 ul ANTP 72°C’de 1’

5 ul 10x Taq Buffer 72°C’de 5’

0,5 pul Tag DNA polimeraz 4 °C’de o

33,5 ul ddH,0

Total Reaksiyon: 50 ul

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde

yiiriitiilerek dizilerin dogrulamasi yapilmistir. Dogrulamasi tamamlanan dizilerin
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Nanodropta miktar tayini yapildiktan sonra PCR {iriinleri Nick Translasyona dahil

edilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Telomerik Problarin etiketlenmesi i¢in kullanilan Nick Translasyon bilesenleri

Nick Translasyon Bilesenleri
5 pl PCR iiriinii

10 pl Fluoromix

5 ul 10x Buffer

10 pl Enzim mix

X pl dH,0

Total Hacim: 50 ul

Reaksiyon 15 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan 5 pl stop buffer
eklenerek reaksiyon inhibe edilmistir. Tasarlanan telomer probundan 100 ng/slayt olacak
sekilde alinarak tizerine 25 pg salmon sperm DNA’s1 eklendikten sonra etanol
presipitasyonu gergeklestirilmistir. Bu amag i¢in prob karisiminin toplam hacmine oranla
0.1 hacim 3M sodyum asetat ve 2.5 hacim etanol eklendikten sonra gece boyu -20°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra 13.000 rpm’de 4 °C’de 30 dakika
santrifij edilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilip %70 etanol ile yikama yapilarak
tekrar 13.000 rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij yapilarak ve pellet hibridizasyon

tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.2.7.5. FISH analizi

Kromozom preparatlar1 termal olarak yaslandirilmistir (37 °C'de 2 saat
inkiibasyon ve ardindan 60 °C'de 1 saat), ardindan RNase A ile ortamda bulunan RNA’lar
uzaklastirilmistir (2x SSC'de 200 pg/mL, 80 dakika, 37 °C). RNase A muamelesinin
ardindan slaytlara pepsin ile muamele edilmistir (10 mM HCl'de 50 pg/mL, 4 dakika, 37
°C) ve son olarak slaytlar 72 °C'de 3 dakika boyunca %75 formamid/2x SSC'de denatiire
edilmistir. Hazirlanan problar ise 86 °C’de 6 dakika sireyle denatlre edilerek
hibridizasyon i¢in hazir hale getirilmistir. Slaytlarin iizerine problarin muamelesinden
sonra hibridizasyon ise nemli bir ortamda 37 °C'de gece boyunca gergeklestirilmistir.
Hibridizasyon sonrasi yikama ise iki kez %50 formamid/2x SSC'de (42 °C, 10 dakika) ve
Uc kez 1x SSC'de (42 °C, 7 dakika) gerceklestirilmistir. Yikama sonrasi antikorlarin
spesifik olmayan baglanmasini engellemek igin ise slaytlara %0,01 Tween 20/4x SSC

icindeki %3 si1g1r serum albiimini (BSA) ile muamele edilmistir. Hibridizasyon sinyalleri,
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Anti-Digoxigenin-FITC ve Streptavidin-Cy3 antikorlar1 kullanilarak gorsellestirilmistir.
Son olarak, tiim FISH slaytlarina 1,5 pg/ml DAPI ile muamele edilmistir.

Telomer bolgelerinin FISH analizi i¢in ise hibridizasyonun ardindan spesifik
olmayan hibridizasyon sinyallerini ortadan kaldirmak igin slaytlar, 65 °C'de (her biri 5
dakika) 1 x SSC ile iki kez ve ardindan oda sicakliginda 4 x SSC/Tween (5 dakika) ve 1
x PBS (1 dakika) ile yitkanmistir. Son olarak, 1,5 pg/ml DAPI ile muamele edilmistir.
Slaytlar hazirlandiktan sonra metafaz goriintiileri alinarak sinyaller analiz edilmistir. Her

bir slayt icin en az 10 metafaz analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Deneysel Sonuclar
4.1.1. Diploid kromozom sayisi ve karyotip analizi

Leuciscidae ailesine ait diger cins ve tiirlerde oldugu gibi T. fahirae icin diploid
kromozom sayist 2n=50 olarak hesaplanmistir. Karyotip analizinde kromozom
morfolojisi 12 adet metasentrik kromozom, 32 adet submetasentrik-subtelosentrik
kromozom ve 6 adet telosentrik-akrosentrik kromozom olarak gézlemlenmistir (NF=94).
Calisilan disi ve erkek bireylerde diploid kromozom sayisi esittir. Sex kromozomu tayini

yapilamamuistir (Sekil 4.1).
4.1.2. C-bantlama sonuclari

Dokuz numarali submetasentrik kromozom ¢iftini meydana getiren
kromozomlardan bir tanesinin kisa kolunda dikkat ¢ekici uzunlukta sekonder bogum
gozlemlenirken diger kromozomun uzun kolunda daha kisa bir sekonder bogum
gozlemlenmistir. Yapilan C bantlama sonucunda yapisal heterokromatin lokuslar
karyotipteki ¢ogu kromozomun sentromerik ve perisentromerik bolgesinde oldugu
gozlemlenmistir. Ayrica 23 nolu akrosentrik kromozomun uzun kolunun telomer
bolgesinde dikkat ceken bir hafif C-heterokromatin lokus yer almistir. 9 numarali
kromozomun sekonder bogumunun baslangicindan sentromerik bolgeye kadar olan

perisentromerik bolgenin biitiiniinde heterokromatin gozlemlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. T. fahirae’nin Giemsa boyama ve C-bantlama sonrasi mitotik metafazlar ve onlardan
diizenlenmis karyotipleri. (A,B) Giemsa boyama, (C,D) C-bantlama. Hem Giensa boyama hem de C-
bantlama sonrasi tespit edilen polimorfik (heteromorf) dokuz numarali ¢iftin p-kisa kolundaki ikincil
boguma kurucu heterokromatin bloguna dikkat edin (B, D). Ayrica 23 numarali ¢iftin uzun-kolunun
telomer bolgesindeki kurucu heterokromatin blokta oldukga dikkat gekicidir (D). Olgek gubugu = 10 pm.

4.1.3. AQNOR boyama ve CMAs-DAPI boyama sonugclari

Yapilan AgNOR boyama ile 1 ¢ift yani 2 submetasentrik kromozom {izerinde aktif

NOR bolgesi yer aldigr gozlemlenmistir. CMA3 boyama ile bu bolegeler dogrulanarak

ayni kromozom ¢iftinin aktif NOR bdlgelerinde CM A3 pozitif sinyal varligi izlenmistir.

Bu sinyallerin 9 numarali submetasentrik kromozom giftindeki sekonder bogum iizerinde

yer aldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. T. fahirae’nin (A) Ag-NOR boyamasi, (B) ondan diizenlenmis karyotipi, (C) CMA3s/DAPI
boyamasindan sonraki mitotik metafaz ve (D) Telomerik problu PNA FISH. Ag-nitrat boyama sonrasi
dokuz numarali giftteki polimorfik Ag-NOR’a dikkat edin. CMA3/DAPI boyamasinda daha iyi kontrast
icin gorintiiler kirmizi (CMAs icin) ve yesil (DAPI igin) renklerle psddokolorize edilmistir. Ayrica
telomerik FISH’de daha iyi kontrast igin resimler yesil (telomerik tekrar probu) ve mavi (DAPI) ile
psodokolorize edilmistir. Olgek cubugu = 10 um.

4.1.4. Molekduler sitogenetik sonuglar:

18S rDNA-5SrDNA bdolgeleri; yapilan molekiiler sitogenetik ¢alismalarda FISH
yontemi ile 18s rDNA problar1 kullanilarak 9 numarali submetasentrik kromozom
ciftinde bulunan sekonder bogumlarda 2 adet 18S rDNA pozitif sinyaller
gozlemlenmistir. 5s rDNA problar ile yapilan FISH sonuglarinda ise 3 ¢ift kromozom
Uzerinde toplamda 6 adet 5s rDNA pozitif sinyal gozlemlenirken 2 adet 5s rDNA sinyali
18s rDNA sinyali ile ko-lokalize durumdadir (Sekil 4.3).
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U1-U2 Bolgeleri; FISH teknigi kullanilarak U1-U2 problarindan 2 adet sinyal tek
bir kromozom uzerinde ko-lokalize durumda izlenmistir (Sekil 4.4).

Telomer Bolgeleri; molekiiler sitogenetik tekniklerle telomere 6zel tasarlanan
problar her kromozom i¢in kromozomun telomer bolgesinde izlenmistir ve sonug olarak
herhangi bir kromozomal yeniden diizenlenme gozlenmemistir. Herhangi bir cinsiyet

kromozomu tayin edilememistir (Sekil 4.2).

58 rDNA

Sekil 4.3. T. fahirae’nin 5S/18S rDNA sonrasi metafazlari ve diizenlenmis karyotipi. (A) 5S rDNA (yesil),
(B) 18S rDNA (kirmizi) problari, (C) hem proplarin hem de DAPI karst boyamasinin birlestirilmis
(merged) goriintiisii ve (D) karyotipi. Dokuz numarali heteromof ¢iftin tizerinde hem 5S hem de 18S rDNA
sinyallerinin birlikte bulunmasina dikkat edin. Ayrica bu kromozomun homologlarindaki 18S rDNA sinyal
biiyiikliigii Ag-NOR’da oldugu gibi farkli biiytikliiktedir. Kromozomlar DAPI (mavi) ile karsi boyanmustir.
Olgek cubugu = 10 um.
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U1 snDNA

Sekil 4.4. T. fahirae’nin U1/U2 snDNA FISH sonras1 metafazlari ve diizenlenmis karyotipi. (A) Ul
snDNA (yesil), (B) U2 snDNA (kirmizi) problari, (C) hem proplarin hem de DAPI karsi boyamasinin
birlestirilmis (merged) goriintiisii ve (D) karyotipi. Hem U1 snDNA hem de U2 snDNA sinyallerinin 19
numarali ¢iftte birlikte bulunmasina dikkat edin. Kromozomlar DAPI (mavi) ile kars1 boyanmistir. Olgek
¢ubugu = 10 pm.

O Turcichondrostoma fahirae 1l 18S rDNA 5S rDNA U1snDNA B U2 snDNA

Agzsss 10005 U0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

m sm st a

Sekil 4.5. T. fahirae’nin analiz edilen multigen ailelerinin dagilimini vurgulayan temsili idiogrami. Tiiriin
kromozomlar iizerindeki 5S (yesil) ve 18S (kirmizi) rDNA bélgeleri ile U1 (koyu yesil) ve U2 (pembe)
snDNA bdlgeleri temsil etmektedir. 9 numarali kromozom g¢ifti Uzerindeki 5S ve 18S rDNA bdélgelerinin
bitisik diizenine ve 19 numarali ¢iftin {izerindeki snDNA bdlgelerinin birlikte lokalizasyonu
vurgulanmaktadir. Siyah alanlarla sentromerik ve perisentromerik C bandlarmn yerleri gosterilmektedir.
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4.2. Tartisma

Bu ¢alismada T. fahirae’nin karyolojik 6zellikleri ortaya konmaya g¢alisilmistir.
T. fahirae’yi Ladiges (1960) Phoxinellus fahirae olarak tanimlamistir. 1992’de
Bogutskaya bazi cinsleri pseudophoxinus cinsi i¢erisinde degerlendirmistir ve s6z konusu
tir Pseudophoxinus cinsi igerisinde rapor edilmistir (Bogutskaya, 1992). 2006 yilinda
yapilan bir ¢alismaya gore s6z konusu tir Pseudophoxinus cinsi disinda tutulmasi
gerektigi bildirilerek Chondrostoma cinsi igerisinde degerlendirmeye alinmistir ve
Chondrostoma fahirae olarak isimlendirilmistir (Bogutskaya ve ark., 2006a). 2021’de
yapilan son morfolojik ve molekiiler calismaya gore T. fahirae, Chondrostoma ve
Pseudophoxinus cinslerinden ayrilarak yeni bir cins ve tiir olarak tanimlamasi yapilmistir
(Turan ve ark., 2021). Bu g¢alismayla T. fahirae’nin hem molekiler hem de klasik
metotlarla sitogenetik 6zellikleri ilk defa ortaya konmaya ¢alisilmustir.

T. fahirae, sistematik tarihgcesinde daha 0©nceden Pseudophoxinus ve
Chondrostoma cinsleri igerisinde degerlendirildigi i¢in bu ¢alismada elde edilen sonuclar
s0z konusu cinslerden karyolojisi ¢alisilmis olan tiirlerle karsilagtirilmistir. Ayrica
morfolojik ve molekiiler olarak karsilastirildigi Pseudophoxinus ve Chondrostoma
cinsleriyle (Berberovi¢ ve ark., 1970; Cataudella ve ark., 1977; Kalous ve ark., 2008;
Karasu, 2009; Ergene ve ark., 2010; Esmaeili ve ark., 2010; Unal ve ark., 2014; Arslan
ve Glindogdu, 2016; Ayata ve ark., 2016; Boron ve ark., 2020; Gaffaroglu ve ark., 2022;
Doori ve Arslan, 2024) karsilatirmali olarak tartisilmistir. Ayrica molekiiler olarak
tartisilan Achondrostoma, Pseudochondrostoma ve Iberchondrostoma turleri (Pereira ve
ark., 2012) ile tartigilmigtir. Sonuglarimiz benzerlikler farkliliklar gostermektedir.

Pseudophoxinus cinsleri igin yapilan karyolojik ¢alismalarda tiirler icin diploid
kromozom sayis1 Leuciscidae familyasinin diploid kromozom sayisi ile ortiiserek 2n=50
olarak hesaplanmistir (Karasu ve ark., 2011; Ayata ve ark., 2016).

Pseudophoxinus turleri i¢in yapilan AgNOR boyama ¢alismalarinda 6 tiir igin 1
cift 2 kromozom tzerinde aktif NOR, 7 tlir icin 2 ¢ift toplamda 4 adet kromozom uzerinde
NOR bulundurduklari belirtilmistir. P. firat: i¢in yapilan AgNOR boyamada 2 ¢ift yani 4
adet subtelosentrik kromozom iizerinde NOR gozlemlendigi belirtilmistir. CMA3
boyamada 2 adet CMAg3 pozitif sinyalin bir polimorfizm oldugu rapor edilmistir (Karasu
ve ark., 2011; Ayata, 2020). P. elizavatea igin P. firati’ye benzer sekilde 2 ¢ift NOR
gozlemlenmis 4 adet submetasentrik kromozom iizerinde bulunduklar1 rapor edilmistir.

Yapilan CMA3 boyamada AgNOR fenotipleri dogrulanmistir (Gaffaroglu ve ark., 2014).

49



P. hitittorum igin AgNOR boyamada 1 cift yani 2 adet submetasentrik kromozom
tizerinde NOR gozlemlenmistir. Ancak yapilan CM A3 boyamada 2 adet daha sinyal tespit
edilmistir ve bu polimorfizmin rDNA gen bodlgelerinin translokasyonundan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Ayata, 2020). Sonug olarak P. firati, P. elizavatea ve
P. hitittorum i¢in major rDNA genlerinin submetasentrik kromozomlar iizerinde oldugu
belirtilmistir (Ayata, 2020). P. zekayi igin yapilan sitogenetik caligmada AgNOR
boyamada gozlemlenen NOR boélgeleri icin polimorfizmler oldugu belirtilmistir. NOR
sayist bireyler arasinda 2-4 arasinda degistigi ifade edilmistir. %61 oranla en sik
gbzlemlenen NOR sayisinin 2 oldugu tespit edilmistir (Unal ve Gaffaroglu, 2016).

P. zekayi i¢in yapilan C bantlama’da P. fahrettini ve P. antalyae’den farkli olarak
parasentromerik C bantlar oldugu bildirilmistir (Ergene ve ark., 2010; Ayata ve ark.,
2016; Unal ve Gaffaroglu, 2016). P. antalyae igin yapilan sitogenetik ¢alismada 1 ¢ift 2
adet subtelosentrik kromozom tiizerinde NOR gozlemlenmistir. Yapilan C bantlamada
cogunlukla sentromer bolgesinde C bantlarin tespit edildigi bildirilmistir (Ergene ve ark.,
2010). P. crassus igin yapilan sitogenetik ¢alismalar sonucunda AgNOR boyama ile elde
edilen sonuclara goére 1 cift 2 adet submetasentrik kromozom (zerinde NOR
gozlemlendigi rapor edilmistir. C bantlarin sentromerik bolgede lokalize oldugu
calismada bildirilmistir. P. battalgilae, P. burduricus, P. fahrettini, P. evliyae ve P.
meandri i¢in yapilan sitogenetik c¢alismayla NOR fenotipleri ve C bantlara yonelik
sonuglar ortaya konmustur. AgNOR boyama ile P.battalgilae, P.evliyae ve P.meandri
tiirleri i¢in 2 ¢ift 4 adet orta biiylikliikteki submetasentrik kromozomun kisa kolu iizerinde
NOR tespit edildigi ifade edilmistir. P. burduricus ve P. fahrettini 1 ¢ift 2 adet
submetasentrik kromozom tizerinde NOR gozlemlendigi bildirilmistir. P. battalgilae, P.
burduricus, P. fahrettini, P. evliyae ve P. meandri igin yapilan C bantlamada birkag
kromozomun sentromer bolgesinde heterokromatin bloklar oldugu ayrica P.
fahrettini’deki baz1 kromozomlarda perisentromerik bolgede C bantlarin varligindan séz
edilmistir (Ayata ve ark., 2016).

P. alii ve P. elizavetae i¢in yapilan sitogenetik ¢alismada NOR sayilar1 degisken
olmakla beraber ¢ogunlukla 4 adet NOR g6zlemlendigi bildirilmistir. P. alii i¢in yapilan
C Dbantlamada kromozomlarinin ¢ogunda perisentromerik bodlgede C bantlar
gozlemlendigi; P. elizavetae icin ise bazi kromozomlarin perisentromerik bdlgesinde
heterokromatin bloklar gozlemlendigi bildirilmistir (Gaffaroglu ve ark., 2022).

Parachondrostoma arrigonis i¢in yapilan sitogenetik ¢calismada AGQNOR boyama

ile erkek bireyde 1 ¢ift yani 2 adet subtelosentrik kromozom uzerinde NOR bolgesi
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belirlenmis ve CMAg3 ile dogrulanmistir. Disi birey igin yapilan AgNOR boyama ile
karakteristik olan subtelosentrik-akrosentrik kromzom cifti de dahil olmak tizere en az 7
NOR bdélgesininin belirlendigi ve CMA3 boyamada bir kromozomun biitiin kollarinin
pozitif sinyal verdigi bildirilmistir (Kalous ve ark., 2008).

Chondrostoma tiirleri i¢in yapilan sitogenetik ¢aligmalarda (C. regium igin 2n=52)
diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak bildirilmistir. Bu say1 leuciscidae familyasi i¢in
karakteristiktir. AQNOR boyama ile elde edilen sonuclarda 2-4 arasinda degisen NOR
bolgeleri bildirilmistir. Calismalarda karyotipin en biiyiik kromozom ¢ifti subtelosentrik-
akrosentrik olarak bildirilmistir (Esmaeili ve ark., 2010).

C. regium igin yapilan sitogenetik ¢alismada AGQNOR boyama sonucunda 1 ¢ift
yani 2 adet telosentrik kromozom tizerinde NOR go6zlemlendigi bildirilmistir. C bantlama
yapilan methafazlarda 2 ¢ift kromozomun telomer bolgesinde yapisal heterokromatin
bloklar gbzlemlendigi ve 2 ¢ift kromozomunda uzun kollarin telomer bolgesinde yapisal
heterokromatin bloklar gdzlemlendigi bildirilmistir (Yamag ve Sisman, 2023).

Sitogenetik bir calismayla 9 Iber kondrostomin (Achondrostoma arcasii, A.
occidentale, A. oligolepis, Iberochondrostoma almacai, I. lemmingii, I. lusitanicum,
Pseudochondrostoma duriense, P. polylepis ve P. willkommii) tiiriine ait rDNA lokuslari,
5S rDNA ve 45S rDNA problari kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). TUm tdrler igin
diploid kromozom sayis1 2n=50 olarak belirlenmis ve karyotip formiilii 6-7 metasentrik
(m), 15-16 submetasentrik (sm) ve 3-4 subtelo-akrosentrik (st/a) kromozom ciftleriyle
karakteristik 16sisin karyotip formiiliyle uyum gosterdigi bildirilmistir. 5S rDNA
lokuslar1 tiim tiirler i¢in terminal bolgede subtelosentrik-akrosentrik kromozomlar
Uzerinde 4-8 arasinda degisen sayida oldugu rapor edilmistir. 45S rDNA problart ile tespit
edilen NOR bolgeleri 3-6 arasinda degisen sayida submetasentrik kromozomlar tizerinde

gozlemlendigi tespit edilmistir (Pereira ve ark., 2012)

Cizelge 4.1. Bazi1 kondrostomin cinsi baliklara ait 45s ve 5s rDNA sinyal sayilari

Tiir ismi 5S rDNA Sinyal | 45S rDNA Sinyal Kaynak
Sayisi Sayisi

Achondrostoma arcasii 8

Achondrostoma occidentale 7

Achondrostoma oligolepis 6-8 6

Iberochondrostoma almacai 4

Iberochondrostoma lemmingii 4-6 3 (Pereira ve ark., 2012)

Iberochondrostoma lusitanicum 4 3-4

Pseudochondrostoma duriense 4 3

Pseudochondrostoma polylepis 4 4

Pseudochondrostoma willkommii | 4 3
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C. beysehirense i¢in yapilan sitogenetik calismada C bantlama ile elde edilen
sonuclarda bazi kromozomlarda sentromerik veya perisentromerik bolgelerde C poizitif
bantlar gozlemlendigi bildirilmistir. Ayrica bir ¢ift submetasentrik kromozomun kisa
kolununun tamaminda C pozitif bantlar gozlemlendigi belirtilmistir. Yapilan AgNOR
boyama ile 1 ¢ift submetasentrik kromozom (zerinde NOR bdlgesi gozlemlendigi ve bu
NOR bolgesinin biiyiik bir C hetrokromatin bolge ile iliskili oldugu rapor edilmistir
(Arslan ve Giindogdu, 2016).

C. nasus i¢in hem Klasik sitogenetik yontemleri hemde molekuler sitogenetik
yontemleri iceren bir caligma yapilmistir. Yapilan ¢aligmada 1-2 degisen sayida ve
boyutta fazladan B kromozomlar1 gozlemlendigi bildirilmistir. Fazladan B kromozomlar1
evrimsel stire¢ hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilabilir olduklar1 diisiiniilmektedir. 20
bireye ait metafazlarin biiyiik ¢ogunlugunda diploid kromozom sayisi 2n=50 olarak
bildirilmistir ancak 20 bireyin 14’iinde B kromozomlar1 gézlemlendigi 6ne siirilmiistiir.
AgNOR boyama ile metafazlarin %10’u igin 2 g¢ift submetasentrik kromozomun kisa
kollari tizerinde telomer bolgesinde NOR gozlemlendigi; popiilasyon ici NOR fenotipinin
varyasyon gosterdigi ve 1-4 arasinda degisen sayida NOR pozitif sinyal goriildiigi
bildirilmistir. Metafazlarin %70’inde NOR bdolgesine denk gelen CMAgz pozitif sinyal
gozlemlendigi ayrica diger metafazlarda NOR bolgesi disinda kalan 4 adet daha CMA3
pozitif sinyal gézlemlendigi rapor edilmistir (Boron ve ark., 2020).

Yapisal heterokromatin bdlgeler biiyiik c¢ogunlukla sentromer bolgesinde
gozlemlenirken baz1 kromozomlarda perisentromerik bdlgede lokalize oldugu
bildirilmistir (Boron ve ark., 2020).

C. nasus i¢in yapilan molekiiler sitogenetik calismalarda 28s rDNA problari ve 5s
rDNA problart kullanilmistir. 28s rDNA bolgeleri metafazlarin  %85’inde 4
submetasentrik kromozomun kisa kollar1 iizerinde sinyal vermistir. 28S rDNA
problarinin sinyal verdigi yerler AGNOR ve CMAg pozitif yerlere karsilik geldigi rapor
edilmistir. 5S rDNA problar1 2-4 sinyal verdigi; metafazlarin %90’ 1indan fazlasinin 4
sinyal verdigi ve sinyallerin bir ¢ift submetasentrik kromozomda ve bir ¢ift en blylk
akrosentrik kromozom iizerinde gozlemlendigi ifade edilmistir (Boron ve ark., 2020).

C. nasus metafazlarinda 28S rDNA ve 5S rDNA igin 2’si sintenik olmak {izere 4
adet sinyal ile karakterize edilmistir (Boron ve ark., 2020).

Yapilan sitogenetik ¢alismalarda T. fahirae’ye ait hem disi bireylerde hem de
erkek bireylerde diploid kromozom sayis1 diger Leuciscidae familyasinin iiyelerinde

oldugu gibi 2n=50 olarak hesaplanmistir, bu say1 Leuciscidae familyasindaki baliklar i¢in
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karakteristiktir ve ¢ogu tiirde degismezdir. Karyotip formiilii diger chondrosmisin
tiirleriyle tutarli olarak 12 metasentrik, 22 submetasentrik, 10 subtelosentrik ve 6 adet
akrosentrik olarak ortaya konmustur. Temel kromozom kol sayisi (NF) =94 olarak
gozlemlenmistir ve diger Leuciscidae ailesinin iiyeleriyle bu sayi tutarlilik gostermektedir
(Cataudella ve ark., 1977; Bogutskaya, 1992; Bogutskaya ve ark., 2006b; Pereira ve ark.,
2009; Turan ve ark., 2021). Leuciscidae familyasinin tiyelerine ait en biiyiik kromozom
cifti karakteristik olarak subtelosentrik-akrosentrik kromozom gézlemlenmektedir ve bu
sitotaksonomik bir marker olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Balik sitotaksonomisinde NOR sayisi ve kromozom iizerindeki pozisyonu
sitotaksonomik marker olarak yaygin bi¢imde kullanilmaktadir (Rabové ve ark., 2015).
Sitogenetik markerlardan olan NOR fenotipleri, yani kromozom tzerindeki major rDNA
genlerinin pozisyonu ve sayisi baliklarin karsilastirmali sitotaksonomisinde énemlidir.
Tiire ait NOR sayis1 ve kromozom iizerindeki konumu temel olarak AgNOs3 (giimiis
nitrat) boyama ve CMAg kullanilarak ¢alisilmistir (Gornung, 2013; Réabova ve ark.,
2015). Heteromorf submetasentrik kromozom (izerindeki heterokromatin bolgeyle iliskili
1 ¢cift NOR gozlemlenmistir. Biitiin metafazlarda bu NOR kararlilik gostermistir. Ayrica
9 numarali heteromorfik ciftte gézlenen NOR CMA3 boyama ile de dogrulanmistir.
Orneklerimize ait karyotip analizlerinde metasentrik ve submetasentrik kromozom
sayilar1 Tirkiye’deki Pseudophoxinus tiirlerindeki sayiyla hemen hemen uyum
gostermektedir (Doori ve Arslan, 2024). Ancak drneklerimize ait karyotip analizinde de
goruldiigii gibi akrosentrik kromozom sayist bakimindan T. fahirae Pseudophoxinus
cinslerinden farklidir ve kromozom setindeki akrosentrik kromozom sayis1 daha fazladir.

T. fahirae’nin karyotip formull iberian cinsi (Achondrostoma arcasii, A.
occidentale, A. oligolepis, Iberochondrostoma almacai, I. lemmingii, I. lusitanicum,
Pseudochondrostoma duriense, P. polylepis ve P. willkommii) kondrostomin tirleri ile
bazi farkliliklar gosterse de genel hatlartyla ¢ok benzerdir (Pereira ve ark., 2012). Yine
ayni sekilde 6rneklerimizin karyotip formiilii diger 16sisin tiirlerininkiyle de uyumluluk
gOstermektedir.

Diger I6sisin tiirleriyle 6rneklerimiz arasindaki kiiclik farkliliklarin sebebinin
kromozomal yeniden diizenlemelerden kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz. Tiirkiye’deki
chondrostoma cinslerinden yalnizca ikisinin (C.regium ve C.beysehirense) sitogenetik
calismas1 suanda mevcuttur. Fakat C. regium igin yapilan sitogenetik analizden C
bantlarin ve AgNOR boyamayla yapilan analizler icin sunulan gdrsellerden

heterokromatin ve NOR fenotipleri anlagilamamaktadir (Arslan ve Giindogdu, 2016;
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Yamag ve Sisman, 2023). T. fahirae ile Pseudophoxinus ve Chondrostoma tlrlerinin
arasindaki karyotip farkliliginin bir diger nedeni de (Sember ve ark., 2020b)’nin
savundugu sebeplerden olan karyotipi dogru bir bigimde belirlemeyi neredeyse imkansiz
yapan oldukc¢a yogun yapidaki kromozomlar olabilir.

C bantlama teknigi yurtdisinda veya iilkemizde yapilan sitogenetik calismalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. C-bantlama ile kromozomlar {izerindeki yapisal
heterokromatinler ortaya koyulmakta ve yakin akraba tiirler arasindadaki akrabalik
iliskileri heterokromatinin konumu ve boyutu agisindan karsilastirilabilmektedir (Arslan
ve Arslan, 2007). T. fahirae i¢in yapilan C bantlama sonuglarindaki perisentromerik ve
sentromerik C-bantlarin pozisyonu Tiirkiye’deki Pseudophoxinus tirleriyle (P. antalyae,
P. battalgilae, P. burduricus ve P. evliyae, P. anatolicus) (Ayata ve ark., 2016; Unal ve
Gaffaroglu, 2016; Doori ve Arslan, 2024) ve C. beysehirense’nin (Arslan ve Giindogdu,
2016) C bantlamalarinin konumlariyla benzerlik gostermesine ragmen, T. fahirae
akrosentrik kromozomlarin terminal bélgesinde bulunan C-heterokromatin bolgeyle
digerlerinden ayrilmaktadir.

Kromozomlarin terminalinde lokalize olan C-heterokromatinler ile benzer bir
sonu¢ Hypophthalmichthys nobilis i¢in yapilan sitogenetik analizlerde de
gozlemlenmistir (Sember ve ark., 2020b). Onlar bu durumun kromozomal bir yeniden
dizenleme olabilecegini ifade etmektedirler. Kromozom (zerindeki ek kurucu
heterokromatinin sebebini kromozoma ait genel morfolojiyi etkilemeyen fakat
heterokromatin blogun bir boliimiinii kisa koldan uzun kolun proksimal bolgesine tasiyan
perisentromerik bir inversiyon olarak agiklamaktadirlar (Sember ve ark., 2020b). T.
fahirae’ye ait akrosentrik kromozomlarin terminalinde lokalize olan C-
heterokromatinlerin sebebinin Sember ve ark. (2020) agikladigi sebeplerden olabilecegini
diisiinmekteyiz.

C. beysehirense i¢in yapilan AgNOR ile iligkili T. fahirae’nin sonug¢larina benzer
olarak sekonder bogum igeren bir submetasentrik kromozom ¢ifti bulunmaktadir. Ancak
C. beysehirense’de bulunan submetsentrik kromozom cifti homomorftur ve karyotip
icindeki en buyuk kromzom ciftidir. T. fahirae’nin kromozom seti i¢inde bulunan 9
numarali submetsentrik kromozom ¢ifti hem heteromorf hem de orta biiytikliiktedir. Bu
kromozomlardaki hetoromorfizmin sebebi rDNA bolgelerinin esit olmayan ¢aprazlanma
ve ekspresyonunun bir sonucu olabilir (Pereira ve ark., 2012). NOR iceren hetoromorfik
kromozomlar Avrupa’daki Chonrostoma regium ve Chondrostoma lusitanicum

tiirlerinde de gézlemlenmistir (Rodrigues ve Collares-Pereira, 1996; Boron ve ark., 2020).
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Turkiye’deki Pseudophoxinus tiirlerindeki 18s rDNA bolgeleriyle iliskili aktif
NOR lokuslarinin 2 ¢ift kromozom {izerinde ya da daha fazla kromozom iizerinde oldugu
tespit edilmistir (Doori ve Arslan, 2024). Bu sonuglara benzer olarak Turkiye’deki C.
beysehirense’de ve Avrupa’daki C. nasus ile C. lusitanicum’da da NOR sayis1 2 veya
daha fazla sayida oldugu gozlemlenmistir (Rodrigues ve Collares-Pereira, 1996; Arslan
ve Giindogdu, 2016; Boron ve ark., 2020). T. fahirae kromozom setinde 1 ¢ift NOR
bulundurmasi sebebiyle Avrupa’daki Chondrostoma tiirlerinden ayrilirken NOR
bolgelerinin  heteromorfik olmasi sebebiyle de C. beysehirense’den ayrilmaktadir.
Kababurun baliklarinin karyotipindeki bir ¢ift subtelosentrik kromozomun kisa
kollarindaki ortak NOR lokuslar1 plesimorfik bir durumun temsilcisidir. Diger
kromozomlar Uzerinde bulunan NOR’lar ise tiretilmis bir durumu yani Teleostei i¢in
apomorfik bir durumun temsilcileridir. Leuciscidae familyasinin iiyeleri i¢in kromozom
setindeki tek bir kuglk submetasentrik kromozom cifti Gzerindeki NOR fenotipi
karakteristiktir (Boron ve ark., 2009; Boron ve ark., 2020). T. fahirae’nin kromozom
setinde bulunan ve plesimorfik olarak kabul edilen bir ¢ift NOR’un orta buyiklikte bir
submetasentrik kromozom iizerinde bulunuyor olmasi énemli bir fark olabilir. Bunun
yan1 sira bazi Leuciscus turleri apomorfik olan ¢oklu NOR fenotipleri ile karakterize
edilmislerdir (Boron ve ark., 2009; Kirtiklis ve ark., 2010; Boron ve ark., 2020). Fakat
bizim 6rneklerimiz i¢in bu durum s6z konusu degildir.

Major NOR olusturan 45s rDNA bolgeleri ve minér NOR olusturmayan 5s rDNA
bolgeleri baliklar i¢in en sik kullanilan sitotaksonomik bir karakterdir (Cioffi ve Bertollo,
2012; Sochorova ve ark., 2018; Sember ve ark., 2020b). Majér rDNA bdlgeleri genelde
18s rDNA problariyla veya 28s rDNA problariyla gorsellestirilmektedirler. Yapilan farkl
caligmalarda major rDNA lokuslarinin sayica farkliliklar1 ve lokalizasyon bakimindan
farkliliklar1 gosterilmistir (Singh ve ark., 2009; Traldi ve ark., 2016). Bunlarin tiir
komplekslerinin ya da kriptik tiirlerin varliginin agiklanmasinda 6nemli olabilecegi ifade
edilmistir (Sember ve ark., 2020b). Yakin akraba tiirlerdeki rDNA bolgelerinin sayisinin
farkli olabilecegi yapilan bir¢ok ¢alismayla ortaya konmustur (Symonova ve ark., 2013;
Sember ve ark., 2015). Balik tiirleri arasindaki 5s rDNA lokuslarinin sayisindaki farklilik
yapilan bir¢ok ¢aligma ile kanitlanmigtir. Hatta pozitif sinyallerin say1 ve lokalizasyon
farkliliklar1 diginda 45s rDNA bolgeleri ve 5s rDNA bolgeleri arasindaki iligki ya da diger
coklu gen aileleri arasindaki baglanti da dnemli bir sitotaksonomik karakter olarak
kullanilabilir (Mazzei ve ark., 2004; Ziemniczak ve ark., 2012). Yapilan baz1 molekiiler

sitogenetik caligmalarda 5s rDNA lokusu ve 18s rDNA lokusu arasinda sayica ve

55



lokalizasyon agisindan dnemli dlgiide farklilik olabildigi rapor edilmistir (Libertini ve
ark., 2008; Pereira ve ark., 2012; Rossi ve ark., 2012). Hypophthalmichthys tiru igin
yapilan molekiiler sitogenetik ¢alismada tek bir kromozom ¢ifti iizerinde 5S rDNA ile
18S rDNA lokuslar1 birbirlerine bitisik olarak bulunmustur. Mindr ve major rDNA
lokuslarinin birbirlerine sintenik durumlarinin bazi siprinid tiirleri i¢in sitotaksonomik bir
belirte¢ olabilecegi ifade edilirken (Kirtiklis ve ark., 2010; Rossi ve ark., 2012) H.
molitrix ve H. nobilis tiirleri i¢in sitotaksonomik bir karakter olamayacag1 gosterilmistir
(Sember ve ark., 2020b). T. fahirae i¢in ¢alisilan tiim bireylerde 5s rDNA probu 3 ¢ift
kromozom Uzerinde sinyal vermesinin hem say1 hem de lokalizasyon agisindan kendine
0zgu bir modeli yansitiyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Molekiiler akrabaliklar yoniinden karsilastirilan tiirler arasinda bulunan (Turan ve
ark., 2021) Iberochondrostoma lusitanicum ve C. nasus tiirleri arasinda farklilik gosteren
28s rDNA prob sinyali 4’¢ kadar ¢ikabilmektedir. Ayrica C. nasus igin 5s rDNA probu 4
cift subtelo-akrosentrik kromozomlarin terminal bolgesinde lokalize oldugu tespit
edilmistir. Bu bolgelerden birisi 18s rDNA bdlgesi ile sintenik oldugu rapor edilmistir
(Pereira ve ark., 2012; Boron ve ark., 2020). T. fahirae’nin majoér rDNA bdlgesinin bir
cift heteromorfik submetasentrik kromozom Uzerinde lokalize olusu diger kababurun
baliklarindan farkli oldugunu gostermektedir. Ayrica 5s tDNA lokuslarinin sayica az
olmasi da bu durumu desteklemektedir. T. fahirae’deki bir ¢ift submetasentrik kromozom
uzerindeki 5s rDNA lokusu ve 18s rDNA lokusunun sintenik durumunun da milyonlarca
y1l 6nceki evrimsel siirecin hikayesi hakkinda kanit saglayabilecegini diislinmekteyiz. Bu
kanit bizim ¢aligmamizdan 6nce yapilan molekiiler ¢alismayla da ortaya konmustur. Bu
calismaya gore T. fahirae’ye igin yapilan molekiiler (mtDNA COI + Cytb) filogenetik
calisma sonucunda diger kababurun gruplarinin yiksek genetik uzaklik ile ayrildigini
gostermistir (Turan ve ark., 2021).

Molekiiler teknikler balik sitotaksonomisinin aydinlatilmasi i¢in olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Molekiiler yontemler ile tiire 6zgli markerlarin elde edilmesinde
kullanilabilmektedirler. Klasik sitogenetik yoOntemlerin ve molekiiler tekniklerin
kapsamli kullanimi ile balik taksonomisindeki sonuglarda kesinlik seviyesi artmaktadir
(Kirtiklis ve ark., 2010; Gornung, 2013).

Son donemlerde yapilan ¢aligmalarda major rDNA (45s) ve mindr rDNA (5s)
lokuslarmin disinda bunlara benzer kii¢iik niikleer RNA (snRNA) genlerinin de
sitotaksonomik bir belirteg olarak U2 snDNA problarinin da kullanildigi bilinmektedir.

Ayrica suan Ul snDNA probu spriniform olmayan bazi balik tiirlerinin kromozomlar1
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tizerinde haritalanmistir (Sember ve ark., 2020b). Sipriniformlar igerisinde yer alan
Botiidae familyasinin bazi tiirlerinde U2 snDNA lokuslarini gorsellestiren tek bir ¢aligma
mevcuttur (Sember ve ark., 2018b). Ul snDNA probu kullanilarak yapilan ilk ¢aligma H.
molitrix ve H. nobilis tiirleri i¢in yapilmistir. Bu ¢alismaya gore Ul snDNA lokusu ve U2
snDNA lokusu ayni kromozom iizerinde birbirlerine bitisik olarak gozlemlenmistir
(Sember ve ark., 2020b). T. fahirae i¢in ilk defa bu ¢alismada gorsellestirilen U1 snDNA
lokusu ve U2 snDNA lokusu Hypophthalmichthys tiirlerinden farkli olarak kromozom
seti igerisindeki en biiyiik subtelosentrik kromozoma yakin ikinci en biiyiik subtelosentrik
kromozomun p-kolu Uzerinde birbirlerine bitisik olarak gozlemlenmistir. Hem
Hypophthalmichthys tlrlerinde (Sember ve ark., 2020b) hem de Botiid’lerde tek bir U2
snDNA sinyali (Sember ve ark., 2018b) benzer veya ayni model olarak kabul
edilmektedir. T. fahirae’deki U1 snDNA lokusu ve U2 snDNA lokusu kababurun
baliklar i¢in yapilacak g¢alismalarda benzerlik veya farkliligi rehber niteligindeki bu

calismamiz referans alinarak yapilacak diger ¢aligmalarla ortaya konacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu ¢alismadaki sonuglar su sekilde 6zetlenebilir.

T. fahirae lokal endemik bir tirddr. T. fahirae’nin hem molekuler sitogenetik
ozellikleri hem de klasik sitogenetik 6zellikleri ilk defa bu ¢aligmayla ortaya konmustur.
Leuciscidae familyasinin diger tiirlerinde oldugu gibi T. fahirae icin de diploid kromozom
sayis1 2n=50 olarak bulunmustur. Kromozom setindeki iki kollu kromozomlar sayica
fazlalik gostermistir. Bir ¢ift submetasentrik kromozomun homologunu olusturan
kromozomlardan birisi uzun bir sekonder boguma sahipken homologu olusturan diger
kromozom daha kisa bir ikincil boguma sahip oldugu gozlemlenmistir. C bantlar
kromozomlarin sentromerik ve perisentromerik bélgelerinde lokalize oldugu izlenmistir.
Bir cift akrosentrik kromozomun telomer bolgesinde C-heterokromatin bolge
gozlemlenmistir. Ikincil boguma sahip submetasentrik kromozomda C-heterokromatinin
ikincil bogumdan baglayarak sentromer arasinda kalan perisentromerik alanin biitiiniinde
varlig1 gézlenmistir. AQNOR boyama ile 1 ¢ift submetasentrik kromozom tzerinde NOR
tespit edilmistir. NOR’lar sekonder boguma sahip kromozom giftinde gézlemlenirken
ayni lokalizasyonda CMA3 boyama ile pozitif sinyal alinmistir. Molekiiler sitogenetik
sonuglarinda ise sekonder boguma sahip kromozom ¢iftindeki NOR bolgesiyle iliskili 18s
rDNA prob sinyali izlenmistir. 5s rDNA prob sinyalleri 3 ¢ift kromozom tizerinde
gozlemlenirken 1 ¢iftin 18 rDNA prob sinyali ile sintenik oldugu tespit edilmistir. U1-U2
snDNA prob sinyalleri tek bir kromozom Uzerinde ko-lokalize bigimde gézlemlenmistir.
Telomer problariyla izlenen metafazlarda yeniden bir kromozomal dizenleme ile
karsilagilmayarak telomer problar1 tiim kromozomlarin telomer bdlgelerinde

gbzlenmistir.

5.2. Oneriler

T. fahirae tek cinsin tek tlri olmasi sebebiyle molekiiler filogenetik analizlerinin
karsilastirildigi cinslerle sitogenetik sonuglarin karsilastirilmasi saglikli olacaktir. Ancak
literatiir arastirma verileri dikkate alindiginda Chondrostoma tiirleriyle alakali sitogenetik
calismalarin kisitliligi s6z konusudur. Hem klasik sitogenetik yontemlerle hem de

molekiiler sitogenetik yoOntemlerle kromozom haritalarinin  olusturulmas: balik
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karyosistematigi icin faydali olacaktir. Ozellikle iilkemizde baliklar icin yapilan
molekiiler sitogenetik ¢alismalar giincel literatirde mevcut degildir. Bu c¢alisma
iilkemizde baliklar i¢in yapilan ilk molekiiler sitogenetik calisma olmasi sebebiyle yakin
akraba baliklar i¢in rehber niteligindedir. Ancak Dlnya’da da bazi taksonomik karakter
sayilabilecek bolgeler i¢in molekiiler problarin kullanimi baliklarda yapilan ¢aligmalarda
stnirlidir.  Ayrintili - sitogenetik  ¢alismalar s6z konusu cinsler icin literatiire
kazandirildiginda daha iyi bir karsilastirma yapilabilecektir. T. fahirae igin cinsiyet
kromozomlarinin tayini yapilamamistir. Molekuler sitogenetik yontemlerden olan CGH

teknigi ile cinsiyet kromozomlar tayin edilerek literatiire kazandirilabilir.
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