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Vii
OZET

CEPHALOSTENUS ELEGANS BRULLE, 1832
(COLEOPTERA:TENEBRIONIDAE:SCAURINI) TURUNDE
KROMOZOM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

GUNDOGAN, Beril

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Doc. Dr. Nursen ALPAGUT KESKIN
Eyliil 2015, 45 sayfa

Bu tez calismasinda Tiirkiye’nin iki farkli lokalitesinden toplanan
Cephalostenus elegans tiiriiniin sitogenetik analizi gergeklestirilmistir. Mitotik ve
mayotik kromozom preparasyonu disi ve erkek gonadlardan elde edilmis ve
hazirlanan preparatlarda rutin Giemsa, C-bantlama ve AgNOR boyama
yontemleri uygulanmustir. Incelenen 17 erkek ve 11 disi bireyde kromozom say1
ve morfolojisinde farklilik olmadigi ortaya konmustur. Bireylerin kromozom
sayisinin 2n=18 oldugu ve Coleoptera-Adephaga igin atasal olarak kabul edilen
2n=20 kromozom sayisindan farkli oldugu belirlenmistir. incelemeler sonucunda
bireylerin Tenebrionidae ailesinde yaygin olarak goriilen Xy, siteminden farkli
olarak Xy cinsiyet belirleme sistemine sahip oldugu gozlenmistir. X
kromozomunun karyotipin en biiyiik kromozomu oldugu ve y kromozomunun ise
en kiicliik kromozom oldugu belirlenmistir. AgNOR uygulamalar1 sonucunda olast
bir NOR bolgesi tespit edilememistir. CHIAS IV kullanilarak bireylerin karyotipi
olusturulmus ve telomer bolgelerindeki heterokromatin dagilimlari belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sitogenetik, Tenebrionidae, Scaurini, Cephalostenus, C.
elegans, Xy.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CHROMOSOMAL FEATURES IN
CEPHALOSTENUS ELEGANS BRULLE, 1832
(COLEOPTERA:TENEBRIONIDAE:SCAURINI) SPECIES

GUNDOGAN, Beril

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Nursen ALPAGUT KESKIN
September 2015, 45 pages

In this study, cytogenetic analyses of Cephalostenus elegans species
collected from two different locations in South Western Anatolia were performed.
Mitotic and meiotic chromosome preparations were obtained from female and
male gonads and they were analysed using Giemsa staining, C-banding and
AgNOR staining. It was revealed that there was not any difference in
chromosome number and morphology between the studied 17 males and 11
females. Chromosome number of these individuals was determined 2n=18 which
is different from the ancestral chromosome number 2n=20 for Coleoptera-
Adephaga. After investigations it was observed that these individuals have Xy sex
determining system unlike the Xy, sex determining system commonly observed in
Tenebrionidae family. It was determined that the X is the largest chromosome and
the y is the smallest chromosome of the karyotype. As a result of AgNOR
applications no probable NOR regions were detected. Using CHIAS 1V plugin
karyotype of the individuals was created and heterochromatin distribution in
telomere regions was determined.

Key Words: Cytogenetics, Tenebrionidae, Scaurini, Cephalostenus, C. elegans,
Xy.
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1. GIRiS

Sitoloji ve genetik bilim dallarindaki ¢aligmalarin ilerlemesiyle
birlikte, bu alanlar arasindaki iliski kesfedilmis ve boylece
sitogenetik bilim dali ortaya c¢ikmustir (Elgi ve Sancak, 2013).
Zaman igerisinde bu alanda O©nemli c¢alismalar yapilmis ve
giinimiizde de bu c¢aligmalar halen devam etmektedir.
Sitogenetik’in ¢alisma materyali kromozom’dur (Topaktas ve
Renciizogullari, 2010). Kromozomlar sahip olduklart dikkat ¢ekici
goriiniim ve kalitimin temelini olusturmalar1 nedeniyle ge¢cmisten
giiniimiize kadar bilimsel ¢alismalar arasinda oldukca popiiler bir

yer edinmistir.

Okaryot kromozomlar1 yaklastk 100 yil ©6ncesine kadar
tanimlanamamis olsa da, kromozomlarin farkina varilmasinin
temeli 300 yildan uzun bir siire 6nce atilmistir. Aradaki zamanda
151k mikroskobu gelistirilmis ve hiicresel seviyedeki biyoloji, canlt
calismalar1 iizerinde Onemli bir yer kaplamaya baslamistir.
Okaryotik hiicrenin anlagilmaya baslanmasi, bu aracin (1s1k
mikroskobu) gelistirilmesi ve kromozomlarinin tanimlanmasi ile
gectigimiz yiizyll icinde gergeklesmistir (Wagner, Maguire and
Stallings, 1998).

Kromozom fikrinin ortaya ¢ikmasi yaklasik olarak 19. yiizyilin
son ceyregine denk gelmektedir. ilk olarak 1873 yilinda Alman
zoolog Anton Schneider tarafindan kromatin materyalinin kalitim1
(kromozom) ve mitoz siireci tanimlanmistir. Ardindan 1875 yilinda
Eduard Strasburger ve 1879-1882 yillar1 arasinda Walther
Flemming’in bitki ve hayvanlarin mitotik kromozomlar: ile ilgili
yayimladiklar1  ¢alismalar  giinlimiiz  modern  kromozom

¢alismalarinin temelini olusturmaktadir (Sumner, 2003).

1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan

DNA ikili sarmal modelinin kesfedilmesi molekiiler biyoloji ve



sitogenetik calismalar1 igin &nemli bir adim olmustur. Okaryot
hiicrelerin ~ kromozomal  genetik  materyali, lineer DNA
molekiillerini igermektedir. Organizmalarin sahip oldugu bu DNA,
birka¢g milyon niikleotit barindirmakta ve tiim bu molekiillerin
kombine siralanigi organizmanin genetik bilgisini belirlemektedir.
Hiicre ¢ekirdeginde bulunan DNA, neredeyse DNA ile aymi
miktarda bulunan kii¢iik temel proteinler olan histonlar ve toplamin
%10-30 kadarmi olusturan histon olmayan proteinlerle baglantili
olmaktadir. Bu DNA-protein kompleksi kromatin olarak
adlandirilmakta ve kromozom yapisint olusturmaktadir (Popescu,
Hayes and Dutrillaux, 2000). Organizmalarin genetik bilgisini
tastyan DNA, kromozomlarda gen adi verilen birimler halinde
organize olmaktadir. Genler, lizerinde bulunduklar1 kromozomlar
sayesinde bir sonraki nesile aktarilmaktadir. Ayni zamanda
kromozomlarin bu organizasyonu genlerin aktivitelerini de kontrol
etmektedir. Bu organizasyonla kromozomlarin kalitimla olan
baglantis1 agiklanabilmektedir. Mitoz ve mayoz siirecindeki
kromozomlarin  davraniglarint  incelemek  kalitmin  temel

mekanizmasini ortaya koymaktadir (Sumner, 2003).

Genom ve kromozom yapisina ilave olarak, bu iki yapimnin
birbirleriyle olan iligskisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in yapilacak
olan calismalarda temel sitogenetik ve molekiiler yontemlerin bir
arada uygulanmasi1 olduk¢a O©nemli ve gereklidir. Hiicre
dongiisiiniin - mitotik ve mayotik siirecinde kromozomlarin
mikroskop araciligi ile direkt olarak incelenmesi sitogenetik
calismaya 1yi bir Ornektir. Ayni zamanda kromozomlarda
uygulanan boyama yontemleri ile belirlenebilen farkli bantlanma
ozellikleri tiir ici/tlirler aras1 benzerlik ve farkliliklar1 ortaya
koyabilmektedir. Bantlanma 06zellikleri her kromozom igin
karakteristiktir ve ayni zamanda kromozomlarin tanimlanmasinin
yani sira karyotip olusturulmasini saglamaktadir (Popescu, Hayes

and Dutrillaux, 2000).



Cesitli canli gruplarinin dahil oldugu sitogenetik ¢aligmalarin
temeline bakildiginda, tiirlerin yalnizca kromozom sayilari,
morfolojileri ve cinsiyet belirleme mekanizmalar1 ortaya
konmustur. Fakat zaman icerisinde rutin sitogenetik uygulamalara
farkl1 yaklasim ve yontemlerin de dahil edilmesiyle birlikte
sitogenetik’in  kapsami oldukca genisletilmistir. Bu sayede,
sitogenetik c¢alismalar genom organizasyonu ve farkli DNA
segmentlerinin kromozom tizerindeki lokalizasyonlar1 hakkinda da
bilgi vermektedir (Cabrol-de-Mello and Martins, 2010).
Organizmalarin ~ genomik  diizenlenme ve  kromozomal
farklilagmalarda gdsterdigi ¢esitlilik, molekiiler yontemlerin de
dahil edildigi sitogenetik ¢aligmalarla ortaya konabilmektedir. Bu
calismalar, aynm1 grup icerisindeki farkli tiirlerin karsilastirmali
karyotip analizlerinin yapilmasini ve ayn1 zamanda tiirlerin genom

evriminin anlagilmasina katki saglamaktadir.

Hayvan hiicreleri ile yapilan sitogenetik calismalarda, calisma
materyali mitoz ve mayoz bolinme geciren somatik hiicreler ve
esey hiicreleri’dir (testis ve ovaryum). Son yillardaki ¢aligmalar, en
iyi sonuglarin erkek gonad hiicrelerinden elde edildigini
gostermektedir. Bunun nedeni, erkek gonad hiicrelerinin disi gonad
hiicrelerine kiyasla daha kolay gozlenmesi ve testislerin sayica
daha fazla boliinen hiicrelere sahip olmasidir (Popescu, Hayes and

Dutrillaux, 2000).

Sitogenetik analizlerde genel olarak kullanilan yontemlerden
biri olan AgNO; boyama, bitki ve hayvan hiicrelerinin
kromozomlarindaki nukleolus organize edici bolgelerin (NOR)
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisidir
(Vitturi, et al., 1999). Bu teknik, mitotik kromozomlarda nukleolus
organize edici bolgelerin (NOR) yani sira, ayn1 zamanda mayoz
sirasinda  transkripsiyonel olarak aktif olan ribozomal DNA
bolgelerinin  belirlenmesini  saglamaktadir (Goodpasture and

Bloom, 1975). Bu nedenle, NOR bdlgelerinin belirlenmesi evrim



ve sitotaksonomi c¢aligmalar1 acisindan olduk¢a 6nemli olmaktadir
(Galetti Jr., 1998). C-bantlama yontemi ile kromozomlarin gesitli
bolgelerinde  lokalize  olmus  heterokromatin  bolgeleri
belirlenebilmektedir. Bu yonteme ¢esitli florokrom boyama
yontemleri de dahil edilerek, yakin tiirlerin kromozomlarindaki
heterokromatin  bolgelerinin = dagilimi  ve miktar1 acisindan
farkliliklar ortaya konabilmektedir (Silva et al., 2015). Sitogenetik
caligmalarda uygulanan ¢esitli bantlama teknikleri, farkli
organizmalarin sahip oldugu cinsiyet kromozomlarnin orjini ve
organizasyonu hakkinda da bilgi saglamaktadir (Mello, Moura and
Souza, 2010). Bu ¢alismalara ilave olarak, son yillarda gesitli canli
gruplarimin dahil edildigi sitogenetik ¢alismalarda siklikla in situ
hibridizasyon (FISH) yontemi uygulanmaktadir. Bu yontem, farkli
organizmalarin kromozomlar iizerindeki spesifik DNA dizilerinin
konumunun  belirlenmesi ve  haritalanmasinda  kullanilan
yontemlerden birisidir (Moyzis et. al., 1988; Trask, 1991; Lin et.
al., 1991; Hamilton et. al., 1992). Calisilan tiirlerin kromozomlari
tizerindeki ribosomal DNA bolgelerinin  belirlenmesi, tiirler
arasinda karsilastirmali analizler i¢in kullanilmakta ve bu
caligmalar canlilarda kromozom evriminin anlasilmasma katki

saglamaktadir (Oliveira et al., 2010).

Coleoptera takimu tiir zenginligi acisindan degerlendirildiginde,
sahip oldugu 357.899 tir ve 25.368 cins ile en kalabalik
takimlardan birisi olup (Lira-Neto et al., 2012), bu say1 neredeyse
tim boceklerin %40’m1 olusturmaktadir (Gullan and Cranston,
2012). Coleoptera, Yunanca koleos (kin, kilif) ve ptera (kanat)
kelimelerinde olusmus ve Tiirkce’de kinkanathlar veya
sertkanatlilar olarak isimlendirilmektedir (Lodos, 1995). Takima ait
tiirlerin %98’1 karasal ortamda yayilis gosterirken, 5.000 kadar tiirti
de tath sular ve kiyr littoral zonda yayilis gostermektedir (Gillot,
1993). Coleoptera takimi 4 alttakima ayrilmaktadir. Bu
alttakimlardan Adephaga ve Polyphaga tiim bdcek tiirlerinin

%99’unu kapsamasi nedeniyle en bilindik alttakimlardir (Caterino,



Shull, Hammond and Vogler, 2002). Coleoptera takimina dahil
olan tiirlerden yaklagik 3.000 tiir sitogenetik olarak caligilmig
(Petitpierre, 1996) ve bu tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunun Adephaga
ve Polyphaga alttakimlarina ait oldugu goriilmektedir (Smith and
Virkki, 1978).

Coleoptera takimi ile gergeklestirilen sitogenetik ¢alismalar
incelendiginde, tiirlerin sahip oldugu kromozomlarin genel olarak
orta ya da kiiciikk metasentrik oldugu ve spermatogonyum metafaz
kromozomlarimin boyutlar1 0,5 um ile 6,5 pm arasinda degistigi
gozlenmistir (Petitpierre, 1996). Coleoptera takimina ait tiirlerin
kromozom sayilar1 incelendiginde, grup icerisinde en yaygin
kromozom sayis1 20 olup (Agarwal, 1962), Coleoptera i¢in primitif
karyotip formiilii 9+Xy, olarak verilmektedir (Smith, 1950 and
1953). Caligilan gruplar arasinda Carabidae, Chrysomelidae ve
Curculionidae aileleri oldukc¢a heterojen aileler olup, Scarabaeidae,
Elateridae, Coccinellidae, Cerambycidae ve Tenebrionidae ise
kromozom sayisi ve organizasyonu agisindan korunmus aileler
olarak ele alinmaktadir (Petitpierre, 1987). Coleoptera takimina ait
tirlerin kromozom sayisinda goriilen degisimlere ilave olarak
tiirlerin cinsiyet kromozomunun yapisi, orjini ve davranisinda da
cesitlilik  goriilmektedir (Mello, Moura and Souza, 2010).
Coleoptera karyotiplerindeki gesitlilik; otozom-otozom fiizyonu, X-
otozom flizyonu, perisentrik inversiyonlar, y kromozomunun
kaybolmas1 ve fizyonlar gibi yeniden diizenlenmelerin sonucu
meydana gelebilmektedir (Cabral-de-Mello, Oliveira, Romos and
Moura, 2008).

Smith (1953), Coleoptera’da cinsiyet kromozomlarint X0, Xy,
XYr, XY., NeoXY ve XY olmak iizere 6 grup ic¢inde
siniflandirmigtir.  Bu  sistemler arasinda, Coleoptera takimi
icerisinde yaygin olarak goriilen cinsiyet kromozom sistemi Xy,
sistemidir. Bu sistem, cinsiyet kromozomlarinin bivalent

formasyonunun metafaz-I sirasindaki parasiit benzeri gériinimudiir



ve ‘p’ harfi parasgiitii temsil etmektedir (Almeida et al, 2000).
Coleoptera’da goriilen Xyp, genellikle sentromerik bolgede ya da
kromozom boyunca pozitif C-bantlanma gdsteren metasentrik-
submetasentrik X kromozomu ile, genellikle 6kromatik bolgeden
olusan ya da az oranda heterokromatik bolge iceren noktasal y
kromozomundan olustugu goézlenmistir (Mello, Moura and Souza,
2010). Bu noktasal yapili y kromozomu, Coleoptera’daki cinsiyet
farklilasmasinda bir énem teskil etmemektedir (Cabral, Mello et
al., 2010). Dermestes tiirleriyle yapilan ¢alismanin sonuglari, y
kromozomunun genetik fonksiyonu olmadigini ortaya koymustur
(Shaw, 1968). Yine de y kromozomuna sahip tiirlerin hepsi igin
boyle bir genelleme yapmak dogru olmamaktadir (Petitpierre,

1983).

Cinsiyet kromozomlari ile ilgili Mesa and Fontanetti’nin (1984)
calismasinda, Itu zeus’da (Suborder:Myxophaga) gozlenen Xy,
mekanizmasinin  iki  sekilde kaynaklaniyor olabileceginden
bahsedilmektedir. Bu durumlar (1) benzer boyutlarda
kromozomlardan olusan atasal kiyazmatik XY cinsiyet sisteminden
ya da (2) y kromozomuna ilave bir yapisal heterokromatinin
eklenmesiyle meydana gelen Xy, sisteminden olusabilecegi
seklinde agiklanmistir. Coleoptera takimina ait Scarabaeidae ailesi
ile yapilan bir calismada ise, yaygin olarak goriilen cinsiyet
sisteminin XY mekanizmas: oldugundan bahsedilmektedir. Bu
mekanizmanin, X ve Y kromozomlarinin mayoz sirasinda farkli bir
yapilanma gostermeksizin eslesmesi ile karakterize oldugu ortaya

konmustur (Oliveira et al., 2010).

Kinkanatlilarin  dahil oldugu kromozom c¢aligmalarinda
uygulanan  AgNO; boyama, takim igerisindeki tiirlerin
kromozomlar1  lizerindeki NOR  bolgelerinin  dagiliminin
belirlenmesini saglamakta ve tilirlerin karsilastirmali karyotip
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Coleoptera takimina

ait ¢ogu tiriin dahil oldugu c¢aligmalar, NOR bdélgelerinin otozom



giftlerinde ve/veya cinsiyet kromozomlarinda konumlanmig
oldugunu gosterse de, birgok ¢alisma bu bolgelerin tek bir otozom
ciftinde bulundugunu gostermektedir (Holecova et al., 2013).
Tiirlerin - kromozomlar1 tizerinde belirlenen  NOR  bdélgeleri,
genellikle hiicre dongiisiiniin premayotik evresinde oldukga aktif ve
goriiniir halde olurken, mayotik metafaz-l, metafaz-11 ve mitotik
metafaz’da goriinmez hale geldigi gézlenmistir (Lachowska et al.,
2005). Bu evrelerde AgNO; ile boyanan NOR bolgelerinin
bulunmayisi, kromatin ipliginin yogun hale gecmesi seklinde

aciklanabilmektedir (Maryanska-Nadachowska et al., 1992).

Coleoptera takimini1 kapsayan caligmalarda NOR bdlgelerinin
belirlenmesinde  AgNO3; boyama siklikla kullanilsa da, FISH
yonteminin aksine bu yontem NOR bdlgelerinin belirlenmesinde
yeteri kadar etkili olamamakta ve genellikle C-bantlama
yonteminde elde edilen oOzelliklerle benzerlik gosteren yapisal
heterokromatin bolgelerinin boyandigi disiiniilmektedir (Oliveira
et al., 2010). Coleoptera kromozomlarindan elde edilen C-bantlama
verileri, otozomal yapisal heterokromatinin intersitital ve telomerik
bolgede daha az gozlenip cogunlukla sentromerik bolgede lokalize
oldugunu ve ayn1 zamanda cinsiyet kromozomlarinin da
perisentromerik bolge veya kromozom boyunca farkli yapisal
heterokromatin dagilimi gosterdigi ortaya konmustur (Bione et al.,

2005a; 2005h).

Coleoptera takimi icerisindeki Tenebrionidae ailesi, yaklasik
25.000 tiirii ile (Dajoz, 1984; Crowson, 1981; Lawrence & Newton,
1995) takimin kalabalik ve oldukga cesitlilik gdsteren ailesi olarak
ele alimnmaktadir. Bocek faunasi igerisinde baskin olarak
Tenebrionidlerin bulundugu kabul edilmektedir (Steiner, 2008).
Tenebrionidae isminin kokii, Latincede karanligi seven tenebrio
kelimesinden olusmakta ve Tiirk¢e’de un kurtlari, esmer bocekler,
kara bocekler anlamlarma da gelmektedir (Lodos, 1991).

Tenebrionid tiirleri tiim diinyada yayilis gdstermesine ragmen



grubun genellikle yar1 kurak ve kurak ekosistemlerde daha fazla tiir
cesitliligi sergiledigi goriilmekte (Palmer and Petitpierre et al.,
1997) ve vertikal dagilislarinin deniz kiyisindan yiliksek daglara
kadar uzandig1 bilinmektedir (Lillig, 1999).

Tenebrionidae ailesine dahil olan 25.000 tiiriin igerisinden
yalnizca 200 tiiriin diploid kromozom numaralari, morfolojileri ve
cinsiyet belirleme mekanizmalar1 tanimlanmistir (Juan and
Petitpierre, 1991; Holecova, 2008). Tenebrionidlerin genellikle
metasentrik, kiiciik ya da orta boyutlu (1,5 - 5 pm) kromozomlara
sahip oldugu gdzlenmistir (Juan and Petitpierre, 1990). Incelenen
tiirlerin %60’ 1ndan fazlas1 Coleoptera-Adephaga i¢in atasal olarak
kabul edilen 9+Xyp karyotipik formiiliine sahip olmalart nedeniyle
sitogenetik agidan olduk¢a korunmus olduklar1 kabul edilmektedir
(Smith and Virkki, 1978). Ancak Tenebrionidlerin kromozomal
ozellikleri ile ilgili verilere dayanarak tiirler arasinda, 6zellikle
kromozom  sayist ve kromozomal cinsiyet  belirleme
mekanizmalarinda olduk¢a varyasyona sahip olduklar1 da
sOylenebilmektedir. Bu aile ile yapilan sitogenetik ¢alismalar
incelendiginde, en diisiikk kromozom sayisi 2n=14 ile Diaperis
boleti ve Scotobius miliaris tiirlerinde ve en yiiksek say1 2n=38 ile
bazi Blaps tiirlerinde belirlenmistir (Juan and Petitpierre, 1991).

Tenebrionidlerin sahip oldugu cinsiyet kromozomlar: igerisinde
yaygin olarak goriilen cinsiyet kromozomu ‘Xyp’ sistemidir. Bu
Xy, sistemi bugiine kadar ¢alisilmis olan tiirlerin yaklasik olarak
%67’sinde gozlenirken, geriye kalan tiirlerde neoXY, Xyr gibi
Kiyazmatik sistemler ya da nadiren XO sistemi tanimlanmistir
(Smith and Virkki, 1978; Juan and Petitpierre, 1991).
Tenebrionidlerde X kromozomunun akrosentrik ile metasentrik
arasinda degiskenlik gosterdigi, y kromozomunun genellikle kiigiik
ve nokta sekilli oldugu ortaya konmustur (Yadav and Pillai,
1974a,b,1976; Holecova, Rozek and Lachowska, 2008).
Tenebrionid karyotiplerinde gozlenen c¢esitlilik; sentrik fiizyon ve



fizyonlar, X kromozomunun boyutundaki artis ya da azalig, y
kromozomunun  boyutundaki  azalis, y  kromozomunun
eliminasyonu ya da  kaybolusu  ve  poliploidi’den
kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir (Smith, 1952; Yadav and
Pillai, 1976; Smith and Virkki, 1978; Juan and Petitpierre, 1990;
Palmer and Petitpierre, 1997).

Tenebrionidae ailesine dahil tiirlerin kromozomlarindaki yapisal
heterokromatinin perisentromerik bolgede bulundugu
gosterilmistir. Palembus dermestoides ve Misolampus goudoti
tiirlerinin kromozomlarinda interstiyal veya telomerik bolgede ek
heterokromatik bolgelerin (ek C bantlar) varlig1 ortaya konmustur
(Almeida et al, 2000). Tenebrionidler ile yapilan NOR
calismalarinin hala olduk¢a az oldugu goriilmektedir (Juan et al.,
1993; Vitturi et al., 1996). Tenebrio molitor tiiriinde
gerceklestirilen calismalarda, X ve Y kromozomlar1 arasinda NOR
bolgesi tespit edilmis ve bu bolgenin kromozomlarin ayrilmasi
sirasinda X kromozomu ile birlikte hareket ettigi gozlenmistir

(Wolf, 1997).

Tez c¢alisma materyali olan Cephalostenus cinsi sistematik
olarak incelendiginde, Tenebrionidae ailesinin Scaurini tribine
dahil oldugu goriilmektedir. Scaurini tribi, eski ve yeni diinyada
yasayan tiirlerin biiyiilk ¢ogunlugunu kapsadigi diistiniilmektedir
(Frank and Blaisdell, 2015). Cephalostenus cinsi genellikle
Akdeniz ve Ege bolgesi olmak iizere Tirkiye’nin farkh
bolgelerinde dagilis gostermekte ve 4 tiir ile temsil edilmektedir.
Bu tiirler, Cephalostenus alziari Grimm, 1991, Cephalostenus
elegans Brulle, 1832, Cephalostenus demaisoni Reitter, 1903c ve
Cephalostenus orbicollis Menetries, 1836a olarak verilmistir (Lobl
and Smetana, 2008). Bu tiirlerden yalnizca Cephalostenus elegans
ve Cephalostenus orbicollis (Tezcan, Karasavuran and Pehlivan
2004) tlrleri Tirkiye’den  bildirilen tiirledir.  Literatiire
bakildiginda, Cephalostenus cinsine ait tiirler hakkinda sinirh
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sayida bilgi bulunurken, bu cinse ait herhangi bir sitogenetik
calisgma bulunmamaktadir. Scaurini tribine ait caligmalar
incelendiginde ise, bu tribin bir bagka tiyesi olan Scaurus cinsinin
sitogenetik olarak calisilmis oldugu goriilmektedir. Bu cinse ait
tiirler, Scaurus punctatus, Scaurus striatus ve Scaurus vicinus olup
karyotip ve diploid kromozom sayilar1 sirastyla 2n=20M
9+NeoXY, 2n=24M 11+NeoXY ve 2n=24M 11+NeoXY olarak
verilmistir (Juan and Petitpierre, 1991).

Bu tez ¢alismasinda, Cephalostens elegans tiiriiniin mitotik ve
mayotik kromozomlarinin 151k mikroskobu ile detayli olarak
incelenmesi, kromozom morfolojisi ve sayisinin belirlenerek
karyotip analizinin yapilmasi ve erkek/disi bireylerde cinsiyet
kromozomlarimin varligi ya da yoklugunun gosterilmesi ve ayni
zamanda elde edilen sonuglarla Tenebrionid kromozomlart ile ilgili

literatiirde var olan verilere katki saglanmas1 amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen sitogenetik caligmalar
icin Cephalostenus elegans tiiriine ait 6rnekler 2014-2015 yillari
arasinda Calis Plaji (Fethiye) ve Aspat (Bodrum)’ta toplanmis ve
laboratuvara canli olarak getirilmistir. Toplanan orneklerin
lokaliteleri Sekil 1’de, birey sayisi ve cinsiyet bilgileri Cizelge 1°de

gorilmektedir.

@ Aspat/ Bodrum

@ Calis Plaji / Fethiye

Sekil 2.1 : Cephalostenus elegans 6rneklerinin toplandig: alanlar

Cizelge 2.1Arazi ¢alismalarinda toplanan Cephalostenus elegans cinsine ait birey

sayis1 ve cinsiyet bilgileri

Calisma Yapilan Yerler
Aspat/Bodrum CalisPlaji/Fethiye

2015 2014-2015

113 63

6% 59
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Arazi ¢aligmalar1 sirasinda Ornekler tas altlarindan toplanmis ve
kapaklarin hava alacak sekilde delinmis kaplara alinmstir.
Laboratuvara canli olarak getirilen bireyler, tiir teshisleri yapildiktan
sonra toplandiklar1 yer ve tarihlere gore etiketlenmistir. Calismada
kullanilan bireyler diseksiyon islemleri gerceklestirilene kadar

laboratuvar ortaminda beslenmis ve canli kalmalar1 saglanmustir.

Diseksiyon islemleri Olympus model stereo mikroskop altinda
bireylerin testis ve ovaryumlar1 c¢ikartilarak gergeklestirilmistir.
Gonadlar boéliinmekte olan ¢ok sayida hiicre i¢cerdiginden sitogenetik
caligmalarda kullanilmaktadir. Bireylerden elde edilen gonadlar hem
mitoz hem de mayoz boliinmenin farkli sathalarindaki kromozom
ozelliklerini ve davramiglarin1 detayli olarak inceleyebilmek igin

sitogenetik preparat hazirlanmasinda kullanilmistir.

2.1. Kromozom Preparasyonu

Bireyler stereo mikroskop altinda PBS (Phosphate Buffered Saline,
Oxoid) kullanilarak disekte edilmistir. Elde edilen gonadlar 0,065 g
KCI ve %0,01 kolgisin (Sigma) igeren hipotonik soliisyon igerisinde
5-7 dakika muamele edilmistir. Ardindan taze olarak hazirlanmis 3:1

etanol:asetik asit fiksatifi i¢erisinde en az 30 dakika fikse edilmistir.

Hazirlanan preperatlarda mikroyayma (Chandley et al., 1994),
damlatma ve havada kurutma (Murakami and Imai, 1974) yontemleri

uygulanmustir.

2.1.1 Mikro-yayma Teknigi

Mikro yayma tekniginde, gonadlar temiz bir lam {izerine alinmis ve
tizerlerine % 60 asetik asit eklenerek igne yardimiyla kiigiik
parcalara ayrilmistir. 45°C’lik 1sitma tablasi {izerinde birkag saniye
bekledikten sonra hiicre silispansiyonu lam iizerine 1 mm kadar

yayllmis ve birkac saniye beklenmistir. Bu islem lam iizerindeki
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hiicre silispansiyonu kuruyana kadar tekrarlanmistir (Traut, 1976).
Boyama islemi gergeklestirilmeden once preparatlar % 70 - % 80 -
% 96 - % 100 alkol serilerinden gegirilmis ve toz almayacak sekilde
birkag¢ giin kurumaya birakilmistir.

2.1.2 Damlatma ve Havada Kurutma Teknigi

Damlatma ve havada kurutma tekniginde, gonadlar 3:1
etanol:asetik asit fiksatifinin igerisinde 5 dakikayr ge¢cmeyecek
sekilde kiigiik pargalara ayrilmistir. Ardindan ince bir siringa
yardimiyla hiicre siispansiyonu g¢ekilerek lamlarin iizerine 8-10 cm
uzaklik olacak sekilde damlatma yapilmistir. Uzerlerine damlatma
yapilan lamlar, oncelikle 1:2:3 etanol:asetik asit:su iceren nem
odasinda 2-3 saat, ardindan glasial etanol iceren nem odasinda 20
dakika bekletilmisti. Nem odacigindan ¢ikarilan lamlar 45%lik
aciyla duracak sekilde iizerlerine 1:2 etanol:asetik asit soliisyonu
damlatilarak yikanmis ve ardindan kurumaya birakilmistir

(Macgregor, H. & Varley.J. 1988).

Bir sonraki preparasyonda kullanilacak olan gonadlar 3:1
etanol:asetik asit fiksatifi bulunan kiiciik tiipler igerisinde -4°C’de

saklanmustir.

2.2. Kromozom Boyama ve Bantlama

Rutin kromozom 6zelliklerini belirleyebilmek icin %4 Giemsa
(Karyomax) boyama,sentromerik bolgeleri belirleyebilmek amact
ile%5 baryum hidroksit uygulamasinin ardindan C-bantlama (Sumner
1972; Chandley et al. 1994) ve NOR bolgelerinin belirlenebilmesi igin
AgNOR boyama (Patkin and Sorokin, 198; Howell and Black, 1980)

yontemleri uygulanmstir.
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2.2.1. Rutin Giemsa (MacGregor and Varley, 1986)

Preparasyonun ardindan 2-3 giin kurumaya birakilan preparatlar
%4’liikk Giemsa ile 20 dakika boyanmistir. Boyanan preparatlar sale
icerisinde saf su ile birkag defa calkalanarak kurumaya birakilmistir.
Boyama sirasinda olusan metalik tabakanin preparatlarin yiizeyine
bulasmamasma dikkat edilmistir. Bu islemin ardindan preparatlar
xylene igerisinde 1 dakika bekletildikten sonra DPX (EMS) ile
kapatilmistir.

2.2.2. C-bantlama (Sumner 1972; Chandley 1994)

C-bantlama prosediiriinde asagida verilen basamaklar sirasiyla

uygulanmistir.

1. 0.2 N HCI igerisinde oda sicaklifinda 1 saat inkiibasyon ve

ardindan saf su ile yikama.

2. Onceden 50°C’ye 1sit1lmis baryum hidroksit soliisyonu igerisinde
6-8 dakika inkiibasyon ve ardindan saf su ile yikama. Bu
basamakta baryum karbonat kalintilarinin kalmamasina ozellikle

dikkat edilmistir.

3. 2XSSC (0,3M NaCl+0,03M NagscitrateX2H,0) igerisinde 1 saat

inkiibasyon.
4. %2 Giemsa ile 90 dakika boyama.

5. Xylene’de 1 dakika bekletmenin ardindan DPX (EMS) ile

kapatma.

2.2.3. AgNOR Boyama (Patkin and Sorokin, 1983;
Howell and Black, 1980)

NOR bolgelerinin belirlenebilmesi amaciyla preparatlarda
giimliis boyama uygulanmistir. AgNOR boyama Oncesinde
preparatlar birka¢ giin kurumaya birakilmistir. Daha sonra

preparatlara taze olarak hazirlanip slizme isleminden gecirilen
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%350’1ik glimiis nitrat ve %2’lik jelatin-formik asit karigimi
damlatilmigtir. Ardindan preparatlar 60°C inkiibator igerisindeki
nem odasinda renkleri saridan kahverengiye gecisi dikkate alinarak

5-7 dakika inkiibe edilmistir.

2.2.4. Karyotip Analizi

Zeis Axioscope mikroskop ile 100X biiyiitmede mitotik ve
mayotik  safhalardaki  kromozomlarin  fotograf  ¢ekimleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen fotograflar ile kromozomlar
bilgisayar ortaminda ImageJ (Rasband, 1997-2014) goriintii analiz
programiyla tek tek isaretlenip sayilmustir. Incelenen orneklerin
kromozom morfolojileri Levan’a (1964) gore belirlenmis, idiogram
ImageJ programimnda CHIAS IV (Chromosome Image Analyses
System) ile olusturulmustur. Karyotip Levan ve CHIAS IV’ten elde

edilen veriler kullanilarak elde edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde dagilis
gosteren Cephalostenus elegans tiiriiniin kromozom 6zellikleri ilk
kez arastirilmistir. Tiiriin kromozom sayis1 ve morfolojisi belirlenip
karyotipi hazirlanmais, cinsiyet belirleme sistemi ortaya konmustur.
Orneklerin  diseksiyonu sonrasinda elde edilen gonadlardan
kromozom preparatlar1 hazirlanmis ve bu preparatlarda rutin
Giemsa boyamasi uygulanmigtir. C-bantlama Sumner (1972) ve
Chandley (1994)’den modifiye edilmis ve NOR bolgelerini
belirlemek amaciyla AgQNO3 boyama Patkin and Sorokin (1983) ve

Howell and Black (1980) yontemlerine gore uygulanmistir.

wuw ¢

Sekil 3.1 Cephalostenus elegans Brulle, 1832
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3.1 Kromozom Sayis1 ve Morfolojisi

Cephalostenus elegans tiiriine ait Aspat (Bodrum) ve Calis
Plaj1 (Fethiye) olmak tizere iki farkli lokaliteden toplanan 17 erkek
ve 11 disi bireyle gerceklestirilen caligmalar sonucunda, kromozom
sayisinin belirlenmesi amaciyla mitotik metafaz kromozomlar ile
ergin bireylerin gonadlarindan mayotik profaz-I"de pakiten
bivalentleri, metafaz-1 ve metafaz-II setleri incelenmis ve tiiriin
kromozom sayis1 2n=18 olarak belirlenmistir. iki farkli lokaliteden
calisilan bireylerin kromozom say1 ve morfolojilerinde bir farklilik
bulunmadig1 icin veriler birlestirilerek sunulmaktadir. Incelenen
orneklerin mitotik metafaz ve mayoz evresinin farkli safhalarina ait

bulgular Sekil 3.2 ve 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.2 Cephalostenus elegans tiiriiniin (&) spermatogonial yayma

preparasyonlarinda mitotik metafaz kromozomlari (a,b)
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Sekil

preparasyonlarinda a)metafaz-1 b)metafaz-11 ¢) pakiten kromozomlari

3.3Cephalostenus elegans tiiriiniin  (J) spermatogonial

damlatma
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Cephalostenus elegans tiiriiniin erkek bireylerinden elde
edilen preparatlarda metafaz-1 ve metafaz-II sathalari incelenmis ve
kromozomlarin ortalama 3-4 pum boyutunda oldugu tespit
edilmistir. Tiirlin mayotik kromozomlarinda haploid sayr n=9

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.4 Cephalostenus elegans tiiriiniin (J) spermatogonial damlatma

preparasyonlarinda a) metafaz-1 ve b) metafaz-1I kromozomlari
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Cephalostenus elegans tiiriiniin disi bireylerinde oogenez

metafaz-1 sathalar1 incelenmis ve kromozom sayisi 2n=18 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.5 Cephalostenus elegans tiiriiniin ~ (9) oogonial yayma

preparasyonlarinda metafaz-1 kromozomlari (a,b)

Rutin Giemsa boyamasi uygulanan kromozomlarin 6zellikle

telomer bolgelerinde heterokromatin yogunlasmalar1 gézlenmistir.
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Sekil 3.6 Cephalostenus elegans tiiriiniin (&) spermatogonial damlatma

preparatlarinda pakiten kromozomlari (a,b,c,d) ok: heterokromatik bolgeler
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Ba(OH); uygulamasimin ardindan C-bantlama yapilan
preparatlarda homojen bir boyanma ger¢eklesmistir. C-bantlama
yonteminde preparatlarin Ba(OH); ile olan muamele siiresi ve
konsantrasyonu, uygulamanin verimliligi agisindan olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Yontemin uygulandigi preparatlarin her birinde
Ba(OH), konsantrasyonu ve muamele siireleri degistirilmistir.
Gergeklestirilen denemeler sonucunda kromozomlarda belirgin bir

C-bantlama deseni elde edilememistir.

AgNO; boyama uygulamasi yapilan her bir preparatin
giimiis nitratla olan muamele siireleri degistirilmis ve preparatlarin
saridan kahverengiye gecisi dikkate alinarak en uygun siirenin 3-4
dakika oldugu saptanmistir. Uygulama sirasinda preparatlarin
yiizeyinde jelatin kalintis1 kalmamasina 0zen gosterilmistir.
Preparatlarda mayoz safhasinin pakiten ve metafaz-l1 evreleri
incelenmistir. Gergeklestirilen incelemeler sonucunda olas1 bir

NOR bdlgesine rastlanmamugtir.
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Sekil 3.7 Cephalostenus elegans tiiriiniin  (J) spermatogonial damlatma

preparasyonlarinda pakiten kromozomlari (a,b,c,d)
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Sekil 3.8 Cephalostenus elegans tiiriiniin (J) spermatogonial damlatma

preparasyonlarinda metafaz-1 kromozomlari (a,b,c,d)
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Tiirtin karyotipi Sekil 3.6’da idiogrami da Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Otozomal kromozomlarm 4 ¢ifti (3.-5.-6.-8.)
metasentrik, 4 ¢ifti submetasentrik (1.-2.-4.-7.) kromozom
morfolojisine sahiptir. X ve y kromozomlarinin metasentrik yapiya

sahip oldugu goriilmiistiir.

ll( :zt sxt (e

J¢ 3¢ )0 (g

6 7 8

Sekil 3.9Cephalostenus elegans tiiriiniin (') karyotipi. Bar: 5 um

Sekil 3.10 Cephalostenus elegans tiiriiniin (&) idiogram
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3.2 Cinsiyet Kromozomlari

Cephalostenus elegans tiiriiniin mayoz evresindeki metafaz-
I kromozomlar1 incelenmistir. Gergeklestirilen incelemeler
sonucunda, tiiriin Xy cinsiyet belirleme sistemine sahip oldugu
belirlenmistir. Yapilan dlgiimlerle, X kromozomunun karyotipteki
en bilylk kromozom oldugu, y kromozomunun ise X
kromozomuna ve diger otozomlara kiyasla biraz daha kiigiik

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.11 Cephalostenus elegans tiiriiniin (&) spermatogonial damlatma

preparasyonlarinda metafaz-I kromozomlari (a,b,c) ok:X ve y kromozomlari
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4. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizdeki sitogenetik caligmalarin biiyiik bir kismini sahip
olduklar1 tiir sayis1 ve gosterdikleri morfolojik ¢esitlilik nedeniyle
bocek gruplari olusturmaktadir (Holecova et al. 2008, Juan and

Petitpierre, 1991, http://www.genomesize.com;

http://www.uta.edu/karyodb/). Aynmi zamanda bdcek gruplariyla

yapilan sistematik c¢alismalarin yaninda molekiiler yontemlerin de
dahil oldugu bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Morfometrik ve molekiiler
sistematik caligmalara ilave olarak, son yillarda bocek gruplari ile
yapilan sitogenetik ¢aligmalar tiirler arasindaki kromozomal
farklilasmalar1 ortaya koymustur. Laena reitteri (Holecova et al.,
2008), Lagria villosa (Goll et al., 2012), Zophobas aff. Confusus ve
Nyctobates gigas (Souza et al., 2012) tiirleri ile yapilan ¢alismalarda,
tirlerin kromozom say1 ve morfolojileri belirlenmis, cinsiyet belirleme

sistemindeki farklilagmalar ortaya konmustur.

Tenebrionidae tiirleri ile gergeklestirilen sitogenetik calismalar
grubun tiir sayisina oranla olduk¢a sinirlidir. Yaklagik 25.000 tiir ile
temsil edilen Tenebrionidae familyasinin icerisinden yalnizca 250
tiriin diploid kromozom sayilari, morfolojileri ve kromozomal
cinsiyet belirleme mekanizmalar1 tanimlanmistir (Gokhman and
Kuznetsova, 2006). Bu durum ayni sekilde Tenebrionidae ailesinin
dahil oldugu Coleoptera takimi i¢inde gecerlidir. Yaklagik tiir sayisi
357.899 olan Kinkanatlilar icerisinde sadece 3.000 tiir ile sitogenetik
olarak ¢alisilmistir (Petitpierre, 1996).

Tenebrionidlerin sitogenetik ¢alismalar i¢cin model organizma
olmalarinin nedeni, tiim diinyada yayilis gostermesi ve taksonomik
olarak tanimlanmis tiir sayisinin da oldukga fazla olmasidir. Bu durum
gdz Oniine alindiginda, daha fazla sayida Tenebrionid tiiriiniin
sitogenetik olarak c¢alisilmast literatiire Onemli derecede katki

saglarken ayn1 zamanda bu c¢aligsmalardan elde edilecek olan
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kromozomal oOzellikler ile ilgili veriler grubun genom evriminin

anlagilmasina da 11k tutacaktir.

Bocek gruplarinda gergeklestirilen kromozom analizleri,
gonadlar, embriyonik hiicreler, tiikiiriik bezleri, serebral ganglionlar
ve bagirsak epiteli gibi cesitli dokulardan elde edilen preparatlar ile
gergeklestirilmektedir (Smith and Virkki, 1978). Bu canlilarda
somatik hiicrelerden ideal kromozom gorintiileri elde etmek dev
kromozomlarin gozlendigi Diptera ve Collembola takimlar1 haricinde
kolay olmamaktadir (Kogak, 2011). Gonadlar ¢ok fazla sayida
boliinen hiicreye sahip olmasi nedeniyle mitoz ve mayoz
kromozomlarinin farkli sathalarinin incelenmesine olanak saglamakta
ve bu avantajindan 6tiirli bocek gruplar ile gergeklestirilen sitogenetik
caligmalarda ¢alisma materyali olarak gonadlar kullanilmaktadir (Juan
and Petitpierre, 1990; Wolf et al., 1996; Palmer and Petitpierre, 1997).
Gonad hiicreleri ile gerceklestirilen ¢alismalar incelendiginde, en iyi
sonuclarin erkek gonad hiicrelerinden elde edildigi goriilmektedir.
Farkli  organizmalarin  dokularinda  morfolojik ve  yasam
dongitilerindeki farkliliklar nedeniyle sitogenetik calismalar sirasinda

preparasyon ve boyama asamalarinda farkliliklar goriilebilmektedir.

Tiir sayist ve morfolojik cesitlilige oranla bocek gruplari ile
yapilan sitogenetik ¢alismalarin az olmasi, drnekleme ve preparasyon
asamasinda karsilasilan giicliikkler ile aciklanabilmektedir. Bununla
birlikte tiirlerin sahip oldugu kromozomlarin kii¢lik boyutta olmalari
da sitogenetik ¢alismalar agisindan engel teskil etmektedir. Bocek
gruplarinin sahip oldugu kromozomlar kii¢iik ya da orta metasentrik
olup boyutlar1 1,5 pm ile 5 pm arasinda degiskenlik gostermektedir
(Juan and Petitpierre, 1990; Petitpierre, 1996). Bu nedenle bocek
gruplar ile gergeklestirilen ¢alismalarda cesitli preparasyon teknikleri
gelistirilmistir. Gelistirilen teknikler sayesinde, c¢aligilan tiirlerin
mitotik ve mayotik kromozomlar1 elde edilebilmektedir. Preparasyon
asamasindan sonra kromozomlarin daha belirgin hale getirilmesi,

karyotip analizlerinin yapilabilmesi agisindan oldukc¢a dnemlidir. Bu
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asamada c¢esitli boyama ve bantlama teknikleri gelistirilmistir. Bu
tekniklerin temeli, DNA segmentlerinin farkli boyanma 06zelligi
gostermelerine dayanmaktadir. Ozellikle kiigiik boyutlu kromozomlar
iizerinde uygulanan bantlama tekniklerinde bir takim zorluklarla
karsilagilmaktadir. Ancak son zamanlarda gelistirilen ¢esitli isaretleme
ve bantlama teknikleri ile bu zorluklar kismen ortadan kaldirilmistir.
Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi 6zellikle ribozomal
DNA dizilerinin fiziksel haritalanmas1 c¢alismalarinda 6n plana
¢ikmaktadir (Vitturi el al., 1999; Colomba et al., 2000a; 2000b;
Moura, 2002). 18SrDNA, Coleopter genomu igerisinde tlire 6zgii
olarak X kromozomu iizerinde yer almakta ve gliimiis boyama ile koyu
boyanan NOR (Niikleolar diizenleyici bolgeler) bolgeleri olarak ayirt
edilmektedir (Virkki, 1983; Virkki et al., 1984). Bu konuda Isocopris
inhiata ve Diabroctis mimas tiirlerine ilave olarak Geniates borelli,
Macraspis festiva, Pelidnota pallidipennis, Lygirus ebenus ve
Strategus surinamensis hirtus olmak tizere Scarabaeidae ailesine dahil
farkli tiirlerde molekiiler belirtegler kullanilarak sitogenetik ¢alismalar
gerceklestirilmistir (Bione et al.,, 2005a; 2005b). Buna ragmen
molekiiler belirtec ve bantlama tekniklerinin kullanildig1r ¢alismalar
Coleoptera takimi igerisindeki Tenebrionidae ailesine dahil olan
model organizmalar ile smirli kalmistir (Goodman et al.,, 2012).
Gelistirilen teknikler ve sitogenetik ¢aligmalara molekiiler yontemlerin
de dahil edilmesi ile birlikte tiirler arasindaki kromozomal farkliliklar

ortaya konabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda uygulanan yontemler arasinda mikro-yayma
ve damlatma-havada kurutma yontemleri yer almaktadir. Erkek
bireylerde damlatma ve havada kurutma yontemi tercih edilirken, disi
bireylerde mikro-yayma yontemi uygulanmistir. Disi bireylerin gonad
hiicreleri erkek gonad hiicrelerine oranla daha az sayida hiicre
igerdiginden disi bireylerle yapilan preparasyonlarda 1yi bir sonug elde
etmek kolay olmamaktadir. Bu nedenle mikro-yayma yonteminde ¢ok
sayida hiicrenin patlayip kromozomlarin daha iyi yayilmasindan

dolay1 disi bireylerde mikro-yayma yontemi tercih edilmistir. Mikro-
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yayma yontemi mitotik metafaz kromozomlarini elde etmek agisindan
daha iyi sonug¢ vermektedir. Mikro-yayma yonteminin damlatma ve
havada kurutma yontemine gore bir dezavantaji bulunmaktadir. Bu
dezavantaj, mikro-yayma yonteminde daha fazla hiicrenin patlamasi
ve doku pargalarinin yeterince ayristirllamamast nedeniyle
artefaktlarin olusabilmesidir. Pimelia tiirleriyle yapilan sitogenetik
caligmada, erkek bireylerin gonadlarindan elde edilen preparatlarda
mikro-yayma yontemi uygulanmistir. Preparatlarda mayoz evresinin
farkli sathalar1 goriintiilenerek metafaz-1 evresindeki kromozomlarda
C-bantlama  yontemi uygulanmistir.  Uygulamanin  ardindan
kromozomlardaki heterokromatik bolgelerin dagilimi belirlenmis ve
cinsiyet belirleme sistemindeki kromozomal farklilagmalar ortaya
konmustur (Pons et al., 2004). Scarabaeidae ailesine dahil olan
Pentodon bidens punctatum tiirtiyle yapilan sitogenetik ¢aligmalarda,
erkek bireylerin gonad hiicreleri ve disi bireylerin barsak epitel
hiicreleri  kullanilarak ~ damlatma-havada kurutma yOnteminin
uygulandigi sitogenetik preparatlar hazirlanmistir. Kromozomlarin
metafaz-1 ve metafaz-11 safthalarinin incelendigi preparatlarda CMA3
ve DAPI boyama ile FISH yontemi uygulanmistir. Gergeklestirilen
uygulamalarin ardindan kromozomlar tlizerindeki 18s rDNA bdlgeleri,
otozom ve cinsiyet kromozomlarindaki farklilasmalar tespit edlmistir
(Vitturi et al.,, 2003). Farkl tiirlerle gergeklestirilen calismalarda
uygulanan mikro-yayma  ve damlatma-havada kurutma
yontemlerinden elde edilen sonuglar, bu iki ydntemin sitogenetik
caligmalardaki 6nemini ortaya koymustur. Elde edilen veriler, tiirlerin
arasindaki kromozomal farklilasmalarin ve kromozom evrimin

anlagilmasinda oldukca 6nem tasimaktadir.

Bu c¢alismada Cephalostenus elegans tiiriiniin  karyotipi
belirlenmis ve kromozom sayisi 2n=18 (8 + Xy) olarak tespit
edilmistir. Tiirlin sahip oldugu kromozom sayis1 Coleoptera takimi
icerisinde atasal olarak kabul edilen 2n=20 kromozom sayisindan
(Agarwal, 1962) farkli oldugu goriilmektedir. Metafaz plaklarinda
gerceklestirilen incelemelerle tiiriin dahil oldugu grupta yaygin olarak
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goriilen Xy, sisteminden (Almeida et al, 2000) farkli olarak Xy
cinsiyet belirleme sistemine sahip oldugu ortaya konmustur. Karyotip
analizi sonucunda, X kromozomunun karyotipin en biiyiik
kromozomu ve y kromozomunun en kii¢iik kromozom oldugu tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 3.9). Cephalostenus elegans ile ayni1 tribe dahil
olan Scaurus cinsine ait Scaurus punctatus, Scaurus striatus ve
Scaurus vicinus tiirlerinde karyotip ve diploid kromozom sayilari
sirastyla 2n=20M 9+NeoXY, 2n=24M 11+NeoXY ve 2n=24M
11+NeoXY olarak verilmistir (Juan and Petitpierre, 1991).
Cephalostenus elegans tiirii ve Scaurus cinsine ait tiirlerin kromozom
sayist ve cinsiyet belirleme sistemi karsilastirildiginda birbirinden
farkli oldugu goriilmektedir. Veriler Cephalostenus elegans tiiriiniin
kromozom evriminde ve cinsiyet belirleme sisteminde ¢esitli
mekanizmalarm etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Bu mekanizmalar
kromozomal ya da yapisal yeniden diizenlenmeler sonucu meydana
gelebilmektedir. Bu nedenle, Cephalostenus elegans kromozomlarinin
detayl1 olarak incelenmesi tiiriin kromozom evrimine 6nemli derecede
katki saglarken ayn1 zamanda tiiriin sahip oldugu cinsiyet belirleme

sisteminin anlasilmasina da 1sik tutacaktir.

Cephalostenus elegans cinsinin kromozomlarinda sentromerik
ve yapisal heterokromatin dagilimini belirlemek amaciyla Ba(OH);
uygulamasinin ardindan C-bantlama yontemi gerceklestirilmistir.
Rutin Giemsa boyama ile tiiriin kromozomlarinda &zellikle telomer
bolgeleri olmak iizere heterokromatin bolgeleri goézlenmisse de
Ba(OH), uygulamasinin ardindan gergeklestirilen C-bantlamada
homojen bir boyanma gergeklesmistir. C-bantlama yonteminde
preparatlarin Ba(OH); ile muamele siiresi olduk¢a 6nem tagimaktadir.
Gergeklestirilen calismalarda farkli Ba(OH), konsantrasyonlart ve
muamele siireleri uygulanmig ve belirgin bir C-bantlama deseni elde
edilememistir. Belirgin bir C-bantlama deseninin elde edilemesi, tiiriin
kiiclik boyutta kromozomlara sahip olmasiyla baglantili olabildigi gibi
sitogenetik caligmalarda uygulanan yontemlerle de baglantili

olabilmektedir. Ayni1 zamanda Ba(OH); uygulamasi sonrasinda
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ozellikle mikro-yayma yontemi ile elde edilen preparatlarin yiizeyi
Ba(OH), kalintilar1 tutabilmekte ve bu durum kromozomlarin
gorlintiilenmesini  gliclestirmektedir.  Tiirlin ~ kromozomlarinda
Ba(OH), uygulamasinin ardindan gergeklestirilecek C-bantlama
yonteminde konsantrasyon ve uygulama siirelerinin tlire gore yeniden
optimize edilmesi, tirlin kromozomlarindaki heterokromatin
miktarinin belirlenmesini ve daha detayli karyotip analizlerinin
yapilmasini saglayacaktir. Tenebrionid tiirleri ile yapilan sitogenetik
caligmalarda y kromozomu hari¢ diger tiim kromozomlarda biiyiik,
belirgin heterokromatik bdlgeler bulunmaktadir (Petitpierre, et al.,
1995; Pons, 2004). Bireysel kromozomlarda heterokromatin miktar
%20 ile %50 arasinda degisebilmektedir (Petitpierre, et al., 1995;
Pons, 2004; Goll, 2013). Cephalostenus elegans tiiriiniin
kromozomlarindaki heterokromatik bolgeler géz Oniine alindiginda
(Bkz. Sekil 3.10) kromozom boyutlarinin heterokromatik bdlgelerin
gozlenmesine engel oldugu soylenebilir. Bu nedenle, Cephalostenus
elegans tiirinde heterokromatik bolgelerin dagiliminin belirlenmesi
icin sitogenetik ¢alismalarda yiliksek ¢oziiniirliik saglayan molekiiler

sitogenetik yontemlerin uygulanmasi 6nem teskil etmektedir.

Cephalostenus elegans tiiriiniin dahil oldugu Tenebrionidae
ailesi 1ile yapilan sitogenetik calismalarda AgNOR boyama
uygulamalarinin olduk¢a az oldugu goriilmektedir (Juan et al., 1993;
Vitturi et al., 1996). Tenebrionid tiirleri ile gergeklestirilen sitogenetik
caligmalar cinsiyet kromozomlarinin NOR bolgeleri ile iliskili
oldugunu gostermis ve bu bolgenin kromozomlarin ayrilmasi sirasinda
X kromozomu ile birlikte hareket ettigi gézlenmistir (Wolf, 1997).
Tentyria tiirlerinde  yapilan sitogenetik ¢alismada cinsiyet
kromozomlarinin NOR bolgeleri ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Kaya, 2015). Cephalostenus elegans tiiriiniin cinsiyet kromozomlari
incelenmis (Bkz. Sekil 3.11) ve mayoz evresinin farkli sathalarinda
uygulanan AgNOR boyama yontemi sonucunda olast bir NOR
bolgesine rastlanmamistir (Bkz. Sekil 3.7-3.8).
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CHIAS IV (Kato et al, 1994) analizleri sonucunda, ayni
kromozomun bulunduklar1 safhaya bagli olarak kromozom kol
indekslerinde bazi farkliliklar gozlenmistir. Bu nedenle ¢alisma
kapsaminda Cephalostenus elegans tiiriiniin karyotipini belirlemek
amaciyla, gerceklestirilen tim Ol¢iimlerde kromozom
yogunlagmasimnin  maksimum seviyede oldugu orta metafaz
safhasindaki kromozom setleri kullanilmistir (Bkz. Sekil 3.8).
Cephalostenus elegans tiiriiniin  kromozomlart morfolojik olarak
incelendiginde, otozomlarin metasentrik ve submetasentrik arasinda
degiskenlik gosterdigi, X ve y kromozomlarinin metasentrik yapiya
sahip oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 3.9). Tiirlin metafaz-1 ve
metafaz-I1 evrelerindeki kromozomlarin boyutunun yaklasik 3-4 pm

oldugu gozlenmistir (Bkz. Sekil 3.4).

Cephalostenus elegans tiirti ile gergeklestirilen sitogenetik
analizler, telomer bdlgelerindeki heterokromatin yogunlagsmasini
ortaya koymustur (Bkz. Sekil 3.6-3.10). Telomer bolgelerinde
gozlenen heterokromatinin varligi, tiiriin kromozomlarinda yeniden
diizenlenmelerin meydana gelmis olabilecegini diistindiirmektedir.
Cephalostenus  elegans tirii  ile gergeklestirilen — sitogenetik
calismalarda, molekiiler belirteg¢ ve bantlama tekniklerinin
uygulanmasi tiriin ~ kromozomlarinda  gbzlenen  yeniden
diizenlemelerin  belirlenebilmesine ~ 6nemli  derecede  katki
saglayacaktir. Tiirlin dahil oldugu Tenebrionidae ailesine ait bireylerin
kromozomlar1 arasindaki kromozomal varyasyonlar evrimsel agidan
tartistlmaktadir (Juan and Petitpierre, 1991). Kromozomlarda
meydana gelen kromozomal ve yapisal yeniden diizenlenmeler,
karyotip cesitliliginde ve tiir igi/tiirler arast kromozom evriminin
arastirllmasinda olduk¢a Onem teskil etmektedir. Bu nedenle,
Tenebrionid tiirleri gergeklestirilecek kromozom evrimi g¢alismalari

acisindan model organizmalar olmaktadir.

Bu calismada Tiirkiye’nin iki farkli lokalitesinde dagilis

gosteren Cephalostenus elegans tiiriiniin kromozom morfolojisi, sayisi
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ve cinsiyet belirleme mekanizmasi ilk defa belirlenmistir.
Cephalostenus cinsine ait Cephalostenus alziari Grimm, 1991,
Cephalostenus elegans Brulle, 1832, Cephalostenus demaisoni
Reitter, 1903c ve Cephalostenus orbicollis Menetries, 1836a olmak
tizere 4 farkli tiir bulunmasina ragmen (Lobl and Smetana, 2008), bu
tirler ile ilgili herhangi bir sitogenetik ¢alisma bulunmamaktadir.
Cephalostenus cinsine ait tiirlerin kromozomal ozellikleri ile ilgili
verilerin  yoklugu grubun genom evriminde etkili olabilecek
mekanizmalarin degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Bu c¢alisma
Tiirkiye Cephalostenus tiirlerinin kromozom 6zellikleri, genom ve

cinsiyet evriminin belirlenmesine yonelik dnciil bir ¢alisma olacaktir.
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