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Bu c¢alismada Cyprinidae familyasindan Cyprinus carpio (L.1758) ve Leuciscus
cephalus (L.1758)’un Beyler ve Germegtepe Barajlari’'ndaki populasyonlarimin
kromozom yap: ve sayilan incelenerek karyotipi yapilmig, NOR fenotipleri
belirlenerek her tiiriin populasyonlari kendi arasinda karsilagtirilmusgtir.

Baliklara % 0,1°lik kolkisin soliisyonu her 100 gr viicut agirhigma 1 mL olacak
sekilde intraperitonal olarak enjekte edilmis ve 3.5-4 saat sonra 6ldiirilerek bobrek
dokusu cikarlmustir. 0.075 M KCI’de hipotonize edilen bébrek doku, metanol-
glasial asetik asitte (Carnoy) (3:1) fikse edilerek takip eden diger asamalardan
sonra pH = 6.8°lik fosfat tamponunda hazirlanmis giemsa ile boyanmustir

Beyler ve Germegtepe Baraji Cyprinus carpio populasyonlarinda kromozom sayisi
2n=100"diir. Beyler populasyononunda kromozom formiili NF =152,
22m+30sm+48st-a, Germectepe  populasyonunda ise  NF =150,
20 m + 30 sm + 50 st-a seklinde bulunmugtur.

Leuciscus  cephalus’'un  Beyler  Baraji  populasyonunda  NF = 80,
18 m + 12 sm + 20 st-a, Germectepe populasyonunda NF = 82,
20 m + 12 sm + 18 st-a kromozom formiilii bulunmustur. Her iki populasyonda
kromozom sayisinin 2n = 50 oldugu tespit edilmistir.

“One-Step” metoduna gore belirlenen NOR fenotipi, her iki balik tiirliniin
populasyonlar arasinda heteromorfik farkliliklar gostermistir.

Bilim Kodu :401.01.03

Anahtar Kelimeler : Cyprinus carpio, Leuciscus cephalus, Karyotip, NOR Fenotipi
Sayfa Adedi IX+ 69

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Orhan ARSLAN



THE COMPARATIVE KARYOTYPE ANALYSES AND CHROMOSOMAL

NOR PHENOTYPES OF THE Cyprinus carpio (L., 1758) AND Leuciscus cephalus

(L., 1758) LIVE IN KASTAMONU BEYLER AND GERMECTEPE LAKES
(Ph.D. Thesis)
Sefa PEKOL

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY

July- 1999

ABSTRACT

In this study, structure and number of chromosomes were investigated, and
karyotypes were determined in Cyprinus carpio and Leuciscus cephalus of the
Cyprinidae family that were obtained from the population in Beyler and
Germegtepe lakes of Kastamonu in Turkey. The NOR phenotypes of these species
were determined, and the population of each species was compared.

A solution of 0.1% colchicine was injected into the abdominal cavity at a ratio of

1-mL per 100-g of body weight. 3.5-4 hours later, the fish were killed and kidneys -

removed. The hypotonization of the kidney tissue was performed with 0.075 M
KCl, fixation was conducted in a mixture of methanol and glacial acetic acid in the
ratio 3:1 (v/v). Finally, it was stained in giemsa, which was prepared in a
phosphate buffer solution (pH = 6.8).

The Cyprinus carpio populations of Beyler and Germegtepe lakes have a
chromosome number 2n=100. The chromosome formula of the Beyler lake
populations was found as NF =152, 22 m + 30 sm + 48 st-a, in the Germegtepe
population it was NF = 150, 20 m + 30 sm + 50 st-a.

For Leuciscus cephalus, in the Beyler population; NF = 80, 18 m + 12 sm + 20 st-
a, in the Germegtepe population, NF=82, 20m+12sm+ 18st-a. The
chromosome number for these two populations was determined as 2n = 50.

According to the “One Step” method, heteromorphic differences are shown
between the populations of these two fish species.
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1. GIRIS

Her gecen giin artan diinya niifusu beraberinde yetersiz beslenme ve aglik
sorununu getirmektedir. Bu problemin ¢oziim yollarindan biri dogal
kaynaklarin bilingli bir sekilde degerlendirilmesidir. Tiirkiye, su kaynaklar1 ve
buna bagl olarak su tiriinleriyle 6nemli bir potansiyele sahiptir. Denizlerde
yapilan asir1 avcilik ve kirlenme nedeniyle balik populasyonlarindaki azalma,
tath su baliklar1 ve yetistiriciligi konusundaki ¢aligmalar artmustir. Saglikli,
ekonomik bir alternatif olarak tatli su baliklar1 hayvansal protein yoniinden
onemli bir besin kaynagidir. Bu amagla i¢ sulanmizdaki balik tiirleri tizerinde
cografik ve ekolojik sartlar altinda biiylime oranlar1 ve biyolojik 6zellikleri ile

ilgili ¢cok sayida arastirmaya rastlanmaktadir.

Baliklarin  biyo-ekolojik sartlarindaki biiyime ve {ireme gibi gelisme
performansinin belirlenmesi kadar, genetik yapisin da tespiti Snemlidir.
Cunki tirtin sahip oldugu genetik yap: tiire ait 6zellikleri ortaya koyacaktir.
Tiirsel 6zelliklerin bilinmesi sadece temel bilim agisindan degil, balik 1slahi ve
isletmeciliginin gerektirdigi bilgilere 151k tutmasi bakimindan da Onemlidir.
Turkiye’de bu giine kadar yapilan ¢alismalarda biiyiik bir genetik zenginligin
oldugu ortaya c¢ikmustir. Bu genetik zenginligin, insanlarin ihtiyaglan

dogrultusunda kullanilmasi icin net olarak ortaya konmasi gereklidir.

I¢ sularimizda dogal olarak 26 balik familyas: ve bu familyalara ait 192 tiir
ve alt tiir mevcuttur (Kuru, 1980).

Cok degisik cografi yapilarin goriildiigii iilkemizde 149 degisik tiirde
baligin 26 havzada dagilim gosterdigi belirtilmektedir (Demirsoy, 1996).

Cyprinidae familyast 29 cins, 62 tiir ve 22 alt tiir ile lilkemizde yasayan
kemikli baliklarin biiyiik bir kismini olusturur (Geldiay ve Balik, 1988).



Cyprinidae familyasindan Cyprinus carpio (pullu sazan) hastaliklara, koti
cevre sartlarina kars1 dogal dirence sahip, diinyada ¢ok degisik cografik
bolgelere dagilmis en popiiler baliklarin birisi olup, biiyiik bir ekonomik

oneme sahiptir (Al-Sabti, 1986b).

Ulkemiz sularinda da ¢ok yaygin olarak bulunan C. carpio’da viicut yanlardan
yassilasmis ve biiyiik pullarla kaphdir. Yan ¢izgide 26-30 pul bulunur. 1ki ¢ift
biyiklar1 vardir. Boylari 1 m., agirliklar1 30 kg. kadar olabilen bu baliklar 3-
4’iincli yaslarinda eseysel olgunluga ulagirlar. Nisandan hazirana kadar
1.000.000-1.600.000 arasinda degisen yumurta, disi balik tarafindan bitkilerin
bulundugu sig alanlara birakilir. Erginleri omnivor bir beslenme ozelligi
gosterir. Su sicakliginm 2-5°C oldugu kis aylaninda beslenmezler ve su
tabanindaki ¢amurlu alanlarda kis uykusuna yatarlar. Oksijen yokluguna kars:
dayanikli olan bu baliklarda biiylime ¢ok hizlidwr, yilda 5 kg. kadar agirlik
kazanabilirler. Ozellikle 15. ve 16. yiizyillardan sonra durgun ve sicak sularda
vapay olarak iretilmeye baslanmistir. Denetim altina alinan c¢aprazlamalar
sonucunda viicudun bazi bolgelerinde pul i¢eren aynal sazanlar elde edilmistir.
Eger caprazlamalardaki denetim kaldirilirsa yeniden pullu bireyler sekline
donistirler. Cyprinidae’nin en genis cografik dagilig gosteren tiirlerinden olup

etleri lezzetlidir (Kuru, 1994).

Tirkiye i¢ sularinda ticari amagla avciligl yapilan ekonomik balik
tlrlerimizden Sazan (Cyprinus carpio), Sudak (Stizastedion lucioperca) ve
Turna (Esox lucius)’min 1980’lerden itibaren giderek azalmasma bagh
olarak Leuciscus cephalus’un ekonomik amaglarla avciligi da son yillarda

artis géstermis ve onem kazanmistir (Altindag, 1995).

Tatli su kefali esas olarak Avrupa’da akan sularda bulunmustur. Yasama
ortami, suyun Kkalitesi onemli degildir. Sehir atik sularmin bulundugu

akarsularda bile yasayabilmektedir (Al-Sabti, 1986b).



Leuciscus cephalus’da viicut kalin yapili ve yanlardan cok hafif basiktir. Bas
bilyiik, genis ve {istten bakildiginda yuvarlagims: goriintistedir. Agiz genis ve
hafif egik yapida olup, ¢eneler birbirine esit uzunluktadir. Boylar1 en fazla 80
cm. agirhigr ise 4 kg. kadar olabilir. Renk, viicudun sut kisminda koyu olup,
mavi-yesil renkte metalik yansimalar gosterir. Bu koyu renk van taraflara dogru
gittikce acilir ve karmn kisminda sari-beyaz bir goriiniis kazanir. Bu tiir
genellikle sularin yiizeyine yakin zonlarinda biiyilk gruplar halinde yasarlar.
Omnivor karakterli olan bu baliklar genellikle her ¢esit sucul bocekleri, kurtlart,
mollusklari, balik yumurtalarini, ¢esitli su bitkilerini ve tohumlarini yiyerek
gecinirler. Cinsel olgunluga 3-4 yasinda erisen her bir disi balik 200.000 kadar
yumurta verebilir. Eti lezzetli ancak kil¢iklidir. Bununla beraber kirsal kesimde
vasayvan halk tarafindan 6zellikle ilkbahar ve yaz mevsiminde kiigiik dere ve
caylardan bol miktarda avlanir ve besin olarak tiiketilir. Biitlin Avrupa ve
Karadeniz, Hazar Denizi ve Azak Denizi Havzalari ile Kafkasya’da genis bir
vayilig gdsteren bu tiir, Anadolu’daki biitiin i¢ sularda yayllrnls durumdadir
(Geldiay ve Balik, 1988).

Besin kaynagi olarak tath su baliklarindan yararlanmak ve {retim
verimliligini arttirmaya yardimci olmak amaciyla Kastamonu yoresi ve
Turkiye genelinde Cyprinus carpio, Leuciscus cephalus ve diger balik
tirlerinin biyolojik 6zellikleri {izerine bazi arastirmalar yapilmistir (Saylar,
1995; Erdem, 1994; Yerli ve Zengin, 1998; Cetinkaya, 1992; Yilmaz, 1994;
Gil, 1994; Karatas, 1995; Geldiay ve Balik, 1972).

Cevre kirlenmesi ve baliklar {izerine etkisi konularinda da arastirmalara

rastlanmistir (Karahan, 1991; Canli, 1996).

Biyo-ekolojik ozelliklere ve ¢evre sartlarna bagl olarak degisebilen dis
morfolojik karakterlere gore yapilan sistematik ve taksonomik calismalarda

zaman zaman problemler ortaya ¢ikmaktadir (Amemiya ve Gold, 1990a).



Kromozom sayist ve morfolojisi, ¢evresel faktorlerin etkisiyle degisime
ugravan diger Kkarakterlere oranla sabittir. Kromozomlar kalitim
mekanizmas1 ile gergek bir baglanti halindedir ve evrimsel degismenin

temelini olustururlar.

Giiniimiizde taksonomik problemlerin ¢6ziimiinde, sitolojik karakterlerden
bityiik Olglide yararlanilmaktadir. Farkli taksonlar arasinda, tartigmali
taksonomik problemlerin ¢6ziimiinde ve tiirlerin evrimsel yonden akrabalik
iliskilerinin  belirlenmesinde sitotaksonomik ¢alismalar 6nemli yer
tutmaktadir. Bu a¢idan bir tiirlin kromozom sayisi ve morfolojisi &nemli bir

taksonomik 6zellik olarak kabul edilmektedir (Tokur, S. ve ark., 1988).

Chen (1971), Uyeno ve Miller (1973), Thompson (1979), Cucchi ve
Baruffaldi (1990). Legrande (1981), Uyeno ve arkadaglar1 (1983) gibi bazi
aragtiricilar  baliklara ait karyotip c¢alisma sonuglarini sistematik ve

taksonomik problemlerin ¢6ziilmesinde kullanmiglardir (Amemiya, 1990b).

Bir bireyin mitotik metafazda belirlenebilen kromozom takiminin
morfolojisi karyotipini olusturur. Karyotip analizleri bir bireyin kendi
genomu icindeki kromozomlar1 birbirleriyle karsilastirmada kullanilir. Bir
bireyin diger bireylerden kromozom yapilart bakimindan farklarinin
belirlenmesinde bilgi verir. Ayrica bireylerin kromozom 6zellikleri yoniinde
aralarindaki ilgiyi ortaya koymak bakimindan da yarar saglar. Karyotip
analizinde kullamilan ©Onemli kriterler; Kromozom sayisi, biylikligg,
morfolojisi (sentromerin konumu, kromozom kollarinmn oransal iligkisi,
sekonder bogum vyeri ve olusturduklart satellitlerin varhg) ve B

kromozomlarimin bulunusudur (Yakar, 1987).

Teleost (kemikli) baliklar iizerinde 1960°lardan bu yana yapilan karyolojik
calismalar genetik, taksonomi ve gevre kirlenmesi gibi arastirmalara énemli

katkilar saglanmistir. Teleost baliklarda diger omurgalilara nazaran



karyolojik ¢alisma daha az yapilmistir. Clinkli teknik olarak uygulanmast
daha zordur. Ozellikle bir ¢ok balikta kromozomlarin kii¢iik ve ¢ok sayida

olusu karyotip yapimini giiglestirmektedir (Rivlin et al., 1985).

Yeryiizinde Agnatha (¢enesiz baliklar), Chondrichthyes (kikirdakli baliklar)
ve Osteichthyes (kemikli baliklar) {i¢ ayr1 smifi olusturan 20 bin-23 bin
arasi oldugu tahmin edilen balik tiirliniin ancak %10’unun karyotipinin

yapilabildigi rapor edilmistir (Legrande, 1990).

Karyolojik c¢alismalarda temel olarak dogrudan (direkt) ve dogrudan

olmayan (indirekt) seklinde iki metod uygulanmaktadir.

Dogrudan tekniklerin kullanimiyla 1sik mikroskoplar:t i¢in kromozom
preparatlari  hazirlamak miimkiindiir. Nisbeten kolay olan dogrudan
teknikler, ucuz kimyasal madde ve cihazlarin kullanildig: sonuclarin hizl
elde edildigi yontemlerdir. Metotta kromozomlar bobrek, solungag,
karaciger, ylizge¢ gibi mitoz bolinmenin ¢ok oldugu dokulardan kolkisinin
(Colchicine) mitostatik etkisi  kullanilarak elde edilir. Kolkisin
enjeksiyonundan sonra balik 6ldiiriliir ve hiicre 6rnekleri lam iizerine ¢esitli
sekillerde nakledilir. Direkt yontem cesitli arastiricilar tarafindan baliklar
izerinde kullanilmig ve gelistirilmistir (Denton, 1973; Kligherman ve

Bloom. 1977; Hartley ve Horne, 1983; Rivlin ve ark., 1985).

Klinkhardt (1991) calismasinda baliklar {izerinde uygulanan kromozom

hazirlama tekniklerini ve kullanan arastirmacilar1 detayli olarak vermistir

(Sekill.1).



Sekil 1.1.
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Balik kromozomlarinin tetkike hazirlanmasinda kullamlan
cesitli yontemler. (1) Yenilenebilir doku elde etmek amaciyla
yiizgec kesimi, (2) Muhtemel bir 6n uygulama olarak mitoz
uyaricilarmin enjeksiyonu, (3) Mitostatik madde enjeksiyonu,
(4) Mitostatik madde igeren ortamda inkiibasyon, (5) Organ
veya doku orneklerinin almmasi, (6) Siispansiyon hazirlanist,
(7) Santrifiyj, (8) Hipotonik uygulama, (9) Fiksasyon, (10)
Yayarak lama alms, (11) Damlatarak lam {iizerine
siispansiyonun dagitilmasi (Klinkhardt, 1991).
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Sekil 1.2. Gelistirilmis kromozom hazirlama teknikleri. H’den L’ye kadar olan
asamalar, kromozom hazirlanmasinda oOrneklere yapilan 6n
uygulamay:r doku Omeklerinin  kaynagmi ve  almgim
gostermektedir. Daha sonraki asamalar C, D ve E’de gosterildigi
gibidir. (12) Yumurtadan blastodisk’in vakumla almusi, (13)
Yumurtanin kesilerek embriyonun alinsi, (14) Doku kiiltiirii i¢in
orneklerin alimisi, (15) Lokosit kiiltiirii i¢in kan o6rneklerinin
alinisy, (16) Omegin ezilerek dagitilmasi (Klinkhardt, 1991).



Uygulanan yontemler igerisinde baliklarin kolkisin (Colchicine) ile 6n

muameleye tabi tutulmasi olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir.

Kolkisin ig ipliklerinin olusumunu engelleyerek mitoz boliinmenin gesitli
safhalarinda olan kromozomlarin hareketini engeller. Anafazda
kromozomlarin kutuplara hareketinin engellemesiyle boliinmenin metafaz
asamasinda kalmasi saglanir. Ayni zamanda kromozom boylarim kisaltict

etkisi vardir (Elci, 1982).

Kolkisin kullanimu ile ilgili olarak c¢esitli arastiricilarin yapmis oldugu

uygulamalar ve balik tiirleri su sekildedir (Cizelge 2.1)



Cizelge 2.1. Cesitli balik tiirlerinde C, D ve E metodlar i¢in mitotik
inhibitér konsantrasyonu, enjeksiyonunun yapildig1 bdlge,
doz, bekleme stiresi (Klinkhardt, 1991).

Kullanilan mitotik | Enjeksiyonun Bekleme
Arastirmaci -uant “an mrtott JEKsIyon Doz (*) siiresi Balik tiirii
inhibitér konstr. |yapildig: bolge
(saat)
Rab, 1981 Colcemid %0,1 Intraperitonal |1 mL/50g 2 Bar{)u;
bariloides
Arai et al., C e Haliotis discus,
1982 Colchicine () Intramuscular {5-15 g/g 8-15 H discushannai
idaetal., s -
1982 Colchicine %0,3 - 0,06-0,3 mL () 12 |Sebastes spp.
Intraperitonal Hibrit
Arai, 1984 Colchicine %0,02 ve 1 pg/g 5-20 .
solmonidler
Intramuscular
Rivlin et al., - . Apogon
1985 Colchicine Intraperitonal [0,025-0,15 mg/g 2-6 maculaius
}Jgeg;) ctal, Colcemid Intraperitonal 0,5 pg/g 3 Cobitidae
Reddy and TN A -
John. 1986 Colchicine %0,01 Intramuscular [0,5-1,0ml/100g 3-4  |Cyprinidae
Chourrout and e osp e . .
Hoppe, 1986 Colchicine %0,5 ()| Intramuscular |3 mL/1kg 4 \Salmo gairdneri
?S‘gsga“d Das. \colchicine %0,08 - 0,5 mL/100g 2-3  |Cyprinidae
Hartley, 1988 |Colchicine Intraperitonal 25 pg/g 6 \Salmo solar
*) Doz viicut agirligina gore ayarlanmaistir.

(**)  Kolkisin deniz suyu ile karisik (27g NaCl, 0,07g CaCl,, 4,6g
MgCl,, ve 0,5g NaHCOs) suda ¢oziilmiis, 1000ml (distile su) olarak
enjekte edilmis.

(***) Doz 100 mm standart uzunluga baglh

(****) Kolkisin %0,8 NaCl soliisyonunda ¢6ziilmiistiir.

Cyprinidae familyasina ait cesitli balik tiirleri {izerinde yapilan caligmalarda
Reddy ve John (1986), kolkisin enjeksiyonunu intramuscular olarak enjekte
etmis Das ve Das (1988), her 100g agirlik i¢in 0,5ml enjekte ettikleri
kolkisin icin 2-3 saat bekletmislerdir.



Cizelge 2.2. Cesitli arastirmacilara gore hipotonik ¢ozelti tiirii, konsantrasyon,
bekleme siiresi, kullanilan doku ve organlar (Klinkhardt,

1991).

Bekleme Organ Stire
Hipotonik Arastirmacilar doku Konsantrasyon (dk)
ortam
Destile su Dawley, 1987 Yiizgeg - 60
Destile su Baksi and Means, 1988 Yumurta - 90
Destile su Garcia Vazquez et al., 1988 | Solungag - 45
KCl ¢ozeltisi | Rab, 1981 Bobrek 0,075 M 15
KCl ¢ozeltisi | Arai et al., 1982 Solungag 0,075 M 50-60
KCl ¢ozeltisi |Idaetal., 1982 Solungag 0,01 M 30-45
KCl ¢ozeltisi | Arai, 1984 Embriyo 0,075 M 50-80
KClI ¢6zeltisi | Ueno et al., 1985 Bobrek 0,045 M 30
KCl ¢ozeltisi |Rivlin et al., 1985 Solungag 0,075 M 20
KCl ¢6zeltisi | Hartley, 1988 Bobrek % 0,4 20-30
KCl ¢ozeltist | Philips and Hartley, 1988 Embriyo 0,075 M 60
KClI ¢6zeltisi | Cattin and Ferreira, 1989 Yiizgeg 0,075 M 30-45
Sodyum sitrat N

NON Reddy and John, 1986 Bobrek % 0,8 20
cozeltisi

Embriyo-
Sodyum sitrat Solungag- 0 n
cozeltisi Chourrout and Hoppe, 1986 Bbrek- % 0,8 20-30
Dalak

Sodyum sitrat | ry - nd Das, 1988 Bobrek % 0,8 30
cozeltisi

Dogrudan yontemde Hartley (1988), Das ve Das (1988), Reddy ve John
(1986) bobrek dokuyu kullanmislardir.
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Hipotonik ¢ozeltinin etkisi doku pargasi biiylidikge uzun zaman
gerektirecegi, doku parcas: kiigiildiikge hipotonik etki siiresi kisalacagi

bildirilmistir (Klinkhardt, 1991).

Cizelge 2.3. Cesitli arastirmacilara gore kullanilan boya cesitleri,
konsantrasyonu, pH ve boyama siiresi (Klinkhardt, 1991).

Aragtirmacilar Boya Konse(lf;;asyon pH ?CI;S
Rab, 1981 | Giemsa 10,0 6,8 -
Ratty et al., 1986 Giemsa 10,0 6.8 90
Arai, 1984 Giemsa 3,0 6.8 -
Reddy and John, 1986 Giemsa - 6,8 -
Das and Das, 1988 Giemsa 10,0 7,0 90
Rivlin et al., 1985 Giemsa 4,0 6,8 3-4
Beck et al., 1984 Giemsa 10,0 - 30
Chourrout and Hoppe, 1986 | Giemsa 4,0 - 30
Baksi and Means, 1988 Giemsa 10,0 - 20
Cattin and Ferreira, 1989 Giemsa - 7.2 -
Garcia Vazquez et al., 1988 | Giemsa - - 10
Gold et al., 1986 iﬁzfﬁe orange (5):(1) 6’8:7’2 10;13
Pleyle et al., 1989 Atebrin solution 0,5 - -
Dawley, 1987 Aceto-Orcein - - -
Stene, 1987 Aceto-Orcein 2,0 - -
Lieder, 1953 &a;'rertllllr(l asitte) - - -

Aragtirmacilarin kromozom boyamada genel olarak giemsay: tercih ettikleri

ve boyanin pH degeri 6.8 olan tampon ¢ozelti ile hazirlandig: goriilmektedir.

Dogrudan metodun 6zelliklerini su sekilde belirtilmektedir;



=  Metodun uygulanabilmesi i¢in kullanilan alet ve kimyasal maddeler
cok pahali degildir.
= Kullanilan teknikler pratik ve hizlidir.

» Kromozom ve bandlama ¢alismalari igin yeterince ve ihtiya¢ duyulan

kalitede metafaz elde edilebilmektedir (Rivlin ve ark., 1985).

Dogrudan olmayan metod ¢esitli doku hiicrelerinin 6zellikle kan doku
kiiltiiriiniin yapilmas: esasmna dayanmaktadir. Ojima ve Hitotsumachi
(1967), Hitoshi ve arkadaslar1 (1978), Ojima (1982), Blaxhall (1983),
Wiberg (1984), Amemiya ve arkadaslar1 (1984) gibi arastiricilar invitro
yontemi kullanmiglardir. Metod Kkolkisinin yaninda phtohaemogglutin
(pHA) gibi mitotik uyaricilarin kullanilmasina izin vermektedir (Cucchi ve

Baruffaldi. 1990).

Hiicre kiiltiirii ile yapilan kromozom ¢alismalarinin sagladigi avantajlar su

sekilde siralanmistir;

» ok sayida metafaz dagilimi elde edilebilir,
» Kiiik bir bireyden birkag tane preparat hazirlanabilir.

» Akvaryumda uzun siire, muhafaza edilen ©6rmek baliklar tekrar

kullanilabilir.

= Amaca uygun kromozomlarin bulundugu metafazlar elde edilebilir

(Amemiya ve ark., 1984).

Standart karyotiplerin yapilabilmesi 1yi yayimis, amaca uygun
kromozomlarin elde edilmesiyle miimkiindiir. Ancak ¢ogu balik tiiriinde
kiicitk ve cok sayida kromozomlarin bulunusu saglikli karyotip yapimini

zorlastirmaktadir (Gold ve ark., 1980).

Cesitli canli topluluklarinin birbirine benzemeleri genetik yapilariyla
yakindan ilgilidir. Populasyonlarin genetik yapilari hakkinda bilgi sahibi

olunmas:1 onlar1 birbirinden daha dogru olarak ayit edebilmeyi



saglayacaktir. Bu amagcla kullanilan tekniklerden biri de kromozom
{izerindeki bazi ozelliklerden yararlanarak cesitli isaretler elde etmektir.
Sistematigin yapilmasinda kromozoma ait temel referans elemanlarinin
kullanilmasma gerek vardir. Ozel islemlerle kromozom boyunca
olusturulabilen farkli boyanmis alanlar, kromozomlarda sabit bolgelerde
ortaya cikmaktadir. Bu isaretlerden faydalanilarak kromozomlarin ve
genomlarin taninmast genomlarda meydana gelen degisikliklerin tespit
edilebilmesi miimkiin olabilecektir. Ayrica gen haritalamas: gibi kromozom
iizerinde lokalizasyonun belirtilmesi gereken durumlar icin de vazgecilmez

bir yontemdir.

Pratikte klasik giemsa boyamasi ile Kkaryotipleri birbirinden ayirmak,
tammlamak mimkiin olmayabilir, buna karsin NOR (¢ekirdekgik
organizatoril) calismasi ile karyotipleri birbirinden ayirmak miimkiindiir.
Baliklarda standart karyotiplerin yapilmasindaki zorluklar bandlama
yontemlerinin kullanilmasini giindeme getirmistir. Ancak NOR yada C gibi
bandlamas1 uygulanabilen metotlar baliklar i¢in sinirli sayidadir (Hartley ve

Horne, 1985).

NOR; kromozomun bolca rRNA genlerine sahip, cekirdek¢ik ile birlesen
bolgesidir (Karol ve ark., 1998).

Kromozomlarda bulunan NOR bélgeleri giimiis nitrat ile yogun olarak
boyanmaktadir. Bu bolgeler akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda ve
satellitlerinde bulunmakta, koyu kahverengi veya siyah tonunda boya

almaktadir.

Kromozomlar iizerinde giimiisle boyanan NOR bolgelerinin 18s ve 28s
ribozomal RNA genlerini gésterdigi diisiintilmiistiir. Tahmin edildigi tizere

bir Onceki interfazda kopyalanmistir. Giimiis boyama; NOR ile ilgili
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nonhiston proteinin secici olarak iyonik giimiis ile baglanarak glimiisiin

indirgenmesi ile meydana gelen bir reaksiyondur (Gold ve ark., 1990).

Kromozom iizerindeki 6zel isaretleyici konumu nedeniyle genel olarak
NOR bolgeleri sistematik ve taksonomik isaretleyici olarak kullanilmigtir

- (Amemiya ve Gold, 1990a; Gold, 1984).

Balik kromozomlarinda ¢ekirdek¢ik organizatorii bolgelerinin  ortaya
cikarilmasiyla ilgili metodlar ¢esitli bilim adamlar tarafindan ¢alisilmigtir
(Howell ve ark., 1975), Goodpasture ve Bloom (1975)’un giimiis boyama
teknigi ile kromozomal NOR bolgeleri tanimlanmistir. Balik tiirlerinde
NOR fenotiplerinin belirlenmesinin yani sira 6zellikle tiir i¢i ve tiirler arasi
NOR varyasyonlarinin ortaya ¢ikarilmasi konusunda ¢alismalar
yvogunlasmistir (Galetti ve ark., 1984; Moreira ve ark., 1984; Amemiya ve

Gold, 1986; Mayr ve ark., 1987; Thode ve ark., 1988).

Tur ici ve tirler arasindaki heteromorfizmin dort kategoride

degerlendirilebilecegi belirtilmistir. Bunlar;
a) Genom basina mutlak NOR sayisi
b) NOR’larin pozisyon veya kromozomal yerlesimi
¢) NOR’larin buiytikliigii
d) Hiicre basina aktif NOR’larin dagilimi

a ve b turler arasi, ¢ ve d tiir ici heteromorfizmin belirlenmesinde

kullanildig1 bildirilmistir (Gold, 1984).

Tiir ici NOR heteromorfizminin degerlendirildigi bagka bir ¢alismada; Tiir

ici NOR heteromorfizmi {i¢ tipte tanimlanmistir ki bunlar;

1. NOR biiyiikliigii, NOR boyu heteromorfizmi: Bu tipte homolog
kromozomlarinin NOR bolgeleri farkl: biiyiikliiktedir.
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2. NOR silinmesi: Iki homolog kromozomunun bir tanesinde NOR
silinmistir.
3. NOR aktivite heteromorfizmi

Ug tip heteromorfizmden giimiis boyama teknigi ile NOR biiyikligt ve
NOR silinmesi ile ilgili heteromorfik durumlarin belirlenecegi rapor
edilmistir. NOR aktivite heteromorfizminin ise Chromomycin Aj gibi 6zel

boyalar ile belirlenebilecegi belirtilmistir (Amemiya ve Gold, 1986).

Simdiye kadar yaymmlanmis bilgiler baliklardaki kromozomal NOR
verilerinin. tiir i¢i ve tiirler arasi farkliliklarin diger diisiik seviyeli
omurgalilar olan siirtingen, kurbaga gibi canlilarn NOR verilerine
uygulanabilirligi ve neticeleri bakimindan benzerlik gosterdigi yoniinde

olmustur (Schmid, 1982; Bickham ve Rogers, 1985).

Interfaz ¢ekirdegindeki NOR sayisi ile yapay olarak iiretilen poliploid
baliklarin ploid seviyesinin belirlenebilmesinin miimkiin olabilecegi de ileri

siirilmiistiir (Phillips ve ark., 1986).

NOR boyama tip alaninda da kullanilmaktadir. Kromozomal NOR sayisi
hiicresel aktivite durumunu veya bu hiicrelerin habis potansiyelini yansittig1

bildirilmistir (Platon ve ark., 1986).

Bu arastirmaya konu teskil eden C. carpio (L.,1758) ve L. cephalus
(L.,1758) ve Cyprinidae familyasinin diger tiirleri ile ilgili yapilan
sitogenetik calismalara ait tespit edilebilen literatiir ozetleri kronolojik

siraya gore asagida verilmistir.

C. carpio’nun karyolojisi bir¢cok arastimaci tarafindan calisilmig ve
kromozom sayist 2n = 98-104 arasinda bulunmustur (Makino, 1939; Ohno
ve ark., 1967; Ojima ve arkadaglari, 1972; Kirpichnikov, 1973; Marian ve
Karsznai, 1978; Berberovic, 1980).
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L. cephalus’un kromozom sayisi Berberovic ve Sofradzija (1972) ve Hafez

ve ark. (1978) tarafindan 2n = 50 olarak bulunmustur (Al-Sabti, 1986b).

Denton (1973), C. carpio (L.,1758) ve diger bazi balik tiirlerine ait
kromozom sayilar1 ile ilgili vermis oldugu listesinde, pullu sazanin

kromozom sayisin1 2n = 100-104 olarak gdstermistir.

Galetti ve arkadaslar1 (1984) Cypriniformes; Anastomidae familyasina ait 8
tiriiniin NOR dagilimlarim karsilastirmali olarak caligmislardir. Preparatlar
havada kurutma teknigi ile bébrek hiicrelerinin kullanilmasiyla hazirlanmas,
NOR bantlama Goodpasture ve Bloom (1975)’un giimiis boyama teknigi
kullanilarak yapilmustir. Incelenen biitiin tiirlerin muhtemelen homolog olan

bir ¢ift kromozomlarinda NOR varlig: tespit edilmistir.

Rivlin ve arkadaglari (1985) kromozomlari dogrudan elde ettikleri
calismalarinda, havayla kurutulmus, giemsa ve giimiis boyama ile yapilan
metodun  detaylarini  Apogon maculatus Uzerinde agiklamiglardir.
Kromozomlar1 solungag¢ epitelinden elde ettikleri yontemde, karyotip ve
bantlama c¢alismalar1 i¢in yeterli metafaz miktarinin  bulunabildigini
bildirmislerdir Fisher ve Rachlin (1972), Arcement ve Rachlin (1976) ve
Rahlin ve ark. (1978) gibi arastiricilarin kendi yontemleriyle kiigiik farklar
disinda aym oldugu ve genel olarak cogu laboratuvarda kolayca
uygulanabildigini gostermislerdir. Ayrica kolkisin stiresinin tespitinde balik

20 cm. den biiyiikse en az 6 saat bekletilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Yontemde baligin her 1 gramu icin %0,1°lik 0,025-0,15 mg kolkisin enjekte
edilmistir. 2-4 saat boyunca iyi havalandirilan akvaryumda bekletildikten sonra
numuneler baglann  kesilerek, boynu vurularak ya da %0,1’lik triasin
metanosulfat icinde operkiil hareketi sona erinceye kadar bekletmek suretiyle
oldiiriilmiistiir. Solungaglar ¢ikarilarak 0,075 M KCI iginde 20 dakika siireyle

hipotonik muamele edilmistir. Siire sonunda 0-4 Co de metanol glasial asetik
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asit (3:1) karnisimuyla fikse edilmistir. Fiksatif her 10 dakikada bir olmak {izere
iic defa degistirilmis (Denton, 1973)'e gore 30 dk sonunda solungaclardan
ezme yontemiyle lam tizerine hiicreler alinmms ve havada kurutularak boyanmis-
tir. Arastirmada NOR boyama Dev ve Tantravahi (1982)’nin yontemiyle yapil-
dig1 bildirilmistir. Yontemde %50°lik giimiis nitrat (5g AgNO3, 10 mL distile
su) ve jelatin (2 g jelatin, 1ml farmik asit, 99 m. distile su) lam {istiine damlatil-

mis. 56°C de 3 dk siireyle bekletilerek glimiis boyama yapildigi rapor edilmistir.

Sola ve arkadaslar1 (1986) tetraploid orjinli Cyprinus carpio’nun kromozomal
NOR bolgelerini arastirmislardir. Kromozom preparatlart standart kan doku
kiiltiirii yontemiyle hazirlanmus, NOR bolgeleri Howell ve Black (1980)’in
giimiis boyama teknigi ile tammmlanmustir. Incelenen metafaz plaklarinm
timiiniin diploid (2n=100-104) oldugu ve biiylik cogunlugunda bir ¢ift
kromozomun aktif NOR tasidigim gozlemislerdir. Bir ¢ift kromozomun aktif
NOR tasidiginmt 125 plak i¢inde genelde biiyiik submetasentrik ¢iftinin her iki
homologunun kisa kollari boyunca aktif oldugunu bildirmislerdir.

Al-Sabti (1986a) ve (1990), Cyprinus carpio’nun dogal populasyonlarinda

kromozom sayisinin 2n = 100 oldugunu bildirmistir.

Al-Sabti (1986b) yaptigi baska bir arastumada ise Cyprinus carpio ve
Leuciscus cephalus’un Kkaryolojik yapilarini tanimlamigtir. Bu ¢alismada
Cyprinus carpio’nun kromozomlart 16kosit kiiltiirii yontemiyle elde edilmistir.
Kiiltiir ortamina 0,2 mL balik kani ekilmis, 6 giin sonunda 0,3 mL kolkisin
ortama ilave edildikten 3 saat sonra, 0,075 M KCI ile hipotonik islem yapilmis,
3:1 oraninda metanol-glasial asetik asit kullamilmak suretiyle fikse edilmistir.
Islem sonunda preparatlar %20°lik giemsa ile boyanmistir. Sonugta incelenen
metafazlardan 218’inde 2n=98 olarak bulunmugstur. Karyotipi 50 meta-
submetasentrik, 48 subtelo-telosentrik kromozomlarin olusturdugu ve NF = 148

temel kromozom sayisi olarak tespit edildigi bildirilmistir.
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L. cephalus’un karyotipi icin bobrek hiicreleri kullanilmistir. Baliklara
%0,6°lik kolkisin soliisyonu enjekte edilerek 5 saat sonunda bobrekler
alinmis, 0,005N KCI ¢6zeltisinde hipotonize edilmistir. Fiksasyon i¢in 3:1
oraninda metanol-glasial asetik asit karisimi kullanilmis ve %20°lik Giemsa
ile boyanmustir. Sonucta 2n = 50 kromozomlu metafazlarin 34 tanesi meta-
submetasentrik, 16 tanesi subtelo-telosentrik, NF = 84 olarak bulundugu

rapor edilmistir.

Rab ve arkadaslari (1989) Amur nehrinden elde ettikleri C. carpio
haematopterus’un karyotipini ¢aligsmiglardir. Bu ¢alismada olgun disi ve
erkek bireyler ile olgunlasmamis baliklar kullanmislardir. Kromozom
hazirlanis1 bobrek hiicrelerini kullanmak suretiyle; Her 100 g. balik agirli
icin 1ml %0,1°1ik kolkisin enjekte edilmis, 0,075 M KCI hipotonik ¢ézelti
icinde 20 dakika bekletmis ve 3:1 metanol-glasial asetik asit ile fikse
etmislerdir. Havayla kurutulmus lamlar %5°lik giemsa ile boyanmis. Howel
ve Black (1980)’in giimiis boyama teknigi kullanilarak NOR bantlamasi
vapmislardir. Kromozomlarin morfolojisine gére 8 gruba ayrilarak
karyogram hazirlanmis sonucgta diploid kromozom sayist 2n =100,
NF = 166 olarak bulmuslardir. Arastiricilar orta biyiiklikteki bir ¢ift
submetasentrik kromozom tizerinde esey farki olmaksizin NOR yapinin yer

aldigini ve tiir i¢cinde heteromorfizmin bulunmadigini tespit etmislerdir.

Cucchi ve Baruffaldi (1990) Invitro hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasinin zor,
pahali ve zaman aldigin1 ayrica bakteriyel enfeksiyon riski bulundugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar invitro yonteminde mitotik aktiviteyi arttirici
olarak kullanilan fenil hidrozini invivo olarak kullanmislardir. Ancak bu
yontemde oOzellikle kiiclik orneklerde fenilhidrazin dozunun 6ldiiriici
olabilecegi belirtilerek bu etkinin (CoCl,) kobalt(Il) kloriir ile ortadan

kaldirilabildigini aragtirmalarinda gostermislerdir.
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Gold ve arkadaslari (1990) uzunluklart 50 mm olan Cyprinid tiirleri igin
Onerdikleri ¢alismalarinda, aktif bélinme asamasinda olan ¢ok sayida kan
hiicresinin elde edildigi bobrek ve solunga¢ dokularindan direkt yontemle
kromozom elde etmislerdir. Arastirmada baliklara mitotik boliinmeyi uyarici
phtohaemogglutin (PHA) enjekte edilmis 18-24 saat sonra baliklar kesilerek

bobrekleri ¢ikarilmig ve 6zel bir ortamda tinkiibe etmislerdir.

Amemiya ve arkadaslar1 (1990b), genel olarak birbirine benzeyen Cyprinid
kromozomlarinin sistematik ve taksonomik problemlerini ¢6zmek icin
veterli olmadigmi belirterek Kuzey Amerika Cyprinid’lerini NOR
fenotiplerini  kullanarak smiflandirmistir.  Yapmis olduklart  ¢esitli
arastirmalarda Kuzey Amerika Cyprinid tirlerinin  karyotiplerini
calismiglardir. Arastirmalarda analizleri yapilarak incelenen 90’dan fazla tiir
karyotiplerinin biiylik bir cogunlugunda diploid kromozom sayisi 2n = 50
(47-52) ve kromozom kol sayilarinin 92 ve 100 (80-100) oldugu tespit
edilmistir. Tipik Kuzey Amerikan Cyprinid Kkaryotiplerinin genel
goriintisleri itibariyle submetasentrik ve akrosentrik kromozomlarin
olusturdugu bunlarin uzunluklarinin 1,5-5,5 pum arasinda degistigi tespit
edilmistir. Calismada, genel olarak birbirine benzeyen Cyprinid kromozom
karyotiplerinin sistematik ve taksonomik problemlerin ¢6ziimii i¢in yeterli
olmadig: belirtilmistir. Arastiricilar Cyprinid tirleri izerindeki sitogenetik
caligmalarda tiir i¢i ve tiirler arasi karyotiplerin karsilagtirilmasinda
kromozomal NOR farkliliklarini esas almislardir. (Gold 1984; Gold ve
Amemiya 1986; Amemiya ve Gold 1988; 1990b; Gold ve ark., 1988).
Arastirmada ele alinan biitiin tiirlerin NOR fenotipleri belirlenmis, tiir ici ve

tiirler aras1 énemli NOR varyasyonlarin oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Flajshans ve arkadaslar1 (1992) triploid baliklarin niiklei ve kromozomlara
ait aktif NOR sayilarinin frekans analizini yapmislardir. Suni olarak elde

edilen poliploid baliklarda ploid seviyelerinin tespitinin yapilabilmesini
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amaglayan ¢alismada Cyprinus carpio, Oncorhynchus mykiss ve Tinca tinca
olmak f{zere {ic balik tirii kullamlmugtir. C. carpio’'nun bir yillik
vavrularindan kan dokusu kiiltlirti ile preparatlar hazirlanmis, glimiis
boyama Howell ve Black, (1980)’in yontemi esas alinarak yapilmustir.
Sonugta normal diploid 2n = 100 durumdaki C. carpio’da bir ¢ift kromozom
iizerinde lokalize olmus NOR bolgeleri goriilmiis ve diploid kromozom
takim1 basina bir ¢ift NOR varlifi saptanmistir. Ayni durumun Zan ve
arkadaslar1 (1986), Mayr ve arkadaslar1 (1986), Sola ve arkadaslari, (1986)
gibi ¢esitli arastiricilar tarafindan da tespit edildigi belirtilerek arastirma

sonuglar1 desteklenmistir.

Anjum ve Jankun (1994), balik dUretme ¢iftligi populasyonunda
kendiliginden olusan triploid sazanlar {izerine yaptiklar1 arastirmada

C. carpio’nun diploid kromozom sayisini 2n = 100 olarak bildirmislerdir.

Crooijmans ve arkadaslart (1997) C. carpio’da mikrosatellit isaretleyici-
lerini calismiglardir. DNA {izerindeki polimorfik boélgelerinin belirlenme-
sinde kullanilan yontemin esasi; Okaryot ¢ekirdek genomlar1 boyunca
dagilmis tekrarlanan niikleotit dizilerinin haritalarinin ¢ikarilmasidir.
Arastirmada mikrosatellit isaretleyicilerinin sazanin gen haritasinin
yvapilmasinda, benzerlik kontrolii, populasyon genetigi ve nicel karakterleri

olusturan genlerin ortaya cikariimasinda kullanilabilecegi ileri siiriilmiigtiir.

Yapilan literatiir c¢alismalarinda L. cephalus’un iizerinde kromozomal
arastirmalarin 6zellikle son zamanlarda gen aktivitesinin ¢esitli yontemlerle

dolayli olarak ¢alisildig1 yoniindedir.

Guinand ve arkadaglar1 (1996) elektroforez yontemi ile L. cephalus’ta

genetik farklilasmay1 ¢calismiglardir.

Biyokimyasal genetik analiz yontemi ile Manaresi ve ark. (1997) ti¢ kefal

tiirlindl karsilastirmiglardir.

20



Manaresi ve Mantovani (1997) L. cephalus’un 19 enzim sistemini ¢aligtiran

genler tizerinde biyokimyasal genetik analiz yapmislardir.

Bu calismada; Ulkemizdeki kemikli baliklarin bilyiik bir kismini olusturan
Cyprinidae familyasindan en karakteristik ornek olarak bilinen pullu sazan
(Cyprinus carpio L.,1758) ile i¢ sularimizin hemen hemen hepsinde
yasayabilen tatli su kefali (Leuciscus cephalus 1.,1758)’nin iki farkh
cografik alandaki (Germegtepe ve Beyler Baraji) populasyonlarinin NOR
fenotiplerinin de belirlenerek kargilagtirmali karyotiplerinin tesbit edilmesi

amaclanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Kastamonu, Bati Karadeniz Bolgesinde Isfendiyar Daglan ile bu daglara
paralel bir sekilde uzanan dogu-bati dogrultulu Ilgaz Daglarinin bulundugu
Gokirmak Havzasi'nda yer alir. Bu cografi konum itibartyla birbirinden

izole olmus su kaynaklari agisindan zengin bir bolgedir.

Bu arastirmada kullanilan C. carpio (L.,1758) ve L. cephalus (L.,1758)’a ait
populasyon ornekleri Kastamonu il smirlar1 iginde iki ayr1 akarsu
sisteminden temin edilmistir. Bunlardan birincisi Devrekani ilgesine ait
Beyler Baraji, ikincisi Daday ilgesi yakinlarindaki Germegtepe Baraj’idir
(Sekil 2.1).

Beyler ve Germectepe Baraj’larinda yapilan arastiramalarda Cyprinus
carpio, Leuciscus cephalus, Capoeota sp, Alburnus sp’nin yasadigi
belirtilmektedir. Germectepe Baraji'nin biyolojik verim durumunun orta
verimli, balik yogunlugu bakimindan 15 kg. (kg./100m. Ag/1 giin) oldugu,
Beyler Baraji'nin ise verimli ve 30 kg. balik yogunluguna sahip oldugu

rapor edilmistir (Karabatak, 1995).

Balik numuneleri serpme, germe, dip oltas: ile yakalanarak portatif hava

pompalari ile havalandirilan bidonlar igerisinde laboratuvara getirilmistir.

Baliklarin teshisi, Tiirkiye Tathh Su Baliklar1 Katologu (Kuru, 1980) ile
Geldiay ve Balik (1988)’1n Tiirkiye Tatli Su Baliklari kaynaklarindaki tayin

anahtar1 ile yapilmustir.

Laboratuvarda optimum sartlarin saglandigi 100 x 50 x 50 cm. ebatlarinda

iki akvaryum kullanilarak baliklarin canliliklar: devam ettirilmistir.
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2.2. Metot

2.2.1. On muamele

Somatik kromozomlarin sayimi, biiylikliiklerinin ve morfolojilerinin

karsilastiriimasinda kolkisinin sudaki ¢ozeltileri ilk islemde kullanilmistir.

Bu sebeple baliklar kesilmeden 3-4 saat once esey farki gbzetmeden baligin
intraperitonal ve intramuscular bolgesinden her 100 g. viicut agirligr i¢in 1 mL
olacak sekilde % 0,1°lik kolkisin soliisyonu enjekte edilmistir. Enjeksiyon
yapilirken hava kesesi veya bagirsaklarin delinmemesine dikkat edilmistir.
Intramuskular enjeksiyon &zellikle tathisu kefalleri i¢in &ldiiriicii olmus, bu
yiizden her iki tiire de intramuskular enjeksiyon yapilmamistir. Enjeksiyon
sonrast iyi havalandirilan akvaryumda 3-4 saat siireyle baliklar yasatilmistir.

Asirt uygulanmis (fazla dozaj-fazla siire) mitostatik ve hipotonik muamele
koromozomlarin konrakte olmasina sebep olacagindan cesitli siireler 6n

muamele i¢in denenmistir.

2.2.2. Hipotonik ¢dzelti ile muamele

Baliklar. kolkisin enjeksiyonunu miiteakip 3, 4 ve 5 saat inkiibasyon siiresi
sonunda kesilmek suretiyle oldurtilmiistiir. Bobrek, solungag iplikleri ve
karacigerleri ¢ikartilmistir. Cikarilan dokular ayr1 ayri olmak iizere bir cam
lizerine alinmig bistiiri ve jilet ile iri parga kalmayincaya kadar kesilerek

homojenize edilmis ve tiiplere alinmistir.

Yapilan 6n denemeler neticesinde, uygun inkiibasyon siiresinin dort saat
oldugu ve kullanilan dokular icerisinde, bobrek dokunun yeterli sayida ve
istenilen oOzelliklerdeki metafaz safhalarinin elde edilmesinde daha

elverisli oldugu gozlenmistir.
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Hipotonik ¢06zelti olarak 0,075 M potasyum klortir (KCI) ¢ozeltisi

kullanilmstir.

Hipotonik ¢dzeltinin dokulara goére de etkisi degiseceginden dokular ¢dzelti
icinde 20-50 dakika arasindaki stireler icinde oda sicakliginda
bekletilmistir. Cozelti i¢ine konan dokular periyodik olarak hafifce

calkalanarak hipotonigin dokularin tiim yiizeyine niifuzu saglanmstir.

Hipotonik muamele C. carpio i¢in 25dk. L. cephalus i¢in 35 dk. olarak

belirlenmistir.

2.2.3. Dokularin fiksasyonu

Dokularin hipotonik ¢ozelti ig¢inde bulundugu tiipler 20-40 dakika
arasindaki deneme siirelerinin sonunda 2000 rpm’de 10 dk santrifijj
edilmistir. Kullanilan santrifiij “Niive NF 815 Yatay Acilir Doner Bashk
Tip” ozelliktedir. Santrifiij islemi sonunda tiiplerin iist kismindaki sivi
(stipernatan) atilmis ve taze olarak hazirlanmis, soguk (0-4°C) 3:1
oranindaki metanol-glasial asetik asit karisimi (Carnoy karisimi) her tiipiin
iizerine yaklasik 7 mL olacak sekilde ilave edilmis ve tiipler kisa bir siire

calkalanarak karistiriimastir.

10 dakika sonunda santrifiijden ¢ikarilan tiipler i¢indeki sivi kisim

dokiilerek yeniden fiksatif eklenmis ve tekrar santriflij edilmistir.

Sonugta 10’ar dakika santrifiij isleminden sonra toplam 3 kez fiksatif
degistiriimis (Rivlin ve ark., 1985) ve bu sekilde fiksasyon tamamlanmuisgtir.

Ancak 20 ve 40 dakikalik fiksasyon siireleri de denenmistir.

Taze olarak hazirlanmis Carnoy karisiminin agzi kapali tutulmustur.
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2.2.4. Materyalin lam iizerine alinmasi

Fiksasyon islemi sonunda santrifiijden cikarilan tiiplerin {ist kismindaki
cozelti dokiilmiis, tiiplin taban kisminda kalan coktiiriilmiis hiicreler tistiine

3 mL fiksatif ilave edilerek karistirilmastir.

Karisim postor pipeti ile yaklasik 25-30 cm. yiikseklikten damlatilmas,
boylece kromozomlarin dagilimi saglanmistir. Materyal lam {izerine

alindiktan sonra bir giin siireyle havada kurutulmaya birakilmistir.

2.2.4.1. Lamlarin preparasyona hazirlanmasi

Iyi bir yayma elde edilebilmesi igin kullanilan lamlarin son derece temiz
olmast gerekir (Rivlin ve ark., 1985). Bunun i¢in lamlar Liileci (1994)’ye

gore bir seri islemden gecirilmistir.

Kutudan ¢ikarilan lamlar sabunlu bezle silindikten sonra musluk suyundan
gecirilerek distile su i¢inde 10 dk. bekletilmis, siire sonunda icinde metanol
bulunan beher icine birer birer dizilmistir. Metanolde 30 dk. bekletildikten

sonra tekrar saf suya alinarak buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2.5. Boyama

Cesitli boya ve tekniklerin kullanilabildigi bu tip ¢alismalarda giemsa boya
en cok tercih edilendir. Boyanin konsantrasyonu ve siiresi boyanacak
numuneye gore degisiklik gosterdiginden belirli bir standardi yakalamak

giictiir (Klinkhardt, 1991).

Bu ylizden hazirlanan preparatlar 3-20 dakikalik stireler i¢inde pH’1 6,8 olan
PBS (phosphate buffered saline solution) ile hazirlanmis %5-%25’lik
giemsa konsantrasyonlari ile denenmistir. Boyama sonunda preparatlar

distile suda ¢alkalanarak havada kurutulmustur.



L. cephalus icin %20°lik giemsa ile 5 dk., C. carpio i¢in %10’luk giemsa ile

6 dk. stire ile boyama yapilmustir.

Preparat boyadan ¢ikarilmadan boyanmin st kismindaki parlak tabaka adi
kurutma kagidi ile temizlenerek preparatlarda boya kalintisinin kalmasi

Onlenmistir.

2.2.6. NOR (Niikleolus Organizer Region) boyama

NOR boyamanin yapilmasinda iki metod denenmistir.

a) Howell ve Black (1980)’in “One-Step” metodundan faydalanilmistir.

Bu metoda gore:

Materyalin lam iistiine alinarak kurutulmasindan sonra preparatin yayma
olmayan bir kosesine 4 damla %50°lik gilimiis nitrat soliisyonu, diger
kosesine 2 damla jelatin ¢ozeltisi pipetle damlatilarak iki sivi
karistirilmistir. Yaymanin oldugu kisim iizerine olacak sekilde soliisyonun
tizerine lamel kapatilmistir. Isiticida 70°C de 30 saniye bekletilip 30 saniye
icinde sariya, 2 dakika sonra da altin-kahverengiye doéniistiigii gbzlenmistir.
Lamel saf su akitilarak alinmis, lam yikanarak kurutma kagidi ile

kurulanmustir.
b) Liileci (1994)’nin vermis oldugu metodun uygulanisi su sekildedir:

Plastik petri kabinin alt kismina tiim tabani kaplayacak sekilde adi kurutma
kagidi yerlestirilerek saf su ile nemlendirilmistir. Preparat iizerine %50°1ik
giimiig nitrat soliisyonundan damlatilarak lamel kapatilmigtir. Preparat petri
kutusuna konarak kapak kapatilmistir. Nemini kaybetmemesi ve igine su
girmemesi i¢in etrafi parafilm ve aliiminyum folye ile sarilmistir. Kii¢lik bir
naylon torbaya konan petri kutusu 60°C su banyosunda 3 saat bekletildikten
sonra preparat 45°’lik egimle tutularak saf su ile lamel uzaklastiriimigtir.

Sallanarak havada kurutulan preparatin yayma olmayan ucuna ayri ayri



amonyak-giimiis nitrat ve %35°1ik formaldehit soltisyonlarindan birer damla
damlatilmigtir. Pastor Pipeti ile karigtirilip lamel ile tizeri kapatilan preparat
Mikroskop altinda 10x objektifle hiicrelerin ve metafazlarin saridan agik
kahverengiye doniistiigli gdzlenerek preparat distile su ile yikanarak lamel
uzaklastirilmistir. Lam havada kurutulduktan sonra %2’lik giemsa ile 10 sn.

boyanmis ve yikandiktan sonra kurutma kagidi ile kurulanmistir.

Gumiis boyama yontemi ile belirlenen NOR bdlgeleri her iki metodun
denenmesi neticesinde Howel ve Black (1980)’in “One-step” metodu ile
vapilmast uygun bulunmustur. Baliklarda ¢ok yaygin olarak kullanilan bu

metot daha kisa, pratik ve cok sayida boyama yapmaya imkan vermistir.

2.2.7. Preparatlarin devamli hale getirilmesi

Incelenen preparatlarin karyotip analizi yapmaya uygun olanlar1 ve NOR
boyamas: yapilanlar devamli hale getirilmek tizere once ksilende ytkanmis

ve daha sonra Kanada Balzami kullanilarak lamel yapistirilmistir.

2.2.8. Kromozom sayilarinin ve morfolojilerinin belirlenmesi

Giemsa ve NOR boyama yapilarak devamli hale getirilen preparatlar
kromozom morfolojisi ve NOR fenotipinin belirlenmesi igin incelenmis,
amaca uygun yaymalardaki metafazlar “Olympus BHS” mikroskopta 50

ASA’lik 24 x 36 mm. siyah beyaz filmle ¢ekilmistir.

Diploid kromozom sayisi (2n), temel kromozomlarin sayisi (NF),
metasentrik (m), submetasentrik (sm), subtelosentrik (st) ve telo-akrosentrik (a)

kromozomlarin ayirimi Levan ve arkadaslari (1964)’na gore yapilmustir.
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2.2.9. Karyogramin hazirlanmasi

Karyogram kromozom morfolojileri ¢ok iyi goriilebilen, tam metafaz
sathasinda bulunan hiicrenin fotografindan yapilmistir. Homolog olan
kromozomlar belirlenerek kesilip ¢ikarilmistir. En uzun olandan baslayarak
homolog kromozomlar esler halinde yan yana getirilerek bir eksen lizerine
sentromerlerine gére yapistirilmistir. Her birinde en uzun kromozoma sahip
olan iki homolog kromozoma 1 numarali kromozom adi verilmistir. Sirasi

ile digerleri de numaralandiriimastir.
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3. BULGULAR

3.1. Cyprinus carpio’ya Ait Bulgular

3.1.1. Beyler baraji populasyonu kromozom ézellikleri

C. carpio’nun Beyler Baraji’na ait populasyonunda kromozom sayisi;
2n=100 olarak bulunmustur. Karyotip &zellikleri bakimindan temel
kromozom sayisi; NF =152, 22 metasentrik, 30 submetasentrik, 48 subtelo-
akrosentrik yapidadir. Genel goriiniis itibariyla subtelo ve akrosentrik
kromozomlarin cogunlugu  olusturdugu karyotipte kromozomlarin

biyiikligt 1,5 pm-3,5 um arasindadir (Sekil 3.1-3.2).

(NF =152,22 m + 30 sm + 48 st-a)

Sekil 3.1.  Beyler Barajindaki Cyprinus carpio’ya Ait Diploid Metafaz
Kromozomlar1 (x 2050)
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3.1.2. Germectepe barajipopulasyonu kromozom 6zellikleri

Kromozom sayist 2n =100'diir; 20 metasentrik, 30 submetasentrik, 50
subtelo-akrosentrik ~ ozellikteki  karyotipte temel kromozom sayisi
NF = 150°dir. Kromozom biiyiikliigiiniin 1,5 pm - 3,5 pm arasinda degistigi
belirlenen karvotipin, genel goriiniiy itibariyla subtelo-akrosentrik

kromozomlardan olustugu gd&zlenmistir (Sekil 3.3-3.4).

(NF = 150, 20 m + 30 sm + 50 st-a)

Sekil 3.3.  Germecgtepe Baraji Cyprinus carpio’ya Ait Diploid
Metafaz Kromozomlari (x 2050)
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3.2. Leuciscus cephalus’a Ait Bulgular

3.2.1. Beyler baraji populasyonu kromozom ozellikleri

Beyler Baraji’na ait tath su kefalinin kromozom sayis1 2n = 50 olarak tespit
edilmistir. Kromozom kol sayisi NF =80’dir. Kromozom takimmi 18
metasentrik, 12 submetasentrik, 20 subtelo-akrosentrik kromozomlar
olusturmaktadir. Kromozom bilyiikliikleri ise 1,5 pm-3,5 um arasindadir.
Karyotipi olusturan kromozomlarin genel goriintisii subtelo-akrosentrik yapili

kromozomlardan olustugu gozlenmistir (Sekil 3.5-3.6).

(NF =80, 18 m + 12 sm + 20 st-a)

Sekil 3.5. Beyler Baraji Leuciscus cephalus’a Ait Diploid
Metafaz Kromozomlar: (x 2050)
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3.2.2. Germegtepe baraji populasyonu kromozom &zellikleri

Germegtepe Baraji'na ait L. cephalus populasyonunda kromozom sayisi
2n = 50 olarak bulunmustur. Kromozom kol sayisinin NF = 82 oldugu ve 20
metasentrik, 12 submetasentrik, 18 subtelo-akrosentrik kromozomlardan
olusmustur. Kromozom bilyiikliiklerinin 1,4 um - 3.4 pm arasinda oldugu
gbzlenen yapida genel olarak metasentrik kromozomlarin hakim oldugu

goriilmustiir (Sekil 3.7-3.8).

(NF=82,20m + 12 sm + 18 st-a)

o
Lt
-

Sekil 3.7.  Germegtepe Baraji Leuciscus cephalus’a Ait Diploid
Metafaz Kromozomlar: (x 2050)
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3.3. Cyprinus carpio’nun NOR Fenotipine Ait Bulgular

3.3.1. Beyler baraji populasyonu NOR fenotipi

Toplam 20 balik iizerinde giimiis boyanmus, 170 metafaz degerlendi-
rilmistir. Bu degerlendirme sonucunda incelenen metafazlarin tamamina
yakininda bir ¢ift kromozomun NOR tasidigi goézlenmistir. NOR
bolgelerinin farklilik gosterdigi bulgularda 3 degisik NOR tipi varlifi

belirlenmistir.

A) Bilyiik bir ¢ift, homolog ya da homolog olmayan submetasentrigin kisa
kolu boyunca ya da metasentrik kromozomun kollar1 boyunca gériilen

NOR bolgeleri (Sekil 3.9.a-b).

B) Bir ¢ift akrosentrik kromozomun kisa kollarinda nokta seklindeki

NOR’lar (Sekil 3.10).

C) Bir ¢ift biiyiikk submetasentrik kromozom {izerindeki farkh

bityiiklikteki NOR bolgeleri (Sekil 3.11.a-b-c).

Incelenen metafazlarin bilyilk bir ¢ogunlugunda “A” tipi NOR sekli
goriilmustiir. “B” tipi NOR fenotipi da az siklikta goriilmiistiir. Farklh
biiyiikliikkte NOR bdlgelerinin bulundugu “C” tipi NOR daha az goriilmiis
olup heteromorfik 6zelliktir ve iki degisik heteromorfik yapinin varlig:

tespit edilmistir.
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Sekil 3.9.a. Beyler Baraji Cyprinus carpio Populasyonunda “A” Tipi
NOR Fenotipi (x 1860)

Sekil 3.9.b. Beyler Baraji Cyprinus carpio Populasyonunda “A” Tipi
NOR Fenotipi (x 2050)
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Sekil 3.10. Beyler Baraji Cyprinus carpio
NOR Fenotipi (x 1860)
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Sekil 3.11.a. Beyler Baraj1 Cyprinus carpio
NOR Fenotipi (x 2050)

Populasyonunda “B™ Tipi

Populasyonunda “C” Tipi
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Sekil 3.11.b. Beyler Baraji Cyprinus carpio Populasyonunda “C” Tipi
NOR Fenotipi (x 2050)

Sekil 3.11.c. Beyler Baraji Cyprinus carpio Populasyonuda “C” Tipi
NOR Fenotipi (x 1860)
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3.3.2. Germectepe baraji populasyonu NOR fenotipi

15 balik tizerinde giimils boyanmis, toplam 130 metafaz incelenmistir.
Incelenen metafazlarin genelinde bir ¢ift homolog ya da homolog olmayan
kromozomda NOR bolgesi tanimlanmigtir. NOR’larin  bulundugu

kromozom pozisyonlar1 gériilme oranina gore {i¢ tipte siralanmustir.

A) Genellikle bir cift akrosentrik veya submetasentrik kromozomun kisa
kollarinda terminal olarak bulunan nokta geklindeki NOR bdlgeleri

(Sekil 3.12.a-b).

B) Bir akrosentrik ve bir submetasentrigin aktif oldugu metafazlar, daha

az siklikta goriillmiistiir (Sekil 3.13).

C) Bir metasentrik kromozomun farkli biiyiikliikkte boyanmis NOR

bolgeleri heteromorfiktir (Sekil 3.14).

Nadir olarak da sadece bir akrosentrik kromozomun aktif oldugu metafazlar

gbzlenmistir.

C. carpio Germectepe populasyonunda goriilen hakim NOR fenotip “A” tipi

olarak belirtilen sekilde gbzlenmistir.
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Sekil 3.12.a. Germegtepe Baraji  Cyprinus
“A” Tipi NOR Fenotipi (x 2050)

Sekil 3.12.b. Germegtepe Baraji  Cyprinus
“A” Tipi NOR Fenotipi (x 1860)

carpio Populasyonunda

carpio Populasyonunda
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Sekil 3.13. Germegtepe Baraji Cyprinus carpio Populasyonunda
“B” Tipi NOR Fenotipi (x 1860)
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Sekil 3.14. Germegtepe Baraji Cyprinus carpio Populasyonunda
“C” Tipi NOR Fenotipi (x 2050)



3.4. Leuciscus cephalus’un NOR Fenotipine Ait Bulgular

3.4.1. Beyler baraji populasyonu NOR fenotipi

Gilimiis boyanmis 220 metafaz 34 baliktan elde edilmistir. Kromozomal

NOR’larin fenotipleri, Beyler Baraji tatli su kefallerinde subtelo ya da

akrosentik kromozom {iizerinde goézlenmistir. Baslica ti¢ tipte fenotipik

ayirim yapilabilmistir.

A) Bir ¢ift homolog akrosentrik kromozomun kisa kollarinda nokta

B)

C)

seklindeki NOR’lar bityiik bir cogunlukta tespit edilmistir (Sekil 3.15).

Incelenen metafazlarda siklikla rastlamlan diger bir durum da
akrosentrik kromozomlarin bir tanesinin kisa kolunda nokta bigiminde
goriilen NOR’lardir. Akrosentrik kromozomlarin bazi safhalarda

biiyiik olani, bazilarinda da kiigiik alami aktif olarak goriilmiistiir

(Sekil 3.16.a-b).

Diger NOR fenotiplerinden farkli olarak, daha az oranda akrosentrik
kromozomun uzun kollari boyunca ve metasentrik kromozomun

kollar1 boyunca giimiis boyanmig NOR’lar tespit edilmistir

(Sekil 3.17.a-b).
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Sekil 3.15. Beyler Baraji1 Leuciscus cephalus Populasyonunda “A” Tipi
NOR Fenotipi (x2050)
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Sekil 3.16.a. Beyler Baraji1 Leuciscus cephalus Populasyonunda “B” Tipi
NOR Fenotipi (x2050)



Sekil 3.16.b. Beyler Baraji Leuciscus cephalus Populasyonunda “B” Tipi
NOR Fenotipi (x 2050)

Sekil 3.17.a. Beyler Baraji1 Leuciscus cephalus Populasyonunda “C” Tipi
NOR Fenotipi (x 2050)
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Sekil 3.17.b. Beyler Baraji Leuciscus cephalus Populasyonunda “C” Tipi
NOR Fenotipi (x 2050)
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3.4.2. Germectepe baraji populasyonu NOR fenotipi

Toplam 17 baliktan giimiis boyanmig 100 metafaz incelenmistir. Genel

olarak bir ¢ift kromozom iizerinde NOR bdolgeleri tanimlanmigtir.

A) Homolog olmayan bir ¢ift submetasentrik kromozomun kisa kol, ug
kismindaki nokta seklindeki NOR yapilar biiylik bir ¢ogunlukta
gozlenmistir (Sekil 3.18).

B) Daha az oranda gorillen bazi metafazlarda ise muhtemelen homolog

olan kiigiik bir ¢ift akrosentrik kromozomun kisa kolunda bulunan

NOR’lar tespit edilmistir (Sekil.3.19)

L. cephalus Germegtepe populasyonunda genel olarak “A” tipi NOR

fenotipinin yaygin oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.18. Germectepe Baraji Leuciscus cephalus Populasyonunda
“A” Tipi NOR Fenotipi (x 2050)
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Sekil 3.19.  Germectepe Baraji Leuciscus cephalus Populasyonunda
“B” Tipi NOR Fenotipi (x 2050)



4. TARTISMA VE SONUC

Dogrudan ve dogrudan olmayan yontemlerle bir¢ok sekilde incelenebilen
balik kromozomlar1 bu calismada dogrudan yontemle incelemeye
hazirlanmistir. Bu yontemle az sayida, yeterli kalitede metafaz dagilimi elde
edilmesinin yaninda; zaman, emek, uygulama kolaylig1 ve 6zellikle nispeten
ucuz malzemenin kullanilmasi olumlu yonler olarak goriilmektedir.
Inceleme konusu olan her iki balik tiirinde bobrek dokunun solungag epiteli
ve diger dokulara gore ¢ok daha iyi sonug vermesi Hartley (1988), Reddy ve
John (1986), Das ve Das (1986)’1n ¢alismalarinin sonuglarini dogrulamaktadir.

Germectepe ve Beyler Baraji’ndan elde edilen C. carpio’nun kromozom

say1s1 2n = 100 olarak tespit edilmistir.

C. carpio'nun Beyler Baraji’na ait populasyonunda karyotip ozellikleri
bakimindan kromozom kol sayisi; NF =152, 22 metasentrik, 30
submetasentrik, 48 subtelo-akrosentrik kromozomlardan olusmus bir yapidadir

(NF =152,22 m + 30 sm + 48 st-a).

Germectepe Baraj1 populasyonunda ise; 20 metasentrik, 30 submetasentrik,
50 subtelo-akrosentrik ozellikteki karyotipte temel kromozom sayist

NF = 150°dir (NF = 150, 20 m + 30 sm + 50 st-a).

C. carpio’nun lzerinde yapilan bazi arastirmalarda kromozom sayisinin
2n =100-104 arasinda degistigi rapor edilmistir (Makino 1939; Ohno ve
ark. 1967; Ojima ve Hitotsumachi 1967; Ojima ve ark. 1972; Kirpichnikov
1973; Marian ve Krasznai 1978; Berberovic 1980)

Denton (1973)’un bildirdigine goére Ojima ve Hitotsumachi (1967) isimli
arastirmacilar C. carpio’nun kromozom sayist i¢in 2n= 100 ve karyotip
Ozellikleri olarak ta, NF =148, 12m+36 sm+52a formiiliinii rapor

etmislerdir.



Al-Sabti  (1986b) C. carpio’nun kromozom sayisint 2n =98 temel
kromozom sayisimi ise NF =148, 50 meta-submetasentrik, 48 subtelo-

telosentrik olarak bulmustur.

Rab ve ark. (1989) C. carpio haematopterus’ta kromozom sayisini;
2n = 100 kromozom formiiliinii ise NF =166, 28 m+ 38 sm+22st+ 12 a

olarak bildirmislerdir.

Raciu ve ark. (1972) C. carpio carpio’nun kromozom sayisini 2n = 100
kromozom formiiliinii ise NF =148, 24 m+24 sm,st+52a olarak

bildirmislerdir.

Zan ve ark. (1986) C. carpio chilia’da kromozom sayisim 2n = 100,
NF =152 Kkaryotip Ozelliklerini ise 22m+30sm+48st-a olarak

bulmuslardir.

Zan ve ark. (1986) C. carpio rubrofuscus’ta kromozom ve kol sayisini
2n =100, NF = 152 karyotip 6zelliklerini ise 22 m + 30 sm + 48 st-a olarak

elde etmislerdir.

Zan ve ark. (1986) C. carpio heamatopterus’ta kromozom sayisini;
2n =100, kromozom formiiliinii ise NF =150, 20 m + 30 sm + 50 st-a

olarak vermislerdir.

Literatlir taramalarindan goriildiigii {izere simdiye kadar incelenen tiim
dogal C. carpio tiir ve alt tiirlerinde bazi istisnalarin disinda kromozom

say1st 2n = 100" diir.

Al-Sabti (1986b) 2n =98 bulmustur. Kromozom sayisindaki farkliligin,
farkli  akarsu  sistemlerindeki = populasyonlarda  ¢alisilmasindan
kaynaklandigini  bildirmektedir. Kromozom sayisinda elde edilen
2n=100"den az sayida kromozomlar aneuplodi ya da preparasyon

esnasinda meydana gelen kayiplardan olabilmektedir.

W
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Kromozom sayisi bakimindan bildirilen sonuglar genellikle ayn: olmakla
birlikte karyotipik Ozellikler bakimindan bu c¢ahsma ve diger

arastirmalardaki elde edilen sonuglar farklilik arz etmektedir.

Bu arastirmada Germegtepe ve Beyler Baraji’'ndan elde edilen

L. cephalus™un kromozom sayist 2n = 50 olarak tespit edilmistir.

Beyler Baraji'na ait tatli su kefalinin kromozom kol sayisi NF = 80°dir.
Kromozom takimini ise 18 metasentrik, 12 submetasentrik, 20 subtelo-

akrosentrik kromozomlar olusturmaktadir (NF = 80, 18 m + 12 sm + 20 st-a).

Germectepe Baraji'na ait L. cephalus populasyonunda ise kromozom
formiili bakimindan; Kromozom kol sayisinin NF = 82 ve 20 metasentrik,
12 submetasentrik, 18 subtelo-akrosentrik kromozomlardan olusmustur

(NF=82,20m + 12 sm + 18 st-a).

L. cephalus’un karyotip yapist ile ilgili arastirmalar fazla olmamakla birlikte

bazi calismalara rastlanmustir.

Berberovic ve Sofradzija (1972), Hafez ve arkadaslarni (1978)

L. cephalus’un kromozom sayisini 2n = 50 olarak bildirmislerdir.

Al-Sabti (1986b) tatli su kefalinin karyotipini ¢aligmustir. Arastirmada
kromozom sayis1 2n =350 olarak bulunmustur, kromozom formiili ise
NF =84, 34 meta-submetasentrik ve 16 subtelo-telosentrik olarak rapor

edilmistir.

Kromozom sayisi elde edilen sonuglarla aynmi olmasmna ragmen

morfolojilerinde baz1 farkliliklar gbzlenmistir.

Baliklarda karyolojik calismalarinin teknik olarak uygulanmasi, diger
omurgalilara nazaran daha zordur. Ozellikle bir ¢ok balikta kromozomlarin
kiiciik ve c¢ok sayida olusu karyotip yapimimi giiglestirmektedir. Bu

giicliiklere bagli olarak bir ¢ok arastirici kromozom formiliinii verirken



kesin bir morfolojik ayirim yapmamuslardir. Ornefin metasentrik ve
submetasentrik kromozomlar ¢ogu kez aymi grup iginde toplanarak

degerlendirilmistir.

Karyotip morfolojilerinin farkli olmasi, genel olarak kromozom hazirlama
yontemlerine ve elde edilen kromozomlarin yapisina baghdir. Ozellikle
preparasyon esnasinda meydana gelen kromozom spiralizasyon (kisalip
kalinlasma) dereceleri farkli sonuglarin alinmasina sebep olur. Oldukca
kontrakte olmus kromozomlarin kullanilarak yapildig1 karyotiplerde
ozellikle daha kiiciik olan submetasenirik ve subtelosentrik kromozomlarin
ayirmmini  giiclestirmektedir. Tersine, erken bir metafazda elde edilen

kromozom sonuclar1 farklilik arzeder (Rab ve ark., 1989).

Klinkhardt (1991) ozellikle asiri dozda ve asir1 stirede olan mitotik

inhibitérlerin kromozomlarda spiralizasyonu arttirdigini bildirmistir.

C. carpio’nun alt tiirleri {izerinde yapilan bir arastirmada; Raciu et al.
(1972) fazla spiralize olmus kromozomlar {izerinde, Zan ve Song (1980)
erken metafazdan elde ettikleri kromozomlar ile karyotip yapmuislardir.
Dolayistyla kromozom sayisindaki uygunluk, kromozom morfolojisinde

goriilmemistir.

Tim bunlarin 15181 altinda C. carpio’nun Germegtepe ve Beyler Baraji
populasyonlar: arasindaki kromozom formiillerindeki farklilik, kromozom
mutasyonlarina atfedilecegi gibi literatiirlerde de belirtildigi sekliyle,
preparasyon teknikleri ve spiralizasyondan (kullanilan kimyasallar ve

uygulama siireleri) da meydana gelebilir.
Klasik giemsa boyama ile karyotipleri birbirinden ayirt edebilmenin zor oldugu,
buna karsin giimiis boyama ile karsilastirma yapmay1 miimkiin kilan NOR’larin

mitkemmel birer sitolojik marker oldugu bildirilmistir (Galetti ve ark., 1984).



Bu arastirmada Beyler Baraj1 C. carpio populasyonunda genel olarak bir ¢ift
homolog ya da homolog olmayan meta-submetasentrik kromozomun kisa
kollarinda goriilen NOR’lar genel fenotipi olusturmustur. Bunun yaninda
akrosentrik kromozomlarin kisa kollarindaki nokta seklindeki NOR
vapilarina da rastlanmistir. Daha az tespit edilen biiyliik submetasentrik,
metasentrik kromozomlarin kollar1 boyunca farkli biiyiiklitkteki NOR

bolgeleri heteromorfik 6zelliktedir.

Germectepe Baraji sazan populasyonunda genel olarak homolog ya da homolog
olmayan bir ¢ift submetasentrik kromozomun kisa kollarinda bulunan NOR
fenotipi hakim ozelliktedir. Akrosentrik kromozomun kisa kollarinda bulunan
ve genellikle bir ¢ift olan NOR’lara da rastlanmistir. Daha az oranda rastlanan
ve bir ¢ift metasentrik kromozomun homologlarinin kollar1 boyunca goriilen

farkl: buyiiklitkteki NOR bolgeleri de heteromorfiktir.

Metafaz basina iki NOR’un sabit varliginin analiz edilen tiim tiirlerde

gozlenmesine ragmen NOR boyutlarinda bazi farkliliklar gézlenmistir.

Her iki populasyonda goriilen biiyliklikk bakimindan heteromorfik NOR
bolgeleri, her iki populasyon iginde heteromorfizmin bulundugu
yoniindedir. Ayrica Beyler Baraji'ndaki C. carpio populasyonunda tiir igi
NOR heteromorfizmini olusturan NOR yap1 ve sayilarimin Germegtepe
Baraj1 populasyonuna benzemedigi goriilmiistiir. Dolayisiyla iki populasyon

arasinda da heteromorfizm mevcuttur.

Pullu sazan tiirlerinde NOR ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde; Sola ve
ark. (1986)'nin tetraploid orijinli C. carpio’'nun biri biiyikk digeri kiiciik
submetasentrik kromozomu {izerinde varligi bildirilen NOR fenotipi
Germectepe Baraji sazanlarimin NOR fenotipine benzerlik gostermektedir.
Ayrica her iki submetasentrigin homolog oldugu durumda da Beyler Baraji

C. carpio populasyonunun fenotipine uyum saglamaktadir.
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Bu calismada elde edilen C. carpio’da diploid kromozom takimi basina
genel olarak bir ¢ift NOR bolgesinin bulundugunu gosteren sonuglar
bakimindan Zan ve ark. (1986), Mayr ve ark. (1986), Sola ve ark. (1986)

tarafindan bulunan sonuclara uygunluk gosterdigi anlasilmistir.

Arastirmacilarin tespit ettikleri NOR biiylikliigli bakimindan, heteromorfik
NOR’lara submetasentrik kromozomlar tizerinde rastlanmis olmasi ¢alismamiz
ile arastirmalar arasinda bir paralellik arz etmektedir. Buna gore bilyiik

submetasentrik kromozomun kisa kollarinda heteromorfik NOR’lar mevcuttur.

Ancak Beyler Baraji populasyonunda goriilen bazi heteromorfik yapilar ve
Germectepe Baraji populasyonunda goriilen metasentrik kromozom
tizerindeki heteromorfik boélge iki populasyon ve diger arastirmalardan

buiyiikliik ve sekil bakimindan farklilik gostermistir.

Rab ve ark. (1989)'un C. carpio’nun alt tiirlerinden C. carpio
heamatopterus Uuzerinde yapmis oldugu kromozom ¢alismasinda orta
biyiikliikkte bir cift submetasentrik kromozomun kisa kollarinda NOR

tagidigini bildirmistir. Calismamiz bu sonug ile paralellik gostermektedir.

Rab ve ark. (1989) disi, erkek ve olgunlasmamis iic grup iizerinde NOR
fenotipleri lizerinde ¢alismislardir. NOR tasiyan kromozom ¢iftlerini eseyi
belli olmayan grupta tespit ettiklerini bildirmislerdir. Populasyonlar arasinda

kromozom morfolojisindeki farkliliklar 6nemsiz bulmugslardir.

Bu arastirmada L. cephalus’un Beyler Baraj Golindeki populasyonunda NOR
fenotipi bakimindan genel olarak bir ¢ift akrosentrik kromozomun kisa kol ug
kismindaki nokta seklindeki NOR pozisyonunun yaygin fenotipi olusturdugu
anlagilmistir. Bunun yanisira biiyiik ya da kii¢iik akrosentrik kromozomlardan
sadece bir tanesinin aktif olarak goriildiigli metafaz sathalarn da mevcuttur.
Daha az rastlanan akrosentrik kromozomun kollar1 boyunca ve metasentrik
kromozomun kollarinda goriilen NOR fenotipi biiyiikliik ve pozisyon olarak
genel goriiniisten farklilik gostermistir (Sekil 3.17.a, Sekil 3.17.b).



Germectepe Baraji L. cephalus’un giimiis boyanmis hiicreleri genel olarak
homolog olmayan bir cift submetasentrik ya da akrosentrik kromozomun
kisa kolunda bulunan NOR fenotipini olusturmustur. Daha az siklikta
goriilen NOR fenotipi muhtemelen homolog olan bir cift akrosentrik

kromozomun kisa kollarinda bulunan bolgelerdir.

Genel olarak ¢ok rastlanan NOR fenotipi bakimindan Beyler Baraji'na ait
kefallerin bir ¢ift akrosentrik kromozomunun kisa kolunda bulunan NOR
pozisyonu ile Germectepe Baraji’na ait homolog olmayan bir ¢ift
submetasentrik ya da akrosentrik kromozomun kisa kolunda bulunan NOR
bolgeleri her iki tirtin genel fenotipini olusturmasina ragmen farkh
kromozomlar lizerinde olusu her iki populasyonun bir ¢ift NOR bdlgesini
farkli kromozomlar iistiinde gostermesi bakimindan farklidir. Bu yiizden iki
tir, NOR silinmesi bakimindan, heteromorfik NOR fenotipine sahip
olabilir. Ayrica Beyler Baraji kefal populasyonunda ikinci siklikta gériilen

sadece bir kromozomun aktif olarak goriilmesi bunu desteklemektedir.

Beyler Baraji populasyonunda goriilen metasentrik kromozom kollarindaki
(Sekil 3.17.b) NOR fenotipi Germectepe Baraji tatlisu kefallerinde hig

goriilmediginden belirgin bir farki olusturmustur.

Yabanci ve yerli literatlirde taramalarinda L. cephalusun NOR fenotipi ile

ilgili yapilan bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Amemiya ve Gold (1990b)’'un Kuzey Amerika Cyprinid tiirleri (2n = 50)
lizerinde yapmis oldugu calismalar g6z Oniine alindiginda; Leuciscus
cephalus Beyler Baraji populasyonundaki genel NOR fenotipi Kuzey
Amerika Cyprinid’lerinden Nacomis asper, Nacomis leptocephalus tiirlerine
akrosentrik bir ¢ift homolog iizerinde NOR tasimasi bakimindan Dionda
espiscopa, Ericymba buccata, Hemitremia flammea, Hybognatus placitus

tirlerine tek akrosentrik kromozom {izerinde NOR tasimasi bakimindan



benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Beyler Baraj1 kefal tiiriinde rastlanan
akrosentrik ve metasentrik kromozomlarin kol boyunca goriilen NOR’lar

Amerikan Cyprinid’lerinde tanimlanmamigtir.

Arastirma konusu olan Germegtepe ve Beyler Barajlari populasyonlarinin
gostermis oldugu NOR fenotipi kendi aralarinda ve aymi zamanda
Cyprinidae familyasiyla heteromorfik farkliliklar gostermistir. Tiirkiye ve
diinyada genis bir dagilim gosteren, pek ¢ok tiire sahip Cyprinid gibi, biiyiik
bir familyada farkliliklarin goriilmesi dogaldir. Bu farkliliklarin ortaya

cikarilmast NOR boyama calismasi ile miimkiin olabilmektedir.

Modern 1slah ¢alismalarinda, yetigtirilen hayvanlarin orijin kontrollerinde ve
populasyon genetigi ¢alismalarinda, populasyonda daha saglikli ve belirgin
ayrimin ortaya ¢ikmasinda kromozomal yapinin bilinmesi dnemlidir. Ayrica
balik kromozomlarmin incelenmesi ile genetik, sitotaksonomi ve c¢evre
kirlenmesi gibi pek ¢ok alanda birgok meseleye 151k tutacak bilgiler elde

edilecektir.

Bu tiirlerin genetik potansiyelleri ve sistematik durumlarinin belirlenmesi
lilkemizde ve yorede ileride yapilacak melezleme ve ekonomik balik tiretimi
calismalarinda  kullanilabilecek alt yapmin olusturulmasina imkan

saglayacaktir.

Bu c¢alisma sonuclar1 {iilkemizde heniiz yapilmamis olan Tiirkiye
Cyprinid’lerinin ve diger balik familyalarinin NOR fenotipine gore
sistematik, taksonomik ve akrabalik iligkilerinin belirlenmesi i¢in yapilacak

calismalara 1s1k tutacaktir.
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